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1. Uvod

Vitnici jsou béZné nabizeni larvdm ryb v pribéhu prvnich 7-30 dni exogenni vyZivy.
Predkladand hustota vifnik( ovliviiuje mnozstvi a frekvenci krmeni, potravni chovani a nasledné
rychlost a efektivitu rlstu u larev. Druh vifnika Brachionus plicatilis mUze byt vyuZivan v
potiebnych koncentracich, které jsou dUlezité pro splnéni metabolickych pozadavki larev, coz
vede k jejich vysokému prefiti pfi odchovu (Fukusho, 1989). Zivé potravni organismy mohou také
obohatit a zlepsit travici procesy u larev dravych druh( ryb. Na zacatku exogenni vyZivy larev jsou
pouzivany malé druhy vifnik( a s naslednym rlstem larev se pomalu prechdazi na vétsi druhy.
ViFnici jsou zdroven povaZzovany za jakési Zivé potravinové kapsle pro prenos Zivin do larev ryb
(Léger a kol., 1989). Tyto Ziviny zahrnuji pfedevsim vysoce nenasycené mastné kyseliny (hlavné
20: 5n-3 a 22: 6 n-3), které jsou nezbytné pro preziti larev u morskych druhl ryb (Lubzens a kol.,
1989) a larev candata obecného (Sander lucioperca; Yanes-Roca a kol., 2018).

Vitnici jsou jako potravni organismy v akvakultufe Uspésné vyuzivani po nékolik desetileti.
Z tohoto dlvodu je dnes zndmo nékolik kultivacnich technik pro intenzivni produkci vifnik(. Tyto
techniky jsou vyuZivané po celém svété (Hirata, 1979). Dostupnost velkého mnoZstvi téchto
zZivych potravnich organismu prispéla k ispésné produkci larev vice nez 60 druht mofskych ryb a
18 druhl koryst (Lubzens a kol., 1989). Klicem k uspésné kultivaci vifnik( je jejich vysokd
adaptabilita a efektivita chovu. Dale je Uspé3nad kultivace potravnich organismu zdavisla i na dalSich
faktorech, jako je jejich planktonni chovani, tolerance k Siroké $kdle podminek prostredi (teplota,
pH, salinita, amoniak atd.) a vysoka plodnost a rychla reprodukce (Hoff a Snell, 1987).

Hlavnimi vyhodami je jejich mald velikost a pomaly pohyb pfi plavéni. Tyto vlastnosti z nich
¢ini vhodnou a snadno ziskatelnou kofist potazmo potravu pro primitivné vyvinuté larvy ryb, u
kterych na zacatku exogenni vyZivy neustale dochazi k absorpci Zloutkového vacku. Virnici se
vyuZivaji u malych a primitivné vyvinutych larev, jelikoZ tyto larvy na zacatku exogenni vyZivy
nedokaZou ulovit vétsi naupliovd stadia Zabronozky Artemia sp, ktera se pfi akvakulturnim
odchovu vétsich a vyvinutéjsich larev ryb bézné vyuzivaji. Nejvétsim potencidlem masové a fizené
kultivace virnik( je vSsak mozZnost odchovavat tyto organismy ve velmi vysokych hustotach s
relativné nizkymi vyrobnimi ndklady (Lubzens a kol., 1989).

1.1 Morfologie
Vitnici (Rotifera) patfi mezi nejmensim mnohobunécné organismy, z nichz vice jak 1000 druht
bylo védecky popsano a zhruba 90 % z nich obyva sladkovodni prostredi.

1.1.1 Velikost

Samci jsou méné vyvinuti a mensi nez samice. U nékterych druht velikost samct dosahuje
pouze 60 um. Télo viinikd je sloZzeno z konstantniho poctu bunék, coZ je typické pro vSechny
druhy. Nékteré druhy Brachionus obsahujici pfiblizné 1000 bunék, které nejsou od sebe zietelné
ohrani¢eny a separovany, ale jsou soucasti plazmy v téle vifnik(. Samci nemaji travici trakt ani
plynovy méchyt, ale maji jedno proporcionalni varle, ktera je naplnéno spermiemi.

1.1.2 Struktura téla
Télo virnik( se sklada ze tfi ¢asti: z hlavy, trupu a nohy (Obr. 1).
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Obr. 1: Virnik (Brachionus plicatilis) anatomie (upraveno dle Fukusho, 1989).

Hlava: nese rotujici organ nebo coronu, kterd je snadno rozpoznatelna pomoci véncu brv, ze
kterych vychazi pdvodni nazev virnik( (kolova loZiska). Zatahovaci corona zajistuje pohyb a vifeni
vody, coz usnadnuje vifnikim pfijimat drobnou potravu (hlavné fasy a detrit).

Trup: obsahuje trdvici trakt, vylu¢ovaci systém a pohlavni organy. Charakteristickym orgdnem pro
virniky je mastax — svalnaty hltan, ktery drti pfijatou potravu, s chitinéznimi vystupky.

Noha: se zatahovaci strukturou prstencového typu, bez segmentace, s jednim nebo ctyrmi
prstovymi vybézky na konci.

1.2. Reprodukce

Zivotni cyklus vitnika Brachionus plicatilis maze byt charakterizovdn dvéma réiznymi cykly
reprodukce, kdy prvnim z nich je pohlavni zplisob rozmnoZovani a druhym je partenogeneticky
zplUsob rozmnozovani (Obr. 2.). V pribéhu partenogeneze, amiktické samice produkuji amikticka
vaji¢ka (diploidni s 2n chromozomy), které se poté lihnou a vyvijeji opét jako amiktické samice.
Za specifickych (predevsim neoptimalnich) podminek prostfedi, samice prechazeji na sloZitéjsi
zpUsob reprodukce, coz vede ke vzniku populace miktickych a amiktickych samici. Ackoli nejsou
tyto samice rozliSitelné morfologicky, miktické samice produkuji haploidni vajicka (1n
chromozomy). Larvy, které se vylihnou z téchto neoplodnénych miktickych vajicek, se vyvijeji v
haploidni samce (Fukusho a lwamoto, 1981).

Po oplozeni samice samcimi spermiemi vznikaji vaji¢ka - cysty v klidové fazi (vajicko v pribéhu
této faze, je odolné vici nepfiznivym podminkdam), ze kterych se po dosazeni specifickych
vhodnych podminek prostredi lihnou a vyviji pouze v amiktické samice. Lihnuti amiktickych samic
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je vysledkem zlepsenych podminek prostredi, poptipadé vytvoreni optimalni podminek prostredi
jako je teplota vody, salinita vody nebo zvySeni potravni nabidky. Je dlileZité si také uvédomit, Ze
sexudlni a partenogeneticky cyklus vifnik(l je také ovlivnény vlastni hustotou chovanych vitnik(
v dané populaci. Plati pravidlo, Ze hustota kolem 200 ks vifnik(.ml je typicka pro sexudlni cyklus
a 150 ks virnika.ml* pro asexudlni (partenogeneticky) cyklus (Dhert a kol., 1995).

Ackoli mechanismus klidové faze Zivota virnik( neni zcela objasnén, obecné se predpoklada,
Zze produkce trvalych vajicek pro klidové fazi je u vifnik( strategii pro preziti populaci
v neptiznivych podminkach prostredi, jako je sucho nebo zima (Hagiwara a kol., 1995).

Oﬁ_ @__ Amikticka samice
Mitoza

2n 2n ' N Amikticke
2n O vajicko
Partenogeneticky \
zplsob on ﬁ
rozmnozovani )

2n 2n / \ Stimul ke zméng
? ¥} zplisobu
Oﬁ -r""' rozmnoZovani
Pohlavni zpasob| {:
Vajicko v rozmnoZovani
Mikticka

Zklidové fazi (2n)
LU samice
N

O witcke

Miktické vajitko

A

Samec (n)

Oplozeni

Spermie

Obr. 2: Reprodukéni cyklus viFnikd (upraveno dle Fukusho, 1989).
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1.3. Druhy vifnik{

V akvakulture se pouziva jednoducha klasifikace virnik(i, ktera je zalozena na dvou rGznych
morfologickych typech. Mezi malé druhy virnik( (S-typ) patfi napftiklad Brachionus rotundiformis
a naopak mezi velké druhy vifniku (L-typ) pak Brachionus plicatilis (Obr. 3; Fu a kol., 1991). Rozdily
mezi témito dvéma typy lze odliSit podle jejich morfologickych vlastnosti: délka krunyre je u typu



L v rozmezi od 130 do 340 pum (s pramérem 239 um) u typu S pak v rozmezi od 100 do 210 um (s
pramér 160 um; Fukusho a lwamoto, 1981).

