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KIVONATOK
Magyar nyelvii kivonat

Fenoxi-alkan-karbonsav novényvédé szerek és keverékeik citotoxikus

és mutagén hatasai

A disszertacio két, altalanosan alkalmazott fenoxi-alkan-karbonsav herbicid, az
Optica tri6 és a Dezormon, valamint aktiv hatéanyagaik (4-kloro-o-toliloxiecetsav, 2,4-
diklorfenoxi-ecetsav,  2-(4-kloro-2-metilfenoxi)propionsav, 2-(2,4-diklorfenoxi)-
propionsav) toxikus és mutagén hatasait vizsgalja egyedileg és keverékben. Ezt
kiegészitendd, harom eltérd tipusu (t6zeges viragfold, szolonyeces réti talaj, humuszos
homoktalaj), novényvédod szerekkel kezelt talaj extraktumai is vizsgalatra keriiltek a
benniik fellelhetd szermaradékok esetleges genotoxikus hatdsat felmérendd. Harom
bioteszt keriilt kivalasztasra, melyek kiilonb6zé toxikologiai és genetikai végpontokat
voltak hivatottak vizsgalni.

Az MTT teszt alkalmazasa soran a 2,4-D, MCPA ¢s a dikloérprop nem okozott
citotoxikus hatast ponty epithelialis halsejteken, ugyanakkor mekoprop esetében 1-1000
mg/l-es dozisban szignifikans citotoxikus hatas volt mérhetd.

Az Allium cepa teszt segitségével megallapitasra keriiltek a vizsgalt
készitmények ¢és hatdanyagaik effektiv koncentracidoi egyedileg ¢és keverékben.
Valamennyi vizsgalt vegytilet teljes ndvekedés-gatlast okozott nagy koncentracidoban, az
effektiv  koncentraciok tekintetében pedig szinergisztikus  hatdsok  voltak
megfigyelhetdek a binaris és ternaris keverékek esetében is, valamint a mitotikus index
dozifiiggd csokkenése. A kromoszoma aberraciok szamanak szignifikans ndovekedése
egyediil az MCPA, mekoprop ¢€s diklorprop ternaris keverékének esetében jelentkezett,
feltételezhetOen szinergisztikus hatasok eredményeként.

A 2,4-D és az MCPA hatoanyagok kromoszomatoréses mutaciot okoztak EPC
comet tesztben mar 100 mg/l-es dozisban, mig a névényvédo szerek csak nagy dozisban
voltak enyhén genotoxikus hatasuak. Az EPC comet teszt szamos paramétere, igy az
inkubacids id6 hossza, a tenyészedény, a tenyész médium Osszetétele €s a tripszin
felhasznalasanak hatasa is vizsgalatra keriilt. Kimutathaté volt, hogy a tripszin
hasznalatanak elkeriilése a kezelések soran szignifikansan csokkenti a karosodott DNS

mértékét a kezeletlen kontrollban.



Summary

Cytotoxic and mutagenic effects of phenoxyalkanoic acid herbicides,

active ingredients and their mixtures

The cytotoxic and mutagenic effects of two commonly used herbicides
(Dezormon and Optica tri6) and their four active ingredients (4-Chloro-o-tolyloxyacetic
acid, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, 2-(4-Chloro-2-methylphenoxy)propionic acid, 2-
(2,4-Dichlorophenoxy)propionic acid) were studied individually and in a mixture. In
addition the potential mutagenic effects of detectable phenoxyacetic acid pesticide
residues in soil extracts of different soils (peat potting soil, meadow soil, mouldy sandy
soil) were analyzed. Three biotests were chosen representing different biological
systems, toxicological and genetical endpoints.

When tested by means of MTT assay, the obtained results showed no cytotoxic
effect in case of 2,4-D, MCPA and dichlorprop on any of the applied doses on a carp
epithelial cell line. In contrary examining mecoprop significant effect was detectable
when 1-1000 mg/l was applied.

By the means of Allium cepa test the effective concentration of examined
pesticides and their active ingredients’ were determined. All the examined chemicals
were capable to inhibit root growth on higher concentrations and dose-dependent
decrease of the mitotic index was observable. None of them caused significant
chromosome aberrations except MCPA, mecoprop and dichlorprop in a ternary mixture
which may be result of synergistic effects.

In the comet test it was found that among the active ingredients 2,4-D and
MCPA causes DNA strand breaks on 100 mg/l, while both herbicides were slightly
mutagenic only in high concentrations. Furthermore different test parameters on EPC
comet test were examined and it was found that avoiding trypsin during the treatment of
the cells decreased the damage of cells and thus improved the negative controls with

significantly lower DNA damage.



Zusammenfassung

Drei verschiedene Testsystemstudien zu mutagenetischen Effekten bei

phenoxyazetischen Herbiziden und ihren aktiven Inhahaltstoffen

Die folgende Doktorarbeit enthédlt Studien zu mutagenetischen Effekten beziliglich
zweier gelaufiger Herbizide, ,,Dezormon® und ,Optica Tri6*“, und ihren aktiven
Inhaltsstoffen  ((4-Chloro-o-tolyloxyazetische Séure, 2,4-Dichlorophenoxyazetische
Sdure,  2-(4-Chloro-2-methylphenoxy-)  propionische  Sdure  und 2-(2,4-
Dichlorophenoxy-) propionische Séure) einzeln, als auch in Mischungen. Des Weiteren
wurden potenzielle mutagenetische Effekte zu messbaren phenoxyazetischen
Pestizidresiduen in Bodenfiltraten zu verschiedenen Bodentypen (Sand, Ldss und
braune Walderde) analysiert. Drei mutagenetische Tests wurden nach biosystematichen
und genetischen Gesichtspunkten ausgewéhlt.

Bei der Anwendung des MTT- Test hat das 2,4-D, MCPA und Dichlorprop keine
Zytotoxizitat verursacht, fiir die Mecoprop bei Konzentrationen von 1-1000 mg/I
fithrte zu einem signifikanten Effekt.

Beim Allium cepa - Test wurden die Effektivkonzentrationen der jeweilig
untersuchten Pestizide und ihrer aktiven Inhaltstoffe bestimmt. Alle untersuchten
Chemikalien konnten den Wurzelwachstum in héhren Konzentrationen hemmen. Ein
dosierungsabhdngiger Riickgang wurde im mitotischen Index beobachtet. Keines der
Chemikalien flihrte zu signifikanten Chromosomaberrationen, ausser MCPA, mecoprop
und dichlorprop in einer Dreifachmischung, was das Resultat synergistischer Effekte
sein konnte.

Im comet Test stellte sich heraus, dass 2,4-D und MCPA bei Konzentrationen von
100 mg/l sogenannte DNA-Strangbriiche verursachte. Letztere Herbizide verursachten
mutagenetische Effekte nur bei hohen Konzentrationen. Wenn die Zugabe von Trypsin
wihrend der Zellbehandlungen ausgelassen wurde, fiihrte dies zu einer erhdten
Zellschddigung, wodurch die negativen Kontrollen mit signifikant geringeren DNA

Schidden aufgewertet wurden.



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Modern életiink elképzelhetetlen lenne a mesterségesen eldallitott vegyiiletek,
kemikaliak nélkiil. Az elmult idok soran azonban szamos, kezdetben egyértelmiien
hasznosnak itélt vegyiiletrol deriilt ki kés6bb, milyen sulyos kornyezetkarositd
tulajdonsagokkal bir. Ilyen, mindenki altal ismert torténet a DDT-¢ példaul, melynek
igen sulyos mellékhatésairdl a kozvélemény Rachel Carson 1962-ben kiadott, a Néma
tavasz cimii konyvébol tajékozodhatott (Carson, 1962).

A novényvédelem soran felhasznalt anyagok, igy a ndvényvédod szerek is hosszabb-
rovidebb ideig a kornyezetiinkben maradnak, bekeriilnek a talajba, vizeinkbe,
kolcsonhatasba 1€éphetnek az ott €16 szervezetekkel, feldisulhatnak, kumulalédhatnak a
taplaléklancban (Arnold ¢és Beasley, 1989; Houk, 1992; Venkov ¢és mtsali,
2000). Bizonyitott, hogy a rakos megbetegedések kozel 80%-at a kornyezetiinket
szennyez6 mutagének okozzak (Ibrahim és mtsai, 1991). Magyarorszagon kozelitleg
300 ezer fo szenved daganatos megbetegedésben (‘“Nemzeti Rakellenes Program,”
2006), ezért a kornyezetbe juttatott vegyszerek, igy a ndvényvédo szerek toxicitasanak
¢s mutagenitdsanak vizsgalata is elengedhetetlentil fontos feladatunk.

A hazai talajokban a DDT és az atrazin mellett az auxin hatasu 2,4-D a harmadik
leggyakoribb novényvédd szer maradék, a vizsgalt talajok mintegy 20%-4ban volt
kimutathaté (Maloschik és mtsai, 2007). A szintén ebbe a csoportba tartozod
MCPA, mekoprop és diklorprop is gyakran el6forduld szermaradékok a talajban
(Karoly és mtsai, 2001).

Bar a Magyarorszagon jelenleg felhasznalhatdo ndvényvédd szereket, igy a fenoxi-
alkan-karbonsav herbicideket is szamos toxicitasi és mutacios tesztben vizsgaltak mar, a
talajba, mint komplex matrixba keriilve a készitmények viselkedése eltérhet a tiszta
hatéanyagok vizsgalatakor tapasztalt viselkedését6l (White és Claxton, 2004; Nortcliff
¢és mtsai, 2006).

Kutatasaim soran novényvédd szerek monitorozasat végeztem, valamint
talajextraktumokban kimutathato névényvéd6 szermaradékok esetleges toxikus és
mutagén hatasait vizsgaltam MTT, Allium cepa és comet tesztek alkalmazasaval. A
vizsgalatokhoz olyan teszteket igyekeztem valasztani, melyek nemzetkozi

viszonylatban elterjedtek, elfogadottak a kornyezeti mintdk analizalasara, ugyanakkor
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gyors valaszt adnak, alacsony eszkozigénylieck ¢s konnyen meghonosithatéak az
okotoxikologiai rutinvizsgalatok elemeiként (Zeiger, 2010; Mahadevan és mtsai, 2011).
Hazankban a comet tesztet napjainkban jellemzden csak mikrobioldgiai, orvosi
kutatasokban alkalmazzak (Sinké és mtsai, 2005; Zana és mtsai, 2006; Koreck és mtsai,
2007), az MTT ¢és Allium cepa teszt pedig igen ritkan alkalmazott, pedig szamos
elényos tulajdonsaguk indokolja felhasznalasukat kornyezetanalitikai, 6kotoxikoldgiai
célokra.

Az Allium cepa teszttel aneuploidizmus és kromoszoéma aberraciok mutathatoak
ki (Fiskesjo, 1985). A ponty epitheliumabol szarmazé sejtvonalon alkalmazott MTT és
comet tesztek koziil az utdbbi segitségével egy-, illetve kétszalti kromoszomatoréseket
vizsgalhatoak (Singh és mtsai, 1988), mig az MTT teszt citotoxicitas mérésére alkalmas
(Mosmann 1983, Gerlier és Thomasset 1986). igy a harom teszt soran alkalmazott
célszervezetek egyiittesen reprezentaljak az ¢€lovilag tobb csoportjat (ndvények,
tobbsejtii  allatok), illetve kiilonb6z6 mutacids ¢és toxicitasi mechanizmusok

vizsgalhatoak alkalmazasukkal.

Munkéam soran célul tiztem Ki:

-A vilagszerte, igy Magyarorszagon is elterjedt fenoxi-alkan-karbonsav herbicid

-A hatéanyagok egyiittes hatasanak kockazatbecslését, a vegyiiletek keverékei
altal okozott citotoxikus és mutagén hatasok vizsgalatat.

-A vizsgalatokhoz olyan toxicitasi és mutagenitasi tesztek kivalasztasat, amelyek
alkalmazasa megfelel a nemzetkdzi gyakorlatnak, alkalmazasuk gyors, egyszerl, és
relativ olcso, igy Magyarorszdgon is elterjedhetnek az okotoxikoldgiai vizsgéalatok
soran.

-A tesztekhez eltérd tesztszervezetek kivalasztasat, hogy a kapott eredmények
extrapolalhatosaga vizsgalhatova valjon az eltérd célszervezetek kozott.

-Az auxin hatast ndvényvédd szerek és aktiv hatdoanyagaik vizsgélatan tul ezek
mutagén hatasanak felmérését a talajba, mint komplex matrixba keriilve.

-Az EPC comet teszt optimalizalasat, a teszt sordn alkalmazott paraméterek

pontos vizsgalatat, a legmegfelelobb tesztkoriilmények megvalasztasat.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Fenoxi-ecetsav és -propionsav tipusu gyomirté szerek és

hatoanyagaik (2,4-D, MCPA, diklorprop és mekoprop)

A peszticideket hatasspektrumuk alapjan harom nagy csoportba sorolhatjuk,
ezek a gombadlok (fungicidek), a allatirtd szerek (zoocidek), és a gyomirtok
(herbicidek). Ezek koziil a herbicidek azok, melyek célcsoportja —a gyomnovények-
élettanilag a legkozelebb all a védendé fajokhoz. Igy a hatasuk akkor lesz kelléképpen
eredményes ¢€s szelektiv, ha a kartevicsoport egy-egy specidlis élettani folyamatat
alapul véve célzottan csak azokat irtjak a felhasznalt szerek (Cobb és Reade, 2010).

A herbicidek csoportjaba tartoznak az auxin hatast herbicidek, melyeket
vilagszerte széles korben hasznalnak napjainkban gyomndvények irtasara. A fenoxi-
ecetsav herbicidek legfobb képviseléi a 2,4-D és az MCPA, mig a fenoxi-proprionsav
herbicidek koziil a mekoprop (MCPP) és a diklorprop (2,4-DP) a legismertebbek.

A karbonsavak ¢és savszarmazék novényvédd szerek a kétszikii gyomokat
szelektiven irtd hatdéanyagok, melyek kisebb mennyiségben a természetes auxinhoz
hasonloan serkentik a ndvekedést, ezért hormon-tipust vagy auxin hatasu herbicideknek
is nevezziik 6ket. A 2,4-D példaul kis mennyiségben (10'8 mol) elésegiti a novényzet
ndvekedését, nagyobb mennyiségben (10™ mol) viszont defolidns ndvényzetpusztitd
hatasu (Bronsema és mtsai, 1998; Kitamiya és mtsai, 2000).

Az auxinok tobbnyire indolvazas ndvényi hormonok, melyek a
sejtnagyobbodast, igy a megnyulasos novekedést serkentik. Ez tobb hatas egyiittes
ereddjeként jon létre: az auxinok fokozzak a sejtfalak plaszticitasat, illetve az
ozmotikusan felvehetd anyagok felvételét. Ennek eredményeként fokozodik a sejt
vizfelvétele, nd a turgornyomads, a plasztikus fala sejt igy megnagyobbodik. Ezen tal
fokozodik a sejtben a nukleinsav- és fehérjeszintézis is (Cobb és Reade, 2010). A
szintetikus auxin szarmazékok pontos biokémiai hatdsmechanizmusa nem ismert, de
tudjuk, hogy a sejtosztddast és a megnyulasos ndovekedést serkentik. A megnovekedett
metabolikus folyamatok kimeritik a novény tartalékait, felborul az energiaforgalma. A
ndvekedés koordindlatlannd valik, a hajtasok torzak, torékenyek lesznek, mikdzben az

erés novekedésben 1évé gyom jobban kdrosodik. A szintetikus auxinok 4altal
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leggyakrabban kivaltott rendellenességek az epinasztia, a szarak és gyokerek
novekedésgatlasa, valamint a levelek erfteljes pigmentacidja. Ezen jelenségek
kiséréjeként a sztomak korlatozott nyilasa, a lombozat fokozott eloregedése, a
membranok és vaszkularis rendszer integritdsdnak karosodasa, kiszaradas és lokalizalt
sejthalal is megfigyelheté (Grossmann, 2000; Mccarthy és mtsai, 2004). A fenoxi-
karbonsav herbicidek mechanizmusanak molekularis hatterében az auxin-citokinin
hormonalis rendszer egyensulyanak felbomlasa all (Bukowska, 2006).

A természetes auxin a sejt plazmamembranjahoz kapcsolodva hirvivo faktorokat
indukal, melyek a citoplazmabdol a sejtmagba jutva valtozasokat idéznek el6 a
fehérjeszintézisben. Az auxin hatast fenoxi-ecetsavak is hasonld membran hatasokat
képesek kivaltani, azonban az indukalt transzkripcio természetellenes modon
fennmarad.

A természetes auxinok és az auxin hatasa herbicidek a sejtmembranon talalhatd
auxin receptorhoz csatlakozhatnak, melyek az aromas gyiriivel, az ionos karboxil-
csoporttal vagy a gytirthoz képest a helyzetii szénatommal 1éphetnek kdlesonhatasba
(Kidd és James, 1991).

Az auxin hatasu herbicidek egyarant felszivodnak a gyokéren és a levélen at is,
¢s a szallitocsdveken keresztiil terjednek. A készitmények jobban hatnak a névények
eroteljes asszimilacids idOszakaiban, ez az egyik oka szelektivitasuknak: a gabonafélék
a bokrosodasi idGszakban erdteljesen csokkentik a novekedés iitemét, igy a
kipermetezett szerek csak a kétszikli gyomokra hatnak. Szintén ezért napos idében a
készitmények gyomirtd hatdsa hamarabb bekovetkezik (Nechay és Pap, 1962; Terényi
¢és mtsai, 1967).

A fenoxi herbicideket szelektiv gyomirt6 hatasuk miatt régéta felhasznaljak nem
csak kalaszosokban, de parkokban, golfpalyakon, ligetekben, sétanyokon ¢és parkokban
is (Charles és mtsai, 1999a). A készitményeket egyarant alkalmazhatjak pre, -illetve

posztemergensen, azaz kelés el6tt vagy kelés utan (Kidd és James, 1991).
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1. abra: A fenoxi-karbonsav herbicidek altalanos szerkezeti képlete

A fenoxi-ecet és —propionsavak kozos szerkezeti jellemzdje az alifas karbonsavhoz
csatlakozo klorszubsztitualt fenoxicsoport (1. abra). Az alifas karbonsavak rendszerint
ecetsav, propionsav vagy vajsav. A gyakorlatban vizoldhaté s6ik vagy észtereik
alakjaban keriilnek forgalomba. Legaltalanosabban elterjedtek a fenoxi-ecetsavak
(2,4,5-T, 2,4-D, MCPA, 2. abra). A legtobb hatdéanyag sajat aktivitassal rendelkezik,
mig néhany az aktiv hatdéanyag prekurzora, melybdl még felvétel eldtt a talajban vagy a
novényi szévetekben képzddik aktiv vegyiilet, ilyen pl. az MCPB (Nechay és Pap,
1962; Terényi és mtsai, 1967).

Magyarorszagon a 2013-as rendelkezések szerint 5 auxin hatasu névényvédo szer
hatoanyag van forgalomban, ezek a 2,4-D, az MCPA, MCPB, a diklorprop-P és
mekoprop-P. Ezek a készitményekben el6éfordulhatnak egyediili 6sszetevéként (pl.:
Dezormonban csak 2,4-D talalhato), vagy egyéb hatdanyagokkal egyiitt (pl.: a
Callamban a dikamba mellett tritoszulforon is van), igy modositott hatast érve el (Ocskd
¢és mtsai, 2013). A 2013-ban engedélyezett, auxin hatasu készitmények listajat és fobb

felhasznalasi teriiletiiket a melléklet 5. tablazataban tintettem fel.
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2. abra: Fenoxi-karbonsav herbicid hatdanyagok szerkezeti képlete. A- 2,4-D; B-
MCPA; C- diklérprop; D- mekoprop

2.1.1. Fenoxi-alkan-karbonsav tipusi gyomirté szer hatéanyagok
bioakkumulacids-biodegradacios tulajdonsagai

A kornyezetbe csak kis mennyiségben bekeriild toxikus anyagokat (peszticidek,
szerves oldoszerek, poliklorozott bifenilek, policiklikus aromas szénhidrogének stb.)
Osszefoglaloan szerves mikroszennyezéknek nevezik. A talaj szilard, folyékony és
gaztazisa kozotti megoszlasukat és tovabbi sorsukat alapvetden a szennyezd vegyiilet
tulajdonsagai (elektronszerkezete, vizoldhatosaga, halmazallapota stb.), valamint a talaj
sajatsagai szabjak meg (Filep és mtsai, 1999).

A peszticidek és egyéb szerves mikroszennyezOk a talajoldatban kationok,
anionok vagy polaros és apolaros molekuldk formajaban lehetnek jelen. Megfeleld pH-
tartomdnyban, a gyenge bdzis és gyenge savkarakterli peszticidek enyhén polaris
molekulai is ionizalodnak. A gyenge savak, igy a fenoxi karbonsavak savas kdzegben
semleges molekulak, gyengén lugos és ligos kémhatasnal azonban protonvesztéssel
anionokkd alakulnak. A foként negativ toltésli talajkolloidok a nem disszocialt
molekulakat gyenge fizikai erdkkel kotik, az anionos formakat pedig taszitjak. A
gyenge szerves savak molekuldi tehat szdmottevd mennyiségben csak savanyl
kémhatasu és nagy szervesanyag tartalmu talajokban adszorbealodnak (Gruiz és mtsai,

2001).
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eljuthatnak, ugyanakkor jellemzéen nem perzisztensek, gyengén kotédnek. A 2,4-D
konnyen lebomlik mind a talajban (DTso = 13 nap), mind a vizben (felez6dési ideje
oxigéndus kornyezetben 8-25 nap). Az MCPA 4-kloro-2-metilfenolla degradalodik,
féléletideje 7-41 nap. A maradék kozelitéleg 3-4 honapig marad aktiv a 100%-0S
lebomlas eldtt. Vizben a fotolizis fokozza bomlasat, igy féléletideje 19-20 nap
(Soderquist és Croshy, 1975). A mekoprop 4-kloro-2-metilfenolla degradalodik, amely
folyamatra erésen hat a talaj mikrobialis tevékenysége. Féléletideje 7-13 nap, a maradék
kb. 2 honapig aktiv. Vizben fél¢letideje akar 5 hét is lehet, de a mikrobialis bontas
nagymértékben gyorsithatja a folyamatot. A diklorprop 2,4-diklorfenolld degradalédik,
DTso: 21-25 nap. A metabolikus bontas miatt a csurgalékvizben csak nyomokban
jelenik meg (Bukowska, 2006; Cobb és Reade, 2010).

Ezen tulajdonsagoknak koszonhetéen a fenoxi-alkan-karbonsav vegyiiletek
konnyen kimosddnak a talajbol, illetve elbomlanak. A bomlasi folyamatokat eldsegiti a
talaj mikrobialis tevékenysége, melynek aktivitasat befolydsolja a hdmérséklet, a pH és
a nedvességtartalom (Filep és mtsai, 1999). Relative rovid féléletidejiik, valamit
biodegradacios tulajdonsagaik ellenére is a 2,4-D hazankban az egyik leggyakoribb
talajszennyez6, de vizszennyezdként is ismert (Maloschik és mtsai, 2007), és a tobbi
fenoxi-alkan-karbonsav tipusti vegyiilet is gyakorta kimutathaté kornyezeti mintakbol
szermaradékként.

