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Vyuziti polyploidie v akvakulture
Souhrn

Akvakultura je nejrychleji rostouci odvétvi v produkci potravin. V nadchazejicich
letech bude kli¢ové zajistit, aby tato produkce byla udrzitelna a aby chovy vodnich organismu
mély co nejmensi dopady na pfirodni ekosystémy. Jednim z ndstrojl, kterym Ize tyto dopady
snizit je indukce triploidie. Bakaldfska prace se zabyvd tématem wvyuZiti polyploidie
v akvakulture. Struéné popisuje definici a typy polyploidie, jejich kontext béhem evoluce
a prirozeny vyskyt vramci domény eukaryota. Prace se primdrné zaméfuje na metody
indukce triploidie a tetraploidie u ryb, mékkys@ a kory3d. Ctendf je obezndmen s dopady
triploidie a tetraploidie na vodni organismy a zpUsoby jakymi se identifikuji jejich stupné
ploidie. Vsamém zdvéru prdce jsou zminény nejvyznamnéjsi priklady vyuZziti polyploidie
v soucasné i budouci akvakulture.

Klicova slova: biotechnologie, GMO, triploidie, tetraploidie, akvakultura



Polyploidy in aquaculture
Summary

Aguaculture is the fastest growing sector of food production. Ensuring that this
production is sustainable and that aquaculture has the least impact on natural ecosystems
will be crucial in the coming years. Induction of triploidy is a tool that can be used to reduce
these impacts. This bachelor thesis deals with the use of polyploidy in aquaculture. It briefly
describes the definition and types of polyploidy, their context during evolution and their
natural occurrence within the eukaryotic domain. Emphasis is placed on methods of inducing
triploidy and tetraploidy in fish, molluscs and crustaceans. The reader is introduced to the
effects of triploidy and tetraploidy on organisms and the methods to determine their ploidy
level. The main examples of the use of polyploidy in current and future aquaculture are
given at the end of the thesis.

Keywords: biotechnology, GMO, triploidy, tetraploidy, aquaculture
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1 Uvod

Food and Agriculture Organization of United Nations (FAO) definuje pojem akvakultura
jako chov vodnich organism0 zahrnujici ryby, mlze, korySe a vodni fotosyntetizujici
organismy, nejcastéji rasy. V ramci téchto chovl dochazi k vnéjsim zdsahim (krmeni, péce
o nasadu, ochrana pred predatory) za uc¢elem zvyseni jejich produkce (FAO, 2023).

Celosvétova produkce vodnich organismu v roce 2020 byla odhadnuta na 214 mil. tun,
z nichz 58 % (88 mil. tun vodnich Zivocichd + 36 mil. tun fotosyntetizujicich organismu)
pochdzelo z akvakultury a zbylych 42 % (90 mil. tun) z rybolovu (FAO, 2022).

Akvakultura oproti rybolovu za poslednich 30 let zaZziva nebyvaly rlist. Zatimco rybolov
od konce 80. let stagnuje a kolisa s produkci mezi 86—93 mil. tun rocné, akvakultura mezi lety
1990-2020 rostla meziroéné primérné o 6,7 %, respektive o 609 % za 30 let (FAO, 2022).
Vyse zminéna Cisla tak stavi akvakulturu do pozice nejrychleji rostouciho odvétvi v produkci
potravin (Garlock et al., 2020). Tento rast ma vSak zpomalujici trend a mezi roky 2015-2020
pfedstavoval primérny meziro¢ni rist pouhych 3,3 % (FAO, 2022).

Svétova populace dle United Nations (2022) v roce 2050 dosahne 9,7 mld. lidi. Neustale
rostouci populace a touha bohatSich vrstev po stale vétSim mnozstvi ZivociSnych protein
ve své stravé bude zplsobovat stdle vyssi poptavku po vodnich organismech. Navyseni
akvakulturni produkce se jevi jako idealni nastroj k uspokojeni této poptavky. NavySeni této
produkce vSak musi byt provedeno udrZitelné, aby nedochazelo ke zvysenym tlakim
a dopadim na pfirodni ekosystémy (FAO, 2020).

S navySenim objemu produkce tak bude muset ruku vruce jit i zefektivnéni celého
procesu s dirazem na snizeni dopadd akvakultury na pfirodni ekosystémy. Z tohoto pohledu
je dllezité se zamérit na zefektivnéni Slechtitelskych program( soucasnych i budoucich
akvakulturnich organism(, zlep3Seni kvality krmiv a krmného reZzimu jedincl, vyvoj novych
vakcin, zlepSeni managementu farem a vyuzivani novych biotechnologii (Yu et al., 2022).

Mezi biotechnologie, které by svym vyuzitim v akvakulture umoznily zefektivnit
soucasnou produkci, patfi napriklad genetické modifikace a chromozomové manipulace
(Rasmussen, Morrissey, 2007). A pravé tématem chromozomovych manipulaci, presnéji
indukovanou polyploidii v akvakulture se bude zabyvat tato prace.



2 (il prace

Cilem prace byla tvorba struéného a pro C¢tenare srozumitelného kompildtu
zabyvajiciho se tématem vyuziti polyploidie v akvakultufe. Prdce méla definovat pojem
polyploidie a jeji vyznam béhem evoluce domény eukaryota. Méla popsat zpUsoby jakymi lze
polyploidii u ryb, mékkys( a korysu indukovat. Seznamit ¢tenafe se zpUsoby identifikace
stupné ploidie. Popsat dusledky triploidie a tetraploidie na organismy. A predevSim uvést
priklady vyuziti polyploidie u organismU v soucasné akvakulture.



3 Literarni reSerse

3.1 Polyploidie

Vétsina eukaryotickych organism (protisté, houby, rostliny, ZivocCichové) se
rozmnozuje pohlavné (Dimijian, 2017). Jejich genomy se sklddaji ze dvou haploidnich (1n)
sad chromozomu jejich rodicl. Jedna sada pochazi od otce (spermie) a druhda od matky
(vajicko) (Arai, Fujimoto, 2018). Kazda nova generace vidy vznika splynutim téchto dvou
pohlavnich bunék. Béhem splyvani pohlavnich bunék, popfipadé pozdéji béhem ontogeneze
organismu, mlze dochazet k chybam bunécného déleni (Van de Peer et al., 2017). Jednou
z takovychto chyb bunécného déleni je uddlost, pfi které se mnozstvi genetického materidlu
v burice zndsobi. Tento fenomén je zndm pod obecnym nazvem polyploidie.

3.1.1 Definice polyploidie

Polyploidie (celogenomova duplikace, WGD — z angl. ,whole genome duplication”)
(Soltis et al., 2010) je dédi¢ny stav (Comai, 2005), pfi kterém se v burikdch organismu nachazi
jedna nebo vice nadpocdetnych sad chromozom( oproti poctu, ktery se v pfirodé
u daného druhu vyskytuje nejcastéji (Piferrer et al., 2009).

Jedince s nadpocetnymi sadami chromozomuU nazyvame na zdkladé jejich stupné
ploidie (poctu kompletnich sad chromozom v jadre bunky). Organismus s 3 kompletnimi
sadami (3n) je oznacovan jako triploid, s4 sadami (4n) jako tetraploid, s5 (5n) jako
pentaploid atd (Arai, Fujimoto, 2018).

Polyploidi se déli zpravidla do dvou kategorii, na autopolyploidy a alopolyploidy. Toto
¢lenéni polyploid(i je odvozeno na zakladé plvodu nadpocetnych chromozomovych sad,
které se v jejich genomu vyskytuji (Ramsey, Schemske, 2002).

3.1.2 Autopolyploidie

Jakykoliv polyploid, ktery ziskal jednu nebo vice nadpocetnych sad chromozoma kopii
svého vlastniho genomu, je oznacovan jako autopolyploid (Choleva, Janko, 2013). Pfedpona
»auto” pred hodnotou stupné ploidie tedy poukazuje na to, Ze polyploidni genom tohoto
jedince je sloZen z vice vlastnich kopii chromozomovych sad.

Pro ilustraci vyuzZiti tohoto nazvoslovi v praxi lze uvést zavér jedné rutinni
cytogenetické analyzy na rfece Mojiguacu v Brazilii. Fernandes-Matioli et al. (2014) béhem
této analyzy zachytili jednoho jedince pauhorovce pricnopruhého (Gymnotus carapo
(Linnaeus, 1758)), v jehoZ genomu se nachdzely tfi namisto béZnych dvou sad chromozomd.
Béhem analyzy téchto sad bylo prokazano, ze dvé ze tfi pochdzely od matky a zbyla od otce
stejného ZivocdisSného druhu. Takovyto jedinec byl na zakladé téchto informaci o plivodu
chromozomovych sad oznacen jako autotriploid.

K vzniku spontdnni autopolyploidie, mlize dochazet mnoha zplsoby, nejcastéji viak
nasledujicimi: 1) selhdnim déleni bunék zarodecné linie po replikaci DNA pfi mitdze v brzkém
stadiu zygoty; 2) produkci a oplodnénim neredukovanych (2n) gamet (Castéji neredukovana



vajicka neili spermie); 3) polyspermii — oplodnénim vajicka vice nez jednou spermii
(Otto, Whitton, 2000).

3.1.3 Alopolyploidie

Alopolyploidie je typ polyploidie, ktery vznikda dasledkem mezirodové nebo
mezidruhové hybridizace (kfizenim) (Piferrer et al., 2009). Pfedpona ,alo” pred hodnotou
stupné ploidie de facto poukazuje na to, Ze polyploidni genom tohoto jedince je slozen
z chromozomovych sad vice ZivociSnych druh.

Hybridizace je mezi Zivo€iSnymi druhy béZznym jevem (Mallet, 2005). U ryb
k hybridizacim dochdazi nejcastéji ze vSech skupin obratlovci (Rahman et al., 2019).
Hybridizace jsou ¢asto katalyzatorem speciace a evoluénich novinek (Mallet, 2007).

Jedinci vznikli kfizenim dvou ZivociSnych druhd casto vykazuji potize béhem
gametogeneze (Choleva, Janko, 2013). U hybrid( dochazi k problémidm bunécéného déleni
béhem pdarovani homologl v pribéhu meidzy. Disledkem téchto potiZi je Uplné znemoznéni
gametogeneze nebo produkce neredukovanych (2n) gamet (Ramsey, Schemske, 2002).

Pokud dojde ke zpétnému kriZzeni takovéto neredukované diploidni gamety
s haploidni gametou jednoho zrodicovskych druh(l, vznikne alotriploid (Choleva, Janko,
2013). Tento jedinec je vsak ve vétsiné pripadl neplodny (Ramsey, Schemske, 2002), nebo se
rozmnozuje asexualné (FlajShans, Rab, 2013). Pokud se rozmnoZuje asexualné, nejcastéji se
jednd o partenogenezi, gynogenezi a hybridogenezi, jejichz vysledkem je bud klonalni
(partenogeneze,  gynogeneze) nebo  hemiklondlni  (hybridogeneze)  dédicnost
(Réb et al., 2007).

