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Anotace

NALEZINKOVA, M. (2018): Vyvoj testovaci metody pro stanoveni akutni toxicity xenobiotik
u embryondlnich stddii ryb. Hradec Kralové. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté
Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace RNDr. Martin Kunes, Ph.D.
a Mgr. Monika Roupcovj, 83 s.

Tato prace se zabyva testovanim toxicity xenobiotik na embryich dania pruhovaného
podle smérnice OECD 236 (FET test). V teoretické ¢asti je popsana legislativa a zdkladni
testy, dale pak chov dania pruhovaného a jeho ontogeneticky vyvoj. Cilem vyzkumu bylo
sestavit nejvhodnéjsi metodiku k zisku dostate¢ného mnoZstvi Zivotaschopnych jiker, kde
hraje zasadni roli vék ryb, pestra strava a pomér pohlavi. Ke tfeni bylo vyuzito vytiracich
nadrzi s miizkou na dné a trecich misticek se sitkou a rostlinami. Testovani probihalo
v 24jamkovych destickach. Kazdych 24 hodin byla zaznamenavana Kritéria k urceni
mortality: koagulace, Cinnost srdce, oddéleni ocasku a tvorba somitii. Stanovenou metodou
byly otestovany znamé i nezndmé latky a spocteny hodnoty LCio, LC20, LCs0, LOEC a NOEC
po 96hodinové expozici. Pro latku 3,4-dichloranilin byla stanovena hodnota LCso
3,581 mg/l, pro dichroman draselny LCso 185,721 mg/1 a pro latku Acid Yellow 25 LCso
17,687 mg/l. Hodnota LCso pro Reactive Yellow 85 nemohla byt stanovena vzhledem
k nizké toxicité latky. Pro posledni dvé latky byl také proveden test akutni toxicity
na rybach k porovnani. Dle vysledki vyzkumu ma FET test velky potencial k vyuziti misto
testl akutni toxicity na rybach. Je v§ak nutné piredem posoudit vhodnost vyuziti FET testu
pro konkrétni latku vzhledem k jejim vlastnostem.
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of xenobiotics in fish embryo. Hradec Kralové. Diploma Thesis at Faculty of Science
University of Hradec Kralové. Thesis Supervisors RNDr. Martin Kunes$, PhD.
and Mgr. Monika Roupcovj, 83 p.

This diploma thesis deals with toxicity testing of xenobiotics on zebrafish embryos
according to OECD Guideline No. 236 (FET test). The legislation and basic tests,
the breeding of the zebrafish and its ontogenetic development are described
in the theoretical part. The aim of the research was to develop the most appropriate
methodology to obtain a sufficient quantity of viable eggs, where the age of fish, the varied
diet and the sex ratio play a crucial role. Spawning trap with a grid at the bottom
and dishes with sieves and plants were used for fish spawning. Testing was carried out
in 24-well plates. Criteria for determination of mortality were recorded every 24 hours:
coagulation, heart activity, tail separation and sommite formation. Known and unknown
substances were tested by the specified method and then LCio, LC20, LCs0, LOEC and NOEC
were calculated after 96 hours of exposure. The LCso 3,581 mg/] was calculated for 3,4-
dichloroaniline, the LCso 185,721 mg/1 for potassium dichromate and the LCso 17,687 mg/1
for Acid Yellow 25. The LCso value for Reactive Yellow 85 could not have been calculated
due tolow toxicity. An acute fish toxicity test was also performed for the last two
substances for comparison. According to research results, the FET test has the great
potential for use instead of acute toxicity tests on fish. However, beforehand it is necessary
to assess the suitability of using the FET test for a specific substance while considering
its properties.
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Seznam pouzitych zkratek

AY = Acid Yellow

CSN EN = Ceska technicka norma

DCA = dichloranilin

DD = dichroman draselny

ECHA (European Chemicals Agency) = Evropska agentura pro chemické latky
ECx = Koncentrace pii odpovédi x %

FET test (Fish Embryo Acute Toxicity test) = Test akutni toxicity na embryich ryb
LC10 = Koncentrace, pfi které uhyne 10 % testovanych organismu

LC2o = Koncentrace, pri které uhyne 20 % testovanych organismu

LCso = Koncentrace, pfi které uhyne 50 % testovanych organismi

LDso = Davka latky, ktera zptsobi thyn 50 % testovanych Zzivocich do 24 hodin
od expozice

svvs

pti niZ byly pozorovany statisticky vyznamné ucinky

NOEC (No Observed Effect Concentration) = Koncentrace bez pozorovaného statisticky
vyznamného ucinku

OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) = Organizace
pro ekonomickou spolupraci a rozvoj

REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
= Registrace, Evaluace a Autorizace Chemickych latek

RY = Reactive Yellow

SVHC (Substances of Very High Concern) = Latky vzbuzujici mimotradné obavy



Uvod

Toxikologie je v dobé vzniku tisici novych chemickych latek s neznamym ucinkem na zivé
organismy nepostradatelny obor. Je definovana jako obor zabyvajici se ptlisobenim
chemickych skodlivin na zZivé organismy a ekosystémy, mechanismy ptisobeni $kodlivin,
diagnostikou, prevenci ale i 1é¢bou otrav (BRHEL et al. 1998, GAD 2000). Zkracené je tento
pojem vysvétlovan jako nauka o jedech. Jed je ovSem velmi Siroky pojem. Jedna
se v podstaté o jakoukoli latku, kterd ma schopnost narusit biologickou rovnovahu
organismu. Jak tvrdil jiz Paracelsus v 16. stoleti, rozhodujici je davka. Jedy jsou jiz
po staleti vyuzivany v travi¢stvi, ale v mensich davkach také jako 1éky (PROKES et al
2005). Toxikologie se nezabyva pouze akutnim ptsobenim latek, ale také jejich
dlouhodobym ucinkem. Znalost toxikologie latek umoznuje zajistit nejen bezpecnost
na pracovisti s pramyslovymi chemikaliemi, ale také ochranit Zivotni prostredi a v ném
ekotoxikologie, ktera v SirSim pojeti zkouma také prestup Skodlivin na ¢lovéka ze slozek
zivotniho prostredi nebo prostrednictvim potravnich retézcl. Xenobiotika, tedy cizorodé
latky, mohou mit naorganismy letdlni ucinky, ale u mnohych znich dochazi
k biotransformaci, bioakumulaci a naslednému prenosu potravnim fretézcem na dalsi
organismy (GAD 2000, PROKES et al. 2005, ANDEL 2011). Proto je nutné znat dopodrobna
plisobeni vSech Clovékem vyuZzivanych latek, od primyslovych chemikalii az po domaci
prostredky.

Toxikologie je Uizce spjata s testovanim na zviratech. JelikoZ toxicky ucinek latky zavisi
mj. na organismu, na ktery plsobi, je nutné provadét testy na vice nez jednom druhu
(MATRKA & RUSEK 1998, GAD 2000). BohuZel zatim jesté nemame Kk dispozici tolik
moznosti, abychom tyto testy nahradili. To ssebou nese vyuziti velkého poctu
laboratornich zvirat. V poslednich letech je snaha snizit testovani na zviratech a hledaji se
rizné alternativy, které by mély stejnou vypovidajici hodnotu (REINHARDT 1994).
Testovani toxicity latek na embryonalnich stadiich ryb, kterym se zabyva tato diplomova
prace, patii mezi mozné adepty na alternativu pro testy akutni toxicity na dospélcich ryb.
Nejen z tohoto dlivodu je nutné se timto testem zabyvat, snazit se ho zdokonalit, zavést
do praxe a srovnavat vysledky s dalSimi testy. V této praci je popsan vyvoj testovaci
metody na embryich ryb dania pruhovaného na zakladé smérnice OECD 236 v danych
laboratornich podminkach Vyzkumného dstavu organickych syntéz, a.s. v Rybitvi.

Cilem této diplomové prace bylo shromazdit potrebné informace o chovu testovaného
organismu a o jeho tfeni. V praktické casti byly ovéfeny nejvhodnéjsi kroky pro zisk
potiebného poctu jiker a nasledné byla navrzena metodika testovani xenobiotik
na ziskanych jikrach. Stanovena metodika byla poté aplikovdna na minimalné jedné znamé
a jedné neznamé latce a nakonec byly vyhodnoceny vysledky. Cilem bylo také vyhodnotit
alespon jednu latku pomoci testu akutni toxicity na rybach a nasledné porovnat vysledky
obou testli a zhodnotit mozné alternativni vyuZiti testu na embryich ryb.
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1 Testovani toxicity

1.1 Testovani toxicity latek na vodnich organismech

Testovani toxicity na vodnich organismech hraje velmi dtlezitou roli predevsim
pri hodnoceni toxicity a mozného dopadu na vodni spolecenstva u nové vytvorenych latek
snezndmym ucinkem. Jedna se o nové vyvinuté chemické latky, pesticidy ale také
o odpadni latky, které maji byt urceny ke skladkovani nebo vypoustény jako odpadni vody.
Testy toxicity urcuji predevSim potencidlni nebezpeci a potazmo zplisoby nakladani
s danou latkou, ale mohou také zpétné slouzit k usvédceni ptivodct havarii zplsobujicich
znedisténi vod (SVOBODOVA et al. 2010).

1.2 Povinnost testovani vyplyvajici z legislativy

1.2.1 OECD

Zasadni roli vtestovani toxicity maji smérnice OECD. Organizace pro ekonomickou
spolupraci a rozvoj (Organisation for Economic Co-Operation and Development)
je mezinarodni vladni organizaci, ktera ma své sidlo v PariZi. OECD byla zaloZena v roce
1961 dokumentem Konvence o OECD (THE GOVERNMENTS OF THE REPUBLIC
OF AUSTRIA et al. 1960, MZV CR 2017, OECD 2017). Dnes ma OECD celkem 35 ¢lenskych
statl. Mezi klicové partnery, ktefi prispivaji k praci této organizace trvale a komplexné,
patii Brazilie, Indie, Indonésie, Cina a Jihoafricka republika (OECD 2017). Ceska republika
pristoupila mezi ¢leny v roce 1995. Nejvyssim organem organizace je Rada OECD, ktera je
sestavena z velvyslanci vSech ¢lenskych statli a zastupce Evropské komise. Zasedani Rady
tidi generalni tajemnik OECD. Velvyslanci se schazi priblizné dvakrat mési¢né a jednou
za rok se kona zasedani na ministerské arovni. Pfipravné prace vykonavaji stalé a odborné
vybory (MZV CR 2017).

Hlavnim cilem OECD je udrzeni ekonomického riistu, zaméstnanosti a Zivotni Urovné
sudrZzenim financ¢ni stability a rozvoje svétového hospodarstvi. Mezi cile OECD patri
mj. podpora rozvoje zdrojli a vyzkumu spolu s odbornym vzdélanim (THE GOVERNMENTS
OF THE REPUBLIC OF AUSTRIA et al. 1960). OECD ma pruiiezovy charakter, coZ znamen3,
Ze se jako vétSina organizaci nevénuje pouze jedné sfére, ale celé radé oblasti. Zabyva
se nejen ekonomikou a obchodem, ale také védou a technikou, Zivotnim prostiedim
¢i zemédélstvim (MZV CR 2017). Clenské zemé se spoleénymi silami snazi o zlep$eni
urovné zivotniho prostiedi z hlediska znecisténého ovzdusi, obnovitelnych zdrojl energie,
spalovani paliv, ¢isténi odpadnich vod, hospodareni svodou i ochrany biodiverzity.
K ochrané ptirody napomaha spousta krokd, mj. podpora védy, vyzkumu a vyvojové
spoluprace (OECD 2015a). Napriklad v otazce chemické a biologické bezpecnosti vydava
OECD smérnice popisujici standardni metody pro testovani bezpecnosti latek. Smérnice
jsou pravidelné aktualizovany, aby odrazely védecky a technicky pokrok. Stanovuji se
napriklad fyzikalni a chemické vlastnosti latek, u¢inky na Zivé organismy a lidské zdravi,
osud a chovani v Zivotnim prostredi. Tyto smérnice jsou mezindrodné uznavané jako
standardni metody a vyuzivaji je nejen odbornici v primyslu (OECD 2017a).

1.2.2 REACH a ECHA
Oznaceni REACH je zkratkou pro anglicky nazev Registration, Evaluation
and Authorisation of Chemicals, tedy v ceStiné Registrace, Evaluace (hodnoceni)
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a Autorizace (povolovani) Chemickych latek. Jednd se o narizeni Evropské unie, které
vstoupilo v platnost na zakladé narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006
z 18. prosince 2006. Toto narizeni si klade za cil zlepSit ochranu lidského zdravi
a zivotniho prostredi pied rizikovymi chemickymi latkami. REACH také podporuje
alternativni hodnoceni rizik s ohledem na sniZovani poltu testovani na zviratech. Toto
nafrizeni ustanovuje novy systém kontroly chemikalif s cilem pouZivat pouze chemické
latky se znamymi vlastnostmi zplsobem, ktery neposkozuje Zivotni prostredi a zdravi
¢lovéka a to nejpozdéji do roku 2020 (ES 2006, REACH 2017).

Narizeni stanovuje postupy pro hodnoceni vlastnosti a rizik latek a shromazd'ovani téchto
udajt. Spolecnosti, které pracuji s chemickymi latkami, maji povinnost registrovat tyto
latky ve spolupréci s dalSimi spole¢nostmi registrujicimi stejnou latku. Spolecnosti nesou
odpovédnost za shromazd'ovani informaci o vlastnostech a pouzitich latek, které vyrabéji
nebo dovazeji v mnozstvi presahujici jednu tunu za rok. Taktéz maji povinnost provést
posouzeni rizik dané latky. Informace se predavaji agenture prostrednictvim registracni
dokumentace na principu jedna latka, jedna registrace. Tedy vyrobci a dovozci musi
predlozit zZadost o registraci téze latky spole¢né. Agentura ECHA (European Chemical
Agency) a ¢lenské staty nasledné hodnoti Zadosti o registraci z hlediska ochrany Zivotniho
prostiredi a lidského zdravi. Spole¢nosti musi prokazat agenture ECHA, jak lze bezpec¢né
nakladat s danymi latkami a zaroven musi informovat nasledného uzivatele o opatreni
k Fizeni rizik. V piipadé, Ze rizika ridit nelze, mize byt nafizeno omezené pouzivani latky.
Nasleduje proces schvalovani neboli autorizace. Cilem schvalovaciho procesu je zajistit,
aby byly tzv. SVHC latky (Substances of Very High Concern - Latky vzbuzujici mimotradné
obavy) nahrazeny latkami méné nebezpecnymi (ECHA 2017).

1.2.3 Legislativa Ceské republiky

Testy ekotoxicity v Ceské republice nafizuji provadét nasledujici zikony: Zakon
¢.185/2001 Sb. o odpadech a o zméné nékterych dalSich zdkonl ve znéni pozdéjsich
piredpist, Zakon ¢. 356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych ptipravcich ve znéni
pozdéjsich predpist a Zakon ¢. 326/2004 Sb. o rostlinolékarské péci ve znéni pozdéjsich
piredpist (MZP 2001, MZP 2003, MZe 2004). Tato povinnost vyplyva také z jiz zminéného
Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1907/2006 o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek, o ztfizeni Evropské agentury pro chemické
latky (ES 2006).

1.3 Ekotoxicita

Ekotoxicitu definuje vyhlaska Ministerstva zivotniho prostiredi o hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti odpadt jako vlastnost latky, ktera piredstavuje nebo miize piredstavovat akutni
nebo pozdni nebezpeéi pro jednu nebo vice slozek Zivotniho prostiredi (MZP & MZ 2001,
ANDEL 2011). Podle této vyhlasky se ekotoxicita z hlediska odpadii zna¢i pomoci oznaéeni
H14. Testy ekotoxicity jsou provadény na rybach Poecilia reticulata nebo Danio rerio
(doba ptisobeni 96 hodin), perloockach druhu Daphnia magna (doba piisobeni 48 hodin),
tasach Raphidocelis subcapitata nebo Desmodesmus subspicatus (doba plisobeni 72 hodin)
a z vy$$ich rostlin na druhu Sinapis alba (doba piisobeni 72 hodin)(MZP & MZ 2016). Tato
diplomova prace se zabyva testovanim toxicity na rybach, konkrétné na jikrach dania
pruhovaného. Ztohoto divodu nebudou dopodrobna rozebirany ostatni testy toxicity
na jinych organismech.
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1.4 Testovani ekotoxicity na rybach

Testovanim ekotoxicity na rybach se zabyvaji ¢eské technické normy (CSN), evropské
normy a OECD normy. Zakladem dvou prvné zminénych jsou ve vétSiné piipadd pravée
normy OECD, které jsou volné dostupné na internetu. Testy, které tyto normy popisuji,
miiZeme rozdélit podle délky trvani na akutni a chronické. Divodd, pro¢ se provadéji testy
praveé na rybach, je spousta. Patii mezi né naptiklad fakt, Ze jsou ryby nepostradatelnou
slozkou potravniho retézce a vyznamné se tak podileji na toku Zivin a energie. V takovém
pripadé se pak negativné podili i schopnost kumulace toxickych latek v rybach a ptisobeni
téchto latek na dalsi organismy v potravni siti a tedy i téch, ktefi nepatii mezi vodni
organismy (VOSTRADOVSKY 1976, LAMMER et al. 2009). DiileZitost téchto testd zvySuje
postaveni Clovéka na vrcholu této potravni pyramidy. TaktéZ rybolov ma pro lidskou
populaci velky vyznam i zhlediska rekrea¢niho (LAMMER et al. 2009). Ryby jsou
predevSim velmi dobrym ukazatelem kvality vod a jsou také prvnim indikatorem
pri chemickém zneciSténi vod béhem havarii, které zpisobuji jejich znacny uhyn
(VOSTRADOVSKY 1976, LAMMER et al. 2009).

1.4.1 AkKkutni testy toxicity na rybach

Testli akutni toxicity na rybach neni mnoho. Smérnice OECD 203 - ,Fish, Acute Toxicity
Test* se zabyva akutnim testem toxicity na rybach po dobu 96 hodin. Testovany
organismus neni striktné urcen. Diilezita je dobra dostupnost druhu béhem celého roku,
snadny chov a dalsi ekonomické, biologické a ekologické faktory. Smérnici je doporuceno
testovani na druzich Danio rerio (danio pruhované), Pimephales promelas (jelecek
velkohlavy), Cyprinus carpio (kapr obecny), Oryzias latipes (medaka japonska), Poecilia
reticulata (zivorodka duhova), Lepomis macrochirus (slunecnice velkoploutva)
a Oncorhynchus mykiss (pstruh duhovy). Béhem testu se po 24hodinovych intervalech
sleduje mortalita ryb a nasledné je spocitana hodnota LCso, tedy koncentrace, pti které
uhyne 50 % testovanych organismt (OECD 1992).

Dalsi test akutni toxicity popisuje smérnice OECD 236 -, Fish Embryo Acute Toxicity (FET)
Test", kterym se zabyva tato diplomova prace a bude podrobné popsan v nasledujicich
kapitolach (OECD 2013a).

Mezi zakladni ¢eské technické normy, které popisuji postupy testovani akutni toxicity,
pati{ CSN EN I1SO 15088 a CSN EN ISO 7346. CSN EN ISO 15088 urtuje stanoveni akutni
toxicity odpadnich vod pro jikry dania pruhovaného. Tento test je podobny FET testu,
ale testovani probihd pouze 48 hodin a jsou zde nutné specifické postupy pro praci
s odpadnimi vodami. Vzhledem kdélce testu nedochazi kexpozici po vykuleni, které
probiha vétSinou azZ po 72 hodinach od oplozeni. Pozoruji se stejné parametry jako u OECD
236, tedy koagulace, oddéleni ocasu a tep. Tvorba somiti neni vtomto testu brana
pozorovan zadny toxicky ucinek. Za nulovy toxicky ucinek je povazovano preziti vice nez
90 % jiker (FREMROVA 2009). CSN EN ISO 7346 se zabyva stanovenim akutni letalni
toxicity latek pro sladkovodni ryby. Doporucuje pouziti druhu Danio rerio, ale umoziiuje
vyuziti i jinych sladkovodnich ryb. VyuZity mohou byt druhy jako Lepomis macrochirus,
Oryzias latipes, Pimephales promelas ¢i Poecilia reticulata. Podstatou zkousky je stanoveni
hodnoty LCso po dobu 24, 48, 72 a 96 hodin (FREMROVA 1999).
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1.4.2 Chronické testy toxicity na rybach

Jako chronické testy se zpravidla oznacuji ty, které trvaji déle nez tyden. Prikladem je test
OECD 204 - ,Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study“, ktery se vyuZiva pro testovani
snadno i tézko rozpustnych latek a latek tékavych. Testovanym organismem je Danio rerio.
Toxicitu urcuje letalita, NOEC (No Observed Effect Concentration) a dal$i pozorované
efekty (OECD 1984).

OECD 210 - ,Fish, Early-life Stage Toxicity Test“ popisuje testovani toxicity na ranych
vyvojovych stadiich ryb. Mezi doporucené sladkovodni ryby patti Oncorhynchus mykiss,
Pimephales promelas, Oryzias latipes a Danio rerio. Z motskych ryb je normou doporuceno
vyuzit Cyprinodon variegatus (halanc¢ikovec diamantovy) nebo Menidia sp. (menidie). Test
probihd do dosaZeni juvenilniho stadia. Délka testu zalezi na druhu testovaném
organismu, vétSinou se vSak pohybuje kolem 30 dni. Jsou pozorovany letalni a subletalni
ucinky. Napftiklad se pozoruje stddium vyvinu embryi, vykuleni, vzhled, abnormalni
chovani, vaha a délka. Vysledky jsou nasledné porovnany s kontrolnimi vzorky a je urcena
hodnota LOEC (The Lowest Observed Effect Concentration), NOEC a ECx vyjadrujici
koncentraci, ktera zplisobila zménu pozorovaného tcinku (OECD 2013b).

Smérnice OECD 212 - ,Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-fry Stages“
popisuje kratkodoby test toxicity na embryich a plidcich ryb. Testovani probiha
na oplodnénych jikrach do doby, kdy je spotfebovan Zloutkovy vacek. Pro tento test se
doporucuje vyuzit Danio rerio, ale mozné je také testovani na jinych druzich, které se
shoduji s druhy doporucenymi v OECD 210. V testu podle smérnice OECD 212 je mozné
navic vyuzit sladkovodni druhy jako Carassius auratus (karas stiibrity) nebo Lepomis
macrochirus. Z motskych lze vyuzit druhy Menidia peninsulae (medinie ptilivova), Clupea
harengus (sled’ obecny) ¢i Gadus morhua (treska obecnd). Délka testu je podminéna
vyuzitym testovanym organismem. U dania pruhovaného je test v porovnani
napi. s kaprem obecnym vyrazné Kkratsi, trva priblizné 8 - 10 dni. Zatimco u kapra
obecného je nutné provadét pozorovani az 55 dni (OECD 1998).

OECD 215 - ,Fish, Juvenile Growth Test“ urcuje zasady k posouzeni ucinkd chemickych
latek na rist nedospélych ryb pri dlouhodobé expozici. Test trva 28 dni. Do testu jsou
nasazeny ryby ve fazi exponenciadlniho riistu a po celou dobu testovani jsou denné krmeny
podle predem stanovené davky, ktera je spoctena na zakladé vahy ryb. Ryby se zvazi také
na konci testu a je ucena hodnota EC,, ktera nepiimo prokazuje ptisobeni chemické latky
na rychlost ristu ryb. Poptipadé je moZné po porovnani s kontrolnimi vzorky urcit NOEC
a LOEC. Doporucenym testovanym organismem je Oncorhynchus mykiss, ve zdivodnénych
pripadech lze také vyuzit Danio rerio, popiipadé Oryzias latipes (OECD 2000).

Smérnice OECD 229 - ,Fish Short Term Reproduction Assay“ hraje velmi duileZzitou tlohu
pri testovani ucinku chemickych latek na rozmnoZzovani a endokrinni systém ryb. Dospéli
samci i samice jsou po dobu 21 dni vystaveni ucinku riznych koncentraci testovanych
latek a nasledné jsou u nich pozorovany zmény vendokrinni aktivité a ve stavu
sekundarnich pohlavnich znakt. K tomuto hodnoceni je nutna dikladna pitva. Navic je jiz
v pribéhu testu kazdy den pozorovana kvantitativni plodnost. Pro testovani je vyuzivano
Danio rerio, Phoxinus phoxinus (strevle potocni) a Oryzias latipes (OECD 2012). Velmi
podobny test popisuje OECD 230 - ,21-day Fish Assay: A Short-Term Screening for
Oestrogenic and Androgenic Activity, and Aromatase Inhibition“, jehoZ hlavnim cilem je
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prokazani vlivu latek na estrogenni a androgenni aktivitu. Stejné jako u predchoziho
testovani je nutné usmrceni ryb a odebrani krve pro stanoveni vittelogeninu. Navic se
provadi analyza jater medaky (OECD 2009). Dalsi obdobny test vychazi ze smérnice OECD
234 - Fish Sexual Development Test". Tentokrat jsou ucinku testované latky vystaveny jiz
oplodnéné jikry ihned od pocatku svého vyvoje. Expozici jsou jedinci vystaveni az do doby
dokonceni sexudlni diferenciace. Poté probihd podobny postup kvySe zminénym
predchozim testtiim. Velmi dilezitym krokem je urceni fenotypového a genetického
pohlavi jednotlivych dospélci. Ktestovani jsou vyuzivany druhy Danio rerio, Oryzias
latipes, Gasterosteus aculeatus (koljuska triostna), popripadé méné cCasto Pimephales
promelas (OECD 2011).