A novényvédd szer hatdanyagok a permetezést kovetden rovid idore
megjelenhetnek a levegében is szennyezdként. A gOzfazisban 1évé hatdéanyagok
leggyakrabban a fotokémiai reakciok soran Iétrejové hidroxil gyokokkel 1épnek
reakcioba, mely féléletidejiiket levegében 20-40 orara csokkenti (Meylan és Howard,
1993). A gbzok a leveg6bil szaraz vagy nedves iilepedéssel is eltdvozhatnak.

A hatdéanyagok kereskedelemben kaphato kiilonb6z6 formulai koziil a Na-, K-,
¢s alkali-amin szarmazékok vizben jol oldhatdak, mig a kevésbé vizoldékony észteres
vegyiileteket jellemz6en emulzioként hozzak forgalomba. Az alacsonyabb moltomegi
észterek illékonyabbak, mint a savas, sos, illetve hossza lanct észterekkel kapcsolodott
formak (Kidd és James, 1991).

A 2,4-D felhasznalt formulai koziil gyakoribbak a savamid, illetve annak soja,
melyek jobban oldédnak vizben, mint a vegyiilet savas formdja. Emellett hasznaljak
¢észter szarmazékat is, mely szerves oldoszerekben jo1 oldhato (Charles és mtsai, 1999a).
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2.1.2. Fenoxi-alkan-karbonsav tipusu gyomirté szer hatéanyagok
toxicitasa

2.1.2.1. Toxicitasuk mikroorganizmusokon

A magasabb rendli szervezetekhez hasonloan a mikrobialis kozdsségek is
képesek felvenni, metabolizalni, kumulalni a herbicideket (Sura és mtsai, 2012).

A 2,4-D altalaban nem toxikus sem a vizi, sem a szarazfoldi
mikroorganizmusokra az ajanlott dozis alkalmazasa esetén, mely a 600 g/l
hatoanyagtartalmi Dezormon novényvédd szer esetében példaul 1-1,2 I/ha (Ocsko és
mtsai, 2009).

Igen magas (400 mg/l) koncentracié mellett az algak nitrogén-fixacios képessége
csokken. A 2,4-D koncentraciéjanak novekedésére a talaj felsd rétegeiben ¢é10
nitrogénkd6td algdk reagdlnak a legérzékenyebben. Szintén gatld hatdsu minden tipust
talajpan ¢él6 gombara 25-50 mg/l-es dozisban (IPCS international programme on
chemical safety health and safety guide no. 5., 1987). Mind a 2,4-D, mind a az MCPA
képes kis dozisban is (2,92 mg/l; 1,4 mg/l) gatolni egyes cianobaktériumok, igy a
Microcystis spp., Pseudoanabaena, Aphanizomenon fajok szén felvételét (Peterson és
mtsai, 1994).

Az MCPA-t ugyan gyengén toxikusnak talaltdk a talaj baktériumflorajara nézve,
de ez a hatds nem volt letalis, amennyiben a mezdgazdasagi gyakorlatban ajanlott

dozisokat alkalmaztak a tesztek soran (Tejada és mtsai, 2010).

2.1.2.2. Toxicitasuk vizi szervezeteken

A 2,4-D alkalmazasa soran, az ajanlott dozis mellett a vizbe keriilé6 varhato
koncentracié maximalisan 50 mg/l, ez a legtobb vizi szervezet szamara messze a
toxikus dozis alatt van (Kidd és James, 1991).

A diklor-fenoxi-ecetsav, valamint s6ja kevésbé toxikus vizi szervezetek
szamara, mint ennek észteresitett formdja, mely halak szdmara kdnnyebben felvehetd. A
viz hdmérsékletének novekedésével a fajok érzékenysége is megnd. Szintén befolyasolo
tényezé lehet a viz keménységi foka (Alexander és mtsai, 1985). A NOEL (a
legnagyobb, még hatast ki nem valté dozis) mértéke a halak esetében fajonként eltérd,
az ismert dozisok 1 mg/l (Oncorhynchus kisutch) és 50 mg/l (Oncorhynchus mykiss)

kozott talalhatoak. A kétéltliek larvai koziil a vizsgalt fajok jol toleraljadk a 2,4-D
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jelenlétét vizben, a 96 oras LCsg érték esetiikben 100 mg/l felett volt (Kidd és James,
1991).

Az MCPA kis mértékben toxikus édesvizi szervezetekre, a mért LCsqo értékek
117-232 mg/l k6z¢ esnek szivarvanyos pisztrang esetében. Xenopus fajoknal 2000 mg/I
esetében teratogén hatasokat okozhat, mig az LCsq dozis 3600 mg/l volt (Bernardini és
mtsai, 1996). A tanulmanyok szerint vizi gerinctelenekre az MCPA nem toxikus (Kidd
¢és James, 1991).

A mekoprop gyenge kumulaciora hajlamos halakban, az LCso értéke

szivarvanyos pisztrangra vonatkozdéan 96 Orés tesztben 124 mg/l volt, mig a

kékkopoltyts naphal esetében 100 mg/1 (Meister, 1994).

2.1.2.3. Toxicitasuk szarazfoldi szervezeteken

Szemben a vizi szervezetekkel, a szarazfoldi rovarok szamara a 2,4-D észteres
formaja kevésbé toxikus a vegylilet s6jandl. Mézeld6 méhek esetében mar kis
mennyiségll kipermetezett szer is reprodukcido csokkenést okozhat. Bar méhekre a
legtobb auxin hatasu herbicid nem toxikus, ez alol kivételt képez a 2,4-D, mely
csokkenti a rovarok reprodukcios képességét, ugyanakkor az alacsony koncentracionak
kitett allatok szignifikansan tovabb ¢éltek, mint a kontrollban 1év0 tarsaik. Az LDsg érték
méhekre 2,4-D esetében 11,5 ug/méh, ez az érték MCPA esetében 104 ng/méh (Kidd és
James, 1991). A tobbi forgalomban 1év6 hatéanyag (pl. mekoprop, diklorprop) a
jelenlegi irodalmi adatok szerint nem toxikus méhekre.

Madarak esetében gyengén vagy egyaltalan nem mutatkozott a vegyiilet
toxikusnak a vizsgélatokban, az LDsg érték 1000 mg/ttkg vadkacsa, 272 mg/ttkg facan
esetében. A legtobb tanulmany, amely madartojasokat vizsgalt 2,4-D-vel
befecskendezve vagy lepermetezve, nem talalt negativ hatést. Ettdl eltéré eredményeket
kaptak vadkacsatojasokon: ezekbe fecskendezve 5 mg 2,4-D-t az 85%-ban csokkentette,
10 mg pedig 100%-0san gatolta az embridk fejlodését (IPCS International Programme
on Chemical Safety Health and Safety Guide no. 5., 1987).

A 2,4-D a szervezetbe nemcsak per os keriilhet, de konnyen abszorbealodik a
boron keresztill, illetve respiracio Utjan is. Az emldsok szervezetében a vegyiilet
gyorsan kivalasztédik a vizelettel, javarészt metabolikus 4atalakitadsok nélkiil. A
feléletideje a szervezetben emldsok esetén 10-20 orara tehetd. Patkanynak 1mg/ttkg-ot
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adagolva per os a legmagasabb dozist 6-8 6ra utan lehet mérni a szervekben, igy a
vérben, majban, vesékben ¢€s a tiidében. Alacsonyabb koncentracié mérhetd az izom- és
agyszovetben. 24 ora elteltével a szovetekben mar nem mutathato ki a vegytilet.

Az LDsp érték egér esetében 550 mg/ttkg MCPA-ra, 650 mg/l a mekopropra és
400 mg/ttkg a diklorpropra vonatkozoan. Ugyanezek az adatok patkany esetében 700,
1500 és 800 mg/ttkg (Seiler, 1978). A mekoprop madarakra gyengén toxikus, LCsp
értéke 5000 mg/kg volt fogas flirj, és tobb, mint 5600 mg/kg tékésréce esetében
(Meister, 1994). Mekoprop, diklorprop és MCPA hossza tava hatésait vizsgalva kétéves
teszt soran azt talaltdk, hogy patkdnyok esetében a vesében ¢és majban okoznak
elvaltozast 100; 300; illetve 80 mg/kg dozisban, oralisan adagolva (Bond és Rossbacher,
1993).

2.1.2.4. Human toxikolégiajuk

A fenoxi-alkan-karbonsav hatdanyagok a gasztro-intesztinalis traktuson at
konnyen, a tiidon keresztiil gyengén, bérén at csak igen minimalisan képesek
felszivodni. A zsirszovetben csak kismértékben raktarozodnak, a szervezetben nem
hajlamosak kumulalodni: altalaban a vizelettel tavoznak. Atlagos féléletidejilk human
szervezetben alacsony, 13-39 ora kozé tehet6. A hatdanyagok biotranszformacidja a
szervezetben limitalt, leggyakrabban proteinekhez kotddnek, és igy iiriilnek ki (Arnold
¢és Beasley, 1989).

A human expozicionak a mezOgazdasagi munkasok, illetve a gyartasi
folyamatokban résztvevok a leginkabb kitettek, de a fenoxi-ecetsavak felhasznaldsa a
mezdgazdasagi gyakorlatban a teljes human populacié szamara potencialis szennyezo
forrast jelenthet. Az expozici6 a szerek felhasznalasa, kipermetezése kozben
leggyakrabban a boron at felszivodva torténik, ritkabban a inhalacio utjan (Kolmodin-
Hedman és mtsai, 1983).

Szadmos nemzetkozi tanulmany vizsgalta a mezdgazdasagi dolgozok korében a
nem Hodkin-tipust limfoma (NHL) okozta halalozast, és a legtobb esetben azt talaltak,
hogy ennek ardnya korreldl a 2,4-D alkalmazéasaval toltott idovel, vagyis minél tobb
napot toltottek a gazdak a 2,4-D felhasznalasaval kapcsolodd tevékenységekkel, annal
nagyobb gyakorisaggal diagnosztizaltak naluk a NHL-t (Zahm és Blair, 1992; Bond és
Rossbacher, 1993). Kimutathatd Osszefiiggést talaltak az MCPA-nak torténd kitettség,
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¢s az epeutakban, gyomorban, illetve a hasnyalmirigyben megjelend rékos
megbetegedések kozott is mezdgazdasagi munkasok esetében (Bond és Rossbacher,
1993).

A 2,4-D, és a benne szennyezettségi profilként jelen levé dibenzo-dioxinok
okozta human megbetegedések vizsgalataban kiemelkedd szerepe van a II. vilaghdboru
Vietnamban szolgalt veteranjainak, valamint a vietnami lakossagnak. A 2,4-D és a
2,45-T voltak a hatdéanyagai az 1950-es években Vietnamban a dzsungel kiirtasara
sz€les korben alkalmazott Agent Orange nevll herbicidnek, amely szdmos egészségiigyi
problémat okozott hosszl tavon a kitett teriileteken tartdzkodoknal (Aylward és mtsai,
2010).

Az Amerikai Tudomanyos Akadémia Egészségiigyi Intézetének 2002-ben
megjelent besorolasa szerint az Agent Orange egyértelmiien Osszefliggésbe hozhat6 a
vietnami veteranok esetében a lagyszoveti szarkoma, a nem Hodgkin-tipusa limfoma, a
Hodgkin kor és a kronikus limfotikus leukémia kialakulasaval, emellett szamos egyéb
tipusti rakos megbetegedés esetleges okozoja lehet ( Ibrahim és mtsai, 1991; Zahm és
Blair, 1992; Bond és Rossbacher, 1993; Frumkin, 2003)

A WHO jelenlegi besorolasa szerint a 2,4-D, MCPA, a mekoprop és a
diklorprop is a I11.-as, azaz kevéssé veszélyes kategoriaba tartozik.
szerek kozé tartoznak. Az 1. forgalmi kategoériaba olyan készitményeket sorolnak,
amelyeket csak fels6foktt novényvédelmi szakképesitéssel rendelkezé forgalmazhat,
arusithat, vasarolhat és hasznalhat fel. Ide tartoznak a méregjelzés szerinti er6s mérgek,
illetve a mard, az erGsen irritativ, tovabba a mutagén, a karcinogén, a teratogén, a
fokozott egészségkarositd veszélyt rejté szerv- és fajspecifikus hatasu, és a nem ismert

ellenmérgii szerek (Ocsko és mtsai, 2013).
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2.1.3. Fenoxi-alkan-karbonsav tipusu gyomirté szer hatéanyagok
mutagenitasa

A disszertacidoban tanulmanyozott négy fenoxi-karbonsavat szdmos alkalommal
vizsgaltak Ames tesztben, a legtobb esetben negativ eredménnyel. Minden alkalmazott
torzs esetében (TA 97, TA 98, TA 100 és TA 102) negativ eredményt hozott a
diklorprop vizsgalata metabolikus aktivator jelenlétében ¢és anélkiil is (Mersch-
Sundermann és mtsai, 1988; de Veer és mtsai, 1994). Szintén negativ volt a mekoprop
mutagenitdsa TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 ¢és TA 1538 torzsek esetében
(Mersch-Sundermann és mtsai, 1988). A 2,4-D-t és az MCPA-t gyengén mutagénnek
talaltak 250-750 pg/plate koncentracidk kozott a TA97a torzson, de csak S9
metabolizacios aktivald faktor jelenlétében, tehat ebben az esetben a hatoanyagok
promutagénként viselkedtek (Kappas, 1988). A tobbi vizsgalt torzsnél (TA 97, TA 98,
TA 100 és TA 102) nem talaltak mutagén hatast az MCPA és a 2,4-D esetében
(Kappas, 1988; Charles ¢és mtsai, 1999a).

Valamennyi auxin hatasu peszticid hatdanyag koziil a 2,4-D-t vizsgaltak a
legtobbet. A mutagenitas tesztek eredményei a 2000-es évig egybehangzdan negativnak
kialtottak ki a 2,4-D-t (Charles és mtsai, 1999b; Gollapudi és mtsai, 1999). Ezt
kovetden, a tesztek fejlodésével, érzékenyebb modszerek felhasznaldsaval szamos
pozitiv eredményt hozd tesztet végeztek. A 2,4-D-t vizsgalva a kovetkezé mutagén
hatasokat talaltak: Allium cepa tesztben kromoszoéma aberraciot okozhat (Ateeq és
mtsai, 2002), Arabidobsis tesztben A—G pontmutaciot (Filkowski v, 2003), Drosophila
szér sejteket hoz 1étre (Kaya és mtsai, 2000). Egerek csontvelejét vizsgalva gy talaltak,
hogy fokozza a testvérkromatida kicserél6dést és a kromoszoma aberraciokat (Amer és
Aly, 2001; Madrigal-Bujaidar és mtsai, 2001), human limfocitdkban a mikronukleusz
képzbdést és a kromoszoma torést (Holland és mtsai, 2002; Zeljezic és Garaj-Vrhovac,
2004), Channa punctatus halfaj eritrocitaiban pedig a mikronukleusz képzddést fokozta
(Farah és mtsai, 2006). A vizsgalatokban az alkalmazott, hatasos d6zisok 1-200 mg/I
kozott voltak, de mar 100 p/l-es dozisban is kimutathatd volt az A—G pontmutaciok
szignifikdns novekedése, ez a dozis pedig a 2,4-D-re vonatkozé megengedett

egészségligyi hatarérték az ivovizben (Filkowski és mtsai, 2003).
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Az MCPA kevesebb tesztben akadt fent pozitiv eredményt adva, mint a 2,4-D,
de talalunk mutagenitasara adatokat az irodalomban. Mutagénnek talaltadk a nemhez
kotott letalis tesztben Drosophila melanogaster-en (Lee és mtsai, 1983), és
pontmutaciot okoz Saccharomyces cerevisiae-n (Zimmermann ¢és mtsai, 1984),
valamint gyenge mutagén hatast mutat horcsdgoknél az ovarium sejtjeiben és a
csontvel6ben (Bond és Rossbacher, 1993).

A mekoprop esetében az irodalom kromoszoma aberraciordl, illetve nagy
dozisban (4-38 mg/kg) alkalmazva aranyhorcsognél testvérkromatida kicserélodésrol
tesz emlitést (US EPA, 1988a).

A diklorprop képes novelni a mutans sejtek aranyat Saccharomyces cerevisiae
tesztben, valamint pontmutaciot okoz E. coli-nal 4 g/l-es dozisban (Anderson és mtsai,

1972; US EPA, 1988bh).
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2.2. Mutagenitasi és toxicitasi tesztek attekintése

A kornyezetbe keriild kemikalidk okozta problémak koziil az egyik legsulyosabb
a genotoxikus és mutagén hatasok, mivel ezek nem csak szadmos egészségiigyi probléma
forrasava valhatnak, de a valtozasok atorokithetdek az eljovendd generaciokra is (Leme
¢s Marin-Morales, 2009). A géntoxikologiai tesztekben egy konkrét vegyiiletnek az
Orokitd anyagra gyakorolt hatasat vizsgaljadk. E biotesztek esetében a vizsgalat
végpontja a mutacid megjelenése.

A mutécios teszteket az alkalmazott célszervezetek, illetve a végpontok alapjan
csoportokba sorolhatjuk. A prokariota szervezeteket alkalmazd biotesztek képesek
detektalni a génmutaciot és az elsddleges DNS karosodast okozd anyagokat. Az
eukariotakat felhasznald tesztek azonban ezen feliil a kromoszomak karosodasa vagy az
aneuploidizmus kimutatasara is alkalmasak (Houk, 1992).

A vizsgalni kivant anyagot el6szor in vitro teszteknek vetik ala. Ezek altalaban
kevésbé id6- és koltségigényesek, mint az in vivo tesztek, masrészt, ha mar az elsé
vizsgalatok soran mutagénnek mutatkozik a vizsgélt minta, sok esetben nem keriil sor a
tovabbi tesztekre, igy elkeriilheté az €16 allatok felesleges felhasznalasa (Kirkland és
mtsai, 2005). Mig ma az egészségiigy a gerinceseken végzett vizsgalatokat tartja inkabb
fontosnak, a kornyezettudomanyi teriileten a talaj él0kozossége miatt a mikrobialis

tesztek és a gerinctelen allatok eredményeit tekintik relevansnak (Zeiger, 2010).

2.2.1. Egysejtiieken végzett tesztek

A prokariota egysejtiicket alkalmazo tesztek legnagyobb eldonye, hogy a
felhasznalt tesztszervezetek egyszeriien kezelhetdk, ugyanakkor az eljarasok viszonylag
gyors eredményt adnak, igy koltséghatékonyak. Ezekkel az eljarasokkal génmutaciokat
detektalhatunk (kereteltolodés, bazisparcsere). A legnépszeriibb eljardsnak maig az
Ames teszt mondhato (Ames és mtsai, 1973a; Ames és mtsai, 1973b; OECD, 1997a), de
mellette tért hoditanak egyéb tesztek is, mint az SOS-Chromo teszt, az umu teszt, vagy
a Mutatox teszt (Ohe és mtsai, 2004; White és Claxton, 2004; Zeiger, 2010). Az Ames
teszt nagy elonye, hogy hatalmas adatbazis 4ll a kutatok rendelkezésére az eddig
vizsgalt anyagokkal kapcsolatos eredményekrdl, amely megkonnyiti a tovabbi

kisérletek tervezését. Emellett az elvégzett 6sszehasonlitd vizsgalatok is az Ames tesztet
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talaltak a legérzékenyebbnek (Legault és mtsai, 1994; White és Claxton, 2004). A
prokariota tesztek népszeriisége napjainkban sem csokken, de sok kutaté mindinkabb a
teljes automatizalas elérésére torekszik. Ennek nagy elonye a munka leegyszertsitése és
gyorsitasa mellett a sztenderdek konnyebb betarthatosaga is (Brinkmann és
Eisentraeger, 2008).

2.2.2. Novényi tesztek

A mutagenitas vizsgalatok kozott novényi teszteket is alkalmaznak. Igy példaul
az ionizaciés sugarzas hatasait mar az 1930-as években vizsgaltak Allium és
Tradescantia fajokon. Napjainkban a legelterjedtebb tesztek a kukorica (Zea mays)
waxy lokuszanak mutagenitas vizsgalata, a Tradescantia fajokon végzett porzoszalszor
teszt és mikronukleusz vizsgalat, a voroshagyma (Allium cepa) tenyészdcsucsan végzett
vizsgalat és a ludfii (Arabidopsis) termésének analizise (White és Claxton, 2004). A
felhasznalt noévények tokéletes tesztalanyok jol kezelhetd kromoszomaik ¢és
szenzitivitdsuk miatt, ezért alkalmazasuk széles korben elterjedt, és napjainkban szdmos
teszt sztenderdjét alkalmazzak a laboratoriumok vilagszerte (Leme és Marin-Morales,
2009). Kiilonosen kedveltek a talajmintdk monitorozasakor, hiszen ez a novények

alapvetd taplalo kozege.

Allium cepa teszt

Az Allium fajok 16, nagy méretii kromoszomajan igen jol lathatoak az
elvaltozasok, aberraciok, igy a voOroshagyma mar az 1930-as évek oOta kedvelt
célszervezet biotesztekben (Levan, 1938). A kornyezeti mintdk monitorozasara
alkalmas mutagenitas tesztet Fiskesjo fejlesztette ki 1985-ben. A teszt egyarant
alkalmas vizoldékony és vizben nem oldhaté anyagok, komplex keverékek vizsgélatara.

A teszt soran a hagymat csiraztatjdk, majd a néhdny centis
gyokérkezdeményeket a vizsgaland6 anyag hatasanak teszik ki 24-48 o6ra hosszat, egy
mitotikus fazis idejére (3. abra). Ezutan a gyokérszorokbol ana- vagy telofazisban 1évo
sejteket izolalnak, és ezen vizsgaljdk a fellépd kromoszoéma aberraciokat (Fiskesjo,
1985). A teszt egyarant alkalmazhaté citotoxicitas (effektiv koncentracid értékek) és
genotoxicitas vizsgalatara. Az Allium teszt nagy elénye olcsosaga ¢és egyszeril
kivitelezhet6sége mellett a voroshagymaban talalhatoé oxidaz enzimrendszer, amely

szilkséges a promutagén anyagok detektilasahoz (Nielsen és Rank, 1994). igy mig
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példdul az Ames teszt esetében S9 patkdnymadj kivonat hozzdadéasa sziikséges a
tesztrendszerhez a promutagén anyagok kimutatasara, az Allium cepa rendelkezik a
metabolikus enzimrendszerrel, mely segitségével a promutagéneket mutagénné alakitja
at. Bar a novényekben fellelhetd oxidaz enzimrendszer alacsonyabb koncentracidban
termelédik és limitalt a szubsztrat-specifikussaga az emlésok citokrom P-450
enzimrendszeréhez mérten, az Allium cepa tesztek eredményei igy is Osszevethetoek az

emlosoket felhasznald tesztek eredményeivel (Rank és Nielsen, 1997).