V ptipadé vzniku alotriploida, ktery se rozmnoZzuje klonalné popfipadé hemiklonalng,
vznikd defacto novy Zivocisny druh. U karasa stribfitych (Carassius gibelio (Bloch, 1782))
a sekavcl z rodu Cobitis Zijicich v Evropé byly zaznamenany pocetné klonalné i hemiklonalné
mnozici se populace (Rab, 2003; Kalous, 2013). Takovéto populace mohou v pfirodnich
ekosystémech napachat obrovské skody.

Gynogeneticky mnozici se C. gibelio je v soucasnosti problematickym druhem
na mnoha mistech svéta véetné Ceské republiky. Gynogeneticky mnofici se triploidni samice
karasU vyuZivaji spermie samcU pouze k aktivaci vyvoje svych neredukovanych vajicek,
z kterych vznikaji klony matky (Kalous, 2013). Veskefi potomci jsou dlsledkem tohoto
asexualniho typu rozmnozovani samicemi, coz nadale umoznuje jejich rychlejSi mnozeni
jedinci predstavuji nejvétsi hrozbu pro plvodniho karase obecného (Carassius carassius
(Linnaeus, 1758)).

V ptirozenych podminkach nedochazi ke vzniku pouze alotriploidie, ale také ke vzniku
spontanni alotetraploidie, a to bud v pribéhu jedné nebo dvou generaci. Vznik
alotetraploida béhem jedné generace je moiny v pripadé, kdy dojde ke kfizeni dvou
zivocisnych druhd nasledované endoreduplikaci béhem prvniho mitotického déleni zygoty
(Choleva, Janko, 2013). Alternativou vzniku spontanni alotetraploidie, ke které jsou vsak
zapotrebi dvé generace, je splynuti dvou neredukovanych gamet hybridnich rodica.



3.1.4 Prirozeny vyskyt polyploidie

Pfirozeny vyskyt polyploidie byl zdokumentovan napfi¢ celou doménou eukaryota
(Husband et al., 2013). Rostliny oproti ostatnim eukaryotim, jsou velmi tolerantni
na zvySeny obsah DNA ve svém genomu (Trojak-Goluch et al., 2021), a proto je u nich vyskyt
polyploidi mnohem castéjsi.

Nejcastéji je polyploidie dokumentovdna u suchozemskych rostlin (Husband et al.,
2013). Napriklad u krytosemennych rostlin je pravdépodobnost vyskytu polyploidie uvadéna
v poméru 1:100 000 (Ramsey, Schemske, 1998).
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Obrazek 1 - Fylogeneticky a geograficky vyskyt polyploidd. Polyploidi jsou na mapdch a v kruhovych kladogramech
zvyraznéni a zabarveni podle taxond. Sedé tecky a nezabarvend plocha podkladové mapy predstavuji diploidy.; zdroj:
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Mezi zastupci Zivocichll, konkrétnéji u obratlovcu, je vyskyt polyploidie nejcastéjsi
u obojzivelnikd a ryb (Mable et al., 2011). U ryb je vyskyt polyploidie az prekvapivé Casty
(Leggatt, lwama, 2003). U jeseterli a veslonosl je polyploidie béznd, a napfi¢ témito
taxonomickymi skupinami se vyskytuje minimalné poslednich 200 mil. let (Birstein, DeSalle,
1998). Mezi zastupci jeseterl se nachdzi i pomysliny ,rekordman” v poc¢tu chromozomovych
sad, jeseter kratkorypy (Acipenser brevirostrum Lesueur, 1818), v jehoZz genomu se jich
vyskytuje celkem 12 (12n—-dodekaploid) (Kim et al., 2005).

U skupin obratlovcl jako jsou ptdci a savci nenajdeme v ptirozeném prostiedi
zadného Zivotaschopného polyploidniho zastupce (David, 2022). K vzniku polyploide u téchto
skupin nicméné dochazi, ale zpravidla tito jedinci nejsou schopni dokoncit ontogeneticky
vyvoj (Otto, 2007).

Pfirozeny vznik polyploidie je zavisly na vnéjsich faktorech. Nizka teplota, jeji prudké
vykyvy nebo radiace, zvysuji pravdépodobnost jejiho vzniku (Song et al., 2012). Geograficky
je vyskyt polyploidl soustfedén zejména mimo tropické oblasti (David, 2022), jak je patrné
na obrdzku 1. Jejich relativni vyskyt oproti diploidnim protéjskiim je vyssi v biomech mirného
a polarniho pasu. Za jednu z nejvice bohatych oblasti na vyskyt polyploidnich organism( se
povazuje Arktida (Brochmann et al., 2004).

3.1.5 Polyploidie a evoluce

U rybovitych obratlovcl sehrala polyploidie opakované vyznamnou roli béhem jejich
evoluce a diverzifikace (Leggatt, Iwama, 2003). Nové ZivocCisné druhy obvykle vznikaji
postupnym hromadénim vhodnych genovych mutaci po mnoho generaci (Choleva, Janko,
2013). Polyploidie muZe poslouzit jako zkratka evoluce, kterou lze preskocit mnohdy
az miliony let trvajici procesy, vedouci ke speciaci druht (Coyne, 1992).

Dukazem takovychto evolucnich zkratek mulzZe byt vétSina dnes Zijicich rostlin.
Odhaduje se, Ze az 70 % z nich jsou paleopolyploidi (Hegarty, Hiscock, 2007), jedinci, ktefi
vznikli z polyploidniho pfedka, avsak béhem evoluce u nich doslo k opétovné rediploidizaci
(Du et al.,, 2020). U taxonu krytosemennych rostlin se predpokldada, Ze pravé davna
polyploidizace byla hlavni evolu¢ni silou vedouci k dneSnimu druhovému bohatstvi této
skupiny (Soltis et al., 2009). Davné polyploidizace a jejich nasledky nejsou specifické pouze
pro rostliny, ale i pro obratlovce a zejména pro ryby.

Vees

paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) a témér 50 % vSech obratlovcl (Braasch, Postlethwait,
2012), pfedchazela celkem 3 kola celogenomové duplikace (polyploidizace) (Singh, Isambert,
2019). U ekonomicky vyznamnych druhl ryb chovanych v akvakulture, jako jsou zastupci
Celedi lososoviti (Salmonidae) a kaproviti (Cyprinidae), je dnes obecné prijimano, Ze u nich
pozdéji béhem evoluce doslo jesté k dalsi, dodatecné 4. polyploidizaci, viz Obrazek 2
(Xu et al., 2014).
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vrve

Glasauer a Neuhauss (2014) se domnivaiji, Ze existuje pri¢inna souvislost mezi témito
probéhlymi celogenomovymi duplikacemi a evolu¢nim Uspéchem ryb. Celogenomové
duplikace, ke kterym béhem evoluce ryb dochazelo by tak mohly byt dlivodem, diky kterému
se ryby staly nejpocetnéjsi a nejpestiejsi skupinou obratlovct (Cafiestro et al., 2013).

3.1.6 Duvody pro vyuziti polyploidie v akvakulture

Vznik polyploidie s sebou nese pro zasazeny organismus fadu vyhod i nevyhod.
Nejvyznamnéjsimi negativnimi dopady polyploidie na organismus jsou: naruseni bunécné
architektury, potencidlni potize béhem meidzy (predevSim u druh( slichym pocétem
chromozomovych sad) a epigenetickd nestabilita (Zhou, Gui, 2017). Na strané druhé, vznik
polyploidie pfinasi v urcitych pripadech i fadu vyhod jako je: heterozni efekt (Comai, 2005),
ochrana pred ucinky Skodlivych recesivnich alel a genova nadbytecnost prinasejici geneticky
material pro budouci potencialni rozrtiznéni funkci genl (Otto, 2007).

At uZ vySe zminéné negativni Ci pozitivni vlivy polyploidie, umoZnuji u fady
akvakulturné chovanych druhl vzniku mnoha ekonomicky vyhodnych vlastnosti.
Nejdalezitéjsi z nich jsou neplodnost, rychlejsi rlist, vétsi prizplsobivost a odolnost v(ci
chorobdm (Zhou, Gui, 2017). Ryby a mékkysi jsou navic skvélymi adepty k chromozomovym
manipulacim, protoZe produkuji obrovské mnozstvi vajicek, kterd ovuluji mimo svou télni
dutinu (Piferrer et al., 2009). Tyto vlastnosti umoznuji snadny zisk velkého mnoZstvi gamet



k produkci dostatecného mnozstvi polyploidni nasady s minimalnimi dopady na materské
a otcovské jedince.



3.2 Indukovana polyploidie

Uméld indukce (vyvolani) polyploidie je vzemédélstvi zcela béznou praktikou, a to
pfedevsim u rostlin (Piferrer et al., 2009). Mezi zastupce polyploidnich linii rostlin uréenych
pro lidskou spotiebu se fadi napfiklad bandny (3n), citrusy (3n), brambory (4n), tabak (4n),
obili (6n), kiwi (6n) a jahody (8n) (Piferrer et al., 2009). VyuZiti polyploidie vSak neni
limitované jen pro rostlinnou produkci, ale nachazi své vyuZiti i v akvakulture k produkci
rychleji rostoucich triploidnich a tetraploidnich ryb a mékkysu (FlajsShans, Rab, 2013).

Kindukci polyploidie se vyuzivaji fyzikdlni nebo chemické zasahy urcené
k znemoznéni prvniho bunééného déleni oplodnéného vajicka (Piferrer et al., 2009).

Oplodnéné vajicko je pripraveno rozdélit svlij duplikovany geneticky materidl do dvou
dcefinych bunék. Vnéjsim zasahem, at uZz fyzickym nebo chemickym dochazi k naruseni
tohoto procesu déleni a oplodnéné vajicko si ponechava veskery geneticky material urceny
pro dcefiné buniky a stavad se polyploidnim. Indukce polyploidie ma sva specifika u rostlin
i u zivoCichl. V nasledujicich kapitolach ztohoto ddvodu budou popsany pouze metody
indukce, které jsou svym vyuZzitim relevantni v akvakulture.

3.2.1 Metody fyzikalni indukce

Metody fyzikdIni indukce jsou obecné nejuspésnéjsi a nejsite vyuzivané metody
k indukci polyploidie (Piferrer et al., 2009). Patfi mezi né aplikace teplotniho (Chourrout,
1984), tlakového (Xu et al., 2008) a elektrického Soku (Cardona-Costa et al., 2010).

3.2.1.1 Teplotni Sok

Pti metodé teplotnich Sokl se vyuziva prudkého zahtati (Garrido-Ramos et al., 1996)
nebo zchlazeni (Felip et al., 1997) oplozenych jiker v roztoku po pfedem empiricky zjiStény
¢as. Pro dosaZeni co nejvyssi Uspésnosti vyvolani polyploidie je potfeba dodrzet protokoly,
které jsou druhové specifické (Piferrer, 2003).