Pravdépodobné nejdelsi test popisuje OECD 240 - ,Medaka Extended One Generation
Reproduction Test (MEOGRT)", ktery je provadén na druhu Oryzias latipes od pocatku
dospélosti prvni generace (F0) az do vylihnuti dalSich jedincG v F2 generaci. Podle
upraveného postupu lze tento test provadét i na daniu pruhovaném. Vzhledem k délce
testu a tedy zajiSténi pozorovani celého vyvoje, je vtomto testu hodnoceno mnoho jiz
zminénych jevl od preziti a pocatecniho vyvoje, pifes rozmnoZovani az po zhodnoceni
ucinku na endokrinni systém a vliv na pohlavi jedinci (OECD 2015b).

1.4.3 Invitro testovani

Jako mozna alternativa k in vivo testim na rybach se nabizi in vitro testovani na bunécnych
liniich ryb. Stavajici vyzkumy vyuZivaji predevSim lososovitych a kaprovitych ryb
a nasledné porovnavaji vysledky s in vivo testy (BRAUNBECK & LAMMER 2006). Zakladem
in vitro cytotoxicity je méreni membranové integrity a metabolismu (SEGNER 2004).
U mnoha chemikalii byla zjisténa dobra korelace mezi vysledky in vivo a in vitro testl
(BRAUNBECK & LAMMER 2006). Nicméné in vitro testy jsou podle vyzkumi méné citlivé
nez testy na rybach, z toho diivodu v soucasné dobé nelze predvidat in vivo hodnoty LCso
z vysledkd in vitro testd. OvSem vyzkumy i pres tento vysledek ptinesly jiny dilezity zaveér.
Velmi dobre vysledky cytotoxicity z bunécnych linii ryb koreluji s daty cytotoxicity ze
savc¢ich bunécénych linii, cehoZ se da vyuzit jako mozné alternativy pro testovani na savcich
(SEGNER 2004, GULDEN & SEIBERT 2005). Rybi buriky maji oproti savéim mnoho vyhod.
Prikladem je moZnost inkubace pii pokojové teploté (20 °C), nejsou tedy treba drahé
inkubatory. Dalsi vyhodou je moznost skladovani pri teploté 4 °C, neni tedy nutné
zmrazeni. Navic Ize bunécné linie ryb testovat na vice latek sriiznou osmolaritou nez
bunky savéi (BRAUNBECK & LAMMER 2006).

2 Charakteristika testovaného organismu - Danio
rerio

2.1 Zarazeni do systému a rozsireni

Danio rerio je kostnata ryba patiici do radu maloostni (Cypriniformes) a pocCetné celedi
kaproviti (Cyprinidae), kam se radi spolu s dalSimi vSezravymi druhy pestrého vzhledu
avelikosti (BECK 1992, SCHEURMANNOVA 1999, SCHMITZ 1999, KOTHE 2009). Tato
Celed zahrnuje vice nez 2300 druhi. Zastupci se vyznacCuji neozubenymi Celistmi,
poZerakovymi zuby a vysunovatelnymi usty. Jejich plynovy méchy¥ je dvoudilny. Supiny
jsou cykloidni nebo chybi (HANEL 2004). Prirozené se danio pruhované vyskytuje v jizni
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ajihovychodni Asii v proslunénych rekach a potocich, ale miiZzeme ho najit i v ryZovistich
a zavodiiovacich kanalech (SCHEURMANNOVA 1999, KOTHE 2009). Piivodem pochazi
zvychodni ¢asti Predni Indie od Kalkaty k Masulipatamu, kde Zije ve velkych hejnech
v rychle tekoucich vodach (BAILEYOVA & SANDFORDOVA 1998, SCHMITZ 1999, PAYSAN
2003, PETROVICKY 2014). Poprvé knam byl tento druh dovezen vroce 1905
(PETROVICKY 2014). Danio pruhované je od 70. let 20. stoleti hojn& vyuZivano jako
modelovy organismus nejen v genetice a vyvojové biologii predevsim diky snadnému
mnoZeni, vysoké plodnosti a rychlému vyvoji. Dal$i piednosti je velky pocet kladenych
jiker, jejich prihlednost a malé mnozstvi Zloutku, které umoznuji lepsi pozorovani
(KOTHE 2009, HIERONIMUS 2012, NASIADKA & CLARK 2012). Existuji také geneticky
modifikované formy. Vyslechténa jsou zlatozluta dania i zavojnaté formy s prodlouzZenymi
ploutvemi, které jsou Casto choulostivéjsi nez formy ptivodni (KOTHE 2009, HIERONIMUS
2012). Stémito jedinci je vEU zakazano obchodovat (HIERONIMUS 2012). Casto
pouzivanym synonymem Kk latinskému jménu Danio rerio je Brachydanio rerio. Cesky se
danio pruhované nazyva zebritka, z anglického zebrafish (SCHEURMANNOVA 1999,
KOTHE 2009).

2.2 Morfologie

Danio pruhované dosahuje délky kolem 4,5 - 6 cm (BECK 1992, ELIAS 1998, SCHMITZ
1999, PETROVICKY 2014). Stihla podlouhld modie zbarvena ryba je ozdobena lesklymi
bilymi az zlatymi podélnymi prouzky (BOULENGER 1927, ELIAS 1998, SCHMITZ 1999).
Prouzky byvaji Ctyti a sahaji od skieli az na ocasni ploutev. Také ritni ploutev byva takto
pruhovana. Hrbetni ploutev je pii bazi zluté zelend, vnéjsi cast je modra s bilou Spickou.
Prsni a briSni ploutve jsou bezbarvé. Hibet je oproti svétlému briSku tmavé zbarveny,
nejcastéji hnédé olivovy. O¢ni duhovka je zlatavé Cervenda (STERBA 1972). U tlamy se
nachazi dva pary vouski (ELIAS 1998).

Obr. 1: Danio pruhované (CHRISTINE BUSKE 2012)

2.3 Etologie

Danio rerio je hejnova bentopelagicka ryba, kterd se nejCastéji hbité pohybuje blizko
u hladiny (BOULENGER 1927, TALWAR & JHINGRAN 1991, BECK 1992, SCHMITZ 1999).
Rada vyskakuje nad hladinu, proto je nutné zakryvat nadrz (VERHOEF 1998, SCHMITZ
1999). U dna ji najdeme béhem odpocinku a tieni (HANEL 2004). Zije v hejnech vét$inou
o minimalnim poctu osmi jedinc. V akvariich ji miZzeme chovat v podstaté se vSemi
nedravymi druhy ryb (BECK 1992). Tento druh nepecuje o svd mlad’ata a velice Casto
pozird jikry, které obsahuji velké mnoZstvi bilkovin. Ztraty vyrovnava velky pocet
kladenych jiker (SCHEURMANNOVA 1999).
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2.4 Podminky chovu

Danio pruhované je levné a snadno dostupné. Ryby jsou chovany v hejnech v akvariich
dlouhych minimalné 60 cm (LAALE 1977, SCHEURMANNOVA 1999). Objem akvéria
by mél byt vétsi nez 60 1 (HIERONIMUS 2012). Doporuceny rozmér je 80 x 35 x 40 cm.
V akvariu je nutné zabezpecit mirné proudéni vody (KOTHE 2009). Tento druh snasi
sniZeni teploty az na 16 °C, ale jeho optimum se pohybuje kolem 23 - 25 °C. Hodnota pH by
méla byt kolem 6,5 - 7,5 a tvrdost by neméla prekroéit 12 °dGH (ELIAS 1998, HANEL
2004, KOTHE 2009, HIERONIMUS 2012). Chov probihda ve spoleCenskych nadrzich
s ostatnimi sladkovodnimi rybami s podobnymi naroky, jako jsou parmicky, razbory
nebo labyrintky (KOTHE 2009, PETROVICKY 2014). Vzhledem kaktivité dania neni
vhodny jeho chov spolu s plachymi a klidnymi rybami (VERHOEF 1998).

2.5 Potrava

Danio rerio je omnivorni (vSeZrava) ryba, proto by méla byt krmena nejen suchym,
ale také zivym krmivem, jako napf. niténkami, perloockami nebo buchankami. Méla by byt
krmena nékolikrat (3 - 5x) denné mensimi davkami (VERHOEF 1998, SCHMITZ 1999,
HIERONIMUS 2012). JelikoZ dania upfednostiiuji hmyzi potravu, maji ke sbéru z hladiny
uzpiisobena horni usta (BAILEYOVA & SANDFORDOVA 1998). Velmi diilezité je rybky
nepiekrmovat a podavat pestrou stravu (STERBA 1972, WESTERFIELD 2000). Pokud je
jim podavan stale stejny druh krmiva, velice ¢asto ho prrestanou prijimat nebo se jim snizi
chut k jidlu (STERBA 1972).

2.5.1 Uméla krmiva

Sucha krmiva pro ryby jsou snadno dostupnd vobchodech. Déli se na vlockovanj,
granulovana, praskova a tabletovana (SCHMITZ 1999). Tato krmiva obsahuji napriklad
vytazKky z masa, $tavy ze zeleniny, moucku z garnatu, vajeCny zZloutek a bramborovou
¢i ovesnou moucku, ktera slouZzi ke spojeni smési (STERBA 1972). Uméla krmiva se casto
vyuzivaji jako plnohodnotna strava obsahujici vSechny nezbytné Ziviny od bilkovin a tukd,
pres vitaminy aZ po stopové prvky. Presto je vhodné alespoii jednou za cas zpestrit tuto
stravu Zivym krmivem (SCHMITZ 1999).

2.5.2 Prirodni krmiva

Pestrost potravy ryb podporuje jejich zdravi, zbarveni i chut ke tfeni (STERBA 1972).
Velmi ¢asto se bez ptirodnich krmiv viibec neza¢nou tvorit jikry. Ziva potrava navic nuti
ryby klovu a vét§simu pohybu, coZ prospiva jejich kondici (SCHEURMANNOVA 1999).
Piirodnich krmiv je celd rada. Ryby jsou krmeny nalevniky (pt. trepka), malostétinatci
(pf. niténky, roupice), niz§imi korysi (pf. buchanky, perloocky, Zzabronozky), virniky,
patentkami, krylem a mnohym dal$im (STERBA 1972, WESTERFIELD 2000, PLECITY et al.
2008). Tato potrava byva prodavana Zziva, zmrazZend nebo lyofilizovana (vysuSena
ve zmrazeném stavu ve vakuu bez denaturace bilkovin). Vyhodou lyofilizovaného krmiva
je zachovani Zivin v podstaté ve stejné hodnoté jako pti podavani zZivého krmiva. Dal$im
pozitivem je snadnéjsi uchovavani, které je mozné i pri pokojové teploté. Tato strava je
navic diky prudkému podchlazeni zbavena nebezpecnych zarodk a ptivodci chorob.
U zivého krmeni se musi dbat na kontrolu mozného premnoZeni samotné potravy,
napiiklad trepky se rady az invazivné mnozi, ale také na jejich nemoci, akumulaci
toxickych latek a léciv. Proto je vyhodnéjsi podavat komercné pripravenou potravu
(mraZen4, lyofilizovana), u které jsou tato negativa eliminovana (PLECITY et al. 2008).
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2.6 Pohlavni dimorfismus

Sami¢ky jsou oproti $tihlym samc@im zavalitéj$i a vétsi (SCHEURMANNOVA 1999,
WESTERFIELD 2000). Samec miva zlaté lesklé prouzky na modrém podkladu, také ritni
ploutev byva zlaté pruhovana. Celkoveé je pestieji zbarveny nez bledsi samicka, u které se
pruhy lesknou spiSe do stiibrné az zlutavé barvy (STERBA 1972, NASIADKA & CLARK
2012). U samce lze v nékterych pripadech pozorovat naCervenaly odstin zejména na analni
a ocasni ploutvi (NASIADKA & CLARK 2012). Bficho samce je zbarveno do Zluta, zatimco
latky ztéla samice (STERBA 1972, WESTERFIELD 2000). Sami¢i juvenilni vajeCniky
dozravaji do 11. tydne véku samice (MAACK & SEGNER 2003). U samci vajeCniky
degraduji prostfednictvim apoptézy a tvoii se varlata (RODRIGUEZ-MARI et al. 2010).
Samdéi gonady jsou obvykle dotvofeny koncem tietiho mésice Zivota. Presné dokonceni
vyvoje pohlavnich zlaz vSak zavisi na podminkach chovu a na konkrétnim kmeni (MAACK
& SEGNER 2003).

Obr. 2: Samice (nahoi'e) a samec (dole) dania pruhovaného (BRAUNBECK & LAMMER
2006)

2.7 Rozmnozovani

2.7.1 Pohlavni soustava

Pohlavni soustavu ryb Klasicky délime na dva systémy, samc¢i a samici. Jedna se o rozdilné
struktury, ale spole¢nym znakem je pritomnost gonad (pohlavnich organt) a vyvodnych
pohlavnich cest. Hlavni funkci této soustavy je rozmnoZzovani. Danio pruhované ma stejné
jako vétsSina ryb oddélené pohlavi. Jedna se tedy o gonochoristy. Typ oplozeni je vnéjsi
(PRITCHARD 2001, DVORAK et al. 2014). Parové pohlavni zlazy jsou zavé$eny v horni
Casti télni dutiny na duplikature peritonea. Lezi podél plynového méchyie a vnéjSich
okraji ledvin (HARDER 1975). Pohlavni vyvody maji vydsténi na urogenitalni papile mezi
fitnim otvorem a Fitni ploutvi (DVORAK et al. 2014).

2.7.2 Samici pohlavni soustava

Samice, nazyvané také jako jikernacky, maji pohlavni organy vaje¢niky neboli ovaria
(HARDER 1975, HOLCIK 1998). Ovaria produkuji sami¢i pohlavni butiky zvané jikry.
Vajecniky jsou umistény parové v dutiné télni. Jejich velikost je Casto asymetricka, jelikoz
jsou vajecniky ovlivnény usporadanim okolnich organii a predevsim sexudlni aktivitou
a s tim souvisejicim poctem jiker. Stavba jiker je usporadana pomoci vazivovych piepazek.
Oogonie, z nichZ postupné vznikaji jikry, se vyvijeji ze zarode¢nych bunék ve folikulech
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vajecnikl. Po ovulaci jsou zralé jikry odvadény do primitivniho vejcovodu (oviductus)
vzniklého sriistem peritonealnich duplikatur. JelikoZ jsou samice nadiadu Teleostei
cystovarijni, jsou jikry odvadény do vejcovodd, nikoli primo do télni dutiny jak je tomu
u gymnovarijnich samic nadtadu Chondrostei (BARUS et al. 1995).

2.7.3 Stavba a vznik jiker

Samici gameta ryb (jikra) je na povrchu chranéna pruznou blanou zvanou chorion, ktera je
opatiena jemnymi péry (DEVLAMING et al. 1982, PETROVICKY 2014). Ty maji diileZitou
ulohu pri bobtnani jikry, ke kterému dochazi diky priniky vody skrze péry do vnitini ¢asti
jikry. Dal$im dilezitym otvorem v této blané je mikropyle, otvor, kterym do jikry pronika
spermie (PETROVICKY 2014). Nebuné¢na blana chorion vznika zvrstvy folikularnich
epitelidlnich bunék, kterd obaluje oogonie v raném stadiu. Chorion vytvari prostor zvany
zona pellucida, ktery oddéluje jikru od folikulu (DEVLAMING et al. 1982). Pod chorionem
se nachazi dalsi vrstva - Zloutkova blana (membrana vitellina), za niz nasleduji dva
zloutky. Horni Zloutek predstavuje zarodecny tercik, z kterého béhem vyvoje vznika
embryo (DEVLAMING et al. 1982, PETROVICKY 2014). Jedna se o ¢ast vajicka, ktera je
oproti zbylym cCastem chuda na zloutek (STERBA 1972). Dolni Zloutek, tzv. Zivny, plni
vyzivovaci funkci vyvijejictho se embrya a tvofi Zloutkovy vacek (PETROVICKY 2014).
Jikry dania jsou telolecitalni, tedy maji obsah Zloutku umistén u vegetativniho pélu (SMIDT
1955, BRAUNBECK & LAMMER 2006).

Samici gamety vznikaji procesem ovogeneze, ktery je rozdélovan na tri zakladni periody.
Prvnimu obdobi predchazi vznik prvotnich pohlavnich bunék (gonogonii), které vznikaji
jiz ve stadiu morulace a shromazduji se vzadni Casti trupu, kde spolu s buiikami
celomového a germinativniho epitelu tvoii zaklad gonady (DVORAK et al. 2014). Béhem
prvniho obdobi, tzv. periody mnozeni dochazi k mitotickému déleni téchto gonogonii
na dvé pohlavni prvobunky, tzv. oogonie. Ty se dale mitoticky déli na Ctyii pohlavni
prvobuiiky s diploidnim poétem chromozomi (HARDER 1975, BARUS et al. 1995). Béhem
nasledujici periody ristu se tvori dal$i oogonie a nastupuje pohlavni dospélost, b€hem niz
se oogonie pretvari na oocyty I. fadu. Dalsi obdobi se nazyva perioda zrani, kterd se
vyznacuje reduk¢nim délenim. Oocyty I. fadu se nerovnomérné déli na dva oocyty II. radu,
diky ¢emuz vznika vajecna burnka, ktera je tvorena témér veSkerou cytoplazmou, a na ni
nasedd nové vznikld bunka poélova. Nasleduje dal$i nerovnomérné déleni, které da
vzniknout jednomu velkému vajicku (ovum) se tfemi drobnymi pdlovymi burikami
(SMIDT 1955, DVORAK et al. 2014).

Zdravé jikry jsou charakteristicky zbarvené, u dania pruhovaného nejcastéji sklovité
prihledné. Zbarveni muze ovlivnit prijimand potrava, napi. obsahujici karotenoidy.
Naopak mrtva jikra, u které doSlo ke koagulaci bilkovin, je bile zbarvena a uvnitf jsou vidét
srazené bilkoviny. Toto zakaleni je viditelné i pouhym okem. JelikoZ jsou mrtvé jikry
rychle napadany plisnémi, které mohou prestupovat i na zivé jikry, je dobré je od zdravych
oddélit (PETROVICKY 2014). Mensi, ale kvalitnéjsi jikry, u kterych je prokazana vétsi
Sance na pieziti, produkuji samice vétSich rozméru. Je zajimavé, Ze mensi samice maji jikry
vétsi, ale v tomto pripadé je velikost na tkor kvality a takové jikry vykazuji mnohem vétsi
tumrtnost (UUSI-HEIKKILA et al. 2010).

V nékterych piipadech miZe dojit kzakrnéni jiker. Ktomu dochazi napiiklad
pri prekrmovani ryb, které miize zptsobit i degeneraci pohlavnich 7Zlaz a neplodnost.
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U nékterych samic, predevsim u starSich, mize dojit k zatvrdnuti vajecniku a zadrzeni
jiker vtéle, coz miZe mit za nasledek neplodnost nebo dokonce uhyn. K podobnym
problémim muze dojit pri ¢astém vytirani nebo naopak pri naprosté absenci samcl
v akvariu, kdy se samici vytvori nekroticka ucpavka ve vejcovodu a neni jiZ schopna klast
jikry (SPENCE et al. 2008, PETROVICKY 2014). Pro ziskani kvalitnich jiker je dobré, aby
byla samice umisténa se samci a plodila minimalné jednou za mésic. Naopak ke tieni
bychom ji méli vyuzivat s minimalni tydenni piestavkou (NIIMI & LAHAM 1974).

2.7.4 Samci pohlavni soustava

Samcimi pohlavnimi organy jsou varlata (testes). Samotny samec se oznacuje jako mlicak
(HARDER 1975, HOLCIK 1998). Varlata jsou parenchymatické organy bélavé barvy.
Vnitfni stavba je tvorena semenotvornymi kanalky spojenymi vmezefenym vazivem.
U kaprovitych je parenchym usporadan hroznovité, jedna se o tzv. acinozni usporadani
(KAESTNER 1991). Tento typ varlat se tvoii zpruhd zarodecnych bunék. Kulovité
(acin6zni) shluky vznikaji opakovanym délenim téchto bunék. Shluky se protahuji
do délky tak, Ze uvnitt vznika dutina obklopena vrstvami spermatogonii. Jednotlivé vacky
a trubicky se vdobé pohlavni zralosti uspoiadaji do odvodného kanalku, tzv. ductus
efferentes testis, ktery slouzi k odvodu spermii (DVORAK et al. 2014). Dozrala varlata
pozname podle mlécného zbarveni. Jsou protahlého tvaru a jejich velikost se odviji
od sexualni aktivity samce. V dobé rozmnoZovani jsou nékolikanasobné vétsi a jejich
hmotnost mtze tvorit az 10 % celkové vahy téla. Varlata jsou sloZzena z centralniho
kanalku obklopeného parenchymem. Na kanalek navazuji postranni kanalky a vacky,
ve kterych vznikaji spermatogonie ze zarodecnych bunék. Na spermatogoniich postupné
zraji spermie (mli¢i). Diky samostatnym vyvodim ductus efferentes testis je oddélena
cesta spermii od mocovych vyvodu. Ductus efferentes testis se spojuji v chdmovod (ductus
deferens) ustici do koncového sinus urogenitalis. Diilezité funkce varlete jsou dvé. Funkce
generativni zajiStuje tvorbu samcich pohlavnich bunék. Druhym typem je funkce
endokrinni, tedy produkce saméich pohlavnich hormont (BARUS et al. 1995, HOLCIK
1998).

2.7.5 Stavba a vznik spermii

Samdéi gamety (mli¢i) tvoii bilou tekutiny, kterd obsahuje chamové buiky (spermie).
Spermie je tvorena hlavi¢kou, krékem a bi¢ikem (BARUS et al. 1995, PETROVICKY 2014).
Hlavicku predstavuje bunécné jadro. Ocasek tvori protoplastovou c¢ast buiiky. Stavba
bi¢iku zac¢ina krckem, pokracuje casti spojovaci a hlavni ¢asti. Ukoncen je terminalnim
vldknem (SMIDT 1955). Pohyblivost spermie urcuje jeji oplozovaci schopnost.
Ta postupné klesa se stafim samcti. Styk spermie s vodou ji stimuluje k pohybu. Zivotnost
spermie je od této chvile velmi kratka, trva pouze nékolik vtefin. Pokud nedojde
ke splynuti se sami¢i gametou, spermie hyne (PETROVICKY 2014). Nejvice spermif
produkuji samci ve véku 10 mésicl, poté produktivita postupné klesa (NASIADKA
& CLARK 2012). Spermie byly poprvé objeveny vroce 1677 Leeuwenhoekovym
studentem Hammem z Leydenu. Zpocatku byly nékterymi autory povazovany za parazity
chamu. Antony von Leeuwenhoek urcil spermie jako organismy v pocate¢nim stavu
(SMIDT 1955).

Samdi gamety vznikaji procesem spermatogeneze, ktery se podobné jako ovogeneze déli
na Ctyii obdobi. Prvni je obdobi rozmnoZovaci (perioda mnoZeni), nasleduje obdobi ristu,
dale obdobi zrani a nakonec spermiogeneze neboli obdobi premény - vzniku spermie
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(SMIDT 1955). Na po¢atku tzv. periody mnoZeni vznikaji mitotickym délenim gonogonii
dvé pohlavni prvoburiky (spermatogonie), které se dale mitoticky déli na ¢tyti pohlavni
prvobutiky s diploidnim poétem chromozom@ (HARDER 1975, BARUS et al. 1995).
V nasledujicim obdobi ristu dochazi k tvorbé dalsich spermatogonii a k nastupu pohlavni
dospélosti, béhem nizZ se spermatogonie piretvoii na spermatocyty I. fadu. BEhem periody
zrani se spermatocyty I. fadu déli na dva spermatocyty II. fadu, které vstupuji do dalsiho
déleni davajici vzniknout spermatiddm s haploidnim poc¢tem chromozomi. Spermatidy
prodélavaji morfologické zmény zkulovité buiilky na klasickou spermii s hlavickou,
krckem a bicikem (FAWCETT 1970, FRIBOURGH et al. 1970).

2.7.6 Treni

Kladeni jiker a jejich naslednému oplozeni piredchazi jejich zrani. Vajicko odnima vyzivné
latky z téla samice a uklada si je v podobé zloutku. S tim souvisi zrani dédicné hmoty, které
se projevuje délenim plvodni buiiky za vzniku ¢tyr vaje¢nych bunék. Pouze jedna z nich
vSak prijima zasoby Zloutku a je schopna oplozeni. Tzv. abortivni zbylé tfi bunky odumiou.
U spermii naopak diky absenci zasobnich latek zlstavaji vSechny Ctyii chamové burky
(STERBA 1972).

U ryb probiha vnéjsi osemenéni (treni), béhem néhoz jsou samci i samici pohlavni buriky
vylu¢ovany do vnéjsiho prostiedi, tedy do vody (SMIDT 1955). Ke tieni jsou vhodné ryby
na pocatku pohlavni dospélosti. Nemély by byt priliS mladé, ale ani prilis staré. Danio
pruhované pohlavné dozrava mezi patym a osmym mésicem Zzivota. Nejlépe se
rozmnoZuje v prvnim a druhém roce Zivota, pozdéji uz skoro viibec (SCHEURMANNOVA
1999). Nejvhodnéjsi vék ryb k rozmnozovani se pohybuje v rozmezi 7 - 18 mésici zivota
(WESTERFIELD 2000). KrozmnoZovani vybirame pouze zdravé jedince, u kterych se
neobjevuji 74dné deformace a odchylky od normalniho chovani (SCHEURMANNOVA
1999). Ryby se ke treni nasazuji v parech nebo s vy$$im pomérem samcii (napt. dva samci
a jedna samice) s tim, Ze samice vpous$time do teci nadrZe o den diive neZ samce (ELIAS
1998, SCHEURMANNOVA 1999). P¥i stejném poméru pohlavi ziskdme mensi pocet jiker
(WESTERFIELD 2000). Pocty jedinciti urcenych ke treni by nemély byt moc vysoké, jelikoz
se zvySujici se hustotou se zvySuje i agresivita ryb a tim miiZe byt omezena jejich produkce
(SPENCE & SMITH 2005). Ke zvySeni pravdépodobnosti tfeni je vhodné oddélit pohlavi
7-14 dni pied rozmnoZovanim (PETROVICKY 2014). Nutné je kazdy den vymeénit alespori
1/3 vody a 2 - 3x denné krmit predevsim zivou potravou (WESTERFIELD 2000).

