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Uvad

Nauplia drobného koryse Zabronozky solné neboli artémie (Artemia
salina) jsou §iroce vyuZivédna jako Ziva potrava pro larvy ryb a korysd jak
v mofskych, tak ve sladkovodnich akvakulturnich systémech.

I kdyz byla artémie védecky popsana jiz Linném v roce 1758, jeji vyrazné
pouziti jako vhodné potravy v fizeném chovu larvélnich organismt zacalo az ve
30. letech tohoto stoleti. S rostoucim zdjmem a tlakem chovateld ryb byly
vytvofeny podminky pro primyslovou téZbu artémie, jejiz prvni prikopnici
realizovali v r. 1951 sbér trvalych vaji¢ek na jezefe Great Salt Lake ve staté
Utah v USA.

V soudasnosti je artémie komeréné ziskdvana na péti kontinentech, velka
¢ast trhu je viak stéle dotovana pravé z lokality Great Salt Lake (az 90%), coZ
zpiisobuje vysokou zranitelnost trhu klimatickymi a ekologickymi zmeénami
vtomto jezefe., Tato skuteCnost miZe byt dokumentovana neobvykle nizkou
téZbou a sniZzenim kvality trvalych vajicek artémie v poslednich letech, coz
vyvolalo rapidni vzrist jejich cen na svétovém trhu. Vzhledem ktomu je
z&douci v lihfiafské a chovatelské praxi zaglenit metody =zajit'ujici vy3si
efektivnost a optimalizaci vyuZiti komeréné dodavanych trvalych vajicek
artémie. Takovou metodou muzZe byt dekapsulace (Morris a Afzelius, 1967,
Sorgeloos a kol. 1977). Na zakladé nami provedenych testd byla zpracovana
metoda dekapsulace komeréné dodavanych trvalych vaji€ek artémie za vyuZiti
¢eského komeréniho chlomanového pfipravku SAVO (G¢inna latka chlornan
sodny). V této metodice je popsan metodicky postup aplikace tohoto piipravku
pro ucely dekapsulace, pfi¢emz zhodnoceni vlivu odetfeni pfipravkem SAVO na
kvalitu lihnuti trvalych vajicek artémie lze nalézt v praci Adamkové (1999) a
dalsi prace tykajici se této oblasti se pfipravuji. Jesté nez bude pfistoupeno
k samotné metod¢€, bude struéné poddno nékolik poznatkl k Zivotnimu cyklu
artémie od trvalého vaji¢ka do naupliového stadia.
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Vvvoj artémie od trvalého vajicka do stidia nauplia

Zivotni cyklus artémie za&ina lihnutim trvalych vaji¢ek. V nepfiznivych
podminkdch v pfirodnim prostfedi (vysoka salinita, velké vykyvy obsahu
kysliku v disledku eutrofizace, nedostatek potravy) vytvaFi artémie metabolicky
neaktivni trvald vajicka, ktera plavou na hladiné a jsou vyhazovéna vétrem a
vlnami na bieh. Obal takovychto trvalych vajiek sestdva ze 3 zakladnich vrstev
(Morris a Afzelius, 1967): '

e alveoldrni vrstva

pevna lipoproteinova vrstva prostoupena chitinem a hematinem, ktery zplisobuje
hnédé zbarveni vajicka. Chrani embryo viéi mechanickému poskozeni a UV
zéfeni.



o vnéisi kutikuldrni membrana

permeabilni membrana chranici embryo pted pronikanim molekul vétSich nez
molekula CO,

* embryondlni kutikula

prihledna a vysoce elastickd vrstva, béhem inkubace se vyviji v lihnouci
membranu

Trvala vajicka pretrvavaji v suchém stavu az do opétovné hydratace ve
vodé, kdy dochazi k nastartovéni jejich metabolismu (obr. 1). Zhruba za 15-20 h
vnéjsi obal (véetné vnéjsi kutikuldmi membrany) trvalého vaji¢ka praska a
objevuje se embryo obklopené prihlednou membranou. Zatimco embryo visi
pfipojené k vné&j§imu obalu, dokonéuje se jeho vyvoj (embryonalni stadium
sumbrella“) a po protrzeni membrany dochazi k vylihnuti naupliové larvy
(nauplius 1. instaru). Cerstvé vylihla nauplia nepfijimaji potravu a
spotiebovavaji pouze Zloutkové rezervy, protoZe jejich travici soustava neni
jeste pln€ vyvinuta. Zhruba za 8 - 12 h vyvoje pfechézeji nauplia do 2. larvalni
faze (stadium 2. instaru), kdy maji plné funkéni travici trakt a pfijimaji potravu
{mikroskopické fasy, baktérie, detrit). Nauplia rostou a vyvijeji se v nékolika
dalsich vyvojovych stadiich, pficemz zhruba za 8 dni mohou dosahnout
dospélosti. Samci jsou mens$i nez samice, ale revyskytuji se ve vSech
populacich.  RozmnoZovani  artémie je  pfevazn€  jednopohlavni
(partenogenetické).