Vedle typl S a L jsou tropické akvakultufe jesté upfednostiovany virnici typu SS (super malé)
jakoZto prvni exogenni vyZiva pro larvy ryb, které maji velmi maly ustni otvorjako jsou
kralickovcoviti (Siganus sp.), kanicoviti (Epinephelus, Mycteroperca sp.) a dalSi druhy ryb. U téchto
druhl dosahuji larvy na pocatku exogenni vyZivy velikosti téla mensi nez 1 mm. Virnici typu SS
vSak nejsou geneticky izolovany od typu S, ale jsou pouze mensimi poddruhy neZ jsou béiné
poddruhy vifnik( typu S. S a L morfologické typy se také lisi v optimalni teploté k rlistu. Pro typ
S je optimalni teplota 28-35 °C, zatimco typ L vyZzaduje pro optimalni rlst teplotu 18-25 °C.
Vzhledem k tomu, Ze ¢asto dochazi ke kontaminaci kultur jednotlivych morfologickych typu
virnikl, mlze byt k ziskani Cistych kultur pouzito snizeni nebo zvyseni teploty vody v pribéhu
odchovu vifnika. Vysledkem potom je Cistd populace virnikd, ktefi maji toleranci k vyssi nebo k
nizsi teploté vody (Fu a kol., 1991).

Obr. 3: Brachionus rotundiformis a Brachionus plicatilis (Hirata, 1979).

1.4 Optimalni podminky pro kultivaci Brachiounus plicatilis

1.4.1. Salinita

| kdyzZ vitnici Brachionus plicatilis snasi Siroky rozsah salinity od 1 do 97 ppt (gram na litr).
Optimalni reprodukce probiha pouze pfi salinité pod 35 ppt (Lubzens a kol., 1989). Pokud jsou
virnici pouzivany ke krmeni larev ryb, které jsou chovany pfi jiné salinité, ktera je rozdilna od
jejich chovu o + 5 ppt, je vhodné virniky alespor ¢astecné aklimatizovat na tyto jiné podminky.
Rychly a razantni Sok zpUsobeny rozdilnou salinitou vody muzZe sniZzovat pohyb vifnikd, nebo
mUzZe vést aZ k jejich uhynu (Imentai a kol., 2019b).



1.4.2. Teplota vody

Jak jiz bylo uvedeno vyse, volba optimalni teploty vody pro kultivaci a odchov vifnik( zavisi na
daném morfologickém typu danych vifnikd. Vifnici typu L se chovaji pfi nizSich teplotach
(v prméru 22 °C), naopak vifnici typu S pfi vyssich teplotach ( v priméru 27 °C). Obecné plati, Ze
srostouci optimalni teplotou vody se zvySuje reprodukéni aktivita vifnik( a zaroven se také zvysuji
poZadavky na nabidku krmeni. OvSem je nutné si uvédomit, Ze krmeni vifnik( je jeden
z nejdllezitéjsich a nejvyssich produkénich ndkladd spojenych s odchovem a produkci vifnik(.
Z hlediska rentability a efektivity chovu larev ryb je proto dulezité zvolit optimalni teplotu vody
pro produkci vifnikd, ktera bude podporovat rychlou a masovou produkci téchto potravnich
organism0 s minimdlnimi produkcénimi ndklady. Vyssi teplota vody mlze totiz ¢asto vést k
prekrmovani nebo k hladovéni odchovavanych virnik(i, coz ma primy negativni vliv na produkci
virnik( a kvalitu vody pfi jejich chovu. Naopak nizsi teplota vody zpomaluje rlist populace vifniku
a snizuje celkovou jejich produkci (Fukusho, K, 1989; Tab. 1).

Tab. 1: Vliv teploty na embryonalni vyvoj a reprodukéni aktivitu vifnik( druhu Brachionus plicatilis
(Ruttner-Kolisko, 1972).

Teplota vody (°C) 15°C 20 °C 25°C
Doba embryonalniho vyvoje (dny) 1,3 1,0 0,6
Doba prvni reprodukce u mladych samic (dny) 3,0 1,9 1,3
Interval mezi dvéma ndsledujicimi reprodukcemi (hodiny) 7,0 5,3 4,0
Délka Zivota (dny) 15 10 7
Pocet vajicek od jedné samice v prlibéhu Zivotniho cyklu 23 23 20

1.4.3 Rozpustény kyslik

Vifnici maji vysokou toleranci k nizkym koncentracim rozpus$ténému kysliku (2 mg.I%), ale
optimalni koncentrace by se méla pohybovat na Grovni mezi 5 a7z 10 mg.I"t. Provzdusriovani by
mélo byt mirné a konstantni, aby se zabrdnilo mechanickému poskozeni vifnikd a bylo vsak
zaroven vytvoreno idedlni nasyceni vody rozpusténym kyslikem (Ruttner-Kolisko, 1972).

1.4.4. pH
Virniky je optimalni odchovavat pti pH nad 6,6. Nejlepsich vysledk( je dosahvano pfi pH nad 7
(Bentley a kol., 2008; Epp a Winston, 1978; Hirata, 1979).

1.4.5. Kontaminace chované kultury virniki
Bakterie



Vétsina bakterii neni pro virniky patogenni. Avsak bakterialni kontaminaci a rozsiteni bakterii
v kulture virnik( je nutné se vyvarovat, jelikoZ bakterie v kultufe vifnikd zpUsobuji skutecné riziko
v kumulaci jejich biomasy a v postupné inhibici biologickych a fyziologickych proces( u vifnikd.
Bakterie, které kontaminovaly vifniky, mohou negativné pUsobit i pfes potravni fetézec na larvy
odchovavanych ryb. Tyto negativni vlivy se u odchovdvanych larev na zacatku jejich exogenni
vyZivy projevuji snizenym rlstem a preziti ryb zplsobené poruchami traveni a vyvojem traviciho
traktu larev.

Naopak nékteré bakterie mohou byt pro vifniky dalSim doplfikovym potravnim zdrojem, jako
jsou napriklad bakterie rody Pseudomonas nebo Acinetobacter (Skjermo a Vadstein,1993). Dale
bakterie rodu Vibrio (Verdonck a kol., 1994) jsou nejcastéji se vyskytujici bakteridlni flérou
v kulture virnikd. Virnici ¢asto tyto bakterie vyuzivaji jako doplrikové potravy. Avsak hustota
téchto bakterii je mezi rdznymi odchovnymi systémy virnik( v jednotlivych rybich lihni velmi
rozdilna. Proto je vyZiva virnikl predevsim realizovana diky predkladanym fasdam (kapitola 1.6).
Rychlé podpory kultivované populace vifnikli je mozné dosahnout, pokud se kultury virnik(
obohacuji o bakteriadlni kultury rodd Cytophaga/Flavobacterium, nebo Pseudomonas/Alcaligenes
(Skjermo a Vadstein, 1993).

MnozZstvi a hustota bakterii v kulture vifnikl mizZe byt snadno kontrolovana pomoci fizené
(vétsinou snizené) teploty vody po obohaceni kultury vifnikd zminénymi bakteriemi nebo pfi
uchovdvani vifnikd pred vlastnim zkrmenim larvdm ryb, kdy vifnici nejsou drzeni v optimalnich
Zivotnich podminkach. Bakterialni infekci vifnik( Ize také eliminovat aplikaci probiotickych
bakterii, které se aplikuji pfimo do produkované kultury vifnikd (Gatesoupe, 1999). V tomto
pfipadé jako probiotika oznacujeme Zivé mikrobidlni dopliky krmiva, ktera pfiznivé ovliviuji
hostitelsky organismus (v nasem pfipadé vifniky) tim, Ze zlepsuji jejich stfevni mikrobialni
rovnovahu (Fuller, 1989). Jestlize se k vyzivé larev ryb vyuZili vifnici pozitivné ovlivnéni Zivymi
probiotickymi bakteriemi, tak bylo prokazano, Ze tato vyziva larev zlepsSuje jejich zdravotni stav a
zvysuje jejich odolnost vici patogenlim a nemocem. VyZiva larev ryb pomoci viinikl, ktefi jsou
obohaceni o probiotické bakterie, pozitivné ovliviiuje gastrointestindlni mikrobiotickou flor( a
celkovou imunitu larev ryb (Gatesoupe, 1999). Probiotické bakterie skrze vyzivu vifniky umozni
odchovavanym larvam nastartovat obranné mechanismy imunitniho systému, které brani
mnozZeni  patogennich  bakterii vtéle larev ryb (Vanbelle a kol, 1990).