Metoda teplotniho Soku je v akvakultute rozsirend, a to predevsim z dlivodu nizkych
vstupnich nakladl. K produkci polyploidnich jedincd touto metodou neni zapotiebi Zzadného
specializovaného vybaveni (Dubé et al., 1991). V praxi ale tato metoda malokdy dosahuje
100% Uspé$nosti. Castym problémem zpUsobujicim neuspokojivé vysledky této metody je
nerovnomeérné zahrati nebo zchlazeni vSech vajicek na pozadovanou teplotu (Benfey, 2009).

Pro Uspésnou indukci polyploidie je zapotrebi dodrZet vSechny parametry uvedené
v protokolu pro dany druh. NejdulezitéjSimi proménnymi v protokolech v posloupnosti od
nejdulezitéjsSi po méné dulezité jsou: 1) nacasovani Soku od momentu oplozeni vajicka;
2) cilova teplota pro vyvolani teplotniho Soku a 3) doba trvani Soku (Felip et al., 1997).

Garrido-Ramos et al. (1996) uvadi jako dalsi dalezitou proménnou i salinitu roztoku,
ve kterém se indukce polyploidie provadi. Salinita ovliviiuje hustotu roztoku. PFi vyssi salinité
vajicka v roztoku plovou, a nejsou tak ponotena celym povrchem v roztoku, coz miize vést
k nerovnomérnému zahrati vajicek.



Dalsimi klicovymi parametry, od kterych se odviji UspéSnost procedury, jsou kvalita
vajicek (Kjgrsvik et al., 1990) a teplota prostiedi, ve kterém jsou oplodnéna (Piferrer et al.,
2009). U ryb (Ojanguren, Brafia, 2003) a mlz(i totiz teplota vnéjsiho prostiedi ovliviiuje
rychlost embryondlniho vyvoje a miru preziti (Piferrer et al., 2009).

V teplejSim prostredi je embryonalni vyvoj rychlejsi. Proto je pfi nacasovani Soku
naprosto klicové brat ohled na teplotu vody roztoku, ve které byla vajicka oplodnéna, a to
predevsim u rychle se vyvijejicich vajicek teplomilnych druh( (Piferrer et al., 2009).

K standardizaci nacasovani Soku indukce polyploidie se vyuZiva jednotka relativniho
embryonalniho stafri t0 (Tau 0), ktera odpovida dobé jednoho mitotického cyklu zygoty
za urcité teploty (Gomelsky, 2003). Pokud je zndmo, Ze optimalni nacasovani Soku u kapra
obecného (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) pfi teploté prostiredi 20 °C je 6 minut (t0 = 0,2)
od okamziku oplodnéni (Gomelsky, 2003), je diky znalosti tO pfi této teploté moiné
dopocitat optimalni nacasovani indukce teplotnim Sokem pro jakékoliv jiné experimentalni
teploty (Piferrer et al., 2009).

Piferrer et al. (2009) ve své prehledové préci shrnuji v tabulce hodnoty z protokolt
indukce polyploidie pro fadu akvakulturné vyznamnych ryb a mékkyst. Hodnoty se mezi
jednotlivymi druhy znacné lisi. Vycet niZe je zapotiebi brat pouze jako ilustrativni. NerozliSuje
mezi rybami a mékkysi, natoZz mezi teplomilnymi a studenomilnymi druhy.

Pfi metodé Soku chladem je idealnim nacdasovani indukce polyploidie v rozmezi
2-40 minut od oplodnéni vajicka, s cilovou teplotou Soku -1-5 °C po dobu trvani 2 min—3 h.
U indukce polyploidie zahfatim je nacasovani indukce stejné, mezi 2—40 minutami, cilova
teplota Soku mad vsak znatelné vétsi rozpéti a kolisa mezi 24-41 °C, a to po dobu 45 s—25 min
(Piferrer et al., 2009).

3.2.1.2 Tlakovy Sok

Tlakové Soky spocivaji v pfechodném a nahlém navySeni hydrostatického tlaku
na oplodnénd vajicka (Piferrer et al., 2009). Tato metoda je v praxi pouzivana cCastéji
nez metoda teplotniho Soku. DosaZzeni 100% uUspésnosti procedury je pravdépodobnéjsi
(Benfey, 2009) a navic bylo zjisténo, Ze larvy vzniklé touto metodou oSetreni jiker, vykazuji
nizsi umrtnost v porovnani s ostatnimi metodami indukce (Maxime, 2008). | pres tyto
benefity vSak neni ¢asto vyuZzivdna u mensich a stfednich farem (Hassan et al.,, 2018),
protoZe si takovéto farmy nemohou dovolit vysoké pocateéni investice do pretlakovych
komor (Nagler, 2019).

Stejné jako u metody teplotniho Soku je zapotfebi béhem indukce dodrZovat
druhové specifické protokoly. NejdulezitéjSi proménné ovliviiujici UspéSnost této metody
zGstavaji stejné jako u teplotniho Soku, tedy nacasovani, intenzita, doba trvani (Felip et al.,
1997), kvalita vajicek (Kjgrsvik et al., 1990) a teplota prostiedi, ve kterém jsou oplodnéna
(Piferrer et al., 2009).

Piferrer et al. (2009) ve své prehledové praci shrnuje dostupnou literaturu a uvadi,
Ze nacasovani tlakového Soku u ryb se obvykle pohybuje v rozpéti 2-20 minut po oplozeni,
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intenzita Soku kolisd mezi 58—85 MPa (nejcastéji okolo 62 MPa; 0,1 MPa = 1 atm) a to
po dobu 2—-6 minut. U mlzUd, konkrétné u Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), je pfi teploté
prostiedi 20 °C optimalni nacasovani Soku 15 nebo 45 minut (déleni 1. nebo 2. poldrniho
téliska) od oplodnéni, za tlaku 60 MPa po dobu 10-15 minut (Piferrer et al., 2009).

3.2.1.3 Elektricky Sok

Metoda indukce elektrickym Sokem je nejméné vyuZivanou fyzikalni metodou.
Pro vétsSinu komercéné vyznamnych druhl dodnes neexistuji radné protokoly (Hassan et al.,
2018). Metoda spociva v umisténi oplozenych vajicek mezi dvé elektrody ponorené
v roztoku, kterym prochazi stejnosmérny nebo stfidavy proud (Teskeredzi¢ et al., 1993).

Okomoda et al. (2020) ve svych pokusech na kefickovcich ¢ervenolemych (Clarias
gariepinus (Burchell, 1822)) dosahl za pouZiti stejnosmérného napéti o sile 21 V, po dobu
5 min pfriblizné 85% uUspésnosti indukce polyploidie. DrivéjsSi pokusy na mlzZich, oSetfené
v elektrickém poli o sile 600 V cm™, pFinesly neuspokojivé vysledky s Gspésnosti 3-55 %
v zavislosti na dobé trvani Soku (Cadoret, 1992). Teskeredzi¢ et al. (1993) ve svych pokusech
spojili aplikaci tepelného a elektrického Soku (stfidavy proud) a podafilo se jim dosahnout
100% uspésnosti zisku polyploidie u losost (Oncorhynchus kisutch (Walbaum, 1792)).

Neschopnost dosahnout 100% indukce polyploidie samotnym elektrickym Sokem
pravdépodobné znamend, Ze dosavadni protokoly nejsou dostatecné optimalizovdny anebo
metoda elektrického Soku zkratka neni tak efektivni jako metody alternativni
(Okomoda et al., 2020). Avsak i pres tyto nedostatky by mohlo vyuziti elektrického Soku
kombinovaného s jinou fyzikdlni metodou v budoucnu nalézt uplatnéni u mensich farem,
které si nemohou dovolit drazsi spolehlivéjsi metody jako je indukce tlakovym Sokem
(Hassan et al., 2018).

3.2.2 Metody chemické indukce

Chemicka indukce spociva ve wvyuZiti chemickych latek, které svou pfFitomnosti
v roztoku s oplodnénymi vajicky blokuji mitézu nebo meidézu (Guo et al., 2009). Jedna se
predevsim o latky jako Cytochalasin—B, 6—dimethylaminopurin, kofein (Thorgaard, 1983),
kolchicin (Lidder, Sonnino, 2012) a nokodazol (Yang, Guo, 2006). Metoda chemické indukce
najde své vyuziti predevSim u mlzl (Guo et al., 2009), u ryb se vyuZivaji zpravidla metody
fyzikdIni (Arai, Fujimoto, 2019). Chemicka indukce u ryb a korys(i obecné dosahuje horsich
vysledkll nez fyzikdIni alternativy. Neuspokojivé vysledky jsou pravdépodobné zpulsobeny
Spatnym prinikem chemickych latek pres chytindzni sténu vajicek (Guo et al., 2009).

Za nejefektivnéjsi latky chemické indukce Ize povaZovat Cytochalasin—B (CB)
a 6—dimethylaminopurin (6DMAP) (Guo et al., 2009). Nejcastéji se vSak vyuZiva CB, ktery je
velice efektivni pfi blokaci déleni polarniho téliska béhem meidzy Il (Guo et al., 2009). VyuZiti
této metody md sva omezeni. Uspé&snost procedury se pohybuje okolo 80 % (Guo et al.,
1996). Efektivni davka latky je 0,1-1 mg/l, a protoZe CB neni rozpustny ve vodé pfidava se
do roztoku dimethylsulfoxid v koncentraci 1 mg/ml, ktery umozni jeho rozpustnost (Guo
et al., 2009).
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Nejvétsi nevyhodu CB je jeho toxicita (Guo et al., 1996). V EU je jeho vyuziti pro ucely
indukce triploidie zakazano (Piferrer et al., 2009) a v USA urad pro kontrolu potravin a léciv
(FDA) zakazal jeho vyuziti v komercnich lihnich mékkyst (Guo et al., 2009). Jako alternativu
k vyuZiti CB lze pouzit 6DMAP, ktery je méné, avsak stdle toxicky. Je rozpustny ve vodé, jeho
efektivni davka je 75—-400 uM/| a dosahuje srovnatelné vysledky jako CB (Guo et al., 2009).
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3.3 Indukce triploidie

Indukce triploidie je v akvakultufe vnimdna predevSim jako alternativni nastroj
vyvolani sterility (Piferrer et al., 2009). Spocivad ve spravném nacasovani fyzikalniho nebo
chemického Soku kratce po splynuti spermie s vajickem, ktery ma za nasledek potlaceni
déleni polarniho téliska béhem meidzy | nebo II. Indukovat triploidii je moZné pouze u druhf
s vnéjsim oplozenim. U druhd, které vypuzuji své gamety mimo svou télni dutinu do vnéjsiho
prostredi (Piferrer et al., 2009).