zacatek 3 7 ;
; lihnuti
metabolismu
lh 15h vnéi§l obal
[) I'4
svétlo
teplo lihnouci
voda membrana
suché
trvalé hydratované stadium
vajicko vajicko “umbrella“
nauplius
1.instaru

Obr. 1: Vyvojové zmény artémie ze stadia trvalého vajicka do naupliového
stadia 1. instaru (upraveno z Hoffa a Snella,1987)



Dekapsulace

Metoda je zaloZena na Uplném odstranéni vnéjsiho tvrdého
lipoproteinového obalu trvalych vajicek artémie pomoci kratkodobé expozxce
vaji¢ek v chlornanovém roztoku.

Opodstatnénost vyuZziti dekapsulace vaji¢ek v akvakultufe je déna
nasledujicimi vyhodami:

e Eliminace separace

Vnéj§i tvrda lipoproteinova vrstva je oxidaci chlomanovym roztokem uplné
odstranéna, tudiz je separace nauplii od nevylihlych trvalych vajiéek a
prézdnych obali zbyteéna. Jedinym zbytkem po lihnuti dekapsulovanych
vajicek jsou tenké a prithledné membrany, kterymi je obklopeno embryo.

o VY5 energeticky obsah naupliovych larev

Nauplia, kterd se vylihnou z dekapsulovanych vajicek, maji o 30-55% vyssi
obsah energie neZ je tomu u standardné vylihlych nauplii, protoZe nespotrebuji
energii na protrZzeni vngjsitho obalu. Pokud maji trvald vaji¢ka nizky obsah
energie, mizZe tak byt vyrazné zlepSena jejich lihnivost.

o Dezinfekce

Trvald vajicka artémie mohou byt kontaminovéna baktériemi, a to zejména
baktériemi Vibrio sp., které jsou potencidlnimi patogeny ryb. O3etfenim
chlomanovym roztokem je provedena dezinfekce trvalych vajicek, a tim je
redukovano riziko zavle€eni patogennich organisml pfilnutych na vnéjsi vrstvé
trvalych vajicek.

o Primé vyuliti vajicek
Dekapsulovana vajicka mohou byt pouzita i bez inkubace pro pfimé krmeni
larev ryb.

Procedura dekapsulace miiZe byt rozdélena do tii, pfip. ¢tyf posloupnych
krokd. Témito kroky jsou hydratace, dekapsulace, proplachnuti a pfip.
dezaktivace. Posledné jmenovany ukon - dezaktivace slouzi pro odstranéni
viech stop chléru, které mohou zistat i pfes intenzivni proplachnuti na
dekapsulovanych vaji¢kach, namogenim v kyselém roztoku. S ohledem na
vlastni vysledky i zahrani¢ni zkudenosti jsme toho nazoru, Ze tento krok je
opodstatnéné zafadit jen pro skuteén& precizni provedeni celé procedury.
Dilezité mlze byt zejména pfi zkrmovani takto oSetfenych vaji¢ek larvam ryb
v malych akvariich, kde v malém objemu vody miZe byt chlér, ktery eventudlné



-zlstane na vajickach, Skodlivy pro zvlase citlivé ryby. Pii dikladném
proplachnuti dekapsulovanych vajicek se nezda, Zze je kysela koupel nutna.
Dekapsulovana vaji¢ka bez dezaktivace v kyselém roztoku lze pouzit jak pro
ptimé krmeni larev ryb, tak pro krmeni po nasledné inkubaci dekapsulovanych
vajiek v solném roztoku aniz by bylo pozorovano poskozeni takto
odkrmovanych larev ryb. '