A leggyakrabban vizsgalt kromoszdma aberraciok a kovetkezok:
- Ragados kromoszomak: ezek altalaban erdsen toxikus, irreverzibilis hatasra
utalnak.
- Kromoszéma hidak és fragmentek: kromoszéma vagy kromatida torés soran
jonnek létre.
- C-mitozis: a huzoéfonalak irreverzibilis kdrosodasa az osztodas soran.
- Levalt teljes kromoszéma: gyenge c-mitotikus hatas eredményeként jon létre,

aneuploidizmust eredményezhet.
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3. abra. Az Allium cepa mitotikus sejtosztodasanak szakaszai (foto: Bokan)
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2.2.3. Allatokkal végzett tesztek

2.2.3.1. Gerinctelenek

A legkedveltebb tesztszervezet a gerinctelen tobbsejtiick kozt az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster). Az 1900-as évek elején Thomas Hunt Morgan hasznalta
elészor genetikai kisérleteiben, melyek soran az ivarhoz kotott 6roklodést kutatta (Raju,
1999). Azdta is kedvelt tesztallat kis mérete, rovid generacios ideje és nagy utddszama,
olecs6 ¢és egyszerli tenyészthetOsége, egyszerii keresztezhetdésége ¢€s alacsony
kromoszoma szama (4 par) miatt. Tovabbi eldnyt jelent az a kiilonleges sajatsadga, hogy
larvalis szoveteinek sejtjei Gn. politén 6rids kromoszomakkal rendelkeznek, amelyben
fénymikroszkop alatt még az egyes gének is jol kivehetok. 2000-ben befejezodott a
teljes ecetmuslica genom nukleotid sorrendjének meghatdrozasa, ami nagyban

megkonnyiti a molekularis szintli vizsgalatokat (White és Claxton, 2004).

2.2.3.2. Gerincesek — in vitro

A kornyezetbe keriild lehetséges mutagének vizsgélataihoz hagyomdnyosan
gerinceseket felhasznald bioteszteket alkalmaztak, gyakran patkanyt, tengerimalacot,
egeret vagy kiilonféle halfajtakat hasznalva tesztallatként. Ezek a tesztek azonban nem
csak dragdk és iddigényesek, de szemben allnak az Eurdpai Unids direktivakkal is,
melyek kimondjédk, amennyiben lehetséges, a kemikalidk teszteléséhez a laborban a
magasabb rendii allatokat (gerinceseket) alacsonyabb rendli fajokkal vagy
sejtvonalakkal kell helyettesiteni (86/609/EEC, valamint EC, Regulation, No.
1907/2006). A sejtvonalak hasznalata mellett nem csak az allatvédelmi szempontok, de
az ezeket felhasznalo tesztek gyorsasaga, egyszeriisége €s koltséghatékonysaga is szol
(Papaefthimiou és mtsai, 2004).

A gerinceseken végzett in vitro vizsgalatokat izolalt sejtvonalakon végzik,
amelyeket 4ltaldban egérbdl, patkanybdl vagy horcsdgbdl szarmazd petesejtek,
limfocitak vagy fibroblasztok alkotnak (OECD 476, 1997b). Ezen in vitro tesztek
alkalmasak kromoszoma-aberracid, DNS-torés, mikronukleusz-képz6dés, oOrokletes
transzlokacio, soron kiviili DNS-szintézis és testvérkromatid-csere kimutatasara (White
¢s Claxton, 2004). A human sejtvonalak limfocita, fibroblaszt és tumorsejtekbol
szarmaznak (Dearfield és mtsai, 2011).

A halsejtek felhasznalasa elterjedt a genotoxikologiai vizsgalatok soran (Kocan

¢s mtsai, 1985; Al-Sabti és Metcalfe, 1995). Elséként a ’60-as években végeztek
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halsejtvonalakon bioteszteket tiizcselle (Pimephales promelas) és szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss) halfajok felhasznalasaval (Wolf és Quimby, 1962).
Napjainkban szamos eltéré eredetli halsejtvonalat hasznalnak fel mutagenités
vizsgalatokban, igy példaul hepatocitdkat, kopoltya sejteket, leukocitdkat,
fibroblasztokat (Kocan és mtsai, 1985; Kammann és mtsai, 2001, 2004). A halsejt
kultarakkal végzett mutagenitas tesztek az emlds sejtekkel végzett tesztekkel
megegyez0 eredményeket adnak, ugyanakkor a halsejtek eurythermek, vagyis tag
hémérsékleti tartomdnyon tarthatéak, igy a vizsgalatok soran a hdomérséklet is
vizsgalhatd, mint a mutagén hatasokat esetlegesen befolyasold paraméter (Babich és

Borenfreund, 1991).

MTT teszt

A sejttenyészeteket alkotd sejtek életképességét a gyakorlatban kolorimetrias
eljarasokkal szokas vizsgalni, melyek soran az életképes sejtek megszamlalhatoak,
miutan specifikusan kotodo festékkel festették meg azokat. Ilyen, altaldnosan elterjedt
eljaras a tripankék festés, mellyel a sejtmembran integritasa, és ennek segitségével a sejt
proliferacioja vizsgalhatd, azonban ez a modszer nem elég szenzitiv a toxicitas
mértékének megbecsiilésére. Az MTT (metil-tiazol tetrazolium) teszt egy tetrazolium so6
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) formazan szarmazékka torténd
redukcidjan alapul (Mosmann 1983, Gerlier és Thomasset 1986). Az ¢él6,
metabolikusan aktiv  sejtek  mitokondriumdban az intracellularis NAD(P)H
oxidoreduktdaz enzim képes a sarga szinli tetrazol redukcidjara mely sordn bibor
formazan képzédik (4. abra). A szinvaltozas mértéke kolorimetriasan kimutathato, és
korreldl az €16 sejtek ardnyaval. Ezzel az egyszerii és gyors spektrofotometrias

modszerrel jol jellemezhetd a sejtek energiatermeld mitokondriumainak allapota.
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Comet teszt

A kornyezeti DNS-karositd hatasok vizsgélatara széles korben elterjedt modszer
a Singh altal 1988-ban leirt Uin. egy sejt gél elektroforézis, vagy comet teszt. A modszer
lényege, hogy a vizsgalandd anyaggal el6zetesen kezelt sejteket agardz gélbe agyazva
alkalikus lizis utdn megfuttatva, a karosodott DNS-szalak kihurkoldédnak a sejtmagbdl
és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva iistokos szerli képet mutatnak (Singh és mtsai,
1988). A teszt alkalmas az egyszeres és kétszeres DNS-torések kimutatasara is. Az
egyszeres torés esetén a hiszton fehérjékre feltekeredett DNS-szal egy helyen eltorik,
igy a szorosan feltekert hurkok kilazulnak, ez képezi a csovat. Kettds torés esetén az
adott DNS-szakasz kiesik, igy a csova szemcsés lesz, mivel azt DNS-fragmentumok
alkotjak (Collins és mtsai, 2008; Shaposhnikov és mtsai, 2008). Az {istokds csdvajanak
hossza aranyos a sejtet ért karosodas mértékével (Fairbairn és mtsai, 1995). A modszer
alkalmas a DNS szal torésének sejt szintli kimutatasara (Tice és mtsai, 2000).

A comet teszt elterjedt, ¢és igen jO6l hasznalhatd vizsgalat kdrnyezeti mintak
elemzésére. Nagy eldnye, hogy viszonylag kevés sejt sziikséges az elvégzéséhez,
valamint a modszer lehetdvé teszi a DNS kéarosodasanak vizualis megjelenitését minden
egyes sejt esetén (Cotelle és Férard, 1999) (5., 6. abra). A teszt elvégzésére minden,
sejtmaggal rendelkezé sejt alkalmas. Szamos esetben hasznaltdk sikerrel kornyezeti
mintak mutagén hatdsainak kimutatasara. Alkalmaztdk példaul foldigilisztakon
talajszennyezések kimutatasara (Salagovic és mtsai, 1996), ebihalak sejtjeinek
felhasznalasaval vizsgaltak peszticidek DNS karosito hatasait (Clements és mtsai, 1997)
¢s szamos halfajt alkalmaztak in vivo vizsgalatokban (Pandrangi és mtsai, 1995;
Deventer, 1996; Nacci és mtsai, 1996). Az in vivo tesztek felvaltasa in vitro tesztekkel
megfelel a nemzetkdzi irdnyelveknek. Szamos genotoxikologiai vizsgalatban
alkalmaztak mar halsejtvonalakat (Kammann és mtsai, 2000; Pereira és mtsai, 2011).
Az Epithelioma papulosum cyprini (EPC) sejtvonalat konnyli kezelhetésége tette
népszerlivé, ezért szamos vizsgalatban alkalmaztdk mar (Superti és mtsai, 1988;
Lamche és Burkhardt-Holm, 2000). Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy az EPC

comet teszt megfeleld eszkdz komplex kornyezeti mintdk mutagenitas vizsgalatdhoz.
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5. abra. Comet tesztben vizsgalt EPC halsejtek mikroszkopikus képe 400-szoros
nagyitasban (fotd: Bokan)

6. abra. Comet tesztben vizsgalt EPC halsejtek mikroszkopikus képe a Comet Assay Il1.
képelemzd szoftverrel megjelenitve (fotd: Bokan)
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2.2.3.3. Gerincesek — in vivo

Az in vivo tesztek elvégzésére az in vitro tesztek utan keriilhet sor. Ebben az
esetben a vegylilet a szervezet komplex enzimkészletével, teljes metabolizacios
rendszerével talalkozik, mely eltér6 moddon befolyasolhatja, megvaltoztathatja a
bekertiilt anyag sorsat (Zeiger, 2003).

A vizsgalatokhoz altalaban emlésoket, igy patkanyt, egeret, hdrcsogot
hasznalnak. Az akut vagy kronikus hatasnak kitett allatokat felboncoljak, majd
csontvel6jiiket, majukat, gonadjaikat, esetleg embridikat dolgozzak fel (Ohe és mtsai,
2004; White és Claxton, 2004).

A human vizsgalatok igen ritkak, altalaban akkor kertilhet sor ilyenre, ha az alanyok
foglalkozasuk soran vannak kitéve mutagén hatasoknak, illetve ide tartoznak az
epidemiologiai vizsgalatok, és a balesetek utani felmérések. Leggyakrabban a vénas vér
limfocitainak allapotat elemzik, hiszen ezen sejtek élettartama tobb év is lehet, igy

hosszan meg6rzik a mutagén hatasok nyomait (Dearfield és mtsai, 2011).
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2.3.Sejttenyészetek kezelése

A sejtek in vitro kulturakban vald tenyésztése, és ezek felhasznalasa a kutatasok
sordn a nemzetkdzi gyakorlat altalanosan elfogadott része. Ez egyrészt megfelel az
allatvédelmi szempontoknak, masrészt a kisérleti koriilmények, a meghatarozo
paraméterek ebben az esetben konnyebben kontrolalhatéak, mint in vivo kisérletekben
(Adamicza és mtsai, 2007).

A sejtkultarat alkothatjadk szuszpenzioban, illetve a tenyészedény faldhoz
letapadva novekvd sejtek. Ez utobbi esetben a sejtek matrix fehérjéket termelnek,
amelyek segitségével szorosan kitapadnak a tenyészedény faldhoz, €és ugynevezett
monolayer réteget hoznak Iétre. Ennek kialakitasdban az extracellularis matrix
komponensei €s a plazmamembran, illetve az ahhoz kapcsolodd fehérjék jatszanak
szerepet. Igy a sejttenyészetekben, jollehet a szovethez képest kevésbé Osszetett
szerkezet jellemzd, mégis erds kotddés alakulhat ki a sejtek €s a tenyésztdedény fala,
illetve a kapcsolodo sejtek kozott. A folyamatban a szuszpenzidban 1évé Ca® ionok is
szerepet jatszanak (Lannan, 1994).

A tenyészedényben a sejtek szama exponencialisan novekszik, majd a
novekedés elér egy olyan szakaszba, ahol a sejtek szama mar nem nd tovabb,
0sszefliggd, konfluens kulturat hoznak létre. Ebben az allapotban sziikséges lehet a
sejtek passzaldsa, vagyis 1) tenyészedénybe és friss tenyészmédiumba valo athelyezése.
Ehhez azonban a sejteket szuszpenzioba kell vinni. Hasonloképpen sziikséges a sejtek
leoldasa a tenyészedény falardl, ha azokkal kisérletet terveznek végezni (Adamicza és
mtsai., 2007).

A sejtek szuszpenzioba viteléhez proteaz enzimeket vagy kelatképz6 anyagokat
hasznalnak. A proteazok a sejt-sejt, illetve sejt-matrix kapcsolatokat sziintetik meg, igy
segitségiikkel a sejtek egyesével oldatba vihetéek (Babich és Borenfreund, 1991). A
proteazok koziil leggyakoribb a tripszin alkalmazasa. A tripszin egy, az emldsok
gasztro-intesztinalis rendszerében keletkez6 endopeptidaz. In vivo koriilmények kozott a
pancreasban képzdédik, ¢és az oligopeptideket bontja hidrolizissel peptidekkeé.
Sejtkulturakabn a tripszin a Ca-kelator EDTA-val egyiitt hatékonyan valasztja le a
sejteket a tenyésztéedény falarol. Az EDTA szerepe a kalcium-fiiggé kapcsolodasok
atmeneti felszamolasa. Friss médium hozzaadasaval a reakcio leallithaté (Tong, 1974,
Rheinwald és Green, 1975).
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A tripszin azonban, széleskdrli felhasznalasa ellenére szamos negativ
mellékhatassal rendelkezik. Tul nagy koncentracioban, vagy tal hosszu ideig
alkalmazva karositja a sejtmembrant, és a sejt halaldhoz is vezethet. A tripszin
fokozhatja az apoptozis regulator proteinek expressziojat, ¢és csokkentheti a
metabolizmussal és novekedéssel kapcsolatos fehérjék termelodését, igy zavarokat okoz
a sejt milkodésében (Peralta Soler és mtsai, 1997; Huang és mtsai, 2010)

Mindeme, a proteazok felhasznalasa soran okozott karosodasok miatt célszerii
olyan alternativ eljarasok kidolgozasa, melyek alkalmazasaval a tripszin hasznalata

elkertiilheto.

2.4. Komplex vegyiiletek kockazatbecslése

A kornyezetbe a szennyezé vegyiiletek, igy a peszticidek is, a legritkabb esetben
keriilnek ki izolaltan. A természetes Okoszisztémdkban a toxikus hatisok altalaban
szennyezd anyagok keverékébdl szarmaznak (Belden és mtsai, 2007; Syberg €s mtsai,
2008). Az Eurdpai Unio teriiletén jelenleg mintegy 30000 vegyiilet van forgalomban.
Ezen vegyiiletek lehetséges keverékeinek szdma szinte végtelennek mondhato, igy az
osszes lehetséges keveréket letesztelni lehetetlen (Backhaus és mtsai, 2003). Eppen
ezért a kemikalidk egyéni vizsgalatai soran kapott eredményeinek keverékekre torténd
extrapolalhatosaga igen fontos kérdés. A keverékek kockazata azonban nem becsiilhetd
meg egyszerlien az Osszetevo vegyiiletek egyéni effektiv koncentracioi alapjan.

A szennyezd komponensek Okotoxicitdst befolyasold kolcsonhatasainak
eredménye lehet szinergikus, szigortan additiv, esetleg nem 6sszegz6do, st bizonyos
esetekben antagonisztikus toxikologiai hatasu is. Additiv hatasnak nevezik, ha a
keverék hatasa megegyezik az OsszetevOk hatasanak Osszegével. Szinergizmusrol
beszélhetiink, ha a keverék hatisa erdsebb, mint a keveréket alkotd anyagok egyéni
hatasanak 6sszege. Antagonizmus fellépésérdl pedig akkor beszélhetiink, ha a keverék
mért hatasa gyengébb, mint az dsszetevok hatasanak 6sszege (Greco és mtsai, 1995).

Fontos, hogy a kornyezetbe keriild potencialis szennyezdanyagok egyiittes
hatésait elére megbecsiiljiik, a lehetd legpontosabb modell alkalmazasaval (Tichy és
mtsai, 2002). Ezek segitségével az egyes vegyiiletekre vonatkozo toxicitasi adatok
extrapolalhatéak keverékekre is (Backhaus ¢és mtsai, 2003). Napjainkban két, a
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farmakoldgiabdl atvett modellt fogadnak el a legaltalainosabban, ezek az ugynevezett
Osszead6dod koncentraciok modellje (Loewe és Muischnek, 1926), illetve a fiiggetlen
hatasok modellje (Bliss, 1939). Az els6 a hasonlo, mig a masodik modell a kiilonb6z6
hatasmechanizmusti  dsszetevok keverékének vart effektiv  koncentracidjanak
kiszamitasara alkalmas.

Binaris  keverékek  esetében, amennyiben az  OsszetevOk  azonos
hatasmechanizmussal fejtik ki hatasukat, a vart effektiv koncentracio az alabbi egyenlet
szerint szamithato ki. ECxmix a keverék effektiv koncentracioja, pi1 €s pz az dsszetevok

aranya, ECx; és ECx, pedig az Osszetevok mért effektiv koncentracioja (Thorpe és

mtsai, 2006).

-1

- )2
ECXHH'.\‘ - E C'] E3 EC
Xi Xy

Ternaris, illetve haromnal tobb Osszetevobdl allo keverékek esetén a fenti
egyenlet tovabbi elemekkel bOvitheté. Az auxin tipust fenoxi-karbonsav herbicidek
hatasmechanizmusa egymashoz hasonlé (Grossmann, 2000), ezért az Osszead6do
koncentraciok modellje esetiikben jol alkalmazhato.

Az Eurdpai Unio teriiletén a kemikaliak legatfogobb szabalyozasarol 2007.
junius 1. ota a vegyi anyagok regisztralasardl, értékelésérdl, engedélyezésérdl és
korlatozasarol szo6lo rendelet (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction
of Chemicals, REACH) gondoskodik. A REACH rendszer célja olyan vegyi anyag
regisztracios rendszer létrehozasa, amely lehetové teszi azok nyomon kovetését, illetve
azonositasat, akar arucikkekben vagy készitményekben fordulnak el6 (European

Comission, 2006).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalt anyagok

A tesztekben felhasznalt novényvédo szer hatéanyagok (4-kloro-o-toliloxi-ecetsav, 2,4-
diklorfenoxi-ecetsav,  2-(4-kloro-2-metilfenoxi)propionsav, 2-(2,4-diklorfenoxi)-
propionsav) analitikai tisztasagtiak voltak, és a Dr. Ehrenstorfer GmbH-t41 szereztiik be
Oket. Az Optica triot a Cheminovatol, a Dezormont a Nufarmtdl szereztikk be. A
Dezormon 600 g/l 2,4-D-t tartalmaz dimetil-ammonium s6 formajaban, az Optica trid
hatéanyaga pedig 310 g/l dikloérprop-p + 160 g/l MCPA + 130 g/l mekoprop-p, szintén
dimetil-ammoénium s6 formaban (Ocské és mtsai, 2009).

Az alkalmazott doézisokat a mezOgazdasagi gyakorlatban hasznalt dozisok,
illetve a kornyezeti mintakbol visszanyert névényvédd szer maradékok mennyisége
alapjan allapitottuk meg. A mezdgazdasagi gyakorlatban az ajanlott dozis Optica trioval
torténd permetezés esetén 1,5-2 I/ha, a Dezormon esetében ez 1-1,2 I/ha (Ocskéd és

mtsai, 2009).

3.2. Talajmintak kezelése és a mintavételezés modszere

3.2.1. Uveghazi tenyészedényes vizsgalatok

A vizsgalatokat parhuzamosan végeztilk el harom kiilonb6z6 talajtipuson,

amelyek a kovetkezok voltak:

A, Toézeges viragfold: Tek-Land B tipusu viragfold, melynek Osszetevdéi Szélmezdi

tézeg, komposzt, bazalt ¢s homok.
B, Humuszos homoktalaj
C, Szolonyeces réti talaj

A talajok ismert tulajdonsagait az 1. tadblazat mutatja be.
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1. tablazat. A kisérletekben felhasznalt talajok fizikai és kémiai tulajdonsagai. na =

nincs adat (forrds: Murdnyi Attila)

homokos réti tézeges
pH H20 8,41 6,89 na
pHKCI 7,54 5,39 na
pHCacCl, 7,73 6,16 5-6,5
KA 27 40 na
humusz 0,52% 2,15% 5%
C 0,3% 1,25% na
CaCOs; 4,1% 0% 2%
osszes N 0,06% 0,16% 200-500 mg/I
NH4-N mg/kg 2,88 6,46 na
NO3-N mg/kg 1,05 5,76 na
Fizikai talajféleség homok iSzapos ISzapos
AL-P,0s mg/kg 77 146 200-500
AL-K;0 mg/kg 41 173 300-1000
AL-Ca 2 0 na
AL-Na mg/kg 5 7 na

A vizsgalat célja az auxin tipusu ndvényvédd szerek esetleges mutagén
hatasanak vizsgalata volt kiilonb6zd tipust talajok 3 mélységi rétegébdl szarmazo
extraktumain. Talajtipusonként 1 db, 50 cm atmér6jii cserepet toltottiink meg 30 cm
mélységig mindhdrom tipusu talajjal. Az el6zetesen meglocsolt, igy nedves talajokat 4
I/ha-nak megfeleld mennyiségli Optica trid novényvédd szerrel permeteztilk be kézi
permetezOt alkalmazva. A kipermetezett dozis a mezdgazdasagi gyakorlatban javasolt
dozis kétszerese volt (Ocsko és mtsai, 2009). A mintakat a kezelés utani 3. és 7. napon
vettiik. A talajokat minden esetben a mintavételt megel6z6 napon 10 mm csapadéknak
megfeleld desztillalt vizzel locsoltuk meg. Edényenként 3 mintavételi pontbol vettiink
mintat, 3 rétegbdl: 0-5, 5-10 és 10-20 cm kozotti rétegekbdl, Piirckhauer tipusu kézi

talajmintavevd segitségével. A tovabbiakban az egy mintavételi rétegbdl szdrmazo 3
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mintat egynek kezeltiik. A mikrobialis tevékenység meggatolasara a mintdkat 3-5 napra
-80 °C-ra fagyasztottuk, majd 5 °C-on taroltuk.

3.2.2. Szabadfoldi vizsgalatok

A vizsgalatokban meghatarozott mennyiségii (2, 4, 8, illetve 16 I/ha), ismert
hatdanyag tartalmt fenoxi-ecetsav és -propionsav herbicid tipusi novényvédd szerrel
(MCPA, mekoprop és diklorprop tartalmii Optica tri6 készitmény) kezelt, szolonyeces
réti talaj parcellaibol szarmazo foldmintakat analizaltunk. A vizsgalat célja az Optica
tri6 novényveédd szer esetleges mutagén hatdsdnak vizsgalata volt szabadfoldi
koriilmények kozott.