U dania se nékdy objevuje vérnost samice k jedinému samci, se kterym se pak primarné
ti‘e. Objem tieci nadrze pro tento druh by mél byt v rozmezi 25 - 60 litrd. Lze také vyuzit
tzv. vytiracky s maximalni hloubkou 10 cm (HANEL 2004). Vyzkumy prokazuji, Ze objem
vody pod 200 ml snizuje mnozstvi nakladenych jiker (GOOLISH et al. 1998). Nadrz je
vhodné osadit rostlinami, jako jsou stolistky a kabomby, které nahote svazeme do trsu,
aby se jimi mohly ryby prodirat a zanechavat na listcich jikry. Na dno je tieba umistit
oblazky, sklenéné kuli¢ky nebo rost (SCHEURMANNOVA 1999). Teplota béhem ti‘eni
by méla byt o néco vyssi nez pii bézném chovu, optimalné kolem 26 °C (HANEL 2004).
Vhodné je také doplnéni treci nadrze o Cerstvou vodu a dostatecné osvétleni (VERHOEF
1998, HIERONIMUS 2012).

Danio pruhované se tie rano po rozbtesku obvykle u dna (ELIAS 1998, PRITCHARD 2001).
Ptes noc by méla byt tireci nadrz zakryta tak, aby do ni nepronikalo svétlo, a rano odkryta
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(WESTERFIELD 2000). Samotnému treni predchazi namluvy. Vinicia¢ni fazi samecek
pronasleduje samicku nebo plave po jejim boku a vykonava typické pohyby. V nasledujici
tzv. apetitivni (vnimavé) fazi se samecek dotyka samicky hlavou a krouzi kolem ni.
Samicky zlstavaji béhem této faze nehybné nebo plavou po samcové boku (DARROW
& HARRIS 2004). V konecné fazi treni se samecek kratce pritiskne k samicce, prehodi ocas
pres jeji hibet, ¢imz stimuluje kladeni jiker a nasledné béhem zlomku vtefiny oplodni
uvolnéné jikry spermiemi. Oplodnéné jikry jsou téZ3i neZ voda a klesaji ke dnu (ELIAS
1998, SCHEURMANNOVA 1999). Jedna samice priimérné vyprodukuje béhem jednoho
tfeni 200 aZ 400 jiker o velikosti kolem 1 mm (ELIAS 1998, HIERONIMUS 2012). Samice
miiZe naklast dokonce az 2000 jiker (PETROVICKY 2014).

Je taktéz prokazana role ¢ichovych podnétl ve stimulaci ke tfeni. Feromony jsou dilezité
pro synchronizaci pareni. Piitomnost samcich feromonl prokazatelné stimuluje ovulaci
samic (VAN DEN HURK & RESINK 1992). Stejné tak feromony uvolnéné ze samicich
pohlavnich 7laz ovliviiuji Cinnost samce. Tyto latky na bazi steroidnich glukuronidi
prilakaji samce a povzbuzuji ho k ndmluvam a teni (VAN DEN HURK & LAMBERT 1983).
Piitomnost samcich feromond dokonce kvantitativné i kvalitativné zvySuje produktivitu
samic. Naopak samici feromony mohou snizovat produktivitu jiné samice (GERLACH
2006). Cichové podnéty hraji i dalsi diileZitou roli v prevenci proti pfibuzenskému ki‘Zen.
Vyzkumy dokazuji, Ze dospélé samice preferuji feromony neptribuznych samci
pred pribuznymi (GERLACH & LYSIAK 2005). Tento efekt ma pravdépodobné zabranit
snizené plodnosti a mens$i pravdépodobnosti pieziti mladat zplsobené KkriZenim
piibuznych jedinci (MRAKOVCIC & HALEY 1979). Zajimavé je, e u samcid se tyto
preference nevyskytuji a juvenilni samice naopak dokonce upiednostiiuji ¢ichové viemy
u pribuznych jedincti (GERLACH & LYSIAK 2005). Dilezitou roli ve vybéru samce vSak
i nadale hraje jeho vzhled a chovani (NASIADKA & CLARK 2012). Samice se prednostné
vytiraji s robustnéjSimi vyrazné barevnéjSimi samci (PRITCHARD 2001). Vyznam ma téz
hierarchie v hejnu. Dominantni samice jsou agresivni viici niZe postavenym jedinciim. Tyto
rozdily jsou zietelné nejen z chovani, ale také vizualné. Dominantni samice maji zvétSené
vajeCniky. Stejné tak dominantni samci disponuji vétsim pocltem spermii (FILBY et al.
2010). Dominance u samce zvysuje uspéch v reprodukci, zatimco u dominantnich samic
nebylo toto zvyhodnéni prokazano. Hlavni roli v reprodukci tedy hraje kompetice mezi
samci (PAULL et al. 2010).

Po vytfeni je nutné dospélce ihned odlovit, nez pozerou jikry (BOULENGER 1927,
SCHEURMANNOVA 1999). Jinou moZnosti je vyuziti mifzky, kulicek ¢i kaminkd,
které zabrani pozeru jiker. Vhodné je také doplnéni dna o trsy méchyrky javské
(Vesicularia dubyana), ve kterych jsou jikry chranéné (BAILEYOVA & SANDFORDOVA
1998). Samotna pritomnost kaminkl podle nékterych pozorovani napomaha k povzbuzeni
ke treni (PRITCHARD 2001). Plidek se pii optimalni teploté (26 °C) lihne do tifi dnt,
rozplave se do péti az Sesti dnti (HANEL 2004).

2.7.7 Oplozeni

Po osemenéni, které zahrnuje vSechny déje privadéjici samci a samici pohlavni bunky
v kontakt a nasledné vnoreni spermie do plazmy vajicka, nasleduje oplozeni. Oplozeni
zacind spojenim spermie svajiCkem a kon¢i asimilaci téchto bunék. Pohyb spermii
smérem Kk vajicku je zalozen na chemotaxi, vajicka totiz vylucuji chemické latky, které je
pritahuji. Spermie pronika do vaji¢ka skrz mikropyle (SMIDT 1955). Vaji¢ko nasava vodu
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skrz polopropustné membrany jen po urcCitou dobu. Potom zalne pilisobit enzym
v perivitellinim roztoku, ktery zplsobi ztuhnuti chorionu. Tato zména zabrani dalSimu
nasavani vody a nabobtnanim jikry se uzavie mikropyle, coz ukonc¢i dobu mozného
oplozeni (EVERHART & YOUNGS 1981, BARUS et al. 1995). Ocasek spermie je po vstupu
do vajicka odtrZzen nebo se rozpusti v plazmé. Hlavicka zacind bobtnat a ménit tvar
v obyCejné méchyrkovité jadro. Centrozom v sami¢im jadre se v tuto chvili zacina délit
adava vzniknout délicimu vieténku a saméi jadro splyne se sami¢im (SMIDT 1955).
Po oplozeni nasleduje ryhovani, které je diky zarodecné plazmé umisténé u jednoho pélu
¢aste¢né neboli parcidlni ¢ meroblastické (EVERHART & YOUNGS 1981, BARUS et al
1995).

2.7.8 Invitro fertilizace
V nékterych pripadech lze k ziskani embryi vyuzit in vitro fertilizaci, diky které docilime
zisku velkého mnoZzstvi synchronné se vyvijejicich embryi. Pokusy s umélym osemenénim
probihaly jiz v17. stoleti a vrybim hospodarstvi ziskaly velky vyznam pro zvySeni
produktivity (SMIDT 1955).

Samce a samice je nutné oddélit den pred fertilizaci do samostatnych nadrzi. Spermie se
ziskavaji o hodinu drive nez vajicka. Nejprve je nutna anestezie samce (WALKER
& STREISINGER 2000). Kanestezii lze vyuZit rGzné Ilatky. Jako nejpouzivanéjsi
anestetikum ryb je uvadén tricain methanosulfonat, latka znama také jako MS 222. Jedna
se o bily prasek, jehoz prednosti je dobra rozpustnost a rychla ti¢innost. Jde zatim o jediné
registrované anestetikum vzemich EU. Podle druhu a velikosti ryb se vyuzivaji
koncentrace vrozmezi 30 - 350 mg/l. Pred aplikaci je doporucovana hladovka ryb
12 - 24 hodin. K anestezii dochazi nejpozdéji do 15 minut a navrat do ptGvodniho stavu
po umisténi do Cisté vody trva 1 - 30 minut. Vyrobce uvadi nékolik druhti, pro které
vyslovné nedoporucuje vyuZiti tohoto anestetika. V tomto vyctu se nevyskytuje Danio rerio
ani jiné druhy tohoto rodu. Dalsi latkou vyuZzZivanou Kkanestézii je napriklad
2-phenoxyethanol, ktery je vyuzivan nejcastéji v koncentraci 0,3 - 0,4 ml/l. K anestezii
dochazi do 5 - 10 minut. Nevyhodou je jeho drazdivy Gcinek na kizi a oci. Je tedy nutné
dbat zvySené opatrnosti a béhem manipulace pouzivat nejen rukavice ale také bryle nebo
ochranny stit. K anestezii lze vyuzit také hiebickovy olej, jehoz Gcinnou latkou je eugenol.
Velkou piednosti je piirodni piivod hiebickového oleje, kviili kterému ovSem nelze presné
definovat jeho sloZeni. Nejcastéji se vyuziva v davce 30 - 40 mg/l. Anestezie nastupuje
do5 - 10 minut, ale je uvadéna dels$i doba zotaveni v porovnani sjinymi anestetiky.
Pro akvarijni ryby se nejcastéji vyuziva koncentrace vrozmezi 0,025 - 0,033 ml/l
Pro Danio rerio byla stanovena hodnota LCso 19 mg/1 (KOLAROVA et al. 2007).

Nastup ucinkul anestetik je obecné rozdélovan do Ctyt fazi, pricemz prvni faze se vyznacuje
klidnym chovanim. Ryba se normalné pohybuje a vyhyba se prekazkam. Béhem druhé faze
je naopak aktivnéjsi, neklidna, plave rychle a jiz se nevyhyba prekazkam. Obranné reflexy
byvaji silné a dychani nepravidelné. Tteti faze je rozdélovana na dvé ¢asti. V tzv. 3a fazi
dochazi k celkovému povrchovému znecitlivéni. Ryba se pomalu naklani na bok, je méné
aktivni a ztraci obranné reflexy. Dychani je znovu pravidelné, ale zpomaluje se. Ve fazi 3b
probiha celkové Uplné znecitlivéni. Ryba je v této fazi anestezie v bo¢ni poloze, viibec se
nehybe a nevykazuje Zadné obranné reflexy. Dychani je pravidelné, klidné a zpomalené.
Ve ¢tvrté fazi jiz dochazi k zastavé dychani nebo je dychani pouze mélké (KOLAROVA et al.
2007).
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Ve chvili, kdy zacne piisobit anestezie, je potfeba rybu oplachnout a umistit ji brichem
vzhlru na namocenou houbu. Genitalni oblast se osus$i, aby nebyla pritomna voda,
ktera by aktivovala spermie. Pomoci mékké pinzety je ryba jemné zmacknuta ze stran
a z genitalntho otvoru jsou nésledné odebrany vychazejici spermie. Spermie je nutno
udrzovat vtzv. Hankové roztoku chloridu sodného. Slozeni Hankova roztoku je
nasledujici:

0.137 M NaCl

5.4 mM KCl

0.25 mM Na;HPO,

0.44 mM KH2PO,

1.3 mM CacCl;

1.0 mM MgSO.

4.2 mM NaHCO3; (WALKER & STREISINGER 2000).

Jikry jsou ziskavany s rozbreskem a stejné jako u samcti se zacina anestezii a oplachnutim
vodou. I vtomto pripadé je nutné osusit genitalie, jelikoZ voda zplisobuje bobtnani jiker
amohla by zabranit oplozeni. Samice je umisténa do Petriho misky o priiméru 35 mm
ajemneé je stisténo bricho vlhkymi prsty. Pokud je samice pripravena ke kladeni jiker,
vyjdou ven snadno. Rybu je nutné ihned po ziskani jiker vratit do vody. Nasledné jsou
vybrany vhodné jikry nejpozdéji do 90 minut. V Petriho misce jsou smichany samci
a samici gamety a k nim pfidana voda. Oplozeni probiha do 20 - 60 sekund. Poté uz nejsou
spermie aktivni (WALKER & STREISINGER 2000). Oplozené jikry je treba fadné promyt,
aby pozdéji uhynulé spermie, které ulpély na povrchu jiker, nekazily vodu svymi
rozkladnymi produkty (SMIDT 1955). Po in vitro fertilizaci je nutné nechat odpocinout
samce minimalné tfi tydny a samice alespon ¢tyri tydny. Abychom zabranili thynu ryb,
je nutné nevystavovat je anestezii priliS dlouho a zachazet s nimi béhem zakroku velmi
opatrné (WALKER & STREISINGER 2000).

2.8 Ontogeneticky vyvoj
Vyvoj ryb délime na ¢tyti periody - embryonalni, larvalni, juvenilni a adultni (BARUS et al.
1995, GAISLER & ZIMA 2007).

2.8.1 Embryonalni vyvoj

Embryondlni perioda se vyznacuje endogenni vyZivou ze zdsobniho Zloutku a zacina
oplozenim jikry a jejim délenim. Konec této periody nastava s prechodem embrya
na exogenni vyzivu (GAISLER & ZIMA 2007, PETROVICKY 2014). V této periodé je stéZejni
inkubacni doba vajicka, ktera za¢ina oplozenim a konc¢i vykulenim. Nejvice ji ovliviiuje
teplota vody, ale také intenzita osvétleni a tlak vzduchu. Se zvySujici se teplotou se
do ur¢ité miry zkracuje délka inkuba¢ni doby (PETROVICKY 2014). Embryonalni periodu
1ze rozdélit na tii vyvojové faze. Prvni faze se nazyva ovularni a oznacuje obdobi ryhovani
vajicka. Druha je faze embryonalni, pii niZ je embryo uvniti vaje¢nych oballi. Tato faze
kon¢i jeho vykulenim z jikry, kterym zacina faze eleuteroembryonalni. Eleuteroembryo je
oznaCeni pro pravé se lihnouci embryo, které dava vzniknout volnému zarodku,
tzv. vackovému pliidku (BARUS et al. 1995)

Na uplném zacatku vyvoje embrya probiha ryhovani oplozenim vzniklé zygoty, které
spo¢iva vjejim opakovaném déleni. Stépeni je meroblastické a diskoidalni (SMIDT 1955,
BRAUNBECK & LAMMER 2006). Diskoidalni ryhovani se jinak nazyva také tercovité
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avyznacuje se tim, Ze se z celého vajicka déli pouze plasmovy tercik, ktery se nachazi
na animalnim pélu a obsahuje jadro (SMIDT 1955). Dvé ryhy probihaji od animalniho pélu
(chudy na Zloutek) kvegetativnimu (bohaty na Zloutek). Treti ryha probiha napftic
predchozich a rovnobézné srovnikem vajicka. Zarodec¢ny tercik se rozdéli do mnoha
bunék s postupem 2, 4, 8, 16 atd. (STERBA 1972, KIMMEL et al. 1995, NAGEL 2002).
Vzniklé dceriné buiiky se nazyvaji blastoméry. Celkovy ttvar se v této fazi nazyva morula.
Jedna se o plny kulovity atvar kryty na povrchu svétlolomnou vrstvou zvanou zona
pellucida (KLIKA et al. 1986). 16-ti bunécné stadium vznikad obvykle do dvou hodin
od oplozeni a ze zygoty se nasledné vyviji blastula (STERBA 1972, KIMMEL et al. 1995,
NAGEL 2002). Blastula je duty kulovity utvar vznikly rozestoupenim blastomér moruly.
Povrch blastuly pokryvaji ploché bunky trofoblastu, pod nimz se blastoméry na jednom
polu seskupi v bunécny uzel, tzv. embryoblast (KLIKA et al. 1986).

Obr. 3: Dvoubunééné stadium 50 minut po oplozeni (foto: NALEZINKOVA)

Jiz po trech hodinach od oplozeni lze pozorovat 256 blastomer a do péti hodin vznika
tzv. gastrula (KIMMEL et al 1995, NAGEL 2002). Gastrulace zakoncuje ryhovani,
po kterém nasleduje organogeneze. ZacCatek gastrulace se vyznacuje nadzvedanim
blastodisku neboli zadniho okraje zarodecného terciku nasledkem pocinajiciho
vchlipovani, které je doprovazeno vznikem stievni dutiny. Na pocatku se také vytvari
okrajovy uzlik. Jedna se o hrbolek, ktery vznika diky vrstevnatosti vchlipujicich se ¢asti
ajeho poloha oznacCuje zadni konec zarodku. Gastrulace zahrnuje pochody vedouci
k tvorbé vnitiniho (entoderm) a vnéjSiho (ektoderm) zarodecného listu. BEhem tohoto
procesu se také vytvari stiedni zarodec¢ny list (mesoderm). Centralni ¢ast entodermu se
nazyva stievni entoderm a pozdéji z néj vznika travici trakt (SMIDT 1955, NAGEL 2002).
Ve stadiu gastruly dochazi k epibolickému pohybu, blastoderm se ztencuje a oblast mezi
periblastem a blastodermem se zaktivuje. Staddium gastruly je priblizné do deseti hodin
od oplozeni ukonceno a nasleduje segmentace - organogeneze (KIMMEL et al. 1995).

Nejspodnéjsi fada bunék, které se dotykaji Zloutku, ptijima vyzivné latky. Dochazi
ke ztlusténi zarodecného terciku a vzniku privésku, ktery se prodluzuje dovnitr terciku
atvori zaklad embrya, tzv. embryonalni uzlik. Podél osy prodlouzeni embryonalniho
uzliku vznika micha a pétidilny mozek. Nasledné se tvori zaklady oci, nosu a rovnovazného
ustroji. Postupné se rysuje hlava a trup se déli na segmenty (STERBA 1972). Prvni somity
se objevuji jiZz po deseti hodinach od oplozeni (KIMMEL et al. 1995). V misté zadniho
mozku vznikaji Zaberni Stérbiny. Embryo se protahuje do délky, tercik je prertstan hlavou
a ocasem. Postupné zacina byt viditelné srdce se zretelnym pulsem a vjeho blizkosti
vznikaji parové ploutve. Zloutek se s ubyvajicimi zdsobami zmen3uje, zatimco cévy se tvofi
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po stale vétsi ploSe embrya a privadéji ziviny (STERBA 1972, NAGEL 2002). Ve chvili,
kdy ze zloutku zbyva uz jen zloutkovy vacek, se zacina tvorit Ustni otvor, stievo a ritni
otvor. Stimto vznikem se zacinaji tvorit také fermenty, které rozrusi obal jikry. Svaly
nabyvaji na sile, embryo vykazuje trhavé pohyby, az se nakonec protrhne
z naruSeného vajecného obalu a dochazi k tzv. vykuleni (STERBA 1972, GAISLER & ZIMA
2007, PETROVICKY 2014). Vykulenim je ukonéena inkubaéni doba vajitka. Stadium
po vykuleni se nazyva eleuteroembryo nebo také vackovy plidek, ktery dycha diky
tzv. Cuvierovym priduchiim. Tyto priduchy jsou umistény v predni casti Zloutkového
vacku. S postupnym vyvojem dychd pomoci cév v hibetni ploutvicce a nakonec zabry
(PETROVICKY 2014). Postupem ¢&asu je spotiebovan Zloutkovy vacek a ryby zaédinaji
prijimat potravu usty. Vyvoj se v této fazi zpomaluje, dotvari se ploutve, ryba se zabarvuje
a embryonalni vyvoj je ukoncen (STERBA 1972, NAGEL 2002). Fotografie vyvoje embrya
dania pruhovaného v ¢ase jsou soucasti priloh (viz Priloha €. 1).

2.8.2 Larvalni vyvoj

Po embryonalni periodé nasleduje perioda larvalni (tzv. protopterygiolarvalni), ktera
zacind s prechodem na exogenni vyzivu, tedy rozplavanim plidku. Konec této periody
urcuje ukonceni osifikace osniho skeletu, zformovani trvalych organi a vstiebani
embryonalniho ploutevniho lemu. V této fazi je jiz jedinec podobny dospélci (GAISLER
& ZIMA 2007, DVORAK et al. 2014, PETROVICKY 2014). Béhem larvalni periody se vyviji
larvalni organy, které zastupuji doposud nevyvinuté konecné organy dospélce
(PETROVICKY 2014). Vyvoj lze rozdélit na etapy. V prvni etapé po vykuleni ma plidek
slabé vyvinuté hrudni ploutve, velky zloutkovy vacek, zaviena nepohybliva usta a stirevo
nema dutiny. V tomto obdobi se zivi Zloutkem. Prvni etapé se také rika faze rané larvy
(SMIDT 1955, DVORAK et al. 2014). Béhem druhé etapy se za¢ina plovaci méchyi
naplinovat vzduchem. Ploutevni fasa se diferencuje na laloky trupu a ocasu. Dochazi
ke zvétSovani hrudni ploutve a otvirdni ust. Usta za¢inaji byt pohybliva diky tvorbé
zakladi kosti horni a dolni Celisti. Zacinaji se objevovat zuby a ve stfevé vznika dutina.
Diky tomu mize plidek prejit na samostatnou vyZivu. Proto béhem tieti etapy dochazi
k resorpci Zloutku. Pliidek je poté leh¢i, navic se zvétSuje i plovaci méchyr a to umoziuje
lepsi pohyblivost a setrvacnost v urcité hloubce. Ke kostem horni a dolni koncCetiny se
prida také kost predcelistni a pravé poZerakové zuby. Béhem dalSi etapy se vyviji
ploutevni paprsky. V paté etapé je dokoncena jejich tvorba. Organy postranni ¢ary vytvori
dvé rady na bocich téla. V Sesté etapé se jiz méni moznost vyzivy. O dost pozdéji nastava
posledni sedma etapa, béhem niz se zvétSuje vysSka i délka téla plidku, vyménuji se
poZerakové zuby, dotvari se strevni klicka a organy postranni ¢ary se vyvijeji i na spodni
strané téla (SMIDT 1955). Posledni etapa je nékdy oznacovana jako faze pozdni larvy
a oznatuje obdobi, kdy jedinec ptechazi do juvenilni periody (DVORAK et al. 2014).

Larvalni perioda je kriticka pro tropické ryby, tedy i danio pruhované, a je tedy nutné
hlidat optimalni podminky chovu a podavat vhodnou potravu. Primarni je predevSim
dostatecné mnozstvi potravy, ktera nahradi vstirebany zloutkovy vacek, jinak larvy rychle
hynou. Po preklenuti této faze larva dorista do stadia mladé ryby a neni jiZ tolik nachylna
(PETROVICKY 2014).

2.8.3 Juvenilni perioda
JiZ béhem larvalni periody mtZeme u ryb pozorovat periodu smisené vyzivy, béhem niz
larva jesté vyuziva zasob ze zloutkového vacku, ale dokaze jiz také prijimat potravu
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zvnéjsiho prostredi. Prechod zlarvalni do juvenilni periody probihd postupné,
tzv. evolutivné (FLOCK 1971). Béhem této periody se dokoncuje vyvoj vSech télesnych
struktur a formuje se télo dospélého jedince. Konec periody je charakterizovan zahajenim
priprav k dosaZeni pohlavni dospélosti (FLOCK 1971, DVORAK et al. 2014).

2.8.4 Adultni perioda

Dosazenim pohlavni zralosti zacind adultni perioda, ktera se vyznacuje intenzivni
rozmnozovaci aktivitou a zna¢nym télesnym rlistem. Gonady jsou na pocatku periody
ve III. stadiu zralosti. Nastupem trvalych priznaki starnuti konc¢i adultni perioda a jedinec
prechazi do stddia senescence, tedy starnuti. BEhem senescence se postupné sniZuje

rozmnozovani spolu s plodnosti i kvalitou jiker a perioda je ukonCena smrti jedince
(SMIDT 1955, DVORAK et al. 2014).

3 OECD 236 - ,Fish Embryo Acute Toxicity Test"

3.1 Obsah smérnice

Smérnice OECD 236 popisuje akutni test toxicity na embryich dania pruhovaného.
Konkrétné je pozorovan vliv testovanych chemikalii na stadia embryonalniho vyvoje,
nikoli pouze mortalita. FET test je zaloZen na predchozich studiich a validacich metod
s Danio rerio a byl uspésné aplikovin na Sirokou Skalu latek, vykazujicich rizné
mechanismy pilsobeni, rozpustnosti a dalSich vlastnosti (OECD 2013a). V ramci Evropské
unie vysla tato metoda v narizeni komise (EU) 2017/735 ze dne 14. inora 2017 jako
metoda s nazvem C.49 Zkougka akutni toxicity na rybich embryich (FET) (EVROPSKA
KOMISE 2017).