Nasledujici postup je specifikovan pro zalozeni kultury z 3-5 g vajicek.
Pro jind mnoZstvi trvalych vajicek je nutné niZe uvedené objemové tdaje
prepocitat. Hustota a celkové mnozstvi vajiek, které miZze byt dekapsulovéno
v daném mnoZstvi roztoku, jsou totiZ limitovany zvy3enim teploty média, ke
kterému dochazi v pribéhu dekapsulaéniho (oxidaéniho) procesu (=exotermicka
reakce). V pripadé dekapsulace vaji¢ek ve vysSich hustotich by muselo byt
zajisténo dodatené chlazeni suspenze (led aj.) tak, aby teplota béhem
dekapsulace v Zddném ptipadé nepiesahla 40 °C, jinak muZze dojit k negativnimu
ovlivnéni Zivotaschopnosti embryi.

Ponuicky

1. Inkubacni lahev (a) (b)
Pro tyto ucely se velice }
dobfe osvédéil sklenény
sedimentani vélec dle
Imhoffa skohoutem (viz
obr. 2). Je vném mozné
dobfe sledovat vlastni
pribéh dekapsulace,
umoziuje pfivod vzduchu
odspodu lahve, a tim je
zajisténo dokonalé udrZeni
(miseni) vajiCek artémie

Vv suspenzi. Kohoutem

mizZze byt regulovano

mnozstvi pfivadéného T

vzduchu a po zastaveni a | vzduch .
odstranéni privodu & sitko
vzduchu  mohou byt -
stejnou cestou odpusténa Obr. 2: Sedimentaéni valec dle Imhoffa
vajicka (pro proplachnuti skohoutem (a) b&hem  hydratace,
po  dekapsulaci, dalsi dekapsulace a inkubace trvalych vajicek
inkubaci, ¢i zkrmeni). artémie, (b) béhem odpousténi vaji¢ek



. Provzdusniovaci zatizeni
. Odmérné nadoby
. Sitko

£ o

Cinidla
dekapsulace
1. SAVO (vyrobce Bochemie Bohumin, koncentrace chlornanu sodného 4,72 %
pii plnéni)
2. Hydroxid sodny NaOH, 1 N roztok. Roztok se pfipravi tak, Ze 40 g NaOH se
rozpusti v destilované vodé a doplni na objem 1 1.
dezaktivace
3. Kyselina chlorovodikova HCl, 0,1 N roztok. Roztok se pfipravi tak, Ze 8,9 ml
koncentrované HCl (35%) se za michéni pfidava k 991,1 ml destilované
vody.
nebo )
Thiosiran sodny Na,$,03, 0,1 % roztok. Roztok se pfipravi rozpuiténim 1 g
Na;S$,0; v destilované vodé a doplnénim na objem 1 1.

Postup

¢ Hydratace

Suchd trvald vajitka artémie o hmotnosti 3-5 g se hydratuji ve 150 ml
vodovodni vody (bez ptidavku soli) v inkubaéni lahvi po dobu 1 h. Vajigka jsou
udrzovéana v suspenzi pomoci provzdu$iiovani. Zpoéatku je Zadouci seSkrabovat
vajitka ulpéla na sténach nadoby zpét do vodniho roztoku gumovou stérkou.

o  Dekapsulace

Po hydrataci jsou k suspenzi v inkubaéni nadobé pfidany 3 m! NaOH (pFidavek
NaOH zvySuje pH roztoku na reakéni optimum pro dekapsulaci, pH210) a déle
180 ml chlornanového piipravku SAVO. Ve chvili, kdy je pfidan chlornanovy
roztok, je v pfipad€ nutnosti pfivod vzduchu upraven tak, aby bylo zabranéno
pénéni. Dekapsulaéni (oxidagni) proces startuje okamZité a jak se vnéjsi obal
rozpousti, je pozorovana zména barvy vajiek ztmavé hnédé, pfes Sedou na
oranZovou a vajicka ztraceji schopnost vznaSeni. Proces trvd nékolik minut
v zavislosti na zdroji trvalych vaji¢ek (obvykle 3-5 min) a je ukonéen, kdyzZ jsou
vajicka Gplné oranzova.