A mezOgazdasagi gyakorlatban az ajanlott dozis Optica trioval torténd
permetezés esetén 1,5-2 I/ha (Ocsko és mtsai, 2009). A kezelés soran a parcellakat 2, 4,
8, illetve 16 I/ha-os dozisu készitménnyel permeteztiik, mely az ajanlott dozis 1, 2, 4,
illetve 8-szorosa. A parcellakra a permetlevet kézi permetezéssel juttattuk ki. A
parcellak kozott 1 m-es kezeletlen savot hagytunk. A kezelt parcelladk 3X3 m-esek
voltak, a kezelt teriilet Gsszesen 2X5 darab parcellabol allt (7. abra). A parcellak
boritottsdga soronként eltérd volt, az elsd sor parlagra keriilt, a masodik sorba kukoricat
vetettiink. Az eltérd boritottsdg célja az volt, hogy vizsgaljuk, befolyasoljak-e a
parcellak kiilonbozé ndvény tipusai a kipermetezett ndvényveédo szer talajba kertilését,
illetve lebomlasat. Mig a kukoricaval bevetett parcellakon csak az egyszikii, Kiskun
4517 fajtaji silohibrid kukoricandvény boritotta a talajt, addig a parlagon hagyott
parcellakon megjelentek mind az egy-, mind a kétszik(i gyomok, leggyakrabban a
Solidago canadensis, Taraxacum officinale, Convolvulus arvensis, Artemisia vulgaris,
Ambrosia artemisiifolia, Lolium perenne és Cirsium arvense fajok.

A mintékat a kezelés utani 3. illetve 7. napokon vettiik. Parcellanként 5 random
mintavételi pontot jeldltiink ki, azonban az egy parcellardl szarmazdé 5 mintat a
tovabbiakban egynek kezeltiik. A mintakat az eldzetesen elvégzett liveghazi vizsgalatok
alapjan a talaj felsé 0-10 cm-es rétegébdl vettiik Piirckhauer tipust kézi talajmintavevo
segitségével. A mikrobialis tevékenység gatlasara a mintakat 3-5 napra -80 °C fokra

fagyasztottuk, majd 5 °C fokon téaroltuk.
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Parlag, Parlag, Parlag, Parlag, Parlag,
kezeletlen 2L/ha 4L/ha SL/ha 16L/ha
kontroll

Kukorica, Kukorica, Kukorica, Kukorica, Kukorica,
kezeletlen | 2L/ha 4L/ha SL/ha 16L/ha
kontroll

7. dbra. A szabadfoldi vizsgalatok parcelldinak felosztésa, az alkalmazott d6zisok

megjelolésével

3.2.3. A talajmintak elokészitése

A talajok elokészitésére a biologiai tesztek eldtt ultrahangos olddszeres
extrakciot alkalmaztunk. A talajmintak feldolgozasat folyadék-folyadék extrakcids
eljarasban végeztiik. A foldmintakat az eldkészités eldtt kiméletesen légszarazza
szaritottuk. Tiz g légszaraz talajmintahoz 15 ml hexan:aceton (1:1) olddoszerelegyet
adtunk. 5 perc manualis razast kovetden 20 percig ultrahangos kezelésnek vetettiik ala a
mintakat, majd 4000/perc fordulaton, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk oket. A
feliilaszo 10 ml-ét 15ul HCI-al savanyitottuk, majd kiméletesen szarazra paroltuk N,
g4z 4rama alatt (Maloschik et al., 2010). A mintékat a tovabbi felhasznalasig 4 °C-on
taroltuk. A talajmintdk elOkészitése soran a 10 g légszaraz mintabdl az olddszerrel
torténd kioldas és a vakuumos beparlast kovetd visszaoldas utan végiil 1 ml oldott
extraktumot kaptunk.

A minték elemzésére a mutagenitas tesztek elvégzése el6tt kvalitativ vizsgalatok
segitségével is sor keriilt, a gazkromatografids mérésekkel a foldmintdkban a
névényveédo szer maradékok jelenlétét igazoltuk.

A talajextraktumokat a comet tesztben torténé felhasznalas elétt 1 ml MEM-ben
oldottuk fel, majd 1 o6ran at szonikaltuk. A mintat két egyenld részre osztottuk, majd
mindkettéhoz tovabbi 0,5 ml MEM-et adtunk hozza. Az Allium cepa teszt soran 1 ml
desztillalt vizet adtunk az extraktumhoz, majd egy 6ras szonikalast kovetden csapvizzel

1 I-re higitottuk.
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3.3. Az alkalmazott mutagenitasi tesztek médszerei

3.3.1. Allium cepa teszt (cito- és genotoxicitas vizsgalat)

A teszthez kozonséges voroshagymat (Allium cepa) hasznaltunk. A
vizsgalatokhoz 3-4 g-0s, 15-20 mm atméréjii hagymakat hasznaltunk, melyeket a
kezelés elott 4 °C-on, sotétben és szaraz koriilmények kozott taroltunk. A teszt

megkezdésekor eltavolitottuk a kiilsé szaraz sarga burokleveleket.

3.3.1.1. Az effektiv koncentracio (EC) meghatarozasa

Az ECs, értékek ¢€és a mutagenitds teszthez felhasznalandd dézisok
meghatarozasahoz els6ként toxicitas tesztet végeztiink. A toxicitas mértékét Fiskesjo
(1985) nyoman a vizsgalt novényvédd szerek, illetve hatdanyagok ndvekedést gatld
hatasa alapjan hataroztuk meg. A hagymakat a vizsgalando anyagok eltéré toménységi
koncentracidival kezeltiik, 5-8 dozist alkalmazva 0,1 ug- 10 mg-os nagysagrendben (8.
abra). A teszt segitségével elvégeztiink két, fenoxi-alkan-karbonsav herbicid, a
Dezormon és az Optica trid, valamint hatéanyagaik €és azok keverékének vizsgalatat,
tovabba vizsgaltuk az elézetesen Optica trioval kezelt, tenyészedényes kisérletbol

szarmazo talajmintakat is.

A vizsgéaland6 anyagokat csapvizben oldottuk fel, negativ kontrollként csapvizet
alkalmaztunk. A kezelés 96 oran at tartott, erre az idére a hagymakat egyesével
csovekbe helyeztiik, majd a csoveket 0,5 |-es poharakba allitottuk, melyeket a megfeleld
koncentracioju vizes oldattal toltottiink fel. Egy poharba 6 db csé keriilt, azaz egy-egy
dozis toxicitasarol 6 hagyma gyokerének novekedési adatai szolgaltattak informaciokat.
Az oldatokat 24 6ranként frissre cseréltiik, majd 96 ora elteltével megmértiik a gyokerek
novekedését (9. abra). A leggyengébben fejlodé gyokerti hagymat kizartuk, az o6t
tovabbi ndvekedésébdl atlagot szamoltunk. A kiilonbozd dozisok atlagai alapjan nem-
lineéris regressziot alkalmazva kiszdmoltuk az ECsg, EC4s, EC39 és ECy5 értékeket.

Az Allium cepa teszt elsé Iépéseként elvégzett gyokérszor novekedésének
vizsgéalata kettds célt szolgdl. Egyrészt dnmagéban is relevans adatokat szolgaltat a
vizsgalt anyagok esetleges citotoxikus, novekedés gatld hatdsairdl, masrészt a teszt
masodik 1épéseként elvégzett mutagenitdsi vizsgédlatokhoz is elengedhetetleniil
sziikséges, mivel a gyokérszOrok ndvekedése alapjan szamithatd ki az adott anyag

effektiv koncentracidja. A masodik Iépésben elvégzett mutagenitds vizsgalat soran
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célunk, hogy ne a toxikus, hanem az esetlegesen fellépd mutagén hatdsokat vizsgaljuk,
ezért feltétlenlil sziikséges az ECso-nél alacsonyabb koncentraciok pontos

meghatdrozasa.

8. abra. Az Allium cepa teszt kivitelezése (fotd: Bokan)

9. abra. MCPA effektiv koncentraciojanak meghatarozasa Allium cepa tesztben. A
hagymak 96 oras kezelést kovet6en az alkalmazott dozisnak megfeleléen: A: kezeletlen
kontroll, B: 0,0001 mg/Il, C: 0,001 mg/l, D: 0,01 mg/l, E: 0,1 mg/l, F:1 mg/l, G: 10 mg/|

(fotd: Bokén)
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Az adatok értékeléséhez 4 paraméteres logisztikus, nem-linearis regresszid

analizist alkalmaztunk az alabbi képlet alapjan:

A-D

Fx)= ———— +D
(1+%°)

ahol

A- als6 aszimptota

B- gorbe meredeksége

C- inflekcios pont

D- fels6 aszimptota (Reiczigel és mtsai, 2010).

A gyokerek atlagos hossza kozotti szignifikans kiilonbségeket variancia
analizissel (egyutas ANOVA) allapitottuk meg, a post-hoc tesztet Bonferroni
korrekcidval végeztiik.

Az effektiv koncentracido értékeinek meghatarozasa mellett rogzitettik az

esetleges morfologiai elvaltozasokat is.

3.3.1.2. Kromoszoma aberracios teszt

A teszt megkezdése elott ez esetben is eltavolitottuk a hagymak kiilsd, szaraz
burokleveleit és a primordiat. A hagymakat el6szor 24 orara csapvizbe helyeztiik, majd
tovabbi 48 oréra a toxicitas tesztben meghatarozott értékek alapjan ECss, EC3p €és ECys
dozisokat alkalmaztunk a hagymak kezelésére a vizsgalandd hatdanyagok oldatabol
(Rank és Nielsen, 1997). Pozitiv kontrollként 5 mg/l-es maleinsav-hidrazidot, negativ
kontrollként csapvizet alkalmaztunk. A vizsgaland6 anyagokat, melyek megegyeznek az
Allium cepa toxicitasi tesztben vizsgaltakkal, ez esetben is csapvizben oldottuk fel,
dozisonként hat hagymat helyeztiink az oldatba, majd a teszt végén minden ddzisban a
leggyengébb novekedési eredményt mutatoét kizartuk, a maradék o6tét pedig
elokészitettiik a tovabbi vizsgalatokhoz (Barbério és mtsai, 2011). Ehhez hagymanként
5 gyokér csucsanak aktiv ndvekedési zondjabol az utolsé néhdny mm-t levagtuk, és 5

percre 50 °C-ra melegitett, 9 rész 45%-0s ecetsav és egy rész 1 M-0s HCI-b61 készitett

oldatba helyeztiik, hogy feloldjuk a sejtfalakat. Ezutan a gyokércsucsokbdl 2%, 45%-0s
ecetsavban oldott orcein felhasznalasaval készitettiink kenetet (Nielsen és Rank, 1994).

Hagymanként egy metszetet készitettiink. Az igy elkésziilt metszetek -20 °C-on 2
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hénapig voltak tarolhatoak.

A metszeteket kod alapjan, vakon vizsgaltuk. A mikroszkopos vizsgalatok soran
meghataroztuk a mitotikus indexet (Ml) és kromoszomalis elvaltozasok (CA) aranyat a
kés61 anafazisban és korai telofazisban 1évo sejtek esetében.

A mitotikus indexet 1000 sejt esetén a mitdzis barmely fazisdban 1évé sejtek
szamabol hataroztuk meg. Ha a mitotikus index 10 vagy annal kevesebb volt, az adott
hagyma novekedése tul gyengének bizonyult, ezért kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol. A
kromoszomalis elvaltozasok elemzéséhez metszetenként 100 ana- vagy telofazisban
1évé sejtet vizsgaltunk, azaz dozisonként 500 sejtet Osszesen. A kovetkezd
rendellenességeket allapitottuk meg és rogzitettiik: hidak, kromoszéma fragmentumok

és teljes 6nalldé kromoszémak (Rank és Nielsen, 1993) (10. abra).

3.3.1.3. Az alkalmazott statisztika

crcr

végeztiik, a mitotikus indexeket t-probaval hasonlitottuk O0ssze. A szamitott effektiv
koncentracié értékeit a koncentracid-addiciés modell segitségével kalkulaltuk ki

(Loewe és Muischnek, 1926; Tichy és mtsai, 2002).

10. abra. Az Allium cepa teszt soran vizsgalt kromoszoma-rendellenességek. A: normal
telofazis; B: fragmentumok; C: kromoszoma torés; D: hid (fotd: Bokan)
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3.3.2. MTT teszt

A kolorimetrias citotoxicitasi teszt segitségével a 2,4-D, MCPA, mekoprop-P és
diklorprop-P  hatdéanyagok potencialis toxicitdsanak mértékét vizsgaltuk EPC
halsejteken. A hatdéanyagok egyedi vizsgalata mellett elvégeztik azok ternaris
keverékben torténd vizsgalatat is, melyet az MCPA, a mekoprop-P ¢és diklorprop-P
1:1:1 todmegaranyu keverékébol készitettiink.

3.3.2.1. Halsejtek kezelése

A ponty (Cyrpinus carpio L.) epithelialis tumorbol eredé “Epithelioma
papulosum cyprini” (EPC) halsejt tenyészet a Dan Allatorvosi Egyetemtd] szarmazik. A
sejtvonalat 1969 oOta tartjdk fent, ¢és széles korben haszndljadk halvirusok

diagnosztikajaban valamint genotoxikologiai vizsgalatok sordn. Kariotipusa 2n=96. A

sejtvonal nagy elonye, hogy széles homérsékleti skalan, 15-33 °C-on tenyészthetd.

Tenyésztéséhez 5% 1égkori CO, sziikséges (Fijan és mtsai, 1983).

A sejtkultarat 25 ml-es milanyag edényekben tenyésztettilk minimal esszencialis
médiumban (MEM) 10% foetalis borju szérum (fetal calf serum, FCS) és 1% penicillin
hozzaadasaval (Babich és Borenfreund 1991).

A vizsgalatok elbtt a sejteket -80 °C-on taroltuk (Azqueta és mtsai 2011). A
sejteket a mélyfagyasztas elott tripszinnel atmostuk, majd MEM hozziadasaval
lecentrifugaltuk (10 min, 1050 rpm, 4 °C). Ezutan a feliiluszot leontve a sejteket FCS-
ban oldottuk vissza. A szuszpenzio 0,5 ml-ét vegyitettik 20% DMSO, 70% tris
stabilizalt MEM és 10% FCS 0,5 ml-nyi keverékével, majd crio csdvekben -80°C-ra
fagyasztottuk le.

A vizsgalatok elvégzésekor 0,5 ml, 10% FCS-t és 1% penicillint tartalmazo tris
stablizalt MEM-ot adtunk a fagyasztott sejtekhez, és kiméletesen szobahdmérsékletiire
olvasztottuk 6ket. Tovabbi 3,5 ml MEM oldat hozzaadasa utan lecentrifugaltuk a
sejteket (10 min, 260 rpm, 15 °C). Ezt a sejtek foszfat-pufferelt sdoldattal (PBS) t6rténd
mosasa €s ujboli lecentrifugéalasa kovette (5 min, 400 rpm, 15 °C). A feliiluszo elontése
utan a sejteket MEM oldatban oldottuk vissza. Az oldat mennyiségét a sejtszdm
hatarozta meg, a cél az volt, hogy koriilbeliil 75000 db/ml sejtet tartalmazzon a

szuszpenzio.
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3.3.2.2.MTT teszt kivitelezése

96 lyuka mikrotalca bemélyedéseibe 100 pl sejtszuszpenziot pipettaztunk, majd
28 °C-on inkubaltuk 24 6ran at. A talca kiilso soraiba (A, B, G, H, 1, 12) nem kertiltek
sejtek, elkeriilve azok esetleges kiszaradasat (11. abra). Ezt kdvetden a sejtekre mértiink
100 pl-t a vizsgalandd anyagbol. Vizsgalatonként 5 dozist alkalmaztunk, dozisonként 4
ismétléssel, az expozicios id6 24 ora volt. Pozitiv kontrollként 100 pl natrium-kalcium-
dikromatot alkalmaztunk, a negativ kontroll PBS volt. A 24 6rés inkubalast kovetden a
sejtekrél kiméletesen elontottiik a folyadékot, és 30 ul MTT-t pipettaztunk rajuk, majd
28°C-on 4 orat inkubaltuk. A folyadék eltavolitasa utan 200 pl DMSO-t adtunk a
sejtekhez, és 15 sec razatas utan 20 percen at inkubaltuk ¢ket. Az abszorbancia mértékét

570 nm-en mértiik Thermo Scientific Multscan FC tipust spektofotométer segitségével.

alkalmazott
dozisok (mg/L)
kezeletlen
0.1
1000 100 10 1 ) kontroll
negativ pozitiv
kontroll kontroll
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 i 11 12

11. 4bra. 96 lyukt mikrotélca elrendezése az MTT vizsgalatok soran.

3.3.2.3. Alkalmazott statisztika

A statisztikai analizist egy utas anovaval, a post hoc tesztet Fisher teszttel
végeztilk, statisztikai proba eredményét p < 0,05 esetén tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
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3.3.3. EPC comet teszt

3.3.3.1. Sejtvonal és a sejtek kezelése

A kisérletekhez ponty (Cyrpinus carpio) epithelidlis tumorb6l eredd
“Epithelioma papulosum cyprini” (EPC) halsejteket hasznaltam fel. A sejtkultarat 25
ml-es mianyag edényekben tenyésztettiik minimal esszencialis médiumban (MEM)
10% FCS (fetal calf serum, foetalis borji szérum) és 1% penicillin hozzaadasaval
(Babich és Borenfreund, 1991a).

A vizsgalatokat -80 °C-ra fagyasztott sejtekkel végeztiik (Azqueta és mtsai,
2011). A sejteket a mélyfagyasztas el6tt tripszinnel atmostuk, majd MEM
hozzaadasaval lecentrifugaltuk (10 min, 1050 rpm, 4 °C). Ezutan a feliiluszot ledntve a
sejteket FCS-ban oldottuk vissza. A szuszpenzidé 0,5 ml-ét vegyitettiik 20% DMSO,
70% tris stabilizalt MEM és 10% FCS 0,5 ml-nyi keverékével, majd crio csovekben -80
°C-ra fagyasztottuk le.

A sejtek életképességét a tripankék eljarassal vizsgaltuk minden esetben. Az
eljaras lényege, hogy a tripankék festék csak az elhalt sejtek citoplazmajaba képes
behatolni és citoplazma fehérjékhez kotddni, mivel az €16 sejtek membranja nem ereszti
at a festéket, igy az elhalt sejtek mikroszkopos nagyitasban konnyen detektalhatdoak
(Wilson és mtsai, 1969). Amennyiben az ¢16 sejtek aranya alacsonyabb volt 95%-nal, az
adott sejtkultarat kizartuk a kisérletekbol.

A teszt segitségével elvégeztik két, fenoxi-alkan-karbonsav herbicid, a
Dezormon ¢és az Optica trid, valamint hatéanyagaik €és azok keverékének vizsgalatat,
tovabba vizsgaltuk az elézetesen Optica trioval kezelt, tenyészedényes és szabadfoldi
kisérletekb6l szarmazoé talajmintakat is.

A vizsgalni kivant hatéanyagokat, névényvédo szereket €s talajmintakat MEM-
ben vittik szuszpenzioba. A vizsgalatokhoz -80 °C-on tarolt, kozvetleniil a kezelések
elott kiméletesen kiolvasztott sejteket haszndltunk minden esetben, kivéve a tripszin
hatdsanak vizsgalatanal. A vizsgalatok elvégzésekor 0,5 ml, 10% FCS-t és 1%
penicillint tartalmaz6 MEM-ot adtunk a fagyasztott sejtekhez, és kiméletesen
szobahémérsékletiire olvasztottuk Oket. Az olvasztast a sejtek foszfat-pufferelt
sooldattal (PBS) torténd mosasa és 0jboli lecentrifugalasa kdvette (5 min, 400 rpm, 15
°C). MEM-ben torténd visszaoldasuk utan a sejtek készen alltak a vizsgaland6 anyaggal

valo kezelésre.
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Kb. 10° sejtet tartalmazé szuszpenzidhoz hozzdadtunk 1 ml-t a vizsgalando
anyagbol. Vizsgalatonként 5 dozist alkalmaztunk. A kezelés 24 6rés volt, a sejteket ez
id6 alatt 15 °C-on inkubaltuk. Pozitiv kontrollként 1 mM-os hidrogén-peroxidot
alkalmaztunk 15 percig. A kezeletlen kontrollban a sejteket MEM-ben oldottuk fel.

Az EPC comet teszt megfeleld tesztkoriilményeinek vizsgalatai soran rendre
megvaltoztattunk néhany paramétert az alabbiak szerint:

Az expozicids idok hatdsanak vizsgalatakor a kezeletlen kontroll, illetve pozitiv
kontroll sejteket 24 orara inkubaltuk 15 °C-on. Egy masik, parhuzamos vizsgélatban a
sejteket a kozvetlentil a pozitiv kontollal torténd kezelés utan, illetve ennek hidnyaban, a
negativ kontrollban (MEM-ben) torténé feloldast kovetden vetettik ala a
gélelektroforézisnek (0 oras kezelés).

Ismert a comet tesztnek egy mikrotalcan végzett valtozata is (Kiskinis és mtsai,
2002), melyben eppendorf cs6 helyett 24 lyukti mikrotiter talcan inkubaljak a sejteket.
A megfeleld tenyészedény kivalasztdsanak vizsgalata sordn a sejteket minden esetben
24 6ran at inkubaltuk eppendorf csdben, illetve 24 lyuku feliiletkezelt mikrotalcan.

A szuszpenziok hatasanak vizsgalatakor PBS:MEM 1:1 aranya keverékét is
alkalmaztuk parhuzamos vizsgalatban.. A kezelés végén a sejteket minden esetben PBS-
ben mostuk le, majd lecentrifugaltuk.

A tripszin hatdsanak vizsgalatanal a -80 °C-on tarolt, kozvetleniil a kezelések
elott kiméletesen kiolvasztott sejtekkel parhuzamosan 15 ©°C-on tarolt, tripszin
segitségével disszocialtatott sejteket is vizsgaltunk. Ebben az esetben a 25 ml-es
tenyészedényben novesztett sejtek foliil 6vatosan, pipetta segitségével eltavolitottuk a
MEM-ot, 4 ml tripszin-EDTA keveréket adtunk hozza, majd 2 perc utan 2,5 ml-t
lepipettaztunk a keverékbdl. Ezt kovetden folyamatos le-fel pipettazassal vittiik
szuszpenzidba a kitapadt sejteket. Az eljarast centrifugazassal, majd kétszeres, PBS-ben
torténd mosassal zartuk (Henderson és mtsai, 1998; Kammann és mtsai, 2001).

A fenoxi herbicidek, illetve a talajminta extraktumok vizsgélata soran minden
esetben fagyasztott, kozvetleniil a kezelések el6tt kiméletesen kiolvasztott sejteket
alkalmaztunk, melyeket a kezelések utan 24 6ran 4t inkubaltunk 15 °C-on.
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3.3.3.2. Comet teszt

A vizsgalatokat Singh és mtsai (1988) altal meghatarozott protokoll szerint
végeztiik, kisebb valtoztatasokkal. A lecentrifugalt sejtekrél leontottiik a feliiluszot,
majd 125 ul 0,8%-0s alacsony olvadaspontt agardzgélt adtunk hozza. Ebbdl 100 pl-t az
elézetesen 0,8%-0s normal olvadaspontu agardzzal bevont targylemezre pipettaztunk.
15 perces szaradast kovetden egy harmadik, 0,8%-0s alacsony olvadasponti agaroz
réteggel vontuk be a sejteket, majd min. 90 percre lizis pufferbe (2,5 M NaCl, 0,1 mM
EDTA, 10 mM TRIS1% Triton-X) helyeztiik a metszeteket 4 °C-on. A szabadda tett
DNS-t 20 perc alkalikus inkubacié utan (0,3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH> 13)
elektroforetizaltuk (300 mA, 28 V, 15 min), mialatt lehetdség volt a DNS relaxaciojara.
Az elektroforézist kovetden a sejteket 0,4 M-0s Tris-oldattal neutralizaltuk, majd 20
pg/ml-es etidium bromiddal festettiik meg (12. abra).