3.3.1 Indukce uryb

Oocyty ryb jsou ovulovany béhem metafaze meidzy Il (Colas, Dubé, 1998). Jejich
Vyvoj je po vypuzeni z téla materského jedince pozastaven a pokraduje az po oplodnéni
vajicka spermii. Pfi standartnim pribéhu ontogeneze dochazi kratce po oplodnéni (vstupu
spermie do mikropyle) k dokonceni metafaze, coz za normalnich podminek vyusti v déleni
na dvé dcefiné bunky (Arai, Fujimoto, 2019). Jedna dcefind burika prijima genetickou
informaci od spermie a dava vzniku zygoty (2n) a z druhé se stava polarni télisko (1n).

Proces déleni polarniho téliska mize byt narusen aplikaci jednoho z fyzikalnich nebo
chemickych Sok( v kratkém casovém okné po oplozeni vajicka. Aplikaci Soku dochazi
k naruseni mikrotubull meiotického vreténka (Piferrer et al., 2009). Naruseni déliciho
vieténka znemoinuje rozdéleni duplikovaného genetického materidlu oocytu do dvou
dcefinych bunék a oplozené vajicko si tak ponechavad obé chromozomové sady matky (1n
pronukleus vajicka + 1n jadro poldrniho téliska) a navic pfijima jednu od otce (1n spermie).
touto cestou vznikd matersky triploid (Piferrer et al., 2009), jehoz genom se sklada ze
3 chromozomovych sad (2 od matky, 1 od otce). Cely proces indukce materského triploida je
zjednodusené znazornén na Obrdazku 3.

Indukce triploidie Sokem neni jedinou metodou vhodnou k ziskani Zivotaschopnych
triploidnich jedincud. Alternativnimi metodami k produkci triploidl jsou produkce otcovskych
triploidd vzniklych krizenim 4n samcl s 2n samicemi (Piferrer et al., 2009) nebo produkce
triploidd dispermii, metodou, pfi které do haploidniho vajicka pronikaji 2 spermie
(Ueda et al., 1986).
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Obrazek 3 — Indukce triploidie u ryb. Vajicka ryb opousti télo materského jedince béhem metafdze meidzy Il. Spermie
aktivuje dalsi vyvoj vajicka. Fyzikdlni nebo chemicky Sok aplikovany krdtce po oplodnény muzZe potlacit standardni bunécné
déleni (vrchni ¢dst schématu), ¢imZ zamezi rovnomérné rozdéleni chromozomi do dvou dcefinnych bunék. Touto cestou
vzniké matefsky triploid. V schématu je vyobrazen hypoteticky jedinec 2n = 4. Cervené a modré pruhy uvniti kaZdé buriky
zndzorfiuji kondenzované chromozomy.; zdroj: (Piferrer et al., 2009; Snustad, Simmons, 2009), vlastni zpracovani

3.3.2 Indukce u mékkysu a korysu

Mékkysi a korysi narozdil od ryb ovuluji své oocyty v profazi nebo metafazi meidzy |
(Colas, Dubé, 1998). Vajicka po vypuzeni z téla matefského jedince pozastavi svij vyvoj
a stejné jako u ryb pokracuji ve svém vyvoji az po oplozeni spermii (Piferrer et al., 2009).

Prakticky tak existuji dvé vhodnda nacasovani, kdy Ize u mékkys indukovat triploidii.
Sok Ize aplikovat b&hem metafaze meidzy | (MI) nebo b&hem metafaze meidzy Il (MIl) (viz
Obrazek 4) (Arai, Fujimoto, 2018). V praxi se Sok u mékkysa obvykle aplikuje az béhem Mil.
Inhibice MI neni povazovdna za dostatecné efektivni vzhledem k vysoké cetnosti vyskytu
aneuploidnich (Guo et al., 2009) a tetraploidnich jedincl v polyploidnich populacich
indukovanych touto metodou (Guo et al., 1992).

V akvakulturnich chovech se vsSak v soucasnosti k ziskavani triploidnich mékkys

a korysu vyuziva Castéji alternativni metody ktizeni 4n samcl s 2n samicemi (Guo et al.,
2009), ktera zarucuje snazsi a spolehlivéjsi ziskani velkého mnozstvi triploidni nasady.
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Obrazek 4 — Indukce triploidie u mlZa. Vajicka mlZi opousti télo materského jedince béhem metafdze meidzy I. Spermie
aktivuje dalsi vyvoj vajicka. Fyzikdlni nebo chemicky sok aplikovany béhem meidzy | (prava cast schématu) nebo Il (levd cast
schématu) miZe potlacit standardni bunécné déleni. Potlacenim déleni 1. (vpravo) nebo 2. (vlevo) poldrniho téliska vznika
matersky triploid.; zdroj: (Piferrer et al., 2009; Snustad, Simmons, 2009), vlastni zpracovdni
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3.3.3 Dopady triploidie

Dopady triploidie u akvakulturné vyznamnych druhd byly prostudovany zejména
z hlediska Zivotaschopnosti, rlistu, deformaci, chovani a reprodukce. Pokud jde o komerc¢né
vyznamné znaky jedincQ, u vétSiny mékkyst byl zaznamenan pozitivni vliv triploidie. U ryb
vSak nelze takovéto obecné zavéry konstatovat, protoze se dopady triploidie mezi riznymi
druhy znacné lisi (Arai, Fujimoto, 2019).

3.3.3.1 Zivotaschopnost a mira pieziti u triploidi

U triploidnich ryb Ize ocekavat vétsi Zivotaschopnost z dlvodu vyssi heterozygotnosti
(Piferrer et al., 2009), ktera je zplUsobena pfitomnosti nadpocetné chromozomové sady.
Zvysena Zivotaschopnost je vSak pouze teoretickd a vétsina triploidU vykazuje vyssi mortalitu.

vvvvvv

triploidnich ryb (Piferrer et al., 2009).

Efekty snizené Zivotaschopnosti se prohlubuji jesté vice, pokud se triploidi chovaji ve
spole¢nych nadrzich s diploidy (Piferrer et al., 2009). Z experimentalnich pokusl indukce
triploidie a nasledného spole¢ného chovu indukovanych jedincl s diploidy byly zaznamenany
i takové pripady, kdy z plivodniho 84% zastoupeni triploid(i v chovu, kleslo jejich zastoupeni
po 17 mésicich na pouhych 19 % (Utter et al., 1983).

Predpoklada se, Ze za zvySenou mortalitu béhem pocatecnich fazi Zivota triploidd
muZe samotnd procedura, kterou jsou tito jedinci indukovani, nikoliv samotny stav triploidie
(Piferrer et al., 2009). Toto tvrzeni je zaloZzeno na vyzkumech triploid( vzniklych k¥izenim
4n samcl s 2n samicemi. Takto vznikli triploidi nevykazovali Zadné vyznamné odchylky
v Zivotaschopnosti v porovndni s kontrolnimi diploidy (Chourrout, 1984). Dalsim dlikazem
ve prospéch tohoto tvrzeni je zjisténi, Ze neuspésné triploidizovani jedinci (tedy diploidi),
vykazuji spolecné s uspésné indukovanymi triploidy pfiblizné stejnou nebo nizsi mortalitu
neZ kontrolni neosSetreni diploidi (Cherfas et al., 1994).

vvvvvv

a presné davody snizené Zivotaschopnosti jsou tak nejasné (Piferrer et al., 2009). Jednou
z pfi€in vysSich mortalit v pozdéjsich fazich Zivota by mohl byt nizsi pocet, zaroven vsak
vétsSich erytrocytd. Mensi pocet vétSich erytrocytl poskytuje nizsi celkovou plochu
dostupnou pro vyménu plyna (objem roste s tfeti mocninou, povrch s druhou, ¢imz dochazi
k snizeni poméru povrch/objem) (Benfey, 1999). Snizeni celkové plochy dostupné
provyménu plynt tak sniZuje aerobni kapacitu ryb, ¢imZ by se dala vysvétlit sniZena
Zivotaschopnost takovychto jedinct (Benfey, 1999).

Nizsi aerobni kapacita u triploid( byla laboratorné prokazana napfiklad u sivent
(Salvelinus fontinalis (Mitchill, 1814)), avSak jen v pfipadech vyvolani chronického stresu
vystavenim ryb vysokym teplotdm vody (Hyndman et al., 2003). Nizsi aerobni kapacita
za zvySenych teplot byla pravdépodobné zplsobena odliSnym teplotnim optimem triploidd,
jak bylo prokdazano béhem pozdéjsSich experimentd (Atkins, Benfey, 2008). Vysokym
mortalitam triploid( v pro diploidy subletdlnich podminkdach, by tak pravdépodobné slo
predejit lepSim managementem chova.
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Triploidni ryby vykazuji stejnou rezistenci vici patogenlm a srovnatelnou citlivost
k vakcindm jako diploidni protéjsky (Maxime, 2008). U 3n pstruhl (Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792)) bylo zjisténo, Ze vykazuji nizsi vyskyt tumord pfi vystaveni karcinogentim.
Nizsi vyskyt tumoru je pravdépodobné zplisobem vétsim poctem tumor supresorovych gena,
které triploidi maji diky nadbytecné chromozomové sadé (Thorgaard et al., 1999).

U juvenilnich pstruhlG (0. mykiss) byla zjisténa vysoka korelace triploidie s vyssi
regeneraci ploutvi (Alonso et al., 2000). Vyzkumy na lososovitych rybach prokazaly, ze
intenzita a pribéh fyziologickych reakci jsou béhem manipulace a chovu v zajeti u triploidd
srovnatelné s diploidy (Maxime, 2008), presto jsou triploidni ryby neschopné se vyrovnat
s chronickym stresem, a zvlasté trpi na Spatnou kvalitu vody (Benfey, Biron, 2000).

Rannd stadia triploidnich mékkysi a koryst (embrya, trochofory a larvy veliger) se
potykaji stejné jako triploidni ryby svysSi mortalitou oproti diploiddm. Dospéli mékkysi
vykazuji vétsi odolnost vici stresu (Piferrer et al., 2009), coZ je opacny jev, neZ je pozorovan
u triploidnich ryb. U triploidnich dospélct usttice velké (C. gigas) byla naptiklad zjiSténa vétsi
resistence vUci letni mortalité (Gagnaire et al., 2006), pozdéjsi vyzkumy vsak toto zjisténi
vyvraceji (Yang et al., 2018). Letni mortalita je souhrnny termin, ktery je wvyuZivan
pfi objasfovani Uhynu Ustfic v akvakulturnich chovech. Tento termin zastfeSuje vlivy
enviromentalni stresu, stresu souvisejici s mikrobidlnimi procesy a stres spojeny
s gametogenezi a rozmnoZovanim (Ben-Horin et al., 2024).