3.2 Moznost nahrady za testy na rybach

FET test nabizi jedinecnou mozZnost nahrady testovani toxicity latek na dospélcich ryb.
Soucasna legislativa o ochrané zvifat a pozadavky REACH podnécuji k hledani
alternativnich testli, jelikoZ akutni testovani na rybach stile prisnéjsim poZadavkim
nevyhovuje. Diivodem je piedevsim Castd mortalita, ktera je hlavnim ukazatelem toxicity,
a predpokladané utrpeni testovanych jedinct (NAGEL 2002, LAMMER et al. 2009,
BELANGER et al. 2012). Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 ze dne
18. prosince 2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek se
svymi vynosy snazi zajistit vysokou turoven ochrany lidského zdravi a Zivotniho prostiredi
pro soucasné i budouci generace a zaroven zachovat konkurenceschopnost chemického
pramyslu a udrzitelny rozvoj. Zakladem téchto cilti je princip predbézné opatrnosti, aby se
predeslo poskozeni lidského zdravi a dopadiim na Zivotni prostiedi. DalSim cilem je
podpora nahrady nebezpecnych latek latkami méné nebezpeénymi. Velmi duilezitym
bodem je snaha o testovani toxicity a ekotoxicity bez pokust na zviratech, pokud je to
mozné (ES 2006).

Jako nahrada za akutni testy toxicity na dospélcich ryb zatim FET test bran neni,
ale vyzkumy a porovnavani vysledkd testovanych latek na embryich a na dospélcich ryb
ukazuji na jejich velmi blizky vztah. Diky tomu by bylo mozné vyuzivat vysledky FET testu
jako predikci pro toxicitu na dospélych jedincich a eliminovat tak testy na vnimavéjsich
dospélcich a pozdéji je mozna zcela nahradit (LAMMER et al. 2009, BELANGER et al.
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2012). V nezavislém statistickém vyzkumu Ratta a Wirtze z roku 2003, ve kterém byly
porovnavany vysledky analyz 56 latek pomoci FET testu a testu akutni toxicity na rybach,
byla taktéz zjisténa dobra korelace vysledkl (R2 = 0.854; a = 0.05). Z vysledki vyplyva
dobry vztah mezi hodnotami LCso obou testli, méné vsak pro vyuZiti jako predik¢niho
modelu (BRAUNBECK & LAMMER 2006).

V Némecku jsou jiz od roku 2005 povinné testy ekotoxicity odpadnich vod na embryich
ryb a od té doby se vyrazné snizil poCet akutnich testl toxicity na rybach (NAGEL 2002,
BRAUNBECK & LAMMER 2006). Podle dalSich vyzkumi (LANGE et al. 1995, NAGEL 2002)
je testovani na embryich ryb dokonce i citlivéjsi neZ testy cytotoxicity na bunécnych liniich
RTG-2 pstruha duhového, které byly taktéz zkoumany jako mozna alternativa k akutnim
testlim toxicity na rybach.

3.3 Princip testu

FET test probiha 96 hodin, béhem kterych jsou ¢erstvé oplozené jikry dania pruhovaného
vystaveny ucinkiim testované latky. Kazdych 24 hodin jsou pozorovany ctyii zakladni
ukazatele letality: koagulace oplodnénych jiker, absence tvorby somitli, nedostatecné
oddéleni ocasku od Zloutkového vacku a tlukot srdce. Po ukonceni pozorovani je jako
vysledek testovani spoctena hodnota LCso a dalsi ukazatelé toxicity (OECD 2013a).

Obr. 4: Embryo se zakladajicimi se somity 24 hodin po oplozeni (foto: NALEZINKOVA)

3.4 Pred zapocetim testu

Pred zacatkem testu je nutné zjistit si vSechny dostupné informace o testované latce, jako
je napftiklad molekulovd hmotnost, rozpustnost ve vodé, stdlost, tlak par, biologicka
rozlozitelnost a dal$i. Z rozpustnosti a tlaku par miiZeme stanovit Henryho konstantu,
ktera bude indikovat, zda miZe béhem testovani dojit ke ztratdm vlivem odparovani.
Pokud je testovana latka smés, musi byt charakterizovany vlastnosti jednotlivych slozek
amusi byt zvazeno, zda poskytne optimalni vysledky (OECD 2013a). Dilezité je také
zhodnotit, zda se nejedna o latky, které jsou aktivovany prostrednictvim metabolismu,
jelikoz existuji diikazy, Ze embrya dania vykazuji biotransformac¢ni kapacitu (INCARDONA
et al. 2011, WEIGT et al. 2011). Nicméné, metabolické schopnosti embryi se lisi
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od dospélych jedinci. Proto, pokud existuji naznaky, Ze metabolity nebo jiné
provést test nejprve s témito metabolity i transformacnimi produkty a zahrnout tyto
vysledky do zavérecné toxicity. Molekulova hmotnost hraje také zasadni roli. Pokud
zkoumame latku s molekulovou hmotnosti vyssi nez 3 kDa, popiipadé objemné struktury
¢i latky zpuasobujici zpozdéné lihnuti (vykuleni), které by mohlo zabranit expozici,
neocekavame citlivost embryi k témto latkam. Divodem je omezena biologicka dostupnost
latky. V téchto piipadech zvazime vyuziti jinych testd toxicity (OECD 2013a).

4 Pouzité chemikalie
4.1 3,4-dichloranilin

4.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

3,4-dichloranilin (DCA) je aromaticky amin se sumarnim vzorcem C¢HsCIl;N a molekulovou
hmotnosti 162,02 g/mol (MONTEIERO et al. 2006, MZP 2009, NIOSH 2014). Bod tanf této
latky je 72 °C a bod varu 272 °C (MZP 2009, MERCK 2010). Hustota se pohybuje kolem
1,57 g/cms3. Tato latka se vyskytuje predevsim ve formé malych svétle hnédych krystali
(MERCK 2010, NIOSH 2014). Rozpustnost téchto krystald je ve vodé pri 20°C 0,73 g/l
(MERCK 2010). 3,4-dichloranilin pati{ mezi chlorované organické uhlovodiky (MZP 2009).

4.1.2 Nebezpecné vlastnosti latky a bezpecnost prace

3,4-dichloranilin je horlava latka, pti jejimz horeni se uvolnuji toxické vypary. Z toho
divodu je nutné nepracovat stouto hoflavinou blizko ohné. Pii inhalaci se objevuji
symptomy jako je zmodrani rtl, kiize, pripadné i nehtl. Dale pak zavraté, bolesti hlavy
a nevolnost. Pti vyssi davce je exponovany clovék zmateny, dochazi ke kire¢im a v posledni
fadé upadnuti do bezvédomi. Proto je nutné zabranit disperzi prachu a pouZivat ochranné
pomlcky. 3,4-dichloranilin mliZe prochazet pres kiizi, proto je nezbytné pii manipulaci
pouzivat rukavice a ochranny odév. Pii zasazeni oci dochazi k jejich zCervenani, zasazeny
citi bolest a jeho vidéni je rozmazané. K ochrané o¢i je dobré pii manipulaci s touto latkou
pouzivat ochranné bryle, nejlépe Stit. JelikoZ se po poziti objevuji silné bolesti bricha, je
nutné dbat na zdkaz konzumace jidla a piti béhem prace s touto latkou a po jejim skonceni
na adné umyti rukou. Opakovany nebo dlouhodoby kontakt s 3,4-dichloranilinem miize
vést k senzibilizaci pokozky a také miiZe mit Gc¢inky na krev, které mohou vést k tvorbé
methemoglobinu (MERCK 2010, NIOSH 2014).

4.1.3 Toxicita latky

3,4-dichloranilin je velmi toxicka latka predevSim pro vodni organismy, ale také pro
ostatni obratlovce a bezobratlé (MZP 2009). Nejvice je znamy svou toxicitou u savci a ryb
(CROSSLAND 1990, KHAN et al. 1995, VALENTOVIC et al. 1997, GUILHERMINO et al.
1998). U ryb i savcii je prokazan vznik methemoglobinémie (CROSSLAND 1990). Hodnota
LCso pro danio pruhované pti 96hodinové expozici byla stanovena na 8,4 mg/1 (MERCK
2010). Béhem testovani embryonalnich stadii ryb (Gobiocypris rarus) dochazelo ke vzniku
vyvojovych vad, poruchdm cinnosti srdce a kvelké miie imrtnosti (ZHU et al. 2012).
PiedevSim u savci byl pozorovan toxicky ucinek na slezinu a hemolytickd anémie
(GUILHERMINO et al. 1998).
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4.1.4 Zdroje latky a jeji vyuziti

Do vodniho prostredi se 3,4-dichloranilin mlze dostavat z vyroby spojené s chemickym
primyslem (MZP 2009). Tato latka je totiz vyuZzivana jako meziprodukt p¥i vyrobé
herbicid(, azobarviv a 1é¢iv (CROSSLAND 1990, LO et al. 1994, GUILHERMINO et al. 1998).
Taktéz vznikd rozkladem nékterych herbicidd, jako napfiklad linuronu, diuronu
a propanilu. MiiZe vzniknout i béhem rozkladu latky vyuzivané v kosmetickém primyslu -
trichlorkarbanilidu (CROSSLAND 1990, GUILHERMINO et al. 1998). 3,4-dichloranilin neni
v Ceské republice vyrabén, ale je sem dovazen minimalné dvéma podniky. Imisni limit
pro pripustné znecisténi povrchovych vod byl pro tuto latku stanoven na 2 pg/l. Hodnoty
3,4-dichloranilinu jsou monitorovany ¢innosti CHMU (MZP 2009).

4.2 Dichroman draselny

4.2.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Dichroman draselny (potassium dichromate), sumarnim vzorcem K:Cr,0-, je pevna latka
oranzové barvy bez zdpachu. Tato latka ma molarni hmotnost 294,14 g/mol, bod tani
398 °C a bod varu vétsi nez 500 °C (SVEC 2010, NIOSH 2015). Jedna se o silné oxida¢ni
Cinidlo, které neni hotlavé. Relativni hustota se pti 20 °C pohybuje kolem 2,69 g/cm3.
Rozpustnost ve vodé pii 20°C je 29,4 g/1 (SVEC 2010).

4.2.2 Nebezpecné vlastnosti latky a bezpecnost prace

Dichroman draselny je ziravy, hrozi tedy poleptani kiliZe, a proto je nutné pouzivat
rukavice a ochranny odév. Potieba jsou také ochranné bryle nebo stit, jelikoZ dichroman
drazdi o¢ni sliznici (SVEC 2010, NIOSH 2015). Pii zasazeni oka dochazi k jeho zarudnuti,
bolestem a rozmazanému vidéni. Zasazeni o¢i mlze vést k tézkym popaleninam (NIOSH
2015). Pri inhalaci miiZe tato latka vyvolat silnou respiracni alergickou reakci (MASTER et
al. 1993, SVEC 2010). Po vdechnuti citi po$kozeny pocit paleni, bolet vkrku je
doprovazena kaSlem a dychavicnosti (NIOSH 2015). Tato chemikalie mimoiadné
poskozuje sliznice hornich cest dychacich (SVEC 2010). Nejedna se o hoflavinu, ale dokaze
zlepsit hoteni jinych latek (NIOSH 2015).

Dichroman draselny je zhlediska mutagenity fazen do kategorie 1B, je u ného tedy
podezieni na genetické poSkozeni. Do kategorie 1B je fazen také z hlediska karcinogenity,
miiZe tedy vyvolat rakovinu (PATLOLLA et al. 2009, SVEC 2010, NIOSH 2015). TaktéZ je
cytotoxicky, teratogenni a pii prodlouzené nebo opakované expozici miize poskodit
organy (PATLOLLA et al. 2009, SVEC 2010). P¥i poziti této latky se vyrazné projevi jeji
toxicita. Intoxikovany ma krvavé prijmy, zvraceni doprovazi kieCe, nasledné dochazi
k selhani obéhu a bezvédomi. MiZe dojit k trvalému poskozeni jater a ledvin (SVEC 2010,
NIOSH 2015). Dlouhodoba nebo opakovana expozice mize zpilsobit senzibilizaci pokozky
a astma. Vzhledem k ucinkiim latky na dychaci cesty miize dojit k perforaci nosni prepazky
(NIOSH 2015).

4.2.3 Toxicita latky

Hodnota LDso u samic krys byla pfi oralnim podani stanovena na 90,5 mg/kg, u samcti
na 168 mg/kg. Pfi dermalni intoxikaci hodnoty LDso piesahovaly 2000 mg/kg. Toxicita
pro ryby testovana na druhu Lepomis macrochirus pii 96hodinové expozici dosahovala
hodnot LCso 0,131 mg/l. ECso pro druh Daphnia magna vysla 0,035 mg/1 pti 48hodinové
expozici. Béhem testli byla prokazana moznost akumulace latky v organismu. Dichroman
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draselny je jednoznalné vysoce toxicky pro vodni organismy a muze dlouhodobé
nepiiznivé piisobit na zivotni prostiedi (SVEC 2010).

4.2.4 Zdroje latky a jeji vyuziti

Dichroman draselny se Siroce vyuziva v primyslovém odvétvi (ARIVARASU et al. 2008).
Nesmi v Zadném mnozZstvi prijit do kanalizaci, nesmi byt vypoustén do pidy nebo do
blizkosti vodoteéi a vodnich zdroji (SVEC 2010).

4.3 Acid Yellow 25

4.3.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Latka Acid Yellow 25 ma sumarni vzorec C23H20NsNaOeS, (EPA 1979, NCBI 2017). Molarni
hmotnost této latky je 549,552 g/mol. Nazev v ptivodnim znéni dle IUPAC je Sodium 4-[3-
methyl-4-[[4-methyl-3-(phenylsulfamoyl)phenyl]diazenyl]-5-ox0-4H-pyrazol-1yl]benzen-
sulfonate (NCBI 2017). Jednd se o Zluto oranzZovy prasek, ktery ma Zlutou barvu
po rozpusténi ve vodeé. Je mirné rozpustny v ethanolu a acetonu (WDV 2012). Ve vodé byla
rozpustnost pti 90 °C stanovena na 30 g/1 (SYNTHESIA 2011).

4.3.2 Nebezpecné vlastnosti latky a bezpecnost prace

Cetné vyzkumy se zabyvaji odstrafiovanim rezidui barviv z odpadnich vod, jelikoZ odpadni
voda z textilniho primyslu je jednou z nejproblémovéjsich pramyslovych odpadnich vod.
Zejména kysela textilni barviva, mezi néz patti i Acid Yellow 25, jsou charakterizovana
vyssi potrebou biologické a chemické oxidace. Synteticky ptivod a komplexni aromatické
struktury barviv navic znesnadniuji jejich biodegradaci (SASMAZ et al. 2011). Obecné
barviva ve vodach snizuji prinik slunecniho svétla do vody a potazmo tak negativné
plisobi na fotosyntetickou aktivitu vodnich organismt a obsah kysliku (BANAT et al
1996). Chemické znecisténi tohoto typu patii k hlavnim ekologickym problémim a nese
s sebou rizika pro zdravi clovéka toxickymi, mutagennimi a karcinogennimi ucinky
(CHUNG et al. 1992). V souvislosti s azobarvivy se mluvi predevSim o mutacich a rakoviné
mocového méchytre (CHEMWATCH 2010).

Vzhledem Kk nedostatetnému poctu testll na zviratech nebyla latka Acid Yellow 25
Klasifikovana jako nebezpec€na pri poziti. Taktéz se nepredpoklada, Ze je material drazdivy
pro oci, ale primy kontakt s o¢ni sliznici miize byt prechodné neptijemny. Na zviratech
jiz byla testovana reakce kiize pri styku s touto latkou. Piestoze byl vysledek negativni,
doporucuje se pii manipulaci pouziti rukavic a zabranéni styku latky snarusSenou
pokozkou. Predpoklada se, ze Acid Yellow 25 nema nepiiznivé zdravotni ucinky pfti jeho
inhalaci (probéhly testy na zviiatech), ale u osob s poruchami dychacich funkci muze
inhalace nadmérné koncentrace ¢astic zptisobit zdravotni potiZe. Castéjsi inhalace miize
zplsobit chronické onemocnéni, jako napt. pneumokonidzy, které snizuji plicni funkci
(CHEMWATCH 2010).

4.3.3 Toxicita latky

0 latce Acid Yellow 25 zatim nebyly publikovany informace o jeji toxicité pro clovéka.
Z hlediska ekotoxicity naznacuje analyza vice nez 200 kyselinovych barviv, Ze néktera
barviva obsahujici monokyseliny a dikyseliny vykazuji u ryb a vodnich organismi stredni
az vysokou toxicitu (akutni hodnoty < 100 mg/l). Barviva se tfemi a vice Kyselymi
skupinami vykazuji nizkou toxicitu (akutni hodnoty > 100 mg/l) vici rybam
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a bezobratlym. VSechna kyseld barviva vykazuji mirnou toxicitu vici zelenym rasam.
U¢inky na Fasy viak nejsou vysledkem pifmé toxicity, ale predstavuji predevsim nepiimy
v potravnim fetézci. Ta je vSak vzhledem kvlastnostem barviv povazovana za nizkou.
Néktera kysela barviva mohou byt akutné toxicka pro vodni organismy (ryby, koryse, rasy
a bakterie). Neiontova barviva jsou povazovana za toxicka nebo potencialné toxicka
(CHEMWATCH 2010).

4.3.4 Zdroje latky a jeji vyuziti
Acid Yellow 25 patii mezi kyseld barviva a vyuzivd se pro potisk a barveni latek,
piredevsim viny a polyamidovych vldken. Nékdy se také vyuZziva k natértim papiru (WDV
2012). Na trh dodava toto barvivo naptiklad spole¢nost Synthesia, a.s. pod nazvem
egacidova zlut' R (SYNTHESIA 2011).

4.4 Reactive Yellow 85

4.4.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti latky

Latka Reactive Yellow 85 patii mezi trojvazné sodné soli a jeji molekulovd hmotnost
dosahuje hodnoty 975,67 g/mol (KOPECKY & MIKULASEK 2005). Sumarnim vzorcem je
Reactive Yellow 85 zapisovan ndasledovné C;7H22Cl:N14Naz0¢S,. Vyskytuje se ve formé
zlutého prasku, jehoZz rozpustnost ve vodé pti 20 °C je 200 g/l (WDV 2012a). Podle IUPAC
je tato latka v pivodnim jazyce nazyvana Trisodium 4-{[4-({3-[(4-amino-6-chloro-1,3,5-
triazin-2-yl)amino]-4-sulfonatophenyl}amino)-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino}-6-[ (5-
carbamoyl-1-ethyl-2-hydroxy-4-methyl-6-oxo0-1,6-dihydropyridin-3-yl)diazenyl|benzene-
1,3-disulfonate (SYNTHESIA 2011a).

4.4.2 Nebezpecné vlastnosti latky a bezpecnost prace
Pro Reactive Yellow 85 plati stejna obecna charakteristika nebezpecnosti jako pro Acid
Yellow 25, jelikoz se také jedné o kyselé textilni barvivo (CABU et al. 2013).

4.4.3 Toxicita latky

O latce Reactive Yellow 85 zatim nebyly publikovany informace o jeji toxicité. Reaktivni
barviva o vysoké koncentraci (> 100 mg/l) obecné nejsou povaZovana za toxicka
pro vodni organismy (CHEMWATCH 2010).

4.4.4 Zdroje latky a jeji vyuziti

Reactive Yellow 85 je reaktivni azobarvivo, které se pouziva pro barveni a potisk
piedevsim bavinénych latek, mize byt vSak pouzito i pro hedvabi a dalsi druhy latek
(WDV 2012a). Na trh je toto barvivo dodavano napriklad spolecnosti Synthesia, a.s.
pod nazvem ostazinova Zlut H-8G (SYNTHESIA 2011a).
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5 Metodika

5.1

Material a pomicky

K provedeni FET testu bylo potreba vyuzZit nasledujicich pomiicek a materialu:
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5.2

Pristroj na méreni koncentrace kysliku (WTW 730)
Ptistroj na méreni pH (WTW 539)

Zarizeni pro stanoveni tvrdosti vody

Zatizeni pro kontrolu teploty

Nadrze vhodné kapacity vyrobené z inertniho materialu
Sterilni 24jamkové mikrodesticky o hloubce jamek 20 mm
Inkubator nebo klimatizovana laboratot

Petriho misky, sklenéné kadinky rtiznych objem?i a dalsi laboratorni sklo
Pipety riznych objemi

Vytiraci nadrze s roStem rozdélené prepazkou

Vytiraci misticky opatiené sitkou s umélou rostlinou
Stereomikroskop s minimalnim zvétSenim 80x

Potirebné chemikalie

Chov testovaného organismu pro FET test

K vyzkumu byly vyuZity ryby druhu Danio rerio z akreditovaného chovu z Ceskych
Budéjovic. Ryby byly v laboratofi chovany v zarizeni ZEBTEC BENCHTOP (Zebrafish
housing system) od firmy TECNIPLAST.

Obr. 5: Chovné zatizeni ZEBTEC BENCHTOP (foto: NALEZINKOVA)
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Zatizeni ZEBTEC BENCHTOP hlida a automaticky upravuje kvalitu vody (pH, teplotu,
konduktivitu) podle nastaveni uzivatele a zajistuje jeji neustalou filtraci. ZEBTEC je sloZen
ze dvou fad nadrzi. Ve spodni radé se nachazi vétsi nadrze o objemu 6 1, v horni radé
nadrZe o objemu 3,5 1. Na zatizeni byla nastavena konduktivita 700 puS/cm, teplota 26 °C
apH7,.2.

Ryby byly krmeny trikrdt denné suSenym krmivem znacky Tetramin. Postupné bylo
pridavano také mrazené krmivo (niténky, Zabronozky, patentky, dafnie). To bylo
podavano az trikrat do tydne a jednou za tyden byly ryby krmeny Zabronozkami Artemia
salina z chovného zarizeni Artemia set.

5.3 Produkce jiker

Na zacatku vyzkumu byl testovan nejefektivnéj$i zplisob produkce jiker. Prvni tfeni
probihala tak, Ze byla obé pohlavi den pred planovanym tfenim umisténa do vytiraci
nadrze. Tato nadrz byla opatiena miizkou na dné, ktera slouzila k ochrané jiker pred
poZerem rybami. Dale byla nddrz rozdélena pirehradkou na dvé poloviny. Samice a samci
byli diky prepazce stale oddéleni. Voda pouzita kvytirani byla odebrana ze zarizeni
ZEBTEC. Takto pripravené nadrZe se spolu srybami pfes noc prekryly a umistily
do mistnosti vyhtivané na stalych 26 °C.

Obr. 6: Vytiraci nadrz s rybami doplnéna o rostliny (foto: NALEZINKOVA)

Rano byly vytiraci nadrze odkryty, osviceny a oddélovaci prepazka byla odstranéna.
Vytiraci nadrZe byly umistény ve sklonu 45° na tmavé podlozky. Takto ptipravené ryby
k vytirani byly ponechany v klidu alespon ptl hodiny a nasledné bylo v ptilhodinovém
intervalu kontrolovano, zda jiz doslo ke treni.

V dals$i fazi vyzkumu byl testovan delsi Casovy tsek oddéleni pohlavi ryb. Ryby byly
zakryty. Po tfech dnech (na zacatku pracovniho tydne) byly odkryty, byla odstranéna
prepazka, vyménéna voda a nadrZe byly umistény na tmavé podlozky ve sklonu 45°.
Nasledné byla tato metoda nahrazena za oddéleni pohlavi 1-2 tydny pied planovanym
tfenim v chovném zarizeni ZEBTEC v oddélenych nadobach. Tyto ryby byly umistény
do vytiraci nadrze v den planovaného tieti a po hodiné zatemnéni byly vpuStény k sobé.
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Nékteré vytiraci nadrze byly doplnény o umélé rostliny, které slouzily ke stimulaci tieni.
Bylo vyzkouSeno nékolik variant poméru pohlavi ve vytiracich nadrzich od 1:1 do 4:4
arizny vék ryb od 3 do 20 mésicu.

Pozdéji byl k metodice treni pridan krok vymény vody ve vytiracich nadrzich. Maximalné
po dvou hodinach byly vyménény 2/3 vody za Cerstvou vodu ze zatizeni ZEBTEC vyhiatou
na 27 °C. Taktéz bylo ptidano dal$i osvétleni vytiracich nadrzi a byl testovan vliv
slune¢niho zareni. To bylo provedeno tak, Ze byly nékteré vytiraci nadrze umistény
do mistnosti, kam nedopada primé slunecni svétlo. Zbytek nadrzi byl umistén v oslunéné
mistnosti.

V posledni fazi vyzkumu byl soubézné s rybami ve vytiracich nadrzich vyuzit dalsi model
ziskavani jiker. Z plastovych a sklenénych Petriho misek o priméru 60 a 90 mm, sitky
aumeélych rostlin byly vyrobeny vytiraci misticky. Ze sitky s primérem ok 5 mm byla
vystriZzena kolecka o stejném priiméru, jako mély Petriho misky, a nasledné byla jednotliva
koleCka pripevnéna pomoci tavné pistole k prislusné Petriho misce. K sitce byl nasledné
upevnén trs vhorni ¢asti spojenych umélych rostlin. Takto pripravené misticky byly
umistény na dno jednotlivych nadrzi chovného zarizeni ke zbylym rybam neoddéleného
pohlavi rano v den planovaného treni nebo jiz odpoledne predtim. Misticky byly kazdou
ptl hodinu kontrolovany, zda se v nich neuchytily jikry.

