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Development of testing method for evaluation of acute
Toxicity of xenobiotics in fish embryo.

Ptedlozend diplomova prace se zabyva testovanim toxicity xenobiotik na embryich dania pruhovaného
podle smérnice OECD 236, tzv. FET test. V teoretické Casti je popsana legislativa a zakladni 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
vek ryb, pestrd strava a pomér pohlavi. Ke tfeni bylo vyuzito vytiracich nadrzi s mfizkou na dn¢ a
trecich misticek se sitkou a rostlinami. Testovani probihalo ve 24 jamkovych destickach. Kazdych 24
hodin byla zaznamenavana kritéria k uréeni mortality: koagulace, ¢innost srdce, odd€leni ocasku a
tvorba somitll. Stanovenou metodou byly otestovadny zndmé i neznamé latky a spocteny hodnoty
LC10, LC20, LC50, LOEC a NOEC po 96hodinové expozici. Pro latku 3,4-dichloranilin byla
stanovena hodnota LC50 3,581 mg/l, pro dichroman draselny LC50 185,721 mg/l a pro latku Acid
Yellow 25 LC50 17,687 mg/l. Hodnota LC50 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 vysledkti vyzkumu ma FET test velky potencial k vyuziti misto testd akutni
toxicity na rybach. Je v8ak nutné pfedem posoudit vhodnost vyuziti FET testu pro konkrétni latku
vzhledem k jejim vlastnostem

Formalni aroven:

Po formalni strance byla zvolena pro diplomovou praci koncepce, umoziujici jasnou a velmi
dobrou orientaci v této pomérné slozité problematice. Diplomova prace obsahuje vSechny
nalezitosti, je peclivé a prehledné zpracovana a jednotné zformatovana a plsobi ucelenym
dojmem. Text diplomové prace je zpracovany ctive, prehledné a didakticky vyvazen¢ — bez
vécnych chyb. Celé pojeti zpracované problematiky svéd¢i o vysokych odbornych



(teoretickych 1 praktickych) kvalitdich studentky magisterského studia a predkladatelky
diplomov¢ prace.

Struktura/¢lenéni diplomové prace:

Préce je psana standardnim zplisobem vcetné€ vSech pozadovanych nalezitosti a v souhrnu ma
prace 88 stran (vcetn¢ 31 tabulek, 7 graft, 10 obrazka, 5 pfiloh) literarnich odkazl a
pouzitych zkratek. Grafické zpracovani a uprava maji vysokou troven.

Literarni zdroje, citace a jejich pouziti:

Seznam literatury uvadi 111 literarnich odkazi a 14 internetovych zdroji. Podstatnou Cast
tvofi relevantni a recentni literarni odkazy zahrani¢nich védeckych casopisti vcetné
internetovych odkazi, coz svéd¢i o velmi dobré praci diplomantky se zahranicnimi
databazemi a piedevs§im jejim dobrém jazykovém vybaveni. Citace uvedené v textu i seznam
literatury jsou provedeny jednotné.

Teoreticka ¢ast:

Literarni ptehled je zpracovana velmi kvalitné, vysvétluje testovani toxicity na vodnich
organizmech, povinnosti plynouci z legislativy, OECD, REACH, ECHA, platnou legislativu,
ekotoxicitu, jeji testovani na rybach- jak akutni, tak chronické testy, seznamuje nas
S testovanym organismem Danio rerio, morfologii, etologii, podminkami chovu, potravou,
rozmnozovanim, pohlavni soustavou- sam¢i a samici, stavbou a vznikem spermii, tfenim,
oplozenim, fertilizaci in vitro, ontogenetickym vyvojem, s akutnim testem ,,OECD 236 - Fish
Embryo Acute Toxicity Test”, principy testu,pouzitymi chemikaliemi- 3,4-dichloranilinem,
dichromanem draselnym, Acid Yellow 25, Reactive Yellow 85, dale jejich fyzikalnimi a
chemickymi vlastnostmi, nebezpeCnymi vlastnostmi a bezpecnosti prace, jejich toxicitou,
zdroji a kone¢né jejich vyuzitim.