Odolnost vic¢i nemocem nebyla u triploidnich mlzi dosud dostatecné prozkoumana
a nebyly u¢inény zZadné obecné zavéry. Presto vsak lze tvrdit, Ze triploidni Ustfice jsou méné
zranitelné v(ci patogenlim, protoZe diky svému rychlejSimu rdstu (viz kapitola 3.3.3.2)
dorustaji trzni velikosti rychleji nez diploidi. Stravi tedy ve vodé kratsi dobu, ¢imz se znacné
snizuje doba, po kterou mohou byt vystaveny patogenim (Yang et al., 2018).

3.3.3.2 Rust u triploida

Teoreticky by mél byt u triploidnich ryb zdlvodu vétSiho objemu bunék
(gigantismus), a vysSi heterozygotnosti pozorovan rychlejsi rast a narlstani do celkové
vétsich rozméra (Piferrer et al., 2009). Vysledky mnoha vyzkumu jsou vSak ohledné tohoto
predpokladu rozporuplné a ve vétsiné pripadu k rychlejSimu rdstu ani nabyvani vétsich
rozmérl nedochazi (Arai, Fujimoto, 2019).

Zakladnim predpokladem pro gigantismus u triploidl je vétsi objem jejich bunék.
ProtoZe u nékterych organism0 existuje korelace mezi velikosti bunék a celkovou velikosti
jejich téla, ocekavalo se, Ze triploidni ryby budou vykazovat stejné rysy (Piferrer et al., 2009).
V praxi se tento predpoklad nenapliiuje a vetsSi objem bunék je kompenzovan redukci jejich
celkového poctu, coz vede k zachovani stejné velikosti jedince (Swarup, 1959).

Ani predpokladand zvySena heterozygotnost ve vétsiné pripad(i nevyusti v zrychleny
rast. V genomu triploidniho jedince se nachazi dvé kopie sad chromozomi plvodem
od jednoho z rodicl a treti sada od rodice druhého. Potencidlni heterozni efekt by tak mél
plynout pouze z nadbyteéné chromozomové sady od matky (matefsky triploid) nebo otce
(otcovsky triploid). Triploidni jedinec mizZe vykazovat heterozni efekt oproti diploidnimu
jenza predpokladu, Ze dojde krekombinaci téchto nadbyteénych, at uZ otcovsky
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nebo materskych chromozomovych sad (Piferrer et al., 2009). Potencialni Heterézni efekt je
tedy zavisly na rekombinaci chromozomU a zejména na mife s niZ byli lokusy takovychto
chromozom rekombinovany.

Vétsina triploidnich ryb roste pfiblizné stejné rychle nebo pomaleji nez diploidi (Arai,
Fujimoto, 2019). K zrychleni rastu triploid( v porovnani s diploidy, pokud je tedy viibec
pozorovan, dochazi az po pohlavni dospélosti. Zatimco diploidi v dospélosti investuji
nemalou cast své energie do tvorby gamet a do aktu rozmnoZovani, triploidni jedinec
tu samou energii, z divodu své sterility, m{iZe vyuZit na somaticky rdst. Casto se ale stava, ze
energie neni proménéna v rlst svall, ale je investovdna do tvorby tukové tkané, cemuz se da
ale predejit vhodnou Upravou stravovaciho rezimu (Piferrer et al., 2009).

Béhem larvdlnich stadii, triploidni mékkysi a nékteri korysi rostou pfiblizné stejnou
rychlosti jako diploidi (Guo et al., 2009). Po dokonceni larvalniho stadia se pak rychlost rlstu
mezi triploidy a diploidy zacina lisit ve prospéch triploid(. Triploidi rostou vyrazné rychleji
nez diploidi a dorUstaji celkové vétsich rozméru (Piferrer et al., 2009).

U usttic (C. gigas) a u ostatnich druht mékkysa byl zaznamenan rychlejsi rlst, a to
v nékterych pripadech az o 192 %. Celkova velikost dospélych jedinct byla vétsi o 14-150 %
v porovnani s diploidy (Yang et al., 2018). Triploidni mékkysi mivaji vyrazné delsi schranky (az
0 10 %) a vyssi relativni hmotnost mékkych tkanich (Brake et al., 2004). U triploidnich korysa,
presnéji u krevet (Penaeus monodon Fabricius, 1798), dochdzi také k zrychlenému rlstu
a dorlstani do vétsich celkovych rozmér( dospélych jedinch (Manan, Ikhwanuddin, 2021).
U vétSiny akvakulturné vyznamnych druhi korySt vSak doposud nebyly dopady triploidie
dostate¢né prozkoumany, a proto nelze s jistotou tvrdit, Ze se jedna o obecny trend u celého
taxonu.

3.3.3.3 Deformace u triploida

Triploidie je u ryb spojovana s c¢astéjSim vyskytem kosternich deformaci.
U triploidnich losost (Salmo salar Linnaeus, 1758) byl v pokusnych chovech zaznamenan
vyskyt deformaci Celisti 7krat Castéji, nez je bézné u diploida (Sadler et al., 2001). V ramci
stejného pokusu byl u triploid(i zjistén i vétsi vyskyt deformaci skreli (1,3krat) a castéjsi
vyskyt deformaci Zabernich lupinkd (15krdt). Dale byl pozorovan snizeny Index povrchu
Zaber, a to i u triploid(i nezasazenych deformaci Zabernich lupinkd. SniZzeny index povrchu
Zaber u danych jedincl zpUsobuje nizsi kapacitu pro vymeénu metabolickych plynG pfi vyssi
zatézi nebo v suboptimalnich podminkach (Sadler et al., 2001). Pfiklady vySe zminénych
deformaci viz Obrazek 5.
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Obrazek 5 — Priklady deformaci u morcdka obecného (D. labrax). Na obrdzku jsou zachyceny deformace diploidnich morcdka
z klecového chovu firmy Cromaris u pobreZi ostrova Ugljan, Chorvatsko (2024). Deformace spodni Celisti (A), deformace
horni Celisti (B), deformace pdtere (C) a deformace skreli (D).; zdroj: autor

ZvySena Cetnost deformaci je nechténym dusledkem triploidie. Snaha o dosaZzeni co
nejmensiho vyskytu deformaci je duleZitd nejen z pohledu chovatele, ale také z dlivodu
welfare (Zivotni pohoda) a akceptace triploid(i verejnosti (Piferrer et al., 2009).

3.3.3.4 Zmény v chovani u triploida

Triploidni ryby vykazuji zmény ve svém chovani. Vyskytuje se u nich ¢astéji eroze
ploutvi, zplsobena abnormalnimi navyky v plavani (Carter et al., 1994). Dale vykazuji nizsi
agresi a schopnost bojovat o potravu ve smiSenych chovech s diploidy (Galbreath et al.,
1994). Mensi agresivita a schopnost bojovat o potravu by mohly byt dlsledkem snizeného
celkového poctu mozkovych a senzorovych bunék (Maxime, 2008) nebo sterility. Celkova
nizsi agresivita byla zjisténa u triploidni beta bojovnice (Betta splendens Regan, 1910),
u které se predpoklada, Ze je zplUsobena sterilitou (Kavumpurath, Pandian, 1992).

3.3.3.5 Reprodukce u triploida

Triploidni ryby jsou neplodné (Gomelsky, L. Shelton, 2019), toto tvrzeni vsak
pro nékteré druhy neplati, protoZze i v pouze triploidnich chovech je obcas zachycena
haploidni gameta (Lee, Donaldson, 2001). Neplodnost ryb je zpisobena nadpocetnou sadou
chromozomu (Hu et al., 2019), kvuli které nastdvaji problémy béhem gametogeneze (Cufiado
et al., 2002).
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U samic triploidie zamezuje tvorbé Zloutku, ke kterému za normalnich okolnosti
dochdzi béhem premény oogonii na oocyty (Benfey, 1999). Z tohoto dlvodu dochazi u samic
bude vykazovat navysSeni vytéZnosti jatecné opracovaného téla oproti diploidiim
(Piferrer et al., 2009a).

Z mikroskopického hlediska obsahuji vajecniky triploidd velké mnoZstvi oogonii
a malé mnoiZstvi primdrnich oocytl, které vsak nejsou schopny uUplného dozrani (Benfey,
1999). Z Makroskopického hlediska, jsou vajecniky kvali absenci Zloutk( bledéjsi
a pruhlednéjsi (viz. Obrazek 6), nez vajec¢niky diploidl (Piferrer et al., 2009).

U triploidnich samcu, i prfes narusenou gametogenezi, dorlstaji gonady do témér
stejné velikosti (viz Obrazek 6), jako u diploidnich jedincl. Néktefi jedinci jsou schopni
produkce spermii, které jsou ve vétsiné pripadd aneuploidni (Piferrer et al., 2009). Gonady
samcU si zachovavaji funkéni steroidogenni bunky, a proto se u nich na rozdil od samic
projevuji negativni efekty spojené s pohlavnim dospivanim jako je zména barvy a chuti masa
(Piferrer et al., 2009).

Redukce gonad je u mlz{i velice Zadanou vlastnosti, protoZze umoznuje celoro¢ni prode;j
takovychto jedincd (Yang et al.,, 2018). V triploidnich chovech mlzi dochazi k ¢astym
zachytim haploidnich gamet a k samotné reprodukci. Nedochdzi u nich ke 100% sterilité
jako u ryb, ale ve vétsiné pfipadl pouze k redukci vyvoje gonad.

Triploidie u mlz( zplsobuje zménu poméru pohlavi a v chovech prevazuji samci
nad samicemi (Brake et al.,, 2004). U korySt dochazi stejné jako u mlz( k redukci vyvoje
gonad. U zastupcu krevet Celedi Penaeidae dochazi k zméndm poméru pohlavi ve prospéch
samic, cozZ je velice Zzadanym rysem, protoZze samice této Celedi dorUstaji vétsSich rozmérl nez
samci (Manan, Ikhwanuddin, 2021).
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Diploidi Triploidi

Obrazek 6 - Fotografie gondd dospélych diploidnich a triploidnich samci a samic morédka obecného (D. labrax), ukazujici
charakteristické dopady triploidie v rizném véku. A a B, dvouleté ryby; C a D, trileté ryby; E a F, Ctyrleté ryby. Na kaZdé
fotografii jsou samci gondady nahore a vajecniky dole.; zdroj: (Piferrer et al., 2009), preloZeno, , rozliseni obrdzku zvétseno

za pomoci ndstroje pixelcut.ai
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3.4 Indukce tetraploidie

Shodné jako u triploidie spocivd metoda indukce tetraploidie v aplikaci chemického
nebo fyzikalniho Soku o urcité sile kratce po splynuti spermie a vajicka. Tetraploidii, stejné
jako triploidii Ize indukovat u organismU s vnéjSim oplozenim (Piferrer et al., 2009). Ptinos
tetraploid( pro akvakulturu spociva predevsim v jejich produkci diploidnich gamet, které pak
slouzi jako ndstroj k dalSim manipulacim s ploidii organismd (indukce 3n, 5n, 6n a indukce
gynogenetickych 2n) (Arai, Fujimoto, 2019).