Ndlevnici

Nejcastéji se vyskytujicimi nalevniky v produkované kultufe vifnikl jsou ptitomny rody
Holotricha a Hypotricha (napf. Uronema sp. a Euplotes sp.). Pfitomnost vétSiny ndlevnikd neni
v kulture virnik( Zadouci, jelikoZz ndlevnici potravné konkuruji kultivovanym vifnik(, coz mlze
zplUsobovat zvySené produkéni naklady. Vyskyt nalevnik( v kultufe vifnikl je obecné zplsoben
neoptimalnimi podminkami prostredi v prabéhu kultivace virnikd. Virnici jsou pfi takovychto
podminkach v horsi kondici a maji snizenou obranyschopnost a konkurenceschopnost vici
vyskytu konkurencnich organism(. Nalevnici také v kultufe vifnikl produkuji metabolické
odpady, které zvysuji koncentraci dusitant ve vodé a zpUsobuji snizeni pH. Nicméné nalevnici
maiji pozitivni vliv na Cisténi kultur vifnikd od vyskytujicich se bakterii a detritu. Pfidanim nizké
koncentrace formaldehydu o koncentraci 36 — 38% (0,02 ml.I"!) do nadrze, kde probiha kultivace
ras (Fukusho, 1989), v dobé 24 hodin pred aplikaci fas (jako potravy) do kultury virnikd, lze
vyznamneé snizit kontaminaci vifik( prvoky. Pri kontrole a Cisténi kultury vifnikG pomoci sterilnich
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a vydezinfikovanych fytoplanktonnich siték (s oky mensimi nez 50 um), lze také snizit koncentraci
nalevnikl nebo bakteridlnich kontaminaci u produkované populace virnik(l. Zaroven tato
technika mUZe byt pouzita jako preventivni opatreni, které mize byt pouZito pfi zaloZeni novych
startovacich kultur vifnik(, kdy tyto kultury jsou velmi nachylné na jakékoliv kontaminace
nalevniky ¢i bakteriemi (Fukusho, 1989).

v s

1.5 Ostatni druhy kultivovanych vifniku

Dal$imi druhy vifnik(, které jsou nej¢astéji kultivovani a produkovani k vyzivé larev ryb v ramci
sladkovodni akvakultury, jsou ndsledujici sladkovodni druhy: Brachionus calyciflorus a Brachionus
rubens. Tyto druhy toleruji teplotu vody mezi 15 az 31 °C a jsou pomérné tolerantni ke zvySené
koncentraci iontll v odchovavané vodé. Toho se vyuziva pfi jejich kultivaci. Tito vifnici jsou
produkovani ve vodé svyssi salinitou nebo vuméle pripravovaném médiu. Tato technika
ochranuje chov sladkovodnich vifnikd pred bakteridlni kontaminaci ¢i kontaminaci nalevniky.
Avsak koncentrace celkového amoniaku v rozmezi 3 az 5 mg.I"t inhibuje reprodukci a tim cely
chov zminénych sladkovodnich vifnika.

Brachionus calyciflorus mize byt kultivovdn a produkovan v uméle pfipraveném médiu o
sloZzeni: 96 mg NaHCOs3, 60 mg CaS04.2H,0, 60 mg MgS04 a 4 mg KCl v 1 | destilované vody s
optimalnim pH vody 6-8, teplotou vody 25 °C a minimalni koncentraci kysliku 1,2 mg.I"* (Hirata,
1979).

1.6. Krmeni viiniku

Uspésny odchov vinikG druh@ Brachionus plicatilis, Brachionus calyciflorus a Brachionus
rubens byl realizovdn diky vyzZivé v podobé Zivych produkovanych kultur mikrofas druhu
Scenedesmus costato-granulatus, Kirchneriella contorta, Phacus pyrum, Ankistrodesmus
convoluus, Nannochloropsis oculata a Chlorella sp., stejné tak i kvasinek. Avsak kvasinky jsou
méné vhodné z hlediska jejich nutricni hodnoty a nebezpeli kontaminace kultury virnik(
bakteriemi ¢i nalevniky. Kontinualni produkce Zivych kultur fas je pomérné casoveé, prostorové a
technologicky naro¢nd. Z tohoto dlivodu se v produkci a kultivaci vifnik(l vyuZivaji komeréné
vyuzivana krmiva (koncentrované emulse), které predstavuji dlouhodobé uchované kultury
mikroras. Pro efektivni a Uspésnou kultivaci virnik( v kontrolovanych podminkach Ize napfiklad
Usp&3né vyuzit uméla komeréni krmiva od znaéek Culture Selco® (Inve Aquaculture, Belgie) nebo
Roti-Rich (Florida Aqua Farms Inc., USA).



Obr. 4: a) Chlorella sp. (Zakaria a kol., 2017); b) Kvasinky (FAO, 2016)

2. Cil technologie

Cilem této ovérené technologie je popsat a Uspésné zrealizovat masovou kultivaci virnikd
druhu Brachionus plicatilis, ktefi se nasledné vyuziji k produkci larev candata obecného v rdmci
intenzivniho chovu vyuzivajici recirkula¢ni akvakulturni systém (RAS). Larvy canddta obecného
maji na zacatku pfFijmu exogenniho potravy velmi maly Ustni otvor. Tento faktor je velice
problematicky s ohledem na ndasledny odchov larev, jelikozZ larvy musi byt krmeny velmi malymi
Zivymi organismy, které maji optimalni pohyb, hustotu a pfijatelny obsah Zivin. Pouze tyto
predpoklady mohou zvysit preziti larev candata obecného v kontrolovanych podminkach a zajistit
tak jeho rostouci produkci v akvakultufe a zadroven zvysit rentabilitu a konecny zisk farem
zabyvajici se produkci trznich ¢i ndsadovych candatl. Tato ovérend technologie mlze byt také
uziteCna a vyuzitelnd pro rozvoj intenzivni akvakultury okrasnych tropickych druhl ryb ci
nékterych dalSich novych druhl ryb, které se vyuZivaji ke zvysené diverzifikaci vnitrozemské
sladkovodni akvakultury v Evropé a maji stejné biologické naroky jako larvy candata obecného
(Sander lucioperca).

3. Misto ovérovani technologie

Popsany technologicky proces vtéto publikaci byl ovéfen ve spolupraci svyzkumnymi
pracovniky z Fakulty rybaFstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich (FROV
JU) a chovateli ryb ze spole¢nosti Tilapia s.r.o. v Tabore a Nuzbelich v roce 2019. Masova kultivace
virnika (Brachionus plicatilis) byla testovana a optimalizovana predevsim ve vyzkumném zafizeni
pro potravni organismy v rdmci Laboratore intenzivni akvakultury (FROV JU) (Obr. 5). Tento
technologicky proces byl aplikovan a modifikovan na zdkladé nékolika dfive publikovanych
metodik a védeckych publikaci o masové kultivaci vifnikl. Konkrétné se jednalo o publikace
nasledujicich autor(: Fukuso (1989), Hoff a Snell (1987) a Hirata (1979).