Obr. 7: Vytiraci misti¢ky (foto: NALEZINKOVA)

Béhem vyzkumu byla testovana také moznost in vitro fertilizace. Zasadnim krokem k této
metodé bylo urCeni spravné anestezie, jelikoz v literatuie o anestezii konkrétné dania
pruhovaného a predevsim o davce anestetik mnoho neni. Anestetikum MS 222 nebylo
vyuzito vzhledem k vysokym finantnim nakladim. KnaSim ucelim bylo vyuZito
hirebickového oleje z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Ryby, které byly urceny
kinvitro fertilizaci, byly den predem oddéleny v samostatnych nadrzich a nedostaly
krmeni. Vybrani byli vétsi samci a samice se zvétSenym briskem. Dalsi den byly testovany
rizné koncentrace od velmi malych davek s postupnym zvySovanim a zaznamenavanim
ucinku anestezie podle reakci ryb. Pro jednotlivé koncentrace byla vzdy vyuzita nova ryba
o podobnych rozmérech. Nikdy tedy nebyla tatdZ ryba vystavena ucCinkiim anestetik
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opakované, aby nebyla ohroZena na zdravi a nedoslo ke zkresleni vysledkii. Anesteticka
lazen byla ptipravovana tak, Ze se nejprve odmérena davka hiebickového oleje rozmichala
v malém mnozstvi vody a poté se pridala do lazné ve sklenéné kadince. Poté se kadinka
umistila na michacku a roztok se nechal alespon hodinu michat.

Po urceni vhodné davky anestetik byl testovan odbér mli¢i a jiker. Prvni byly ziskavany
spermie. Uspany samec byl pomoci plastové 1zice odebran z hiebickové lazné, oplachnut
v dalsi kadince s vodou ze zarizeni ZEBTEC a umistén biichem vzhtlru do uzké Stérbiny
ve vlhké houbé, ktera byla poloZena v Petriho misce. Oblast genitalii byla osusena pomoci
vatové tycinky. Pomoci hladkych klesti bylo co nejjemnéji zmacknuto bticho ryby.
Ptipadné mlici, které by vyslo ven, mélo byt odsato pomoci mikrokapilary jemnym sanim
auloZeno v Hankové roztoku (slozeni viz kap. 3.7.8) maximalné po dobu 90 minut.
Na zacatku svételného cyklu byl proveden pokus se ziskanim jiker. Samice byla uspana
v anestetické lazni, vyjmuta pomoci umélé lzice a oplachnuta v Cisté vodé ze zarizeni
ZEBTEC. Ryba byla nasledné lehce osuSena bunic¢inou a vloZzena do Petriho misky
o priméru 35 mm. VIhkymi prsty bylo jemnym tlakem piejizdéno pies bricho od piedni
Casti aZz po ocasni. Ryba byla nasledné uloZena do kadinky s Cistou vodou a pripadné
ziskané jikry byly smichany se suspenzi mli¢i a Hankova roztoku.

5.4 Nasazeni desticek

V pripadé uspésného treni, byly jikry co nejdiive odebrany zvytiraci nadrze pomoci
plastové pipety o objemu 2,5 ml sodriznutym hrotem pro zvétSeni saciho otvoru.
Nasledné byly jikry dlisledné proplachnuty pomoci sitka alespon 1 litrem vody ze zatizeni
ZEBTEC, pripadné fedici vodou. Poté byly umistény do Petriho misky s fedici vodou
a pomoci stereolupy byly vybrany pouze Zivotaschopné nezkoagulované jikry na pocatku
déleni. Tyto jikry byly co nejdiive nasazeny pomoci pipet do 24jamkovych mikrodesticek
s testovanou latkou. Do jedné jamky byla umisténa vzdy jedna jikra. Dvacet jamek
mikrodesticky bylo naplnéno danou koncentraci testované latky a zbyté ¢tyti jamky byly
naplnény fedici vodou a slouzily jako kontrola desticky, kde byla pro platnost desticky
povolena mortalita maximalné jednoho embrya. Pokud byl ziskan dostate¢ny pocet jiker,
bylo nasazeno minimalné pét mikrodesticek s riznymi koncentracemi testované latky.
Jednotlivé jamky mikrodesticek byly plnény 1 - 2 ml testovaného roztoku. Mimo
koncentracni tfadu testované latky byly nasazeny také dvé kontrolni desticky. Jako
pozitivni kontrola byla vyuzita referencni latka 3,4-dichloranilin o koncentraci 4 mg/l.
Desticka s pozitivni kontrolou byla nasazena stejnym zplsobem jako testované
koncentrace, tedy dvacet jamek s 3,4-dichloranilinem a kontrolni Ctyfi jamky naplnéné
fedici vodou. Jako negativni kontrola slouZila standardni fedici voda, ktera byla ve vSech
jamkach desticky, o nasledujicim sloZeni (podle ISO 7346-1 a ISO 7346-2):

0‘0

» 294,0 mg/1 dihydratu chloridu vdpenatého (CaClz. 2 H20)
123,3 mg/1 heptahydratu siranu horecnatého (MgSO4 . 7 H20)
63,0 mg/1 hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3)

5,5 mg/l1 chloridu draselného (KCl)

7 7
0'0 0'0

3

¢

Takto nasazené desticky byly ponechany k inkubaci v mistnosti se stalou teplotou 26 °C
a po 24 hodinach byly odecteny prvni vysledky pozorovani.
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5.4.1 Priprava 3,4-dichloranilinu pro FET test

Pro nasazeni FET testu pro 3,4-dichloranilin byla stanovena koncentra¢ni rada: 3,6 mg/],
2,6 mg/l, 1,9 mg/l, 1,4 mg/l a 1 mg/l. Namichany zasobni roztok 3,4-dichloranilinu byl
nékolik hodin pred ptipravou dalSich koncentraci a nasazenim testu disledné promichan
na michacce kvili sniZené rozpustnosti latky ve vodé. Po vytemperovani roztoki
v mikrodestickach na 26 °C byly nasazeny jikry.

5.4.2 Priprava dichromanu draselného pro FET test

Dichroman draselny byl pro FET test namichdn v koncentracich 80 mg/l, 100 mg/],
120 mg/1, 140 mg/l, 160 mg/l a 180 mg/l. JelikoZ se jednalo o velmi dobfe rozpustnou
latku, nebylo nutné pouziti michacek.

5.4.3 Priprava Acid Yellow 25 pro FET test

Pro zlutou barvu Acid Yellow 25 byla stanovena nasledujici koncentracni rada: 100 mg/],
50 mg/l, 25 mg/l a 12,5 mg/l. JelikoZ je tato latka velmi Spatné rozpustng, bylo pred
nasazenim testu zapotiebi michacky a ultrazvuku po dobu nékolika hodin.

Obr. 8: Nasazené mikrodesti¢ky pro test latky AY 25 (foto: NALEZINKOVA)

5.4.4 Priprava Reactive Yellow 85 pro FET test

Pro nasazeni FET testu pro barvu Reactive Yellow 85 byly namichany koncentrace
100 mg/1, 50 mg/1, 25 mg/], 10 mg/], 5 mg/1 a 1 mg/l. Diky dobré rozpustnosti nebylo
nutné dlouhodobé michani.

5.5 Hodnoceni kritérii

Po 24hodinovych intervalech (tedy 24, 48, 72 a 96 hodin po oplozeni) bylo pomoci
stereomikroskopu LEICA S8APO s fotoaparatem LEICA MC170 HD hodnoceno pozorovani
ctyt zakladnich kritérii:

5.5.1 Koagulace bilkovin

Zkoagulované jikry byly rozpoznany i pouhym okem diky mlé¢né bilé barvé jasné odlisné
od pritihledného obalu spravné se vyvijejictho embrya. Zkoagulované jikry pozorované
pod mikroskopem byly zbarveny do tmavého odstinu.
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5.5.2 0Oddéleni ocasu od Zloutkového vaku

Jako dalsi kritérium bylo pozorovano oddéleni ocasu embrya od Zloutkového vaku. Tento
jev byl dobfe pozorovatelny predevSim u embryi vykazujicich pohyb. Ocas se oddéluje
nejdrive za 24 hodin od oplozeni.

5.5.3 Cinnost srdce

Cinnost srdce byla hodnocena vzdy aZ po 48 hodinach po oplozeni. V piipadé, Ze byla
pozorovana ¢innost srdce bez cirkulace krve aortou, nebyl tento stav povazovan za letalni.
Jako letalni ukazatel nebyl bran ani nepravidelny ¢i slaby tlukot srdce. Pokud nebyla
zaznamenana zadna aktivita srdce, musela byt tato skute¢nost ovérena alespon
minutovym pozorovanim pod minimalnim zvétSeni 80x. Teprve poté mohlo byt embryo
oznaceno za mrtvé.

5.5.4 Tvorba somitii

Jako dalsi kritérium byla hodnocena tvorba somitli (prvosegmentti). K dobrému
rozpoznani tvorby somitili i pfi mensim zvétSeni slouzily spontanni pohyby embrya, které
jejich tvorbu indikuji. U spravné se vyvijejictho embrya bylo jiZ po 24 hodinach inkubace
vytvoreno kolem dvaceti somit. Pokud nebyly somity dotvoreny po 48 hodinach, bylo
embryo povazovano za mrtvé.

5.5.5 Vykuleni

Dale bylo zaznamenavano vykuleni, prestoze jiz nepatii k hlavnim kritériim potrebnym
pro vypocCet hodnoty LCso. Vykuleni bylo zaznamenavano nejdrive po 48 hodinach
inkubace.

Obr. 9: Zkoagulovana jikra (foto: NALEZINKOVA)

5.6 Meéreni fyzikalné-chemickych parametri
Na zacatku a na konci testu byly méreny nasledujici parametry u fedici vody, 3,4-
dichloranilinu a alesponi u nejvyssi koncentrace testované latky:

5.6.1 pH
Hodnoty pH byly méreny pomoci pristroje WTW 539 s elektrodou SenTix 81.
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5.6.2 Tvrdost

Tvrdost roztoki byla stanovovana podle normy CSN IS 6059 pomoci odmérné metody
s EDTA. Nejprve bylo naméreno 20 ml méreného vzorku, ktomu bylo pridino 30 ml
destilované vody. Tento roztok byl prelit do titracni banky o objemu 250 ml a pomoci
pipety byly pridany 4 ml tlumivého roztoku a 3 kapky indikdtoru eriochromcerné.
Takto pripraveny roztok byl ihned titrovan za stalého michani roztokem EDTA z byrety.
Po vymizeni fialové barvy roztoku byla zaznamenana spotireba EDTA a spocitana tvrdost
pomoci vzorce:

Cca+Mg = (Cl . V3)/Vo

kde c1 je koncentrace roztoku EDTA (mmol/1), Vo je zkouSeny objem vzorku (ml) a V3 je
spotreba roztoku EDTA k titraci (ml).

Stejny postup byl zopakovan znovu se stejnym vzorkem a vysledna tvrdost byla vypoctena
jako primér obou vysledkt. Vysledek byl vyjadiren v mmol/1.

5.6.3 Konduktivita
Konduktivita byla mérena pomoci pristroje Mettler Toledo FE 30 se sondou Cela LE 703
po predeslé kalibraci pomoci KCI pii 25 °C. Vysledky byly uvedeny v uS/cm.

5.6.4 Nasyceni kyslikem
Nasyceni Kkyslikem bylo méreno pomoci oximetru WTW 730 se sondou Cell Ox 325
v jednotkach mg/1.

5.6.5 Splnéni podminek

Tvrdost redici vody se musela pohybovat v rozmezi 100-300 mg/l CaCOs. Hodnota pH
musela byt vrozmezi 6,5 - 8,5 a v prilbéhu celého testu se nesméla zménit o vice nez
1,5 jednotek. Pokud se predpokladala vyznamna zména pH béhem testu, musela byt jeho
hodnota upravovana pomoci NaOH nebo HCI.

5.7 Validace FET testu

K validaci testu bylo tireba splnit vSechny nasledujici podminky:
% Celkova mira oplozeni jiker by méla byt vyssi nez 70 %.
¢+ V pribéhu celého testu musi byt teplota v jamkach mikrodestic¢ek 26 + 1 °C.
% Celkové preziti v negativni kontrole (fedici voda) na konci testu musi byt =90 %.

¢ Celkova mortalita v pozitivni kontrole (3,4-dichloranilin) na konci testu musi byt
minimalné 30 %.

% V negativni kontrole na konci testu musi byt vykuleno =80 % embryi.

% Nasyceni kyslikem by mélo byt na konci testu u negativni kontroly a u nejvyssi
koncentrace testované latky = 80 %.
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5.8 Vyhodnoceni FET testu

Po 96 hodinach inkubace a pozorovani byly znovu zméfeny hodnoty pH, nasyceni
kyslikem, konduktivita a tvrdost u negativni a pozitivni kontroly a u nejvyssi koncentrace
testované latky. Nasledné byly vyhodnoceny priibézné vysledky, stanovena hodnota LCio,
LCz0, LCs0, LOEC a NOEC pomoci programu ToxRat Professional Version 3.2.1.

5.9 Test akutni toxicity na rybach

Test akutni toxicity na rybach byl provadén podle smérnice OECD 203 s upravou poctu
testovanych koncentraci. Bylo vyuzZito rozsiteného limitniho testu s navySenim o jednu
testovanou koncentraci. Test byl proveden pro porovnani s vysledky ziskanych z FET
testu.

5.9.1 Material a pomticky
Pro priibéh testu akutni toxicity byly vyuzity nasledujici pomucky a material:

% Pristroj na méreni koncentrace kysliku (WTW 730)

% Pristroj na méreni pH (WTW 539)

¢ Zatizeni pro stanoveni tvrdosti vody

%+ Zarizeni pro kontrolu teploty

¢ NAadrze vyrobené z inertniho materialu a vhodné kapacity

% Potiebné chemikalie

¢ BéZné laboratorni vybaveni (kadinky, odmérné banky, pipety atd.)

5.9.2 Testovany organismus a jeho chov

Pro testovani byl vybran druh Poecilla reticulata, ktery byl chovan vlaboratornich
podminkach minimalné 12 dni pred zacatkem testu. Tyden pred testem byly ryby
presunuty do vody, ktera byla nasledné vyuzita béhem celého testu. Ryby byly chovany
pri svételné periodé 12 - 16 hodin s teplotou vody 21 - 25 °C a obsahem Kkysliku vysSim
nez 80 % saturace vzduchu. Krmeni bylo podavano denné a 24 hodin pred testem bylo
preruseno. Pro chov byla vyuzita voda s hlidanou kvalitou. Tvrdost se musela pohybovat
vrozmezi 10 aZ 250 mg/1 CaCO3 a pH v hodnotach mezi 6 - 8,5.

5.9.3 Priprava Acid Yellow 25 pro test akutni toxicity na rybach

Pro test akutni toxicity na rybach byly namichany koncentrace 50 mg/1 a 100 mg/1 latky
Acid Yellow 25. Ktedéni roztokli byla vyuzita standardni redici voda. Z diivodu Spatné
rozpustnosti latky bylo nutné michani roztoku po dobu nékolika hodin. Bylo vyuZito méné
testovanych koncentraci zdlivodu snahy o sniZzeni poctu testovanych organismi
a z divodu predpokladané nizké toxicity latky po predchozim testovani akutni toxicity na
rybach.

5.9.4 Priprava Reactive Yellow 85 pro test akutni toxicity na rybach

Pro testovani latky Reactive Yellow 85 pomoci testu akutni toxicity na rybach byly
namichany koncentrace 50 mg/l a 100 mg/l. Kfedéni roztokl byla vyuZzita standardni
fedici voda. Jelikoz byla latka velmi dobie rozpustna ve vodé, nebyly nutné zadné dalsi
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postupy. Stejné jako u Acid Yellow 25 byl z totoznych divodd sniZen pocet testovanych
koncentraci na dvé.

5.9.5 Pribéh testu akutni toxicity na rybach

Test probihal vinertnich nddrzich s maximalnim zatiZzenim 1 g ryby na litr vody.
Pro kazdou koncentraci a negativni kontrolu bylo nasazeno sedm zdravych ryb, které
nevykazovaly abnormalni chovani. Svételnd perioda byla stejna jako pii béZném chovu.
Teplota byla udrzovana v hodnoté 22 + 2 °C. Ryby nebyly béhem testu krmeny. Ryby byly
ponechany v klidu v nerusené mistnosti, aby nebylo ovlivnéno jejich chovani. Mortalita
a pripadné zmény chovani ¢i vzhledu ryb byly odecitany po 2, 24, 48, 72 a 96 hodinach
expozice. Ryby byly povazovany za mrtvé v pripadé nulového pohybu Zaber a zadné
reakce pri dotyku. Byly zaznamendny pripadné abnormality jako ztrata rovnovahy,
zpomaleny nebo naopak zrychleny pohyb, respira¢ni funkce, pigmentace apod. Ve stejnych
intervalech byly méreny fyzikalné-chemické parametry vSech testovanych koncentraci
i negativni kontroly. Bylo méreno pH a obsah kysliku. Dale byla zaznamenavana teplota
vzduchu vlaboratori. Po 96 hodinach expozice byly odecteny posledni vysledky,
zpracovany vSechny hodnoty a spo¢tena hodnota LCso, LOEC a NOEC.

Obr. 10: Nasazeny test akutn{ toxicity pro RY 85 a AY 25 (foto: NALEZINKOVA)

5.9.6 Validace testu akutni toxicity na rybach
Test byl validni pouze v pripadé, Ze byly splnény nasledujici podminky:

o
*

*

V negativni kontrole nesmélo uhynout vice ryb nez jedna.

/

¢ Béhem testu musely byt udrzovany konstantni podminky. Pokud by tuto podminku
nebylo mozné splnit, bylo nutné vyuzit semistatické nebo priitokové postupy.

3

A5

Koncentrace rozpusténého kysliku musela byt nejméné 60% hodnota nasyceného
vzduchu béhem celého testu.
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6 Vysledky

6.1 Chov testovaného organismu

JelikoZ ryby krmené pouze suchym krmivem nevykazovaly dostatecnou vitalitu, nebyly
vyrazné zbarvené k odliSeni pohlavi a samickdm se nenadouvala biiska jikrami, bylo
postupné k suchému krmivu ptidavano také mrazené krmivo a zZivé artemie. Pfi podavani
této stravy alespon tiikrat do tydne se stav ryb a jejich produktivita znatelné zvysila.

6.2 Produkce jiker

Prvni z testovanych variant produkce jiker s prekrytim pres noc neprinesla dostacujici
vysledky. Ryby se vétSinou prvni den vibec nevytiely, nebo jen velmi maly pocet
a s nizkou produktivitou. NejCastéji se pii této metodé vytiely az druhy den, tedy po jedné
noci ve tmé, kdy byla pohlavi oddélena a druhé noci ve tmé, kdy jiz byly ve treci nadrzi
spole¢né samci i samice bez prepazky.

Tridenni pobyt ve tiecich nadrzich pri oddéleném pohlavi prinesl lepsi vysledky ohledné
produktivity, ale tento zplsob ziskani jiker nebyl pro ryby vhodny. Vzhledem k mensi
velikosti nadrze, kterd nebyla vybavena filtraci, dochazelo k ob¢asnému thynu nékteré
z ryb. Proto byla tato varianta zavrZena.

Nejefektivnéjsi bylo oddéleni pohlavi ryb 1-2 tydny pi'ed planovanym tfenim v chovném
zarizeni ZEBTEC. Samickam se zacaly vice tvorit jikry a samci byli 1épe pripraveni ke tieni.
Timto zplisobem byla zvySena produktivita ryb a tiel se jich také vétsi pocet.

Vice se vytiraly ryby umisténé v nadrzich s umélymi rostlinami. Ke tfeni vSak dochazelo
i v nadrzich, které rostlinami opatfeny nebyly, ovSsem méné Casto.

Tab. 1: Uspésnost tfeni riiznych pomérd pohlavi ryb

Pomér pohlavi < . > . Procentualni
. Cetnost nasazeni Cetnost vytreni Ly v .
(samice:samec) uspésnost treni
1:2 25 5 20,0 %
2:2 7 1 14,3 %
2:3 19 3 15,8 %
2:4 5 3 60,0 %
3:3 7 6 85,7 %
3:4 22 12 54,5 %
4:4 16 2 12,5 %

NejcCastéji se trely ryby v poméru 3:3 (samice:samec) a to v 85,7 % piipadi nasazeni
tohoto poméru. Casté tieni bylo také pozorovano u poméru 2:4, které bylo tspésné v 60 %
pripadi. Vice jak 50% tspésnost vykazoval také pomér 3:4. Naopak nejméné se tiely ryby
v poméru pohlavi 4:4, pouze 12,5 % pripadl nasazenych v tomto poméru. Podobné malo
produktivni bylo nasazeni pomért 2:2 a 2:3 (viz Tab. 1).

Vyznamny byl také vék ryb pouzitych ke treni. Prilis mladé ryby ve véku kolem tfi mésici
se netrely témér vibec. Stejné tak prili$ staré ryby ve vyssim véku nez jeden a pul roku
nebyly dostate¢né produktivni, ale ke tfeni dochazelo. Nejvice se trely ryby ve véku okolo
jednoho roku.
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Test vlivu vymény vody ve vytiracich nadrzich za Cerstvou a teplejsi prinesl dobré
vysledky. Nékteré ryby se vytrely do nékolika minut po vyméné vody. K tomu dochazelo
predevsim v rannich a dopolednich hodinach, pozdéjsi vyména vody nepiinesla zadny
vyrazny efekt.

Pridané umeélé osvétleni zvysilo produktivitu taktéz piredevSim vrannich hodinach.
Testovani premisténi vytiracich nadrzi do vice proslunéné mistnosti neprineslo zadné
znatelné zlepSeni v produktivité ryb. Naopak se ryby vice tirely v deStivém nebo bourlivém
pocasi.

Pokus s vytiracimi mistickami umisténymi v chovném zarizeni byl aspésny. Béhem necelé
hodiny bylo nékolik misti¢ek naplnéno desitkami jiker. Pri opakovani pokusu po nékolika
dnech bylo treni také tispésné, ale jiz ne v takovém mnozstvi. ZaleZelo na aktualnim stavu
a vitalité ryb.

Testovani vhodné koncentrace hiebickového oleje k anestezii bylo zapocato koncentraci
0,020 ml/1. Do péti minut po vloZeni ryby do této lazné doslo ke zpomaleni pohybi a ryba
se drzela pri dné kadinky a neplavala. Po dalSich deseti minutach byl stav stile stejny.
Ryba byla navracena do Cisté vody a do dvou minut znovu normalné plavala. Nasledné
byla vystavena koncentraci 0,025 ml/l jind ryba stejné velikosti. Po jedné minuté zacala
plavat zrychlené, po dvou minutich prestala plavat a drzela se u dna. V dalSich
péti minutach ryba sice plavala, ale jiZz na boku a po celé kddince. Po osmi minutach
od vloZeni do 1azné zacala plavat dokola u dna kadinky. Po patnacti minutach plavani ryby
zpomalilo, zacaly se vyskytovat trhavé pohyby, ale k dostateCnym ucinkim anestezie
nedoslo a proto byla ryba presunuta do lazné s ¢istou vodou. Ryba se do péti minut vratila
do normalniho stavu. DalSi testovana koncentrace byla 0,030 ml/l. Po jedné minuté
v hiebickové lazni bylo u ryby pozorovano zmatené plavani po celé Kkadince.
Po dvou minutach zacala ryba plavat dokola u dna kadinky a byly zaznamenany trhavé
pohyby. Po tirech minutach se ryba zacala obracet na bok, ale stale plavala po celé kadince.
Po péti minutach jiz ryba prestavala plavat a jeji dychani se zpomalilo. Po osmi minutach
byl proveden pokus s vyjmutim ryby pomoci plastové 1zicky na Petriho misku, ale ryba
jesté vykazovala hodné pohybu, a proto byla vracena zpét do lazné. Po celkovych
deseti minutach od prvniho vlozeni do hirebickové lazné, prestala ryba plavat a stacela se
na bok nebo aZ brichem vzhlru. Po vyjmuti zlazné byla anestezie stile Ucinna
a po rychlém oplachnuti v ¢isté vodé a uloZeni na Petriho misku byly pozorovany pouze
nepatrné pohyby. Po vloZeni do kadinky s Cistou vodou zacala ryba do jedné minuty opét
normalné plavat, ale stale $la lehce chytit. Po ¢tyrech minutach se jiz vratila do normalniho
stavu a chyceni bylo obtizné stejné jako u vitalnich ryb bez anestezie. Koncentrace
0,030 mg/1 hrebickového oleje byla tedy urcena jako vhodnd pro anestezii dania
pruhovaného o bézné velikosti. Pro vétsi jedince je nutné vyuzit koncentraci 0,035 mg/l,
ale aZ po vyzkouseni ptisobeni niz$ich koncentraci. Doporuc¢ena minimalni doba ptsobeni
anestetik byla stanovena na deset minut. Ryba by se méla po vloZeni do Cisté vody vratit
do plivodniho stavu do péti minut.

Samotné testovani nasledné in vitro fertilizace bylo po nékolika netuspésnych pokusech
o ziskani jiker a mli¢i ukonceno zdlvodu bezpecnosti ryb. Jikry ani mli¢ci se nam
nepodarilo odebrat a tedy ani nasledné otestovat dalsi kroky in vitro fertilizace.
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6.3 Nasazeni desticek

Zpocatku byly ziskané jikry proplachovany jen malym mnozstvim fedici vody. Jelikoz vSak
dochazelo k velkému procentu zkoagulovani téchto jiker vétSinou do druhého dne, bylo
proplachovani jiker provadéno intenzivnéji. Ke zlepSeni vitality jiker a zabranéni
nadmeérné koagulace a zkresleni vysledkd byly nové ziskané jikry pred nasazenim
do mikrodesticek proplachnuty minimalné jednim litrem Cerstvé vody ziskané ze zarizeni
ZEBTEC.

Byl zkouSen riizny objem plnéni jamek mikrodesticek. Jako nejlepsi, s ohledem na ¢astecné
vyparovani a ztraty ptri manipulaci s jikrami, byl stanoven objem 2 ml roztoku testované
latky v jedné jamce.