Az EPC sejtek inkubalasa a vizsgalandé anyaggal

f \;} \,\ \ / \
l\ : \12 , \\ / B /\.\"\k\ V\._\ :
gl N
intakt DNS sériilt DNS

@ Agaroz gélbe agyvazott sejtek tirgylemezen

l Alkalikus lizis (Triton X)

Szuperhelikalis DNS

l Alkalikus inkubacio

l Elektroforézis
'k-“’—" DNS relaxicioja

12. abra. A comet teszt kivitelezése
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Minden vizsgalatot 3 ismétlésben végeztiink, a metszeteket vakon vizsgaltuk. A
sejteket fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Dialux, Leica) 400-szoros nagyitassal.
Minden metszet esetében 50, random moddon kivalasztott sejtet vizsgaltunk meg és
rogzitettilk a paramétereiket a Comet Assay III. képelemzd szoftver segitségével. A
metszetet atvilagitva a karosodott sejt pontjai kiilonb6z6 mértékben sugarozzak ki a
fényt. Az ateresztett fény intenzitdsanak megfeleléen a szoftver megalkotja a sejt fekete-
fehér arnyalatos abrajat, melyben a pixelek szinmélysége megfelel az adott pont DNS-
tartalmanak (Kumaravel és mtsai, 2009).

A nagyon erdsen kéarosodott sejteket kizartuk a vizsgalatbol, mivel ezek egyes
paraméterei a szoftver mérési tartomanyan kiviil estek, és igy esetleg helytelen mérési
adatokat szolgaltattak volna (Kumaravel és mtsai, 2009). A sejtek paraméterei koziil a

csova %-0S DNS-tartalmat, a csovamomentumot €s a csova hosszat rogzitettiik.

A paraméterek jelentése a kovetkezo:

-A csova %-0s DNS-tartalma: 100 X a csova DNS intenzitasa/a teljes sejt DNS
intenzitasa.

-Olive féle csovamomentum: a fej kozéptdl a csovakodzépig tartd tavolsag
Szorozva a csova %-0s DNS-tartalmaval.

-A csOva hossza: a DNS migracidja a sejtmagtol szamitva (13.abra).

A paraméterek koziil a nemzetkozi irodalomban a csova %-0s DNS-tartalmanak
hasznalata terjedt el leginkdbb, ezért a vizsgalatok eredményeinek részletes
ismertetésekor én is ezt emelem ki (Gedik és Collins, 2005; Kumaravel és mtsai, 2009).
Amennyiben a masik két paraméter (csovamomentumot, csova hossza) vizsgalatanak
eredményei megegyeznek a csova %-0S DNS-tartalmanak vizsgalatakor kapott
eredményekkel, e két wutobbi paraméter részletes elemzésétdl eltekintek a

disszertacioban.
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Cs6va momentum

13. ébra. A comet tesztben vizsgalt karosodott sejt részei

3.3.3.3. Az alkalmazott statisztika

A statisztikai analizist egy utas ANOVA-val, a post hoc tesztet Bonferroni
korrekcioval veégeztik, statisztikai proba
eredményét p < 0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak (Rank és Jensen,
2003; Wiklund és Agurell, 2003).
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4 EREDMENYEK

4.1. Az Allium cepa teszt vizsgalatainak eredményei

4.1.1. ECs érték meghatarozasa az Allium cepa tesztben

Az Allium cepa teszt els6 szakaszaban megallapitottuk az altalunk vizsgalt
vegyliletek ECsq értékét. Ehhez a hagymakat a vizsgalt novényvédd szerek, illetve
hatéanyagaik vizes oldataba helyeztiik, majd rogzitettik a hajszalgyokerek
novekedésének mértékét (melléklet, 1. tablazat). Minden esetben nyilvanvald dozis-
dependens gatlas volt kimutathatd, a magasabb koncentraciéju oldatokban teljes
novekedés gatlas volt megfigyelhetd, azaz a gyokérszorok nem fejlédtek (14. abra). Az
alkalmazott dozisok hatidsanak tartomanya atfedte a 0-100% effektiv koncentraciokat
minden esetben.

A Dezormon, ¢€s aktiv hatdanyaga, a 2,4-D esetében a megallapitott ECsp értékek
Osszhangba hozhatoak: a Dezormon ECsp értéke 0,0582 mg/l, a 2,4-D esetében
megallapitott ECsp érték pedig 0,0732 mg/l (2. tablazat).

Az Optica tri6 mért ECsy értéke 0,025 mg/l, mig a kalkulalt ECsq érték a
koncentracio-addicios modell szerint 0,064 mg/l, tehat a mért érték a szamitott érték két

¢s félszerese. Ebben az esetben vélhetdleg szinergisztikus hatasok jatszhattak kozre.

Diklérprop Mekoprop
6
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14. abra. Az effektiv koncentracio értékeinek meghatarozasa nem-linedris regresszioval

a diklorprop-P és mekoprop-P esetében.
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2. tablazat. Novényvédo szerek és hatdanyagaik mért és szamitott effektiv koncentracio

értékei Allium cepa tesztben (mg/l)

Mért értékek Szamitott értékek
(mg/l) (mg/l)

ECso | ECss | EC3o | ECys ECso
Dezormon 0,0582 | 0,0509 | 0,0415 | 0,0241 0,0732
Optica trio 0.0258 | 0,0223 | 0.0118 | 0.0046 0,064
24D 0.0732 | 0,0554 | 0,0226 | 0,0066 ;
MCPA 0.0563 | 0,0450 | 0,0324 | 0,0207 ;
mekoprop-P 0,0363 | 0,0246 | 0,0128 | 0,0052 -
diklorprop-P 0.1109 | 0,0862 | 0,0382 | 0,0125 ;
Bindris keverek 0,0737 | 0,0615 | 0,0343 | 0,0154 0,0449
MCPA-mekoprop-P
Binaris keverck 0,0456 | 0,0408 | 0,0285 | 0,0174 0,069
mekopropP—diklorprop-P
Bindris keverck 0.1138 | 0,2005 | 0,0675 | 0,0391 0,083
diklorprop-P— MCPA
Ternaris keverék
MCPA-mekoprop-P 0,0262 | 0,0201 | 0,0083 | 0,0025 0,064
—diklorprop-P

Elvégeztiik az Optica tri6 aktiv hatdoanyagainak (MCPA, mekoprop, diklorprop)
tesztelését ternaris és binaris keverékekben. A keverékekbe a hatdéanyagok az Optica
triot alkotd tomegaranyuknak megfelelden keriiltek. A varhato effektiv koncentraciokat
a koncentracid-addicids modell segitségével szdmoltuk, az dsszetevok egyedi effektiv
koncentracios adatait alapul véve.

A Dbinaris keverékek vizsgalatakor a mekoprop-P—diklorprop-P keverékének
esetében a mért effektiv koncentracio (0,0456) kis mértékben alacsonyabb volt a
szamitottnal (0,069), ugyanakkor a diklorprop-P-MCPA keverékénél ennek
ellenkez6jét tapasztaltuk: a keverék mért ECsq értéke (0,1138 mg/l) magasabb volt a
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szamitott értéknél (0,083 mg/l), hasonldéan az MCPA—mekoprop-P esetében a mért érték
0,0737 mg/l, mig a szamitott 0,0449 mg/I volt.

A ternaris keverék esetében a szamitott ECsq érték 0,064 mg/l volt, azonban a
mért effektiv koncentracio ennél sokkal alacsonyabb, 0,0262 mg/l volt. Ez az adat
(0,0258 mg/l). A két komponensb6l allo diklorprop-P-MCPA mért ECsg értéke egy
nagysagrenddel nagyobb volt (0,1138 mg/l), mint a hasonl6 Osszetételi, de harom
komponensii ternaris keverék ECsg értéke (0,0262 mg/l). Ezen adatok ismeretében
elmondhatd, hogy mind a ternaris keverékben, mind a hatéanyagokat a ternaris
keverékkel megegyezd aranyban tartalmazd Optica tridban szinergisztikus hatasok
Iéphetnek fel a harom fenoxi-karbonsav kozott, igy egylittesen mar alacsonyabb
ddzisban is képesek effektiv hatast elérni.

A ternaris keverékben a harom hatéanyagot az Optica tridt alkoto
tdmegaranyuknak megfelelden kevertiik 6ssze. Igy tehat a két vizsgalt anyag (az Optica
trio, illetve a ternaris keverék) kozotti kiilonbséget az Optica trioban a 3 hatdanyagon
kiviil talalhaté egyéb, un. vivoanyagok adtdk. A vizsgdlatok eredményei szerint a
ternaris keverék ECsp értéke majdnem teljesen megegyezik az Optica trid6 mért ECsy
értékével. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az Allium cepa tesztben
vizsgalhato citotoxikus hatasokért a hatoanyagok felelosek, hiszen ha a vivoanyagoknak
is lenne ilyen hatdsuk, tigy az moddositotta volna a ternaris keverék ECso értékét az

Optica tri6 ECsp értékéhez képest.

4.1.2. Morfologiai elvaltozasok vizsgalata az Allium cepa tesztben

A hajszilgyokerek novekedésének mértékén tal rogzitettik az egyéb
megfigyelheté morfologiai elvaltozdsokat is.

A 2,4-D, az MCPA, a Dezormon ¢és az Optica trid magasabb koncentracidinak
esetében megfigyelheté volt a gyokérndvekedés gatlasan kiviil a hagymatonk
megnyulasa és a sejtek rendellenes, un. C-mitozisos osztodasara utald tumoros

elvaltozasa is.
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A magas koncentracioknal, miel6tt fellépett volna a teljes citotoxikus hatés,
minden esetben megfigyelhetd volt a deformalt, fejletlen, csupan 1-2 mm-esre megndvo
gyokérzet megjelenése. Ebben az esetben a gyOkérszorok szama redukalt volt, a
kontrollban atlagosan megjelené 20-30 gyokérszor helyett a magas koncentracioju
kezeléseknél 5-10 gyokérkezdemény volt csupan megfigyelhetd, a néhany mm-esre

megndvo szorok duzzadtak és torékenyek voltak (15. abra).

15. abra. Allium cepa morfologiai elvaltozasai MCPA hatoanyaggal torténd 96 oras
kezelést kovetden. A: kezeletlen kontroll, B: a tonk megnyulasa és C: deformalt,
fejletlen gyokérzet megjelenése detektalhatd 10 mg/l-es dozis alkalmazasa esetén

(foto: Bokan)

4.1.3. Mutaciés hatasok meghatarozasa az Allium cepa tesztben

4.1.3.1. Fenoxi herbicidek és hatoanyagaik mutagén hatasanak vizsgalata az Allium

cepa tesztben

A 2,4-D hatéanyag vizsgalatakor enyhe hatdst észleltiink a kromoszomalis
aberraciok tekintetében: a vizes kontrollban a kromoszoma aberracié 1,2%, mig a 2,4-
D-vel kezelt mintdkban 2,8% volt. Ez az érték — a tobbi hatdéanyag vizsgalatanal

tapasztalttal ellentétben— nem mutatott dozis-hatas Osszefliggést, az Osszes altalunk
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vizsgalt koncentracional (0,007; 0,03; 0,06 mg/l) ugyanazt az értéket mutatta. A
mitotikus osztodasban 1évo sejtek szama (MI) ugyanakkor a legmagasabb vizsgalt

koncentracional kis mértékben csokkent (3. tablazat).

3. tablazat. 2,4-D mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zar6jelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracié, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:
szignifikancia szintje (P <0,05)

24-D,  Mitotikus index Vizsgalt Hid+ Onalld Osszes  Total
. Hid Fragment .
mg/I (£SD) sejtek Fragment  kromoszéma aberrdlt — ca o
szama sejt

kontroll 51,75 (£ 6,17) 500 3 3 0 0 6 1,2%
MH 31,8 (£ 5,55) 500 15 75 15 37 142*%**  28,4%
0,007 60,6 (+ 12,40) 500 1 8 0 5 14 2,8%
0,03 65,4 (£17,88) 500 4 5 1 4 14 2,8%
0,06 47,8 (£8,67) 500 5 6 1 2 14 2,8%

A diklorprop, mekoprop és MCPA hatéanyagok vizsgalatai soran egymashoz
hasonlo eredményeket kaptunk mind a mitotikus index, mind a kromoszéma aberraciok
tekintetében. A harom vizsgalt hatéanyag egyike sem okozott szignifikansan tobb
kromoszoma aberraciot a kezeletlen kontrollhoz képest. A mitotikus index tekintetében
megtigyelhetd ugyan az egyértelmii csokkend tendencia, vagyis a dozisok emelésével a

mitotikus osztédasok szama csokkent, de a kiilonbséget nem talaltuk szignifikdnsnak

(4., 5., 6. tablazat).
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4. tablazat. Diklorprop mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zardjelben a
standard hiba értéke, CA: kromoszéma aberracio, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv
kontroll), ***: szignifikancia szintje (P <0,05)

Diklérprop, Mitotikus index Vizsgalt Hid+ Onallo Osszes  Total
. Hid Fragment .
mg/I (+SD) sejtek Fragment kromoszoma aberralt  CA o
szama sejt

kontroll 50,4 (£10,7) 500 0 4 0 0 4 0,8%
MH 31,6 (£6,73) 500 14 43 6 20 83***  16,6%
0,01 442(+801) 500 0 3 1 1 5 1%
0,04 514 (£638) 500 3 2 1 1 7 1,4%
0,08 392 (£9,36) 500 3 2 3 3 11 2,2%

5. tablazat. Mekoprop mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zarojelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracio, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:
szignifikancia szintje (P <0,05)

Mekoprop, Mitotikus index Vizsgalt Hid  Fragment Hid+ Onallo Osszes  Total
mg/l (+SD) sejtek Fragment kromoszoma aberralt CA %
szama sejt

kontroll 52,5 (£9,33) 500 1 2 0 0 3 0,6%
MH 45,5 (¥9,15) 500 33 41 17 11 102***  20,4%
0,005 55,25 (¥7,63) 500 1 3 0 0 4 0,8%
0,01 60 (x14,02) 500 4 4 0 2 10 2%
0,03 54,75 (£16,32) 500 2 1 0 0 3 0,6%

6. tablazat. MCPA mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zardjelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracio, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:
szignifikancia szintje (P <0,05)

MCPA, Mitotikus index Vizsgalt Hid+ Onallo Osszes  Toal
itek Hid  Fragment . berrélt
mg/l (£SD) sejte Fragment  kromoszoma @D€ITd CA %
szama sejt
kontroll 592 (£12,7) 500 1 2 1 0 4 0,8%
MH 42 (+8,37) 500 11 33 2 9 55*** 11%
0,02 60,6 (+12,40) 500 2 4 1 0 7 1,4%
0,03 65,4 (+17,88) 500 1 1 0 0 2 0,4%
0,05 47,8 (£8,67) 500 1 0 1 2 4 0,8%
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A terndris keverék vizsgdlatakor az egyedi hatdanyagoknal tapasztaltnal
nagyobb aranyu kromoszéma aberraciot talaltunk: a 0,02 mg/l hatéanyagot tartalmazo
keverék esetében az aberralt kromoszomak ardnya elérte a 4%-ot. Mivel a hatéanyagok
egyenkénti  vizsgalatanal nem tapasztaltunk ilyen mértékii kovetkezményt,
feltételezhetd, hogy szinergisztikus hatasok léptek fel (7. tablazat).

A mitotikus index értékének alakuldsdban gyenge dozis-hatds volt
megfigyelhetd: a hatdéanyagok ndvekvd koncentracidjaval kis mértékben csokkent a

mitotikusan 0szt6do sejtek szama.

7. tablazat. Keverék mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zar6jelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracio, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:
szignifikancia szintje (P <0,05)

Ternaris o _ Vizsgalt . Osszes
Mitotikus index ok md F . Hid+ Onallo berrdl Total

A sejtel ragmen t
keverek, (£SD) ) : J Fragment  kromoszéma ‘ _erra CA%
mg/l szama sejt
kontroll 46,4 (£7,53) 500 2 0 0 4 6 1,2%
MH 36,6 (£ 5,72) 500 13 37 19 22 91 *** 18,2%
0,003 50,4(+ 24,6) 500 3 2 5 0 10 2%
0,008 44 (+11,04) 500 3 2 6 4 15* 3%
0,02 38,8 (£9,01) 500 2 10 4 4 20%** 4%

Végezetiil megvizsgaltuk a Dezormon ¢és Optica tri6 novényvédd szereket is
Allium cepa tesztben. Az elézetesen megvizsgalt hatdéanyagok hatasaival
Osszecsengden, am a terndris keverék eredményétdl eltérden az Optica tri6 nem mutatott
szignifikdns mértékli kromoszéma aberracios hatasokat, és a mitotikus osztodasok
szamat sem csOkkentette. A Dezormon vizsgéalatakor kismértékii, de nem szignifikans
csOkkenés volt tapasztalhatdé a mitotikus osztdodasok terén. Elmondhato, hogy az
altalunk vizsgalt két novényvédd szer nem mutagén az Allium cepa tesztben (8., 9.

tablazat).
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8. tablazat. Dezormon mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zardjelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracié, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:
szignifikancia szintje (P <0,05)

Dezormon  Mitotikus index ~Vizsgdlt wd E  Hids Onalls Osszes ol
. i ragmen .
mg/l (+SD) sejtek J Fragment  kromoszoma aberralt  c o
szama sejt

kontroll 54,8 (£17,59) 500 1 4 1 0 6 1,2%
MH 34,4 (£7,23) 500 11 23 7 17 58*** 11,6%
0,02 37 (+7,34) 500 0 0 1 1 2 0,4%
0,035 31,4 (= 14,88) 500 1 1 0 3 5 1%
0,05 40,2 (£8,07) 500 0 5 2 1 8 1,6%

9. tablazat. Optica tri6 mutagén hatasai Allium cepa tesztben, zardjelben a standard hiba
értéke, CA: kromoszoma aberracio, MH: maleinsav-hidrazid (pozitiv kontroll), ***:

szignifikancia szintje (P <0,05)

Optica o _ Vizsgalt Hid+ o Osszes )
Mitotikus  index . Onallo Total

trio sejtek Hid Fragment Fragment aberralt

’ (£SD) kromoszéma . CA%

mg/l szama sejt

kontroll 55.8 (£19,40) 500 1 5 0 0 6 1,2%

MH 41.2 (£16,77) 500 4 41 5 20 70*** 14%

0,005 68.8 (£21,84) 500 1 1 0 0 2 0,4%

0,01 58 (£20,20) 500 0 3 0 1 4 0,8%

0,02 55.5 (x11,36) 500 2 1 0 0 3 0,6%

A vizsgalatok eredményeivel kapcsolatban megallapithatd mind a névényvédd
szerek, mind hatéanyagaik kapcsan, hogy az okozott kromoszoma aberraciok detektalt
tipusainak megjelenésében nem talaltunk Osszefliggéseket. Mind a négy, altalunk
vizsgalt kategoria (hidak, kromoszoma fragmentumok, ezek egyiittes megjelenése,
valamint teljes 0Onalld6 kromoszomak) megjelenését rogzitettik minden beallitas
esetében. A kromoszoma aberraciok tipusainak eloszlasa latszolag random volt. A hidak
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¢s kromoszéma fragmentumok Iétrejottét a letdrt kromoszoma vagy kromatida darabok
okozhatjak, mig az 6nalldé kromoszomak létrejottéért gyenge C-mitotikus hatas tehetd
feleldssé.

Az auxin hatasu novényvédo szerek és hatéanyagaik mitotikus index értékének
alakulasaban szinte minden esetben gyenge dozis-hatas volt megfigyelhetd, vagyis a

crer

oszt6do sejtek szama (16. abra).

140

120 f

100 qee

80 |

60 [

20 —

A kezeletlen kontrollhoz viszonyitott %-os Ml

2,4-D Mekoprop Diklérprop MCPA Dezormon Optikatrié terndris
keverék

I«+EC15 WM EC30 ®mEC45
A kezeletlen kontroll

16. abra. Fenoxi-alkan-karbonsav ndvényvédo szerek és hatdanyagaik mitotikus indexe

(MI) Allium cepa tesztben
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4.1.3.2. Talajextraktumok mutagén hatasanak vizsgalata az Allium cepa tesztben

Megvizsgaltunk harom, elézetesen Optica tridoval kezelt talaj extraktumait is. A
mintakat a kezelési utan 3. napon vettiik. Az Allium cepa teszt eredményei azt mutatjak,
hogy a vizsgalt talajok extraktumai nem okoztak kromoszéma mutéciét a
hagymasejtekben. Sem a mitotikus index, sem a kromoszoma aberraci6 értéke nem tért
el szignifikansan a kezeletlen kontrolltél egyik talajextraktum egyetlen mintaja esetében
sem (17. abra). Mivel az Optica trioval kezelt hagymasejtek sem mutattak szignifikans
genotoxikus hatdst, ez az eredmény nem meglepd. Ugyanakkor az esetleges hatas
elmaradédsat az is okozhatta, hogy a novényvédd szerrel kezelt talajokbol elsOként
extraktumot készitettiink, majd az Allium cepa teszt soran ezt az extraktumot higitottuk
vissza. Elképzelhetd, hogy a kapott higitas nem reprezentélta teljes mértékben a kezelt

talaj hatasait.
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17. abra. Réti, homokos, és tézeges talajok kivonatainak mitotikus indexe Allium cepa
tesztben. Az egyenes vonal a negativ kontroll (52), szaggatott vonal a pozitiv kontroll

(32) mitotikus indexének értékét jelzi.
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4.2. Az MTT teszt vizsgalatainak eredményei

Az MTT citotoxicitasi teszt segitségével a 2,4-D, MCPA, mekoprop-P és
diklorprop-P hatdéanyagok, valamint az utobbi harom ternalis keverékének potencialis
toxicitasat vizsgaltuk EPC halsejteken.

Az altalunk végzett vizsgalatok eredményei alapjan a 2,4-D, MCPA ¢s a
mekoprop-P 0,1-1000 mg/l-es dozisban nem okoztak citotoxikus hatast az MTT
tesztben, EPC halsejteken vizsgalva.

A masik harom vizsgalt hatéanyaggal ellentétben a mekoprop-P esetében 1-1000
mg/l-es dozisban, 24 o6ras inkubalast kovetéen szignifikans citotoxicitds volt
kimutathaté ponty epithelidlis sejtekben, ugyanakkor ennél alacsonyabb, 0,1 mg/l-es
dozisban méar nem volt mérhetd toxikus hatas.