4. Popis technologie
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4.1 Vytvoreni vlastni zasobni kultury

Populace viinik( Brachionus plicatilis pro vytvoreni zasobni kultury pochazela od firmy Florida
Aqua farms s.r.o., kterd plsobi v Ruskin na Floridé (USA). Po obdrzZeni cyst a jejich vylihnuti pfi
optimalnich podminkéch bylo inokulum vydezinfikovéano antibiotiky (erythromycin 10 mg.I"* po
dobu 15 min.). Dezinfekce populace vitnik(i spocivala v zabiti volné plavajicich jedinc(, ale
nedotkla se vajicek, které se v daném okamiziku vyskytovaly v populaci. Dalsi alternativou
dezinfekce bylo oSetfeni pomoci chloramfenikolu 10 mg.l?, kyseliny oxolinové 10 mg.l?,
penicilinu 100 mg.I", streptomycinu 20 mg.I%, furazolidonu 7,5 mg.I"%, oxytetracyklinu 10 mg.I%,
sarafloxacinu 30 mg.I'* nebo linco-spectinu 30 mg.I"t opét po dobu 15 min. Vaji¢ka byla poté
pred inkubaci oddélena od mrtvych vifnik(i pomoci sita o velikosti ok 50 um. Po nasledném
vylihnuti vifnikd z vajicek byli tito vifnici pouzity pro zaloZeni vlastni zasobni kultury, ktera byla
potenciondlné prostd jakychkoliv patogenu.

Tato kultura vifnikd byla uchovavana v termo-aklimatizovaném boxu (mozné bylo také pouzit
mistnost) se stabilni teplotou vzduch 28 °C + 1 °C. Zakladni odchov probihal v centrifugacnich
zkumavkach (50 ml), které byly nejdfive autoklavovdny a poté umistény do nizko rychlostni
odstredivky (Sorvall ST8, Thermo Scientific) s rychlosti otacek 4 rpm. Odchov virnik( probihal pfi
rotaci, pfi které byla voda michana se vzduchem (+ 8 ml), coz poskytovalo dostatecné nasyceni
rozpusténého kysliku ve vodé. Ve vzddlenosti 20 cm od rotujicich zkumavek byl umistén zdroj
svétla v podobé dvou zéfivek s intenzitou svétla 3000 luxi mérené v tésné blizkosti zarivky.

Voda urcena ke kultivaci vifnik(l byla ziskdna rozpusténim morské soli (Instant Ocean Sea Salt)
v pitné vodé na finalni salinitu 25 ppt (25 gramd na jeden litr vody). Pfipravena voda byla
nasledné provzdusnéna klasickym akvarijnim vzduchovanim, prefiltrovana pres filtracni papir
s jemnosti filtrace na Urovni 1 um a pres noc byla jesté vydezinfikovdna chlornanem sodnym
(NaClO) o koncentraci 5 mg.I"t. Druhy den byl nadbytek NaClO ve vodé neutralizovan a voda byla
filtrovana pres ultra jemny filtr s jemnosti filtrace 0,45 um.

Naockovani vétsich zkumavek o objemu 150 ml, které byly naplnény pouze 20 ml pfipravené
kultivaéni vody, inokulem vifnikd se provadélo s pocateéni hustotou virnikd na drovni 2 ks.ml ™.
Vifnici byly krmeny Cerstvé nakultivovanou sladkovodni fasou Chlorella sp., kterd byla ziskana
z védeckého pracovisté Mikrobialniho ustavu AV CR v.v.i., Centra Algatech, Laboratofe Fasové
biotechnologie v Tfeboni. Ziskané fasy byly odstfedény a koncentrovdny na hustotu 1-2.108
bunék.ml 1. Koncentrat fas byl uchovavan pro postupné poufZiti pfi teploté 4 'C v chladniéce po
dobu 6 dni, cozZ se shodovalo s jednim odchovnym cyklem u vinik(. Kazdy den byl koncentrat fas
homogenizovan tfepanim a do kazdé zkumavky k inokulu vifnik( bylo pridavano 200 ul roztoku
fas. Po jednom tydnu se hustota vifnikd zvysila ze 2 na 200 ks.mlt. Mald &ast této kultury byla
pouzita pro udrZeni zasobni kultury a zbyvajici ¢ast virnikl se vyuzila pro nasledny masovy
odchov.

Zasobni kultura byla i nadéale udrzovana jako zdroj nového inokula virnik( v pripadé kolapsu
jiz odchovavané masové kultury. Po nékolika mésicich odchovu zasobni kultury, byla tato kultur
opét vydezinfikovana stejnym zplsobem, jak jiZ bylo popsano dfive, s cilem udrzet Cistou a
zdravotné nezavadnou zasobni kulturu vifnik( pro pfipadné nové zaloZeni masové produkce.
Hlavnim dlvodem této praxe byla skutecnost, Ze i presto Ze byla masova kultura virnika
Brachionus plicatilis odchovavana v kontrolovanych podminkach (detailni popis nize) a optimalni
stav kultury byl pravidelné udrzovédn a kontrolovan, nebylo mozné vyloudit riziko nezadouci
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bakterialni ¢i nalevnikové kontaminace, kterd by mohla potencionalné ohrozit celou produkci
virnika@.

4.2 Pocatecni odchov virnikd

ViFnici ze zasobni kultury byly pfeneseni a umistény do kadinky o objemu 150 ml, ktera byla
na zaCatku kultivace naplnéna 20 ml pfipravené kultiva¢ni vody o salinité 25 ppt a teploté 25 °C.
Nasazeni virnici byli vystaveni kontinudlnim svételnym podminkam po dobu 24 hodin denné pfi
intenzité svétla 1000 lux(. Reprodukce nasazenych vifnik( zacala probihat po 24 hodinach od
nasazeni a v tento okamzik byla do kadinky pfiddana koncentrovand a zakonzervovana kultura rasy
druhu Nannochloropsis occulata v podobé pfipravku Nanno 3600 od firmy Reed Mariculture
s.r.o., USA.

Obr. 5. Systémy pro odchov virnik(i v Laboratofi intenzivni akvakultury, Fakulty rybafstvi
a ochrany vod Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich (foto Yanes-Roca).

Po dalSich 24 hodinach bylo pfidano do kultivaéni kadinky vétsi mnozZstvi rfas v podobé
pfipravku Nanno 3600 (pfiblizné 1,5 nasobné mnozstvi oproti pocatecnimu davkovani rasy) a po
48 hodinach byla kultura vifnika rozdélena po 5 mililitrech do 4 zkumavek o jednotném objemu
20 ml. Nasledné bylo do kazdé ze zkumavek pfidano 15 ml nové kultivaéni vody, aby byly vSechny
zkumavky naplnény ze 100% (Obr. 6). Vifnici byli krmeni standardni ddvkou 1 ml
koncentrovaného pripravku Nanno 3600 na jeden litr kultury vifnikd. To znamena, Ze do kazdé
zkumavky s 20 ml bylo aplikovdno 0,02 ml pfipravku Nanno 3600. Po 5 dnech byli vifnici ze 4
zkumavek presunuty do nové kadinky o objemu 250 ml, kterd byla doplnéna kultivaéni vodou po
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rysku 240 ml (2,4 ndsobny objemu oproti predchazejicimu objemu vsech zkumavek). Pro kontrolu
pfed nasazenim virnik( do vétsi kddinky byly odebrany ¢tyfi vzorky vifnik( o objemu 1 ml z kazdé
zkumavky a nasledné byla spocitdna a zaznamendvana primeérnd hustota virnikli pomoci
laboratorniho mikroskopu a pocitaci komUrky. Primérna hustota vifnikd ve zkumavkach byla 234
+ 58 ks.ml. Tzn. nasazovana hustota vifnikd v 240 ml vifnikové kultury byla 97,5 ks.ml. O pét
dni pozdéji byla hustota vifnikl sledovana a zaznamendana stejnym zptisobem ve 240 ml kultury
vitnikd a primérnd hustota byla 351 ks.ml*. V tomto obdobi byla kultura pfenesena do 2,5 litrové
bariky o skute¢ném objemu 2 litry (Obr. 6).

\\\\ /// —
\\\\\W\W/

Obr. 6. Rozsifovani chovanych kultur vifnikl (foto Yanes-Roca).