3.4.1 Indukce tetraploidie u ryb

Dfive se predpoklddalo, Ze indukce tetraploidd  spocdivd v umélém
vyvoldni endomitdzy (zdvojeni chromozomu bez bunécného déleni) prvniho mitotického
déleni zygoty (Arai, Fujimoto, 2018). Endomitdza se vyvolava aplikaci Soku béhem prvniho
mitotického déleni zygoty, ¢imZ se zabrani cytokinezi (FlajShans, Rab, 2013). Zdvojeny
geneticky materidl se tak nerozdéli do dvou dcefinych bunék a organismus se stava
tetraploidnim. Tento proces indukce je spojovan sextrémné vysokou mortalitou jak
v larvalnich, tak i pozdéjsich vyvojovych stadii jedincl, coZ znemozZnuje efektivni indukci
tetraploidie ve velkém méfitku u vétsiny druh( (Arai, Fujimoto, 2018).

Béhem experimentdlnich pokus indukce tetraploidie, bylo zjiSténo, zZe
k tetraploidizaci jedince nedochazi pfi prvnim bunécném déleni zygoty, jak se obecné
pfedpokladalo, nybrz béhem druhého bunécného déleni obou dcefinych bunék (Zhang,
Onozato, 2004).

Po aplikaci Soku béhem prvniho bunécného déleni bylo zjisténo, Ze délici vieténko se
kratce po procedure zregeneruje a dojde k standardni mitdze. K vzniku tetraploidie doslo
az béhem druhého bunécného cyklu, a to za pomoci vzniku monopoldrnich, misto
standardnich bipolarnich vietének v obou dcefinych blastomerach. Existence jediného pélu
déliciho vreténka znemoznuje rozdéleni duplikovanych chromozom( do dvou dcefinych
bunék a dochazi k potladeni bunécného déleni, které vede ke vzniku tetraploidie. BEhem
dalsich bunécnych cykll pak pokracuje standardni mitéza (Zhang, Onozato, 2004).

Duplikace chromozomU az béhem druhého mitotického bunécného déleni zvysuje
pravdépodobnost vzniku diploidné-tetraploidni mosaiky (nékteré bunky organismu jsou
diploidni, jiné tetraploidni) (Piferrer et al., 2009). Mosaicismus muZe vzniknout v pfipadé, Ze
jedna z blastomer béhem druhého bunécného déleni vytvori bipolarni, nikoliv monopolarni
vieténko, ¢imZz umozini dokonéeni standardniho mitotického déleni a da vzniku dvéma
diploidnim bunkam (Zhang, Onozato, 2004). Pokud jsou takovéto diploidni bunky prekurzory
bunék zarodecné linie, mize zdanlivé tetraploidni jedinec produkovat namisto diploidnich,
haploidni spermie/vajicka.
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3.4.2 Indukce tetraploidie u mékkysu a korysSu

Indukovat tetraploidni mékkyse a koryse je mozné stejnym zplisobem jako u ryb, a to
vyvolanim endomitdzy. Tato metoda pfimé indukce se u téchto skupin nevyuziva, protoze
takto vznikli tetraploidi se obvykle nedozivaji déle nez larvalniho stadia (Piferrer et al., 2009).

K produkci tetraploidnich mékkysi a koryS( se vyuZivaji 3n vajicka ziskana
z triploidnich samic, ktera se oplodiuji haploidnimi spermiemi. Kratce po oplodnéni
takovychto vajicek se aplikuje Sok béhem meidzy | a vznikaji tetraploidni jedinci (Arai,
Fujimoto, 2018). Avsak ani touto metodou neni snadné ziskat velké populace
Zivotaschopnych tetraploid(. Hlavnimi bariérou produkce tetraploid(i touto metodou je
nedostatek triploidnich vajic¢ek a jejich nizka plodnost (Arai, Fujimoto, 2018).

Triploidni samice mékkyst produkuji malé mnozZstvi vajicek (Piferrer et al., 2009)
s extrémné nizkou plodnosti (obvykle méné nez 0,1 %) (Arai, Fujimoto, 2018). K ziskavani
dostatecné velkych populaci tetraploidii nenapomahd ani samotna nizka uspésnost indukce.
V experimentdlnich pokusech indukce tetraploidnich ustfic bylo po dokonceni procedury
uspésné tetraploidizovano pouhych 0,05 % jedincli, zbylych 99,95 % jedincd bylo
aneuploidnich, diploidnich, triploidnich nebo s mozaicismem (Guo, Allen, 1994a).

3.4.3 Dopady tetraploidie

Tetraploidie by méla teoreticky pfindset predevSim tyto vyhody: 1) zvySenou
heterozygotnost, zpUsobujici heterozni efekt; 2) genovou nadpocetnost, kterd napomdaha
k zamezeni dopadu negativnich recesivnich alel a 3) nadpocetnost alel vytvarejici substrat
pro rozriznéni genovych funkci prindsejici potencidlni evoluéni novinky. Vétsina téchto
teoretickych benefitli vSak neni v praxi pozorovana (Piferrer et al., 2009).

Celkovy pocet bunék tetraploid(i je zna¢né redukovdn, coZ pfinadsi fadu probléma
svyvojem, a to predevsSim u mékkysa (Piferrer et al., 2009). U tetraploidnich jedincu je
pozorovan pomalejsi rlst nez u diploidd. | vtom nejvice UspéSném pripadu indukce
zivotaschopnych, plodnych pstruhl (Arai, Fujimoto, 2018) je rychlost rlstu v porovnani
s diploidy 2,5krat pomalejsi (Chourrout et al., 1986).

U samcl tetraploidd je pozorovana snizend plodnost, kterd je pravdépodobné
zplUsobena vétsi hlavickou diploidnich spermii. VetSi hlavicka zpUsobuje obtize
béhem pronikdnim do mikropyle vajicek (Piferrer et al., 2009). Dalsi problémem
pozorovanym u 4n samcU je produkce haploidnich spermii, které v nékterych ptipadech
produkuji ve vétsi mite, nez ty diploidni (Arai, Fujimoto, 2019).
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3.5 Zpusoby identifikace stupné ploidie

Indukce polyploidie neni vidy dokonald, ¢ast oSetfenych organismu zUstava s pavodni
ploidii nebo vznikaji aneuploidi a jedinci s mozaikou. Jedinci s jinou, nez cilenou ploidii nebo
mozaikou, by mohli v chovech zplsobovat potize.

Vétsinu polyploidnich jedincl nelze odlisit od diploidnich na zakladé vzhledu
(morfologie, barva, vzor atd.) (Maxime, 2008), proto po experimentalni indukci polyploidie
nezbyva nic jiného, neZ podrobit jedince presnému stanoveni stupné polyploidie za pomoci
jedné z laboratornich metod (Piferrer et al., 2009). Mezi né patfi metody primé jako je
karyotypizace, méreni obsahu DNA, genotypizace mikrosatelitnich marker(, analyza
nukleoldrni organizacni oblasti (NOR) viz Obrazek 7 a metody nepfimé, jako je méreni
velikosti bunék nebo jejich jader (Piferrer et al., 2009).
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Obrazek 7 — Vizualizace metod bézné pouZivanych k identifikaci stupné ploidie u ryb a mékkysa.; zdroj: (Piferrer et al., 2009),
preloZeno, , rozliseni obrdzku zvétSeno za pomoci ndstroje pixelcut.ai

Kazda ztéchto metod mda fadu vyhod a nevyhod. Vybér vhodné metody zavisi
na potifebné presnosti, rychlosti urceni, a predevsim na dostupnych financich (Maxime,
2008). Karyotipizaci Ize povaZovat za jedinou metodu, kterd je nezpochybnitelna, je vsak
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Casové velice naro¢na, a proto se nehodi k identifikaci velkého mnozstvi jedincd (Harrell et
al., 1998). Méreni obsahu DNA pritokovou cytometrii je nejrychlejsi cenové dostupnou
metodou k ziskani presnych vysledkd (Maxime, 2008).

Metody nepfimé, jako je napriklad méreni velikosti jddra bunék, ¢i dlouhé osy
erytrocytl (erytrocyty polyploidl jsou delsi) jsou oblibenou nizkonakladovou metodou
(Piferrer et al., 2009), jejich pfesnost neni oviem vysoka a fada autord se domniva, Ze
velikost bunék u polyploidi se miZe béhem nékolika generaci zmensit na puvodni velikost
diploidd, coz by znemoznilo vyuZivani této metody (Gregory, Mable, 2005).

V praxi se zvySe zminénych metod nejCastéji pouzivda pfima metoda meéreni DNA

pratokovou cytometrii, kterd je standardem v primyslu ZivociSné i rostlinné vyroby
a umoznuje spolehlivou analyzu stupné ploidie stovek jedinc denné (Piferrer et al., 2009).
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3.6 Vyuziti polyploidie v akvakulture

Komer¢ni vyuziti polyploidie je v sou€asné akvakulture omezeno na nékolik druhl ryb
a mlza, u kterych dopady triploidie umoznuji rychlejsi, kvalitnéjsi a rentabilnéjsi produkci.
Nejvyznamnéj$im druhem, u kterého je vyuZiti polyploidie zcela zdsadni je Ustfice velka
(C. gigas) (Piferrer et al.,, 2009). Vyuziti polyploidie u korysl bylo po dlouhou dobu
prehlizeno, v soucasnosti dochazi k intenzivnimu vyzkumu a propagaci vyuZiti indukované
triploidie predevsim u zdastupcli celedi Penaeidae (Manan, lIkhwanuddin, 2021), ktefi
predstavuji priblizné 58 % svétové produkce korysa (FAO, 2022).

Je dulezité zminit, Ze polyploidni organismy nejsou z pohledu Evropskych smérnic
povaZzovany za geneticky modifikované organismy (GMO) (Council Directive 90/220/EEC,
1990), tudiz jejich chov pro lidskou spotfebu v Evropské unii neni zakazan.

V soucasnosti se v akvakulture vyuziva predevsim triploidnich jedinci, ktefi jsou sterilni
a jejich utéky nepredstavuji vyznamné riziko pro ptirodni populace. Triploidie
v budouci akvakulture bude pravdépodobné nachazet stdle SirSi vyuziti. Jeji potencial lze
vyuzit pfi snizovani dopadud vyslechténych plemen na ptirodni populace, a v pfipadé narlstu
obchodu a povoleni GMO v Evropé bude slouZit jako nastroj k zamezeni jejich reprodukce.

3.6.1 Vyuziti polyploidie u Salmonidae

Celed Salmonidae (lososoviti) z pohledu soucasné taxonomie zahrnuje 3 podéeledi
(Coregoninae, Thymallinae, Salmoninae), 11 rodl a 66 druhq, jejichi pfirozeny vyskyt je
omezen na severni polokouli (Nelson et al., 2016). V akvakultufe jsou nejc¢astéji chovani
zastupci rodl Oncorhynchus a Salmo, zejména pstruh duhovy (0. mykiss) a losos obecny
(S. salar).

