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KIVONATOK

Magyar nyelvi kivonat
Perzisztens novényvédo szerek hatdstartam- €s lebomlasvizsgélatai

A doktori értekezés témdja kiilonb6zd novényvédd szerek és szermaradékaik
eléforduldsanak, lebomldsdnak, hatdstartamanak és mellékhatdsainak vizsgdlata volt. A
szerz0 egy orszagos talajmonitorozdsi program részeként egy kivélasztott magyarorszagi
megye tobb, eltérd miivelésli teriiletérdl szdrmazd viz-és talajminta analitikai (GC-MS,
ELISA, ICP-AES) és bioldgiai toxicitdsi (Daphnia magna immobilizicids teszt)
vizsgalataiban vett részt. A kapott talajmintdk 18%, mig a vizmintdk 38%-a tartalmazott
novényvédd szermaradékot (leggyakoribb az atrazine volt), foként alacsony
koncentraciokban, melyek tobbsége nem okozott akut mortalitdst D. magna tesztallaton. A
vizsgalt vizmintdk 53%-a, mig a talajmintdk 18%-a tartalmazott kimutathaté mennyiségii
toxikus elemeket (foként B, Se, Cu, As). Néhdny erdsen szennyezett minta erds toxicitasu
volt, mig a szubletdlis koncentracidban jelen 1év0 szennyezések megvéltoztattdk az egyedi
toxicitasokat (pl. Cu és diazinon kozott). A vizsgalt vizmintdk 26%-a tartalmazott glyphosate
herbicidet, melyre a D. magna kiilonbozo torzsei eltérd érzékenységet mutattak. D. magna
akut és Danio rerio teratogenitdsi tesztben legtoxikusabbnak a polietoxildlt faggytiamin
(POEA) formazéanyag mutatkozott, ezt kovette a Roundup Classic készitmény, a legkevésbé
karos pedig az aktiv hatéanyag, a glyphosate volt. Szubletélis koncentraciokban a vizsgalt
anyagok a D. rerio-embridkon foként vérkeringési zavarokat, deformitasokat és a szivritmus-
gatlast okoztak.

A szerzd a Cry-toxinok vizsgdlatihoz MON 810 és DAS 59122-7 transzgenikus
kukoricavonalak és ezek kozel izogenikus pérjai novényi tormelékét juttatta a Dundbodl és a
Velencei-tobol szarmazé vizet tartalmazé akvariumokba. Analitikai médszerrel (ELISA) a
vizbe keriild toxin mennyiségét nem sikeriilt kimutatni. Mindkét viztipusban az elsd nap alatt
drasztikusan lecsokkent a transzgenikus kukorica-levéltormelék toxintartalma, majd a
csokkenés lassabb iitemben folytatddott. Akut vizsgalatokban egyik tipusu kukoricavéaltozat
sem okozott mortalitdst Daphnia magna és Aedes aegypti tesztdllatokon. Kroénikus
vizsgalatokban a kukoricédval taplélt D. magna anyak pusztuldsa szignifikdnsan nagyobb volt
a kezeletlen kontrollndl, a transz- és izogenikus vonalak kozott nem sikeriilt szignifikans

kiilonbséget kimutatni. A legnagyobb utédszam a kezeletlen kontrollnél volt megfigyelhetd, a



transz- €s izogenikus kukoricavaltozatok kozotti kiilonbség statisztikailag nem volt
igazolhato.

A szerz6 — egy kutatoi kollektiva részeként — a Cry4-toxin koncentracidjit és
hatdstartamat természetes élohelyet modellezve mérte, ehhez eredeti fejlesztésit ELISA
rendszert hasznalt, melynél a kimutatdsi hatar a Bti-granuldtumra és a -folyadékra 170, ill.
900 ng/ml volt. A toxin koncentricidja az eltelt napok fiiggvényében csokkent, a DTsy a
Velencei-t6, Héviz és Koros vizét tartalmaz6 akvariumokban 3,8; 4,5 és 5,5 napnak adddott.
A szunyoglarvak mortalitasi tesztjének eredményei eltérden alakultak a kiilonb6z6 helyekrol

szarmaz6 akvariumi vizekben, erds fliggést mutatva a szervesanyag-tartalomtol.



Summary

Studies on effect duration and side-effects of persistent pesticides

Pesticide residues and contaminating elements were detected in soil and water samples
taken in different agricultural and industrial fields by using analytical and toxicological tests.
Mixture effects were observed among different pesticides on Daphnia magna and chronic
effects of glyphosate on Danio rerio were determined. Side-effects of Cry-toxins of Bt-corns
were investigated on D. magna and Aedes aegypti, but acute toxic effects were not detected.
In chronic tests, the mortality of the adults and the number of offsprings were different from
control group. To determine Cry4-toxin content in surface water, an in-house ELISA system
was used. Mortality tests on A. aegypti were set to verify the toxic effects of toxin-containing

formulations, in which the granulated form was proven to be the applicable formulation.



Zusammenfassung

Untersuchung der Persistenz und Abbaubarkeit von Pflanzenschutzmitteln

Im Rahmen dieser Doktorarbeit Pestizidreste und chemische Kontaminanten wurden in
Boden- und Wasserproben von verschiedenen landwirtschaftlichen und industriellen
Gebieten analysiert. Konzentration von Wirkstoffe und deren toxische Wirkungen wurden
mit analytischen und toxikologischen Testverfahren festgestellt. Die Anwendung von
Pestizid-Kombinationen hat einen Mischung-Effekt bei Daphnia magna gezeigt. Im Falle
von Glyphosat chronische toxische Effekten wurden bei Danio rerio {festgestellt.
Nebenwirkungen von Cry-Toxinen wurden bei Daphnia magna und Aedes aegypti gefuttert
mit Bt-Mais untersucht. In den chronischen Tests die Sterblichkeit der Erwachsenen und die
Anzahl an Nachkommen waren signifikant unterschiedlich in den Behandelten- und in
Kontrollgruppen. Um Cry4-Toxin aus Oberflichenwasser zu bestimmen, hat die Autorin
ELISA-System entwickelt in eigenem Labor verwendet. Eine Sterblichkeit Test mit A.
aegypti wurde benutzt, um die Effektivitit die toxinhaltigen Chemikalien in verschieden
Form zu testen. Es wurde festgestellt, dass das Toxin den besten Effekt in der granulierten

Form aufweisen kann.



1. Bevezetés

A kornyezetiinkbe kijuttatott kémiai anyagok egyik nagy csoportjat alkotjdk a
novényvédo szerek, melyeket évtizedek Ota, viladgszerte a mezdgazdasigi termelés sordn a
termés védelme érdekében alkalmaznak (Palumbi, 2001), egyre nagyobb gondot jelentve
ezzel a kornyezet kémiai terhelésére (Barcelé és Hennion, 1997) és a bioldgiai sokféleség
megorzésére (Vitousek et al., 1997). A technoldgidk fejlodésével a régebben hasznalt
természetes hatéanyagokat (pl. nikotin, kén) felvéltottdk a kiilonboz6 szintetikus vegyiiletek.
Az iparszerll, nagyiizemi mezdgazdasag, a monokultirds termesztés a kartevok nagymértékii
felszaporoddsaval jar egyiitt, igy a termés megodvasa fontos feladat. A folyamatosan névekvo
novényvédodszer-haszndlat hazankban (Darvas, 2000) és vildgviszonylatban is a hatvanas-
hetvenes években tetdzott, fOként perzisztens klorozott szénhidrogének (pl. DDT, dieldrin,
campechlor) alkalmazasdval. Hasznalatukkal a novénytermesztés biztonsdgosabbd valt,
csokkent az egységnyi termék elddllitdsanak koltsége, bar ezzel parhuzamosan szamtalan
nemkivanatos mellékhatds is megjelent (Darvas, 1999a). Ebben az idészakban még elényos
tulajdonsagnak tekintették, ha egy anyag hosszu ideig a kornyezetben maradt, mert igy
hosszu hatdstinak mutatkozott.

Rachel Carson 1962-ben megjelent konyve, a Néma tavasz volt a tdrsadalom szdmadra az
elsé jol érzékelhetd figyelmeztetés, amely a megmaraddképes (perzisztens) vegyszerek
veszélyeire felhivta a figyelmet (Carson, 1962). Idovel ezeket a hatéanyagokat felvaltottdk az
egyre specifikusabb, kornyezetkimélobb hatdsmodi anyagok. A felhaszndlt szerek
mennyiségében csokkend tendencia mutatkozott, de néhdny igen perzisztens vegyiilet
egészen az FEurdépai Unids csatlakozdst koveté hatéanyag-revizidig széleskoriien
alkalmazdsban maradt. A klérozott szénhidrogének hazai utolsé képviseldjét, a lindane
hatéanyagot 2008-ban vontdk ki a forgalombdl. (Darvas, 2000; Pethd és Griff, 2012). A
nagyfoku perzisztencidval rendelkez0 anyagokat POP (Persistent Organic Pollutant)-
vegylileteknek nevezziik (United Nations, 2001). Szdmos kémiai anyag csak meghatdrozott
koriilmények kozott tekinthetd hosszitavon stabilnak, ezek az tn. médsodrendll perzisztens
vegyiiletek (pl. atrazine) (Eljarrat és Barceld, 2003).

A novényvédelem fontos és idOszerli kérdése a perzisztencia jelensége. Mig kordbban, a
70-es években — a hatdstartam fokozdsidra — minél stabilabb és hosszu id6n at megmaradé
hat6anyagokat fejlesztettek, addigra ma mar — a kornyezetterhelés csokkentése érdekében — a
perzisztens szerek visszaszoritdsa a cél. A kornyezetvédelmi szempontok eldtérbe keriilése

révén a gyorsabb lebomldsd, Osszetett €s specifikus hatdsi anyagok véltottdk fel a
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kordbbiakat. Az, hogy egy adott vegyiilet perzisztensnek tekinthetd-e, szdmos tényezo6tol
fligg, emellett a megmaradoképesség tadg hatarok kozott mozog. Dolgozatomban ilyen,
bizonyos kornyezeti feltételek mellett perzisztens anyagokat vizsgidltam és hasonlitottam
ossze. Ezek némelyike (pl. atrazine, trifluralin, acetochlor) mésodrendii perzisztens
novényvédodszer-hatéanyagok (REF), mig egyes, a géntechnoldgiai tton moddositott (GM)
novényekben termelddd transzgenikus toxinfehérjék (pl. CrylAb) a novényi sejtekben a
lebomlés ellen védelmet nyerve szintén mutatnak bizonyos perzisztens jelleget (Székacs és
Darvas, 2012a).

A novényvédd szerek jelenlegi engedélyezési eljardsaiban Kkitiintetett szereptieck a
toxikoldgiai és 0kotoxikoldgiai hatasvizsgalatok. Munkank sordn célunk volt felmérni a vizes
kornyezetbe kijutd, novényvédelmi célokat szolgdlé vegyiiletek hatdsait és lebomldsi
mintdzatat, kiilonosképpen a nem célszervezetek korében. A kikeriilt novényvédd szerek
szamos esetben haszndlatuk befejeztével is a kornyezetben maradnak, igy azzal egyéb €16
szervezetek, és végso soron az emberi tdrsadalmak is kapcsolatba keriilhetnek (Coupe et al.,
2011; Hanke et al., 2010). Ezen anyagok nem csupdn akut mérgezést okozhatnak, hanem a
folyamatos, alacsony koncentraciéju kitettség hatdsara kronikus folyamatokat indithatnak el,
emellett felerdsithetnek egyéb hatdsokat is (Mann és Bidwell, 1999; Perkins et al., 2000).

Munkam sordn célom volt természetes kornyezetbOdl szarmazé talaj- €s vizmintakban,
illetve természetes €l0helyet modellezd laboratériumi kisérletben vizsgdlni a ndovényvédo
szerek hatdstartamat, az akut és a kronikus expozicié hatdsait mind analitikai, mind
toxikoldgiai moddszerek segitségével. Mindezek segitségével, munkdnkkal megprébaltuk
felhivni a figyelmet arra, hogy egy uj tipusi novényvédd hatdanyag engedélyezésénél
kiemelkedden fontos a széleskorli vizsgélat, tilmutatva a kotelezben eldirtakon, illetve a

legtjabb toxikoldgiai és okotoxikoldgiai értékelések figyelembe vétele.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A n6vényvédod szerek a mezdgazdasag gyakorlataban

2.1.1. NOvényvédo szerek felhasznalasa

A novényvédo szerek csoportositdsa torténhet a célszervezet vagy a kémiai szerkezet,
tulajdonsagok alapjan. A novényvédo szerek célszervezet szerinti nagy csoportjait az allatirtd
(zoocid), a gyomirtd (herbicid), illetve a gombadld (fungicid) és egyéb mikrébaellenes
vegyliletek alkotjdk (Darvas és Székacs, 2006). Az irtészerek alcsoportjait a célcsoportok
nevébdl a -cid raggal képezziik (pl. rovarirté — inszekticid, szinyogirté — moszkitocid) (Vétek
és Nagy, 2011). A zoocid szerek nagy része idegméreg, az 4llatok idegrendszerének
mukodését befolydsolja, de vannak hormondlis hatdsd, fejlodést géatlé és toxin(oka)t
tartalmazo szerek is. A gyomirtd hatdsi herbicidek kozé szintén szamos, eltérd kémiai
szerkezetli hatéanyag sorolhatd, altaldnos sejtmérgek (dsvanyi olajak), hormonhatdsu vagy a
fotoszintetikus rendszer miikodését géatlé anyagok, csirdzasgatlok, illetve makromolekuldk
bioszintéziseinek gatléi. A fungicidek a gombdk okozta betegségek elleni védelmet
biztositjdk. Ebben a felhaszndldsi csoportban is megtaldlhatéak az daltalanos sejtmérgek
(foként réz- és kénvegyiiletek), sejtlégzés-, novekedés- és kiillonbozd makromolekula-
bioszintézis gatlok. Megkiilonboztethetiink biolégiai vagy kémiai eredetii szereket, eldbbiek
természetes forrasiak (pl. mikroorganizmus, ndvény 4ltal termelt vegyiiletek), utébbiakra
szintetikus elddllitds jellemzd (pl. szerves foszforsav-észterek, karbamaétok, kldrozott
szénhidrogének) (Székacs, 2006).

Az elmult fél évszazad alatt az alkalmazott inszekticid hatéanyagok 95%-a kémiai, alig
5%-a pedig bioldgiai dgens volt (parazitoidok, ragadozok, rovarokat megbetegitd mikrobidlis
eredetli anyagok). A kémiai hatéanyagok dontd tobbsége szintetikus eredetli volt, melynek
60%-4t az idegmérgek (klérozott szénhidrogének, szerves foszforsav-észterek, zoocid
karbamadtok, piretroidok és neonikotinoidok), 33%-at egyéb szintetikus vegyiiletek, 7%-at
pedig IDRD (Insect Development and Reproduction Disrupters, rovar-egyedfejlodést és -
szaporodast zavar6 hatdsi) anyagok tették ki. Mig az engedélyezett vegyiiletek szdma 2001-
ig emelkedd tendencidt mutatott — ami a hazai hatéanyag-revizié elmaraddsdra vezethetd
vissza —, addig ezt kovetden jelentds csokkenés tapasztalhat6. 2013-ban — az Eurépai Unid
altal tobb 1épcsOben megvaldsitott hatéanyag-revizié miatt — mar csak 71 hatdéanyag
haszndlata megengedett, s e tekintetben is a kornyezetbarit védekezési modok eldretorését
varhatjuk. Az EU novényvéddszer-revizidja igen jelentds mértékben csokkentette a szerves

foszforsav-észterek, zoocid karbamatok, akaricidek és egyéb szintetikus vegyiiletek korét
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(Darvas et al., 2013). A 2000-es évek magyarorszagi novényvéddszer-értékesités alakuldsat

szemlélteti az 1. abra.
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1. dbra. A novényvéddszer-értékesités alakulasa Magyarorszdgon 2000 és 2012 kozott
(Boldog, 2013)

A 2013-as feldolgozott magyarorszagi adatok alapjan a 2012-es gazdalkodasi évben a
kezelt teriiletek legnagyobb hanyaddn gyomirté szert alkalmaztak. Az értékesitett
novényvédd szerek mennyisége 22994 tonna (8779 tonna hatéanyag) volt, amelynek
legnagyobb részét (42%-at) a gyomirtd szerek tették ki, 20%-a rovardld szer, 19%-a
gombadld szer, a maradék 18% pedig az egyéb szerek kozé tartozott. A legaldbb egyszer
novényvédod szerrel kezelt mezdgazdasdgi teriilet nagysdga kozel 3 millié hektar volt
(Boldog, 2013). A hazai fajlagos novényvédOszer-felhaszndlds eurdpai szinten atlagosnak
mondhat6. Ma Magyarorszdgon a novényvédOszer-piacot hat nagyvadllalat (Bayer, BASF,
Dow AgroSciences, DuPont, Monsanto, Syngenta) uralja, egyiitt az orszdgos forgalom
mintegy 80%-at lefedik (Vago, 2013).

A ndvényvédo szerek Eurdpai Unids szabdlyozdsa 2009-ben az 1107/2009/EK rendelet
elfogaddsa révén egységesitett rendszer 1étrehozdsdnak irdnydba mozdult el. Ez, illetve a
szermaradék-hatdrértékeket szabdlyozd 396/2005/EK rendelet, a 91/414/EGK tandcsi
irdnyelv mdédositdsa és a peszticidek fenntarthatd haszndlatardl sz616 2009/128/EK irdnyelv a
novényvédod szerek szabdlyozasdnak uj eurdpai keretét biztositjdk (Németh és Székics,
2012).

A vegyl anyagok jelenlegi szabalyozasdnak egyik anomdlidja a peszticid és biocid
kategdridk egymastdl eltérd gyakorlati besoroldasabdl és jogi megitélésébdl ered. Egyazon
hatéanyag ugyanis mas megitélésben részesiil és mds jogi besorolds ald esik, amennyiben

biocidként (kozegészségiigyl alkalmazds) és masba, ha novényvédo szerként alkalmazzak,
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mikozben mind kémiai, mind Okotoxikoldgiai tulajdonsidgai alkalmazastdl fiiggetleniil
értelemszerlien azonosak maradnak. Ezen tdlmenden még dallatgydgyaszati felhasznalasu
szerek kozott tobb akaricid is feltalalhatd. Ilyen tobbes megitélésii hatdanyagok a mara
visszavont malathion vagy a jelenleg is alkalmazhatd deltamethrin, de ide tartoznak a
mikrobidlis eredetli és rokon lektinfehérjék, a Cry-toxinok is. Kornyezetanalitikai és
okotoxikoldgiai szempontbdl irrelevdns, hogy adott hatéanyagot allatgydgyaszati,
novényvédelmi vagy kozegészségiigyi célzattal juttatnak ki, a fontos tényez6 az, hogy — adott
kijuttatdsi forma mellett — meddig marad fenn a kornyezetben, illetve milyen mértékii

expoziciot és ezen keresztiil (6ko)toxikus hatést teremt.

2.1.2. Novényvédo szerek hasznalatdnak kornyezeti aggélyai

Az Eurépai Kornyezetvédelmi Ugynokség (EEA — European Environment Agency)
megallapitdsa szerint az EU orszdgain beliil potencidlisan kornyezetetszennyez6 tevékenység
tobb mint 3 milli6 helyszinen zajlik, e teriiletek 8%-a szennyezett és remedidciora szorul. Az
eldrevetitések alapjan ez az arany 2025-re akar 50% is lehet. Leggyakoribb szennyezdként
nehézfémeket, dsvanyi olajakat, policiklusos aromds szénhidrogéneket, fenolokat, klérozott
szénhidrogéneket és egyéb novényvédo szereket azonositottak Eurépaban (Rodrigues et al.,
2009). VizszennyezOk esetében foként kiillonbozdé szénhidrogének, szervetlen anionok,
nehéztémek, ill. novényvédd szerek tiinnek fel. Talajok esetében a mezOgazdasagi
tevékenységbdl eredd szennyezések a leggyakoribbak, melynek kovetkeztében szikesedés,
termoOképesség elveszitése és elsivatagosodds léphet fel (Lal, 1990). A nem megfeleld
kijuttatds sordn a novényvédd szerek a célszervezeteken kiviil kdrosithatjak a teriilet
természetes €10vildgat is (Rohr és Crumrine, 2005).

A novényvédd szerek potencidlis veszElyt jelenthetnek az €16 szervezetekre. Még a
legszigoribb kezelési eldirdsok betartdsa mellett is megvan az esélye, hogy a Kkijuttatott
készitmény nem, vagy nem csak a célteriiletre jut el. A kijuttatdskor eléforduld elsodréddson
kiviil erre tobbféle ttvonalon (elpdrolgds, lemosddas, lefolyds, kimosddas stb.), kiilonb6zo
természeti jelenségek (sz€l, viz, €l6lények stb.) altal, kémiai reakciok (oxidécid, redukcio,
konjugécid, hidrolizis stb.) ttjan van lehetdség. A vegyiiletek sorsat ezen kiviill még szamos
egyéb paraméter befolydsolhatja (pl. vizoldhatésdg, pH, a talaj oxigénelldtottsdga és
mikrobidlis aktivitisa, perzisztencia stb.). Utjuk sordn higulhatnak, feldisulhatnak,
kotddhetnek a talajdsvanyokhoz, a lebomlds sordn pedig kiillonbozé — akér toxikus —

metabolitok is keletkezhetnek. Egy vegyiilet sorsat kémiai tulajdonsagai és a kornyezeti
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feltételek egyiittesen szabjadk meg (Seiber, 2002). A vegyiiletek kornyezeti sorsdnak
megjosoldsara szdmos mddszer 1étezik (pl. fizikai, matematikai modellek), melyek a lehetd
legtobb paramétert probaljak figyelembe venni (Jetten et al., 1999; Borah és Bera, 2003).

A legfontosabb mérészamok a vizoldhatésag, Koy (oktanol-viz megoszlasi koefficiens), a
felezési id6 (DTso — az az id6, amely a vegyiilet 50%-anak lebomldsdhoz sziikséges a
talajban) és a K, (szerves szén-viz megoszlasi koefficiens — a vegyiilet szerves anyaghoz
val6 kotését jellemzi), melyek alapjan egy adott hatéanyag kornyezeti sorsa jellemezhetd
(FAO, 2003).

Az él6 szervezetek daltal felvett vegyiiletek sorsa is igen valtozatos. Leggyakrabban
valamely detoxifikdcios enzimrendszer segitségével a szervezet kivalasztja, mint metabolitot.
Amennyiben vizoldhaté vegyiiletr6l van sz6, a termék iiritésre keriil. A lipofil anyagok
képesek bioakkumulédciéra, azaz feldisulni és raktdrozédni valamely szoévetben. Ebben
altaldban a lipidgazdag szovetek érintettek (pl. csontveld, ivarszervek, zsirszovet, emld stb.).
Ha a felduisulas téaplaléklanc mentén kovetkezik be, biomagnifikédciordl beszéliink. Ebben az
esetben nagysdgrendbeli novekedés tapasztalhat6 a vegyiilet koncentricidjdban. Egy vegyiilet
egészségligyi kockazatanak jellemzéséhez a legfontosabb paraméterek a koncentracié/dézis
és a kitettség. Az ivdvizet szennyezd anyagok veszélyessége nagyrészt abban rejlik, hogy
kronikus kitettséget hoznak 1étre (Darvas, 2006a).

Az él6 szervezeteket kdrosité anyagokat toxikus hatdsuk alapjin kiilonb6z6 csoportokba
sorolhatjuk. Az akut hatdsokon tdl szdmos szennyezd hosszutavu, kronikus toxikus hatdssal
rendelkezik. Ide soroljuk az orokitdanyag-karositokat (mutagének), rendellenes fejlodést
okozokat (teratogének), rakkeltoket (karcinogének) és a hormonrendszer karositoit
(hormonmodulansok) (Darvas et al., 2009a).

A hatéanyagokat nem elegendd azonban onmagukban vizsgdlni, mivel az él6lények
gyakran egyszerre tObb vegyi anyag hatdsdanak vannak kitéve. Kiilonb6z6é kolcsonhatdsok
révén hatasuk Osszeadddhat (addicid), feler6sodhet (szinergizmus), de eléfordulnak gatlé
hatdsok is (antagonizmus). Szdmos taxon esetében — zooplanktonok, algdk — egyes
inszekticidek (carbaryl, malathion, chlorpyrifos, diazinon, endosulfan) keverékének egyiittes
hatdsa nem tér el jelentdsen az egyenkénti alkalmazds okozta toxicitastdl, vagyis a hatdsok
alapvizsgdlatok eredményei alapjan becsiilhetéek. Ugyanezen rovaroloket kétéltiieken
alkalmazva ugyanakkor szinergista hatds mérhetd. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg
herbicidek (acetochlor, metolachlor, glyphosate, 2,4-D, atrazine) keverékének vizsgdlata
soran is (Relyea, 2009). Emellett, a szubletdlis koncentracidéban jelenlévd szennyezd

vegyliletek egyéb stresszfaktorok hatdsat is felerdsithetik (pl. ragadozdstressz, kompeticid,
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abiotikus tényezdk) (Jones et al., 2010; Janssen és Stoks, 2013). A vizi életk6zosségekbe
bekeriild szennyez0 anyagok az egyéni toxicitdson tdl a kozosségek szerkezetére is hatdssal
vannak (Relyea és Hoverman, 2006).

Héarom olyan nemzetkozi szervezet ismert, melyek mértékadéak a kémiai anyagok
kronikus veszélyességének megitélésében és besoroldsdban: az IARC (WHO Nemzetkozi
Rékkutaté Ugynoksége — International Agency for Research on Cancer), az US EPA (az
Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala — United States Environmental
Protection Agency), illetve az Eurépai Uni6 CMR (Carcinogenic/ Mutagenic/ Toxic to
reproduction) listija, melyen a karcinogén, mutagén é&s reprotoxikus vegyi anyagok

szerepelnek.

2.1.3. Viz- és talajszennyez6 novényvédo szerek

Az agrartevékenységbdl szarmazd szennyezések vizes lefolydsok éltal kozvetleniil vagy
kozvetve bekeriilhetnek természetes vizgyiijtokbe, ahol dlland6 szennyezési forrast taplalnak.
A felszin alatti vizek védelme az ivoviz tisztasdgédnak szempontjdbol kiemelked6 feladat. A
kornyezeti hatdsok figyelembevétele okdn mar a 90-es évek kozepén megéllapitottak, hogy a
novényvédodszer-haszndlatot a lehetd legkisebb mértékre kell csokkenteni (McLaughlin és
Mineau, 1995). Szamos olyan szer maradéka taldlhaté meg vizes kornyezetben, amely nem
engedélyezett vizes élohelyen torténd felhasznéldsra, tehat szennyezés utjan keriilt oda
(Thompson et al., 2004).

A felszini vizeket foként diffiz (nagy kiterjedésii, kis koncentracidji) szennyezés
formdjaban veszélyeztetik a mezOgazdasagi termelés soran alkalmazott novényvédo szerek.
A felszini vizek novényvéddszer-tartalma az egyik legjobb indikdtor a nem pontszeri
szennyezések észlelésére, ezért fontos ezek rendszeres ellendrzése. A szennyezések
mérséklését alapvetden a teriilethaszndlat, a gazddlkoddsi gyakorlat, valamint az er6zi6
szabdlyozdsan keresztiil lehet véghezvinni (Kovics és Clement, 2008). Az elszoértan
alkalmazott szennyvizont6z€s szintén szamos kornyezeti problémat vet fel, mivel a novények
a szennyvizben taldlhaté szerves vegyiileteket képesek felvenni és akkumuldlni, igy a
taplaléklancba juttatni, valamint az 6ntoz€s hatdsara ezek az anyagok mobilissad vélva egyéb
helyekre is eljuthatnak, perzisztencidjuk €s bioldgiai hozzéaférhetdségiik is megvaltozhat
(Miiller et al., 2007).

A hazai novényvédelmi hédlézat 1994 €s 2000 kozott kétezer felszini vizmintat vizsgalt

meg vizszennyezd hatdéanyagra vonatkozdan. A leggyakoribb felszini vizszennyezdnek az
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atrazine (>100 ppb) bizonyult, amit a mintdk 6%-dabol mutattak ki. A mintdk 4%-a
tartalmazott egy mdsik kukorica-gyomirtét, az acetochlort, 3%-a pedig HCH és diazinon
rovarirtokat (Kéroly et al., 2001).

Az atrazine- mely a triazin herbicidek kozé sorolhat6 hatéanyag - aerob koriilmények kozott,
a talaj felsé rétegében kozepes gyorsasdggal bomlik, azonban bemosddéds utdn a mélyebb
rétegekben, oxigén hidnydban, valamint a talajvizben perzisztens médon viselkedik. Az
atrazine esetében ecetmuslicin (Drosophila melanogaster) végzett tesztek tobbek kozott
aneuploiditast (Murnik és Nash, 1977) és szomatikus mutaciokat, rekombindcids zavarokat
(Tripathy et al., 1993) mutattak ki. Humén limfocitdn in vitro kisérletben az atrazine
kromoszémarendellenességet okozott (Meisner et al., 1992). Mér kis koncentrdciéban (100
pg/ml) is hormonmoduldns hatdst kétéltliekre, a him békdk hermafrodita fejlodését képes
kivaltani (Colborn et al., 1996). Hayes és munkatarsai afrikai karmosbékakkal (Xenopus
laevis) végzett kisérletei is ezt timasztottdk ald (Hayes et al., 2002; Hayes et al., 2003). Egy
2008-ban sziiletett feliilvizsgalatban 95 atrazine-nal foglalkoz6 tanulmanyt vetettek Ossze,
mely alapjan a kornyezetben megtaldlhaté koncentracidban az atrazine reprodukciora és ivari
fejlodésmenetre kifejtett negativ hatdsat a halak, kétéltliek é€s hiillok esetében viszont nem
talaltdk bizonyitottnak (Solomon et al., 2008). Rohr és McCoy 2010-es metaanalizisében
édesvizi halakkal és kétéltliekkel kapcsolatos vizsgédlatok elemzése utdn az atrazine-nak
metamorfézis kozbeni méretcsokkentd hatdst, immungyengitést, spermatogenezis gatlast
tulajdonit (Rohr és McCoy, 2010).

2000 és 2004 kozott Magyarorszagon kiilonbozd eredetii felszini vizekbdl (csapviz,
Duna viz, egyéb tavak és folyok) szdrmazd hatszdz felszinivizminta 60%-a tartalmazott
detektdlhaté mennyiségli szermaradékot (Maloschik et al., 2007). Ezen vizsgalatban is
kiemelhet6 volt harom hatéanyag, a diazinon, az atrazine €s az acetochlor.

Az acetochlor (klér-acetamid gyomirtdszer) hatéanyag in vitro tesztekben (pl., Ashby et al.,
1996) genotoxikusnak bizonyult, viszont az in vivo tesztek eredményei nem utaltak
egyértelmiilen mutagén potencidlra. Hosszitava vizsgélatokban kiillonboz6 tipusd daganatok
eléforduldsdnak gyakorisagat novelte. Okotoxikoldgiai vizsgdlatokban nagyon toxikusnak
bizonyult vizi €16 szervezetekre (NOAEL értéke 0,2 ug/l) (EFSA, 2011). A metolachlor
mutagén és citotoxikus hatdst in vitro és in vivo tesztekben nem mutatott, de
patkanyvizsgalatokon alapulé eredmények alapjdn lehetséges humdn karcinogén anyagnak
mindsitették (US EPA, 2003). Okotoxikolégiai tesztekben foként kétéltiieken mutatott

toxikus hatasokat (Osano et al., 2002; Mazanti et al., 2003). A szerves foszforsav-észter
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diazinon rovarev0 madarakon akut és kronikus toxicitast okozhat, emellett erdsen toxikus
vizi €10 szervezetekre (European Commission, 2006).

Ezt kovetden 2006 és 2008 kozott foként koldgiai milvelésti teriiletek viznyerd helyein
a mintdk 25-80%-aban volt kimutathat6 diazinon-szennyezettség (<50 ppb). A mintdk kozel
fele atrazine (<250 ppb) és trifluralin (<50 ppb) hatéanyagokat tartalmazott. A trifluralinnal
végzett korai teszteknél kromoszémarendellenesség mutatkozott humédn csontveldsejtekben
in vivo kisérletben (Nehéz et al., 1979), D. melanogaster-tesztben pedig aneuploiditds 1épett
fel (Murnik, 1978). Az Eurdpai Bizottsdg 2010-ben kelt jelentésében e hatéanyagnak vizi
szervezetekre (foként halakra) kiemelkedden toxikus tulajdonsdgat tartotta kellden
megalapozottnak (European Commission, 2010).

A szermaradék-monitoring program elérhetd éves jelentései a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsdgi Hivatal (NEBIH) publikus honlapjan 2002-2009 kozétti idészakra vonatkozéan
taldlhatéak meg (http://www.nebih.gov.hu).

Szermaradékot tartalmazé mintdk ardnya
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2. dbra. A vizsgalt mintdk kozott szermaradékot tartalmazok ardnya (%) 2002-2009 kozott

Tovéabbi fontos vizszennyezd hatéanyag a glyphosate, mely esetben a hatdanyag és
bomlastermékének szermaradékként valdé kimutatidsa nehézkes (Stalikas és Konidari, 2001;
Székacs és Darvas, 2012b). A kémiai analizist neheziti a kiemelkedd vizoldhat6sdg, a rossz
detektalhatosdg és a természetes koriilmények kozott bekovetkezd gyors lebomlds. A
meghatarozasukra ezért daltaldban egyedi mddszert alkalmaznak, amely gyakran
szarmazékképzést is magaban foglal. A kombindlt megengedett szermaradékszint (MLR —

maximum residue level) glyphosate-ra és metabolitjaira (pl. AMPA — amino-metil-foszfonsav)
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ivovizben 0,1 ng/ml az Eurépai Unié teriiletén (European Council, 1998). Tovabbi problémat
jelent, hogy a vizben gyorsan mozg6 hat6anyag és bomlasterméke a talaj szerves- és dsvanyi
anyag tartalmédhoz er0sen kotodik (fémionokkal komplexet képezhet), igy a talaj matrixaban
relativ immobilissa valik (Moorman és Keller, 1996; Giesy et al., 2000). Ennek ellenére a
talaj repedésein keresztiil torténd lefolyds €s a csapadékkal valé lemosddés segitségével
konnyen bejuthat a felszini és talajvizbe, ezdltal veszélyeztetve az ivovizbazist (Coupe et al.,
2011; Hanke et al., 2010). Magyarorszagon a kornyezeti allapotfelmérd vizsgédlatokbol
altaldban kimaradt ez a hatéanyag, azonban mds orszdgokban rendszeres el6forduldst
detektaltak. Ezek a monitorozasok foként kis mennyiségben, de nagy gyakorisdgban mutattak
ki glyphosate-ot és AMPA-t (Ludvigsen és Lode 2001; Battaglin et al., 2005; Struger et al.,
2008). Az elsdgenericids transzgenikus novények egyik tipusa, a glyphosate-tiird novények
(pl. Roundup Ready® széja, kukorica) megjelenésével a herbicid preemergens hasznalata
mellett a posztemergens haszndlatat is engedélyezték, amely tovdbb fokozza a kornyezeti
terhelést (Székacs és Darvas, 2012b). A glyphosate hatéanyag, illetve a forgalomban 1évo
készitmények mellékhatdsairdl jelentds szakmai vita folyik, szdmos terheld eredménnyel. Az
utébbi években tobb kutatdsban toxikus (Mann és Bidwell 1999; Relyea 2005; Relyea és
Jones 2009; Jones et al., 2010; Lajmanovich et al., 2010) és teratogéngyants hatdsinak
(Perkins et al., 2000; Lajmanovich et al., 2005; Paganelli et al., 2010; Jayawardene et al.,
2010) mutatkozott kétéltlieken és madarakon. Emellett csokkenti bizonyos ndvények
betegségekkel szembeni ellendlld képességét, mikozben segiti pl. a Fusarium fajok
gyokereken torténd kolonalizaciéjat (Johal és Huber, 2009; Zobiole et al., 2011).

A fentebb emlitett hatbanyagok nagy része az utébbi években kivondsra keriilt az Eurdpai
Uniéban (2002: metolachlor, 2004: atrazine, HCH, 2007: diazinon, 2010: trifluralin, 2012:
acetochlor), ugyanakkor a glyphosate 2015-ig, az S-metolachlor pedig 2017-ig engedélyezett
hatéanyagnak szamit az Eurépai Unidban (EU Pesticides Database). A Magyarorszagon is
érvényes EU Irdnyelv a felszin alatti vizekre a maximélisan megengedhetd hatirértéket egyes
novényvédo szerekre 0,1 ng/ml, az Osszes novényvédOszer-maradékokra pedig 0,5 ng/ml
koncentraciéban hatdrozza meg (European Parliament and Council, 2006).

A novényvédd szerek jellemzésekor fontos megjegyezni, hogy a hatéanyagokat nem
onmagukban, hanem készitményként kiilonboz6 segédanyagokkal keverve hozzdk
forgalomba. A novényvédd szerek formdazdsahoz hasznélt adjuvdnsok kozott sokféle
vegyliletet taldlunk, f6 tipusaik az old6dés- és megtapadds-fokozok. A ndvényvédOszer-
formazo feliiletaktiv anyagok kozvetlen diszperzi6 vagy szennyviz ttjan jutnak a kornyezetbe

(Sz€kacs és Darvas, 2012b). Ezeknek inaktiv osszetevOknek kellene lenniiik, mégis gyakran
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fejtenek ki a hatéanyagokra nézve szinergens hatdst. A toxikoldgia ezeket a kombinacids
hatdsokat kevéssé tarta fel. Mig készitményeknél az aktiv hatéanyagra valé informaciok jol
kovethetok, addig a készitmények formazoszereit gyartdi szabadalmak védik. Ezekben kozos,
hogy az erre a célra felhasznalt anyagokat karosité hatds nélkiilinek tekintik (Székacs és
Darvas, 2012b). A feliiletaktiv anyagok szabadfoldi alkalmazésa utdn bekovetkezd kornyezeti
sorsardl kevés adat dll rendelkezésre, bar szdmos kedvezdtlen hatdsukra deriilt fény. Az
Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (EPA) a bioldgiailag inert feliiletaktiv anyagot
(POEA - polietoxilélt faggytiamin) halakon toxikusabbnak osztdlyozta a vele alkalmazott
aktiv hatéanyagndl (glyphosate) (Székacs és Darvas, 2012b). A POEA megvéltoztatja a
sejtmembrdin dteresztOképességét, igy erdsitheti a bioldgiailag aktiv anyagok apoptdzisra és -
nekrézisra gyakorolt hatdsat. Szdmos feliiletaktiv anyag befolydsolhatja a gerincesek
egészségi allapotat, embriondlis fejlodését €s hormonegyensulyat, foként vizi €l0helyeken
(Benachour és Séralini, 2009; Paganelli et al., 2010). Guilherme és munkatérsai kiilonb6z6
Roundup készitményeket vizsgaltak, az eurépai angolna (Anguilla anguilla) vérsejtjein DNS-
karositonak talaltdk azokat (Guilherme et al., 2012). A toxikoldgiai kutatdsokban az egyedi
toxicitas altaldban jol kézben tartott, azonban a kombinaciok hatdsainak vizsgédlata komoly
nehézséget jelent, hiszen sok esetben az antagonizdld, az additiv és a szinergizdlé hatdsok
nagyon is mds toxikoldgiai profilt eredményeznek (Székécs és Darvas, 2012b).

A novényvédod szerek engedélyezési folyamatdban a nem célszervezetek esetében
kockdzatbecslést kell végezni. Vizi szervezetek esetében a 44/2000 EiiM rendelet eldirdsait
alkalmazza a hatésdg. Azon novényvédd szerekre nézve, amelyek nem tartoznak a
novényvédo szerek forgalomba hozataldnak engedélyezésére vonatkozd rendelet (89/2004.
(V. 15.) FVM rendelet) hatdlya ala, toxicitdson, azaz a novényvédo szerek veszélyességén
alapul6 besorolast kell alkalmazni, a legérzékenyebb tesztelt vizi szervezet alapjan. A vizi
élolények védelme érdekében minden esetben a viz koriil pufferzonat kell kijelolni, melyen
beliil nem torténhet kezelés. A pufferzona kijelolése kockazatbecslés vagy ennek hianyaban

veszélyességi besorolas alapjdn torténhet.

A talajok tipusa, vizellatottsdga, fizikai szerkezete és kémiai Osszetétele (pl. anion- és
kationtartalma, pH) valamint mikrobidlis aktivitisa nagyban befolydsolja a bekeriild
novényvédodszer-hatéanyagok tovabbi sorsiat. Némely hatéanyag (pl. triazinok, karbamatok) a
talaj szervesanyag-tartalmdhoz kotodnek, masok viszont csak bizonyos Osszetételll
részecskéken adszorbedlédnak. A vegyiiletek talajon beliilli mobilitdsat jellemzi a

talajadszorbcids dlland6 (Ky), amely a hatéanyag megoszlasi hdnyadosa a vizes fazis és a
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talajrészecskék kozott. A permetezdszerek kijuttatdsakor a készitmény nagy része a novény
helyett kozvetleniil a talajfelszinre keriil. A talajra keriild hatéanyag UV-sugdrzas hatdsdra
elbomolhat, kétddhet a talajkolloidokhoz (pl. 2,4-D), illetve a vizoldhat6 vegyiiletek a talaj
mélyebb rétegeibe mosddhatnak. Az 1968-ban — a vildgon elséként Magyarorszagon —
betiltott rovardld szernek, a DDT-nek mdig mérhetd nyomai taldlhatok talajainkban. A 90-es
években a megyei novényvédelmi halézat nagy mennyiségli mintit vizsgalt meg, és azt
taldltdk, hogy hazai talajainkban a DDT és bomlisterméke, a DDE maradékainak
eléforduldsa a leggyakoribb. A talajok 20-30%-4bdl volt kimutathaté atrazine (<100 ppb),
10-20%-abol pedig 2,4-D (200-600 ppb). 1999 és 2002 kozott szantdteriileteken végzett
vizsgdlatok alapjan a talajmintak 8-25%-4ban fordult el6 atrazine, 10-40%-ban 30 ng/g alatti
koncentraciéoban pedig trifluralin gyomirt6 hatéanyag (Oldal et al., 2006). Téli
mintavételez€s sordn kimutatott atrazine-szennyezés a hatéanyag un. masodrendii POP-
(Persistent Organic Pollutant — megmaraddképes szerves szennyezd) vegyiilet jellegét
igazolja, mivel 8-9 hénappal a kijuttatds utdn is detektdlhat6 volt a talajban (Le et al., 1996).
2005 és 2008 kozott foként okoldgiai miivelésii teriiletek vizsgdlva lényegesen kisebb
szennyezettséget detektaltak. Azonban még itt is, a mért 250 minta mintegy 20-30%-4bdl volt
kimutathaté a DDE (<100 ppb). Hasonl6 koncentracioban mutatkozott a mintdk 5-15%-4ban
a 2000-ben kivont lindane (Székacs et al, 2008). A Nemzeti Elelmiszerlénc—biztonszigi
Hivatal nyilvanos jelentéseiben a novényi- és felszini vizmintdk mellett igen kevés esetben
tesznek emlitést talajmintdk vizsgdlatarél, emiatt a szermaradékok megjelenésének éves

alakuldsardl nincsenek informécidk (http.//www.nebih.gov.hu).

2.1.4. Szennyezések kimutatdsdra alkalmazott analitikai eljarasok

A talajmonitoring célja a talajtulajdonsagok térbeni eloszlasdnak és id6beni valtozasainak
feltardsa. Hazdnkban 1992 6ta iizemel a Talajvédelmi Informéciés és Monitoring Rendszer
(TIM), amely a tervezett orszdgos Kornyezetvédelmi Informacios és Monitoring Rendszer
(KIM) egyik els6 miikodo alrendszereként jott létre (Marth és Karkalik, 2004). A TIM
fenntartdsa és lizemeltetése kizarélagosan dllami feladat, miikodése kiterjed az orszag egész
teriiletére, mivelési dgak, tulajdonjog és egyéb szempontok szerinti korlatozdsok nélkiil.
Feladatkorébe tartoznak a helyszini feltardsok €s az évenkénti mintavétel, a talaj- és
talajvizmintdk laboratériumi vizsgalata, a specidlis novényvéddszermaradék-vizsgalatok,
illetve a mikrobiol6giai vizsgédlatok. A TIM célja az orszag talajkészleteinek mindségében

bekovetkezd valtozasok regisztrdlasa és a talajallapot valtozdsainak idébeni nyomonkovetése
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a megfeleld szabdlyozds érdekében. A monitorozds sordn novényvédo szereket €s bizonyos
bomlastermékeiket vizekben és talajokban vizsgéljdk, miiszeres analitikai eljarassal. A
vizsgdlandé paraméterek egy részét csak egyszer, az elsd évben hatdroztdk meg. Az egyes
talajtulajdonsdgok idébeli valtozékonysagatdl fliggden tobb vizsgalatot azonban 1, 3 vagy 6
évente megismételnek. A kordbbi tapasztalatokra tdmaszkodva a novényvédOszer-
hatéanyagok analitikai, toxikoldgiai és felhaszndldsi megfontoldsok alapjan megvdlasztott
korét vizsgaljak, kiilonbozo extrakcids minta-elOkészitési eljarasok, majd azt kovetd
tomegspektrometridas (GC-MS, HPLC-MS) analitikai médszerek segitségével (Marth és
Karkalik, 2004).

A novényvédoszer-hatbanyagok  meghatiarozdsa viz- €és  talajmintdkbdl a
kornyezetanalitika feladata. Az analitikai moddszer fiigg a minta fizikai és kémiai
tulajdonsagaitdl és a vizsgdlni kivant vegyiilet paramétereitdl. A gyakran hasznélatos
modszerek kozé tartoznak a kromatografids (pl. gdz-, folyadék-), spektroszkdpids (pl.
atomabszorbcids-, és atomemisszids-, tomeg-) és immunanalitikai (pl. ELISA) eljarasok.

Novényvédd szerek meghatdrozasdhoz jol alkalmazhat6 a gdzkromatograthoz (GC)
kapcsolt tomegspektrométer (MS) mdédszer (Barcelé és Hennion, 1997; Kreuger, 1998). A
tomegspektrometrids detektalds eldnye az alacsony kimutatdsi hatdrok mellett, hogy a
vegyiiletrdl szerkezeti informéci6 is nyerhet6. A GC-MS vizsgdlatokban talalt vegyiileteket
részint analitikai standardok, részint GC-MS spektrumkonyvtarak (NIST 98, WILEY 7" Ed.)
segitségével azonositjdk (Maloschik et al., 2007). A minta-el6készités sordn a kornyezeti
mintit megfeleld, mérhetd allapotba kell hozni, ami a minta viz-, olaj-, szénhidrat- és
fehérjetartalmatol fiiggéen kiilonb6z0 moddszereket igényel (pl. homogenizdlds, dusitas,
higitds, zavar6 komponensek eltdvolitdsa). Fontos 1épés lehet az extrakcid, a célhatéanyag
kivondsa bizonyos eljardsokkal (Majzik-Solymos et al., 2001). Bizonyos esetekben
szarmazékképzés lehet sziikséges, azaz a célvegyiiletek kémiai médositasa, melynek hatdsara
a kromatografids jelalak, a detektdlhatésdg javulhat. A GC mddszerekben leginkdbb az
illékonysag novelése (H-hidak megsziintetése) és a termikus stabilitds novelése a cél. A GC
mukodésének alapelve, hogy a minta flitott injektorban elpdrolog, majd az oszlopra (pl.
kapillaris) keriil. A minta komponenseit a vivogaz éltal 1étrehozott kényszeraramlas hajtja
végig az oszlopon, ahol azok eltérd erdsségii kolcsonhatasba keriilnek vele. Az 4116 fazishoz
erdsebben kotddo vegyiiletek lassabban, mig a gyengébben kotdddek gyorsabban haladnak és
foként a gazfazisban tartézkodnak. Az oszloprél az egymads utdn tdvozé komponenseket
detektaljuk, az id6 fiiggvényében rogzitett analitikai jel a kromatogram. A retencids id6 a

minta komponenseinek mindségi azonositdsara, mig a cstcsteriilet a minta komponenseinek
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mennyiségi meghatdrozdsara szolgdl. Fontos analitikai jellemzd a kimutatdsi hatar (LOD —
limit of detection), ami az a koncentracid, melynél a jel/zaj-viszony 3. A célvegyiiletek
mennyiségi meghatdrozdsat azonban csak a 10 feletti jel/zaj-viszony mellett (LOQ — limit of
quantitation) lehet megbizhatéan végezni (LiSka €s Slobodnik, 1996; Ma et al., 2003). A
foszforsav és aminosav tipusd herbicidek kimutatdsdban alternativaként megjelent a
nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC — high pressure liquid chromatography), mely
az utobbi évtizedekben egyre nagyobb népszerliségnek drvend nagy szelektivitdsa és sokrétii
alkalmazhatésaga miatt. A folyadékkromatografids médszerekben az elvalasztas a kiilonb6z6
all6 fazisokon (toltetek) ataramlé folyadék halmazallapoti mozgé fazis (eluens) segitségével
torténik. A folyadék aramlasdt HPLC esetében nagynyomdsud pumpdk biztositjdk. A mozgé
fazissal az oszlopba keriild minta 0sszetevoi az 4ll6 fazison optimaélis esetben szétvalnak, az
oszlop végén eltérd idében jelennek meg, és kiilonbozd tulajdonsdgaik (pl. optikai elnyelés,
torésmutatd, vezetoképesség) alapjan detektdlhatok. Napjainkra a folyadékkromatografthoz
kapcsolt tomegspektrometria is rutin médszerré valt. Nagy szelektivitdsa miatt a HPLC-
MS/MS a mai nagymiiszeres analitika egyik legnépszeriibb és egyre szélesebb korben
elterjedt technikija, a nyomnyi mennyiségek komplex matrixokban torténd
meghatirozdsdban az elsd szamu mddszerré 1épett eld az utébbi évtizedben (Kremmer és
Torkos, 2010).

Az immunkémiai mddszerek egyik legismertebb képviselOje az immunoassay, melynek
szamos eltérd valtozata ismert. A legelterjedtebb, peszticiddetektdldshoz haszndlt eljards az
enzimjelzéses immunoassay, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Az ELISA
rendszerek mérési alapelve az, hogy a mérend0 anyaggal (célvegyiilettel) szemben allati
szervezetbdl nyert antitestet alkalmaznak a célvegyiilet szelektiv felismerésére (Morozova et
al., 2005). Ismert indirekt €s direkt versengd ELISA eljards, valamint az un. ,,szendvics”
ELISA mddszer is. Ez utébbi sordn a mérendd anyagra specifikus antitestet fizikai
adszorpcidval szildrd fazison (96-lyukd mikrotiter lemez lyukainak faldn) rogzitik
(érzékenyités), erre viszik rd a mérendd anyagot (standard vagy mintaoldat formdjaban), amit
az antitest szelektiven megkot. Ezutdn célszerlien megvalasztott jelzOenzimmel jelzett
antitestet kotnek a lemezen megkotott mérendd komponenshez. A megkotddott enzim
mennyiségét szubsztrat és kromofér hozzdaddsaval spektrofotometrids eljardssal mérik. A
modszerre optimdlt mérési koncentracidtartomdnyban a mért jel (fényelnyelés) ardnyos a
mérendd anyag mintabeli koncentracidjaval (Davies, 2005). Versengd és szendvics ELISA

modszerrel a glyphosate €s a Cry-toxinok jelenlétét detektaltuk.
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2.1.5. Szennyezések karos hatdsanak kimutatdsara alkalmazott toxikoldgiai eljarasok

A novényvédd szerek veszélyességének megitéléséhez a hatéanyagok engedélyezési
eljarasaiban toxicitdsi teszteket végeznek. Az idegen anyagnak vald kitettség idGtartama és
gyakorisdga alapjan két tipust kiilonboztetiink meg: az akut (heveny) és a krénikus (idiilt)
toxicitast. El6bbi tipus a mérgez0 anyaggal szembeni egyszeri, utébbi pedig huzamosabb
ideig, foként szubletdlis koncentracidban jelen 1év6 szennyezésnek valé expozicié mellett 1€p
fel. A toxicitds kifejezésére az egyik leggyakrabban haszndlt mérészamok az LCsy/LDso-
vagy LCso/LDso/ECso/EDsy -érték (lethal concentration/dose, effective concentration/dose).
Ez alatt az adott vegyiilet azon — letélis vagy effektiv — koncentraciéjat/dézisat értjiik, amely
a vizsgalt tesztédllatokndl 50% mortalitast vagy hatdskifejtést eredményez. Minél kisebb ez az
érték, anndl mérgezObb a hatéanyag az adott tesztszervezetre (Hamilton et al., 1977,
Varnagy, 1995). Az LDsy-, LCso-, ECso- és EDs értékeket legaldbb 6t kiillonb6zo — 1-99%
mortalitdst okozé — koncentracié/dozis alapjan szdmithatjuk ki. Ha a mortalitds és az
alkalmazott dézisok kozott az Osszefiiggés linedris, erre probitanalizist alkalmazhatunk. A
toxikologidban jelenleg hasznalt jelentGsebb mérOszamok még az ENSZ Egészségligyi
Vildgszervezete (WHO) és Mezbgazdasigi és Elelmezési Vildgszervezete (FAO) dltal
definidlt és nyilvantartott NOEL/NOEC és ADI értékek. A NOEL/NOEC (no observed effect
level/concentration — megfigyelhetd hatést ki nem valté dézis/koncentricid), a vizsgalt anyag
azon legnagyobb mennyiségét jelenti, amely még nem okoz semmilyen észlelhet6 véltozast a
tesztszervezeteken. Az ADI (acceptable daily intake — megengedhetd napi bevitel) adott
anyagbdl az elfogadhat6 napi beviteli szintet jelenti mg/testtomeg kg mértékegységben
(Polgédr, 2006). Ez azt a novényvéddszermaradék-mennyiséget jelenti, melyet a
megallapitasakor rendelkezésre all6 Osszes tudomanyos €s kisérleti eredmény alapjan egész
életiink sordn minden érzékelhetd egészségkdrositd hatds nélkiil elfogyaszthatunk. Az ARfD
(acute reference dose — akut referenciaddzis) mg/testtomeg kg egy hatéanyag testsily alapjan
megadott becsiilt mennyisége, amelynek egy humdn populécié (az érzékeny alcsoportokat is
beleértve) rovid 1don 4t (24 6ra vagy kevesebb) kitehetd anélkiil, hogy az élettartam alatt ez
artalmas hatdsok értékelhetd kockazataval jarna (Solecki et al., 2005).

Az akut és kronikus toxicitdis meghatirozdsa a novényvéddszer-hatbanyagok
engedélyezési folyamatdban fontos szerepet jatszik. A vizsgdlatok egyik részének célja az
adott vegyszer emberekre vald veszélyességének feltdrdsa, mig masik része a nem-

célszervezetekre vonatkozé mellékhatdsokat vizsgalja.

24



Human szempontbdl kiemelkedden fontosak a patkanyvizsgdlatok (Rattus norvegicus),
emellett gyakran haszndlnak nyulat (Oryctolagus cuniculas), tengerimalacot (Cavia
porcellus) és kutyat (Canis lupus familiaris), de sziikség esetén mds fajokat is (pl. kecske).
Human szempontbdl fontos elvégzendd vizsgdlatok az etetéses, akut dermadlis, inhal4cids,
bdrirritacids, bor szenzibilizacids és genotoxicitasi tesztek (Darvas, 2006b). In vitro emlds
citogenetikai és emlOs sejten végzett génmutdcids eljardsok mellett ragcsalok testi sejtjeinek
in vivo sejtmagvacska tesztje, illetve csontveloben végzett kromoszoma és citogenetikai
tesztek végrehajtdsa kotelezd. Baktériumokkal (pl. Salmonella typhimurium) in vitro €s in
vivo vizsgalatokat is el kell végezni. Hosszu tavu hatdsok felderitésére kronikus toxicitdsi (2
éves etetéses teszt patkdnyon), karcinogenitdsi (egéren — Mus musculus), reproduktiv
toxicitdsi (patkdnyon és nytlon) és késleltetett neurotoxicitdsi teszteket (hazityikon — Gallus
gallus domesticus) végeznek (91/414/EGK tandcsi irdnyelv).

Az Okotoxikoldgiai szempontbdl megkovetelt vizsgdlatokat szdmos taxon szdmos
modellfajan el kell végezni. Akut toxicitds meghatdrozdsara az alacsonyabb rendii szdrazfoldi
allatok koziil leginkabb a mézel6 méh (Apis mellifera), valamint talajlaké foldigilisztak
(foként Eisenia fetida) és ugrévillasok (pl. Folsomia candida) alkalmasak. Nagyon fontos
vizsgalni a célszervezetek (pl. fitofdg atkdk) ragadozoéit és parazitoidjait (pl. Typhlodromus
pyri és Aphidius rhopalosiphi). Az alacsonyabb rendill vizi gerinctelenek esetén kiilonbséget
kell tenni az allovizi, és a folydvizi, illetve az itt taldlhaté eltéré tulajdonsdgu életterek
élolényei kozott. A bentoszban — vagyis a viz-szilard test fazishatdran — €16 allatok koziil a
csovajo féreg (Tubifex tubifex), a — planktonban — azaz a vizben lebegd €101énykozosségben —
eléforduldk koziil a Daphnia- fajokat alkalmazzak leggyakrabban a toxicitdsi tesztekben
(Polgar és Schmera, 2006). Vizi gerinctelenek esetében a kronikus vizsgalatokba foként
Daphnia fajokat vonnak be, emellett egy tetszéleges vizi rovar- €s csigafajon mért
eredményeket is kozolni kell. Herbicidek esetében az algandvekedésre gyakorolt hatdst is
vizsgdlni kell (pl. Selenastrum capricornutum vagy Pseudokirchneriella subcapitata
fajokon). Az iiledéklakék modelldllataként gyakran valasztjdk az d4rvaszinyog fajokat
(Chironomus sp.). Vizi gerincesek koziil gyakran haszndlt tesztillatok a szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss), a ponty (Cyprinus carpio), de kedvelt tesztfaj a zebradanio
is (Danio rerio). A halak esetében az akut teszteken feliil kronikus vizsgalatokat is végeznek
(pl. halivadékok kronikus vizsgélata, halakon mért bioakkumuldcié). A halakon mért
toxicitasi eredmények dltaldban Osszhangban vannak a vizi izeltldbdakon (Daphnia spp.)
mért toxicitdssal. A szdrazfoldi gerincesek kijelolt modellszervezetei elsdsorban madarak,

koziiliik elsdsorban a tokés réce (Anas platyrhynchus), a japéan fiirj vagy virginiai fogasfiirj
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(Coturnix japonica, Colinus virginianus) és a hazityik gyakori modelldllatok mind akut
etetéses, mind hosszutavu tesztekben (91/414/EGK, tandcsi irdnyelv).

A kronikus toxicitds felismerése adott populdciéban nem konnyii, kovetd és visszatekintd
tanulmanyokat igényel. Meghatarozasara reprodukcids-, teratogenitasi (rendellenes fejlodési),
karcinogenitdsi (rdkkeltd) és mutagenitdsi (az Orokitd anyag megvaltozdsa) teszteket
hasznalnak. Ezek egy részét az akut toxicitdsi tesztekben alkalmazott szervezeteken végzik.
A gerinceseken végzett in vitro vizsgalatokhoz gyakran izolalt sejtvonalakat alkalmaznak.
Ezek a tesztek mind osztédasban 1évo sejtek vizsgdlatdra irdnyulnak, a haszndlt sejttipusok
tobbnyire egérbdl, patkanybdl vagy horcsogbdl szarmazd petesejtek, limfocitdk vagy
fibroblasztok, de gyakoriak a humén sejtvonalakon (pl. humdn placenta sejtvonal — JEG-3)
végzett vizsgdlatok is. Ezen in vitro tesztek segitségével kromoszémaaberracid, DNS-torés,
mikronukleusz-képzddés, oOrokletes transzlokdcid, soron kiviili DNS-szintézis és
testvérkromatid-csere is kimutathaté (FDA, 2000). A mutagén vegyiiletek tobb mint felérdl
késobb deriil ki, hogy egyidejlileg karcinogén, azaz rékkeltd is. A teratogenitds embrionélis
torzfejlodést idéz elo, amit fajspecifikus hatdsként kezelnek, igy az egy fajon teratogénnek
bizonyult vegyiilet még nem vonja feltétleniil maga utdn a tiltdst. A hormonmoduldns
vegyliletek a szexszteroid hormonok (0sztrogén, tesztoszteron) teriiletén okoznak dltaldban
agonista  tipusi  hatdsokat. Kronikus hatdsnak tekinthet6 az  immunrendszer

védekezOképességének megvaltoztatdsa, az immunmoduldns hatds is (Colborn et al., 1993).

2.2. A Cry-toxinok altaldnos jellemzése

A Bacillus thuringiensis (Bt) aerob, Gram-pozitiv, endospéraképzd, rovarpatogén
baktérium, mely patogénként rovarokban, illetve a talajban van jelen. 1901-ben Japdnban
izoléltdk elsoként a selyemlepke (Bombyx mori L.) hernydjabol, ezt kovetéen 1915-ben
Berliner egy rovarfajbdl irta le, ennek koszonhetéen meriilt fel novényvédelmi
alkalmazasdnak lehetdsége (Hilbeck és Schmidt, 2006). A legtobb B. thuringiensis-torzs
kozos jellemzdje, hogy sporuldcidja sordn paraspordlis testet képez, amely egy vagy tobb o-
endotoxinbdl és néhdny esetben parasporinbdl 4ll (Hofte és Whiteley, 1989). A vegetativ
fazisban exotoxinok (a-, B-, M- stb.) és Vip-toxinok (vegetative insecticidal protein) is
termelddhetnek. A 4-endotoxinoknak két nagy csoportja ismert: a Cry (crystalline)- és Cyt
(cytolytic)- toxinok, melyek a célsejtek membranjan pdérusokat képeznek. A Cry-toxinok

lektin természetli fehérjék (Bravo et al., 2007).
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3. édbra. A Cry-toxinfehérjék doménszerkezete (Angsuthanansombat et al., 2004)

A Cry-toxinfehérjék harom doménbdl 4ll6, szerkezetileg hasonld vegyiiletek (3. 4bra).
Fehérjealegységeik a kovetkezok: egy a-hélix (I. domén), mely a membranba épiilésben és a
porusképzésben jatszik szerepet; egy B-lemezekbdl felépiilé egység (II. domén), melynek a
receptorhoz kotddésben van szerepe €s magdért a toxikus hatdsért felelds; valamint egy
tovabbi B-lemezekbdl felépiild egység (III. domén), melynek a receptorfelismerésben és az
ioncsatorna nyitdsdban van szerepe. Két a-hélix koriilvesz egy P-lemezt, egyszerli a-§
domént alkotva (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007).

Eddigi kutatdsok sordn szdmos szerotipust és alcsoportot kiilonitettek el, s igy tobb
kiilonbozd szerovaridnst (patotipust) irtak le (Lecadet et al., 1999). Tobb B. thuringiensis-
torzs tobbféle toxint is termel. Leguijabban filogenetikai rokonsdg alapjan osztdlyoztdk ujra a
Cry-toxint termeld géneket és a toxinokat, igy a Cry-toxinok 55 fotipusba sorolhatéak (Cry1-
Cry55). Ezeken kiviil megkiilonboztetiink altipusokat is, mint pl. Cryl Aa (Crickmore et al.,
1998). Emellett tobb olyan toxin is ismert, melyeknek a felsoroltaktdl eltérd a szerkezete.
Ilyenek a bindris szerkezetli Bin (bindris) és az Mtx (moszkitocid) tipusi Cry-toxinok,

valamint a Vip-toxinok (Bravo et al., 2007). A Cry-toxinok osztdlyozhatéak gyakorlati
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szempontbdl is, mivel célcsoportjukat tekintve ,,rendszinti” specifitdst mutatnak, ez alapjan

ot csoport kiilonithetd el (1. tabl4zat).

1. tdblazat: A Cry-toxinok csoportositdsa célszervezetek alapjan (Darvas, 1999b; van

Frankenhuyzen, 2009)

Toxin F6 célcsoport FObb termeld B. thuringiensis szerotipusok
Cryl Lepidoptera kurstaki, thuringiensis, aizawai, entomocidus
Cry2 Lepidoptera, Diptera kurstaki
Cry3 Coleoptera tenebrionis, morrisoni, san diego
Cry4 Diptera larvak israelensis
Cry5 Nematoda *

* moédositott B. thuringiensis

Az éltalam vizsgalt Cry-toxinok taplalkozas sordn (per os) jutnak be a célszervezetbe,
majd tobblépcsds folyamat eredményeként a rovarok kozépbelében a sejtek lizisét
(mikrosebzéseket), végiil az éllat pusztuldsit okozzdk. A rovarok belébe keriilé protoxin a
kozépbél protedzainak hatdsara ~70-130 kDa tomegilir6l ~55-65 kDa méretli aktiv toxinokra
bomlik. Az igy létrejott toxinok specifikus receptoraikkal a bélhamsejtek sejthartydjahoz
reverzibilisen kotédnek, majd a kotés hatdsara oligomerizalodnak, igy a kotés irreverzibilissé
valik. A lipidmembrinba ékel0dés hatdsdra a sejt ionhdztartdsa felborul, a sejthartydn porus
nyilik, és a bél perisztaltikdja ledll (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007). A
mikrosebzéseken keresztiil a baktérium vegetativ teste bejut a larvak testiiregébe, és szepszist
idéz el (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007). Mivel ebben a helyzetben a szepszist
barmelyik jelenlévd baktérium Ilétrehozhatja, emiatt a B. thuringiensis vegetativ test
jelenlétére nincs sziikség, a Cry-toxin elegendd a hatédskifejtéshez. Ez a felismerés vezetett el
a Cry-toxint tartalmaz6é készitmények haszndlatdhoz, majd késébb a Br-novények
kifejlesztéséhez (Broderick et al., 2006; Székacs és Darvas, 2012a). A Cyt-toxinok a Cry-
toxinoktol eltéréen nem kotddnek fehérjereceptorokhoz a sziinyogok kdzépbelében, ehelyett
kozvetleniil kolcsonhatdsba lépnek a membréanlipidekkel, beépiilnek a sejtmembrinba és
porusokat formdlnak (Gill et al., 1987) vagy detergens hatast kivaltva karositjdk azt (Butko,
2003).
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A Cry-toxinok felhaszndldsdnak jelenleg alapvetéen harom {6 teriilete van:
novényvédelmi permetezés, csipdszunyog larvdk elleni védekezés €s a transzgenikus

kartevorezisztens novények alkalmazdsa.

2.2.1. A Cry4-toxin felhasznaldsa

1976-ban a Negev-sivatag iddszakos kisvizeibdl gytijtott elpusztult szinyoglarvakbol
izoléltdk el6szor a Bacillus thuringiensis serovar. israelensis (Bti) néven leirt szerotipust
(Goldberg és Margalith, 1977). A Bti fehérjék kiemelkedOen toxikusak Aedes, Culex és
Anopheles fajokon, melyek human betegségek vektorai (Margalith és Ben-Dov, 2000), mig a
nem célszervezeteket a kordbban alkalmazott hatéanyagokhoz képest kevésbé karositjak
(Becker, 2000). Ls-es larvastddiuma sztiinyoglarvdkon mért LCsg értékiik 10-13 ng/ml. A Bti-
készitmények kiilonbozé formai vildgszerte elterjedtek, és foként a maldridval fert6zott
tropusi teriileteken nagy szerepet jatszanak a fertdzés tovéabbterjedésének csokkentésében
(Téth, 2009). Napjainkban szdmos uj, specifikusabb torzseket fedeznek fel és alkalmaznak a
szunyoggyérités gyakorlatdban. Jelenleg kereskedelmi forgalomban a H-14 szerotipusu torzs
kaphat6 (EU Pesticide Database, http://ec.europa.eu).

A Bti esetében a fOhatast 4 nagy molekulatomegii fehérje véltja ki: Cry4A (125 kDa),
Cry4B (135 kDa), Cryl0A (58 kDa) és Cryl1A (68 kDa) (Delecluse et al., 1996). Emellett
jelen vannak Cyt-toxinok is, melyek lipidekhez kapcsolddnak, és nem mutatjdk a Cry-
toxinokra jellemzd kotddési mechanizmust (Federici et al., 1990; Priest 1992).
Aminosavszekvendlds sordn kimutattdk a kapcsolatot a Bti dltal termelt és az egyéb Cry-
toxinok kozott, a CytlA-toxin azonban mind szekvencidjdban mind toxikoldgidjdban
kiilonbozik téliikk (Crickmore et al., 1998; Schnepf et al., 1998). A Cyt-toxinok szdmos
gerinctelen és gerinces sejtvonalon in vitro citolitikus aktivitdst mutattak (Thomas és Ellar,
1983), és fontos szerepet jatszanak a Cry-fehérjék ellen kialakul6 rezisztencia késleltetésében
(Georghiou ¢és Wirth, 1997). A Bt#i nagyfoki toxicitisa azon szinergisztikus
kolcsonhatdsoknak koszonhetd, amely a Cry-fehérjék, illetve a Cytl1 A- és Cry-fehérjék kozott
jonnek létre, tekintve, hogy a Cyt-toxin a Cryll-receptoraként funkciondl a szinyog
kozépbelében (Ibarra és Federici, 1986; Perez et al., 2005).

Napjainkban szdmos tanulmany sziiletett arra vonatkozdan, hogy a Bti képes lehet tilélni
és szaporodni a koOrnyezetben, ezaltal folyamatos szelekcids nyomast gyakorol a
szunyogpopulaciokra, igy csokkentve a kapcsolatos készitmények hosszutavu hatékonysagit.

Mir néhany generaci6 alatt akar 30-szoros rezisztencia alakulhat ki a toxinnal szemben (Paris
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et al., 2011). Francia kisérletben, PCR-es karakterizdlds és immunoldgiai analizis sordn
megdllapitottdk, hogy a Rajna-Alpok régié természetes szinyog tenyészohelyein
megtaldlhaté Bti-torzsek genetikailag nem a vildgszerte ismert természetes genotipushoz,
hanem a kereskedelmi forgalomban kaphat6 készitményben jelenlévd torzshoz éllnak
kozelebb (Tilquin et al., 2008). A rezisztencia kialakuldsardl sz6l6 tanulmanyok megnyitottak
az utat az alternativ torzsek keresésének irdnydba. Kinai kutatok Dél-Kindban talajmintakbol
izoldltdk a Br S2160-1 torzset, melynek szinyogellenes hatdsa Osszemérhetd a Bti
aktivitdsaval, bar toxinjainak tipusa eltér egymastdl (Zhang et al., 2012).

Magyarorszagon a maldria az 1950-es években szorult vissza, ekkortdl a szinyogok elleni
védekezésben a jarvanyligyi megfontoldsok helyett elsOsorban turisztikai és lakossagi
szempontok keriiltek el6térbe. A Balaton kornyékén a 70-es években kezdddott a szinyogok
elleni rendszeres védekezés (Téth, 2009). A Bti hatéanyag felfedezését kovetden a
kereskedelmi forgalomban hamarosan megjelentek az els6 készitmények (pl. Teknar, Skeetal,
Vectobac), 1986-ban pedig Magyarorszdgon is Bti-készitményt kezdtek alkalmazni (Erdds et
al., 2001). A kijuttatas eleinte szuszpenzié formdjdban, 1€gi dton tortént, majd a 90-es évektol
jelent meg a granuldtum formula. A hazai elsd kisérletekben az Abbott (USA) és a Sandoz
(Svdjc; utédja Novartis, majd Syngenta) cégek Bacillus thuringiensis serovar. israliensis
készitményeit hasznaltdk. A laboratériumi és szabadfoldi kisérletek egyértelmiien
megerOsitették a Bacillus thuringiensis serovar. israliensis csipOszinyoglarvdkra gyakorolt
hatdsossagat. A készitményeknél mar 1 ppm ddzisban az elsé két ordban jelentékeny
mortalitds mutatkozott, és 10 éra milva mar 100% mortalitast észleltek (Zoldi et al., 2005).
Az Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont adatai alapjan a szinyoglarvadllomany-gyéritésen
atesett teriiletek nagysdga (2012-ben ~6000 ha) messze elmarad a 1égi dton végzett imago
allomany-gyérités teriileti aranyatdl (2012-ben ~160 000 ha). Az 4. dbran is lathatd, hogy
2008 és 2012 kozott Magyarorszagon meghatdrozé mértékben foként iméagdallomany-

gyérités folyt.
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4. dbra. Sziinyogéllomany-gyérités ald vont teriiletek nagysdga 2008 és 2012 kozott (Zoldi és
Papp, 2013)

Bar a Cry4-toxin f6 felhaszndldsi teriilete napjainkban a szinyogéllomany-gyérités,
kismértékben gombamuslicdk (Mycetophilidae, Diptera) ellen, illetve iveghdzi haszndlatra is
alkalmazhat6. Ez alapjdn elmondhatd, hogy mind novényvédelmi célzati szerként, mind

kozegészségiigyi irtészerként (biocid termék) forgalomba keriilhet (Copping, 2001).

2.2.2. A CrylAb-, Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinok felhasznaldsa

A szintetikus novényvédo szeres kezelések kivaltdsdnak kutatdsa az egyik jelentOs irdnya
a mai mezdgazdasagnak. A Bacillus thruringiensis toxinok novényvédelmi felhasznalasanak
két dtja van: toxintartalmi készitmények kijuttatdsa, illetve toxint termeld novények
létrehozasa géntechnoldgia segitségével. Az elsd Bt-tartalmu rovardld szert 1938-ban
Sporeine néven hoztdk forgalomba Franciaorszdgban. Magyarorszdgon (€s az Eurdpai
Unidban) jelenleg a Cry-toxin tartalmu készitmények permetezOszerként torténd hasznalata
engedélyezett. 80% Cryl és 20%-ban Cry2 toxinokat tartalmaz a Dipel® nevii készitmény
(3,2% B. thuringiensis var. kurstaki), amely por és folyékony alakban is forgalmazhaté. A
Cry3 tartalmu Novodor® nevii készitmény (3% B. thuringiensis serovar. tenebrionis)
folyékony alakban elérhet (Darvas, 1999a). Jelenleg Magyarorszagon mindkét készitmény a
Biokontroll Hungaria Nonprofit Kft. besoroldsa alapjan 6koldgiai termesztésben hasznalhat6
készitmény. A Dipel® bizonyos kultirdkban 1égi tton is permetezhetd.

A Cry-toxinokat termeld transzgenikus novények megjelenésétél — a névényvédo szerek

visszaszoritdsdnak igérete nyomdn — nagy attorést vartak. Az elsd transzgenikus ndvény az
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1983-ban eldallitott Agrobacterium Ti-plazmid rendszerrel mddositott dohdny volt. A
legkorabbi termesztési célu kibocsatds 1993-ban tortént, amikor Kina virusellendll6 dohdny
termesztését kezdte meg. A ndvény genomjdba a Bacillus thuringiensis baktérium altal
termelt fehérjét kodol6 génszakaszt épitették be, igy annak expresszidjara azutdn a novény is
képes. Az igy létrehozott toxintermeld novény novényvédelmi értelemben analég a toxint
kozvetleniil a kornyezetbe juttaté készitményekkel. A novényben a Cry-toxin a kartevd
megjelenésétdl és aktudlis népességdinamikai jellemzditdl fiiggetleniil, a ndvénybe iiltetett
génkonstrukcid €és a novény genetikai programja altal szabalyozott mértékben folyamatosan
termelddik, s ezzel dlland6 kornyezeti terhelésként van jelen (Darvas 1997, 1999b). A Bt-
novények eldéllitasanak tobb modja lehet. Az egyik mdodszer az endotoxinok termeléséért
felelos cry-géneket tartalmazé plazmidok izoldldsa, majd a rovarrezisztencia kialakuldsaért
felelds génkonstrukcié kozvetett (pl. virus- vagy agrobaktérium-kozvetitett génatvitel) vagy
kozvetlen (pl. vakum, részecskebombazds, elektroporicid) bejuttatidsa a célszovet sejtjeibe
(Heszky, 2011). Az eldallitdis mdsik modja lehet a hibridképzés, amikor a Bacillus
thuringiensis két szerotipusit konjugéltatjdk, ennek sordn a plazmidok Uj rekombindcidja
allithat6 elé. Ezzel a mddszerrel olyan transzgenikus novényeket hozhatnak 1étre, amelyek
egyszerre tobb Uj tulajdonsidggal is rendelkeznek. Transzgenikus novények eldallithaték
CellCap® eljaras sordn is, ahol a klénozdsra haszndlt, elhalt sejt fala altal létrehozott
mikrokapszula tartalmazza az endotoxinokat (Darvas és Lauber, 2006; Székacs és Darvas,
2012a).

A Brt-kukoricdk alkalmazdsdnak legnagyobb eldnyeként a magasabb terméshozamot
szoktdk emliteni (Betz et al., 2000). A hatéanyag nincs kitéve az olyan kedvezdtlen
kornyezeti tényezok hatasdnak, mint az UV-sugdrzas és a csapadék (Takacs et al., 2009),
ezzel szemben a toxintartalmu készitmények esetében a kornyezeti hatdsok erdsen csokkentik
a hatékonysdgot (lebomlds napfény hatdsira, lemosddéds esé dltal) (Roh et al., 2007). A
hozamnovekedés a Cryl-kukorica esetében a kukoricamoly-kartétel fliggvénye, ami
hazénkban nem jelentés: a MezGgazdasigi Szakigazgatisi Hivatal (MgSzH, a NEBIH
jogelddje) vizsgdlatai 0-5% esetleges, szignikdnsan nem elkiiloniild termésnovekedést
jeleztek eld az tun. izogenikus vonalhoz képest (Fiisti Molnar, 2007). A folyamatosan
termel6dé Cry-toxin segitségével a termés folyamatos védelmet élvez a kartevok ellen.
Eldnyt jelent az is, hogy a Cry-toxinok rovarokra nézve bizonyos rendszintli specifitdst
mutatnak, ezdltal specifikus védelmet nydjtanak a novény szdmdra. A technoldgiatdl azt
vartdk, hogy a rovarrezisztens GM-fajtdk, -hibridek monokultirdban is termeszthetévé

vélnak, a rovarkdrtétel veszélye nélkiil. Igy a Br-novényeket alkalmazé teriileteken nincs
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sziikség a tovabbiakban szélesspektrumu rovaroldszerek haszndlatira; védekezés nélkiil sem
nd meg a kartevok éltal okozott veszteség (Qaim és Zilberman, 2003). Ez azonban
kukoricamoly-ellenéllé kukorica esetén hazankban nem igazolhat6. E kartevd el6fordulasa
ritkdn (kb. 10 évente) és csak foltokban jelentkezik, emiatt a gazddk nem védekeznek ellene
(Darvas és Lauber, 2007). A legtjabb fejlesztésti GM-kukoricahibridek mar nemcsak egy,
hanem egyszerre tobb transzgént is tartalmazhatnak, igy tobb tulajdonsdgban is médositottak.
Lehetnek egy idoében moly- és bogarrezisztensek, glyphosate és glufosinate herbicidekkel
szemben tolerdnsak, amitdl azt remélik, hogy a jovoben egyszerre megoldhatéva vélhat a
gyomirtds és a rovarkartevok elleni védelem (Heszky, 2008). Kukoricdndl maradva
megoldatlan a talajlaké kartevOk, a levéltetvek és takacsatkdk elleni védelem, illetve ezen
tilmenden egyetlen kukoricakérokozé ellen sem fejlesztettek ki hatékony biotechnoldgiai
védekezést.

A Bt-novények felhaszndldsa bizonyos teriileteken jelentds elényokkel jar, viszont
alkalmazasuk sordn figyelembe kell venni szamos kockdzatot is. Genetikai szempontbdl a
géndramlds és a génmegszokés jelentenek problémat. A transzgéndramlds sordn a
transzgenikus pollen atkeriil valamilyen mds novényre, ennek kovetkeztében a fajta- és
fajhibridek (intra- és interspecifikus hibridképzddés) képzodése is redlis kockazatta valik. A
génmegszokés sordn a transzgén viselkedése, kifejezddése kikeriil az emberi kontroll aldl,
nem megfeleld technoldgia esetén a transzgenikus novényi részek keveredhetnek a nem-
transzgenikus novényekkel (Heszky, 2007). A géndramlds, génmegszokés kockdzatdnak
fennéllasa esetén szamolni kell a koegzisztencia problémakorével is. A koegzisztencia a GM-
fajtdk és a hagyoményos fajtdk egyidejli és egy adott helyen torténd termesztését és
nemesitését jelenti Ugy, hogy a termés az Eurdpai Unié kovetelményeinek megfeleljen,
miszerint a maximdlis GMO tartalom 0,9% lehet a hagyomdnyos termékeknél és 0,0% a
biotermékek esetében. Ez az idegenbeporzdsu novények esetében azonban nem tarthatd
hosszitivon (Heszky, 2006). A szélbeporzdsu kukorica esetében az intraspecifikus
hibridképzddés jelentds probléma, melynek csokkentésére izolacids tdvolsdgot kell betartani
a GM-kukoricatablatol. Hazai vizsgélatok alapjan jelentds kiilonbség van az arukukorica (van
pollenkompeticié) és vetdmagkukorica (nincs pollenkompeticid) esetében sziikséges
izolécids tavolsag nagysaga kozott (Darvas et al., 2011).

A toxinnal szembeni rezisztencia és keresztrezisztencia viszonylag rovid idon beliil
kialakulhat (Darvas és Lauber 2007; Székacs és Darvas, 2012a). A rezisztencia
kialakuldsanak késleltetésére 20-50% ardanyu szegélyvetést, un. ,,nagy dozis/menedék”

termesztési médot dolgoztak ki, amely az érzékeny kdrtevd népességet fenntartjik. Igy
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azonban tulajdonképpen a kartevok tenyésztése torténik egy adott teriileten, dllandosul a
kartétel (Takacs et al., 2009).

Okolégiai szempontbél szdmolni kell azzal, hogy a Cry-toxin folyamatosan termelddik,
minden ndvényi sejtben, eltéré mértékben (45-9500 ng toxin g') a novény egész élete sordn.
Legnagyobb mennyiségben a levélben képzddik, majd a szarban, termésben, gyokérben,
portokban és végiil a legkisebb mennyiség a pollenben taldlhaté meg. A folyamatos
termel0désnek koszonhetéen a Cryl-toxin hosszid ideig a kornyezetben marad, ezzel
veszélyeztetve az Okoszisztémdt. A Dipel® készitmény — melyben elolt B. thuringiensis
baktérium taldlhaté — engedélyezett d6zisdhoz képest a MON 810 Bt-kukorica a termesztési
iddszak sordn 50-1500-szer tobb CrylAb-toxint termelt hektdronként. (Székacs és Darvas,
2007; 2012a). Elmondhat6, hogy Bt-novények nem felelnek meg az integralt novényvédelem
(IPM - integrated pest management) elveinek, hiszen haszndlatuk nem korldtozodik a
kartétel fellépésének idotartaméara, €s nem érvényesitenek az alkalmazisra vonatkoz6
kartételi kiiszobértéket sem. A termelédd CrylAb-toxin a tarldmaradvanyban is megmarad,
hatdsa a lebontasban €s a talajt alkoté mikrobialis kozosség alakitdsdban még nem teljesen
feltart. A transzgenikus novény gyokerében termelddd Cryl-toxin a gyokérvaladékkal és a
gyokérsejtek hamldsdval folyamatosan a talajba jut (Székdcs és Darvas 2007). Mérések
szerint a tarlomaradvdnnyal a talajba keriild Cry-toxin 1-8%-a mérhetd vissza egy év
elteltével. A Cryl-toxin tovdbbi sorsa és hatdsa a talajban nagyrészt annak tipusatol fiigg.
Adszorbedlddhat a talajalkotérészek feliiletén, foként az agyagszemcséken, ezaltal védett lesz
a lebontdssal szemben, viszont rovarpatogén tulajdonsagat kotott dllapotban sem vesziti el.
Kiilonboz6 vizsgélatok bizonyitottdk, hogy a Cryl-toxin patogenitdsa tobb mint 6 hdénap
elteltével is mérhetd (Tapp és Stotzky 1998; Koskella és Stotzky 1997).

A nem célzott szervezetek is ki vannak téve a Cry-toxinok hatdsdnak a taplaléklanc
minden szintjén. A fitofag €l6lények elfogyaszthatjdk a transzgenikus novények elszaradt
vagy friss részeit, melyek a termoéteriilettdl szél, viz vagy egyéb hordozé ttjan tobb szaz
méterre is keriilhetnek. Id0szakos lefolydsok, ont6zés, es0z€s hatdsdra vizes él0helyekre is
anyag bejutdsa onmagdban is veszélyes, a toxintartalmd maradvanyok bejutdsa azonban, a
lebont6 szervezeteket karositd tulajdonsagaik miatt, méginkabb kockdzatos. Szamolni kell az
eutrofizdcié kialakuldsdnak lehetdségével is, amely a vizmindség romldsahoz vezethet. Az
éldvizekbe keriilt Cry-toxintartalmu novényi tormelék, illetve a Cry-toxintartalmu pollen igen
hosszi utat is megtehet lebomlds nélkiil, a novényi maradvianyok akdr 180 m-t is

megtehetnek, mig a pollen akar 2 km tavolsdgbdl is kimutathat6 (Rosi-Marshall et al., 2007).
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Rosi-Marshall és munkatarsai kimutattdk azt is, hogy a vizsgdlt Bt-kukoricafajta és a
hagyomanyos kukoricafajta novényi maradvdnyainak vizben val6 lebomldsanak iitemében
nincs kiilonbség, viszont a laboratériumi etetéses kisérletek soran megallapitottdk, hogy a Bt-
kukoricdval etetett egyes tegzes fajok sokkal lassabb fejlodést mutattak (Rosi-Marshall et al.,
2007). Bghn és munkatarsai a vizmindség romlasat kitiinden jelzd nagy vizibolhdn (Daphnia
magna) vizsgéltdk a Cryl Ab-toxintartalmi kukoricaszemek Orleményének fejléddésre és
szaporodasra gyakorolt hatdsait. Vizsgalataik sordn mindkét esetben gatlo hatast tapasztaltak
(Bghn et al., 2010). A ragadozdk és a parazitdk a zsdkmany vagy a gazdaszervezet altal
karosodhatnak, amelyek elOzetesen fogyaszthattak Cry-toxint tartalmazé taplalékot. A
szaprofita szervezetek altal a tarlomaradvdanyok kozvetleniil fogyasztasra keriilhetnek. A
talajban €16 egyes ugrdvillasfajok tdpldlékvalasztasos tesztben kevésbé preferdltidk a Cryl-
toxint tartalmazé kukorica maradvanyait a hagyoméanyos kukoricdhoz képest, illetve ezen a
taplalékon a szaporasaguk is csokkent (Bakonyi et al., 2006). Mivel a toxin a pollenben is
megjelenik, igy a beporzast végzd rovarok is kapcsolatba keriilhetnek a Cry-toxinnal (Darvas
és Lovei, 2006). Bizonyos védett lepke- (Lepidoptera) és egyéb rovarfajok is ki vannak téve
a toxin kdrositdé hatdsdnak, mivel a Cry-toxintartalmd pollen képes kiiilepedni a
kukoricatabldk szegélyteriiletén megtaldlhaté csalanfélék (Urticaceae) leveleire, igy a
leveleken €16 és azokat fogyasztd lepkehernydkat (pl. nappali pavaszem — Inachis io)
hernydit is érintik a toxin lehetséges karos hatdsai (Darvas et al., 2004; Lauber et al., 2007).
A Cryl-toxin karosithatja az emberi egészséget és kiilonboz6 allergids reakcidkat vélthat ki.
A szervezetben lejatsz6do folyamatok még nem teljesen ismertek, ezért szamos toxikologiai
és allergoldgiai vizsgalat elvégzésére van sziikség minden egyes GM-fajta és termék esetén.
A WHO (World Health Organization — Egészségligyi Vilagszervezet) allasfoglaldsa szerint
viszont jelenlegi tuddsunk alapjan a transzgenikus novények nem veszélyesek az emberi
egészségre. Ezt a megitélést azonban szamtalan kutaté nem osztja (Pusztai és Bardocz, 2006).
Jol l4thaté azonban, hogy a jol bedllitott, kockazatokat felmérd laboratériumi kisérletek
mellett (Romeis et al., 2011) megfeleld fél-szabadfoldi €s szabadfoldi modell tanulményok

készitése is indokolt, az esetleges nem-vart mellékhatasok felderitéséhez.

2.23. A Cry-toxint termeld novények és a Cry-toxintartalmi készitmények

elterjedése

A mezdgazdasigban elterjedt Br-novények foként a vildg kukorica-, gyapot-, szdja- és

olajrepce-termelését érintik (Darvas et al., 2009b). 2013-ban az ISAAA (International
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Service for Acquisition of Agri-Biotech Applications Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai
Alkalmazédsok Nemzetkozi Szolgélata) jelentése alapjan, a vildgon Osszesen 175,2 millié
hektdron termesztettek GM-novényeket. Eurépaban Portugdlia, Spanyolorszag, Csehorszag,
Szlovdkia és Romdnia termel Osszesen 148 013 hektdron transzgenikus Bt-kukoricat.
Spanyolorszdg bizonyul a legnagyobb felhaszndlénak, az EU-ban vetett Br-kukorica 6sszes
teriiletének 94%-a spanyol f61don taldlhaté (James, 2013).

Jelenleg az Eurdpai Unio teriiletén vetési, behozatali és takarmanyozasi engedélyekkel
rendelkezhet mddositott névény. Ervényes vetési engedéllyel minddssze egy médositott
novény, a MON 810 kukoricavonal rendelkezik, melynél a mddositds a kartevok elleni
védekezést biztositja, mivel Cryl Ab-toxint termel, ennek kdszonhetden a kukorica védett a
kukoricamoly (Ostrinia nubilalis) kartételével szemben. Az Eurdpai Unidban 1998-t6l
egyediiliként e kukoricavonal termesztése volt engedélyezett, ez az engedély 2007-ben jart le.
Jelenleg kockazatértékelése zajlik az engedélymegujitds folyamatdban, emellett azonban
tovabbra is vethetd (ISAAA, 2014). 2010-t6l a keményitd amilopektin-tartalménak novelése
céljabol moddositott Amylogen HB burgonya is rendelkezett vetési engedéllyel, melyet
Magyarorszag tamadott meg az Eurdpai Birésagon. A 2013. év végi itélet alapjan a vetési
engedélyt megsemmisitették, igy az Eurépai Uni6 teriiletén a tovdbbiakban nem vethet6 ez a
modositott burgonyafajta (Eurdpai Uni6 Birdsdga, 2013).

A GMO adatbazis alapjan jelenleg 9 nagyvdllalat érdekelt a transzgenikus novények
engedélyeztetésében, a legtobb engedéllyel a Monsanto, Syngenta és Pioneer/DuPont cégek
rendelkeznek (5. abra).

A4

B Bayer
M Pioneer

® Dow

B Monsanto

B Syngenta

® Florigene Ltd
BASF
KWS Saat AG

5. dbra. Az EU teriiletén érvényes engedéllyel (behozatal, kisérlet, koztermesztés) rendelkezd
modositott novényeket eldallitoé cégek megoszlasa (http.//www.gmo-compass.org, 2014.

februar)
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Az EU engedélyek legnagyobb hdnyaddt behozatali és takarmanyozési célokra adtdk ki. Az
engedélyek kozel 70%-a transzgenikus kukoricdra vonatkozik, de a sorban taldlhatdé még

olajrepce, szdja, cukorrépa, gyapot, burgonya és szinmddositott virdgos novények is (6. dbra).

R

_ gl

H gyapot

B kukorica

M virdgos novény
B burgonya

B olajrepce

M szdja

W cukorrépa

6. dbra. Az EU teriiletén érvényes engedéllyel rendelkezd (behozatal, kisérlet, koztermesztés)

modositott novényfajok megoszlasa (http://www.gmo-compass.org, 2014. februdr)

A modositdsok elsdsorban herbicidtoleranciara, rovarrezisztencidra és e két tulajdonsigra

egyszerre modositott novényekre vonatkoznak (7. dbra).

\

B herbicidtolerancia
B rovarrezis ztencia
W herbicidtolerancia /

rovarrezis ztencia

B szinmédositds

B beltartalom médositds

B himsterilitas /
herbicidtolerancia

7. dbra. Az EU teriiletén érvényes engedéllyel rendelkezd (behozatal, kisérlet, koztermesztés)
modositott novények modositasi céljainak megoszlésa (http://www.gmo-compass.org, 2014.

februar)
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Magyarorszdgon a MON 810 kukoricafajtdval szemben 2005-t6l vetési moratérium van
érvényben, ezért vetése itthon csak kutatdsi célbdl engedélyezett (Takdcs et al., 2009).
Magyarorszdg 1j alaptorvényében 2012-t6l alkotmdanyos tiltds vonatkozik a genetikailag
modositott élélényekre. Az Alaptdrvény az emberek testi-lelki egészségét (jogi értelmezés
szerint a tiltds csak ezt veszélyeztetd hatdsuakra terjed ki) tobbek kozott GMO-mentes

mezdgazdasiggal kivédnja biztositani (Magyarorszag Alaptorvénye, 2011).

2.3. A kisérleti allatok

2.3.1. Nagy vizibolha (Daphnia magna Straus, 1820)

A Daphnia magna Straus rendszertanilag az dgascsapu rdkok kozé sorolhat6 (Crustacea,
Cladocera). Testiik vese alaku, attetszd, csdpjaik kétfelé dgaznak (8. dbra). A testiiket borité
pancélbdl 4-6 par mellkasi toldalék all ki, melyet koltotérnek is haszndlnak, végtagjaik a
pancélzaton beliil helyezkednek el. A potroh €s a potrohvég rendszerint a tor alatt elorehajlik.
Az tszds a nagyobb méretli, mdsodik par csdp lefelé irdnyuld csapkodasédval valésul meg. A
mellkasi fiiggelékek folyamatos mozgatdsa a viz egyenletes dramldsit idézi eld az
oldalnyildsok kozott. A vizben 1évd taplalékrészecskéket (d <50 um) a mellkasi labak sortéi
sziirik ki, majd a labak aljan elhelyezkedd vdjat mentén a szdjba juttatjadk. A vizben lebegd
fitoplanktonnal, szerves anyagokkal tapldlkoznak. Tavasztol kora 0Oszig folyamatos
szliznemzéssel és larvasziiléssel szaporodnak, ha azonban a koriilmények nem megfeleldek
(pl. alacsony homérséklet, tdplalékhidny), tojast raknak, melyek egy részébdl himek
fejlodnek, igy lehet0ség nyilik az ivaros szaporodasra. Az eltérd genetikai dllomanyt utédok
megjelenése lehetdséget nytjt a megvaltozott kornyezeti tényezokhdz valé jobb

alkalmazkodéashoz (Scourfield és Harding, 1958).

8. dbra. Daphnia magna néstény tartés petével (foté: Fejes Agnes)
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2.3.2. Egyiptomi csipdszinyog (Aedes aegypti L., 1762)

Az Aedes aegypti a kétszarnytak rendjébe sorolhaté (Diptera, Culicidae)
csipOszinyogfaj. A viszonylag kisméretli (3-5 mm), sotét szinli csipdszinyog-imago ldban
fehér gytiriik lathatok. Feje fekete, a csdp vége fehér. Sotét szinii tordn a pajzsocska fehéren
mintdzott, szarnyain sotét pikkelyek taldlhatéak. A vérszivds a feltétele a termékeny tojasok
rakdsdnak. Larvéi (9. dbra) vizben élnek, az aljzaton vizi mikrobiéta szervezetekkel, szerves
tormelékkel tiplalkoznak, a felszinre légvételkor usznak fel. Négy larvastadiumuk van,
optimdlis koriilmények kozott 7-9 nap alatt fejlddnek szabad babbd, imdgdva tovabbi 2 nap
alatt alakulnak. Afrikdban és az Amerikai kontinensen elterjedtek, foként a tropikus és

szubtropikus régidkban (Womack, 1993).

r

e
9. dbra. Egyiptomi csipészinyog L larva (foté: Fejes Agnes)

Csipdszinyogként az Aedes fajok kiemelt vektorai olyan fert6z6 betegségeknek, mint a
maldria, a dengue-ldz, sargaldz vagy a nyugat-nilusi ldz. E megbetegedésekre figyelmet kell
forditani hazankban is, mivel az é&ghajlati viszonyok kedvezObbé valdsaval a déli
csipdszinyog fajok éldhelyeinek észak felé terjeszkedésével kell szamolnunk (Krisztalovics

et al., 2011).

2.3.3. Zebradanié (Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822)

A zebradani6 népszerli akvariumi halfaj és elterjedt kisérleti dllat (10. dbra). A kisméretli
(3-5 cm) bento-pelagikus életmddot folytatd faj a pontyalakdak rendjéhez tartozik
(Cypriniformes, Cyprinidae). A Gangesz folyovidéken, Burméan, a Malakka félszigeten és
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Szumétran &shonos (Eaton és Farley, 1974; Talwar és Jhingran, 1991). 26 °C-os
vizhémérséklet mellett gyorsan ndvd hal, mely a teljes fejlettségét harom hoénap alatt éri el.
Konnyli és gazdasdgos beszerezhetdsége, egyszerli tenyésztése €s tartdsa miatt kedvelt
laboratériumi modellfaj kiillonb6zd kutatdsi teriileteken (pl. neurobioldgia, toxikoldgia,
molekuldris és fejlodésbioldgia). A zebraddnié embriondlis fejlodését 1€pésrdl 1épésre mar
koran leirtak, mely alapjan a fejlddésmenet konnyen tanulmanyozhat6 (Kimmel et al., 1988,
Kimmel et al., 1995). A vad tipust himek karcsud, narancssarga szinli csikokat hordanak kék
csikjaik kozott, a teltebb ndstényeknél ugyanott eziistszinli csikok figyelhetdek meg, szineik
kevésbé élénkek. Héatuk olajbarna, az oldalak és a has alapszine sdrgdsfehér. Torzsén a
kopoltytfedotdl a farkuszé végéig négy sotét acélkék csik huzddik. A csikozottsdg a farok
alatti dszora is atterjed. A hatiszé alapszine sargédsbarna, kék szegéllyel, kiviil fehéren
szegélyezett. A kopoltyifedd kék fehér foltokkal. Farok- és hasisz6i féatyolszeriien
megnytilhatnak, melyek akar a testhossz egyharmadat is kitehetik (Laale, 1977).

10. 4bra. Kifejlett egyedekbdl 4116 zebradanié-csapat (foté: Fejes Agnes)
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3. Anyagok és modszerek

3.1.Ipari és mezOgazdasagi eredetii kémiai szennyezések kimutatdsa €s

hatdsvizsgélatai
3.1.1. Talaj- és vizmintavétel

A monitoring program keretében a 2008 és 2013 kozotti id0szakban egyenldtlen éves
eloszldsban érkeztek kornyezeti mintdk kiilonboz6 foldteriiletekrdl. A vizsgdlt talaj-, és
felszini vizmintdk Békés-megye meghatdrozott mérési pontjairl szarmaztak (11. dbra). A
vizsgilatokba Okoldgiai miivelés ald vont és intenziv miivelésli mez6gazdasagi, valamint

ipari teriiletekrdl szdrmaz6 mintdkat valasztottunk (2. tdblazat).

JGyomaendréd

‘Kéréstarcsa

JCsorvas ';Békéscsaba

JOroshéza

jl\nedgyeségyhéza

ﬂ JBatt_oj'nya :

11. dbra. A Békés megyei mintavételi helyek és a vizsgalt szennyezett teriiletek foldrajzi

elhelyezkedése.

A talajmintavételek a kornyezetvédelmi talajvizsgdlatok mintavételi ISO szabvédnya
szerint mélyitett talajfurdsokbdl torténtek. Ehhez kézi vagy gépi fiir6berendezést alkalmaztak,
szdraz magfirdsos technoldgidval. A vizsgélati célnak megfelelden nem képeztiink
atlagmintdkat. Az egyes mintdkat a feldolgozasi célnak megfeleld teflonzéras iivegedényben
taroltuk a vizsgdlatok megkezdéséig. A mintdk mennyisége minimdlisan 500 g volt (MSZ

21470/1-80). A talajmintavétel sordn megfeleld darabszdmu, 0,1-0,5 kg talajt vettiink
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mintanként. Az egyes mintdkra vonatkozéan a mintavétel koriilményeit jegyzOkonyvben
rogzitettiik. A begyijtott €s azonositoval ellatott mintdkat hiitott koriilmények kozt taroltuk a
felhasznalasig.

A mintdk kédoldsa az aldbbiak szerint tortént: az elsd karakter a minta tipusat jelzi (V-
vizminta, T-talajminta), a masodik a mintavételi helyre vonatkozik (1 — Gyomaendrdd talaj-
és vizminta, 2 — Medgyesegyhdza viz-, Gyomaendrdd talajminta, 3 — Csorvds viz-,
Korostarcsa talajminta, 4,5 — Battonya vizminta, 6— Békéscsaba vizminta, 7— Oroshdza), mig

a harmadik és a negyedik a mintavételi pontra utal (A-G, 0-3).