4.3 Produkce virniku ve statickém (davkovém) systému

Nasledné byl odchov vifnikl realizovan ve statickém systému, ktery byl na zacatku tvoren
zminénou 2,5 litrovou barkou s vyuZitym objemem vifnikové kultury o 2000ml, které byly lehce
provzdusnovany. Za touto bankou byla umisténa zarivka o intenzité svétla 5000 luxd (Obr. 6) ve
vzdalenosti 20 cm. Teplota vody byla nastavena na 28 °C a kazdy den byli vifnici krmeni fasou
Nannochloropsis acculata ve formé pfipravku Nanno 3600 v davce 1 ml na litr kultury. Takto
probihalo krmeni v dennim intervalu ve stejném schématu po celou dobu této produkce virnika.
Dalsi parametry vody byly udrzovany na optimalnich podminkach prostredi: salinita vody 35 ppt,
délka svételného dne 12 hodin, koncentrace rozpusténého kysliku 6,5 mg.l" a pH 7,8. Po 3 dnech
od zacdatku nasazeni virnik(h do tohoto odchovu, byla opét spocitdna a zaznamenana hustota
vifnikd, kterd v tomto obdobi dosdhla hodnoty 408 ks.ml! a nasledné byla kultura pfenesena do
20 litrové bilé plastové nadoby, kam byl zaveden zdroj vzduchu v podobé vzduchovani vody (Obr.
7). Poéateéni hustota vifnik( v této nadobé a 20 litrové kultufe byla na Grovni 40,8 ks.ml 2. Jakmile
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hustota vifnik( dosahla 200 ks.mlI* (po 4 dnech odchovu) doslo k pfesunu vifnik( do vétsi 50
litrové bilé plastové nddoby se skute¢nym vyuzZitym objemem kultury vifnik( na drovni 50 litrd
(Obr. 7). Po dalsich 4 dnech byla hustota kultury vifnik( na drovni 287 ks.ml2. V této dobé byla
kultura rozdélena do tfi 50 litrovych bilych plastovych nadob, ve kterych byl prozatim udrZzovdan
konstantni objem 30 litr(. Tato kultura zacala na pocdateéni hustoté virnika 159 ks.mlt. Jakmile
hustota vifnik( ve vech tfech nadobach dosahla drovné 200 ks.ml! (po 5 dnech odchovu), byl
objem kultury v téchto nadobdach navysen na 50 litrd. V tomto obdobi bylo dosazeno finalniho
celkového objemu kultury o 150 litrech. Po dal$i 5 dnech odchovu kultura vifnikd dosahla hustoty
472 ks.ml 1. V tomto obdobi bylo 100 litrd kultury viFnikd pouZito k inokulaci systému, uréeného
k vysokokapacitnimu odchovu a 50 litrd kultury bylo dale pouZito v tomto statickém (davkovém)
odchovu virnikl tak, Ze kultura vifnika byla z jedné 50-ti litrové nadoby rozdélena do tfi nadob o
jednotném objemu 50-ti litrd. Zacinalo se zase s pocatecni hustotou vifnikd na drovni 157 ks.ml
s cilem dosahnout za 5 dni finaIni hustoty kolem 400 — 500 ks.ml.

V obdobi, kdy bylo dosaZeno finalni hustoty vifnikd 472 ks.ml* ve 150 litrech vifnikové kultury
bylo celkem v tomto statickém (davkovém) systému vyprodukovano pfiblizné 71 miliéna virnika.
Na tuto produkci vifnika byly zkalkulovany celkové produkéni naklady na drovni 1000 K. Toto
mnozstvi virnikd stacilo na chov cca 75 — 100 tisic larev candata obecného, které se odchovavaly
v kontrolovanych podminkach RAS pfi hustoté 100 ks na liter p¥i hustoté vifnik( od 6 ks.ml"* (v
obdobiod 5. dne do 9. dne po vylihnutilarev) do 8 ks.ml"* (v obdobi od 10. do 17. dne po vylihnuti
larev), kdy je doporucovano vifniky v chovu larev tohoto druhu vyuzivat. Diky vyzZivé larev pomoci
virnik bylo dosahovano az 60 — 65% preziti u odchovavanych larev ve véku 17 dni po vylihnuti
oproti konvenénimu odchovu larev pfi vyzivé pomoci naupliovych stadii artémie, ktery béziné
dosahuje preziti odchovavanych larev na urovni 35%.

Obecné intenzivni staticky (davkovy) odchov vifnikQ v rdmci vnitfnich prostor intenzivni
akvakultury (Obr. 6) je mozné s Uspéchem doporudit k vyuZivani pfi nizsi potfebé produkovanych
vifnikd, ktefi v tomto chovu dosahuji koneénych hustot kolem 350 — 500 ks.ml !. Tato metoda je
spolehlivéjsi nez extenzivni produkce ve venkovnich podminkach, zejména v zemich, kde kvli
klimatickym podminkdam neni mozné vitniky ani mikrofasy produkovat extenzivnim zptisobem ve
venkovnich podminkdach. Technické a technologicky ndroky na tento zptsob odchovu a produkce
virnik( je relativné nizkd, kdy se vyuZivaji jednotlivé odchovné nadrze o objemu nékolika desitek
a komplexnéjsi je masovy velkokapacitni produkéni systém vyuzZivajici specialni RAS pro chov
vifnik(. Tento zptisob chovu umozniuje kontinualné produkovat obrovské mnozstvi vifnika. Avsak
tato technologie je zatizena vysSimi pofizovacimi ale i provoznimi naklady. Z téchto dlvodu si
musi kazdy chovatel rozmyslet, jaky systém je pro jeho produkci vifnik( a nasledné larev ryb
provozné vyhodnéjsi.
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7. Produkce vitnikd v davkovém systému v Laboratofi intenzivni akvakultury, Fakulty rybafstvi a
ochrany vod Jiho&eské univerzity v Ceskych Budé&jovicich (foto Yanes-Roca).

4.4 Produkce vifnikl ve velkokapacitnim systému

JelikoZz odchov virnik(i ve vysokych hustotach zhorsuje kvalitu vody (kultivaéniho média)
dochazi ve statickych (davkovych) systémech a tim se zvySuje riziko vyskytu stresujicich podminek
pro vlastni fyziologii, reprodukci a nasledny chov a produkci virnik(i, zacaly se v produkéni
akvakultute rybich druhd, které maji na zacatku exogenni vyzivy primitivné vyvinuté larvy,
uplatfiovat velkokapacitni RAS. Tyto systémy se vyuZivaji k masové produkci vifnik( s cilem
kontinualné produkovat obrovské mnozstvi vifnik( v fadech stovek milion az miliard jedincd.
Snahou téchto systému je eliminovat stresujici podminky pro chovu vifnikd a souc¢asné eliminovat
snizenou rychlosti rlstu a reprodukce vifnik( potazmo Uplné zabranit zahajeni sexualni cyklu u
virnikd, ktery vede k vyskytu samct v populaci vifnik( a nasledné produkci trvalych vajicek vifnikl
a zastaveni jejich produkce.

V rdmci chovu, reprodukce a vlastni produkce vifnik( ve velkokapacitnim systému vyuzivajici
specidlni RAS v kontrolovanych podminkach prostiedi bylo dosazeno velmi slibnych produkénich
vysledk(. Technika kultivace vifnikd ve vysokokapacitnich systémech s trvale udrzitelnou vysokou
hustotou vifnikl ma stejné principy jako statickd davkova produkce vifnik(i. Rozdil mezi obéma
systémy je ten, Ze zatimco v davkovém systému se kazdy 4. den méni (sniZzuje) hustota chované
kultury, tak ve vysokokapacitnim systému nikoliv a hustota vifnikl je viceméné stabilni bez
jakéhokoliv negativniho stresového vlivu na produkci ¢i fyziologii chovanych vifnik( (Hagiwara a
kol., 1995).