Nem talaltunk szignifikans citotoxikus hatast a ternaris keverék esetében sem
0,1-1000 mg/l-es dozisban, annak ellenére, hogy az 33%-ban a magaban toxikus hatast
okoz6 mekoprop-P-t tartalmazta (18. abra).
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18. abra: 2,4-D; MCPA,; mekoprop-P; diklorprop-P, és az MCPA, diklorprop-P és a

mekoprop-P 1:1:1 tdmegaranyi ternaris keverék vizsgalatanak eredménye MTT

tesztben, a negativ kontroll atlaganak aranyaban szazalékosan (*= p> 0,05)
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4.3. A comet teszt vizsgalatainak eredményei

4.3.1. A comet teszt optimalizalasa EPC halsejteken

4.3.1.1. Az expozicios id6 hatasanak vizsgalata

A kisérlet soran vizsgaltuk, hogy az expozicidés id6 hosszdnak van-e hatasa az
EPC halsejtekre. A sejtek egy csoportjaban a kezeletlen kontrollt kozvetleniil a PBS-ben
valo mosast kovetden vizsgaltuk (Oh kezelés), masik csoportjukat 24 6ran at inkubaltuk
15 °C-on. A vizsgalatokat mindkét esetben elvégeztik H,O, mint ismert mutagén
jelenlétében is, A két csoportban kapott eredmények k6zott nem talaltunk szignifikans
eltérést, a csova %-0S DNS-tartalma 22,64+2,89 volt inkubalas nélkiil és 17,79+5,26 24
Oras inkubalast kovetéen (19. abra). Kovetkezésképpen az alkalmazott minimal
esszencialis médium kelléen gazdag tapanyagokban ahhoz, hogy a sejteket a vizsgalat

id6tartama alatt, vagyis 24 6ran at megfeleld kondicioban tartsa.
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19. 4bra. Az expozicids id6 hatdsdnak vizsgalata comet tesztben. **= P <0,01
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4.3.1.2. A megfelel6 tenyészedény kivalasztisa

A teszt elvégzésére az adott okot, hogy az EPC sejtek megtapadasi képessége
eltérd lehet a kiillonbozo feliileteken, ez pedig befolyasolhatja allapotukat. A kisérlet
soran kezeletlen, illetve H,O,-al, mint pozitiv kontrollal kezelt sejteket alkalmaztunk,
amelyeket 24 o6ran at inkubaltunk 15 °C-on. A sejtek egy csoportjat mikrotalcan
inkubaltuk, a masik csoportot eppendorf csovekben. Az eppendorf csdvekben inkubalt
EPC sejtek mindharom vizsgalt paramétere (csovamomentum, hossz, %-0s DNS-
tartalom) alacsonyabb értéket mutatott, mint a mikrotalcan végzett vizsgalatok esetében
kapott értékek (20. abra). Ennek feltételezett oka, hogy a 24 lyuku mikrotélcan végzett
kezelés esetében az inkubacids idOszak (24h) soran kétszer sziikséges tripszinnel
kezelni a sejteket. Az erdsen sejtkarositd hatasu tripszin a kezeletlen kontroll sejtjeinek

részleges karosodasat okozta, mely az eredmények nagy szorasahoz vezetett.
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20. abra. A tenyészedények hatdsanak vizsgalata comet tesztben. *= P <0,001;

***=P <0,05
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4.3.1.3. A megfelelé tapoldat kivalasztasa

Ebben a kisérletben a felhasznalt tapoldatok hatasat vizsgaltuk a sejtek
kondicidjara. A sejteket harom beallitasban, kiilonb6z6 tapoldatokkal (PBS, tris-
stabilizalt MEM ¢s ezek 1:1 aranyu keveréke) inkubaltuk 24 6ran at. A legalacsonyabb
%-0s DNS-tartalmat a csovaban a tris-stabilizalt MEM-ben inkubalt sejtek esetében
mértiik (5,09+£2,09). A PBS, illetve a PBS ¢s MEM 1:1 aranyu keverékének esetében az
inkubacid utan a csova %-0s DNS-tartalma szignifikansan magasabb volt a kezeletlen
kontroll esetében is (19,67+3,86, 17,7945,26). A tovabbiakban ezért minden esetben
tris-stabilizalt MEM-et alkalmaztunk az EPC sejtek tapoldataként (21. abra).
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21. abra. A tapoldatok hatdsanak vizsgéalata comet tesztben. *= P <0,001; **= P <0,01;
***= P <0,05
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4.3.1.4. A tripszin hasznalatanak hatasa

A kovetkezd kisérlet soran az EPC halsejteket két kiilonboz6 kezelésnek
vetettilk ala. Az egyik csoportban a sejteket 15 °C-on inkubaltuk, majd enzimatikus
disszociacioval valasztottuk szét egymastol Oket tripszin felhasznalasaval. A
parhuzamos csoportban -80 °C-on fagyasztott halsejteket hasznaltunk, amelyeket
szobahémérsékleten kiméletesen olvasztottunk Ki, majd kozvetleniil alavetettik a
kezelésnek. Ebben a csoportban elkeriilhetd volt a tripszin hasznalata, hiszen a sejtek
nem tapadtak ki a tenyészté6 edény falara, igy nem volt sziikséges proteaz hasznalata
szuszpenzioba vitelilkh6z. Mindkét csoport esetében kezeletlen és HyO»-al mint ismert
diagnosztikus mutagénnel kezelt beallitdsokat alkalmaztunk. Szignifikdns kiilonbség
volt mérheté a két kezeletlen kontroll kozott: a cséva %-0s DNS tartalma a nem
tripszinezett sejtek esetében 4,25+1,36, mig a tripszinnel kezelt sejteknél 19,9+4,72 volt
(22. abra). Ezzel szemben a H;0,-al kezelt pozitiv kontrollok kdzott nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget.
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22. abra. A tripszin hatdsanak vizsgalata comet tesztben. *= P <0,001; **= P <0,01;

%% P <0,05
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4.3.2. Fenoxi herbicidek és hatéanyagaik vizsgalata a comet tesztben

Kisérleteink sordn a comet teszt alkalmazasdval megvizsgaltuk a Dezormon ¢és
Optica tri6 ndvényvédd szereket, valamint ezek aktiv hatéanyagait (2,4-D, MCPA,
diklorprop-P, mekoprop-P) is egyénileg és keverékben egyarant. Az alkalmazott
dozisokat a mezdgazdasagi gyakorlatban hasznalt dézisok, illetve a kornyezeti
mintakbol visszanyert novényvédd szer maradékok mennyisége alapjan allapitottuk
meg (Frank és Logan, 1988; Munro és mtsai, 1992; Nestorovska-Krsteska ¢s mtsai,
2008; Kurt-Karakus ésmtsai, 2010; Lazartigues és mtsai, 2011).

Az elsOként megvizsgalt novényvédd szer, a Dezormon szignifikans hatast
mutatott a legnagyobb alkalmazott dozis, 1000 mg/l esetében, ahol a %-0s DNS-
tartalom a csdvaban 45,11+£5,59 volt. Az alacsonyabb doézisok esetében nem talaltam
szignifikans hatast.

A masik vizsgalt novényvédd szer, az Optica tri6 esetében szignifikans hatast
csak igen magas, 10 g/l-es koncentracid esetében tudtunk kimutatni. Itt a csova %-0S
DNS-tartama 37,1+3,99 volt.

Szignifikdns dozis-valasz kapcsolat volt kimutathato a 2,4-D esetében: a
legnagyobb %-os DNS tartalmat a csovaban a legmagasabb koncentracio 100 mg/I
esetében mértiik (55,56+7,79), mig 10 mg/l esetében szintén szignifikans karosodas
volt kimutathatd mindharom paraméter, 1 mg/l-es dozisnal az atlagos csovahossz
esetében.

Az MCPA hatéanyag vizsgalata soran vizsgalt dozisok kozil (0,01 mg/I-100
mg/l) egyediill a legmagasabb koncentracio, 100 mg/l alkalmazasa soran volt
kimutathat6 kis mértékii szignifikans hatas a %-0s DNS-tartalom esetén (11,68+4,81).

Mind a mekoprop, mind a diklorprop vizsgalata soran a vizsgalt dozisok koziil
(0,01 mg/l - 100 mg/l) egyetlen koncentracidban sem volt kimutathaté szignifikans
hatas a vizsgalt paraméterek esetén (csOvamomentum, csovahossza, csdvaintenzitasa).

Végiil megvizsgaltuk az Optica trid készitmény harom hatéanyagat (MCPA,
diklorprop, mekoprop) keverék formajaban.1 1 Optica trio 310 g/l dikloérprop-P + 160 g/l
MCPA + 130 g/l mekoprop-P keverékébdl késziil, formazoszerek hozzaadasaval. Az
altalunk készitett keverék ennek megfeleléen tomegardnyosan tartalmazta a
hatéanyagokat. A keverék vizsgéalata soran kapott eredmények nem mutattak mutagén

hatast egyetlen altalunk alkalmazott d6zis esetében sem (0,1-1000 mg/l).
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A csova %-os DNS tartalman kiviil rogzitettilk a csovamomentumot és a csova
hosszat is. A harom paraméter eredményei minden esetben Osszecsengenek, igy
megerdsitve a vizsgalatok alapjan levonhato kovetkeztetéseket. A kapott eredmények

részletesen a melléklet 2., 3. és 4. tablazataban lathatdak.

4.3.3. Talajextraktumok vizsgalata a comet tesztben

4.3.3.1. Uveghazi tenyészedényes Kisérletbol szarmazé talajextraktumok vizsgalata

Az iveghazi vizsgalatok soran a talajmintakat 4 I/ha dozisi Optica trid
novényvédo szerrel kezeltilk. A mintdkat a kezelés utani 3. és 7. napon vettiik, 0-5, 5-
10, illetve 10-20 cm-es mélységbdl.

A kezeletlen kontrolltél (4,50+£2,23) a talaj felsd, 0-5 cm-es szelvényébdl, a
kezelés utani 3. napon vett mintdk szignifikdnsan kiilonboztek a réti, homokos, és
tozeges talaj esetében is (61,53+4,49; 29,05+3,26; 66,21+0,89). Szignifikans
kiilonbséget mértiink a 7. napon is a kezeletlen kontroll (4,47+1,48) és a talajmintdk
fels6 szelvényei kozott a réti és a tézeges talaj esetében (43,12+10,08; 48,01+3,3), mig a
homokos talajban nem talaltunk hatast. Elmondhat6, hogy a csova %-0s DNS tartalma a
7. napon vett mintaknal minden esetben alacsonyabb volt, mint a 3. napon vett
mintaknal, de az azonos foldszelvénybdl szdrmazo mintdk paronkénti dsszehasonlitasa
soran csak a réti és tOzeges talajok 0-5 cm-es rétegébdl szarmazd mintak kozott
talaltunk szignifikans kiilonbséget a két mintavételi napon. A tézeges talajbol szarmazo
mintak a tobbi talajtipussal szemben mindkét mintavételi napon, mindharom szelvény
esetében szignifikans kiilonbséget mutattak a kontrollhoz képest (23. abra).

Hasonl6 eredményeket kaptunk a masik két paraméter (csévamomentum, cséva

hossza) vizsgalata soran is.
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23. dbra. Réti, homokos, €s t0zeges talajok vizsgalata a kezelést kovetd 3. és 7. napon
comet tesztben. (Zolddel a 3., narancssargaval a 7. napon vett mintak eredményeinek
kiértékelése.) *= P <0,05

4.3.3.2. Szabadfoldi kisérletb6l szarmazoé talajextraktumok vizsgalata

Az eldzetesen végzett tenyészedényes kisérlet eredményei azt mutattak, hogy a
kezelést kovetd 0-7. napon a kipermetezett Optica trid hatasat legnagyobb mértékben a
talaj 0-10 cm-es mélységében fejti ki. Ezen eredmények alapjan a szabadfoldi
kisérletekben a mintakat a talaj fels6 10 cm-es rétegébdl vettiikk. Az elemzett mintak a
kezelést koveto 3., illetve 7. napi mintavételbdl szarmaznak.

A mintdk a pozitiv kontrolltél igen, a kezeletlen kontrolltél azonban nem
kiilonboznek szignifikansan. Ez alol a 3. napon vett, 8, illetve 16 I/ha Optica tridval
kezelt, tarlon hagyott parcelldkbol szarmazé mintak voltak kivételek (27,85+2,82;
27,3546,22), melyek szignifikansan kiilonboztek a kezeletlen kontrolltol (5,67+2,61).
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Bér megfigyelheté a mintdkban a cséva %-os DNS tartalmanak csokkenése a 7.
napon vett mintdkban a 3. napi mintadkhoz képest, a mintak paronként elemzésével nem
volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség.

Szintén nem mutathatdé ki szamottevd kiilonbség az eltéré boritottsagn
(kukoricaval bevetett, illetve tarlén hagyott) parcellak k6zott sem (24. abra).

A ndvényvédd szerrel nem kezelt parcellakbol (KO, TO) szarmazo
talajextraktumok mintai is okoztak némi karosodast az EPC sejtek DNS-ében, bar ez
igen kismértekli volt, és minden esetben gyengébb, mint a kezelt parcellak
extraktumainak DNS-karosito hatasa.

A masik két paraméter (csdévamomentum, csOva hossza) vizsgalatanak
eredményei megegyeznek a csova %-os DNS tartalmanak vizsgalatakor kapott

eredményekkel.

100+

Csova %-os DNS tartalma

24. abra. Kukoricaval boritott és tarlon hagyott talajok vizsgalata a kezelést kdvetd 3. és
7. napon comet tesztben. 0: kezeletlen; 2: 2 I/ha; 4: 4 I/ha; 8: 8 I/ha; 16: 16 I/ha Optica
tridval kezelt parcella. (Zolddel a 3., narancssargaval a 7. napon vett mintak

eredményeinek kiértékelése.) *= P <0,05
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5. MEGVITATAS ES KOVETKEZTETESEK

5.1. A fenoxi-karbonsav tipusui névényvédo szerek és hatéanyagaik
toxikus hatasaval kapcsolatos vizsgalatok

Az Allium cepa teszt segitségével elvégeztiik az Optica trid, Dezormon, valamint
hatdéanyagaik toxikus hatdsainak vizsgélatat. A hatdéanyagokat bindris és ternaris
keverékekben is megvizsgaltuk, a kapott effektiv koncentraciok eredményét
Osszehasonlitottuk az 4ltalunk szdmitott eredményekkel. A binaris parok esetében a
MCPA-mekoprop-P és az MCPA-diklorprop-P paroknal a szamitott koncentracional
magasabb (1,51-szer illetve 1,37-szer) effektiv koncentracioés adatokat mértiink, mig a
diklorprop-P-mekoprop-P parosnal a szamitottnal 1,5-szer alacsonyabb értéke lett a
mért koncentracionak. Feltételezhetd, hogy jelen esetben a szinergisztikus hatdsok
léptek fel, ha a parost fenoxi-propionsavak alkottak, ugyanakkor, ha az egyik fenoxi-
propionsavat fenoxi-ecetsav tipusu hatéanyagra cseréltiik, a szinergisztikus hatasok nem
voltak megfigyelhetek.

A ternaris keverék esetében azonban szintén felléptek a szinergisztikus hatasok,
melyek kovetkeztében a keverék mért ECso koncentracioja 2,5-szer Kisebb volt, mint a
szamitott érték. A vizsgalat jol példazza, hogy milyen egyiittes hatasok 1éphetnek fel a
kemikalidk keverékeiben, melyek az egyéni hatdsoknal sokkal erdsebbek is lehetnek
akar.

A 2,4-D, az MCPA, a Dezormon ¢és az Optica trid6 magasabb koncentracidinak
esetében megfigyelheté volt a gyokérndvekedés gatlasan kiviil a hagymatonk
megnyulasa is. Ezt a jelenséget a tonkdt attorni nem képes, igy abban néhany mm-re
fejlodo gyokerek okoztak, valamint a foriigy koriil fejlodé husos levelek rendellenes, a
gyokér felé iranyuld novekedése (Ateeq és mtsai, 2002). A sejtek rendellenes, tin. C-
mikozisos osztdodasara utald tumoros elvaltozast is megfigyeltiink, mely az oszt6das
soran a magorso kialakulasanak hianyat jelzi (Rieder és Palazzo, 1992).

Az MCPA és a 2,4-D kis mértékben volt toxikus édesvizi halakra az €16
allatokkal végzett tesztek soran, a mért LCsp érték 232 mg/l MCPA volt szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss) esetében, és 3758 mg/l 2,4-D guppi (Lebistes
reticulatis) vizsgalatakor (Tscheu-Schluter 1974). Az EPC halsejteken alkalmazott

MTT tesztet alkalmazva, az altalunk végzett vizsgalatok eredményei szerint azonban
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eme vegyiiletek még 1000 mg/l-es dozisban sem okoztak citotoxikus hatdst ponty
epthelidlis sejteken vizsgalva dket.

A felszini vizmintdkban a mekoprop szennyezettség 1-800 ng/l, a diklorprop 1-
110 ng/l kozott volt mérheté az elmult években (Nestorovska-Krsteska és mtsai, 2008,
Kurt-Karakus és mtsai, 2010), vizsgalatainkban azonban a diklorprop nem mutatott
citotoxikus hatast 0,1-1000 mg/l-es dozisban. Az €16 halakon elvégzett vizsgalatok
szerint a diklorprop LCso értéke 48 oras tesztben, ponty esetében 960 mg/l, guppik
vizsgalata soran 2300 mg/I volt (Ohe és mtsai, 2004).

A mekoprop gyenge akkumulaciora hajlamos halakban, az LCsy értéke
szivarvanyos pisztrangra vonatkozdéan 96 Ords tesztben 124 mg/l volt, mig a
kékkopoltyls naphal (Lepomis macrochirus) esetében 10-100 mg/l 24-96 Ooras
tesztekben (Meister, 1994). Ez az eredmény Gsszhangba hozhatd a vizsgalataink soran
tapasztalt hatdsokkal, ahol 1-1000 mg/l-es dozisban, 24 o6ras inkubalast kovetden
szignifikdns citotoxicitas volt kimutathaté ponty epithelidlis sejtekben, ugyanakkor
ennél alacsonyabb, 0,1 mg/l-es dozisban mar nem volt mérhetd toxikus hatas.

Nem talaltunk hatast a terndris keverék esetében sem, annak ellenére, hogy az
33%-ban a magaban toxikus hatast okozdé mekoprop-P-t tartalmazta. Feltehetdleg
szupressziv, antagonista hatasok 1éptek fel, melynek kovetkeztében a mekoprop toxikus

hatdsa nem érvényesiilt.

5.2. A fenoxi-karbonsav tipusu novényvédé szerek és hatoanyagaik genotoxikus

hatasaval kapcsolatos vizsgalatok

Az Allium cepa teszt esetében a fenoxi-karbonsav hatéanyagok vizsgalata soran
az egyéni hatéanyagok esetében nem taldltunk szignifikans hatast. A 2,4-D hatéanyagot
mar vizsgaltak korabban is (Ateeq ¢és mtsai, 2002), ebben a vizsgalatban szignifikans
mutagén hatas volt kimutathaté. Azonban a kisérlet soran a szerzk nem az ECs
értéknél alacsonyabb dozisokat alkalmaztak. Az ECsp érték megallapitasara tett
kisérleteik soran tobbszori, ismételt vizsgalatban sem sikeriilt kelléen alacsony dozist
alkalmazniuk, igy a genotoxicitast vizsgalo tesztben ECsq érték feletti dozisokat
alkalmaztak, amelynek kovetkeztében a gyokérszorok ndvekedése is minimalis, néhany
mm-es volt csupan. A mutagenitasi tesztben ezeket az egyértelmiien citotoxikus hatas

alatt allo gyokérszOr sejteket vizsgaltdk. E tények ismeretében nem meglepd, ha az
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altalunk végzett vizsgalatok soran nem sikeriilt olyan erdteljes kromoszéma aberracios
hatasokat kimutatnunk, mint a fent emlitett szerzOknek.

Az egyedi hatéanyagokkal szemben azonban a ternaris keverék esetében
szignifikdnsan kimutathatdé mutagén hatast detektaltunk ECjs dozisban. Ebben az
esetben szinergisztikus hatasok fellépése okozhatta a fellépd kromoszéma aberraciokat.

A mitotikus index értékének alakuldsdban gyenge dozis-hatds volt
megfigyelhetd: a hatdanyagok ndvekvd koncentracidjaval kis mértékben csokkent a
mitotikusan oszt6dd sejtek szama a legtobb vizsgalt hatoanyag, illetve keverékiik
esetében is. A mitotikus indexet 1000 sejt esetén a mitdzis barmely fazisaban 1évo
sejtek szamabol hataroztuk meg, ez az index tehat a vizsgalt gyokér novekedési
zonajanak, a gyokércsucs sejtjeinek osztodasra vald hajlamat vizsgalja (Fiskesjo, 1985).
Amennyiben a mitotikus index csokken, ez feltehetdleg a sejt proliferacios folyamataira
hat¢ citotoxikus effekteknek kdszonhetd.

Az Allium cepa teszttel ellentétben a comet teszttel vizsgalva a fenoxi-
karbonsav-herbicideket, néhany esetében sikeriilt genotoxikus hatast kimutatnunk.

A Dezormon hatbéanyag-tartalma 600 mg/l 2,4-D dimetilamin-s6 formajaban
(Ocsko és mtsai, 2009). A legalacsonyabb, mar pozitiv hatast mutatd dozis (1000 mg/l)
esetében 0,5 mg/l 2,4-D hatdéanyag tartalommal szamolhatunk. Vizsgalataink soran a
2,4-D esetében szignifikans hatast mértiink mindharom vizsgalt paraméter esetében 10
mg/l-es dozisnal, illetve a csovahossz esetében mar 1 mg/l esetében kimutathaté volt a
szignifikans kiilonbség a kezeletlen kontroll és az alkalmazott dozis kozott. Ezek az
eredmények Osszhangba hozhatéak, illetve feltételezhetd, hogy a Dezormon
novényveédo szer készitmény esetében a mutagén hatasért a 2,4-D hatdéanyag a felelds, a
formazoszerek nem okoznak szinergisztikus hatasokat.

Hasonloképpen, mig az Otica trié csak igen nagy koncentracidban (10000 mg/l)
mutatott enyhe genotoxikus hatast, addig az egyik hatéanyaga, az MCPA gyengén
genotoxikus volt 100 mg/l-es koncentracioban. Mindkét esetben az lehet a magyarazat a
novényvédod szereknek a hatdanyagaikndl sokkal kisebb genotoxikus hatdsira, hogy
azokban dimetilamin s6 formdjaban vannak jelen az aktiv komponensek az oldatban.
Feltételezheté tehat, hogy a fenoxi-alkan-karbonsavak dimetilamin sé6i kevésbé
genotoxikus hatasuak.

A 2,4-D esetében a magyarorszdgi nyersvizekbdl kimutathatd maximalis
koncentracié 1998-ban 270 ng/l volt (Karoly és mtsai, 2001), a felszini vizeken 1994-
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2000 kozott elvégzett nemzetkozi vizsgalatok ~maximalisan 1-10 ng/l-es
szennyezettséget mutattak a 2,4-D-re vonatkozoan (Frank és Logan, 1988; Lazartigues
¢s mtsai, 2011). Ez nagysagrendekkel alacsonyabb, mint az EPC comet tesztben
vizsgalt, esetleges mutagén hatast okozo dozisok: vizsgalatainkban 10, illetve 100 mg/I-
es dozisok esetében talaltunk mutagén hatast. A 2,4-D féléletideje a talaj mikrobialis
aktivitasanak koszonhet6en kevesebb, mint 7 nap (Clements és mtsai, 1997; Fu és
mtsai, 2009). Bar ez a hatéanyag relative bomlékonynak mondhato, a 2,4-D tartalma
novényvédo szerek intenziv hasznalata igy is a nem-célszervezetek kontaminaciojahoz
vezethet (Merini és mtsai, 2007). Miként vizsgalataink eredményei is mutatjak, ez a
hatdéanyag képes DNS karosodast okozni EPC sejteken, 24 6ras inkubaciot kdvetden.