6.4 Hodnoceni Kkritérii

Pro sledovani koagulace bilkovin nebylo zcela nutné pouziti stereomikroskopu, tento jev
byl pozorovatelny pouhym okem jako mlécné zakaleni jikry. Pii pozorovani oddéleni
ocasu od Zzloutkového vaku u embryi, ktera nevykazovala pohyb, bylo nutné zvétSeni
stereomikroskopu alespoii 20x. Pokud embrya nevykazovala spontanni pohyby a somity
nebyly dobfe patrné, bylo €asto nutné pro jejich pozorovani vétsi zvétSeni. Stejné tak i pri
pozorovani cCinnosti srdce. Vtakovém piipadé bylo velmi casté rozostieni obrazu
zplsobené pozorovanim primo vjamkach mikrodesticek. Ke kvalitnéjSimu pozorovani
bylo zapotiebi dobfe kombinovat zaostfovani a nastaveni zvétSeni predevsim se zménou
lomu svétla, ptipadné prisvicenim. Casto ani to nepomohlo ptedev$im z diivodu umisténi
jiker u stén jamek. V takovém pripadé bylo idedlnim feSenim premisténi jikry pomoci
pipety ¢i jiného sterilniho predmétu do stfedu jamky. Pokud ani tento krok nestacil
k dobrému zhodnoceni daného Kkritéria, pristoupilo se k piesunu jikry s malym mnozstvim
roztoku zjamky na malou Petriho misku pomoci sterilni pipety. Takto pripravené jikry
byly jiZ dobi'e pozorovatelné do detailu.

6.5 Vysledky FET testu pro 3,4-dichloranilin

6.5.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 2: Hodnoty fyzikalné-chemického méteni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testovaného 3,4-dichloranilinu stanovené na zacatku testu

Negativni Pozitivni 3,4-DCA

kontrola kontrola (5 mg/1)
pH 7,29 8,51 7,83
konduktivita (uS/cm) 621 628 757
tvrdost (mmol/I) 2,48 2,44 2,58
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,29 8,57 7,84

Testovany 3,4-dichloranilin o koncentraci 5 mg/l vykazoval hodnotu pH na zacatku
testovani 7,83. U této koncentrace byla nameérena konduktivita 757 uS/cm a nasyceni
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kyslikem 7,84 mg/] pri 24,8 °C, tedy 95,49 % nasyceni. Pomoci titratni metody byla
stanovena tvrdost na 2,58 mmol/l. Nasyceni kyslikem u negativni kontroly bylo na zac¢atku
testu 7,29 mg/1 pti 26,4 °C, tedy 91,58 % (viz Tab. 2).

6.5.2 Fyzikalné-chemické méreni na konci testu
Tab. 3: Hodnoty fyzikalné-chemického méreni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testovaného 3,4-dichloranilinu stanovené na konci testu

Negativni Pozitivni 3,4-DCA

kontrola kontrola (5 mg/1)
pH 7,59 7,96 7,71
konduktivita (uS/cm) 708 853 939
tvrdost (mmol/1) 2,38 2,87 2,58
nasyceni kyslikem (mg/1) 10,13 7,54 7,71

Hodnota pH u testovaného 3,4-dichloranilinu o koncentraci 5 mg/1 byla na konci testu
zméiena pomoci pH metru na 7,71. Konduktivita se pohybovala kolem 939 puS/cm.
Tvrdost byla stanovena titraci na 2,58 mmol/l a saturace kyslikem byla 7,71 mg/]
pri 25,6 °C, tedy 95,42 %. Nasyceni kyslikem u negativni kontroly bylo na konci testu
10,13 mg/1 pti 25,4 °C. Validace tedy byla v tomto ohledu v potadku (viz Tab. 3).

6.5.3 Preziti testovanych embryi

Tab. 4: Mortalita embryi v negativni a pozitivni kontrole a v jednotlivych koncentracich
testovaného 3,4-dichloranilinu (3,4-DCA)

" o L ve Pocet
Pocet Pocet zivych , .
L, , 3 mrtvych Mortalita
Testovana latka nasazenych embryi na ,
.. . embryi na v %
jiker konci testu ]
konci testu

Negativni kontrola 24 22 2 8,3
Pozitivni kontrola 20 11 9 45
1,0 mg/1 3,4-DCA 20 17 3 15,0
1,4 mg/1 3,4-DCA 20 15 5 25,0
1,9 mg/1 3,4-DCA 20 20 0 0,0
2,6 mg/13,4-DCA 20 13 7 35,0
3,6 mg/1 3,4-DCA 20 11 9 45,0
5,0 mg/1 3,4-DCA 20 3 17 85,0
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Nejvyssi mortalita byla zaznamenana u koncentrace 5,0 mg/1 3,4-dichloranilinu. Zde byla
1,9 mg/l. V této koncentraci uhynulo 0 % embryi. U vétSiny embryi v nejvyssi testované
koncentraci byl pozorovan edém srdce a absence cirkulace krve aortou (viz Priloha ¢. 2
a Priloha ¢. 3). U vSech embryi exponovanych nejvyssi koncentraci byla také pozorovana
absence spontannich pohybt. U koncentrace 2,6 mg/l byl edém srdce pozorovan u méné
nez poloviny embryi a byl také méné vyrazny. Tato embrya jiZ vykazovala spontanni
pohyby. Mortalita u pozitivni kontroly vysla na konci testu 45 %, tedy vyssi neZ dané
minimum k validaci (30 %). Preziti u negativni kontroly bylo 91,7 %. Validace tohoto testu
byla tedy s ohledem na mortalitu v negativni a pozitivni kontrole v poradku (viz Tab. 4).

Mortalita embryi pro 3,4-DCA
100 F —
— 19 N B =
g 0 0 0 - ,
= 80 Sk e &+ 4 —®—Negativnikontrola
3 -y T T m

5 o — :
s 50 —de—1,4 mg/|
2 40
] 30 1 9 mg;’l
]
g 20 ——2,6mg/l
& 10

0 : : : . =0=3,6 mg/|

0 24 48 72 96 5mg/!
Cas [h]

Graf 1: Preziti testovanych embryi v 3,4-dichloranilinu (3,4-DCA) v zavislosti na case
v porovnani s negativni kontrolou

Béhem prvnich 24 hodin vystaveni jiker 3,4-dichloranilinu byla Umrtnost ve vsech
koncentracich testované latky i v negativni kontrole podobna. Po 24 hodindch expozice
Klesl pocet zivych embryi u vSech koncentraci kromé koncentrace 1,9 mg/l, kde ziistala
nulova mortalita az do konce testu. U ostatnich koncentraci vyjma 3,6 mg/l a 5 mg/l se
ustalila imrtnost jiZ po 24 hodinach a dale se nezvySovala. U koncentrace 3,6 mg/1 doslo
ke zméné po 72 hodinach expozice a pocet Zivych embryi Kklesl pod 60 %. Vyraznéjsi
negativni plsobeni testované latky nastalo pri del$i expozici predevSim u koncentrace
5mg/l, kde po 48 hodinach expozice Kkleslo procento Zivych embryi pod 50 %,
po 72 hodinach pod 30 % a na konci testu bylo Zivych pouze 25 % embryi (viz Graf 1).
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Graf 2: Krivka zavislosti mortality na davce 3,4-dichloranilinu ziskana v programu ToxRat
Professional Version 3.2.1

Krivka zavislosti mortality embryi na koncentraci testovaného 3,4-dichloranilinu zietelné
ukazuje zvySujici se mortalitu embryi pii rostouci koncentraci. Jedinou odchylku
zplsobuje nulova mortalita v koncentraci 1,9 mg/1 (viz Graf 2).

6.5.4 Vykuleni
Tab. 5: Vykuleni embryi v ¢ase v zavislosti na koncentraci 3,4-dichloranilinu (3,4-DCA)

1,0 1,4 1,9 2,6 3,6 5,0

mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1
3,4-DCA 3,4-DCA 3,4-DCA 3,4-DCA 3,4-DCA 3,4-DCA

Doba od Neg.
oplozeni  Kontr.

48 hod 0 0 0 0 0 0 0
72 hod 21 17 15 19 13 12 3
96 hod 22 17 15 20 13 12 3

V negativni kontrole se do konce testu vylihlo (nebo tzv. vykulilo) 22 embryi
z 24 nasazenych a 22 prezivSich. Vykuleni u negativni kontroly tedy bylo 91,7 %, coz
potvrzuje validitu testu. Nejméné embryi se vykulilo vkoncentraci 5,0 mg/l 3,4-
dichloranilinu, konkrétné tii embrya z 20 nasazenych a tri prezivsich. 100% vykuleni bylo
zaznamendano u koncentrace 1,9 mg/l 3,4-dichloranilinu, kde bylo na konci testu vykuleno
vSech 20 nasazenych jiker (viz Tab. 5).
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6.5.5 Vysledné hodnoty toxicity pro 3,4-dichloranilin
Tab. 6: Hodnoty toxicity pro 3,4-dichloranilin ziskané pomoci FET testu (95% interval
spolehlivosti)

Vyjadireni Toxické koncentrace

toxicity (mg/1)
LC1o 1,481
LC2o 2,005
LCso 3,581
LOEC 3,600
NOEC 2,600

Hodnota LCso pro 3,4-dichloranilin pfi 96hodinové expozici byla pomoci FET testu

vV

statisticky vyznamné acinky (LOEC) byla stanovena na 3,600 mg/l. Naopak koncentrace
bez pozorovaného statisticky vyznamného tu¢inku (NOEC) vysla 2,600 mg/1 (viz Tab. 6).

6.6 Vysledky FET testu pro dichroman draselny

6.6.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 7: Hodnoty fyzikalné-chemického méreni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testovaného dichromanu draselného

Dichroman
Negativni Pozitivni draselny
kontrola kontrola (180 mg/1)
pH 7,88 6,78 6,32
konduktivita (uS/cm) 804 598 789
tvrdost (mmol/I1) 2,40 0,31 2,50
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,41 7,60 7,62

Hodnota pH pro dichroman draselny o nejvyssi testované koncentraci 180 mg/1 byla
na zacatku testu stanovena na 6,32. Konduktivita byla zmétrena na hodnotu 789 puS/cm.
Tvrdost byla titraci stanovena na 2,50 mmol/l a saturace kyslikem byla 7,62 mg/l
pti 25,9 °C, tedy 94,78 %. U negativni kontroly byla na pocatku testu hodnota nasyceni
kyslikem 7,41 mg/1 pti 26,3 °C, tedy 92,86 % (viz Tab. 7).
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6.6.2 Fyzikalné-chemické méreni na konci testu

Tab. 8: Hodnoty fyzikalné-chemického méreni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi

koncentrace testovaného dichromanu draselného stanovené na konci testu

., e, Dichroman
Negativni Pozitivni j
kontrola kontrola draselny
(180 mg/1)
pH 8,04 7,24 6,59
konduktivita (uS/cm) 1054 209 805
tvrdost (mmol/1) 2,58 0,10 2,56
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,49 7,56 7,41

Dichroman draselny o koncentraci 180 mg/l vykazoval na konci testu pH 6,59.
Konduktivita byla zméfena na 805 pS/cm. Tvrdost byla stanovena na 2,56 mmol/l
a nasyceni kyslikem bylo 7,41 mg/] pti 24,4 °C, tedy 89,60 %. U negativni kontroly bylo
nasyceni kyslikem zmétreno na hodnotu 7,49 mg/1 pti 23,6 °C, tedy 89,17 %. Validace testu
byla tudiz v potradku. Stejné kritérium bylo méreno také u pozitivni kontroly a vysledkem

byla hodnota 7,56 mg/1 (viz Tab. 8).

6.6.3 Preziti testovanych embryi

Tab. 9: Mortalita embryi v negativni a pozitivni kontrole a v jednotlivych koncentracich

testovaného dichromanu draselného (DD)

. « oy wes Pocet
Pocet Pocet zivych i .
L, , 3 mrtvych Mortalita
Testovana latka nasazenych embryi na ,
. . embryi na v %
jiker konci testu .
Kkonci testu

Negativni kontrola 24 22 2 8,3
Pozitivni kontrola 20 0 20 100,0
80 mg/1 DD 20 14 6 30,0
100 mg/1 DD 20 13 7 35,0
120 mg/1 DD 20 14 6 30,0
140 mg/1 DD 20 15 5 25,0
160 mg/1 DD 20 16 4 20,0
180 mg/1 DD 20 2 18 90,0
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Nejvyssi mortalita embryi u testované latky byla pozorovana u koncentrace 180 mg/l.
pro koncentraci 160 mg/1 dichromanu draselného. U pozitivni kontroly byla na konci testu
stanovena mortalita 100 %, tedy byl test v poradku zvalidovan. Mortalita u negativni
kontroly byla 8,3 %. Validace testu probéhla i v tomto ohledu bez problému (viz Tab. 9).

Mortalita embryi pro DD

100
— L < <
S 90
= 80 1— ' —#—Negativnikontrola
= 70 4
-E 60 ——30 mg/!
@
£ 50 —4—100 mg/|
> 40
N30 120 mg/I
3 20
8 =140 mg/|
a 10
0 : : : . =0=160 mg/I
0] 24 48 72 96 180 mg/l

Cas [h]

Graf 3: Preziti testovanych embryi v dichromanu draselném (DD) v zavislosti na cCase
v porovnani s negativni kontrolou

Mortalita se béhem 24hodinovych intervali u koncentraci 80 mg/l, 100 mg/], 120 mg/],
140 mg/l a 160 mg/l dichromanu draselného vyrazné nezvysovala. OdliSny pribéh
vykazovala mortalita u koncentrace 180 mg/l, kterd se s postupujicim casem vyrazné
zvySovala. Na konci testu prezilo v této koncentraci pouze 10 % embryi (viz Graf 3).

« Data
— Function I

9% Mortality

Dase [mall]

Graf 4: Krivka zavislosti mortality na koncentraci dichromanu draselného ziskana
z programu ToxRat Professional Version 3.2.1
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Krivka zavislosti mortality na koncentraci dichromanu draselného vykazuje velky nartst
diky mortalité embryi v koncentraci 180 mg/], kterd oproti niz§im koncentracim prudce
vzrostla (viz Graf 4).

6.6.4 Vykuleni
Tab. 10: Vykuleni embryi v ¢ase v zavislosti na koncentraci dichromanu draselného (DD)

100 120 140 160 180
Doba od Neg. 80 mg/1
oplozeni kontr DD mg/1 mg/l mg/1 mg/1 mg/1
p ' DD DD DD DD DD
48 hod 17 3 0 0 1 0 0
72 hod 20 13 12 8 6 4 2
96 hod 20 15 13 10 7 4 2

V negativni kontrole bylo na konci testu vykuleno 20 embryi z24 nasazenych
a 22 prezivsich. Vykuleni tedy bylo procentualné 91,7 %, Cili vyssi neZ 80 %, které je
hranici pro validaci testu. Pouze dvé vykulena embrya byla pozorovana na konci testu
v koncentraci 180 mg/1. Naopak nejvyssi mira vykuleni byla zaznamenana u koncentrace
80 mg/l a to poctem 15 vykulenych embryi z 20 nasazenych a 14 prezivSich embryi
(viz Tab. 10),

6.6.5 Vysledné hodnoty toxicity pro dichroman draselny
Tab. 11: Hodnoty toxicity pro dichroman draselny ziskané pomoci FET testu (95% interval
spolehlivosti)

Vyjadireni Toxické koncentrace

toxicity (mg/1)
LC1o -
LC2o 91,643
LCso 185,721
LOEC 180,000
NOEC 160,000

Hodnota LCso pro dichroman draselny byla pomoci FET testu ptri 96hodinové expozici
stanovena na 185,721 mg/l. Hodnota LCz vysla 91,643 mg/l. LOEC byla stanovena
na 180 mg/l1 a NOEC na 160 mg/1 (viz Tab. 11).
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6.7 Vysledky FET testu pro Acid Yellow 25

6.7.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 12: Hodnoty fyzikalné-chemického méfeni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testované latky Acid Yellow 25 na zacatku testu

Negativni Pozitivni Acid Yellow 25

kontrola kontrola (100 mg/1)
pH 7,84 7,78 7,69
konduktivita (uS/cm) 625 249 637
tvrdost (mmol/I) 2,38 2,33 2,37
nasyceni Kyslikem (mg/1) 8,13 8,59 8,28

Hodnota pH pro nejvyssi koncentraci testované barvy Acid Yellow 25 (100 mg/1) byla
stanovena na zacatku testu na 7,69. Konduktivita byla 637 uS/cm a saturace kyslikem
8,28 mg/l pri 22,3 °C, tedy 96,06 %. Tvrdost byla stanovena pomoci titrace
na 2,37 mmol/l. U negativni kontroly se nasyceni kyslikem pohybovalo kolem 8,13 mg/1
pri 22,6 °C, tedy 94,98 % (viz Tab. 12).

6.7.2 Fyzikalné-chemické méreni na konci testu
Tab. 13: Hodnoty fyzikalné-chemického méteni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testované latky Acid Yellow 25 stanovené na konci testu

Negativni Pozitivni Acid Yellow 25

kontrola kontrola (100 mg/1)
pH 7,82 7,67 7,68
konduktivita (uS/cm) 711 824 718
tvrdost (mmol/1) 2,47 2,42 2,49
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,89 7,87 7,81

Hodnota pH zmérena pro latku Acid Yellow 25 o koncentraci 100 mg/1 na konci testu byla
7,68. U stejné koncentrace této latky byla stanovena konduktivita 718 puS/cm a nasyceni
kyslikem 7,81 mg/1 pri 22,2 °C, tedy 90,50 %. Tvrdost byla stanovena na 2,49 mmol/l.
Hodnota saturace kyslikem u negativni kontroly byla 7,89 mg/l pri 22,2 °C, tedy
procentualné 91,43 %. Validace testu byla tedy v tomto ohledu v poradku (viz Tab. 13).
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6.7.3 Preziti testovanych embryi

Tab. 14: Mortalita embryi v negativni a pozitivni kontrole a v jednotlivych koncentracich
testované latky Acid Yellow 25 (AY 25)

" v e Pocet
Pocet Pocet Zivych i )
L, , , mrtvych Mortalita
Testovana latka nasazenych embryi na ,
.. . embryi na v %
jiker konci testu .
Kkonci testu

Negativni kontrola 24 23 1 4,2
Pozitivni kontrola 20 6 14 70
6 mg/1 AY 25 20 17 3 15,0
12,5 mg/1 AY 25 20 13 7 35,0
25mg/l AY 25 20 6 14 70,0
50 mg/l1 AY 25 20 3 17 85,0
100 mg/1 AY 25 20 0 20 100,0

Nejvyssi mortalita embryi vtestované barvé Acid Yellow 25 byla zaznamenana
u koncentrace 100 mg/l. Mortalita byla pri této koncentraci 100 %. Naopak u koncentrace
6 mg/l této latky byla mortalita pouze 15 %. V pozitivni kontrole byla mortalita 70 %
a v negativni kontrole 4,2 %. Tento test byl tedy s ohledem na mortalitu v kontrolnich
vzorcich validni (viz Tab. 14).

Mortalita embryi pro AY 25
100 _ _ _ _
SISO NN = = =
3 N\,
_g 70 \ e - e A —4— Negativni kontrola
S A\ ——5mg/
£ a0\
g 40 & — —4—12,5mg/!
i~ o —
3 ;g \\ T —=<=25mg/l
& 10 S ——=50 mg/|
0 S —— - -
) —®—100 mg/!
0 24 48 72 96
Cas [h]

Graf 5: Preziti testovanych embryi v roztocich latky Acid Yellow 25 (AY 25) v zavislosti na
Case v porovnani s negativni kontrolou
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Pocet zivych embryi u negativni kontroly byl po 24 hodinach inkubace vyssi nez 95 %.
Tento stav zlstal nezménény aZ do konce testu a jeho validita tak byla v poradku. Stejny
neménny pribéh byl pozorovan i u koncentrace 6 mg/1 latky Acid Yellow 25, kde byla
mortalita po celou dobu ustdlena na 15 %. V koncentraci 12,5 mg/] se mortalita ustalila
na hodnoté 35 %. V koncentraci 25 mg/1 byla mortalita po 24, 48 i 72 hodinach expozice
65 %, po 96 hodinach se zvysila na 70 %. V koncentraci 50 mg/1 byla stanovena mortalita
po 24hodinové expozici na 80 %, dale béhem testu vzrostla na 85 %. U koncentrace
100 mg/1 byla mortalita po 24 hodinach expozice 95 %, po 48 hodinach vzrostla na 100 %
(viz Graf 5).

« Data
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Graf 6: Krivka zavislosti mortality na davce latky Acid Yellow 25 ziskana z programu
ToxRat Professional Version 3.2.1

Krivka zavislosti uc¢inku na davce latky Acid Yellow 25 idedlné vyjadruje zvysSujici se
mortalitu s rostouci koncentraci bez jakychkoliv vyraznych odchylek (viz Graf 6).

6.7.4 Vykuleni
Tab. 15: Vykuleni embryi v ¢ase v zavislosti na koncentraci latky Acid Yellow 25 (AY 25)

Doba od Neg. 6mg/l1 12,5mg/1 25mg/l 50mg/1 100 mg/1
oplozeni kontr. AY 25 AY 25 AY 25 AY 25 AY 25
48 hod 1 0 0 0 0 0

72 hod 19 5 3 4 0 0

96 hod 23 16 12 6 3 0

V negativni kontrole bylo na konci testu zaznamendno 23 vykulenych embryi

embryi v koncentrac¢ni radé testované latky Acid Yellow 25 se vyskytovalo v koncentraci
6 mg/1. Zde bylo vykuleno 16 embryi z 20 nasazenych a 17 Zivych. Naopak nulové vykuleni
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bylo pozorovano u koncentrace 100 mg/l, kde z 20 nasazenych nepreZilo Zddné embryo
a zadné se nevykulilo (viz Tab. 15).

6.7.5 Vysledné hodnoty toxicity pro Acid Yellow 25
Tab. 16: Hodnoty toxicity pro Acid Yellow 25 ziskané pomoci FET testu (95% interval
spolehlivosti)

Vyjadireni Toxické koncentrace

toxicity (mg/1)
LC1o 5,954
LC2o 8,653
LCso 17,687
LOEC 12,500
NOEC 6,000

Pomoci FET testu pri 96hodinové expozici latky Acid Yellow 25 byla stanovena hodnota
LC10 5,954 mg/], hodnota LCy vysla 8,653 mg/1 a hodnota LCso byla 17,687 mg/1. Hodnota
LOEC byla ur¢ena na 12,5 mg/1 a NOEC na 6,0 mg/1 (viz Tab. 16).

6.8 Vysledky FET testu pro Reactive Yellow 85

6.8.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 17: Hodnoty fyzikalné-chemického méteni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testované latky Reactive Yellow 85

Negativni Pozitivni Reactive Yellow

kontrola kontrola 85 (100 mg/1)
pH 7,98 8,46 7,87
konduktivita (uS/cm) 939 630 758
tvrdost (mmol/1) 2,45 2,42 2,32
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,72 8,43 7,26

Pro nejvyssi koncentraci testované barvy Reactive Yellow 85 (100 mg/l) bylo naméteno
pH 7,87. Konduktivita byla stanovena na 758 pS/cm a tvrdost na 2,32 mmol/l. Nasyceni
kyslikem se pohybovalo kolem 7,26 mg/l pti 23,5 °C, procentudlné tedy 86,22 %.
U negativni kontroly byl naméren obsah kysliku 7,72 mg/l pti 22,8 °C, tedy 90,50 %
(viz Tab. 17).
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6.8.2 Fyzikalné-chemické méreni na konci testu
Tab. 18: Hodnoty fyzikalné-chemického méteni u pozitivni a negativni kontroly a nejvyssi
koncentrace testované latky Reactive Yellow 85 stanovené na konci testu

Negativni Pozitivni Reactive Yellow

kontrola kontrola 85 (100 mg/1)
pH 7,71 7,81 7,74
konduktivita (uS/cm) 722 1157 758
tvrdost (mmol/1) 2,58 2,99 2,46
nasyceni kyslikem (mg/1) 7,13 7,11 6,96

Hodnota pH u barvy Reactive Yellow 85 o koncentraci 100 mg/1 byla na konci testu 7,74.
Konduktivita u téZe koncentrace byla 758 uS/cm. Tvrdost byla stanovena na 2,46 mmol/l
a nasyceni kyslikem bylo zméfeno na 6,96 mg/1 pti 24,2 °C, procentualné tedy 80,60 %.
Saturace kyslikem byla u negativni kontroly 7,13 mg/1 pti 24,0 °C, tedy 85,59 %. Validace
testu byla v tomto sméru v poradku (viz Tab. 18).

6.8.3 Preziti testovanych embryi
Tab. 19: Mortalita embryi v negativni a pozitivni kontrole a v jednotlivych koncentracich
testované latky Reactive Yellow 85

" P Pocet
Pocet Pocet Zivych i )
A , , mrtvych Mortalita
Testovana latka nasazenych  embryina i
.. . embryi na v %
jiker konci testu .
konci testu

Negativni kontrola 24 22 2 8,3
Pozitivni kontrola 20 6 14 70
1 mg/1 RY 85 20 18 2 10,0
5 mg/1 RY 85 20 18 2 10,0
10 mg/1 RY 85 20 18 2 10,0
25 mg/1 RY 85 20 19 1 5,0
50 mg/1 RY 85 20 17 3 15,0
100 mg/1 RY 85 20 18 2 10,0
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U koncentrace 50 mg/l testované latky Reactive Yellow 85 byla zaznamenana nejvyssi

svvs

koncentraci 25 mg/1. V pozitivni kontrole vysla mortalita na konci testu 70 % a v negativni
kontrole 8,3 %. Validace testu tedy probéhla v poradku (viz Tab. 19).

Mortalita embryi pro RY 85

100 B
X 95 \\ .
g \ - ;:\ _ =#—Negativnikontrola
-g 90 +——1 ar . B = lmg,f’l
L)
< 85 5mg/l
2
i 80 =10 mg/I
by
8 75 #=25mg/I
(=%

70 : : : . 50 mg/l

0 24 48 72 96 100 mg/|
Cas [h]

Graf 7: Preziti testovanych embryi v roztocich latky Reactive Yellow 85 v zavislosti na Case
v porovnani s negativni kontrolou

Pocet zivych embryi se v negativni kontrole po 24 hodinach inkubace ustalil na 91,7 %,
test byl tedy validni. U koncentrace 1 mg/l a 5 mg/l testované latky Reactive Yellow 85
byla mortalita 10 % béhem celého testu. V koncentraci 10 mg/]l byla po 24 hodinach
expozice mortalita nulova, po 48 hodinach vzrostla na 5 % a na konci testu byla stanovena
na 10 %. U koncentrace 25 mg/] byla mortalita po celou dobu testu 5 %. U koncentrace
50 mg/l byla po 24 a 48 hodindch expozice pozorovana 10% mortalita, kterd se v
nésledujicich dnech zvysila na 15 %. U nejvyssi koncentrace (100 mg/1) testované latky
byla po celou dobu testu mortalita ustalena na 10 % (viz Graf 7). Vzhledem k nizké toxicité
latky nelze interpretovat vypovidajici graf zavislosti mortality na davce.

6.8.4 Vykuleni

Tab. 20: Vykuleni embryi v case v zavislosti na koncentraci latky Reactive Yellow 85
(RY 85)

100
Dobaod Negativni 1mg/l 5mg/l 10mg/l1 25mg/l 50 mg/l

1
oplozeni kontrola RY85 RY85 RY85 Rvyss Ryss 18/

RY 85
48 hod 0 0 0 0 0 0 0
72 hod 14 18 18 18 18 10 4
96 hod 22 18 18 18 19 17 11
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Na konci testu bylo v negativni kontrole vykuleno 22 embryi z 24 nasazenych a 22 Zijicich.
Test byl tedy vtomto ohledu validni. Nejvice vykulenych embryi bylo zaznamenano
v koncentraci 25 mg/l1 latky Reactive Yellow 85. V této koncentraci se vykulilo 19 embryi
z 20 nasazenych a 19 zijicich. Nejméné vykulenych embryi bylo pozorovano v koncentraci
100 mg/l s poctem 11 vykulenych z 20 nasazenych a 18 Zivych embryi na konci testu

(viz Tab. 20).

6.8.5 Vysledné hodnoty toxicity pro Reactive Yellow 85
Tab. 21: Hodnoty toxicity pro Reactive Yellow 85 ziskané pomoci FET testu (95% interval
spolehlivosti)

Vyjadireni Toxické koncentrace

toxicity (mg/1)
LC1o -
LC2o -
LCso -
LOEC >100,000
NOEC >=100,000

Hodnoty LCio, LC20 a LCs0 nebylo mozné vzhledem k nizké toxicité latky Reactive Yellow 85
pomoci FET testu stanovit, jedna se tedy o koncentrace vys$si nez 100 mg/l. Taktéz LOEC
a NOEC byly tudiZ pro tuto latku vétsi nez 100 mg/1 (viz Tab. 21).

6.9 Vysledky testu akutni toxicity na rybach pro Acid Yellow 25

6.9.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 22: Hodnoty fyzikdlné-chemického meéreni u deionizované a zredovaci vody
na zacatku testu

Deionizovana Zired'ovaci voda
voda
pH 6,1 8,08
konduktivita (uS/cm) 0,98 nestanovuje se
tvrdost (mmol/I) nestanovuje se 2,33
nasyceni Kkyslikem (mg/1) nestanovuje se 7,35

60



Deionizovana voda, ktera byla vyuZzita k michani vSech roztokii, méla na pocatku testu
hodnotu pH 6,1. Konduktivita byla zmérena na 0,98 puS/cm. Namichana zred'ovaci voda
meéla pH 8,08. Tvrdost byla stanovena na hodnotu 2,33 mmol/l a nasyceni kyslikem
na 7,35 mg/1 (viz Tab. 22).

6.9.2 Fyzikalné-chemické méreni v priibéhu testu

Tab. 23: Koncentrace rozpusténého kysliku a teplota prostredi u jednotlivych koncentraci
testované latky Acid Yellow 25 (AY 25) a u negativni kontroly v pribéhu testu akutni
toxicity na rybach

Koncentrace Koncentrace (;( oncentr'flce, Tepl
02v100 mg/1 02v 50 mg/1 Zl‘ionl:!t?'?)?evm pros:fl')e:ﬁ%)
AY 25 (mg/1) AY 25 (mg/1) (mg/l)

0 hod 7,87 7,52 7,35 20,6

24 hod 7,64 7,48 7,39 20,6

48 hod 7,32 7,01 6,85 20,0

72 hod 7,35 7,38 7,22 20,3

96 hod 7,34 7,32 7,09 20,2

Nasyceni kyslikem u koncentrace 100 mg/l latky Acid Yellow 25 se béhem testu
pohybovalo vrozmezi 7,32 - 7,87 mg/l. U koncentrace 50 mg/1 téZe latky bylo rozmez{
7,01 - 7,52 mg/l. Vnegativni kontrole se saturace kyslikem pohybovala v hodnotach
6,85 - 7,39 mg/l. Teplota prostiedi byla béhem celého testu 20,0 - 20,6 °C (viz Tab. 23).

Tab. 24: Hodnoty pH pro jednotlivé koncentrace testované latky Acid Yellow 25 (AY 25)
a pro negativni kontrolu v priibéhu testu akutni toxicity na rybach

T nvsumgnavzs P
0 hod 7,79 7,83 8,08
24 hod 7,75 7,66 7,64
48 hod 7,70 7,66 7,74
72 hod 7,88 7,81 7,76
96 hod 7,73 7,32 7,79

Hodnota pH se u koncentrace 100 mg/1 latky Acid Yellow 25 béhem testu pohybovala
vrozmezi 7,70 - 7,88. U koncentrace 50 mg/1 téZe latky byly naméreny hodnoty pH 7,32 -
7,83. Negativni kontrola méla pH v rozmezi 7,64 - 8,08 béhem celého testu (viz Tab. 24).

61



6.9.3 Mortalita ryb v testu akutni toxicity
Tab. 25: Pocet zivych ryb vrlznych koncentracich latky Acid Yellow 25 (AY 25)
a v negativni kontrole v priibéhu testu s poc¢atecnim poctem sedm ryb v jedné koncentraci

Pocet Zivych ryb Potet Zivych ryb Poie;eigigicvl;y‘)
v 100 mg/1 AY 25 v 50 mg/1AY 25 kontrole

2 hod 7 7 ’

24 hod 7 7 ’

48 hod 7 7 ’

72 hod 7 7 ’

96 hod 7 7 ’

Na pocatku testu bylo do koncentrace 100 mg/1 latky Acid Yellow 25 nasazeno sedm ryb.
Na konci testu bylo napocitano sedm Zivych ryb bez jakychkoli abnormalit v chovani
i ve vzhledu. Stejné vysledky, tedy nulova mortalita a Zddné abnormality, byly odecteny
i u koncentrace 50 mg/1 tézZe latky a u negativni kontroly (viz Tab. 25).

6.9.4 Vysledné hodnoty toxicity pro Acid Yellow 25
Tab. 26: Vysledné hodnoty akutni toxicity pro Acid Yellow 25

Vyjadireni  Toxické davky

toxicity (mg/1)
LCso >100,000
LOEC >100,000
NOEC >100,000

JelikoZ byla mortalita nulova pro vSechny testované koncentrace latky Acid Yellow 25,
LCso ziskana pomoci testu akutni toxicity na rybach druhu Poecilla reticulata byla s 99%
jistotou stanovena na hodnotu vétsi nez 100 mg/1 (viz Tab. 26).

6.9.5 Validace testu akutni toxicity na rybach pro Acid Yellow 25
K validaci testu musely byt splnény nasledujici podminky:

7

¢V negativni kontrole byla mortalita nulova.
% Béhem testu byly udrzovany konstantni podminky.

% Saturace kyslikem pro koncentraci 100 mg/l latky Acid Yellow 25 se snizila
maximalné na 81,2 %. Pro koncentraci 50 mg/] testované latky bylo maximalni
snizeni na hodnoté 77,72 %. Nasyceni kyslikem se u negativni kontroly maximalné
sniZilo na hodnotu 75,94 %.
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Validace testu tedy ve vSech ohledech probéhla v poradku.

6.10 Vysledky testu akutni toxicity na rybach pro Reactive
Yellow 85

6.10.1 Fyzikalné-chemické méreni na zacatku testu
Tab. 27: Hodnoty fyzikdlné-chemického meéreni u deionizované a zredovaci vody
na zacatku testu

Deionizovana Zired'ovaci voda
voda
pH 6,1 8,08
konduktivita (uS/cm) 0,98 nestanovuje se
tvrdost (mmol/1) nestanovuje se 2,33
nasyceni kyslikem (mg/1) nestanovuje se 7,35

Vtestu bylo pracovano s deionizovanou vodou, jejiZz pH bylo stanoveno na 6,1
a konduktivita byla zmérena na 0,98 uS/cm. Zred'ovaci voda, kterda byla vyuzita jako
negativni kontrola a k fedéni zasobniho roztoku testované latky, méla pH 8,08. Tvrdost
byla stanovena pomoci titrace na 2,33 mmol/l a koncentrace kysliku byla 7,35 mg/1
(viz Tab. 27).

6.10.2 Fyzikalné-chemické méreni v priabéhu testu

Tab. 28: Koncentrace rozpusténého kysliku a teplota prostredi u jednotlivych koncentraci
testované latky Reactive Yellow 85 (RY 25) a u negativni kontroly v priibéhu testu akutni
toxicity na rybach

Koncentrace O
Koncentrace O; Koncentrace O;

v negativni Teplota
v 1;;0 (Ei;ll)RY v gg ?:fg/ }II){Y koftrole prostfl')edi (°Q)
(mg/1)
0 hod 7,67 7,57 7,35 20,6
24 hod 7,65 7,55 7,39 20,6
48 hod 7,03 7,04 6,85 20,0
72 hod 7,41 7,24 7,22 20,3
96 hod 7,18 7,13 7,09 20,2
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Nasyceni kyslikem se u latky Reactive Yellow 25 béhem testu pohybovalo vrozmezi
7,03 - 7,67 mg/l. U koncentrace 50 mg/l testované latky bylo zméreno rozmezi
7,04 - 7,57 mg/l. Hodnoty kysliku v negativni kontrole byly stanoveny na 6,85 - 7,39 mg/1.
Teplota prostredi, ve kterém byly umistény nadoby s testovanymi organismy v danych
roztocich, se pohybovala v rozmezi 20,0 - 20,6 °C (viz Tab. 28).

Tab. 29: Hodnoty pH pro jednotlivé koncentrace testované latky Reactive Yellow 85
(RY 85) a pro negativni kontrolu v priibéhu testu akutni toxicity na rybach

0 hod 7,96 8,00 8,08
24 hod 7,83 7,75 7,64
48 hod 7,74 7,79 7,74
72 hod 7,75 7,76 7,76
96 hod 7,85 7,82 7,79

Hodnoty pH latky Reactive Yellow 85 o koncentraci 100 mg/1 se béhem testu pohybovaly
vrozmezi 7,74 - 7,96. U koncentrace 50 mg/1 téZe latky byly hodnoty pH v rozmezi 7,75 -
8,00. Hodnoty pH vrozmezi 7,74 - 8,08 byly naméfeny v priibéhu testu u negativni
kontroly (viz Tab. 29).

6.10.3 Mortalita ryb v testu akutni toxicity
Tab. 30: Pocet zZivych ryb vriznych Kkoncentracich latky Reactive Yellow 85 (RY 85)
a v negativni kontrole v pribéhu testu s po¢atecnim poctem sedm ryb v jedné koncentraci

Pocet zivychrybve  Pocet zivych ryb Po‘éleltei i;f:::I;Yb
100 mg/1 RY 85 v 50 mg/IRY 85 koftrole
2 hod 7 7 ’
24 hod 7 7 ’
48 hod 7 7 ’
72 hod 7 7 ’
96 hod 6 7 ’

Na pocatku testu bylo do vSech roztoki vloZeno po sedmi kusech zivych ryb. Na konci
testu bylo u koncentrace 100 mg/1 latky Reactive Yellow 85 napocitano Sest Zivych ryb.
U koncentrace 5 mg/l téZe latky a u negativni kontroly bylo i na konci testu sedm Zivych
ryb a mortalita byla tedy nulova (viz Tab. 30).
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6.10.4 Vysledné hodnoty toxicity pro Reactive Yellow 85
Tab. 31: Vysledné hodnoty akutni toxicity pro Reactive Yellow 85

Vyjadireni  Toxické davky

toxicity (mg/1)
LCso >100,000
LOEC >100,000
NOEC >100,000

Vzhledem k nizké mortalité bylo LCso pro latku Reactive Yellow 85 stanoveno na hodnotu
vét$i nez 100 mg/l. Uhyn jedné ryby vkoncentraci 100 mg/l na Kkonci testu nebyl
povazovan za vyznamny, jelikoZ je takova hodnota mortality povolena i pro negativni

kontrolu (viz Tab. 31).

6.10.5 Validace testu akutni toxicity na rybach pro Reactive Yellow 85

K validaci testu byly splnény nasledujici podminky
% V negativni kontrole byla mortalita nulova.

¢ Béhem testu byly udrzovany konstantni podminky.

% Nasyceni kyslikem u koncentrace 100 mg/1 latky Reactive Yellow 85 se snizilo
maximalné na 77,94 %. Pro koncentraci 50 mg/1 téZe latky bylo maximalni sniZeni
na hodnoté 78,05 %. U negativni kontroly se saturace kyslikem béhem testu

maximalné snizila na 75,94 %.

Validace testu tedy ve vSech bodech probéhla v poradku.

65



7 Diskuze

7.1 Chov testovaného organismu

Kchovu ryb bylo vyuzivano chovné zarizeni ZEBTEC BENCHTOP, které bylo velmi
vyhodné z hlediska kontroly kvality vody a jejich fyzikalné-chemickych parametri. Chovné
zarizeni bylo vhodneé prostorové uspoiadané, dobie tedy slouzilo k oddélovani skupin ryb
rizného stari a kjejich naslednému rozdélovani podle pohlavi. Ryby se zjednotlivych
nadrzi dobfte lovily diky absenci vegetace a dalSiho materialu a mensim rozmértim nadrze
oproti klasickym chovnym akvariim. Negativné bych na tomto zarizeni hodnotila
manipulaci s jednotlivymi nadrzemi. Béhem jejich pifenosu pomérné casto dochazelo
k vytékani vody zodvodnych trubic. Jako dalS$i negativum tohoto zarizeni shleddvam
absenci osvétleni nadrzi. ZEBTEC tuto problematiku tesi pouze doporucenim minimalni
intenzity svétla (54+350 Lux) na povrchu vody v chovném zarizeni (TECNIPLAST 2014).

Béhem vyzkumu byl zjiStén dominantni vliv krmeni ryb na jejich vitalitu a produktivitu.
Ryby, které byly krmeny pouze suSenym krmivem, velmi Casto vibec nevykazovaly
zietelny pohlavni dimorfismus ve zbarveni ani ve velikosti. Samicim se dostatecné
netvorily jikry a z toho diivodu nemély zvétSena biiska a pokusy o tieni nebyly uspésné.
Po ptidani mrazeného krmiva pestrého slozeni (Zabronozky, niténky, dafnie ¢i patentky)
nékolikrat tydné se zvyraznil pohlavni dimorfismus ryb a zlepSila se produktivita tfeni.
Pro uspésné ziskani jiker potrebnych pro testovani je tedy nutné co nejvérohodnéji
napodobovat prirozené podminky ryb nejen kvalitou vody, ale také brat v potaz jejich
vSezravost (VERHOEF 1998, SCHMITZ 1999, HIERONIMUS 2012). Potvrdilo se tedy,
Ze strava musi byt opravdu pestra, ale ryby naopak nesmime ani prekrmovat (STERBA
1972, WESTERFIELD 2000). TaktéZ bylo ddno za pravdu tvrzeni, Ze se rybam
bez ptirodnich krmiv velmi ¢asto ani netvoii jikry (SCHEURMANNOVA 1999).

7.2 Produkce jiker

Na pocatku vyzkumu byla pohlavi rozdélena pouhy den pied planovanym tirenim.
Jednodenni oddéleni doporuéduje nékolik autort (ELIAS 1998, SCHEURMANNOVA 1999).
Tento zplsob se ukazal jako malo efektivni, ryby se trely jen vyjimecné a vétSinou
az druhy den po pripusténi k sobé. Z toho dlivodu byla prodlouzena doba oddéleni pohlavi
a ryby byly umistény oddélené do vytiraci nadrze jiz tii dny pred tfenim. Od tohoto
zplsobu jsme nasledné ustoupili z dlivodu ¢astéjsitho ihynu ryb, kazeni vody a nedostatku
kysliku i mista pro ryby. Pokud bychom v tom chtéli pokracovat, bylo by nutné zvolit vétsi
vytiraci nadrze se zavedenim okysliceni a vymény vody, pripadné casto vodu vyméiiovat
rucné, coz neni vtomto pripadé mozné. Nejvice se osvédcCilo oddéleni pohlavi ryb
1 - 2tydny pred planovanym trenim primo v nadrzich zatizeni ZEBTEC. Minimalné
tydenni oddéleni doporuéuji néktefi autori jako zasadni (PETROVICKY 2014). Samicim se
diky oddéleni od samct zacaly vice tvorit jikry a samci ziskali vyraznéjsi zbarveni
a sexualni apetit. Idealni by ovSem bylo bud zatemnéni téchto nadrzi pies noc pred
tfenim, nebo presun ryb do vytiracich nadrzi s umisténymi prehradkami a jejich
zatemnéni pies noc. To bohuzZel nebylo v naSich podminkdach mozné vzhledem k délce
testu po dobu péti dnli a tedy poti‘ebé zisku jiker jiZ na zacatku pracovniho tydne. Tma
byla tedy pouze prirozené béhem noci. Avsak i timto zplisobem byla dostate¢né zvySena
produktivita ryb a tiel se jich vétsi pocet. A to predevsim v kombinaci s dobrym krmenim.
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Doplnéni vytiracich naddrZzi o umélé rostliny statisticky vyznamné nezvysilo UspésSnost
treni, ale jednoznacné ji ani nesnizilo. Umélé rostliny slouzily nejen jako stimulanty
ketreni a jako vytiraci materidl, ale také KklepSimu duSevnimu stavu ryb
(SCHEURMANNOVA 1999).

Literatura se ohledné otazky doporuceného poméru pohlavi ryb ke tfeni pomérné
rozchazi. Samotna smérnice OECD doporucuje pomér 2:1 ve prospéch samcti (OECD
2013a). Nam se nejvice osvédcil stejnocenny pomeér pohlavi 3:3, prestoZe je ve vétsSiné
literatury doporuc¢en vyssi pomér samct (ELIAS 1998, SCHEURMANNOVA 1999, OECD
2013a). Ke tieni doslo ve vice nez 85 % takto nasazenych nadrzi. Uspésné tfeni vsak bylo
zaznamendano i u pomeéru 2:2 a to v 60 %. Tyto vysledky se tedy lisi od vétSiny doporuceni
vyuzivat ke tieni vyss$i pomér samctl na jednu samici. NejCastéji doporucovany pomér 2:1
byl pti naSem vyzkumu uspésny pouze ve 20 % nasazeni (viz Tab. 1).

Béhem testovani jsme pozorovali vliv vyimény vody ve vytiracich nadrzich (VERHOEF
1998, WESTERFIELD 2000, HIERONIMUS 2012). Po vyméné vody za Cerstvou a teplejsi se
velmi casto zvysila produktivita ryb. Vliv méla zrejmé predevsim vyssi teplota, ktera
mohla mit stimulujici uc¢inek (HANEL 2004). Svou roli mohl hrat také vyssi obsah kysliku
ve vodé a proudéni béhem vylévani a nalévani vody, které mohlo rybam ptripominat
vlnobiti béhem boure, které jsou pro oblast, kde se ptirozené vyskytuji a tfou, typické
(BAILEYOVA & SANDFORDOVA 1998, SCHEURMANNOVA 1999, KOTHE 2009). Vliv
vymeény vody ovSem zeslabl s pokrocilym c¢asem. Po dopoledni jiZ vyména vody neméla
zadny znatelny vyznam na treni zfejmé z toho diivodu, Ze prevazila pudova potreba treni
pouze vrannich hodinach (ELIAS 1998). Oviem béhem naseho vyzkumu dochazelo
pomérné Casto ke treni i v odpolednich hodinach. Nejvétsi produktivita vSak byla nejvice
po rozbiesku.

Zvyseni osvétleni neprineslo statisticky vyznamné zlepSeni produktivity ryb, prestoZe je
na osvétleni kladen velky déiraz (ELIAS 1998, VERHOEF 1998, HIERONIMUS 2012). Ryby
se trely i vzakrytych uméle neosvétlenych nadrzich vétSinou vdobé skutecného
rozbresku. Stacilo tedy jen mirné prosvitani svétla a prirozené nastaveni denniho rytmu
ryb. To mohlo byt zplisobeno nedokonalym splnénim cisté laboratornich podminek
a vniku vnéjsiho svétla do laboratofi. Lépe by mozna dochazelo ke tieni azZ béhem umélého
osvétleni pri zajisténi stoprocentni tmy zakrytim méné propustnym materialem.

Pokus svytiracimi mistickami umisténymi pFimo vchovném zarizeni byl uspésny.
Vyhodou této metody je nulovd manipulace srybami, pritomnost filtrace a neustale
hlidané fyzikalné-chemické parametry vody. Tato metoda je mimo vyroby misticek casové
nenaro¢na a vhodna i pro samotné ryby, jelikoZ zlistavaji v prostiedi, na které jsou zvyklé
a ziskaji rostliny ke treni. Velka ¢ast oplozenych jiker, kterou by jinak odplavila filtrace,
klesne primo do pripravenych misticek a pracovnik si je poté jen jednoduSe odebere
pomoci pipety. V nasem ptipadé byla k tvorbé misticek vyuZita tavna pistole. Nékteré
misticky se po kontaktu s vodou ¢aste¢né rozlepily a mohly se do nich poté dostat ryby.
Nevyhodou této metody je tedy pri vyuziti tavné pistole nutnost naslednych oprav
porusenych misticek. Dalsim dskalim by mohlo byt uvolnovani latek zlepidla do vody.
Ztoho divodu bych kdal$im pokusiim doporucila otestovani samotného lepidla nebo
vyuziti jiného typu, které je pevnéjsi a jiZ bylo provedeno jeho testovani z hlediska toxicity,
vlivu na ryby a na chemismus vody. Dal$im problémem bylo vznasSeni plastovych misticek
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ze dna nadrze vlivem filtrace a lehkého materialu. Tento problém byl nasledné vytresen
zatizenim misek poptipadé vymeénou za misky sklenéné. Nejvhodnéjsi metodou k ziskani
jiker je dle vysledkid naSeho vyzkumu kombinace obou postupti, tedy nasazeni vytiracich
oddélend, a ke zbylym rybam do chovného zatizeni nainstalovat vytiraci misticky. Tim se
zvysi pravdépodobnost uspésného zisku vétsiho poctu jiker potirebnych k testovani.

Testovani vhodné koncentrace hrebickového oleje kanestezii bylo dokonceno
s vysledkem 0,030 mg/l. Vhodné je vSak radéji otestovat nejdrive nizsi koncentraci a jeji
ucinky. Nejlépe je zacit s koncentraci 0,025 mg/l na urcitou primeérnou velikost ryb
apodle konkrétnich reakci stanovit nejvhodnéjsi koncentraci, prestoze se bude
pravdépodobné pohybovat v rozmezi 0,030 - 0,035 mg/l. NaSe vysledky se tedy shoduji
s koncentraci uvadénou v literature pro akvarijni ryby, ktera je 0,025 - 0,033 ml/l. Doba
zotaveni ma byt u hiebickového oleje delsi nez u ostatnich anestetik jako napi. MS 222,
to se vSak nasim vyzkumem neprokazalo, spiSe naopak. Ryby se zotavily béhem péti minut
po vlozeni do ¢isté vody (KOLAROVA et al. 2007). Hiebitkovy olej se tedy pro danio
pruhované ukazal jako vhodné anestetikum, které je dokonce nékolikanasobné levnéjsi
nez jina anestetika.

Vyzkum in vitro fertilizace dania pruhovaného jsme z dlvodu zdravi ryb predcasné
ukoncili, jelikoZz se jednd o velmi mala a zranitelna zvirata a tato metoda je nejvice
vyuzivana u velkych ryb, kde nehrozi vétsi nebezpeci poranéni. Je mozné, Ze bychom pii
vetsi intenzité stisku biicha ryb jikry a mlici ziskali, ale tato metodika je vhodnéjsi spisSe
pro zkuSené pracovniky s takto malymi rybami. DalSim moZnym vysvétlenim nulového
zisku gamet by mohl byt Spatny vybér ryb ktomuto tucelu. To je vSak méné
pravdépodobné, jelikoz byly vybirany samice s velkym biiskem a vitalni pestie zbarveni
samci. Testovani in vitro fertilizace bylo ukonceno také z toho divodu, Ze jsme jiZ v té
dobé ziskavali dostatecné mnoZstvi jiker ostatnimi prirozenéjSimi metodami a nebylo tedy
nutné vystavovat ryby zbytecnému riziku.