Pro masovou produkci virnikd ve vysokych hustotach v ramci velkokapacitniho systému byl
pouzit novy, specidlné vyvinuty RAS, ktery je dodavan firmou PENTAIR z USA. Tento RAS se sklada
z biofiltru (objem 50 - 70 litr(i) vybaveného bioelementy a jeho funkénim a efektivnim
provzdusnovanim, z odpéniovace volné rozpusténych bilkovin ve vodé (tzv. protein skimmer), z
pritokového a odtokového potrubi, z obéhového cerpadla, které zajistuje kolobéh vody
systémem a z odchovné nadrze o objemu 150 litrl. Odchovna nadrz je vybavena v prostiredku
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nadrze plastovou perforovanou trubkou, kterd je pokryta jemnym uhelonem o velikosti ok 50
um zabranujici uniku vifnik( z dané nadrze. Tato mfizka z uhelonu musi mit dostatecny povrch,
aby nedochdzelo k jejimu zaneseni a preteceni vody z nddrze mimo dany odchovny systém. Tato
miizka musi byt pravidelné (pfi zastaveni pratoku vody systémem) vyménovana a cCisténa
s minimalné jednodennim intervalem. Vyména a Cisténi uhelonové mfizky je vétSinou spojené s
odpousténim vifnikové kultury z dané nadrZze. Do odchovné nadrze pro vifniky se taky zavésuji 2-
4 kusy bilych plastovych pruhd jemné struktury od Sifce 30 —40 cm a délce 50 — 60 cm. Tyto pruhy
v odchovné nadrzi slouzi jako mechanicka filtrace, ktera filtruje a zachytava vétsi nerozpusténé
Castice, jako je detrit, shluky bakterii a fas. Diky tomuto systému muze byt kultivacni voda
(médium) pro odchov virnikd vyuZita opakované po dobu vice jak 30-ti dni (optimalné 45 dni) jen
s minimalni denni vyménou na urovni 3-10 %.

Celkovy objem odchovavané kultury vifnikd vodchovné nadrzi vramci zminéného
velkokapacitniho systému pro produkci vifnik( v Laboratofi intenzivni akvakultury FROV JU byl
150 litr( (Obr. 8). Jakmile byl systém nasazen 2 davkami kultur vitnik( z 50 litrovych nadob
(celkem bylo do 150 litr( pfipravené kultivacéni vody nasazeno 47,2 milion0 virnikd s pocatecni
hustotou 314 ks.ml 1), tak se hustota vifnika zacala zvySovat béhem nasledujicich 24 hodin. Po 7
dnech byla primérnd hustota vifnikd na trovni 700 ks.mlX. To znamen3, Ze bylo timto systémem
v dany okamzik vyprodukovdno 1,05 miliardy jedincl vifnika Brachionus plicatilis.

V tomto okamziku byl zahajen kontinudlni odbér vifniku za ucelem krmeni larev candata
obecného. Denné bylo odebrano 15 | kultury o celkovém mnozstvi vifnik( na Urovni 10,5 miliénu
jedincu, které stacili na okamzity odchov 175 — 200 tisic larev candata obecného. Odebrany objem
kultury byl do systému okamzité doplnén cistou kultivaéni vodou, kterd splfiovala optimalni
jakostni parametry pro chov vifnik(. Tento RAS byl schopen doddvat vifniky k odchovu larev
candata po dobu az 45 dnu. Jestlize si uvédomime, Ze odchov larev canddta obecného
v kontrolovanych podminkach pomoci vifnik( trva priblizné 12 dni (od 5. do 17. dne po vylihnuti
larev), je moZzné konstatovat, Ze zminény systém a jeho produkce vifnik( poskytla vyZivu celkem
tfem cykllim odchovu larev candata s celkovym poctem odchovavanych larev na Urovni 525 — 600
tisic larev zminéného druhu s preZitim na drovni az 65 %.
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Obr. 8: RAS masové produkci vifnik( (foto Yanes-Roca)

4.5 Odbér virnikl z velkokapacitniho systému

Odbér virnikld a jejich nasledné vyuziti v akvakulture larev candata obecného bylo provadéno
skrze ventil, ktery se nachazel u dna odchovné nadrze s vifnikovou kulturou (Obr. 8). Vypousténd
kultura vifnik( byla filtrovana pres sitky z uhelonové tkaniny o velikosti ok 50-70 um. Sitky byly
pfi filtrovani ponorené v kbeliku, aby nedochazelo k mechanickému poskozovani vifnik(. Obecné
je doporucovano odebirat a manipulovat s vifniky pouze ve vodé. Také provzdusnovani vody
v pribéhu filtrace snizuje riziko jejich poskozeni. Zaroven by ale aerace vody neméla byt pfilis
silna, aby se zabranilo uviznuti vifnika v jemnych uhelonovych tkaninach. Mechanické poskozeni
slovenych virnik( je velmi kritické pro priibéh a efektivitu obohacovani vifnikd (Fukusho, 1989) a
dalsi jejich vyuZiti v akvakulture larev. Pro vysokou atraktivitu virnik( larvy pottebuji, aby byli
vifnici Zivi a normalné se pohybovali. Pohyb vifnikd totiz stimuluje potravni apetit a pfijem
potravy larev a nasledné zlepsuje miru jejich rlstu a preziti.

Vifnici byly odebirani z RAS jednou denné. Obvykle se zacinalo s odbérem mezi 7:00 - 8:00
hodinou ranni a odbér byl dokonéen zhruba v 8:30. Samotny odbér trval asi 20 minut a vzdy byl
proveden podle nasledujicich pravidel:

1. Cely odbér kultury vifniki tvofil 10 % celkového objemu kultury. Objem odebrané kultury byl
kalkulovan s ohledem na velikost populace z predchozich nékolika dni. Pokud byla velikost
populace, nebo rychlost rdstu mensi, bylo odebrano mensi mnozstvi kultury.

2. Pted vlastnim odbérem byli vifnici jemné rozmichani v odchovné nadrzi, aby byli v nadrzi
rovhomeérné rozmisténi a bylo moiZné odebrat reprezentativni mnozZstvi virnikd vramci
odebiraného objemu kultury. Nasledné byli vifnici vypousténi z nadrze pres zminény kohout a
prefiltrovani pres sitky, které byly vyrobené z jemné uhelonové tkaniny o velikosti ok 50-75 um.
Jakmile byly vifnici koncentrovani v téchto sitkach, byly nasledné prfevedeny pomoci kultivacni
vody do pripravenych nadob.
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3. Po odebrani vifnikl byla voda v kultivacnich nadrzich nahrazena novou Cistou kultivacni vodou,
aby se zde zachovaly idealni podminky pro jejich rist. Koncentrace celkového amoniaku, dusitan
a dusi¢nan( byly vidy kontrolovdny pred a po vyméné vody. Koncentrace celkového amoniaku a
dusitan® byla udrZovédna na urovnich 1 — 3 mg.I"t a dusi¢nant kolem 100 — 150 mg.I"t. KaZdy den
bylo vyménéno cca 10 % celkového objemu nddrie s kulturou vifniki, véemz je zahrnut
predevsim objem, ktery souvisel s odbér vifnik(. Tato vyména vody se realizovala s cilem udrzet
vysokou kvalitu vody pfi odchovu a produkci vifnikd.

4. Plastové filtracni pruhy, které byly zavéSovany v odchovné nddrzi, byly vyjmuty a peclivé
vycCistény po kazdém odbéru vifniku z odchovné nadrze. Pouzité filtracni pruhy po vyjmuti byly
oplachnuty proudem teplé pitné vody scilem odstranit vSechny pfitomné necistoty. Po
oplachnuti byly tyto filtry vraceny zpét do nadrze. Stfedova uhelonova mfizka, ktera zamezovala
uniku vifnika z kultivaéni nadrze, byla pravidelné vyménovana a CiSténa. Po didkladném jejim
oplachnuti a nasledném vyschnuti po dobu 1 dne, bylo moiné tuto mfizku v odchovné nadrzi
opétovné pouzit.

4.6 Obohacovani viinikl za ucelem zvyseni nutricnich hodnot

Kultivovani vifnici samy o sobé méli nizsi nutricni hodnotu, nez ktera je vyZadovana
odchovavanymi larvami candata obecného v kontrolovanych podminkach RAS. Vzhledem k jejich
pfijmu potravy skrze filtraci vody, je mozné jejich nutri¢ni hodnoty lehce vylepsit, pomoci vhodné
potravni nabidky, ktera se rozpusti do kultivacni vody ¢i média (Léger a kol., 1989). Tento proces
byl vramci této ovérené technologie provddén za Ucelem obohaceni nutri¢niho slozeni
odchovavanych virnika.

Obohaceni vitnikii Fasami

Vysoky obsah esencialnich mastnych kyselin jako je kyselina eikosapentanova (EPA 20:5n-3) a
dokosahexanova (DHA 22:6n-3) je obsaZzen v fase Nannochloropsis occulata. Proto je tato fasa
povaZzovdana za velmi vhodnou Zivou potravu vifnikl, kterd zvySuje obsah nenasycenych mastnych
kyselin v odchovdvanych kulturdch vitnik(. V pripadé, Ze se tato rasa béziné pouzivd ke krmeni
vitnik(, jako v naSem pfipadé v ramci této technologie, nemusi se produkovana kultura virnik(
touto rasovou opakované a specidlné oSetfovat scilem obohacovat vifniky o zminéné
nenasycené mastné kyseliny. Avsak v pfipadé, Ze se kultura vifnikQ krmi fasou Chlorella sp. i
kvasinkami, je velmi vhodné odchovavanou kulturu vifniki obohacovat fasou Nannochloropsis
occulata v podobé pripravku Nanno 3600 (Obr. 9) nebo jinych instantnich preparatd obsahujici
tento druh fasy. V tomto pripadé je vhodné postupovat nasledovné: odlovena kultura vifnikd se
z masového chovu nasadi do 10 litrového kbeliku se vzduchovanim. Nasledné se do kultury
vitnikd naaplikuje emulze Fasy Nannochloropsis occulata (Obr. 9) o pfiblizné koncentraci 5.10°
fas.mll. Poté dochdzi k vyZivé vifnikové kultury touto fasou a kinkorporaci nenasycenych
mastnych kyselin do tél vifnik(i po dobu 12 hodin. Cilem této techniky je obohatit vifniky o
nenasycené mastné kyseliny s pomérem DHA/EPA vyssi nez 2. Po jiz zminénych 12 hodinach jsou
virnici pfipraveni ke krmeni larev ryb.

Komercéné vyrabéné pripravky
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Virnici byly také v ramci této ovérené technologie obohacovani pomoci komercénich emulzi.
Culture Spresso Selco (SS) (Obr. 9) je prvni vhodnou variantou. Je to uméle vyrabéna emulze,
ktera ma jiz vynikajici sloZzeni HUFA: 5,4; 4,4 a 15,6 mg.g™ susiny EPA, DHA a HUFA (n-3) v tomto
poradi. Tento obsah je vyrazné vyssi nez u kultur vifniku, ktefi jsou krmeni pouze fasou, ale obsah
nenasycenych mastnych kyselin je srovnatelnych v pfipadé dalSiho obohaceni kultury, jak jiz bylo
popsano vyse (Léger a kol., 1989). Urover celkovych lipid je pfiblizné 18 %. Dalsi pfipravky, jako
jsou Protein Selco® (PS) a DHA Culture Selco® (DHA-CS), byly vyvinuty s cilem zakomponovat vy3si
koncentrace bilkovin a DHA do tél produkovanych vitnik( (Tab. 2), aby poZadované nutri¢ni
hodnoty vyhovovaly SirSimu spektru odchovdvanych ryb (Léger a kol.,, 1989). Diky pouziti
pripravku DHA-CS se nam podafilo ziskat stabilni a reprodukovatelny obsah lipid{i a nenasycenych
mastnych kyselin v téle vifnikd, ve srovnani s volné Zijicim zooplanktonem. Zaroven byly snizeny
ztraty virnikl a také doslo ke snizeni produkénich nakladlm. Virnici byli ponofeni do 10 litr( vody
obsahujici SS v davce 230 g.m3 pfi hustoté vifnik 1000 ks.ml . V nasem pfipadé bylo pouZito 2,3
gram SS na 10 litr( vody pro obohaceni vifnik(i s nadéjnymi vysledky pro nasledny odchov larev.
Diky obohaceni vifnikli pomoci DHA-CS se zvysilo preziti larev candata obecného v pribéhu
prvnich 21 dnll o 10 % (na 75%) ve srovnani s larvami, které byli krmeni vifniky bez tohoto
obohaceni (Yanes-Roca a kol., 2020).

9. Nannochlopsis occulata od spole¢nosti Reed Mariculture s.r.o. a Culture Spresso Selco
od spolecnosti Selco s.r.o. (foto Yanes-Roca)

Tab. 2: Charakteristiky nékterych pfipravkd a emulzi obsahujici vysoké hladiny DHA (v mg.g*
susiny) (Léger a kol., 1989).
Obohaceni EPA DHA |DHA/EPA|S(n-3) HUFA> 20:3n-3

Nazev obchodniho pripravku
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Spresso Selco (SS) 18,9 15,3 0,8 36,6

DHA Cultura Selco DHA-CS 16,9 26,7 1,6 45,4

Protein Selco DHA-PS 24,4 70,6 2,9 99,3
Emulze

Selco DHA?7 67,2 | 452,3 6,7 550,6

Selco DHA20 0,8 15,6 19,5 16,4

Obohaceni o vitamin C

Obecné plati, Ze pfi vyuziti komercné vyrabénych pripravki je obohaceni o vitamin C nizsi, nez
je tomu pfi pouZiti pfirozené potravy. Obsah vitaminu C (kyseliny askorbové AA) v kulture virnika
vzhledem k poutziti konkrétniho pripravkll a nasledného obohaceni je vidét v tabulce ¢. 3.
Napfriklad pekarské kvasnice obsahuji 150 mg vitaminu C v 1 gramu susiny, zatimco rasa Chlorella
obsahuje 2300 mg vitaminu C v 1 gramu susiny. Na lihnich pro mofské druhy ryb, jsou virnici
obohacovani Sirokou Skalou pripravk(l (Tab. 3). Problémy s deformitami se v soucasné dobé
vyskytuji u nékolika druhtd ryb chovanych v akvakulture, jako jsou: okoun Fi¢ni (Perca fluviatilis)
(Kestemont a Henrotte 2015; Policar a kol., 2019), morcak evropsky (Dicentrarchus labrax)
(Terova a kol., 1998) a prazma zlata (Sparus aurata) (Ortufio a kol., 1999) atd., coZ miZe souviset
se zménami v produkci potravnich organisml a snizend koncentrace vitaminu C v umélych
startérech a krmivech (Merchie a kol., 1995). Aby se zabranilo moznym problémim s deformitami
u odkrmovanych larev candata, tak byli vifnici obohacovdni kyselinou askorbovou (AA).
Obohacovani bylo provedeno a ovéfeno v nasem vysokokapacitnim systému, skrze pridavani
askorbylu palmitatu (AP) jakoZto zdroje vitaminu C do pouzivanych pfipravkd a emulzi. AP je poté
vitniky pfeveden na aktivni AA aZ do koncentrace 1700 mg.g! v susiné. Tato koncentrace byla
stanovena po 24 h od obohaceni pomoci 5% AP (w.w) emulze. Vifnici obohaceni o AA byly
uchovavany ve slané vodé a po 12 hodinach byly pfipravené ke krmeni. Po celou dobu odchovu
larev méli virnici stabilni nutri¢ni hodnoty.

Tab. 3: Obsah kyseliny askorbové (mg.gtsusiny) u vifnikd krmenych laboratornimi/komerénich
pfipravky s naslednym obohacenim kultury (upraveno dle Merchie a kol., 1995).

Odchov / obohaceni
Laboratorni pripravy
Odchov Obohaceni
(3 dny) (6 hodin)
Chlorella/lsochrysis 2289 2155
pekarské kvasnice/Isochrysis 148 1599
Culture Selco®/Protein Selco®? 322 1247
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Komercni pripravky Odchov Obohaceni
(5-7 dni) (6-24h)
Pekarské kvasnice + Chlorella/Chlorella 928 1255
Pekarské kvasnice + Nannochloris/Nannochloris 220 410
Culture Selco®/Protein Selco®? 136 941
Culture Selco®Y/Isochrysis 327 1559

lobohaceny o vitamin C, Inve Aquaculture N.V.

4.7 Odkrm larev candata obecného pomaoci virniku a vyhody této metody

Vitnici byli pfidavani do odchovnych ndadrzi s larvami candata obecného s cilem nabidnout
larvam vhodnou Zivou potravu s optimalnimi hodnotami HUFA na zacCatku exogenni vyzZivy.
Soucasné s virniky byla pridavana do nadrze i fasa Nannochloropsis (tzv. metoda ,zelené vody“)
o koncentraci 2.10°.ml%, co? poskytovalo dal$i pfidanou hodnotu odchovu v podobé vys$siho
zakaleni vody a kontinualni vyZivy vyuzitych vitnik(i (Watanabe, 1982). Vyhodou téchto krmnych
technik je poskytnuti optimalni prvni exogenni vyZivy pro larvy candata, s vyrazné vyssi mirou
preziti a rlstu, soucasné s pfijatelnymi vyrobnimi naklady (Yanes-Roca a kol., 2018). Obecna
pravidla tykajici se vyuziti vifnikd pro odchov larev candata jsou shrnuty niZe, dle zverejnénych
zkuSenosti v publikacich od Imentai a kol., 2019a, 2019b; Yanes-Roca a kol., 2018.

1. Tficet aZz Sedesat minut pred krmenim larev candata pomoci virnikl Brachionus pliicatilis je
nutné virniky odebrat z odchovnych nadob ¢i nadrzi, kde probihd masova kultivace virnikd.
Produkovana kultura vifnikd musi byt rovnomérné rozmichana, aby doslo k odbéru
reprezentativniho mnozZstvi odchovévanych vitnikG z nddoby/ nadrze. Ndsledné jsou viFnici
kratkodobé uchovavaniv platovych nddobach az do vlastniho okamziku krmeni larvam. Kultivaéni
voda ¢i médium v odchovnych nadobach ¢i nadrzich je zpétné doplnéna na poZzadovany finalni
objem. Ndasledné dojde ke kontrole aktudlni hustoty vifniki v odchovnych prostorech a
odebraném objemu daného vzorku uréeného ke zkrmeni larvdm. Timto zpisobem ma chovatel
prehled o skute¢ném zkrmovaném mnozstvi vifnik( larvam.

2. Celkovy odebrany objem z kultury vifnikd byl rovnomérné rozdélen do tfi kbelik(, kdy kazdy
kbelik byl urc¢en pro jedno krmeni jedné nadrze s larvami canddta obecného. Pfed vlastnim
krmenim doslo k rovnomérnému rozptyleni kratkodobé uchovavanych virnikli pomoci pomalého
michani kbelikem. Nasledné byli vifnici aplikovany do odchovné nadrze slarvami candata
obecného.

3. Krmeni probihalo ttikrat denné (9:00, 13:00 a 16:00). Larvy candata byly krmeny hustotou

virnikd 6-8 ks.ml . Tato hustota byla udrZovana p¥iblizné po dobu 12 dni v odchovnych nadrzich

pfi zvySené salinité vody (2 - 4 ppt). Vyssi salinita vody pomohla zvysit pohyblivost a preziti

pridavanych vitnik( ke kulture larev candatl. Diky témto podminkam byli vifnici atraktivné;jsi pro
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larvy candata, a jejich vyuziti bylo mnohem efektivné;jsi v podobé vyssiho rlstu a preziti candatich
larev (Imentai a kol., 20193, b; Yanes-Roca a kol., 2018).

4. U7 hustota vifnik( 6 ks.ml* je povaZovan za optimalni pro rist larev candata od 4. do 9. dne
po vylihnuti. Vy$3i hustota viFnik( (8 ks.ml!) nebo pozdéji v kombinaci naupliovymi stadii Artemia
sp. je doporucovana od 10. do 17. dne po vylihnuti s naslednym pred Uplnym prechodem na
uméld peletovand krmiva ve véku 19. - 22. den po vylihnuti larev (Policar a kol., 2019).

5. Ze ziskanych zkuSenosti spojenych s aplikaci vifnik( pfi vyZivé larev candata obecného v ramci
intenzivni akvakultury vyuZivajici RAS vyplyva nase doporuceni zastavovat prltok vody skrze
odchovnou ndadrz vobdobi 1 - 2 hodiny po aplikaci vifniki do nadrze. Hlavnim dlvodem
zastaveného pratoku vody vnadrzi je eliminace splachu vifniki z odchovné nadrie do
mechanického Ci biologického filtru daného systému, cozZ zpUsobuje ztratu na vitnicich a navysuje
naroky na produkci a davkovani vifnik do chovu larev candata obecného. Takovéto plytvani
potom zvySuje produkéni ndklady na odchov larev candata, coZ je nezadouci. Jednohodinova az
dvouhodinova absence pritoku vody odchovnou nddrzi nezplsobuje Zadné problémy v ramci
intenzivniho chovu larev candata obecného. Po 2 hodindch od nakrmeni larev je mozné opét
obnovit pratok vody v nadrzi na poZzadovanou uroven (Yanes-Roca a kol., 2018).

6. Aplikace vitnik(Q Brachionus pliicatilis béhem odchovu larev candata v optimalnich podminkach
prostiedi od 5. do 17. dne od vylihnuti, mdzZe vyraznym zpUsobem zvysit miru preziti larev az na
85 - 87 % ve véku larev 21 dni po vylihnuti (prdmérnd kusova hmotnost 0,2 - 0,3 g). Zvysuje se tak
efektivita chovu, jelikoz konvencni odchovy larev dosahuji pouze 35% preZiti larev 21. den po
vylihnuti a soucasné i kvalita odchovavanych larev, které jsou bez vyskytu morfologickych
deformit s dobfe naplnénym plynovym méchyrem. Tento zplisob odchovu larev tedy produkénim
podnik( zabyvajici se intenzivnim chovem candata obecného poskytuji zvySenou rentabilitu a
celkovy zisk z intenzivni akvakultury u tohoto vysoce cenného druhu ryby v Evropé.

5. Ekonomické prinosy této technologie

Zavedenim vysoce kvalitnich Zivych potravnich organismu, jako jsou pravé virnici, z hlediska
jejich nutriéniho obsahu, prijatelné velikosti, hustoty a pohybu je klicovym technologickym
pokrokem pro optimalizaci preziti, rychlosti rlstu a kvalitni produkci larev candata obecného bez
vyskytu morfologickych deformaci béhem larvalniho odchovu. Timto m{Ze byt produkce (preziti)
velmi kvalitnich larev candata o priimérné hmotnosti 1 gramu zvySena az na uroven 30 - 40 % ve
srovnani s konvencni kulturou s primérnou mirou preziti larev o hmotnosti 1 gramu mezi 10 -
20 %. Tato technologie muUZe aZ zdvojnasobit preziti a objem produkce juvenilnich candata.
Zaroven tento technologicky proces mize vyrazné aZz o 30 - 50 % sniZit vyrobni naklady na vyrobu
1 gramovych ryb a obecné zvysit celkovou rentabilitu intenzivniho odchovu candata obecného
pomoci technologie RAS.

6. Vyuziti této technologie k produkci ryb v Ceské republice
Kultivace virnikQi je rozSifena po celém svété, a predevsim se vyuzivd k produkci larev
moftskych druh( ryb déle nez 100 let. Tyto kultivaéni techniky prozatim nebyly vyuZivany v Ceské
republice zejména diky filozofii produkénich rybarskych podnik(i produkovat trzni ryby predevsim
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pomoci tradi¢ni rybnicni akvakultury. Vzhledem k nutnosti diverzifikovat chované trini druhy ryb
v Ceské republice, potazmo v celé Evropé, jsou stale hledany nové potencionalni druhy ryb pro
rozvoj intenzivni akvakultury vyuZivajici RAS technologii. Proto se kultivace a vyuZiti vifnikd mize
stat klicovym technologickym pokrokem pfi vyvoji odchovnych protokoll pro nové potenciondlni
druhy, jako je candat obecny, mnik jednovousy (Lota lota) nebo lin obecny (Tinca tinca) a také
okrasné druhy, jako jsou: neonka obecnd (Paracheirodon innesi), neonka ¢ervena (Paracheirodon
axelrodi), nebo tetrovité ¢i labyrintni druhy ryb. Tyto druhy ryb jsou jiz v souc¢asnosti v Ceské
republice hojné produkovany s pomérné dobrou realizaci na evropském trhu. Proto je velmi
vyhodné zminénou technologii u ¢eskych chovatelli danych druhd ryb neustdle podporovat,
rozvijet a optimalizovat s cilem dosahovat potenciondlné jejich vyssi efektivity, rentability a
konkurenceschopnosti. Tento technologicky postup budou v Ceské republice vyuZzivat predeviim

vvvvv

vysoce cenné druhy ryb v intenzivnim akvakulture pomoci technologie RAS.
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