A talajmintakban, valamint a felszini vizmintdkban az MCPA szennyezettsége
100 ng/l-30 pg/l k6zott volt mérhetd az elmult években (Comoretto és mtsai, 2008;
Kurt-Karakus és mtsai, 2010). Ez szintén nagysagrendekkel alacsonyabb, mint az
esetlegesen mutagén hatasokat okozo legalacsonyabb, 100 mg/l-es dozis.

A felszini vizmintakban a mekoprop és diklorprop szennyezettsége 100 ng/l-10
mg/l kozott volt mérheté az elmult években (Nestorovska-Krsteska és mtsai, 2008;
Kurt-Karakus és mtsai, 2010), az altalunk végzett vizsgalatok eredményei szerint
azonban eme vegyiiletek még 100 mg/l-es d6zisban sem okoztak mutagén hatast.

Egy lehetséges magyarazat a fenoxi-karbonsav herbicidek eltér6 mértéki
mutagén hatasara a vizsgalt vegyiiletek kismértékben eltéréd szerkezete, és ezen
keresztiil eltéré affinitasuk a célsejtek receptoraihoz. Az auxin tipusi herbicidek
receptorokhoz kotédd aktiv csoportja a karboxil csoport, illetve a metilén csoport
szénatomja a karboxil csoport és az elektrofil gylri kozott. A kiilonbozé ligandumok
befolyasoljak a gytrti elektronfelhdjének allapotat, illetve az egész molekula
konformaciojat. Ennek megfeleléen eltéré a kiilonbozo vegyiiletek kapcsolodasa a
receptorokhoz, ezen keresztiil pedig a felvételiik, transzportjuk és metabolizaciojuk is
eltér6 (Venkov és mtsai, 2000; Cobb és Reade, 2010).

A comet teszttel végzett kisérleteink soran szignifikdns mutagén hatést tudtunk
Kimutatni a fenoxi-ecetsavak esetében, mig a fenoxi-propionsavaknal nem talaltunk
mutagén hatdst. Feltételezhetjiik tehat, hogy a hatdsokért ez esetben a karbonsav
ligandum a felelés, amely két szénatommal hatasosan kotédhet a sejtmembran
receptorahoz, ugyanakkor a 3. metilgyok bevezetésével elveszti az affinitdsat, igy a
kotddés hidnyaban hatast sem valt ki.
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Természetesen az elvégzett kisérletek soran tovabbi dozisok, magasabb
koncentraciok vizsgalata esetleg tovabbi érdekes eredményekhez vezethetett volna. A
kisérletek eltervezése soran a vizsgalt koncentracidkat igyekeztiink realisztikusan
megvalasztani, foként a mezdgazdasagi gyakorlatban alkalmazott dozisok, illetve a
kornyezeti mintakbol visszamérhet6 szermaradékok koncentracioi alapjan. Azonban két
vizsgalt peszticid (Optica trid, Dezormon) esetében a vizsgalatok célja a LOEC
(legalacsonyabb mért hatdsos koncentracid) értékek megallapitasa is volt, ezért
esetiikben magasabb koncentraciok beallitasa is sziikségessé valt. Mivel ezek a
novényvédo szerek a kereskedelemi forgalomban kaphatok, igy sokak, nem csak
szakemberek szamara is elérhetéek, igy e két kemikalia esetében a hatasos
koncentraciok meghatarozasa is fontos €s sziikségszert.

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy amennyiben a mezdgazdasagi gyakorlat
soran a vizsgalt novényveédd szerekbdl az ajanlasnak megfeleld mennyiség keriil
kipermetezésre, a talajba keriild hatéanyagok mennyisége nagysagrendekkel elmarad a
karos kiiszobértektol.

E kisérleteket azonban minden esetben relativ révid, az Allium cepa tesztekben
48, a comet tesztben 24 oOras expozicios id6vel végeztik. A vizsgalt hatdbanyagok
féléletideje a természetben atlagosan 20-35 nap kozé tehetd (Fu és mtsai, 2009; Kurt-
Karakus ¢és mtsai, 2010). A bomlasi folyamatokat elGsegiti a talaj mikrobialis
tevékenysége, melynek aktivitdsat befolyasolja a hoémérséklet, a pH ¢és a
nedvességtartalom (Filep és mtsai, 1999). Igy tovabbi, realisztikusabb tanulmanyok
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végziink, hogy még pontosabban megbecsiilhessiik a vegyiiletek redlis veszélyeit.

5.3. A fenoxi-alkan-karbonsav tipusi novényvédé szerrel kezelt

talajkivonatok mutagenitasaval kapcsolatos vizsgalok

Tenyészedényekben végzett kisérletiinkben kiilonféle tipusu talajokat (t6zeges
viragfold, humuszos homoktalaj, szolonyeces réti talaj) kezeltiink Optica trio
novényvédé szerrel, majd a kezelt mintakbol extraktumot készitettiink, esetleges

mutagén hatasait vizsgaltuk a comet és Allium cepa tesztek segitségével.
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Az Allium cepa teszt esetében nem talaltunk szignifikans hatas. Az Allium cepa
teszt mar sok esetben bizonyitotta, hogy kivaléan alkalmas kornyezeti mintdk
monitorozasara, am eddig jellemzden felszini- és szennyvizek vizsgalatara alkalmaztak
(Rank és Nielsen, 1998; Leme ¢és Marin-Morales, 2009b; Radi¢ és mtsai, 2010).
Tapasztalataink azt mutatjak, hogy szennyezett talajok esetén a talajextraktumok mellett
érdemes lenne a csurgaléklét is vizsgalni az Allium tesztben, amely természeténél fogva
folyadékok vizsgalatara a legmegfelelobb.

A comet tesztben a kezeletlen kontrollhoz képest szignifikdns hatast sikertilt
kimutatnunk a felsd, 0-5 cm-es talajszelvény esetében, mig a tobbi vizsgalt szelvény (5-
10; 10-20 cm) esetében a hatas szintén mérhetd volt, de gyengébb. Bar a fenoxi-
karbonsav herbicidek mobilisek a talajban, és akar a C talajszelvényig is eljuthatnak
(Kidd és James, 1991), vizsgalataink azt mutatjak, hogy hatasuknak mégis elsésorban a
legfelsd néhany cm-es zona van kitéve. Kimutattuk tovabba a talaymintakban a mutacios
hatds csOkkenését a 7. napon a 3. napi eredményekhez mérten. Az auxin tipusu
herbicidek féléletideje a talajban atlagosan 20-35 nap k6zé teheté (Fu és mtsai, 2009;
Kurt-Karakus és mtsai, 2010), igy 7 nap utan mar kimutathato a hatéanyagok
csokkenése. Mig a homokos talajextraktumok vizsgélata soran a DNS kisebb mértékii
karosodasat allapitottuk meg, a tdzeges viragfoldben nagyobb aranyu karosodast
detektalhattunk. A szignifikans kiilonbséget az eltéré talajszerkezet okozhatta. A fenoxi-
karbonsavak a homokos szerkezetii talajbol igen gyorsan kimosodnak (Petrovic és
mtsai, 1993). A magas szervesanyag tartalmu, savas kémhatasu talajokban ugyanakkor
gyenge savként viselked6 fenoxi-karbonsav herbicidek adszorbealodhatnak a
talajkolloidokhoz, mely meggatolhatja vagy lelassithatja a kimosddasi folyamatot (Filep
¢és mtsai, 1999).

A vizsgéalatok a comet teszt esetében szabadfoldi kisérletbdl szarmazo
talajextraktumok tesztjeivel egésziiltek ki.

Bar a szabadfoldi kisérletek egyes parcelldit magasabb ddzissal kezeltiik, mint a
foldeket a tenyészedényes kisérlet esetén, ennek ellenére gyengébb hatast tapasztaltunk.
Szignifikansan mutagén hatast csak a 8, illetve 16 I/ha dozisban kezelt, parlagon hagyott
parcellak esetében mértiink a kezelés utani 3. napon vett mintdknal, majd a 7. napi
mintdknal mar a hatds a szignifikancia szint ald csokkent. A kapott eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy szabadf6ldon nem csak a talaj mikrobidlis tevékenysége
érvényesiil jobban, de a kozvetlen napsiitésnek kitéve fotokémiai reakcidok
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kovetkeztében is hamarabb bomlanak le a hatéanyagok, mint izolalt koriilmények
kozott (Meylan és Howard, 1993; Filep és mtsai, 1999).

A vizsgalatok soran kiilon kezeltiikk a parlagon hagyott, majd egy-és kétszikii
gyomokkal bendtt és a kukoricaval bevetett parcelldkat. A két eltérd boritottsagu
parcella tipus kozott a 8, illetve 16 I/ha dozissal kezelt parcellaknal volt megfigyelhet6 a
kiilonbség, itt a gyomokkal boritott teriileten mutagén hatds volt kimutathaté a
talajmintak extraktumaibol. Az eltérd hatas oka az eltérd boritottsagi szazalék lehetett: a
kukoricandvények nagyobb mértékben fedték a talajt, igy a permetezés soran itt esetleg
kevesebb permetszer keriilhetett a talajba.

Figyelemre méltdé azonban, hogy a novényveédd szerrel nem kezelt parcellakbol
(KO, TO) szarmazo talajextraktumok mintai is okoztak némi kérosodast a DNS-ben, bar
ez igen kismértékli volt, és minden esetben gyengébb, mint a kezelt parcellak
extraktumainak DNS karositd hatasa. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a talajban, mint
komplex matrixban jelen levd egyéb anyagok (esetlegesen felhalmozddott,
kumulalodott peszticidek, nehézfémek) igen gyenge mutacios hatast okozhatnak.

Végezetiil megallapithatjuk, hogy az altalunk alkalmazott mutagenitasi tesztek
alkalmasak kornyezeti mintak, esetiinkben talajmintakbol szarmazo extraktumok

monitorozasara.

5.4. Az EPC comet teszt optimalizalasaval kapcsolatos vizsgalatok

Megvizsgaltuk az EPC halsejtvonalon végzett comet teszt szdmos paraméterét
azzal a céllal, hogy a teszt alkalmazasdval még pontosabb, megbizhatébb
eredményekhez juthassunk.

Az expozicios id6 vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a sejteket a kezelés
utan inkubacié nélkiil azonnal fixalva, illetve 24 6ras expozicios idot alkalmazva ennek
a tényezOnek nincs hatdsa a teszt eredményére, igy elmondhatd, hogy a tesztek ezen
id6intervallumon beliil biztonsaggal végezhetéek barmilyen expozicios id6tartammal.

Megvizsgaltuk a teszt sordn alkalmazott tdpoldatokat is, és felallitottuk a

kovetkezd sorrendet:
100% PBS <50% PBS + 50 % tris-MEM <100% tris-MEM,

azaz a tiszta tris-sMEM hasznalata ajanlott leginkabb az EPC sejtek tapoldataként.
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Az EPC sejtek inkubdldsa sordn hasznalt tenyészedények vizsgélataval
megallapitottuk, hogy az eppendorf csé szignifikdnsan alkalmasabb a halsejtek
tarolasara. A kisérlet soran TC (Tissue Culture) feliiletkezelt mikrotalcakat
alkalmaztunk, melyek feliilete a hagyomanyos feliileti tenyészedényektdl eltéréen ionos
oxigén csoportokat tartalmaz. Az ionos feliilet hidrofil, negativ t6ltésti feliiletet hoz 1étre
a tenyészmédiummal érintkezve, ezaltal el6segiti a sejtek szétterjedését és letapadasat.
Huszonnégy lyukt mikrotiter talca alkalmazésa esetén a sejtek a 24 6ras inkubacios id6
alatt letapadnak a talca falara, ahonnan tripszines emésztéssel kell azokat levalasztani az
inkubacios idészak végén (Tong, 1974; Adamicza és mtsai, 2007). Ezzel szemben az
eppendorf csd alkalmazdsa esetén a sejtek nem tapadnak le 24 o6ra alatt az eltérd
feliiletnek koszonhetden, igy a tripszin hasznalata elkeriilhetd.

Vizsgalataink kimutattak, hogy az EPC comet teszt soran a tripszin hasznalata,
illetve ennek lehetséges elkeriilése kritikus. Mivel a tripszin képes csokkenteni a
metabolizmussal és ndvekedéssel kapcsolatos fehérjék expressziojat, egyidejlileg pedig
fokozza az apoptozis regulator proteinek expresszidjat, igy képes nagymértékben
karositani a membran fehérjéket, és igy a teszt soran a sejtek karosodasahoz és a csdva
megndvekedett DNS-tartalmahoz vezet (Huang és mtsai, 2010). A tripszin elkeriilése a
vizsgalatok sordn javasolt, igy elkeriilhetéek az altala okozott karosodasok, melyek a
sejt miikodésének szabalyozasaban okozhatnak zavarokat (Peralta Soler és mtsai, 1997).
Ugyanakkor a tripszin hasznalata igen elterjedt a sejttenyészeteket alkalmazo tesztek
soran, mivel a sejtek fellazulasat, majd a tenyésztofelszinrdl torténd levalasat okozza
(Stingl és mtsai, 2005). Az enzimatikus emésztés nagyon hatékony médszer, de ha nem
a megfeleld ideig torténik, karosithatja, lebonthatja a sejtfelszini fehérjéket, illetve
érzékeny tesztek esetén mérhetd karosodast okoz a sejt DNS-¢ében.

A kevés extracellularis matrixot tartalmazo sejtkultirdkban a letapadd sejtek
szuszpenzidba vihetdek mechanikai modon, a tenyészedény razogatasaval, titdgetésével,
vagy Un. mechanikus disszocialtatdssal, ebben az esetben elkeriilhetd a tripszin
hasznalata. Sokszoros sejtkapcsolatokkal rendelkezd sejttenyészet esetében azonban a
mechanikus megoldds nem elég hatékony, ilyen esetekben 4ltaldban enzimatikus
emésztést szoktak alkalmazni. Ismertek azonban méas mddszerek, egyéb torekvések a
tripszin elkertilésére.

Shiba és munkatarsai (1998) olyan folyadék-folyadék feliiletli sejttenyésztési
modszert dolgoztak ki, ahol a sejteket a tenyészmédium és egy hidrofob folyadék
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talalkozasanak feliiletén tenyésztették. Ebben az esetben a sejtek passzalasa megoldhatd
egyszerlien, pipetta segitségével, nem sziikséges a tripszin haszndlata. A kisérlet soran
felilleti rendszerben, mely minimalis esszencidlis médiumbdl, illetve viszkdzus
fluorokarbonbol allt. A sejtek novekedésével kapcsolatban megallapitottdk, hogy az
azt talaltdk, hogy azok egyetlen réteg (monolayer) helyett inkabb szférikus, gombszerii
alakzatokat hoznak létre a két folyadékfazis feliiletén. Mindezen eredmények azt
tamasztjak ala, hogy a folyadék-folyadék kornyezetben inkubalt sejtek szdmdra az
adhézié nehezebben elérhetd.

Herzog és munkatarsai (2011) kolorektalis tumor sejteken végeztek
vizsgalatokat, melyekbdl a dendritikus sejtterapia soran felhasznalandd szuszpenzidt
készitettek. A sejteket a kisérlet soran tripszin felhasznalasaval vitték szuszpenzidba,
mig egy parhuzamos vizsgalatban tripszin helyett EDTA-t hasznaltak. Az EDTA képes
a kalcium-fiiggd sejtkapcsolodasok felszamolasara, melyek alapvetéek az adhézios
sejtkultira kialakitasaban. Megéllapitottak, hogy az EDTA alkalmas a vizsgalt sejtek
esetében a tripszin helyettesitésére, anélkiil, hogy karositana a tumor sejtek feliiletén
expresszalodo antigéneket, mig a tripszines emésztés soran fontos feliileti proteinek
karosodtak.

2013-ban sziiletett a tanulmany, melyet Wei és munkatarsai publikaltak. A
kutatécsoport olyan 3 dimenzios sejtkultura kifejlesztésén dolgozott, melyben a tripszin
alkalmazasa nem sziikséges. Kifejlesztettek egy hidrobutil-kitozdn alapti hidrogélt,

melynek specialis tulajdonsaga, hogy 37 °C-on zselés, 20 °C-on folyadék allagu. igy a
37 °C-on, gélben inkubalt sejtek 20 ©°C-ra lehitve folyékony halmazallapota

szuszpenzidoba keriilnek, passzalasukhoz nem sziikséges a proteolitikus tripszin
hasznalata. Ugyanakkor a kifejlesztett hidrogél igen enyhe citotoxikus hatast mutat egér
fibroblaszt sejteken, valamint humdn mezenchimalis dssejteken, igy felhasznalhatosdga
nem teljes kort.

A tripszin hasznélatanak elkeriilésére alkalmas az altalunk kifejlesztett modszer,
mely soran nem a hagyomanyos mddon, 15 °C-on inkubalt sejttenyészetet hasznalunk,
hanem fagyasztott sejteket. Mig a folyékony tapoldatban a sejtek kitapadnak a

tenyészedény faldra, és enzimatikus emésztés sziikséges levalasztasukra, addig a -80°C-
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on tarolt sejtek esetében a tripszin hasznalata elkeriilhetd, a sejteket a kiméletes
felolvasztas utan rogton lehet kezelni a vizsgaland6 anyaggal.

Vizsgalataink soran megallapithattuk, hogy az EPC halsejtvonalon, tripszin
hasznalata nélkiil végzett comet teszt kivaléan alkalmas nemcsak novényvédo szerek,
de kornyezeti mintdk vizsgalatara is. Haszndlata okotoxikologiai tesztek soran nem
csupan egyszerlisége, gyorsasaga és viszonylagos alacsony koltsége miatt javasolt, de
emellett fontos tényezé az is, hogy megfelel a modern allatvédelmi szempontoknak és
EU direktivaknak is (REACH).
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran célul tiztiik ki a fenoxi-alkan-karbonsav herbicid névényvédd
szerek (Optica trio6 és Dezormon), valamint hatéanyagaik (2,4-D, MCPA, mekoprop,
diklorprop) reviziojat, citotoxikus és mutagén hatdsaik vizsgalatat. A hatéanyagok
egyedi hatasan tul elvégeztiik egyiittes hatasuk kockazatbecslését is, valamint
megvizsgaltuk a vegyiiletek egyiittes alkalmazéasa soran okozott citotoxikus és mutagén
hatasokat. Vizsgalatainkhoz olyan toxicitasi és mutagenitasi teszteket valasztottunk,
melyek alkalmazdsa megfelel a nemzetkézi gyakorlatnak, alkalmazisuk gyors,
egyszerl, €s relativ olcso, igy Magyarorszagon is elterjedhetnek. A tesztekhez eltérd
tesztszervezeteket valasztottunk, igy a kapott eredmények extrapolarhatdosaga
vizsgalhatova valt az eltérd célszervezetek kozott.

Az auxin hatasu novényvédd szerek és aktiv hatdéanyagaik vizsgalatan tul ezek
mutagén hatasadnak felmérését is elvégeztiik a talajba, mint komplex matrixba keriilve.
Az auxin hatast herbicidek vizsgalatai mellett az EPC comet tesztet is optimalizaltuk,
vizsgaltuk a teszt soran alkalmazott paramétercket, hogy a legmegfelelébb
tesztkoriilményeket valaszthassuk meg.

Az Allium cepa tesztben az egyedi hatéanyagok ECsy értékei mellett mértiik
azok binaris és ternaris keverékeinek hatasat is. A diklorprop-P—mekoprop-P paros
esetében feltételezhetden szinergisztikus hatasok Iéptek fel, amelyek kovetkeztében a
mért hatasos koncentracid értéke alacsonyabb a szamitottnal. Hasonloképp, a ternaris
keverék esetében is megfigyelhetoek voltak szinergisztikus hatasok, melyek
kovetkeztében a keverék mért ECsp koncentracioja 2,5-szer Kisebb volt, mint a szamitott
érték.

A fenoxi-karbonsav hatoanyagok nagy dozisban alkalmazva deformalt
gyokérszOrok megjelenését, a hagymatdnk rendellenes megnyualasat, valamint C-
mitdzisos osztddasra utald tumoros sejtek megjelenését okoztak a hagymakon.

Az Allium cepa tesztben vizsgalt novényvédé szerek és hatdéanyagaik koziil
egyediil a ternaris keverék vizsgélatakor sikeriilt szignifikdns mértékli kromoszoma
aberraciot kimutatnunk. A mitotikus index értékének alakuldsdban azonban szinte

minden esetben gyenge dozis-hatas volt megfigyelhetd, vagyis a hatoanyagok novekvo
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koncentréacidjaval szemben kis mértékben csdkkent a mitotikusan 0sztddo sejtek szama
a sejt proliferacids folyamataira hato citotoxikus effekteknek koszonhetéen.

Az Optica trioval kezelt talajmintdk esetében nem taldltunk szignifikans
genotoxikus hatast az Allium cepa tesztben.

Az MTT teszt alkalmazasaval kimutattuk, hogy 0,1-1000 mg/l nagysagrendben a
2,4-D, MCPA ¢s a diklérprop nem okoz citotoxikus hatast ponty epithelialis
halsejteken, ugyanakkor mekoprop esetében 1-1000 mg/l-es d6zisban szignifikans hatas
volt mérhetd.

Nem volt szignifikdns hatds a terndris keverék esetében sem, annak ellenére,
hogy az 33%-ban a magaban citotoxikus hatast okozdé mekoprop-P-t tartalmazta.
Feltehetdleg szupressziv, antagonista folyamatok 1éptek fel, melynek kovetkeztében a
mekoprop toxikus hatdsa nem érvényesiilt.

Az EPC comet teszt optimalizdcidja soran vizsgaltuk a felhasznalt
tenyészmédiumot, a tenyészedény tipusat, az inkubacids id6 hosszat, valamint a tripszin
hatasat a sejtek kezelésekor. A tenyészedények koziil az eppendorf csovet
alkalmasabbnak talaltuk a 24 lyukt mikrotdlcanal a kisérletek elvégzésére, mig a
tenyészmédiumok esetében a kovetkezd sorrendet allapitottuk meg: 100% PBS <50%
PBS + 50 % tris-MEM <100% tris-MEM, vagyis a 100%-o0s tris-MEM alkalmazasa a
leginkabb ajanlott. A 24 o6ras inkubacids id6 nem volt hatassal az EPC sejtekre, ezzel
szemben a tripszin alkalmazasa a sejtek kezelése soran szignifikans genotoxikus hatast
okozott, ezért ajanlott a comet teszt elvégzéséhez fagyasztott sejteket hasznalni az
altalunk kifejlesztett modszer szerint, mivel igy elkeriilhet6 a tripszin alkalmazasa.