Metodika a jeji zhodnoceni:

Metodicka ¢ast uzce navazuje na ¢ast teoretickou a zabyva chovem testovaného organismu
pro FET test, produkci jiker, nasazenim desticek, pfipravou vyse zminénych chemikalii pro
realizaci FET testu, hodnoticimi kritérii- jako koagulace bilkovin, oddéleni ocasu od
zloutkového vaku, ¢innosti srdce, tvorbou somitli, vykulenim, dadle méfenim fyzikalné
chemickych parametri — pH, tvrdost, konduktivita, nasyceni kyslikem, podminkami a jejich
splnénim, validaci a vyhodnocenim FET testu, piipravou chemikalii Acid Yellow 25 a 85 pro
akutni testy toxicity na rybach, priibéhem testu a validaci testu.

Vysledky a jejich zhodnoceni:

Dale jsou velmi piehledné shrnuty vysledky — tykajici se chovu testovaného organismu,
produkce jiker, nasazeni desticek a vysledky FET testu pro 3,4-dichloranilin, dichroman
draselny, Acid Yellow 25 a 85, které zahrnuji fyzikalné-chemicka méteni na zacatku testll a
na jejich konci, déale pfezitim testovanych embryi, vykulenim, mortalitou ryb v testu akutni
toxicity a konecné validacemi testu akutni toxicity na rybach. Vysledky jsou shrnuty
v ptehlednych tabulkach a grafech.

Diskuze je vedena na odpovidajici trovni a porovnava dosazené vysledky. K chovu ryb bylo

vyuzivano chovné zatfizeni ZEBTEC BENCHTOP, vyhodné z hlediska kontroly kvality vody

a jejich fyzikalné-chemickych parametri. Behem vyzkumu byl zjistén dominantni vliv krmeni
ryb na jejich vitalitu a produktivitu.



Testovani toxicity latek je nepostradatelnou soucasti ochrany vSech organismil na Zemi. V
mnoha pfipadech je k tomu nutné vyuziti zvirat. Soucasna legislativa se snazi testovani na
zvitatech co nejvice omezit a z toho diivodu 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 ndhrada se nabizi tzv. FET test
provadény na embryich ryb, ktery jiz neni podle klasifikace fazen mezi testy na zvifatech. Z
toho divodu byl v roce 2017 proveden vyzkum v laboratotich VUOS v Rybitvi a stanovena
nejvhodnéjsi metodika urcend pfimo pro konkrétni podminky laboratote, ktera byla nasledné
vyzkousSena na dvou zndmych a dvou neznamych latkach.

Splnéni cili prace:

Cile prace jsou jasn¢ formulovany. Vytycené cile a zadani diplomové prace bylo naplnéno- a
to na Urovni soucasnych nejnové¢jSich odbornych znalosti. Zvolend metoda prace odpovida
stavu poznani v dané dob¢, dale technickému vybaveni a moznostem pracovisté. Zavérem lze
fici, ze autorka prokazala velmi dobrou orientaci v feSené problematice i vysokou zru¢nost pii
vlastni experimentalni praci.

Velmi si cenim toho, Ze naSe studentka byla schopna se vyskolit a vyborné prosadit v
laboratorni experimentdlni praci v oblasti akvatické ekotoxikologie a ze prezentovany FET
test bude mozné vyuzivat misto testl akutni toxicity na dosp€lcich ryb.

Navic ocefiuji osobni piinos studentky v zavedeni metody velmi dobfe vyuZitelné
Vv laboratorni praxi a diplomovou praci hodnotim jako vynikajici.

Prace velmi dobre spliiuje zakladni poZadavky kladené na tento typ praci, a proto ji
doporucuji k tstni obhajobé.

Otazky k ustni obhajobé prace:

1) Akutni test toxicity na rybach trva 96 h, kdy je vysledkem hodnota 96hLCsp, coz umoziuje
oznacit specifickou rizikovost jednotlivych chemickych latek a pfipravkli pro vodni
organismy.

Védéla by studentka na zakladé LCso, jaka hodnota (koncentrace) LCsg obecné je povazovana
za vysoce toxickou, dale toxickou a kone¢né skodlivou pro vodni organismy.

Datum: 28.5.2018 Podpis oponenta diplomové prace:



