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1. Bevezetés:

A novényveédo szerek széleskort elterjedése maga utan vonta olyan nem kivant
mellékhatasok 1étrejottét is, melyet a korai ellendrzési technikakkal még nem
tudtak kimutatni. Eppen ezért sziikségessé valt a nem-célszervezetekkel vald
kisérletek végzése, mely tevékenység azota az engedélyezési eljaras kotelezd
eleme lett Europaban. Minden névényvédo szernek at kell esnie kotelezden
giliszta, vizibolha, hal, madéar és patkany teszteken. Ezek a vizsgalatok
legtobbszor akut tesztek, mig kronikus teszteket csak a gerincesekre kotelezd
elvégezni. A standard akut vizsgalatok azonban nem alkalmasak a hosszatava
hatasok kimutatdsara. A szubletalis tesztekben a mortalitdson kiviil a finomabb
reprodukcios, illetve életmenet paramétereket is megmérik, amik mar jobban
extrapolalhat6ak hosszabb tavra is. [lyenek példaul az ivarérés, a szivritmus, a
novekedés vagy a peteméret. A tObb generdciora kiterjedd, illetve
transzkripcios vizsgalatok a kutatasi munkakban egyre elterjedtebbek, melyek
sorra fedik fel a generacidokkal késobb jelentkezd hatasokat, kihaldsokat,
rezisztenciat, Stb. Sziikséges lenne tehat a tobb-generacios kutatasok
bevezetése a kockazatbecslésbe is.

A piretroidokat elsoként a krizantémfélék viragporabol készitették és
hasznaltdk rovarold szerként. Hatasmehanizmusukat tekintve az idegsejtek
natrium, kélium, kélcium ¢és klor ioncsatorndit tamadhatjdk, erds
hiperaktivitast okozva, majd az allandésult idegkistilések végiil gdrcsokhoz
vezetnek. Rendszerint ebben pusztulnak el az allatok, de akar fel is épiilhetnek
ezekbdl a gorcsokbdl. A Trebon novényvédd szerek, igy a Trebon 10 F és
Trebon 30 EC egy piretroid hatéanyagli rovardld szer csalad tagjai,
hatéanyaguk az etofenprox. Gyakori kartevdirtod szerek, hasznalhatok sokféle
termesztett novényi kultiraban, szamos izeltlabu faj ellen. Az etofenprox
hatasai igen kevéssé ismertek nem célszervezetekre, mint amilyenek példaul
az ugrévillasok.

Az ugrévillasok vilagszerte elterjedtek, az 6ceanok €s a tengerek nyilt
vizein kiviil mindeniitt el6fordulnak. Jelentds tagjai a lebont6 kozdsségeknek,
tovabba fontos taplalékai a talajlaké ragadozoknak, terjesztik a mikorrhiza
gombdkat, illetve szabdlyozzdk azok novekedését. Hozzajarulasuk a
dekompozicidhoz és a mineralizdciohoz igen jelentds. Meghataroz6 szerepiik
van a talajok taplalékhalozataiban. Emiatt barmilyen mezdgazdasagi kezelés,
mint példaul a peszticid kijuttatas, komoly kovetkezményekkel jarhat rajtuk
keresztiil is az agrookoszisztémak mitkodésére.

Az ugrovillasok gyakran hasznalt tesztallatok, standard és nem
standard tesztekben egyarant. Utdbbiakban vizsgaljak az allatok mortalitasat
¢s reprodukcids paramétereit (peteméret, peteszam, petealak) ivarérését és
petecsomoit, valamint viselkedését a kiilonb6z6 xenobiotikumok hatdsara.



Ezen tesztek a dozis-hatds gorbéket, illetve azok nevezetes pontjait (EC10,
EC50, LOEC, NOEC) veszik alapul a toxicitds meghatidrozdsdhoz. Az
okotoxikologidban egyre gyakrabban elemzett szubletalis hatasok tekintetében
az ugrovillasoknal ltaldban a novekedést és a reprodukcios sikert vizsgaljak.
A generaciokon ativel0 hatas jelentds tényezd, hiszen ha tobb generacio
fitneszét is rontjuk a sziiloket ért szubletalis hatasokkal, akkor az egyszeri
szennyezésnél sulyosabb karokat okozhatunk a populacidkban.

Az ugrovillasok koziil a leggyakrabban hasznalt faj az 6kotoxikologiai
tesztekben a Folsomia candida, mert szemben a t6bbi ugrévillas fajjal, mint
példaul a Folsomia fimetaria vagy az Orchesella cincta, sziiznemzéssel
szaporodik és konnyen tarthaté laboratériumban. Ennek koszonhetden a
generaciokon ativeld okotoxikoldgiai hatdsok vizsgalatara kivaléan alkalmas.

Az epigenetikai variancia kiilondsen fontos az aszexualis vagy Kis
mozgasképességll szervezetek esetén, mivel a természetes varianciat generald
mechanizmusok a partenogenezis vagy a magas beltenyésztettség miatt nem
miitkodnek. Azonban az epigenetikai mechanizmusok részlegesen atvehetik a
genetikai varianciat generalo szerepet. Mivel a F. candida partenogenetikus
szaporodasi és kis mozgasképességii faj, ezért esetében fontos lehet
figyelembe venni az epigenetikus mintdzatokat az Okotoxikologiai
vizsgalatokban.

1.1 Célkitiizések:

- dozis-hatas kisérlet segitségével kvantifikdlni a Trebon 10 F és Trebon
30 EC novényvédd szer hatasait a F. candida mortalitasara és
utdodszamara;

- a Trebon 30 EC novényvédd szernek a F. candida faj peteszamara és
peteméretére gyakorolt hatasait vizsgalni a stressz €s szaporodasi gének
expressziojaval 0sszekotve, harom generdcion keresztiil;

- a Trebon 30 EC novényvédd szernek a F. candida viselkedésére
gyakorolt egyes hatdsait mérni egy akut tesztben;

- a Trebon 10 F és a Trebon 30 EC novényvédd szer F. candida faj
¢letmenet tulajdonsdgaira és viselkedésére gyakorolt hatdsainak
vizsgalata tobb generacion keresztiil. Azok transz- és multigeneracios
mintazatainak kimutatésa.



2. Anyag és modszer

2.1 Pete-paraméterek mérése

A kisérletek soran a peték térfogatanak és pete alakjat minden kisérlet esetén
azonos médon mértem le €s szamitottam ki. A gipszen 1évo petéket egy nedves
ecsettel finoman szétteritettem, majd sztereomikroszkép ala tettem és
mikroszkopra csatlakoztathatd kameraval lefényképeztem. A méréseket
Imagel nevii szoftverrel végeztem. A pete legnagyobb ¢€s legkisebb, egymasra
merdleges atmérdjét mértem meg.

A peteatmérokbol kiszamoltam a peték térfogatat prolét szferoid
(orsoszferoid) képlettel (V' = 4/3 wxa xb?, amiben ,,a” a hosszabb atmérd, ,,b”
pedig a rovidebb atmérd. A statisztikai modellekben mindig a térfogat
kobgyokét haszndltam, hogy az adatok normalis eloszlast kovessenek. Ahol a
peteatmérdk aranyat hasznaltam, ott a hosszabb atmérdt osztottam a rovidebb
atmérdvel, igy az ardny mindig 0 és 1 kozotti szam volt.

2.2 Trebon 10 F inszekticid reprodukcios és taplalékvalasztasi kisérlet

A dozis-hatas kisérlet eredményei alapjan és a gyiimolesdsoknél és a faknal
hasznalatos ajanlott koncentraciot figyelembe véve a 0,882 ml Trebon 10 F/L
koncentraciot valasztottam tovabbi munkara. Az elébb emlitett atlagos
koncentracioval, a tizedével és a tizszeresével egy sziilo-utdodgeneracidra
kiterjedd reprodukcids és taplalékvalasztasi kisérletsorozatot végeztem.

A reprodukcios ¢és taplalékvalasztasi tesztben faktorialis kisérleti
elrendezést alkalmaztam. Minden kezelésben harom végpontot mértem.
Végeztem egy taplalékvalasztasi tesztet, peteszamlalast és petemérést is.

A reprodukcids tesztben mind a harom koncentracié esetében 90 darab,
10-12 napos allatot raktam Trebon 10 F inszekticiddel kevert, 24,5 g standard
OECD talajra. Itt 20 napig tartottam az allatokat. Egy kontroll, szernélkiili
csoportot is tartottam vizzel kevert mesterséges talajon. Husz nap utan a talajt
Ovatosan kiboritottam egy nagy Petri csészére és a rogoket oOvatosan
szétvalasztva kerestem meg az allatokat. Véletlenszertien kivalasztottam 30
egyedet minden koncentraciobol. Kiraktam ket aktiv szenes, gipszes Petri
csészékbe. Egy Petri csészébe egy allat keriilt, mindegyik Petri csésze egyedi
azonositot kapott. Az atrakassal indukéltam a peterakast. Az allatokat instant
¢lesztével taplaltam. A 9. napon a Petri csészékben 1évo petéket szétteritettem
majd sztereomikroszkop ala tettem (Olympus SZH10) és mikroszkdpra
csatlakoztathato Olympus C7070 widezoom fényképezdgéppel és Olympus
C5060 ADL optikaval lefényképeztem és lemértem a peték atmérdjét.

A kezelt sziilégeneraciobodl 25 egyedet valogattam a taplalékvalasztasi
teszthez, illetve a kikeld utodok kozil is valogattam 25 egyedet, ugyancsak a
taplalékvalasztasi teszthez. A taplalékvalasztasi tesztet mini Petri csészékben
végeztem, amelyek dtmérdje 4 cm és magassaga 1 cm volt. A Petri csészébe

3



egy réteg nedves szlir6papirt helyeztem a paratartalom fenntartdsara, illetve
egy, a taplalékok helyét kijelold nedves papirt. Taplalékul Zamora
kukoricafajta levéldaralékat és a tenyészetekben szokasos taplalékukat, az
instant éleszt6t kaptak az ugrovillasok. A kétféle taplalékot a kisérlet elején a
szlirépapir két célkeresztjére helyeztem el, és a kisérlet kezdetén az allatot a
Petri csésze kozepére tettem be, hogy egyenld eséllyel juthasson el mindkét
taplalék tipushoz. Egy Petri csészében egy allat volt egy hétig, majd a jelold
korokon beliil 1évo tirtilékeket megszamoltam taplaléktipusonként.

Az elsdé utdd-generaciobol (F1), minden kezelésbdl véletlenszertien
kivalogattam 30-30 egyedet és a harom koncentracidban Trebon 10 F
inszekticiddel kezelt mesterséges talajon tartottam Oket 20 napig, a korabban
leirt moédon (MO,1, M1; M10) Ezzel parhuzamosan minden kezelésbol
kivalogattam olyan 4allatokat, amelyeket Petri csészén, azaz Trebon 10 F
kezelés nélkiil tartottam (TO,1, T1, T10). A 20 nap eltelte utan kivalasztottam,
koncentracionként 30 allatot peterakasra a kezelt csoportbdl, illetve a
kezeletlen utédok koziil is valasztottam koncentracionként 30 példanyt
petézéshez. Ehhez a kisérlethez tartottam egy kontroll csoportot mesterséges
talajon, amely talajt nem kezeltem Trebon 10 F inszekticiddel. Emellett Petri
csészében is volt egy 30 egyedbdl all6 nem kezelt, kontroll csoport, a talaj
hatasanak kisziirésére.

2.3 Trebon 30 EC inszekticid tobb generacios transzKripcios vizsgalat

A kovetkezo koncentraciokat hasznaltam a kisérletben 107, 179, 299 és 500
mg etofenprox hatéanyag/ kg szaraz LUFA talaj és egy kontroll csoport, amit
ionmentesitett vizzel nedvesitettem. A koncentraciokat a Trebon 30 EC
inszekticiddel végzett dozis-hatas teszt alapjan allitottuk be, tigy hogy az 50%
effektiv koncentracional (ECso) higabb ¢és toményebb koncentraciot is
alkalmazzunk. A talajt hasznalat el6tt 12 oraval kevertem be a Trebon 30 EC
inszekticid oldatokkal. Hasznalat el6tt a talajok viztartalmat korrigaltam. 30 g
nedves talaj keriilt egy livegcsébe (5 ml oldat és 25 g szdraz talaj). A kontroll
csoportban tiz ismétlés volt, mig 6t ismétlés volt a kezelt csoportokban.

Az elsd generacioban (P) egy kontroll csoportot ¢és négy
koncentracioval kezelt csoportot allitottam be. Az allatok 10-12 naposak
voltak minden generacido megkezdésekor. A masodik generdcioban (F1) egy
kontroll (K), egy multigeneracios (MF1) és egy transzgeneracios (TF1)
csoportot allitottam be. A multigeneracids csoportban az ugrovillasok kezelt
talajba kertilnek. A transzgeneracios csoportban az ugrovillasok tiszta talajba
keriilnek. A juvenil allatokat a sziildi (P) generaciobol ugy nyertem ki, hogy
elarasztottuk a talajt, majd egy szitaval lemertem az allatokat a vizfelszinrol.
Az igy kinyert allatok random keriiltek vagy a multigeneracios (kezelt talaj)
vagy a transzgeneracios (tiszta talaj) csoportba. A harmadik generacioban (F2)
fenntartottam a kontrollt és beallitottam a TF1 kezelés juvenil egyedeibdl egy

4



transzgeneracids csoportot (TF2). Az F1 multigeneracios juvenilis allatokat
tovabbi két csoportra osztottam. Egy tovabbra is multigeneracids csoportra
(kezelt talaj, MF2) és egy multitranszgeneracios csoportra (tiszta talaj, MTF2).

Az dkotoxikologia részben a P generacio 28 napig volt a talajban, majd
az adult és a juvenil allatokat megszamoltam. Ot adult allatot egy gipszes
milanyag edénybe tettem 6t napra, igy indukélva a peterakasat. Ot nap utan az
adult allatokat eltavolitottam és a szétteritett petecsomoOkrol digitalis fotot
készitettem ¢és megszamoltam a petéket. Véletlenszerien kivalasztottam
egyedenként tiz petét, a legrovidebb és a leghosszabb atmérdket mértem le a
petetérfogat kiszamolasahoz. A koriilbeliil 10-12 napos juvenileket egy
szitadval tavolitottam el a viz felszinérdl és atraktam Sket a kdvetkezd generacio
talajaba vagy a génexpresszios rész korosito talajaba. Ezek utdn az F1 és F2
generacioban a LUFA talajban toltott idot 35 napra ndveltem, annak
érdekében hogy elég 10 12 napos juvenilt talaljak. Az 6k0t0xikolc’>gia rész F1

crer

el.
korukban ugyanabbdol a szinkron tenyészetbél vettem ki, mint az
okotoxikologiai kisérletben. Az allatokat két napos kezelésnek tettem ki LUFA
2.2 talajban, a fent leirt koncentracidkkal. Harminc gramm nedves talaj volt
minden iivegben, 50 allat a génexpresszids vizsgalathoz és 5 a reprodukcios
gének szaporodassal valo dsszefliggésének ellendrzésére. Két nap leteltével 6t
allatot kiraktam gipszes dobozba, hogy petét rakhassanak. Ot napot toltdttek a
gipszes dobozban, aztdn az adult allatokat eltavolitottam ¢€s a szétteritett
petecsomokrol digitalis fotot készitettem. A pete-paraméterek mérését a
korabban leirtak szerint végeztem. A maradék allatot (50 db) folyékony
nitrogénben ultragyorsan fagyasztottam és -80 °C-on taroltam Oket. Az F1
generacios juvenileket az 6kotoxikologiai kisérlet P generaciojatol nyertiik a
28. nap végén. Az F1 generacids juvenilek tiszta talajba kertiltek 13 napra,
hogy elérjék a génexpresszi(')s Vizsgélathoz szﬁkséges kort (21 23 nap) Ez utan
generacidé (multigeneracio és transzgeneracm) tagjai. A minta itt és a
kovetkezd generacio esetében egyarant 50 allatbol allt. A kezelés végeztével
az allatokat ultragyors-fagyasztottam és -80°C-on taroltam. Az F2 generacios
juvenileket az 6kotoxikologiai kisérlet F1 generacio tivegeséibdl nyertem a 35.
nap veégén. Ezt kdvetden 13 napig tiszta talajban tartottam az allatokat, majd
ugyanazt a kezelést kaptak, mint az F2 6kotoxikologiai kisérlet allatok (transz-
, multi-, multitranszgeneracid). Két nap utan ultragyors-fagyasztottam és -
80°C-on taroltam dket.

Egy bioldgiai minta 50 ultragyors-fagyasztott allatbol allt, melybdl a
teljes RNS mennyiséget kivontam. Az RNS kivonashoz az SV Total RNA
Isoltation System nevil kittet (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
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hasznaltam a hasznalati utmutatonak megfeleléen. Annyi eltérés volt, hogy a
DNa4z inkubacids mixet 15 perc helyett 30 percig hagytam a membranon a még
tokéletesebb tisztitas érdekében. Ezutan az RNS koncentraciot NanoDrop ND-
1000 spektrofotométerrel (Wilmington, DE, USA) mértem meg, majd a
mintakat -80°C-on taroltam. Két haztartdsi gént hasznaltam referencia
génként: tirozin-3-monooxigendz és szukcinat-dehidrogendz. Tovabbi Ot
altalanos stresszgén expressziojat mértem meg: ABC-transzporter (ABC),
izopenicilin-N-szintetaz (IPNS), két citokrom P450 monoxigendz tipust
(CYPON3v2, CYP6N4v1) és a hosokkfehérje 70-t (HSP70). Tovabba harom
szaporodassal kapcsolt gént is vizsgaltam: vitellogenin fehérje (vitl),
vitellogenin-szer(i fehérje (vit2), vitellogenin receptor (vitrec). A vitellogenin
¢s a vitellogenin-szerii fehérje is fontos alkotoeleme a petéknek. A
vitellogenin-receptor nem csak a vitellogenin petébe jutasaért felel, hanem
szerepe van az ovariumok érésében is. A génexpressziok mértékének
megallapitdsdhoz eldszor a qPCR mixet elkészitettem és 96-lyukit qPCR lemez
lyukaiba mértem, ezen kiviil 2 pl mintat is a lyukakba mértem. Biorad CFX g-
PCR gépet hasznaltam a mérésre.

2.4 Trebon 30 EC inszekticid tobb generacids életmenet vizsgalat

A kisérletben 9 cm atmérdjii mllanyag Petri csészét hasznaltam. A korabbi
kisérletektdl eltérden a gipszhez nem aktivszenet, hanem grafitot adtam (8:1
gipsz:20um grafitpor Sigma-Aldrich ® tomegarany). Mivel a grafit egy
kémiailag inert anyag, nem tudja megkdtni a Trebon 30 EC inszekticidet a
csészék kezdeti szaturalasara: 0,766; 1,303; 2,215; 3,765; 6,4 ml Trebon 30
EC/L viz, és egy vizes kontroll. A sziild generacidoban kezelésenként 15-15
allatot tartottam egyedileg. Az éllatokat a Petri-csészék egyedi azonositojaval
kiilonboztettem meg. Az éllatok altal rakott petecsomokat athelyeztem egy 1j
tiszta Petri-csészére, ahol a petéket lefényképeztem szamolas és méret felvétel
céljabol. A fényképek elkészitése és a peteparméterek lemérése (csomoszam,
elsé petecsomd mérete, elsd peterakds idOpontja, peteszdm, peteméret,
peteatmérdk ardnya) a korabban leirtak szerint tortént. Ezen tal a peték
lerak4sahoz képest tiz nap mulva ijabb fotot készitettem a petecsomokrol, igy
ellendrizni tudtam a kelési sikertelenséget (megmaradt peték/ lerakott peték
szama). Ezzel matematikai értelemben, ha a kelési siker ardnyszdma nd, akkor
nagyobb a ki nem kelt peték szama, tehat kevésbé sikeres a kelés. Amennyiben
a kelési siker aranyszama csokken, akkor kevesebb pete maradt meg, tehat nott
a kelési siker. Az éllatok élelemfogyasztasat ugy mértem, hogy az ad libitum
adott taplalékot az élesztot, egy a taplalékvalasztasi tesztben hasznalt korre
mértem ki, melyen a kisérleti ideje alatt elfogyasztott taplalékot az tiriilékek
szama jelezte. Mivel a harom hét alatt az iriilék talsagosan begombasodott
volna, emiatt az elsé két hét utan egy friss sziir6papirt helyeztem be és a két
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szlir6papiron talalt {riilékek szamanak az Osszegét hasznaltam a
szamitasokhoz.

Az allatokat hetente kétszer sztereomikroszkoppal vizsgaltam és
mikroszképra csatlakoztathatd fényképezdgéppel lefényképeztem. A fej
csapok kozotti részétdl (homlok) az utolso potroh szelvény végéig mértem meg
minden allat hosszat. Két egymast kovetd fényképet készitettem, hogy az
esetleges mozgasok, nézetbeli kiilonbségek miatti  pontatlansagot
csOkkentsem. A két mérés atlagat tekintettem az allat hosszanak. Az adatokat
Imagel] programmal elemeztem. A méréseket 21 napig végeztem, hetente
kétszer, tehat a kisérlet végén az allatok 32-34 naposak voltak.

A fenti paramétereken kiviil minden generacidban elvégeztem a 21.
napon az adult egyedekkel egy viselkedés tesztet a rovid viselkedési teszt
protokollja szerint. Az allatokat friss tiszta Petri-csészébe helyeztem at és két
perces videot készitettem roluk, mely alapjan meghataroztam az allassal toltott
1d6t, a megtett utat és a sebességet. Ezen tl a novekedés €s szaporodas kozotti
csereviszonyt is teszteltem egy csereviszony (trade-off) hanyadossal, amikor
az abszolut novekedést elosztottam a teljes szaporodasi befektetéssel. A
cserviszony fogalma alatt a kovetkezot értem a disszertacidban: amikor azt
irom, hogy tobbet fektetnek az allatok valamibe, ott az energia utak (energy
flows) megvaltozasara utalok ¢€s arra, hogy az adott paraméterbe tobb energiat
fektetnek be az allatok.

Ez utan a mar 10-12 napos utddokat kettéosztottam egy kezeletlen
Petri-csészére egyedileg kirakott (transzgeneracids) és egy kezelt Petri-
csészére kirakott (multigeneracios) csoportra, az F1 generacion beliil. Az
allatokat ugyanugy tartottam, mint a sziilégeneraciot, s a méréseket is azonos
modon végeztem el. Az F2 és F3 generacidoban a multigeneracids csoport
utodait megtartottam a novényvédo szerrel kezelt Petri-csészéken, illetve a
transzgeneracios csoport utodai tovabbra sem kaptak kezelést. gy a
multigenerdcios csoportban a kezelés hatdsdnak esetleges akkumulélodésat,
illetve a transzgeneracids csoportban a kezelés hatdsanak fokozatos elmuldsat
vagy generaciokon keresztiili ativelését figyelhettem meg.



3. Eredmények

3.1 Trebon 10 F reprodukciods és taplalékvalasztasi kisérlet

A sziilégeneracidoban (P) a peteszamra nem volt hatdsa a koncentracionak. A
petetérfogatra a Trebon 10 F koncentracié novekedése szignifikdnsan negativ
hatassal volt. A petedtmérdk aranyara a Trebon 10 F hatdsa szignifikans volt,
csokkent az arany a koncentracid novekedésével. Az F1 transzgeneracios
csoportban a peteszamra nem volt szignifikans hatasa a Trebon 10 F-nek. A
petetérfogatra a Trebon 10 F koncentracionak szignifikans pozitiv hatasa volt.
Ez trendszeri novekedés, a kontrolltdl nem tértek el szignifikansan akezelt
csoportok adatai. Az F1 multigeneracios vonalon a Trebon 10 F
szignifikansan pozitivan hatott a Trebon 10 F koncentracio.

A taplalékvalasztasi tesztek elemzésébdl nyert 95%-0s konfidencia
intervallumokbdl kideriil, hogy a két taplalékforras koriil talalt tirtilékszamok
kiilonbségeinek atlaga a koncentracido novekedése szerint tolddik el a pozitiv
tartomdnyba, vagyis az ¢élesztd preferencia irdnyadba. Ha az egyforma
koncentraciokkal kezelt csoportokat Osszehasonlitva nézziik az egyes
generaciok konfidencia intervallumait, akkor kidertil, hogy a kontroll kezelés
preferencidja  valtozékony. A  szant6foldi  koncentracional — higabb
koncentracioval kezelt csoportok (PO,1, TO,1, MO0,1, TTO,1) preferencia értékei
a 0 koriil ingadoznak, vagyis e csoportok egyedei nem valogatnak. A
szant6foldi koncentréacio (P1, T1, M1, TT1) intervallumai mar inkabb a pozitiv
tartomanyba esnek, vagyis az élesztot preferaltdk. Az elsé generacid kezelt
csoportjainak (M1) intervalluma mar egyértelmiien a pozitiv tartomanyba
tartozik. A tizszeres toménységl koncentracioval kezeltek (P10, T10, M10,
TT10) koziil a P10 és T10 kezelés allatai az élesztot preferaltak. A M10 és T10
kezelések esetén nem volt kimutathatd preferencia. A sziilégeneracid (P)
értékeihez képest az elsdégeneracios utodok (F1) intervalluma jobbra tolddott.
A masodik generacioban egyetlen kezeletlen csoport sem valogatott a
taplalékforrasok kozott.

3.2 Trebon 30 EC tobb generacioés transzkripcios vizsgalat

Szignifikéns dozis-hatast valaszt talaltam a tulélésre a P, F1M, F2M ¢s
F2MT kezelésekben. A mortalitas az F2M kezelésben volt a legerdteljesebb,
ahol az inszekticid mar 179 mg/kg koncentracioban szignifikdns mortalitas
novekedést okozott. A juvenilis szdm alacsonyabb volt a P generacioban, mint
a kisérlet tobbi részében, mivel rovidebb ido allt rendelkezésre, mint a kisérlet
tobbi részében. Szignifikans dozis-hatas valaszt talaltunk a juvenilis szamra P,
FIM, F1T és F2M kezelésekben. A legerdteljesebb hatast a P generacidoban
mutattuk ki, ahol méar a legalacsonyabb, 107 mg/kg koncentracid is



szignifikans, atlagosan 79%-os mértékli csokkenést okozott a juvenilis
szamban.

A P generacioban az ABC expresszi6 noétt az emelkedd
koncentracioval, a LOEC 500 mg/kg volt. Mind a CYP6N3v2, mind
CYP6N4v1 expresszio erdsen ndtt a novekedd koncentracioval, mindkét
esetben 500 mg/kg volt a LOEC. A HSP70 expresszidja enyhe novekedd
trendet mutatott a koncentracio novekedésével, de nem volt kiilonbség a
koncentraciok kozott. Az MF1 generacioban mind a CYP6N3v2, mind a
CYP6N4vl  expresszidja er0sen megemelkedett a  koncentracio
novekedésével, a LOEC mindkét esetben a legalacsonyabb koncentrécio, azaz
107 mg/kg volt. A HSP70 expresszidja nétt az emelkedd koncentracioval, a
LOEC 179 mg/kg volt. A TF1 generacioban csak a HSP70 expresszioja
mutatott megndvekedett transzkripciét, azonban ezt a 179 mg /kg
koncentracioban tapasztalt hormézisz okozta. Az MF2 generacioban az ABC
expresszidja nott a koncentracioval, a LOEC érték 299 mg/kg volt. Mind a
CYPO6N3v2, mint a CYP6N4v1 expresszidja erételjesen nott a koncentracid
hatasara, mindkét esetben a legalacsonyabb koncentraciéo a 107 mg/kg volt a
LOEC értéke. A HSP70 expresszidja ndtt a koncentracid ndvekedésével, a
LOEC 179 mg/kg volt. Az MTF2 generacioban az ABC expresszio 107 mg/kg
koncentraciondl erds horméziszt mutatott. A CYP6N4vl expresszioja
csokkent a koncentracidé novekedésével, a LOEC 179 mg/kg volt. A HSP70
expresszidja nétt a koncentracioval, a LOEC 179 mg/kg volt. A TF2
generacioban a HSP70 expresszidja ndtt a koncentracidval, a LOEC 299 mg/kg
volt. A CYP6N4v1 expresszioja csokkent a novekvo koncentracioval, a LOEC
500 mg/kg volt.

A multigeneracidés csoport a  stresszgének megndvekedett
expresszidjaval reagal. A transzgeneracios csoport pedig a HSP70 konstans
aktivacidjaval, illetve a CYP6N4v1 expresszidjanak csokkentésével reagal. A
multitranszgeneracios csoport hasonloan reagalt az TF2 csoporthoz, azonban
a CYP6N3v2 is megnovekedett aktivitast mutatott.

3.3 Trebon 30 EC tobb generacios életmenet vizsgalat

A sziild generacio abszolut novekedési paramétere esetén a tobb-szakaszos
linearis modellel gyenge horméziszt tapasztaltam. A mortalitas szignifikansan
novekvd dozis-hatast mutatott, azonban a koncentraciok kozott nem volt
szignifikans kiilonbség.

A F1 generacio multigeneracids csoportban az allatok kisérlet kezdeti
nagysagaban nem volt szignifikdns dozis-hatas, de a legmagasabb
koncentraciobdl szarmazo allatok szignifikansan hosszabbak voltak, mint a
kontroll csoport egyedei. A teljes peteszam szignifikansan csokkent a kezelés
hatasara, ¢€s a két legnagyobb koncentracioval kezelt csoport kevesebb petét
rakott, mint a kontroll. A szaporodasi raforditdsban 50%-0s horméziszt
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tapasztaltam a legkisebb koncentracidban. A mortalitisban ez esetben is
novekvd szignifikdns dozis-hatas volt, azonban nem volt szignifikans
kiilonbség a kezelések kozott. A novekedés-szaporodas csereviszony bar
szignifikans dozis-hatds szerint nétt, vagyis az allatok tobbet ndttek, mint
szaporodtak, de nem volt szignifikans névekedés a koncentracié hatasara. Az
F1 generéci6 transzgeneracios csoportban a koncentracié szignifikans dozis-
hatas Osszefliggést mutatott a kezdeti mérettel. A multigeneracios csoporthoz
hasonloan a kisérlet kezdetén a legmagasabb koncentraciobdl szarmaz6 allatok
szignifikansan hosszabbak voltak, mint a kontroll csoport. Az abszoluat
novekedés szignifikdns doézis-hatdst mutatott, a legnagyobb koncentracioval
kezelt csoport kevesebbet nott

A F2 generacié multigeneracids csoportjaban a kezdeti és a végso
méretre 1s szignifikdns dozis-hatast gyakorolt a koncentracido névekedése. A
legtoményebb koncentracioval kezelt csoport eleve kisebb mérettel kezdte a
kisérletet, kisebbek is voltak a kisérlet végén. Az abszolut ndvekedésiik nem
tért el a tobbi csoporttol. A teljes peteszam szignifikans dozis-hatas csokkenést
mutatott. A teljes peteszam esetén az 1,3 ml/L-es koncentracio esetén 23%-0S
horméziszt tapasztaltam, mig a legtoményebb koncentracid allatai kevesebb
petét raktak. A petecsomoOk esetén is szignifikins csokkend dozis-hatast
tapasztaltam. Az 1,3 ml/L és 2,2 ml/L-es koncentracional 20%-o0s horméziszt
talaltam, és a legtoményebb koncentracio esetén kevesebb petecsomot raktak
az allatok. Az els6 peterakas idOpontja esetében a tobbszakaszos linedris
modell az elsd négy koncentracid esetén az allatok peterakasat kordbbinak
becsiilte, mint a kontrollt, viszont a legtoményebb koncentracié esetében az
allatok késdbb raktak petét. A szaporodasi befektetés szignifikansan csokkent
a koncentraciéval. A legnagyobb koncentracidé szaporodési befektetése
lecsokkent. A mortalitas szignifikansan nétt a koncentracioval, a legnagyobb
koncentracioban szignifikdnsan magasabb volt. A legnagyobb koncentracidval
kezelt csoportot nem lehetett a kovetkezd generacioba tovabb vinni, mert a
mortalitas €s az alacsony reprodukcid kovetkeztében ez a generacio kihalt. A
csereviszony hanyados szignifikdnsan nétt a koncentracidoval parhuzamosan,
tehat tobbet fektettek az allatok a ndvekedésbe, mint a szaporodasba. Azonban
az 1,3 ml/L koncentracios kezelésben szignifikansan kevesebbet fektettek az
allatok a novekedésbe és tobbet a szaporodasba a kontrollhoz képest. A
legmagasabb koncentracid esetén jelentdsen tobbet fektettek az allatok a
novekedésbe. Az F2 generacio transzgeneracids csoportban csak a kelési siker
¢és a taplalékfogyasztas mutatott szignifikdns dozis-valasz hatast. A kelési
arany szignifikdnsan csokkent, de nem volt kiilonbség a koncentraciok kozott.
Az 1,3, 3,8 és 6,4 ml/L-es koncentraciokkal kezelt allatok tobbet fogyasztottak.

Az F3 generaci6 multigeneracidos csoportjdban a petetérfogat
szignifikansan csokkent, azonban a koncentraciok hatdsai kozott nem volt
kiilonbség. A kelési siker szignifikdnsan csokkent a koncentracio
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novekedésével és a két legtoményebb koncentracidban kisebb aranyban keltek
ki az egyedek. Az F3 generaci6 transzgeneracios csoportjaban a kezdeti méret
szignifikans dozis-hatas szerint csokkent a koncentraciéval. A végsé méret
szignifikans dozis-hatas csokkenést mutatott a koncentracid novekedésével.
kontroll csoport egyedei. Az abszolut ndvekedés a koncentracioval
szignifikans dozis-hatds csokkenést mutatott, a legtoményebb koncentracids
csoport kisebb volt. A teljes peteszdm ¢€s a petecsomok szdma is szignifikans
dozis-hatast mutatott. A 2,2 és a 6,4 ml/L koncentracios kezelésben mindkét
paraméter nagyobb volt a kontrollnal. Az els6 peterakas idépontja szignifikans
dézis-hatast mutatott €s minden koncentracio-csoportban korabbra csuszott. A
petetérfogat esetén enyhe horméziszt (16%) tapasztaltam az elsé két
koncentraci6 esetén. A szaporoddsi befektetés szignifikans dozis-hatést
mutatott és a legnagyobb koncentracié esetében nagyobb volt a kontrollénal.
A csereviszony hanyados szignifikdnsan csokken a koncentracidval, tehat tobb
energiat fektetnek az allatok a szaporodasba a kontrollhoz képest. A
legtoményebb koncentracid esetében a hatas szignifikans.
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4. Diszkusszio

4.1 Trebon 10 F reprodukcios és taplalékvalasztasi kisérlet

A teljes peteszam és a peteméret kozott forditott 6sszefiiggés van a rovaroknal,
ami a produkcio és a reprodukcid kozotti csereviszony kovetkezménye.
Azonban a Trebon 10 F estén nem taldltam dozis-hatds Osszefiiggést a
peteszammal, sem a sziil, sem az utédgeneracioban. A legvaloszinlibb oka
ennek az lehet, hogy a tesztelt koncentraciok a hatasos dozis alatt voltak.

A peteméret mas eredményeket mutatott, ugyanis a Trebon 10 F
hatdsara modosult a peteméret. A sziildgeneracidban az inszekticid kezelés
koncentracio-fliggéen csokkentette a petetérfogat. Ezt alatdmasztjak korabbi
kutatasok is, miszerint csokken a reprodukcioba valo befektetés, amennyiben
rosszak a kornyezeti feltételek. A Trebon 10 F embrionalis fejléddésre gyakorolt
serkentd hatésai is kideriiltek ebben a vizsgalatban, mivel a peteatmérd aranya
csokkent. Ez azt mutatja, hogy a peték kevésbé voltak kerekek, jobban
megnyult alakjuk volt a sziil6 generacioban. A kerekebb és szabalyosabb peték
kevésbé voltak ¢életképesek, mint a szferoid alaka peték. Ezek az eredmények
arra mutatnak, hogy a Trebon 10 F kezelés miatt a sziilok kisebb energiat
fektettek az utodokba. Ugyanakkor ez jele lehet egy energia-csereviszonynak
is a sziilok védekezd mechanizmusai és a reprodukcio kozott.

Mind a T, mind az M generacidban ellentétes eredmény jott ki az
inszekticidnek a peteméretre gyakorolt hatasaban. A peteszam nem valtozott a
kezelés hatdsara, de a peteméret ndtt a koncentracidé ndvekedésével. Ez annak
a jele, hogy az inszekticid kezelés dozis-fliggd modon megvaltoztatta az
ugrovillasok epigenetikai statuszat. Az ilyen eredmények ritkdk az
okotoxikologiaban. Raadasul a peteméret pozitivan korrelal a F. candida
utédok életképességével. Az eredményeim azt valdsziniisitik, hogy az
inszekticiddel kezelt sziilok valamilyen modon atadjak a stresszrél az
informdciot az utddjaiknak, amik erre jobb mindségli petével reagalnak. A
peszticid altal okozott epigenetikai valtozas igy megjelenhet az utédokban.
Ebbdl a vizsgalatbol még nem deriil ki. hogy a F. candida milyen modon adja
at az informaciot a generaciok kozott. A mechanizmus felderitése tovabbi
vizsgalatot igényel. Amennyiben csak a sziilégeneraciot kezeltem a
peszticiddel (T csoport), az eredmények nagyon hasonldéak voltak a
multigeneracios kezeléshez. Ez bizonyitja, hogy a Trebon 10 F-nek van
transzgeneracids hatasa. A Trebon 10 F hatéanyaganak magas az oktanol/viz
aranya (log Kow: 6,9), ami lehetévé teszi, hogy bioakkumulaldédjon a
zsirszovetben és a zsirban (példaul a F. candida pete citoplazmajaban és a
fejlddé embrioban). Amennyiben ez a hipotézis érvényes, érthetdvé valik a
Trebon 10 F hatasa a peteméretre. Azonban az etofenprox hatdsmechanizmusa
a F. candida embrionalis fejlédésre egyelre ismeretlen.
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Vizsgalataim eredményei ravilagitanak a Trebon 10 F multigeneracios
¢és transzgeneracios hatasaira a F. candida pete-paramétereire, és Ggy tlinik
hogy elsésorban a peteméret az érintett tulajdonsag. Ezek a hatasok
dozisfiiggdek.

A sziildgeneracioban tapasztaltak alapjan azt feltételeztem, hogy a
kontroll csoportok azért fogyasztanak tobb kukorica levelet, mivel a
monodietikus ¢éleszton tartas utan, olyan tapanyagot probalnak nagyobb
mennyiségben felvenni, amiben a kukorica levél gazdagabb. Am az elsd
generacios kisérletben a kontroll csoportoknal nem talaltunk preferenciat, ezért
ez a feltételezés nem allja meg a helyét. A két generacioban lathatd
koncentraci6 szerinti elrendezddés alapjan kapott eredmények azt mutatjak,
hogy a novényvédo szerrel kezelt allatoknak valdszintileg nagyobb sziiksége
van a jobb mindségii taplalékra (ebben az esetben az ¢lesztdre), mint a kontroll
csoportoknak. Ugyanis a F. candida fitnesze akkor a legmagasabb, amikor a
preferalt taplalékkal etetik. Nem publikalt adataink szerint a F. candida
szamara az élesztd jobb mindségi taplalékot jelent, mint a kukorica.

A masodik generacional arra voltam kivancsi, hogy vajon ha a sziil6ket
kezelem és az utana kovetkezo két generacido nem kap kezelést, az elég ido-e
ahhoz, hogy elmuljanak a szer hatdsai a vizsgalt paraméterekre.

4.2 Trebon 30 EC tobb generacios transzKkripcios vizsgalat

Az Trebon 30 EC, mind transzgeneracios, mind multigeneracids hatasokat
okozott az F. candida fajon. A tulélésen és a reprodukcion csak az F1
generacidig volt transzgeneracids hatds megfigyelhetd. A kovetkezd
generacioban teljesen felépiiltek az 4llatok. A multigeneracidos hatdsokra
bizonyitékot talaltunk az egyre kisebb reprodukcios érzékenységben
(magasabb reprodukcios LOEC). A kisebb érzékenység lehet egy rezisztencia
kezdte, vagy a populaci6 rezilencidja a Trebon 30 EC ellen.

A talélésre €s a reprodukciora gyakorolt transzgeneracios hatds még
epigenetikai imprinting altal, illetve a peszticid petén keresztiili atadasaval is
torténhetett. A multigeneracidés vonalon az inszekticid hatdsa minden mért
paraméteren erésebb volt, mint a transzgeneracios vonalon. Ezt okozhatta egy
additiv sziil6i és nagysziiloi hatas, igy a Trebon 30 EC hatasa is kumulalodni
latszik a tobb generacios kezelés alatt. A sziild generacio csokkent peteszama
¢s megnovekedett petetérfogata arra utal, hogy az ugrévillasok megnovelték
az egyes utodokba fektetett energidt, igy maximalizdlva az utédszamot.
Valo6szintinek tlinik az a hipotézis, miszerint az egy petébe fektetett megnovelt
energia segitségével a teljes reprodukcioba fektetett energia csokkenthetd a
tulélés és a detoxifikacio javara. Rdadasul a nagyobb pete nagyobb utddot
eredményez. A nagyobb utddok életképesebbek lehetnek, igy a fitnesz
maximalizalhato a stratégiavaltassal. Tovabba a peteméret csokkenhet a jol
ismert talélés és reprodukcid kozotti csereviszony miatt is. Azonban az én
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kisérletemben az F1 generdcioban a peteszam ¢€s a térfogat nem valtozott, mig
az F2 generdcidban hormetikus hatast talaltam. Ezt a mintazatot egyfajta
adaptacié vagy talan epigenetikai imprinting magyarazhatja. A F. candida
szaporodasi stratégidja nagyon rugalmas, azaz a szaporoddsi paramétereket
gyorsan ¢s nagymértékben tudja valtoztatni.

A sziil6 generacidoban a legmagasabb Trebon 30 EC koncentracioban
majdnem kihalt a populacio, de a talélé egyedek az F1 és az F2 generacioban
jobban ellendlltak a kezelésnek, a tulélést és a juvenil szdmot tekintve
(magasabb LOEC értékek). Ez ugyantgy lehet epigenetikai imprinting
eredménye, mint a palacknyakhatasé (bottleneck), ami a legratermettebb
allatokat valogatta ki.

Az irodalom harom kiilonb6z6 multigeneracids hatast kiilonboztet
meg, amelyek jol magyardzzak az én eredményeimet is. Az elsd tipus, amikor
a sziil6i kornyezet befolyésolja az utod fenotipusat, de nincs meg a plaszticitas,
ami az aktudlis kdrnyezetre reagilna. Ebben az esetben a kornyezet és a
fenotipus aszinkronizalodhat. A mdasodik tipus, amikor a sziil6i hatas és a
plaszticitas befolyasolja a fenotipust, de nincs interakcio a két hatds kozott. A
harmadik tipus, amikor a sziil0i hatas €s a fenotipikus plaszticitas interakcioba
1ép. A sziiléi hatas bekovetkezhet epigenetikai hatdsra is, azonban annak
stabilitasa eltérhet a kiilonb6zd gének kozott. Ez befolydsolhatja a sziilok
informacio atadasat az utoédaik szamara.

A sziilé generacidban a stresszgének transzkripcidja megemelkedett
(ABC-transzporter, citokrom-oxidaz, hdsokk fehérje). Ez 6sszhangban van a
korabbi eredményekkel, és stressz hatdsara bekovetkezd emelkedett
detoxifikaciora és stresszvalaszra utal. Ezzel szemben az IPNS géntdl egész
csOkkent a transzkripcid, majd a koncentraci6 emelkedésével dozis-vélasz
reakcid szerint emelkedett a transzkripcid. El6szor elérte a kontroll szintet,
majd a két legmagasabb koncentracio a kontroll f61¢ nétt. Ennek a jelenségnek
tobb magyarazata is lehet. Az elsé, hogy a Trebon 30 EC inszekticidnek
antimikrobialis hatasa van, ami lehetdvé teszi, hogy a detoxifikacioba fektesse
az allat az energidt az antibiotikum termelés helyett. Azonban néhany
xenobiotikum érzékenyiti az allatokat a fert6zésekkel szemben, mint példaul a
fenantrén, ami az antimikrobidlis gének aktivacidjdhoz vezetett, illetve a
diclofenac, ami az immunitassal kapcsolatos gének transzkripciojat emelte
meg. Egy tovabbi hipotézisem szerint az enyhébb stressz nem az IPNS-t,
hanem mas géneket aktival, ami megmagyardazza a kisebb etofenprox
koncentraciondl tapasztalt alacsony expresszi6t ¢és a magasabb
koncentracioknal valo ismételt névekvd IPNS expressziot. A multigeneracios
kezelésben minden stresszgén (az IPNS kivételével) erds dozis-fiiggd
mintdzatot mutatott. Mind az F1, mind az F2 generacid transzgeneracios
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kitettségben a HSP70 gén transzgeneracios hatasokat mutatott dozis-fiiggden.
Ez egy stabil epigenetikai modosulas is lehet a HSP70 génen.

A HSP70 expresszios mintajat be lehet sorolni az egyes epigenetikai
kategoridba, mivel az F2 generdcidban nem latszik kiilonbség a kezelési
csoportok kozott. A CYP6N4vl gén expresszidja dozis-fliggden nott a
szlildgeneracioban, majd az F1 transzgeneracios csoportban a Trebon 30 EC
inszekticidnek latszott hatasa. Azonban az F2 transzgeneracids csoportban az
expresszio csokkent a nagysziildi koncentracid ndvekedésével. Erre az
eredményre tobbféle magyarazat is létezik. Az els6, hogy a kiilonb6zo
expresszios mintak, igy az F2 generacioban tapasztalhatdo csokkenés egy
random epigenetikai modifik4cio. De a random modifikacié nem magyarazza
meg az F2 generacioban talalhat6 stabil trendet. A masodik lehetdség, hogy a
mintazat a harmadik epigenetikai kategoridba sorolhatd, amikor a kdrnyezet és
az epigenetikai mintdzat interakcioba 1ép egymassal, igy kiilonb6zd lehet a
mintazat a juvenilek kitettsége (F1) és a kezelés hianya esetén (F2).

Az MTF2 generacid nagyon hasonldé mintdt mutatott, mint a TF2
kezelés. A HSP70 expresszio emelkedett, a CYP6N4v1 csokkenést mutatott a
sziil6i koncentracioval az MTF2 generacioban. Altaldban a CYP6N4vl
transzkripcidja né a ndvekvd inszekticid kitettséggel. A csokkent expresszio
okai hasonloak lehetnek a TF2 generacidhoz; random epigenetikai modifikacio
vagy harmadik tipusu epigenetikai modifikacio. Az MTF2 kezelés expresszios
mintazata emelkedett stressz-szintrél arulkodik, a megemelkedett ABC-
transzporter szinten keresztiil. Az eredmények egybevagnak azokkal az
irodalomi adatokkal, melyek szerint az ABC-transzporter expresszio
megemelkedik kadmium kitettség hatdsara, ugyanis kiszallitja a karos
anyagokat a sejtekbdl, igy az etofenproxot is eltdvolithatja a sejtbol.

A szaporodassal kapcsolt gének a jol ismert energia-allokacios elmélet
szerint reagaltak a inszekticid okozta stresszre. A sziil6 generacioban és az
MF2 generécioban a vitellogenin-receptor transzkripcid csokkent a novekvd
Trebon 30 EC koncentracioval. Mivel ez a gén nem csak a vitellogenin
transzporttal, de az ivarérettség elérésével is kapcsolatban van, ezért ez arra
utalhat, hogy az ugrévillasok késébb érték el az ivarérettséget a magasabb
Trebon 30 EC koncentraciok esetén. A fent emlitett vitellogenin receptor
dozis-hatas Osszefiiggés €és a petetérfogat novekedés alatamasztja azt a
hipotézist, hogy a sziilok tobb energiat fektettek egy adott utodba. Ugyanezt az
eredményt kaptuk a Trebon 10 F inszekticiddel végzett reprodukcios
kisérletben is. A novekvd inszekticid koncentracidval nott a petetérfogat, de a
peteszam nem valtozott, ami azt jelenti, hogy az ugrévillasok tobb energiat
megemelkedett a vitellogenin és a vitellogenin-szerti fehérje expresszidja.
Azonban ez nem jart sem a peteszam, sem a peteméret megnovekedésével, ami
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arra utal, hogy a vitellogenint és a vitellogenin-szerti fehérjét antioxidansként
hasznaltak fel az allatok.

Multigeneracios kitettségnél az F2 generacioban a petetérfogat és a
peteszam hormetikus ndvekedést mutatott. Ez valdsziniileg nem a vitellogenin
transzkripcionak koszonhetd, mivel a Trebon 30 EC nem befolyésolta ezt a
végpontot az F2 generdcioban. Inkabb a stresszgének intenziv expresszidja
okozhatta a hormézist a szaporodasban.

Az MF2 ¢és az MTF2 kezelési csoportokban kiilonbséget talaltam a
fitness maximalizal6 stratégiaban. A kisebb Trebon 30 EC koncentracional a
multigeneracios csoport tobbet fektetett az egyes utdodokba, igy a juvenileknek
nagyobb az esélye a tulélésre, ha késdbb inszekticid kitettség 1ép fel. A
multitranszgeneracios csoport inkdbb a tobb utéd termelésébe fektetett
energiat. Igy valamennyi utod talél szennyezés esetén is, de a tiszta talajban
gyorsan vissza tudnak allni a populacids paraméterek az eredeti méretre. A
késdbbi generaciokban valdszintileg azért tlinik el a pozitiv hatds (hormézisz),
mert a generaciokon keresztiili kitettség dsszeadddik. Az a hipotézisem, hogy
az ugrovillasoknak tobb energiat kell a detoxifikacioba fektetni a magasabb
koncentraciokban. A megemelkedett stresszgén expresszio azt mutatja, hogy
az ugrovillasoknak nem maradt elég energiajuk, amit az utodokba
fektethetnek. A masik lehetdség, hogy az eredményeink egy korai rezisztenciat
jeleznek.

A TF2 csoportban a HSP70 gén transzkripcidjanak dozis-fiiggd
novekedése és a CYPO6N4vl transzkripcidnak dozis-fiiggd csdkkenése
epigenetikai esemény lehet. Lehetséges azonban, hogy ezeket a HSP70 és
CYP6N4v1 génekre vonatkozé transzkripcids valtozasokat az F1 generacios
allatok talajban valo kitettsége okozza. Mivel a reprodukcids dssejtek mar az
embrionalis fejlodés korai szakaszaban megjelennek, ezaltal az F2 generacios
allatok Ossejt allapotu kitettsége sem kizart. Azonban véleményem szerint ez a
hatas nem lehet tul jelentds. El6szor is, a tilélés és a juvenilis szam sokkal
kevésbé volt dozis-fliggd az MTF2 és a TF2 kezelésben, mint az MF2
kezelésben, ami arra utal, hogy az inszekticid kezelés hatdsa nem tal erds a két
transzgeneracios tipust kezelésben. Masodszor, ha az érzékenyebb paramétert,
a génexpressziot vessziik figyelembe, akkor is megkiilonboztethetdek a
kiilonbozd kezelés tipusok. A transzgeneracios csoportban a CYP6N4vl
expresszid csokkent és csak a HSP70 stresszgén aktivalodott, mig a
multigeneracids csoportban a legtdbb stresszgén aktivalodott. gy még ha az
inszekticid gyakorolt is hatast az dssejtekre, az nem tlinik jelentds hatasnak az
F2 generacidban. Az epigenetikai modosulasok vezethetnek inszekticid
rezisztenciahoz, de ennek a mechanizmusa kevéssé ismert.

Osszefoglalva, bizonyitékot taldltam arra, hogy a Trebon 30 EC
inszekticidnek van transzgeneracios és multigeneracios hatasa is a F. candida
ugrovillas fajra. A transzgeneracios kezelésben a tal¢lés és a reprodukcid, mint
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végpont az F1 generacidig reagalt az inszekticid hatasara. Ez valdsziniileg az
F1 generéci6 juvenilis egyedeinek kitettsége miatt lehetett. Transzgeneracios
hatasokat a HSP70 ¢s CYP6N4v1 gének transzkripcidja esetén talaltam az F2
generacioban. Ekkor a HSP70 gén expresszidja nétt, mig a CYPO6N4vI gén
expresszioja csokkent a koncentracidé novekedésével. Ezen mintazat mogotti
molekularis mechanizmusok felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel. A
multigeneracios hatasok az egyre magasabb juvenilis szamban (LOEC alapjan
szamolva) nyilvanulnak meg a generacidk soran.

A transzgeneracios kezelés transzkripciés mintdzata ¢és a
multigeneracios kezelés magasabb juvenil LOEC értéke egy korai
rezisztenciara, illetve a populacid felépiilésére utalnak. Vagyis a populéciok
képesek a korabbi egyedszamukat visszanyerni egyszeri kezelés utan.

4.3 Trebon 30 EC tobb generacios életmenet vizsgalat

A Trebon 30 EC inszekticid hatasara multigeneracids €s transzgeneracios
valtozasokat tapasztaltam a F. candida faj élettorténetében. A sziilé
generacioban a mortalitds enyhe volt, de csokkent a szaporodasi befektetés és
a novekedésben horméziszt tapasztaltam. A csokkent szaporodasi befektetés a
mortalitas enyhitésére altalanos reakcionak mondhaté a gerincteleneknél. A
novekedésbe valo befektetés is egy védekezo reakcio lehet, mivel a nagyobb
utod/egyed fitnesze is nagyobb. A sziilé generacioban tapasztalt kezdeti enyhe
hatasok utdn a transzgeneraciés csoport F1 generdcidja enyhe
novekedéscsokkenést produkalt, illetve az F2 generacioban megnovekedett
taplalékigényt mutatott. Eredményeim azoknak a hatdsoknak a fokozatos
elmulasara utalnak, melyeket az utédok lecsokkent fitneszének
tovabbadodasa, illetve a szer petébe vald bekertilése okozhatott.

A multigeneracios csoportban a kovetkez0 hatdsok stulyosbodtak a
szlild generacidhoz képest: csokkent a peték szama, igy a teljes szaporodasi
befektetés is, ndtt a mortalitds €s az egyedek inkabb a novekedésbe, mint a
szaporodasba fektettek energiat. Ez egybevag az irodalomban talalhato
eredményekkel 1is, miszerint rossz koriilmények kozott csokken a
szaporodasba valo befektetés. Ez a trend jellemezte az F2 multigeneracios
csoportot is, ahol a kicsi szaporulat €s nagy mortalitds miatt a legtoményebb
koncentracioval kezelt csoport kihalt. Ez a jelenség a hatasok felhalmozodasat
bizonyitja. A fokozatos fitnesz csokkenés kihalashoz vezetett. A stressz
hatasara bekovetkezett csokkent szaporodasi befektetés ismert jelenség a F.
candida faj esetén is. A Trebon 10 F inszekticiddel végzett vizsgalatunk soran,
és a Trebon 30 EC génexpresszids vizsgalatban is ezt tapasztaltam. Az F3
generacio drasztikusan mas képet mutatott, mint az elézoek. A legnagyobb
koncentracié mellett talalt kihalds utan a multigeneracios csoportban kissé
csokkent a peteméret, de mar nem érzddtek a peszticid hatasok. Az
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alacsonyabb koncentracioval kezelt csoportok rezisztensebbek lettek. Ez a
jelenség hasonld a génexpresszios vizsgalat eredményeihez.

Az F3 transzgeneracidos csoportban egy, a sziiloket ért kezelést
kompenzal6 folyamat indult meg. Az éallatok altalanossadgban kisebbek voltak
(kisérlet kezdeti mérete, végsd mérete €s az abszolut ndvekedésiik is kisebb
volt) és nétt a szaporodasi befektetésiik a kontrollhoz képest, de egyedi szinten
is a szaporodas felé tolodott el a csereviszony, emellett aktivabbak is voltak az
allatok. Ez a szaporodas és novekedés kozotti csereviszony megfelel az
altalanos energia allokacios sémanak. A D. magna vizibolha cink kitettsége
esetén a stressz gének aktivalédtak, mig a reprodukcid a kovetkezd két
generacidban csokkent a védekezés és reprodukceio kozotti csereviszony miatt.
Az ¢én Kkisérletemben ennek pont az ellentéte jatszodott le. Amikor két
generaciot inszekticid mentes kdrnyezetben toltottek az allatok, a stressz gének
aktivacioja a Trebon 30 EC génexpresszids vizsgalat eredményei alapjan
valoszintileg lecsokkent, s igy ujra volt energia az intenziv szaporodasra.

Az F3 generécidban tapasztalt, az el6z6 generacioktol eltérd mintazat
felveti az epigenetikai 6roklédés lehetdségét is. A multigeneracios vonalon
kialakul6 rezisztencia lehet, hogy az epigenotipusok kivalogatodasanak, vagy
az epigenetikai mintdzat megvaltozdsdnak az eredménye. Jelen kisérlet
eredményei hasonléak a Trebon 30 EC génexpresszids vizsgalatban
tapasztaltakhoz, melyben a magasabb koncentracioval kezelt allatok kozel
keriiltek a kihalashoz, de a multigeneracids vonalon a juvenilis szamban
latszik, hogy rezisztensebbek az egyedek. Abban a kisérletben a
transzgeneracids kezelés vonalan a hatéas a generaciok kozott kezd megsziinni,
de a CYP6N4v2 gén az F2 generacioban Ujra expresszalddni kezd, amely adat
megerdsiteni latszik az epigenetikai jelenség hipotézisét.

4.4 Kovetkeztetések

Altaldnossagban elmondhat, hogy mind a Trebon 10 F, mind a Trebon 30 EC
inszekticid a gyartd altal javasolt alkalmazasi értékekben kiméletesnek
bizonyult a Folsomia candida ugrovillas fajra. Sulyosabb mellékhatasokat,
mint a kihalds vagy a stresszgének transzgeneracios tartds aktivacigja, csak
joval a gyartd 4ltal szabadfoldi alkalmazéasra javasolt koncentraciok felett
tapasztaltam. Mindkét mellékhatdst a Trebon 30 EC esetén mutattam ki, igy
valoszintisithetd, hogy a Trebon 10 F inszekticid alkalmazéasa kiméletesebb a
Folsomia candida szamara, mint a Trebon 30 EC. Erre utal az is, hogy a
taplalékvalasztasi teszt alapjan a Trebon 10 F hatasa az F2 generdcioban mar
nem tapasztalhatd. A Trebon 30 EC inszekticiddel végzett részletes élettorténet
paraméterek vizsgalatban még az F3 generacioban is lehetett peteméret
csokkenést tapasztalni a multigeneracids vonalon. A transzgeneracids vonalon
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ekkor jelentkeztek intenziv kompenzal6 folyamatok. Mindezek a jelenségek a
Trebon 30 EC erételjesebb hatasara utalnak.

Mindkét peszticid a sziild generacioban reprodukcid-csokkenést okoz,
mely transzkripciés mérések alapjan a detoxifikacioba ¢és az altaldnos
stresszvalaszba vald energiabefektetés kovetkezménye lehet. A Trebon 10 F
esetén, mind a multigeneracidés, mind a transzgeneraciés csoportban a
szaporodasba vald megndvekedett befektetést tapasztaltam, mig a Trebon 30
EC esetén a transzgenerdcidés csoportban nem tapasztaltam a kontrolltol
eltérést. Ebben a kisérletben a multigeneracidés csoport csokkentette a
szaporodasba val6 befektetését a novekedés javara. A Trebon 10 F és Trebon
30 EC inszekticidek hatasainak 0Osszehasonlitasbol szintén arra lehet
kovetkeztetni, hogy a Trebon 30 EC erdteljesebb hatast fejt ki a F. candida
fajra, mint a Trebon 10 F, mert hatasara tobb energiat fektettek az ugrdovillasok
a talélésbe, mint a szaporodasba. A két inszekticid eltéré hatasa valoszintileg
a formulacio kovetkezménye. Mindkét peszticid esetén a tobb generacios
kisérletek epigenetikai moddosulasra engednek kovetkeztetni, melyek a
szaporodasi paraméterekben és a transzkriptomokban is megnyilvanulnak.

Az élettorténet paraméterek részletes vizsgalatanal a negyedik
generacid hozott kritikus eredményeket. Ezekbdl az adatokbdl arra
kovetkeztetek, hogy négy generacion at folytatott kisérletekbdl tudunk
kovetkeztetni a F. candida esetében a hosszutavi hatasokra. Erdemes lenne
ennek az allitasnak a konzisztenciajat megvizsgalni. Amennyiben a négy
generacid konzisztensnek bizonyul, egy ilyen tartamu teszt standardizalasa és
bevezetése a kockéazatbecslési modszerek koze hianypotlo lenne.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Kimutattam, hogy a Trebon 10 F és a Trebon 30 EC nem okoz tartos
karosodast a Folsomia candida populaciokban, amennyiben a gyartd
altal szantofoldi alkalmazasra javasolt koncentracidkat betartjak. Bar a
Trebon 30 EC a sziil6 generacidban okoz reprodukcié csokkenést,
azonban hosszl tdvon a populacio képes felépiilni és kompenzalni ezt
a hatast.

Kimutattam, hogy a Trebon 10 F hatasa transzgeneracios kezelés
esetén az F2 generaciora mar eltlinik, és a tovabbiakban a
taplalékvalasztasra sem latszik hatas.

Bizonyitottam, hogy a Trebon 30 EC inszekticid toxikusabb a
Folsomia candida szamara, mint a Trebon 10 F. Ennek az az oka, hogy
a Trebon 30 EC hatasara az egyedek inkabb a novekedésbe és nem a
szaporodasba fektetnek energiat, valamint a stressz- és detoxifikalo
gének erbteljesen aktivalodnak.

A szaporodasi és novekedési paraméterek transzgeneracios dozis-hatas
fliggd indukcidja alapjan megallapitottam, hogy mind a Trebon 10 F,
mind a Trebon 30 EC peszticideknek van epigenetikai hatdsa a
Folsomia candida fajra.

Bizonyitottam, hogy a Trebon 30 EC inszekticid még az F3
generacioban, két, inszekticid mentes talajban nevelt generacio utan is
dozis-hatas fliggen aktivalja a hdsokkfehérje és a citokromoxidaz
6N4v2 géneket. Ez a jelenség az epigenotipusok kivalasztoddsanak
lehet az eredménye, illetve stabil epigenetikai modosulés is lehet.
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