A comet tesztben megvizsgalt novényvédd szerek gyenge genotoxikus hatast
mutattak magas koncentracion: az Optica tri6 10000 mg/l-es dézison, mig a Dezormon
1000 mg/l-es koncentracioban novelte a csova %-os DNS tartalmat. A 2,4-D-t erésen
genotoxikusnak talaltuk mar 10 mg/l-es koncentracioban is, mig az MCPA hatasa 100
mg/l-es koncentracion volt kimutathaté. A fenoxi-ecetsavakkal szemben a fenoxi-
propionsavak nem okoztak genotoxikus hatasokat az altalunk  vizsgalt
koncentraciokban, melynek feltehetben a molekuldk eltérd konformacidja, és igy a
receptorokhoz valé kiilonb6z6 affinitasuk volt az oka.

A tenyészedényes kisérletb6l szarmazo, Optica trioval permetezett talajmintak
esetében szignifikdnsan novekedett a csova %-0s DNS-tartalma a talajok fels6, 0-5 cm-
es rétegébdl szarmazo mintak vizsgalatakor. A vizsgalt talajok koziil a leger6sebb DNS
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kéarositd hatast a tézeges talaj exraktuma okozta. Az eltérd talajtipusok kozotti
kimutathatd kiilonbség az eltéré talajszerkezet eredménye, mely eltéré mértékii
adszorbciot és kimosddast okoz. A genotoxikus hatds minden talajtipus esetében
csOkkent kis mértékben a 7. napra a 3. naphoz képest. Szintén kimutathat6d, bar nem
szignifikdns volt a hatds csokkenése a 7. napon a szabadfoldi mintadk esetében. Eme
kisérlet soran szignifikdnsan mutagén hatast az ajanlott dozis 4, illetve 8-szorosaval

torténo kezelés utan detektaltunk a tarlon hagyott parcellak esetében.

A vizsgalatok soran szamos alkalommal tapasztalt szinergisztikus €s antagonisztikus
hatasok megerdsitik a keverék vegyliletek monitorozasanak fontossagat. Kisérleteink
eredményei aldtamasztjdk az egymastol eltéré tesztszervezetek parhuzamos
alkalmazasanak indokoltsdgat mind a toxicitdsi, mind a mutagenitas tesztek esetében.
Az altalunk alkalmazott comet, MTT és Allium cepa tesztek alkalmasnak bizonyultak
novényvédd szerek ¢és kornyezeti mintdk vizsgdlatara is, igy felhasznaldsuk az
Okotoxikologiai rutinvizsgalatok soran gyorsasaguk ¢és relativ koltséghatékonysaguk

miatt javasolt.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottam az altalam vizsgalt fenoxi-alkan-karbonsav tipusu novényvédo
szerek, hatoanyagaik, tovabba ezek binaris és ternaris keverékeinek Allium cepa-ra
vonatkoztatott effektiv koncentracidinak értékeit, morfologiai hatdsait, meghataroztam
mutacios faktorukat, valamint mitotikus indexiiket. Szignifikans mértékli kromoszdma
aberracidos hatast mutattam ki a terndris keverék esetében, mig a tobbi vizsgalt
hatbanyag nem mutatott a tesztben genotoxikus hatast. Megallapitottam, hogy a
mitotikus index értékének alakuldsaban gyenge dozis-hatds megfigyelhetd, vagyis a

0sztodo sejtek szama.

2. Meghataroztam az MTT teszt alkalmazasaval a 2,4-D, MCPA, diklérprop és
mekoprop, valamint az utobbi 3 keverékének citotoxikus hatasait ponty epithelialis
halsejteken 0,1-1000 mg/l nagysagrendben. Megallapitottam, hogy az egyedi
hatoanyagok, illetve ternaris keverékiik koziil a mekoprop esetében 1-1000 mg/l-es

ddzisban szignifikans citotoxikus hatas volt mérhetd.

3. Az EPC comet teszt felhasznalasaval megvizsgaltam a fenoxi-alkan-karbonsav
novényvédo szerek €s azok hatdéanyagainak hatasait. Megallapitottam, hogy a fenoxi-
karbonsavak esetében a comet tesztben detektilhaté kromoszomatdréses mutacioért
nagy valdszintiséggel a két szénatomos ecetsav ligandum a felelds, mig egy harmadik

szénatom belépésével a mutagén hatds megsziinik.

4, Megvizsgaltam Optica tridval permetezett talajmintdk genotoxikus hatasait EPC
comet teszttel. Megallapitottam, hogy a kiilonbdz6 talajtipusok extraktumai eltéré DNS
karositd hatastak az eltérd talajszerkezetnek koszonhetden, mely kiilonb6z6é mértékii
adszorpciot és kimosodast okoz. Szabadfoldi mintdk esetében szignifikans genotoxikus

hatast mutattam ki a 8 és 16 I/ha-al kezelt talajminta extraktumok esetében.

5. Optimalizaltam az EPC comet tesztet az eljaras soran alkalmazott paraméterek,
igy az inkubacios 1id6, a tenyészedény ¢és a tenyészmédium koriiltekintd
megvalasztasaval. Kifejlesztettem az el6zetesen lefagyasztott sejtszuszpenziot
felhasznald6 EPC comet tesztet, mely technika lehetdvé teszi a sejtet kérositd tripszin

hasznalatanak elkeriilését.
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NEW SCIENTIFIC RESULTS

1. Effective concentrations of studied phenoxy alcanoic acid herbicides and their
active ingredients individually and in binary and ternary mixtures were determined. The
agents’ morphological effects, mutation factors and mitotic index on Allium cepa were
assessed as well. Significant chromosome aberration effects were detectable in case of
ternary mixture. Week dose-dependent effect was observable on the value of mitotic
index, namely by increasing concentration of chemicals the number of mitotically

dividing cells was decreased.

2. Cytotoxic effects of 2,4-D, MCPA, mecoprop and dichlorprop were assessed
using MTT colorimetric assay on carp epithelium cells. Examining mecoprop
significant effect was detectable when 1-1000 mg/l was applied.

3. Genotoxic effects of auxenic herbicides and their active ingredients were
detectable using comet in vitro bioassay based on EPC cell line. In the EPC comet assay
significant genotoxic effects were detectable in case of phenoxy acetic acids while no
effect was recorded in case of phenoxy proprionic acids. The genotoxic potential is
most likely caused by the carboxylic acid ligand which is capable of binding with two
carbon atoms to the cell membrane receptor, whereas the introduction of the third

methyl radical induces loss of binding affinity.

4. Potential genotoxic effects of Optica trio pesticide treated soil samples were
assessed using EPC comet assay. Different soil types have different DNA damaging
capacity due to their various structures, which caused different level of adsorption and
leaching. In case of samples derived from field experiments significant genotoxic
effects were detectable on soil extracts previously sprayed with 8 and 16 I/ha Optica trio

respectively.

5. Comet assay was optimized by detailed investigation of the genotoxic effect of
different experimental settings on the EPC cell line. Among the applied media data
showed that Tris stabilized MEM growth medium is the most appropriate without
addition of any PBS. From the tested culture dishes eppendorf tubes were found more
suitable for these experiments than 24 well plates. The 24 hours incubation had no
effect on cells. In order to avoid the harmful trypsin while handling cells, a new method

was introduced using freshly defrozen cells.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom konzulensemnek, Taller Janosnak a dolgozat javitasdban,

valamint az egyetemi ligyintézésben nytjtott segitségéért.

Hatalmas koszonettel tartozom Jette Ranknak, témavezetdémnek a Roskilde Egyetemen,
amiért lehetéséget nyhjtott, hogy az altala vezetett laborban végezhessem a comet, MTT
¢és Allium cepa teszteket.

Koszondm opponenseimnek, Vértesi Adélnak ¢és Lehel Jozsefnek a dolgozat elsé

valtozatanak kijavitdsa soran nyujtott szamtalan konstruktiv javaslatat és tanacsat.

Nagyon halas vagyok Klara Jensennek az MTT és a comet teszt, valamint Anna Grete
Windingnek az Allium cepa teszt betanitasaért, és a tesztek optimalizacidjaban végzett

munkam tamogatasaért.

Koszonom Kristian Sybergnek az eredmények statisztikai kiértékelésében nyujtott

segitségét és a keverékek toxikologidjanak megismertetését.

Baratomnak, Fejes Aginak koszonet jar a rengeteg tamogatasért, és hogy mindig
meghallgatott, akar szakmai, akéar személyesebb hangvételii beszélgetésre volt

sziikségem.

Ko6szonom kollégamnak és baratomnak, Fekete Gabornak, hogy elinditott a tudomany

r0gos utjan, és tdmogatta kezdeti, bizonytalan lépéseimet.

Mortl Maridnak és Juracsek Jutkdnak a talajmintdkkal végzet kisérletekben nyujtott
segitséglikért, a megfeleld extrahalasi modszer megtaldlasaért, és barati tamogatasukért

is halaval tartozom.
Ko6szondm Anyukdmnak és Mamamnak, hogy mindig hittek bennem, és tdmogattak.

K6szondm Férjemnek, hogy minden pillanatban mellettem allt. Nélkiile ez a dolgozat

soha nem johetett volna létre.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,4-D: 2,4-diklorfenoxi-ecetsav

CA: kromoszoma aberracio

DMSO: dimetil-szulfoxid

EC: effektiv koncentracio

ECso: kdzepes effektiv koncentracio, a maximalis hatds 50%-at eredményez6 dozis
EDTA: etilén-diamid-tetraecetsav

EPC: Epithelium papilosum cyprini

FCS: fetal cow serum; foetalis borja szérum

MCPA: 4-kloro-o-toliloxiecetsav

MEM: minimum esszencialis médium

MH: maleinsav-hidrazid

MI: mitotikus index

MTT: 3-(4,5-dimetilltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid

NOEL.: non observable effect level; legnagyobb, még hatast ki nem valté dozis

PBS: phosphate buffered salin, foszfat-pufferelt soldat

REACH: Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals; a vegyi
anyagok regisztralasarol, értékelésérdl, engedélyezésérdl ¢€s korlatozasardl szolod

rendelet
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MELLEKLET

1. tablazat: Mért atlagos gyokérhossz Allium cepa tesztben

Alkalmazott dozisok (mg/l)

0,001]| 001 | 01 | 1 5 | kontroll
Meért atlagos gyokérhossz (cm)

Dezormon 4,1 4,3 2 0 0 41
Optica trid 4.4 3,5 1,1 0 0 4.1
2,4-D 6,4 5,2 2,6 0 0 59
MCPA 5 4,8 1 0 0 6

Mekoprop-P 5 3,9 0,7 0 0 4,8
Diklorprop-P 5 4 1 0 0 3,3




. téblazat: Fenoxi-alkansav herbicidek és hatdéanyagaik vizsgalatanak eredménye

comet tesztben a csova %-os DNS tartalmara vonatkozoan, *= P <0,001; **= P
<0,01; ***= P <0,05

A csdva %-0s DNS tartama

Alkalmazott dozis (mg/l)

Vizsgilt Negativ Pozitiv 10000 1000 100 10 1 01 0,01
anyag kontroll kontroll
Dezormon 1 7.65 78.86 46.50 6.22 5.29 5.68 11.45
2 4.90 69.63 38.96 4.86 6.37 4.33 8.03
3 6.84 69.58 49.88 6.03 13.06 11.29 13.35
atlag  6.46 72.69 - 4511 570 824 7.10 10.94
SD 041 5.34 - 5.59 074 421 3.69 2.70
*k* *k*
Optica tri6 1 471 85.24 50.62 6.66 13.07 13.04 5.79
2 3.74 92.10 23.67 26.12 13.57 8.59 11.51
3 3.93 80.96 37.00 14.39 12.30 14.31 10.64
atlag  4.13 86.10 37.10 1572 1298 11.98 931
sD 051 5.62 1348 980 064  3.00 3.08
**k* **
2,4-D 1 3.48 70.21 64.36 38.67 33.35 13.74 5.36
2 3.77 71.43 52.79 21.35 19.71 15.34 6.17
3 3.76 75.16 49.54 38.72 11.85 15.34 5.25
atlag  3.67 72.27 - - 5556  32.91 21.64 1481 559
SD  0.16 2.58 - - 7.79 10.01  10.88 0.92 050
**k* **k* **
MCPA 1 3.18 77.04 17.24 352 2.92 5.84 3.61
2 5.59 71.42 8.74 4.54 4.18 3.77 3.31
3 4.32 75.20 9.07 4.98 5.13 2.28 3.42
atlag  4.37 74.55 - - 11.68 435  4.07 3.96  3.45
SD  1.206 2.865 - - 481 075 1.11 1.78  0.15
**k* *
Mekoprop 1 5.84 68.94 7.30 8.03 5.67 3.47 6.26
2 1.97 68.21 6.14 5.00 8.71 2.89 4.87
3 3.12 64.51 5.19 8.80 7.11 5.62 5.27
atlag  3.64 67.22 - - 6.21 7.28 7.16 3.99 547
SD 1.9 2.38 - - 1.06 201 1.52 144  0.72
**k*
Diklorprop 1 4.60 36.39 15.94 12.72 7.70 1284 530
2 3.29 52.10 12.37 19.17 8.88 4,72 10.82
3 6.66 74.18 6.25 19.87 2.16 13.11 6.45
atlag  4.85 54.22 - - 1152 17.25  6.25 10.22 7.52
sD 170 18.98 - - 490 394 358 477 201
**k*
Ternaris 1 3.42 76.79 20.95 7.58 12.35 9.35 15.68
2 3.50 75.24 9.57 11.78 9.45 11.30 15.82
keverék 3 5.83 62.18 14.63 9.01 15.64 8.03 4.12
atlag  4.25 71.40 - 15.05  9.46 12.48  9.56 11.87
SD 137 8.03 - 5.70 214 3.0 1.65 6.72 -
* k%
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3. tablazat: Fenoxi-alkansav herbicidek és hatdanyagaik vizsgalatdnak eredménye
comet tesztben az atlagos csdvamomentumra vonatkozoan, *= P <0,001; **= P <0,01;

***=P <0,05

Atlagos csdvamomentum

Alkalmazott dozis (mg/l)

Vizsgalt Negativ  Pozitiv 10000 1000 100 10 1 0,1 0,01
anyag kontroll kontroll
Dezormon 1. 0.86 18.04 10.06 0.7 0.46 0.66 1.36
2. 0.51 14.03 8 0.56 0.66 0.53 1.13
3. 0.75 13.1 9.79 0.72 1.69 1.4 2.01
4tlag 0.70 15.05 - 9.28 0.66 0.94 0.86 1.5
SD 0.18 2.62 - 1.12 0.08 0.66 0.46 0.46
*kk *kk
Optica trid 1. 0.41 21.47 12.94 0.59 1.60 1.93 057
2. 0.31 29.83 5.04 5.04 1.86 1.40 1.84
3. 0.37 29.11 8.00 2.52 2.08 2.13 1.52
atlag  0.36 26.80 8.66 271 1.85 1.82 1.31
SD  0.05 4.62 399 223 00.24  0.37 0.66
*k*k *
2.4-D 1. 0.31 14.71 14.90 6.65 6.45 2.05 0.67
2. 0.32 15.91 9.45 3.19 3.10 2.61 0.78
3. 0.27 16.46 9.81 6.94 2.04 1.81 0.59
atlag  0.30 15.69 - - 11.39  5.59 3.86 216  0.68
SD 0.03 0.89 - - 3.05 2.09 2.30 041  0.09
*k*k * K,k *
MCPA 1. 0.29 19.36 3.32 0.43 0.28 0.33 0.43
2. 0.73 18.80 1.17 0.59 0.35 0.54 0.34
3. 0.47 17.82 1.15 0.56 0.57 0.35 0.33
atlag  0.50 18.66 - - 1.88 0.53 0.40 041 0.37
SD 022 0.77 - - 1.24 0.08 0.15 0.11  0.05
*k*k
Mekoprop 1. 0.63 15.34 1.00 1.16 0.71 0.33 0.84
2. 0.16 13.19 0.85 0.67 1.11 0.24 0.43
3. 0.27 13.90 0.76 1.16 0.81 0.64 0.52
atlag  0.35 14.14 - - 0.87 1.00 0.88 0.40  0.60
SD 024 1.09 - - 0.12 0.28 0.20 021 0.22
**k*
Diklérprop 1. 0.38 6.22 - - 2.66 1.86 0.87 1.91 0.60
2. 0.29 9.86 - - 1.86 3.07 1.10 0.48 1.56
3. 0.60 17.21 - - 0.76 3.32 0.18 2.07 1.32
atlag  0.42 11.10 - - 1.76 2.75 0.72 1.49  1.16
SD 1.70 18.98 - - 4.90 3.94 3.58 477 291
**k*k
Ternaris 1. 0.28 16.60 3.38 0.89 2.09 1.23 2.67
2. 0.33 17.91 1.24 1.57 1.06 1.61 2.51
keverék 3. 0.59 14.80 2.02 1.15 2.30 114 0.38
atlag  0.40 16.43 - 2.22 1.21 1.82 1.33 1.86
SD 0.16 1.56 - 1.08 0.34 0.66 0.25 1.28 -
**k*k
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4. tablazat: Fenoxi-alkansav herbicidek és hatdanyagaik vizsgalatanak eredménye
comet tesztben a csdva hosszara vonatkozdan, *= P <0,001; **= P <0,01; ***=P

<0,05
CsoOva hossza
Alkalmazott dozis (mg/l)
Vizsgalt Negativ  Pozittv 10000 1000 100 10 1 0,1 0,01
anyag kontroll kontroll
Dezormon 1. 14.74 42.55 34.6 13.85 14.24 15.46 17.87
2 15.39 37.55 30.67 15.38 15.28 15.91 16.54
3 14.66 35.24 34.26 15.36 17.6 16.39 18.64
atlag  14.93 38.47 - 33.17 14.86 15.76 15.92 17.68
SD 0.41 3.73 - 2.17 0.87 1.72 0.46 1.06
*kk *kk
Optica trid 1. 14.48 46.51 39.37 15.23 17.66 19.20 16.50
2. 13.77 56.05 24.26 24.97 17.36 20.89 18.98
3. 14.73 56.52 30.00 22.53 19.91 18.72 18.88
atlag  14.33 53.03 31.21 2091 18.31 19.60 18.12
SD 0.49 5.64 7.62 5.06 1.38 1.14 1.40
* )k *
2.4-D 1 14.07 39.91 4311 30.25 35.75 20.05 16.49
2. 13.95 41.47 33.26 24.77 22.71 19.49 16.18
3 13.74 42.59 35.61 24.77 24.01 19.49 16.87
atlag  13.92 41.32 - - 37.32 26.60 27.49 19.68 16.51
SD 0.16 1.34 - - 5.14 3.16 7.18 0.32 0.34
* )k **kk **x **x
MCPA 1 15.82 47.87 22.43 15.56 14.70 15.58 15.62
2 17.48 48.14 17.25 17.36 14.57 16.07 15.63
3 16.56 45.06 17.26 16.53 17.07 15.94 15.65
atlag  16.62 47.02 - - 18.98 16.48 15.45 15.87 15.63
SD 0.83 1.70 - - 2.98 0.90 1.40 0.25 0.01
*kk
Mekoprop 1. 15.67 40.59 16.49 17.58 15.56 15.02 17.65
2 13.67 36.28 13.93 15.25 16.55 14.61 13.90
3 14.11 38.97 14.62 16.19 14.94 15.82 15.77
atlag  14.48 38.61 - - 15.02 16.34 15.68 15.15 15.78
SD 0.60 1.26 - - 0.76 0.68 0.47 0.35 1.08
**k*
Diklérprop 1. 13.99 30.63 21.66 20.74 16.95 19.94 15.41
2 14.44 32.88 21.80 20.83 18.31 14.45 19.60
3 13.62 45.94 15.85 21.21 15.59 19.26 29.03
atlag  14.02 36.48 - - 19.77 20.93 16.95 17.88 21.35
SD 1.70 8.98 - - 1.90 0.94 1.58 2.77 2.91
**k*
Ternaris 1 14.58 39.97 22.86 18.26 19.79 19.11 19.83
2 15.23 42.70 17.90 17.70 15.78 19.12 20.62
keverék 3 15.21 42.86 20.53 18.17 21.14 18.35 14.89
atlag  15.01 41.84 - 20.43 18.04 18.90 18.86 18.45 -
SD 0.37 1.62 - 2.48 0.30 2.78 0.44 3.10 -
**k*k
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5.tdblazat: Forgalomban 1év0 fenoxi-ecetsav hatdanyagok és —készitmények,
valamint felhasznalasi teriiletiik (forras: Ocské és mtsai, 2013)

Hatéanyag | Készitmény Felhasznalasi teriilet
DEZORMON gabonafélék, kukorica
DIKAMIN 720 WSC kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica, legeld, rét
DIKAMIN D kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica, legel6
DIKONIRT kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica
ESTERON 60 kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica, legeld, rét
24D U 46 D-FLUID SL kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica
2,4 D AMINSO 450 | kalaszosok, kukorica, legeld
SL
DICOPUR D PRIM kukorica
DMA-6 kalaszosok, kukorica, legeld, rét
SOLUTION kalaszosok (kivéve sorarpa), kukorica, legeld, rét
SYRIUS buza (6szi), kukorica
MATON 600 kalaszosok, kukorica, legeld, rét
2,4-D + MUSTANG SE Kalaszosok (kivéve sorarpa), fénymag, kukorica
floraszulam (takarmany)
JAMBOL M PRIM almatermésiiek, kalaszosok, csonthéjasok, fénymag,
sz0616
MECOMORN 750 SL | kalaszosok, gyiimdlcsos, koles, legeld, len, rét, rizs,
sz616
U-46 M FLUID kalaszosok, fénymag, gyiimdlcsds, koles, legeld,
len, rét, rizs, sz0lo
AGROXONE 75 almatermésiiek, kaldszosok, fénymag, koles, legeld,
MCPA . .
len, rét, rizs, sz0lo
DANACETAT arpa (tavaszi), buza (6szi)
MECAPHAR almatermésiiek, kalaszosok, koles, legeld, len, rét,
MECAPHAR 750 rizs, sz018
TRITON 320 SL kalaszosok
U 46 M PLUS 750 SL | kalaszosok, koles, legeld, olajlen, rét, rizs, rostlen
MCPA  + | BUDAMIX WSC arpa (8szi), buza (6szi)
diklorprop
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5.tablazat, folytatds: Forgalomban 1évé fenoxi-propionsav hatéanyagok és —
készitmények, valamint felhasznalasi teriiletiik (forras: Ocsko és mtsai, 2013)

Hatoanyag Készitmény Felhasznalasi teriilet
mekoprop-P DUPLOSAN KV
kalaszosok
mekoprop-p OPTICA
(K-s0)
mekoprop-P +
dikamba + GYOM-STOP gyep
ioxinil
mekoprop-P + MATRIGAL
MCPA
mekoprop-P + kalaszosok
diklorprop-P + | OPTICA TRIO
MCPA
mekoprop-P + | AURORA SUPER . N v ox
karfentrazon SG arpa (6sz1), blza (8szi)
diklérprop-P DUPLOSAN DP kalaszosok
diklérprop-P + | KEROLAND L gyep

mekoprop-P
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