2. tablazat: A Békés megyei mintavételi pontok jellemzoi

Teriilet tipusa Helyszin Miivelés tipusa
Battonya intenziv mez0gazdasagi
Battonya okologiai
Mezdgazdasagi Battonya dsgyep
Csorvas intenziv mez0gazdasagi
Korostarcsa okologiai
Medgyesegyhaza okoldgiai
Ipari Békéscsaba -
Gyomaendrdéd-Nagylapos -
Kozutkezelo telephelye Oroshaza -

A talajviz-mintavétel eredetileg meglévd, ontozési céllal 1étrehozott kutakbdl vagy a
teriileten 1évo furt kutakbol tortént. Hasznélatban 1€v6 kiit esetében a vizkivételre egyébként
hasznalt szerkezet 4ltal (szivattyd, hidrofor stb.) kivett vizbdl tortént a vizsgélati
mintavételezés. Ez esetben a minta homogén, a haszndlatra jellemzé paraméterekkel
rendelkezik. Furt kuatbol nyert talajviz minta az adott rétegre jellemzd vizmindséget
reprezentdlja. A vizsgalati minta mennyisége minimadlisan 5 liter volt. A felszini viz esetében
a mintavétel teleszképos nyelil, a mintavételi edényt rogzitd szerkezettel, meritéssel torténik
(MSZ 21464:1998, MSZ EN ISO 5667-2:1993). A mintavételi terveknek megfeleld

darabszamban megvett vizmintdkat a kiilonboz6 laboratériumi vizsgélatok sordn elemeztiik.
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A munka sordn 2008 és 2013 kozott 6sszesen 202 db felszini- €s talajviz, valamint 423 db
talajminta kémiai elemzését végeztiik el, évi legfeljebb harom mintavételezési ciklusban, az
els6 peribdusban a mintavételi térségben kiterjedt €s ismételt mintavételezésekkel, ezt
kovetden pedig ezen eredmények segitségével végzett kockazatelemzés alapjan, felhasznalva

a mintavétel-optimalizdldsra vonatkozo fejlesztési eredményeinket.

3.1.2. Minta-elokészités €s analitikai vizsgdlatok a talaj- és vizmintdk szennyezd

anyagainak kimutatdsara

A talajmintdkat beérkezés utan kiteritve, levegon szaritottuk, majd 6roltiik és szitaltuk. A
talajok elokészitésére az analitikai vizsgélatok eldtt ultrahangos olddszeres extrakciot
alkalmaztunk. Adagonként 10 g talajmintdhoz adtunk 15 ml hexdn/aceton (1:1)
oldészerelegyet, amelyet 5 perc razatast kovetden 20 percig ultrahangos kezelésnek vetettiink
ald. Mintdanként tobb (dltaldban 3) extrakciés adag egyesitett sziirletét 5000/perc
fordulatszamon, 4 °C-on, 10 percig centrifugdltuk. Az elegyr6l 10 ml extraktumot
dekantdltunk osztott kémcsObe, majd vakuumkadban el6bb 1 ml térfogatra, végiil
nitrogéndramban szérazra paroltuk. A beparldsi maradékot 1 cm?® izo-oktdnban oldottuk, majd
GC-MS vizsgdlatnak vetettiik al4.

A talajokbol a bioldgiai vizsgdlatokhoz vizes talajkivonat-oldatot készitettiink. Ehhez 300
g mintat mértiink ki, melyet az adott teriiletre esd éves csapadék (~600 mm) 1 hoénapra
dtlagolt mennyiségének (1,67 ml g') megfelelé desztilldlt vizzel ontottink fel. 10 perc
ultrahangos kezelés utdn a folyadékot vakuum alatt szlirGpapiron atsziirtiik, majd 10 percig, 4
°C-on, 3000/perc fordulaton centrifugdltuk. Az igy el6készitett talajoldatot haszndltuk fel a
vizsgdlat sordn. A mintak hatéanyagtartalmat — szilard fazisu extrakcioét (1d. alabb) kdvetden
— ismételten mértiik GC-MS mddszerrel, mivel az eltérd extrakcié miatt az igy kapott
eredmény kiilonbozik a szerves olddszeres analitikai minta-elokészités utdn mért adatoktol
(Nerin et al., 1991).

A vizmintak GC-MS vizsgdlathoz tortén6 eldkészitésére szilard fazisu extrakciot (solid-
phase extraction — SPE) alkalmaztunk. A SPE technikdhoz nem porézus, grafitizalt
széntolteti SPE-oszlopot (CarboPrep-90®) haszndltunk. A homogén, grafitizalt széntdltethez
a savas, bazikus illetve semleges komponensek egyarant kotddnek. Az SPE mddszer elonye,
hogy 500:1 — 1000:1 ardnyu toményitést (koncentrélast) tesz lehetdvé. Az SPE eljardshoz az
oszlopokat (83,33 mg ml'l) vakuumos szivas mellett 5 ml diklér-metan/metanol (8:2), 2 ml

metanol, majd 15 ml 10 mg/ml aszkorbinsavat tartalmazé desztilldlt vizzel kondicionéltuk,

43



elkeriilve, hogy az oszlop teljesen kiszdradjon. Ezutdn 1000 ml sziirt és homogenizalt
mintaoldatot eresztettiink 4t az oszlopon 10-15 ml/perc dramldsi sebesség mellett. Az
oszlopot 7 ml desztillalt vizzel oblitettiik, levegd atszivatasdval 10 percig szdritottuk, 1 ml
metanol/desztillalt viz (1:1) oldattal mostuk, majd djra 1égszarazra szaritottuk. A semleges és
bazikus mikroszennyezdéket 1 ml metanol, majd 6 ml diklér-metan/metanol (8:2) eluens lassu
atfolyatdsaval oldottuk le. Az egyesitett eludtumot nitrogéngdz alatt mintegy 0,1 ml térfogatra
betoményitettiilk, a tomény oldathoz 2 ml izooktdnt adtunk, majd 1 ml végtérfogatra
toményitettiik, s a miiszeres analitikai eljards elvégzéséig 4 °C-on tdroltuk. Az el8készitett
mintdk novényvédd szerekre vonatkozd hatéanyag-maradvéanytartalmat mértik GC-MS
modszerrel. Kromatografids oszlopként a szerves vegyiiletek széles korének (alkoholok,
aminok, aromds és alifds szénhidrogének, észterek, halogéntartalmi vegyiiletek stb.)
elvalasztasara alkalmas, enyhén poldris tulajdonsagu, 5% difenil- és 95% dimetil-polisziloxan
toltetet tartalmazé kapillaris oszlopot alkalmaztunk. A talélt hatéanyagok analitikai mintdival
standard kromatogramokat vettiink fel, illetve otpontos koncentracié kalibraciét végeztiink
(Oldal et al., 2006).

Az analitikai vizsgdlataink sordn 33 aktiv hatéanyagot és bomlasterméket (acetochlor,
alachlor, aldrin, atrazine, butylate, carbofuran, carbofuran, phenol, DDD, DDE, DDMU,
DDT, diazinon, dibutil phtalate, dieldrin, endrin, endrin ketone, EPTC, o, - és »HCH,
heptachlor, heptachlor epoxide, isodrin, metolachlor, phenkapton, phorate, prometryn,
propachlor, sulfotep, TBP (tributil-phosphate), terbutryn, trifluralin), kapcsol6dd 6sszetevot
(AMPA, 2,4-D, 2,4-DB, dichloprop, dimetachlor, fenoxycarb, glyphosate, MCPA, MCPB,
mecoprop, metribuzine, propisochor, simazine) vagy kémiai csoportot (camphechlor)
monitoroztunk. Adott tesztteriiletet szennyezettnek tekintettik, ha a szennyezd
koncentracidja meghaladja a jogszabdlyban eldirt kiiszobértéket (a maximalis szermaradék
szint 0,1 ng/ml egyes novényvédo szerekre vagy 0,5 ng/ml az 6sszes novényvédo szerre, “B”
érték a mikroelemenkre) (European Parliament and Council, 2006).

A Dbioldégiai vizsgdlatok eredményeinek értékeléséhez fontos szempont volt a
szermaradékszennyezés mellett a toxikuselem-tartalom ismerete is. Ezért az altalunk végzett
analitikai €s bioldgiai vizsgélatok mellett az MTA Agrartudomanyi Kutatokézpont Talajtani
Intézetében a talajmintdk mikroelemtartalmanak (As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb,

Se, Zn) vizsgalatat is elvégezték.

A glyphosate aktiv hatéanyag mérésére kereskedelmi forgalomban kaphatd, validalt

ELISA kitet haszndltunk (PN 500086 by Abraxis LLC, Warminster, PA, USA), glyphosate-
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specifikus antitestekkel. A kalibraciés gorbéhez a standard oldatokat 5 koncentracidban
(0,075 és 4,0 ng/ml kozott), 2 ismétlésben vittiikk fel. A matrixhatds méréséhez 1 mg/ml
koncentraciéji glyphosate torzsoldatot haszndltunk, amit 0,1 pg ml'-re higitottuk (spike
oldat). A mérés 96 lyuku lemezeken tortént a gyartd leifrdsa alapjan. Az acilezéssel torténd
szarmazékképzés utdn a mintdkat és az analitikai standardokat a mikrotiter lemezre vittiik fel,
melynek  faldhoz  eldzetesen  glyphosate-specifikus  antitesteket  rogzitettek. A
szobahOmérsékleten torténd inkubdlds utdn hozzdadtuk az enzimkonjugatumot. A pufferrel
torténd mosasi 1épések utdn a kolorimetrids szubsztratot és a kromoféroldatot juttattuk a
lemezre. A 1étrejovo kék szin jelzi a kolorimetrids reakci6 1étrejottét, ennek fejlodését 620 nm
hullimhosszon kovettiikk 1,0 optikai sliriség (abszorbancia) értékig. Ekkor a szinreakci6
leéllitasdhoz kénsavat alkalmaztunk, majd a szinjelet 450 nm hulldmhosszon vettiik fel. A
glyphosate koncentracidjat standard kalibraciés gorbe linedris vagy szigmoid illesztésével
determindltuk. Mivel a glyphosate-konjugatum verseng az antitest kotOhelyeiért a mintdban
1évd ismeretlen glyphosate-tartalommal, a szin kialakuldsa szigmoid mintdt mutat (Mortl et

al., 2013).

3.1.3. Bioldgiai tesztmddszerek a mintdkban eldfordulé szennyezések karos

hatdsainak meghatarozdsahoz

Az akut immobilizacids tesztet Daphnia magna tesztéllaton az ISO 6341:1996 (OECD
Test No. 202, 2004) szabvany leirdsa alapjan végeztilk. A kisérletekhez a Kozponti
Kornyezet- és Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézet (KEKI) Okotoxikolégiai Osztdlyan'
tenyészetben tartott dllatokat hasznéltuk, illetve a 2011-ig elvégzett vizsgdlatokhoz az MTA
Novényvédelmi KutatSintézetének® azonos tenyészetét haszndltuk. A torzstenyészet a
CITOXLAB (korabbi nevén LAB Research Hungary) veszprémi intézetébdl szarmazik. A
vizibolhdk tartdsa és tenyésztése a fenti szabvany szerint tortént. A tenyészet fenntartiasa 22
°C-on, napi 16 6ra megvilagitas mellett, meghatdrozott dsszetételli sboldatban (késobbiekben:
Daphnia-tenyészoldat) torténik. A tenyészet tdpldlasira foként egysejtli mikroalgdk
alkalmazhatok, esetiinkben a Pseudokirchneriella subcapitata (régebbi néven Selenastrum
capricornutum) zoldalgafaj. A tesztallatok érzékenységének meghatarozdsihoz a szabviny

alapjan kalium-dikromét (K,Cr,O;) oldatot hasznéltunk, kiilonbdz6 koncentricidkban

' Ma NAIK Agrér-kornyezettudomdnyi Kutatdintézet
? Az Okotoxikolégiai Osztaly a KEKI el6tt itt dolgozott, vagyis a tenyészet ténylegesen viltozatlan volt.
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vizsgalva a tesztdllatok alkalmassdgat. A teszt alapjan a tenyészet megfelelonek bizonyult a

vizmintavizsgdlatra, ha az LCsg érték az elvart 0,6 és 1,7 mg/l kozé esett.

o =

12. dbra. Az immobilizaciés teszt bedllitasa (foté: Fejes Agnes)

A teszt sordn az allatoknak azt a tulajdonsigat hasznaltuk, hogy megfeleld koriilmények
kozott szliznemzéssel szaporodnak. Elsé 1€pésben a torzstenyészetbdl kivédlogattuk az
anyakat, melyek testében szabad szemmel is j6l kivehetOk a fejlodé utédok. A teszthez az
Ujonnan sziiletett, 6-24 oras fiatal allatokat hasznéltuk, ezeket eltdvolitottuk az anydk melldl.
Faeces poharakba a kontrollcsoport esetén 10 ml Daphnia-tenyészoldatot, a tesztcsoport
esetén 10 ml mintaoldatot mértiink, a megfelel6 koncentraciokban (12. dbra). A teszteket
négy ismétlésben végeztiik, ismétlésenként 10 allattal. Az dllatok mozgdsat 24 majd 48 6ra
elteltével vizsgéltuk, az immobilizaciés protokoll alapjan a mozgasképes egyedeket
jegyeztiik fel.

A D. magna tesztet a kornyezeti mintdk mellett a glyphosate hatéanyaggal, az ezt
tartalmazé novényvéddszer-készitménnyel (Roundup Classic®), illetve a készitmény
formaz6anyagdval (polietoxildlt faggydamin, POEA) is elvégeztiik. A Roundup Classic®
készitmény mintdjait a hazai forgalmazé (Monsanto Hungdria Kft.) bocsétotta
rendelkezésiinkre. A POEA formdazdanyag €s a glyphosate hatbanyag IPA-sdjdnak mintdja a
Lamberti cég olaszorszdgi gyardbol szdrmazik (Lamberti S.p.A). A teszt sordn altalunk
alkalmazott koncentraciok alapjaul Richard és munkatdrsai 2005-ben kozolt tanulmanyét
vettiilk, melyben a Roundup-készitmény 2%-os higitdsit alkalmazva human
placentasejtvonalakon toxikus hatdsokat mértek (Richard et al., 2005). A teratoldgiai
vizsgalathoz hasonl6an, e kiinduldsi koncentriciét alkalmaztuk, és ezt, illetve ennél
alacsonyabb értékeket vettiink fel. A glyphosate izopropilamin-séja és a POEA adott

koncentraciéjat a Roundup készitményben megtaldlhaté ardnyhoz viszonyitva szamoltuk ki,
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igy a kezdeti 2%-os dozis esetén rendre 9,75 g/l és 3,6 g/l értékiinek adddtak. A tovabbi
koncentracidkat ennek higitdsabol szamoltuk.

A mortalitdsi/immobiliz4ciés rata (%) szamoldsa sordn minden esetben a Henderson-Tilton-
képletet hasznaltuk, mely a kezeléseket korrigdlja a kontroll kezelés mortalitdsdval, valamint
kisztiri az ismétléseknél esetlegesen el6forduld kiilonboz6 egyedszamok hatdsat. A
tovabbiakban a mortalitdsi/immobilizacids rata kifejezés alatt a Henderson-Tilton formulaval
korrigélt adatokat értjiik. A kisérlet befejeztével probitanalizissel szdmitottuk az 50%-o0s
mortalitast (illetve ebben az esetben immobilizaciét, mivel a szabvany alapjan a nem mozgo
egyedeket elhullottnak tekintjiik) okoz6 koncentracidkat (LCso-értékek). Ehhez a szamitashoz

az Microsoft® Office Excel 2003 programot hasznaltuk.
A Henderson-Tilton képlet:

_Kkuxkbe

M%(H—T):(l
Kee X Kou

jxlOO

ahol

Kee — a kezelt egyedek szdma a kezelés elott,

Keu - a kezelt egyedek szama a kezelés utani adott idopontban,
Koe — a kontroll kezelés egyedeinek szdma a kezelés eldtt,

Kou - a kontroll kezelés egyedeinek szama a kezelés utani adott iddpontban

Az alkalmazott embriondlis tesztet (FET — Fish Embryo Acute Toxicity Test) a heidelbergi
COS (Centre for Organismal Studies) intézetben kifejlesztett modszer alapjan végeztiik,
részben a COS, részben pedig a KEKI laboratériméban. A teszt alapjaul az OECD 236. sz.
szabvanya szolgdl (OECD No. 236, 2013). A FET sordn modellallatként zebradaniét
alkalmaznak, melynek embriondlis fejlddésmenete nagyon hasonlé a fejlettebb gerincesek
embriogeneziséhez, ebbdl kovetkezden idedlis modelldllata ezen eljarasoknak A teszt sordan
az ujonnan megtermékenyitett embridkat a vizsgilandé anyag kiilonboz6 koncentricidival
kezelik, és 24 6ranként (96 6ran keresztiil) inverz mikroszkop segitségével megéllapitjdk a
fejlodési, morfoldgiai eltéréseket (Weigt et al., 2011). Az in vitro eljards eldnye, hogy
bizonyos esetekben poétolhatja a lassabb, dragdbb, koriilményesebb kivitelezEsii és értékelésii
in vivo laboratériumi teszteket, melyeket altaldban nyulakon és patkdnyokon végeznek. A
zebradaniokkal kapcsolatos vizsgdlatok meglehetdsen nagy szakirodalommal rendelkeznek,

fejlodésmenetiik igen jol feltart teriilet (Laale, 1977; Kimmel et al., 1988, Kimmel et al.,
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1995). Az éllatok taplalasara €16 és fagyasztott eleséget (Artemia salina — séféreg, Culex
pipiens — szunyogléarva), illetve lemezes haltipot (Sera Vipan®) hasznaltunk, a tenyészet
fenntartdsa €s a teszt egyarant 26 = 1 °C-on, napi 16 6rds megvilagitas mellett folyt. A
haltenyészet tartdsdra 80 literes akvariumok szolgdltak, melyekbdl a kisérleti nap elotti

délutdn egy tenyészcsoportot (him/ndstény ardny 2:1) ikrdztaté akvariumba helyeziink 4t.