7.3 Nasazeni desticek

Béhem vyzkumu byla zjisténa dulezitost proplachovani cerstvé oplozenych jiker velkym
mnoZzstvim fedici vody. Stejny efekt mélo také proplachovani vodou ze zarizeni ZEBTEC.
Oplachovani jiker doporucuji také nékteii autoti (SMIDT 1955, PRITCHARD 2001, OECD
2013a) z diivodu odstranéni necistot a uhynulych spermii, které by nasledné béhem svého
rozkladu kazily vodu a prispivaly ke koagulaci jiker. Tento krok byl zasadni pro cely
pribéh testu, jelikoz velkda cast neproplachnutych jiker do dalsiho dne zkoagulovala,
coz mohlo zkreslovat vysledky testu a navodit dojem, Ze je testovana latka silné toxicka.
Na nepravost tohoto mylného domnéni, Ze ma latka silny toxicky ucinek a z toho diivodu
vétSina jiker zkoagulovala, vtakovém piipadé poukaze negativni kontrola a kontroly
desticek. V pripadé, Ze se jednd o neproplachnuté jikry nebo jinak poskozené, dojde ke
koagulaci také u jiker nasazenych v kontrolach. Prokazala se tak dtlezitost nejen
proplachovani, ale predevsim také nasazeni kontrol. V takovém ptipadé bylo nutné test
provést cely znovu (OECD 2013a).

7.4 Vysledky FET testu pro 3,4-dichloranilin

Mortalita embryi v koncentracich 3,4-dichloranilinu méla zvysujici se tendenci se zvysujici

svvs
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u nejvyssi koncentrace jiz byla mortalita 85 % (viz Tab. 3). PrestoZe jsme predpokladali
pro koncentraci 5 mg/l jiz 100% mortalitu. Jikry byly zifejmé pomérné odolné,
coz dokazuje dokonce nulova mortalita u koncentrace 1,9 mg/1 této latky. Vliv mohla mit
také horsi rozpustnost 3,4-dichloranilinu, ktera je pti 20 °C ve vodé 0,73 g/l (MERCK
2010). Z toho divodu jsme zaznamenali nutnost dostate¢ného promichavani na michacce
po dobu nékolika hodin, aby se latka stihla rozpustit. Nejpravdépodobnéji vSak nase
vysledky ukazuji na moZnost, Ze koncentrace 1 mg/l, 1,4 mg/l a 1,9 mg/l jeSté nemély
dostatecny toxicky efekt a mortalita byla zvelké casti ptrirozena, proto mohla byt
u koncentrace 1,9 mg/1 dokonce nulovj, prestoZe ani v béznych podminkach neni nulova
mortalita zcela bézna. Od koncentrace 2,6 mg/l byl jiZ znatelny stoupajici toxicky efekt
(viz Graf 1). Tento vysledek potvrzuje také studie (BELANGER et al. 2012), ve které byly
porovnavany vysledky FET testu mj. pro 3,4-dichloranilin z riiznych laboratoii. Priimér
LCso pro test trvajici 96 hodin vysel 2,89 mg/l. Jednotlivé vysledky byly velmi variabilni
a pohybovaly se v rozmezi hodnot od 1,06 mg/1 do 5,33 mg/l. V této studii byly uvedeny
také vysledky testli akutni toxicity na rybach a pro 3,4-dichloranilin vysel primeér
LCso 7,43 mg/l. Minimalni hodnota LCso byla 1,94 mg/l a maximalni 9,8 mg/l. Z téchto
vysledkl lze usuzovat na vétsi odolnost dospélych ryb oproti embryim. Velka variabilita
vysledkl byla u obou typi testi. Mozna vétsi citlivost FET testu oproti testu na dospélcich
ryb miiZe byt brana spiSe pozitivng, jelikoZ je dle mého nazoru zadouci, aby byly testy
toxicity vice citlivé a zabranovaly tak vétSi mérou negativnim dopadiim xenobiotik
na organismy. Dilezité je predevSim to, Ze i embrya ryb ve volné prirodé jsou vystavena
ucinkiim cizorodych latek a je tedy nutné zavést do legislativy povinnost testovat dopad
i na tato stadia, bez nichz by dospélci nevznikly a potazmo to ma tak dopad samoziejmé
i na né.

koncentraci (1 mg/1) latky bylo na konci testu vykuleno 17 embryi, zatimco v nejvyssi
koncentraci (5 mg/l) pouze tii embrya (viz Tab. 5). Ve vSech pripadech doslo k vykuleni
vSech Zijicich embryi, coZ znamen3, ze méla latka smrtici Gcinek jiz ve stadiu jikry, nikoli
az po vykuleni. Potenciidlni naslednd mortalita vykulenych embryi by mohla byt
pozorovana u dlouhodobéjsich testl. Piestoze byl u vétSiny embryi v nejvyssi testované
koncentraci pozorovan edém srdce (viz Priloha ¢. 2 a 3) a absence cirkulace krve aortou,
byla ¢innost srdce brana jako dostate¢na a tedy nebyl tento efekt hodnocen jako letalni
(OECD 2013a), prestoze byl pravdépodobné z dlouhodobého hlediska neslucitelny se
zivotem. Tento fakt je moZznym uskalim hodnoceni ¢innosti srdce podle smérnice OECD
236, ale musi byt brano v ivahu, Ze se jedna o hodnoceni pouhych ¢tyt dnii. Mortalita se ve
vétSiné pripadd projevila jiZ po 24hodinové expozici a s Casem jiz dale nerostla. Vyjimkou
byly vys$i koncentrace 3,4-dichloranilinu (3,6 mg/l a 5 mg/l), u kterych mortalita
postupné stoupala. U vSech embryi exponovanych koncentraci 5 mg/l této latky byla
pozorovana absence spontannich pohybd, které mj. indikuji tvorbu somiti (OECD 2013a).
Somity nebyly u vétSiny embryi vytvoireny ani do konce testu, coz bylo povazovano
za letalni (OECD 2013a). Tento jev zvysil celkovou mortalitu embryi v této koncentraci.

Vysledna hodnota LCso pro 3,4-dichloranilin, ktera byla 3,581 mg/l, a vysledky mortality
u jednotlivych koncentraci dokazuji vhodnost urCené koncentrace 4 mg/l této latky
pro vyuziti jako pozitivni kontroly (OECD 2013a). Toxicita je v této koncentraci pro dané
ucely dostatecna. Hodnota NOEC, ktera byla nami stanovena na 2,6 mg/l, a hodnota LOEC
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stanovend na 3,6 mg/1 dokazuji pfedchozi tvrzeni o malém toxickém u¢inku koncentraci
1mg/l, 1,9 mg/l a 2,6 mg/l. Zarovenn hodnota LOEC taktéz dokazuje vhodnost dané
koncentrace 4 mg/1 pro vyuziti jako pozitivni kontroly, jelikoz jiZ od koncentrace 3,6 mg/1
jsou pozorovatelné statisticky vyznamné ucinky (viz Tab. 6).

7.5 Vysledky FET testu pro dichroman draselny

Mortalita embryi u dichromanu draselného méla odlisny priibéh oproti stoupajici tendenci
3,4-dichloranilinu. Prvnich pét koncentraci v koncentracni radé mélo podobnou mortalitu
vrozmezi 20 - 35 %. PrestozZe se jednd o zmény v rozmezi 15 %, bylo pouzito oznaceni
,podobna mortalita® vzhledem kvliviim prirozeného uhynu embryi. Oproti negativni
kontrole, u které byla zaznamendna mortalita 8,3 %, jsou vSak tyto hodnoty vyssi a tedy
lze predpokladat alesponn nizky toxicky ucinek dichromanu draselného jiz v téchto
koncentracich. Rapidni vzrlist mortality (na 90 %) byl zaznamenan u koncentrace
180 mg/1, kde byl jiz toxicky ucinek jasné patrny (viz Tab. 9). V této koncentraci bylo
zirejmé dosazeno mezniho bodu toxického pilsobeni latky. Od této koncentrace byl toxicky
ucinek jiz velmi silny a to prokazuje i graf zavislosti uc¢inku na davce (viz Graf 4).
Na zminéném grafu i na grafu mortality (viz Graf 3) je viditelna nejprve klesajici tendence
mortality se zvySujici se koncentraci a nasledné vyrazné zvyseni u nejvyssi koncentrace.
Klesajici tendenci mortality v prvni poloviné grafu lze vysvétlit jiz zminénou prirozenou
mortalitou, na kterou méla latka nulovy nebo jen nepatrny vliv. To dokazuje i hodnota
LOEC, ktera byla pro dichroman draselny stanovena na 180 mg/l, tedy teprve pri této
koncentraci byly pozorovany statisticky vyznamné ucinky (viz Tab. 11).

Vykuleni na rozdil od mortality vykazuje u dichromanu draselného klasickou klesajici
tendenci s rostouci koncentraci (viz Tab. 10). PrestoZe tedy nemél dichroman draselny
vyrazny letalni ucCinek u nizsich koncentraci, pisobil negativné na schopnost vykuleni
embryi. Embrya, ktera se do konce testu nestihla vykulit, nebyla ve vétsiné pripadi
vykulena ani v nasledujicich dnech, jak jsme zjistili diky prodlouZenému pozorovani.
Nevykulena embrya, ktera byla na konci testu stanovena jako ziva, tedy nakonec také
uhynula. Pro tuto latku by byl tedy vhodnéjsi delsi test, aby byly vysledky presnéjsi,
piipadné zavedeni vysledkd vykuleni na konci testu piimo do stanoveni mortality, tedy
pridani vykuleni mezi kritéria hodnoceni letality. Diky této zméné by LCso, ktera byla
pomoci 96hodinového FET testu stanovena na 185,721 mg/], vysla nizsi a podle mého
nazoru by byla takova hodnota realnéjsi. Stejné tak by se snizila hodnota NOEC, ktera byla
stanovena na 160 mg/1 (viz Tab. 11). Také hodnota LOEC by byla po zavedeni téchto zmén
nizsi.

Podle jednoho vyzkumu (BRAUNBECK et al. 2004), kde byl mj. testovan chroman draselny,
hraje vtomto piipadé dilezitou roli také ochrana embrya chorionem. Védci pozorovali
embrya, stejné jako prinaSem testovani dichromanu draselného, po delsi dobu
po vykuleni a zjistili, Ze je toxicky vliv této latky mnohem vyssi az pri pifimém kontaktu
atedy chorion tvori alespon zurcité ¢asti ochrannou bariéru. U embryi s chorionem
dochazelo k vyraznéjsimu vlivu latky na embrya az v koncentracich vyssich nez 200 mg/],
zatimco u embryi bez chorionu dochazelo k postupnému narlistu toxického plsobeni
jiz od koncentrace 150 mg/l. S ohledem na porovnani vysledkt tohoto vyzkumu s nasimi
vysledky lze konstatovat, Ze byla pro naSe testovani dichromanu draselného zvolena nizka
koncentracni fada a bylo by tedy vhodné testovat vyssi koncentrace. Diky tomu se
prokazuje ddlezitost volby spravnych Kkoncentraci. V nasem piipadé jsme koncentrace
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volili podle predchozich vysledkli testli akutni toxicity na rybach, které jsou v této
laboratoti provadény dvakrat ro¢né a vysledky LCso pti 96hodinové expozici se pohybuji
vrozmezi 97 - 172 mg/l. Primér hodnot LCso pro dichroman draselny ziskanych pii
akutnich testech na rybach vlaboratorich VUOSu za poslednich 20 let vySel 126 mg/]
(VUOS 2017).

7.6 Vysledky FET testu pro Acid Yellow 25

Letalni efekt latky Acid Yellow 25 mél stoupajici charakter bez jakéhokoli pferuSeni.
pak 100 % (viz Tab. 14). U tohoto testu byla tedy vhodné navrzena koncentracni rada.
Zvysujici se letalni efekt podle mého nazoru souvisi predevsim se zvySenym zbarvenim
roztokdl a predevSim s usazovanim barvy na dné, kterd tak vice plsobila na jikry
(viz Priloha ¢. 4). Plsobeni mohlo byt tedy nejen toxické, ale i mechanické. VétSina
prezivsich jiker se do konce testu vykulila, vyjimkou byla jedna jikra v koncentraci 6 mg/1
a jedna jikra v koncentraci 12,5 mg/l (viz Tab. 15). Na vykuleni tedy tato latka neméla
vyznamny vliv. Barva Acid Yellow 25 byla pomoci FET testu stanovena jako toxicka,
prestoZze nebyl tento vysledek vzhledem Kk pifedchozim testim na zelenych rasach
i na dospélych rybach predpokladan. Ztoho diivodu jsme tuto latku otestovali jeSté
na dospélcich ryb podle smérnice OECD 203. Za predpokladu, Ze by byla tato latka dobte
rozpustna a nesrazela se na dné, mozna by byla stanovena jako netoxickd. Vzhledem
ktomu, Ze v prirozeném prostiredi vlivem pohybu vody nedochazi tak Casto ktakto
rapidnimu usazovani, mohla by latka na jikry ptisobit mensi mérou. K potvrzeni této
myslenky by bylo vhodné pokusit se napriklad vdalSich studiich o napodobeni
prirozenych podminek a zajistit michani roztoku béhem testu. To vSak nebylo v tomto
testu mozné. Dalsi variantou, kterou by bylo mozné vyzkousSet, by bylo zavedeni
semistatického piistupu do FET testu misto ndmi vyuZzivaného statického pojeti. Obé tyto
varianty smérnice OECD 236 povoluje. Kazdodenni vymeéna roztoku, ktery by byl predtim
radné promichan, by mohla zamezit sraZzeni barvy na dné a vysledky by tak mohly byt vice
vypovidajici. Dalsi mozZnosti by mohlo byt rozpusténi latky pii minimalni teploté 90 °C,
vzhledem k rozpustnosti 30 g/l pti této teploté (SYNTHESIA 2011) a nasledné ochlazeni
roztoku na nami pozadovanou teplotu.

7.7 Vysledky FET testu pro Reactive Yellow 85

Testovani druhé zluté barvy Reactive Yellow 85, ktera byla na rozdil od Acid Yellow 25
dobre rozpustna, prineslo naprosto odlisné vysledky. Tato latka zpisobila maximalni
mortalitu 15 %, kterou lze jeSté povazovat z velké Casti za prirozenou (viz Tab. 19).
U koncentraci 1 az 50 mg/l byla do konce testu vykulena vSechna embrya, zatimco
u nejvyssi koncentrace 100 mg/l se nevykulilo sedm zZivych embryi (viz Tab. 20). Vyssi
koncentrace této latky, potazmo vyssi zbarveni roztoku, tedy ziejmé negativné ptlisobila
na schopnost vykuleni embryi. Embrya mohla byt vykulena pozdéji, ale vzhledem
ke stanovené délce testu to nelze tvrdit s jistotou. Vzhledem k vysledné nizké toxicité latky
nemohla byt stanovena hodnota LCso a hodnoty LOEC a NOEC byly stanoveny jako vyssi
nez 100 mg/1 (viz Tab. 21).

7.8 Vysledky testu akutni toxicity na rybach pro Acid Yellow 25
Pro porovnani vysledki FET testu s testy akutni toxicity na rybach a zhodnoceni mozného
alternativniho vyuziti FET testu byly provedeny testy na rybach u dvou latek, u kterych se
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predpokladala nizka toxicita, abychom snizili negativni vlivy testovani na zviratech.
pocet nasazenych ryb a byly testovany pouze dvé koncentrace. Latka Acid Yellow 25 vysla
v testu akutni toxicity na rybach podle smérnice OECD 203 malo toxicka, respektive
pti nejvyssi koncentraci 100 mg/1 byla mortalita nulova. Hodnota LCso tedy byla vyssi nez
100 mg/1 (viz Tab. 26). V porovnani s vysledky FET testu pro tuto latku tedy nebyla
nalezena shoda, ale diivodem byla ziejmé jiz zminéna Spatna rozpustnost latky a jeji
usazovani na dné jamek, kde lezi také jikry. Tomuto problému se dospélé ryby vyhnuly
diky promichavani vody jejich plavanim. Presto bylo v mensi mife pozorovano i béhem
tohoto testu usazovani barvy na dné. V tomto piipadé vSak nemély tyto srazeniny zadny
vliv na ryby, které se stale pohybovaly u hladiny. Tim se samozi'ejmé nevylucuje mozZnost,
Ze jsou jikry vici této latce vice citlivé neZz dospélci. Jako alternativu v tomto piipadé tedy
FET test brat nelze, ale s urcitymi Upravami priibéhu testu v piipadé $patné rozpustnych
latek, za predpokladu Ze by bylo zamezeno srazeni, by to v budoucnu mozné byt mohlo.

7.9 Vysledky testu akutni toxicity na rybach pro Reactive
Yellow 85

Opacna situace nastala s vysledky testu akutni toxicity na rybach pro Reactive Yellow 85,
tedy pro dobte rozpustnou Zlutou barvu (WDV 2012a). V tomto testu bylo také stanoveno
LCso na hodnotu vys$i nez 100 mg/l. Uhynula pouze jedna ryba na konci testu
u koncentrace 50 mg/l1 (viz Tab. 30), coZ neni statisticky vyznamné a takova mortalita je
povolena i pro negativni kontrolu (OECD 1992). Vysledky FET testu a testu na dospélcich
ryb se tedy shoduji na nizké toxicité této latky (viz Tab. 21 a Tab. 31). V tomto pripadé
by tedy bylo mozné pouzit FET test jako alternativu pro testy akutni toxicity na rybach.
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Zavér

Testovani toxicity latek je nepostradatelnou soucasti ochrany vSech organismii na Zemi.
V mnoha pripadech je k tomu nutné vyuziti zvirat. Soucasna legislativa se snazi testovani
na zvitratech co nejvice omezit a z toho divodu jsou zavadény alternativni testy. Mezi testy,
které by mély byt postupné nahrazeny alternativou, patii také testovani akutni toxicity
na dospélcich ryb podle smérnice OECD 203. Jako mozna nahrada se nabizi tzv. FET test
provadény na embryich ryb, ktery jiz neni podle Klasifikace fazen mezi testy na zviratech.
FET test, jehoZ postup je stanoven smérnici OECD 236, zatim neni v Ceské republice hojné
vyuzivan. Z toho divodu byl v roce 2017 proveden vyzkum v laboratotich VUOS v Rybitvi
a stanovena nejvhodnéjsi metodika urcéend pirimo pro konkrétni podminky laboratofre,
ktera byla nasledné vyzkouSena na dvou znamych a dvou neznamych latkach.

Stézejnim krokem celé metodiky bylo ziskani dostatecného mnozstvi zivotaschopnych
jiker. K tomu bylo zapotiebi nastaveni vhodného chovu dania pruhovaného. Ryby byly
chovany v zarizeni ZEBTEC, které zajistovalo kvalitu vody. Béhem vyzkumu byl zjiStén
zasadni vliv krmeni ryb. Ryby musely byt krmeny nejen umélym krmivem, ale také
pestrou zZivou stranou, jinak nebyly dostatecné vitalni, nevykazovaly pestry pohlavni
dimorfismus a malo se trely. Dalsi dileZitou podminkou k dspé$nému tieni bylo oddéleni
pohlavi ryb 1 - 2 tydny pifed planovanym testem. Jako nejvhodnéjsi poméry pohlavi ryb
(samice:samci) se osvédcily poméry 3:3, 3:4 a 2:4. Dilezitou roli hral také vék ryb.
Nejvhodnéjsi vék ryb ke treni byl kolem jednoho roku. Ryby starsi nez rok a pil se netrely
jiZ témér vibec. Ke treni byly vyuzity vytiraci nadrze s roStem, ktery branil poZeru jiker
rybami. Ke zvysSeni pravdépodobnosti zisku vétSiho poctu jiker byly do nadrzi zatizeni
ZEBTEC ke zbylym rybam nainstalovany vytiraci misticky se sitkou opatfené umélymi
rostlinami.

Ziskané jikry musely byt proplachnuty minimalné jednim litrem zied'ovaci vody nebo
Cerstvou vodou z chovného zatizeni. Testovani probihalo v 24jamkovych mikrodesti¢kach
svickem vzdy tak, Ze 20 jamek bylo vyplnéno testovanou latkou o dané koncentraci
azbylé Ctyri jamky byly naplnény redici vodou a slouzily jako kontrola desticky.
Kromé koncentra¢ni rady testované latky byly nasazeny jesté dvé kontrolni desticky.
Jako pozitivni kontrola slouzil 3,4-dichloranilin o koncentraci 4 mg/l a jako negativni
kontrola byla vyuzita fedici voda. Nasledné byly kazdych 24 hodin zaznamenavany zmény
hlavnich kritérii letality: koagulace, cinnost srdce, tvorba somitii a oddéleni ocasku
od zloutkového vaku. Po 96 hodinach byly pomoci programu ToxRat Professional Version
3.2.1 vyhodnoceny vysledky a stanoveny hodnoty LCio, LCz, LCso, LOEC a NOEC.
Pro testovany 3,4-dichloranilin vySla hodnota LCso 3,581 mg/l, pro dichroman draselny
LCs0 185,721 mg/1 a pro latku Acid Yellow 25 LCso 17,687 mg/1. Hodnota LCso pro Reactive
Yellow 85 nemohla byt stanovena vzhledem k nizké toxicité latky.

Nasledné byly provedeny testy akutni toxicity na dospélcich ryb pro latky Acid Yellow 25
a Reactive Yellow 85 kporovnani vysledki. U latky Acid Yellow 25 byly vysledky
jednoznacné rozdilné. V testu na dospélcich ryb vysla hodnota LCso vyssi nez 100 mg/],
tedy se neprojevilo zadné toxické pusobeni, zatimco pomoci FET testu byla stanovena
hodnota LCso na 17,687 mg/l. Dlivodem Kk rozdilnym vysledkiim byla shledana srazlivost
latky a jeji usazovani na dné. Jikry byly latkou zcela obaleny a dochazelo tak k mnohem
vétsi interakci. Pro tuto latku tedy nebyl FET test vhodny a bylo by nutné pristoupit
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k upravé postupu napriklad kazdodenni vyménou roztoku. V piipadé Reactive Yellow 85
byly vysledky FET testu a testu na dospélcich ryb totozné. V obou piipadech nebyla
zaznamendna toxicita latky a byla tedy stanovena hodnota LCso vyssi nez 100 mg/1. Podle
srovnani vysledkil s literaturou lze usuzovat na vétsi citlivost jiker oproti dospélctim.
Dle nasSich vysledki tedy lze FET test v budoucnu vyuzivat misto testli akutni toxicity
na dospélcich ryb vpripadé vhodnych vlastnosti testovanych latek, tedy alespon
pro velkou Cast z nich. Je nutné predem spravé posoudit vhodnost vyuziti FET testu
pro konkrétni latku vzhledem k jejim vlastnostem.
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Prilohy

Priloha & 1: Fotografie vyvoje embrya dania pruhovaného v ¢ase (foto: NALEZINKOVA)

Embryonalni vyvoj druhu Danio rerio

e

0 hod 0,3 hod 0,5 hod

0,8 hod 1,5 hod 2,5 hod

3,5 hod 4 hod 5 hod

6 hod 24 hod 48 hod



Embryonalni vyvoj druhu Danio rerio - pokracovani

0 hod
0,3 hod
0,5 hod
0,8 hod
1,5 hod
2,5-5hod
6 hod
24 hod
48 hod
72 hod
96 hod

72 hod

96 hod

zygota

hromadéni cytoplazmy na animéalnim pélu

obdobi stépeni, 1-bunécéné stadium

obdobi §tépeni, 2-bunééné stadium

obdobi stépeni, 16-bunécné stadium

stadium blastuly

stadium gastruly

obdobi segmentace (tvorba somitd, svalové kfece, otolity, ocas)

obdobi pharyngularni (zaklad Zaber, nervd, cirkulace krve, oddéleni ocasu)
obdobi vykuleni (tvorba ploutvi, Ust, neuromasty, pravidelny srde¢ni rytmus)
rozplavani plddku



Priloha €. 2: Fotografie nespravné se vyvijejictho embrya v 3,4-dichloranilinu
o koncentraci 4 mg/1 celkem 66 hodin od oplozeni, zvétSeni 70x (foto: NALEZINKOVA)

Priloha ¢. 3: Fotografie nespravné se vyvijejictho vykuleného embrya 90 hodin
po oplozeni v 3,4-dichloranilinu o koncentraci 4 mg/l, zvétSeni 63x (foto: NALEZINKOVA)




Priloha ¢. 4: Fotografie embrya v chorionu obaleném barvou Acid Yellow 25 o koncentraci
100 mg/1 celkem 26 hodin od oplozeni, zvétSeni 70x (foto: NALEZINKOVA)

Z




L)

Priloha €. 5: Tabulka zapisu pozorovani kritérii mortality - priklad

Testovana latka: Acid Yellow 25

Datum: 7. 4.2017

Koncentrace: 50 mg/1

Doba od oplozeni: 96 hodin

Pozorovani: Koagulace bilkovin

1 2 3 5 6
A - - + + -
B - + + + -
C + + + + -
D - + + + -
Celkem povaZovano za mrtvé: 15/20
Pozorovani: Nedostate¢né oddéleni ocasu
1 2 3 5 6
A - - + + -
B - + + + -
C + + + + -
D + + + + -
Celkem povaZovano za mrtvé: 16/20
Pozorovani: Nedostate¢ny tlukot srdce
1 2 3 5 6
A - - + + -
B - + + + -
C + + + + -
D - + + + -
Celkem povaZovano za mrtvé: 15/20
Pozorovani: Nedostatecna tvorba somitt
1 2 3 5 6
A + - + + -
B - + + + -
C + + + + -
D + + + + -

Celkem povaZovano za mrtvé: 17/20

Celkem vykuleno embryi: 3
Celkova mortalita v testu: 17/20 (85 %)

Poznamky:
A1l - bez cirkulace krve
D1 - nespravny vyvoj