Pozn. Dekapsulaci je nutno ukonéit okamZit€ po dosaZeni oranZové barvy
trvalych vajicek. Pri delim setrvani vajicek v chlornanovém roztoku miZe dojit
k poskozeni vajitek a ovlivnéni Zivotaschopnosti embryi, coZ se projevi
negativnim vysledkem v ptipadé€ dalsi inkubace dekapsulovanych vaji¢ek.



e Proplachnuti
Dekapsulovana vajicka jsou ihned splachnuta na sitko a dikladné proplachnuta
proudem vodovodni vody, dokud je citit pach chléru (obvykle 1-2 min).

o Dezaktivace

Rezidua chléru, ktera mohou zlstat adsorbovana na dekapsulovanych vajickach,
lze dezaktivovat namodenim (<1 min) dekapsulovanych vaji¢ek do roztoku
0,1 N HCl, nebo 0,1 % Na,S,0;. Poté se vajicka znovu proplachnou vodou.

Uziti dekapsulovanvych trvalvch vajiéek

Dekapsulovana vajicka lze pouzit pro pfimé krmeni larev ryb a korysu.
Lze je rovnéZ inkubovat standardnim postupem nebo kritkodobé uchovat po
dobu nékolika dni v chladniéce pfi 0-4°C.

Piimé ugiti

Dekapsulovana vajicka artémie mohou byt pouZita bez inkubace pro
pfimé krmeni larvam ryb a kory$G. Pfimé pouziti vajicek oSetfenych
dekapsulaci pro tyto ucely je viak omezené, nebot dekapsulovana vajitka
ztratila schopnost vznaseni, sedimentuji na dné odchovnych néadrzi a stavaji se
tak pro larvy ryb schopné pfijimat potravu pouze z vodniho sloupce nedostupna.
Pro tyto druhy ryb lze podpofit udrZeni ¢astic v suspenzi pomoci kratkodobé
zvy$ené aerace v odchovné nadrzi, ¢ suenim dekapsulovanych vajiek.
Dekapsulovana vajicka jsou vyhodnou potravou pro rand stadia piijimajici
potravu ze dna. Diky zhruba poloviéni velikosti vaji¢ek artémie (200-250 pm)
ve srovnéni s jejimi naupliovymi larvami (400-550 um) lze vajicka vyuZit pro
odkrm malych ranych stadii ryb akceptujicich nepohyblivou potravu, pro néz
jsou zpocatku nauplia jako potrava prili§ velka.

Inkubace

Po dekapsulaci a dtkladném proplachnuti dekapsulovanych vajicek lze
provést jejich inkubaci standardnim postupem. Vajicka jsou splachnuta ze sitka
do inkubacni lahve, kterd je naplnéna vodou s pfidavkem kuchyriské soli
v koncentraci 25 g na 11 vody. Dekapsulovand vajicka jsou inkubovana
cca pii 25°C pii aeraci zajiSténé od spodu inkubaéni lahve. Vylihla nauplia i



nevylihla (ale dekapsulovana) vajicka (embrya) mohou byt poté bez jakékoli
separace zkrmovana larvam ryb. Jsou tak vyuzita vSechna trvald vajicka
nasazena k inkubaci.

Zavér

Dekapsulace umoziiuje efektivnéjsi vyuziti trvalych vajicek artémie pro
tcely odkrmu ranych stadii ryb a kory$t na lihnich, odchovnach ryb i v
akvaristice. Osetfeni pomoci chlornanového roztoku SAVO ma vliv na zvyseni
vstupni ceny tohoto druhu potravy pro larvalni stadia ryb a kory$a. Pokud vsak
zvazime, Ze pro zkrmovéni mohou byt vyuzita viechna trvala vajicka, efektivita
této procedury se ziskové projevi pfedevsim u vaji¢ek o nizdi kvalite, u nichz
zistava velka ¢ast trvalych vajiéek nevylihnuta a pro larvy tak nestravitelna a
nevyuzitelnd. OvSem i v pfipadé oSetfeni kvalitnich trvalych vajicek artémie lze
vyuzit vyhody dezinfekce, pfimého pouziti, vysSiho energetického obsahu
nauplii, ¢i odstranéni nutnosti separace nauplii od nevylihlych vajiek a
prazdnych obali. Vedle toho bylo v naSich testech pozorovano, Ze vajicka
oSetfend dekapsulaci se mohou lihnout za kratdi inkubaéni dobu (diky niz§i
energetické potiebé embryi na protrZzeni membrany) doprovazenou zkracenou
synchronii lihnuti (tj. ¢asovy interval, b&hem kterého se vylihne vétsina nauplii).
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