Historie akvakulturnich chovi u téchto jedincl za¢ind v neddvné dobé. V 50. letech
20. stoleti u pstruhG a v60. u lososd (Nagler, 2019). Presto za pomoci Slechtitelskych
program(, které zacali v 70. letech, bylo dosazeno u téchto druhld vysoké urovné
prosSlechténi a lze je v soucasnosti povazovat za domestikovana zvirata (Teletchea, Fontaine,
2014). Celosvétova produkce losost v roce 2020 dosdhla 2 719 600 tun a u pstruh 220 100
tun (FAOQ, 2022).

K indukci triploidd u celedi Salmonidae se vyuZiva zejména tlakového a teplotniho
Soku zahratim. Ostatni metody, pfedevsim chemické se, v praxi nevyuZzivaji, protoze jimi neni
dosahovano dostatecné miry Uspésnosti (Nagler, 2019).

Pidvodné se ocekadvalo, Ze pfinos triploidd pro akvakulturu bude spocivat
ve sterilnich samicich (vétSina odvétvi je zaméfena na chov samic), které by rostly rychleji
amély vétsi jatecni vytéZnost (Nagler, 2019). V praxi vSak u autotriploidnich lososl
k zrychlenému rlstu nedochdzi a vyuZziti alotriploidli, ktefi vykazuji vlastnosti uZitecné
pro akvakulturni chov, neni doposud rozsiteno (Nagler, 2019).

V soucasné akvakultufe se vyuzivd triploidie v chovech pstruhli (Oncorhynchus
mykiss). ZvySena celorocni poptavka po filetech pstruhd zplsobila, Ze i pres o 10-15 %
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pomalejsi rust triploidd, zvySenych pozadavcich na kvalitu a okysli¢eni vody se farmariim
z dlivodu obav o udrZeni svého postaveni na trhu a potencialnich ekonomickych ztrat, vyplati
chovat pravé triploidy namisto diploidl (Piferrer et al., 2009).

Diploidni pstruzi v akvakulturnich chovech dospivaji ve véku 14—-16 mésict (Piferrer et
al., 2009). Pohlavni dospivani zpomaluje rUst ryby a zhorSuje kvalitu jejiho masa, coz
znemoznuje jeho prodej. Nevyhody chovu triploid( jsou pak prevaieny mozZnosti prodavat
filety po cely rok (Piferrer et al., 2009), cozZ snizuje riziko ztraty trzniho podilu a s nim spojené
ekonomické ztraty.

Triploidni salmonidi nachazi své vyuZiti béhem zarybriovacich program( sladkych vod
(Nagler, 2019). Vysazuji se napf. triploidi pstruhl (O. mykiss a Salmo trutta Linnaeus, 1758),
sivenl (Salvelinus fontinalis a Salvelinus alpinus Linnaeus, 1758) v zemich jako je Francie,
Spojené Kralovstvi, Némecko a Rakousko (Piferrer et al., 2009). Triploidni jedinci se nemohou
rozmnozovat, kfizit s pribuznymi jedinci, ani ustanovovat nové populace (Thresher et al.,
2014). Slouzi pak jako zplsob, kterym lze zvysSit mnozstvi dostupnych ryb pro rybare
a zadroven zajistit, Ze prirodni populace nebudou kontaminovany geny Slechténych ryb
(Kozfkay et al., 2006).

Produkce tetraploidnich salmonidd nepfinasi v soucasnosti zadné vyhody oproti
diploidnim a triploidnim jedinciim, proto by jejich produkce davala v budoucnu smysl jen
jako nastroj k produkci triploidnich jedinct ve velkém méfritku (Nagler, 2019).

3.6.1.1 Vyuziti triploidie u GMO Salmo salar

Geneticky modifikovany organismus (GMO) je definovan jako jedinec, ktery ve svém
genomu obsahuje alespon jeden gen jiného Zivoc¢isného/rostlinného druhu (FAO, 2000).
V ¢lenskych statech EU, GMO podléhaji silnym regulacim na zakladé Evropskych smérnic
2001/18/ES a 2009/41/ES (EC, 2024a).

Doposud bylo pro Evropsky trh v celé EU schvaleno okolo 100 GMO rostlin (vétSina
urena jako krmiva pro hospodarska zvifata), avSak Zadny Zivocich (EC, 2024b). USA je
z pohledu uvadéni GMO na trh prfed Evropskou unii napfed a vroce 2015 se spole€nosti
AguaBounty podafilo ziskat povoleni k prodeji prvniho geneticky modifikovaného Zivocicha
urceného pro lidskou spotifebu (FDA, 2023).

Timto Zivoc¢ichem byl transgenni (GMO) losos (S. salar), dnes znamy pod komerénim
nazvem AquAdvantage salmon (AAS), ktery byl poprvé stvoren v roce 1989 na Memorial
university of Newfoundland (AquaBounty, 2024a). Genom tohoto lososa byl doplnén o gen
pro rdstovy hormon lososa CavyCi (Oncorhynchus tshawytscha (Walbaum, 1792)) a gen
pro antifreeze protein ze slimule americké (Zoarces americanus (Bloch & Schneider, 1801)).

Témito genovymi transfery, tak vznikl losos s vyssi odolnosti k chladnym podminkam,
lepSi konverzi krmiva a ndsobné rychlejsSim télesnym rdstem. Standartné chovany losos
dorusta do trzni velikosti (4-5 kg) 36 mésicl (Aydin et al., 2020). AAS dorlstad do stejné
velikosti béhem polovi¢ni doby, a navic béhem svého kratSiho Zivota zkonzumuje o 25 %
méné krmiva (AquaBounty, 2024b). Porovndni rlstu AAS a béZiného lososa je zachyceno
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na Obrazku 8. Chov takovychto losost je pak velice atraktivni z pohledu vyssi obratkovosti
a mensich nakladd na produkci jednoho kilogramu finalniho produktu.

Obrazek 8 - Porovndni dvou lososi stejného stdri. AquAdvantage salmon (v pozadi) a béZny losos obecny (v popredi).; zdroj:
(AquaBounty, 2019)

Hlavni bariérou, ktera brzdi vyvoj a akceptaci geneticky modifikovanych losost v akvakulture
jsou obavy konzumentl o bezpecénosti GMO potravin a nebezpeci Uniku GMO ryb, které by
mohly zpuUsobit nenavratné dopady na pfirodni populace (Aydin et al., 2020). Geneticky
modifikované organismy jsou povazovany za vlastnické predméty, které mohou byt
patentovany (Piferrer et al., 2009). Na transgenni ryby se tedy vztahuji vlastnickd prava,
licenéni smlouvy, a predevsim odpovédnost za zpUsobené Skody (Piferrer et al., 2009). Je
tedy vzdjmu i samotné spolecnosti vlastnici GMO ryby predejit jejich moZznym unik{im
a minimalizovat pravdépodobnost zpUsobeni jakychkoliv Skod na pfirodnich ekosystémech.

Uniky ryb pFedstavuji enviromentélni i finanéni riziko. Vefejn& obchodovana
spole¢nost AquaBounty minimalizuje Sanci dopadl svych transgennich lososli urcenych
pro trh chovem samic, u kterych indukuje triploidii (dosazeni témér 100% neplodnosti) (FDA,
2024). Ryby v chovech se tak nemohou rozmnozZovat a jediny zpUsob jakym je mozné ohrozit
pfirodni populace je unik vajicek z neuspésné triploidizovanych samic. Ztéchto divod( je
vsak zafizeni, ve kterém se transgenni lososi chovaji vybaveno fyzickymi bariérami (sité, sita,
filtry). Navic je lokalizovdno na misté, jehoZ pfirodni podminky jsou k dlouhodobému preZiti
losos(i nehostinné a v fece, do které Usti odpadni voda z nadrzi neziji Zadni salmonidi (FDA,
2024).

3.6.2 Vyuziti triploidie u Dicentrarchus labrax

Morcak evropsky (Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758) je morska dravd ryba,
vyskytujici se v blizkosti pobrezi Atlantiku (od Norska az po Maroko), ve Stfedozemnim
a Cerném mofi. Pro jeji pevné bilé maso vynikajici chuti je velice Z4danou rybou. Diky vysoké
poptdvce po jejim mase byla jednou z prvnich cilovych ryb pro rozvoj Evropské akvakultury
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v 70. a 80. letech 20. stoleti (Felip, Piferrer, 2019). Celosvétova produkce v roce 2020 dosahla
téméF 250 tis. tun (FAO, 2022).

U Moftcaka evropského nachazi své potencialni vyuziti pouze triploidie. Tetraploidie,
stejné jako u vétsiny ostatnich druh( zplsobuje nizkou Zivotaschopnost (Felip, Piferrer,
2019). Kindukci triploidie se vyuzivd nejcastéji tlakového a teplotniho Soku (teploty okolo
0 °C), ostatni metody jsou mozné, avsak dosud nejsou optimalizované (Felip, Piferrer, 2019).

Pfinos triploidnich morc¢akl spocivd v jejich kompletni neplodnosti. Zatimco
v pocatecnich fazich Zivota rostou triploidi stejné rychle nebo pomaleji nez diploidi,
po dosazeni vahy 3 kg se rychlost rlistu obraci v jejich prospéch (Felip et al., 2009). Tato
vlastnost by mohla byt uzitecna v ménicich se podminkach trhu, kdy konzumenti pozaduji
stdle vétsi velikosti ryb (Felip, Piferrer, 2019). Chov neplodnych triploidnich jedinct by navic
pomohl k minimalizaci dopadu akvakulturnich chov( na pfirodni populace (Felip et al., 2009).

3.6.3 Vyuziti triploidie u Scophthalmus maximus

Pakambala velkd (Scophthalmus maximus Linné, 1758) vyobrazena na obrazku 9, je
morska paprskoploutva ryba z fadu platyst (Pleuronectiformes). Obyva pise¢né a kamenné
substraty v hloubkdch 20-100 metr(. Je typickd svym télem kulatého tvaru a kryptickym
zbarvenim napodobujicim substrat, ktery obyva (Taboada et al., 2019). Vyskyt S. maximus je
omezen na oblasti kontinentdlniho Selfu severovychodni casti Atlantského oceanu
(od Maroka po Severni polarni kruh), Baltu, Sttedozemniho a Cerného mote (Martinez et al.,
2016).

Obrazek 9 - Pakambala obecnd (S. maximus).; zdroj: (Iglesias, 2009)
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U pakambaly velké nachazi své vyuziti indukce triploidie. V diploidnich populacich je
pomér samic a samcU 1:1. Indukce triploidie méni tento pomér ve prospéch samic na 3,3:1
(Cal et al., 2006). A protoZe samice rostou rychleji nez samci (obvykle dorUstaji komercni
velikosti o 3-4 mésice drive), je zména tohoto poméru velice privétivym benefitem (Taboada
et al., 2019).

Triploidi pakambaly ve véku 6-24 meésicl vykazuji stejnou mortalitu jako diploidi.
Po prvnim roce Zivota triploidi rostou rychleji a od pohlavni dospélosti (mezi 24.—48.
mésicem Zivota) maji o 9 % vétsi miru preziti nez diploidi, protoZe se u nich neprojevuje
mortalita spojend s rozmnoZovanim (Cal et al., 2006). Ve véku 47 mésicli pak triploidi maji
pramérné o 14,3 % vétsi hmotnost jatecné upraveného téla. Triploidni pakambala
nevykazuje zadné rozdily v morfologii téla, ani zadné rozdily ve stavbé kostry a deformace
maji stejny Cetnost jako u kontrolnich diploid(i (Hernandez-Urcera et al., 2012).

3.6.4 Vyuziti polyploidie u Crassostrea gigas

Usttice jsou protandriéti hermafroditi. Prvni reprodukéni cyklus dokonéuji jako samci,
béhem druhého se stanou samicemi a v dalSich reprodukénich obdobich je jejich pohlavi
zavislé na podminkach okolniho prostfedi (Thorpe et al., 1995). UstFice jsou charakteristické
tvrdou, drsnou a nepravidelnou schrankou tvofenou ze dvou ¢asti, kterd chrani jejich mékka
téla (Kasmini, Batubara, 2022). UstFice obyvaji svaZitd dna vod s riznymi typy substratt jako
je bahno, pisky, $térky, kameny a dfevo (Lejart, Hily, 2011). Zivi se filtraci organickych latek
z okolni vody, ¢imZ napomahaiji k sniZzeni kalnosti a eutrofizaci vod, ve kterych Ziji.

Indukce polyploidnich ustfic (M. gigas) ma dlouhou historii sahajici az do roku 1981
(Li, Li, 2022). Triploidni a tetraploidni ustfice v soucasné akvakultufe hraji klicovou roli.
Celosvétova produkce ustfic rodu Crassostrea v roce 2020 cinila 5450 300 tun (30,72 %
veskeré produkce mékkyst) (FAO, 2022). Triploidi v soucasnosti predstavuji vice
neZ polovinu této produkce (Wadsworth et al., 2019) a V USA (Virginie) tvoti triploidi od roku
2008 konzistentné dokonce 80-95 % veskeré produkce Ustfic.

V minulosti se k indukci triploid vyuZivalo metody chemického Soku (Cytochalasin B)
(Wadsworth et al., 2019), v soucasnosti se vyuziva krizeni tetraploidnich samc0 s diploidnimi
samicemi (Nell, 2002). Tato metoda ma 100% ucinnost a umoznuje spolehlivou produkci
triploidd ve velkém meéfritku (Li, Li, 2022). Triploidi vznikli kfizenim tetraploidd s diploidy
navic rostou rychleji nez ti indukovani chemickym Sokem (Wang et al., 1999).

Producenti ustfic jsou motivovani k ziskavani tetraploidnich linii, které jim zaruci
neomezeny pristup ktriploiddm jednou providy (Li, Li, 2022). Chov a management
tetraploidnich linii neni jednoduchy (pomaly rlst, vyskyt mosaicismu, aneuploidie,
genomova nestabilita) (Li, Li, 2022), a proto je béinou praktikou pro lihné nakupovat
diploidni kryoprezervované spermie od specializovanych producentli, ¢imz se vyhnou
potizim s managemnetem tetraploidnich chova (Piferrer et al., 2009).

V pocatcich ziskavani tetraploidnich Usttic byl kladen dlraz spiSe na rychlost, s kterou
Slo tyto jedince ziskat v co nejvétSim mnoistvi, nikoliv na kvalitu diploidnich Ustfic, z kterych
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tito tetraploidi vzesli (Li, Li, 2022). Do genofondu tetraploidnich populaci se tak dostaly
i nevhodné vlastnosti jako je pomaly rdst. Pomalu rostouci tetraploidni ustfice pak
nevyhnutelné ovliviuji rychlost ristu triploidnich potomka (Li, Li, 2022), protoZe praveé oni
do dalsi generace predavaji dvé tretiny genQ. Tetraploidni Ustfice jsou ve vétsiné pripadu
plodné (Guo et al., 1996) a proto u nich lze aplikovat Slechtitelské programy a prioritné krizit
tetraploidni jedince, vzeslych z rychle rostoucich a nemocim odolnych diploidnich Ustfic.
Za pomoci takovychto Slechtitelskych programd uz bylo dosazeno takovych uUspéchd, ze
triploidni Ustfice nékterych chovl rostou o vice nez 190 % rychleji nez diploidi (Yang et al.,
2018).

Obliba triploidnich ustfic spocivd u farmarl v jejich rychlejSim rdstu, moZnosti
celoro¢niho prodeje a konzumenti ocenuji lepsi chut a pevnéjsi strukturu masa (Piferrer
et al., 2009).

Obrazek 10 - Potomci vznikli kiiZzenim diploid x diploid (DD), diploid x tetraploid (DT) a tetraploid x tetraploid (TT) C. gigas
v 160. den svého Zivota; zdroj: (Li, Li, 2022),, rozliSeni obrdzku zvétSeno za pomoci ndstroje pixelcut.ai

Triploidni Ustfice rostou rychleji nez diploidi i tetraploidi (viz obrazek 10). V nékterych
pripadech takovou rychlosti, Ze triploidi po 8mésicnim pokuse vazili o 81 % vice nez kontrolni
diploidi (Akashige, Fushimi, 1992). Dor(staji tak do trini velikosti (75 mm) témér
0 2-5 mésicl dfive neZ diploidi v zavislosti na misté chovu (Yang et al., 2018). Zrychleny rust
se vSak projevuje pouze za podminek dostatku potravy. V prostfedich chudych na organické
znecisténi rostou triploidni uUstfice stejné rychle jako diploidni (Nell, 2002). Zrychleny rast
pak také pravdépodobné zdvisi na teploté prostredi, ve kterém usttice Ziji. V laboratornich
pokusech bylo zjisténo, Ze triploidni Ustfice rostou rychleji v prostfedi o teploté 30 °C
v porovnani s jedinci chovanymi v teplotnim rozmezi 8-15 °C (Nell, 2002).
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Triploidnich Ustfice lze prodavat po cely rok, protoZe u nich dochazi k redukci gonad
(pfitomnost gonad ovliviiuje chut Ustfic) a k témér Uplné redukci gametogeneze (Piferrer et
al., 2009). Gametogeneze je vice redukovana u samic nez u samcu (Nell et al., 1994).
Schopnost triploidnich samct oplodnit svymi spermiemi diploidni samice byla v laboratornim
pokuse stanovena na 0,0008 %, pficemZ lze ocekdvat Ze tato pravdépodobnost bude
v pfirozeném prostfedi mimo laborator jesté nizsi (Guo, Allen, 1994b). Dopady chovu
triploidnich populaci Ustfic by tak na pfirozené populace mély mit minimalni dopady.
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4 7Zavér

Polyploidni organismy jsou organismy s jednou ¢i vice nadpocetnych sad chromozoma.
Déli se do dvou skupin na zakladé plvodu téchto nadbytecnych sad, na autopolyploidy
a alopolyploidy. Polyploidie sehrdla vyznamnou roli béhem evoluce rostlin a obratlovc(.
Vétsina dnes Zijicich zastupcl téchto taxon( prosla béhem své evoluce vice nez jednou
celogenomovou duplikaci. Tyto ddvné celogonomové duplikace jsou pravdépodobné
dlvodem soucdasného druhového bohatstvi, které pozorujeme u krytosemennych rostlin
a kostnatych ryb.

Vznik spontani polyploidie je pomeérné vzacnym ukazem. Pro ziskdvani triploidnich
a tetraploidnich ryb, mékkys( a korySu se tedy nelze spoléhat na pfirozené procesy a je
nutné polyploidii indukovat. Kindukci polyploidie v akvakulture se vyuZiva chemickych
a fyzikdlnich Sokd aplikovanych kratce po oplodnéni vajicek. V soucasnosti se vyuzivaji
predevsim metody fyzikdlniho Soku, které jsou spolehlivéjsi, méné nakladné a nedochazi
pfi nich k manipulaci s toxickymi latkami.

Uspésnost indukce polyploidie je pfimo zavisld na kvalité vajicek, teploté prostiedi
ve kterém se procedura provadi, na nacasovani, intenzité a dobé trvani $oku. Uspé$nost
indukce lze ovéfit za pomoci pfimych a nepfimych laboratornich metod, kterymi se
identifikuje stupen ploidie. Nejcastéji mérenim obsahu DNA pritokovou cytometrii, kterd je
v potravinarském pramyslu standardem.

Dopady polyploidie na akvakulturni organismy jsou druhové specifické. U ryb jsou
pfinosy polyploidie diskutabilni. U vétSiny druhl vznik polyploidie neni pro akvakulturni
chovy pfinosem. Polyploidie u ryb vede k pomalejSimu rlistu, zméné poméru pohlavi,
CastéjSimu vyskytu kosternich deformaci, sterilité (triploidie) a nizsi agresivité. Naopak
u mékkyst je vznik polyploidie obecné pfinosny a to predevsim v ptipadé triploidie.
Triploidni jedinci maji redukované gonady, rychleji rostou a narUstaji do celkové vétsich
rozmérd.

V soucasné akvakulture se vyuziti polyploidie soustfedi pfedevsim na triploidni jedince.
V akvakulture ustfic (C. gigas) hraje triploidie klicovou roli. Velkd c¢ast objemu celkové
produkce Ustfic je v soucasnosti zavisla na triploidnich jedincich. Ti rostou rychleji a dorUstaji
vétSich rozmérl nez diploidni jedinci. Navic redukované gonddy triploidd umozZnuji jejich
celorocni prodej. Triploidie nalézda své vyuziti i v akvakulturnich chovech pstruhid (0. mykiss),
a to pro moZnost ziskavani filetll v prdbéhu roku nehledé na reprodukéni cykly jedincd.
Kvalita masa triploidnich samic pstruhl neni ovlivnéna pohlavnim dospivanim, a proto je
mozné zpracovavat jejich maso i béhem reprodukéniho obdobi.

Triploidie dale slouZi jako nastroj k vyvolani sterility. V souéasnosti se vyuzivd v GMO
chovech lososl (S. salar) jako jedna z bariér branici potencidlnim negativnim dopadU unikd
téchto ryb. Do budoucna lze ocekdvat narast vyuziti triploidie k sterilizaci stale vétSiho
mnozZstvi akvakulturnich organismd. Prinosem takovychto sterilizaci bude zamezeni
kontaminace genom( divokych populaci geny vySlechténych a GMO ryb uniklych
z faremnich chova.
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