13. dbra. A zebraddni6é embrionilis teszt kivitelezése (fot6: Fejes Agnes)

A zebradédni6 ivasat a hajnali fény serkenti. Az ikrdk lerakdsa utdni fél 6ran beliil el kell
kezdeni azok begy(jtését, mivel a megtermékenyitett ikrdn beliil gyorsan lezajlik az elsd pér
osztddds. Az embridkat 8-16-sejtes dllapotban a tesztelni kivdnt oldatba helyeztiik, a
valogatds sztereomikroszkop alatt tortént 8-10-szeres nagyitdsban (Olympus SZX7, Unicam
Magyarorszag Kft.). A teszt sordn az ijonnan megtermékenyitett — esetiinkben Danio rerio —
ikrékat a vizsgdland6é anyaggal szemben 96 6rds expoziciénak tettiik ki. A teszthez 24 lyukud
lemezt hasznaltunk (Cellstar®, Greiner Bio-One), melyben koncentracidonként 20 embri6t
vizsgéltunk, 4 (Iemezen beliili) negativ kontrollal (13. dbra). Emellett beéllitottunk egy kiilso,
20+4 negativ (kezelés nélkiili) kontrollcsoportot is. A tesztoldatok higitasdra illetve a
kezeletlen, negativ kontrollcsoport oldataként meghatarozott 6sszetételii sdoldatot (0,294 g/1
CaCl,*2 Hy0; 0,123 g/1 MgSO4*7 H,0; 0,06 g/l NaHCO;; 0,006 g/l KCIl) hasznaltunk
(késdbbiekben FET-oldat). Pozitiv kontrollként egy ismert teratogén anyagot alkalmaztunk 4

mg/l koncentricidban (3,4-diklér-anilin, DCA). Amennyiben a vizsgalni kivint vegyiilet nem
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oldédik megfeleléen a higitdsra haszndlt sooldatban, ugy max. 0,1% dimetil-szulfoxid
(DMSO) oldészert alkalmazhatunk az embridk karositdsa nélkiil. Jelen esetben erre nem volt
sziikség. Oldoszer haszndlata esetén 24 embriét (egy teljes lemezt) az olddszer
kontrollcsoportjaként kell bedllitani. Naponta feldjitottuk az oldatot, pipettdval Gvatosan
tavolitva el az embriok mell6l, hogy ne okozzunk sériilést. Ezutdn minden nap megfigyeltiik
és feljegyeztiikk a vizsgélt paraméterek jelenlétét, melyeket a 3. tdblizat tartalmaz. A
megfigyelés inverz mikroszkdp alatt, 20-80-szoros nagyitasban tortént (Olympus IX73 P2F,
Unicam Magyarorszag Kft.). A vizsgalt paramétereket a fejlodési szakasznak megfelelden
dokumentéltuk (pl. a szivverést 48h elteltével vizsgiljuk). A vizsgdlat és oldatcsere
kivételével a lemezeket 26 °C-os inkubatorban (IGS 60, Heratherm Inc., Thermo Scientific)
taroltuk. Az expoziciés id6 végén a letdlis paraméterek figyelembe vételével, ToxRat®
program segitségével LCso-értékeket szamitottunk. A szubletdlis paraméterek feljegyzésével

NOEL, illetve LOEL értékeket allapithatunk meg.

3. tdblazat: Az embriondlis tesztben megfigyelt letdlis és szubletalis hatdsok

Letilis hatdsok Szubletalis hatasok
Koagulacio Gatolt szivverés
Szomitdk hidnya Erdsen gétolt szivverés
Farokrégi6 hidnya, nem megfelel6 fejlodése Spontdn mozgds hidnya
Szivverés hidnya Fejdeformitas

Szemfejlodés gatlasa
Altaldnos fejlédési zavar
Altaldnos fejlddési elmaradottsag
Vérkeringés gatlasa/hianya
Szomitdk/farok régi6é deformitasa
Gerincdeformitas (scoliosis, lordosis)
Szikholyagddéma
Szivburokddéma
Pigmentaci6 gatlasa, hidnya

A teratogenitdsi teszttel harom kivélasztott anyagot vizsgaltunk: a glyphosate hatéanyagot
(Lamberti S.p.A), az ezt tartalmazé novényvédSszer-készitményt (Roundup Classic®,
Monsanto Hungéria Kft.), illetve a készitmény forméazéanyagat (polietoxildlt faggydamin,
POEA, Lamberti S.p.A). A teszt sordn altalunk alkalmazott koncentracidk alapjaul Richard és

munkatdrsai 2005-ben kozolt tanulmanyét vettiik, melyben a Roundup-készitmény 2%-os
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higitdsat alkalmazva human placentasejtvonalakon toxikus hatdsokat mértek (Richard et al.,
2005). A heidelbergi kutatdcsoport eldzetes tapasztalatai alapjdn a zebraddnié embridk
érzékenysége magasabb, igy e koncentraciot mi felsd hatarként alkalmaztuk, és ezt, illetve
ennél alacsonyabb értékeket vettiink fel. A glyphosate izopropilamin-s6ja és a POEA adott
koncentraciéjat a Roundup készitményben megtaldlhaté ardnyhoz viszonyitva szamoltuk ki,
igy a kezdeti 2%-o0s dozis esetén rendre 9,75 g/l és 3,6 g/l értéklinek adddtak. A tovéabbi

koncentracidkat ennek higitdsabol szamoltuk.

3.2. Cry-toxinok kimutatasa és hatasvizsgdlatai

3.2.1. Bt-kukoricédk termesztése, novényi részek mintavétele

A genetikailag moddositott kukoricafajtdk €s kozel izogenikus vonalaik termesztését
osztdlyunk dolgozéi végezték az MTA Novényvédelmi Kutatéintézetének Okolégiai
Kisérleti Telepén tortént (Budapest Ady-liget, Julianna-major). A talajmiivelés, tragyazas és
cimerezés az Okoldgiai termesztéssel Osszhangban, az egész teriileten egységesen tortént.
Nem alkalmaztunk szintetikus vegyszereket, kizarolag szervestragyéat (Florimo komposztalt
szarvasmarhatrigya), a gyommentesités rotacids kapdval tortént. A teriiletre ajanlott vetési
stirliséget tartva (kb. 70-80 000 t6/ha), vetdgép segitségével (Wintersteiger Dual Disc 4
sorvetd gép) vagy szemenkénti vetéssel iiltettiink. Az Osszes fajta vetése majus végén tortént
0,75 m sor- és 0,20 m tovenkénti tdvolsdggal. A kisérlet jellegétdl fiiggden terveztilk meg a
kisérleti parcelldk egymds viszonyitott elhelyezkedését. A géntechnoldgiai tton modositott
(GM) kukoricat vetéskor az eldirdsoknak megfeleléen 6-8 sor nem-GM szegélysdvval

vetettiik korbe (14. 4bra).

14. abra. A Cry3-kukorica kisérleti teriiletérdl késziilt 1€gi felvétel, 20 véletlenszerli blokkal,

szegélysavval korbevéve (fotd: Nagy Z. Laszlo)
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A kukoricahibridek novényi részeinek mintavétele a késObbi analitikai és biologiai
tesztekhez az alabbiak szerint zajlott. A mintavételezés idOpontja az RS (teljes érés) vagy VT-
R1 (pollenszords/himvirdgzas dllapot — hdlyag allapot) fenoldgiai stddiumban tortént (Ritchie
et al., 1992). A levéllemezmintdkat (3-5 cm széles szeletekben) a kozépso régidban vigtuk le.
A friss levélmintdkat lemértilk és milanyag zacskéban azonnal folyékony nitrogénben
fagyasztottuk. A pollenmintdk gyiijtése az optimdlis pollenszéré stddiumban tortént (R1
fenoldgiai stddium). A cimereket délutanonként fehér papir gytijtdtasakokkal vontuk be (50
cm x 20 cm) majd a tasakokat rogzitettilk. Masnap reggel, a pollenszords utdn a tasakokat
lecseréltiik és a pollent begytjtottiik. A pollent ezutdn egy héten keresztiil, kozvetlen
napfénytdl védve laboratériumban szaritottuk, majd mintavételi csovekben -20°C-on téroltuk.
A tarlomaradvanyok begytlijtésekor a kukorican hagytunk leveleket, melyeket elszaradas utan
tavolitottunk, el és haszndltuk fel a kisérletekhez. A tarlémaradvanyokbdl begyiijtott
levéltormelékek a szdraz levél felsd, elkeskenyedd részébol szarmaznak, mivel a levélnek ez
a része a legsériilékenyebb, és a természetben a levéltormelékek konnyen elérhetik a talaj

felszinét, illetve bekeriilhetnek a felszini vizekbe is (Rosi-Marshall et al., 2007).

3.2.2. Kisérlet bedllitdsa a CrylAb-, Cry34Abl- és a Cry35Abl-toxinok kimutatds-

és hatdsvizsgdlataira

A vizsgélat sordn két kiilonb6zd genetikai eseményti, géntechnoldgiai iton médositott Bt-
kukoricafajta transzgenikus és kozel izogenikus véltozatat hasznaltuk. A Cryl Ab-toxint
termeld0 MON 810 transzgenikus kukoricavonalat (a vetdmagot a Monsanto bocsatotta
rendelkezésiinkre), illetve a DAS 59122-7 transzgenikus vonalat (a GM-fajta a Pioneer
tulajdona), amely Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinokat termel, illetve ezek kozel izogenikus
parjait. Vizsgdlataink sordn elsddleges szempont volt, hogy a bedllitott kisérleti rendszer
minél jobban reprezentdlja a természetes vizes élohelyeket, ezért a kialakitdsdhoz felhasznalt
iszap- és vizmintdkat a Velencei-t6 sekély parti részérdl, illetve a Duna holtdg jellegili, a
folyoval részleges kapcsolatban all6 érdi szakaszardl gyQjtottiik be. A tavaszi idoszakban a
vizmintdkat nagyméretli milanyag kanndkba, az iszapmintdkat zdarhat6 iivegedényekbe
gyujtottilk. A mintdk begytlijtésekor mind a két teriiletnek legaldbb 5-5 jellemzd pontjardl
vettiink viz-, illetve iszapmintat, amelyek elegyitése altal az egyes teriiletekre jellemz6 kevert
mintdkat képeztiink. Az MTA Novényvédelmi Kutatéintézetének Okotoxikoldgiai és
Kornyezetanalitikai Osztalyan 4-4 db 32 literes akvariumot rendeztiink be a Dunabdl illetve a

Velencei-tobol szarmazé vizzel €s iszappal (15. dbra).
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15. abra. Beallitott akvariumos kisérleti rendszer a Cry1- és Cry3 -toxinok lebomlasanak

vizsgélatihoz (fot6: Fejes Agnes)

Minden akvériumba kb. 3 cm iszapréteg és 12 1 viz keriilt. Az akvariumokban
automatikus rendszer biztositotta a megfeleld megvilagitidst (16 o6ra vildgossag — 8 ora
sotétség) és levegdztetést (felsd ventillacid). A hdmérséklet 25+£2°C volt, a vizek pH értékei
7.4 és 8,6 kozott valtoztak. Harom héttel a kisérleti rendszer kialakitasat kovetOen a
szakirodalmi adatok €s a vizfelszinhez viszonyitott szamitdsok alapjan 500 mg széraz
kukoricalevél-tormeléket helyeztiink minden egyes akvariumba. Négy akvariumba DAS
59122-7, mig a masik négy akvariumba MON 810 kukoricalevél-tormelék keriilt. Mintavételi
helyenként az els6 két akvariumba a kozel izogenikus, a mdsik két akvdriumba pedig a
transzgenikus valtozat levelének tormeléke keriilt. Ezt kovetden folyamatosan tortént a
mintavételezés. A kisérlet 0., 1., 2., 3., és 7. napjan tortént a viz- és a nedves levélmintdk
begylijtése az akvariumokbdl a toxinkoncentriciok vdltozdsdnak vizsgdlatdhoz és az
okotoxikoldgiai tesztekhez. A Duna alig draml6 holtdgdbdl és a Velencei-toval részleges
Osszekottetésben 4ll6 nddasos kazettdkbdl szarmazd vizmintdkbdl a matrixhatdsok mérésére
100 ml vizet kiilonitettiink el. Az 6kotoxikoldgiai tesztekhez a mintavételi napokon 100-100
mg nedves levéltormelékmintat gylijtottiink Eppendorf-csovekbe, emellett 100 ml vizmintat
kiilonitettiink el. Tovdabba 50 ml vizmintdt vettiink ki minden kukoricalevelet tartalmazé
akvariumbdl, a vizbe beoldddott toxin mennyiségi meghatirozdsahoz. Ehhez késobb a
vizmintdkat liofilizaltuk, ez aldl kivételt képeznek a 48. 6raban vett vizmintdk, ugyanis

azokat technikai problémak miatt nem sikeriilt az emlitett mddszerrel tartésitani. A
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liofilizdlas olyan tartésitasi eljards, amely sordn a tartdsitani kivant anyag viz-, illetve
jégtartalmat szublimécidval tavolitjuk el (Beke, 2002). Az eljaras lehetdvé teszi a mintdkban

taldlhat6 toxinkoncentraci6 toményitését, ezzel megkdnnyitve a kimutathatosagot.

3.2.3. Kisérlet bedllitasa a Cry4-toxin kimutatds- és hatdsvizsgalataira

A kisérlet sordn a csipdszunyogok altal gyakran vdlasztott tenyészohelyekrdl gyiijtottiink
iszap- €és vizmintdkat, a kisérlet sordn ezek koriilményeit kivantuk megteremteni. Mintdink
harom hazai vizes él0helyrdl szdrmaztak: a Velencei-t6 nddasos part menti teriiletérol,
Hévizrdl a t6 kozeli sziinyogtenyészhelyekrol és a Koros folyd (Békés) alig daramld holtagas
teriiletérol. A mintdkat nagyméreti milanyagkanndk (50 1) segitségével szdllitottuk a
laboratériumba, ahol 48 6rdn keresztiil 4 °C-on taroltuk felhasznéldsig. A mintdk egy részét
rutin laboratériumi gyakorlat alapjan gdzkromatografids vizsgélatoknak vetettiik ald (GC-
MS) a szennyezbanyag-tartalom kimutatdsiara (Maloschik et al., 2007), és csak a
szennyezOktol mentes mintdkkal dolgoztunk a késObbiekben. A vizmintdkat sziirés és higitas
nélkiil hasznéltuk fel. A pH-értékek a mintdk esetében 7,6 és 8,7 kozott alakultak. Az ELISA
vizsgalat pH-bedllitas nélkiil vagy a pH 7,6 értékre torténd bedllitdsaval tortént. A begyljtott
iszappal (3-5 cm vastagsagban) és vizzel (15 1) rendeztiink be 32 literes akvariumokat, igy
reprezentdlva a sziinyogtenyészOhelyeket (16. dbra). A teszt sordn a vizhomérséklet 25 °C, a
megvildgitisi id6 16 o6ra volt. Ahhoz, hogy modellezni tudjuk a foldi kezelés sordan 0,4 kg/ha
doézisban alkalmazott Bti-készitmény hatdsdt, 6 mg Vectobac WDG (3.000 ITU/mg)
granuldtumot adtunk a kiillonboz6é eredetli akvariumvizekbe. Eldzetesen a larvdkon akut
toxicitdsi tesztet végeztink WHO szabvany alapjan (WHO, 2007), hogy meggydzodjiink a
kiinduldsi koncentricidéérték helyességérdl. Ennek sordn 25 db Ls-es stddiumu
csipdszinyoglarvat helyeztink 100 ml oldatba, melyekbe el6zdleg Bti-tartalmu
készitményeket kevertiink 4 koncentraciéban, 4 ismétlésben. Ezek a Vectobac WDG esetében
0,1; 0,2; 0,4 és 0,8 mg/l, mig Vectobac 12 AS esetében 0,25; 0,5; 1 és 2 mg/l értékek voltak.
A 95%-0s mortalitds ez alapjan a granuldtum esetében 0,39 mg/l, mig szuszpenzié esetén
1,03 mg/l értékli volt, amely megfelelt a vart értékeknek, igy ezekkel a koncentracidkkal
dolgoztunk. Az egyes akvariumokba 30 db L; stddiumu szinyoglarvat helyeztiink. A larvak
tormeléket és mikroszkopikus szervezeteket fogyasztanak a vizben, emellett tiplalasukra
szGjamentes egér- vagy patkanytapot (ssniff®, Spezialdiiten GmbH, Soest, Németorszag) és
steril, poritott macskatdpot (Whiskas®, Mars Inc., McLean, VA, USA) alkalmaztunk, hogy

biztositsuk a kiegyensilyozott fejlodést. A mortalitdst minden masodik nap ellendriztiik, a

53



tiléld larvakat eltavolitottuk és tjabb 30 db L; stddiumud szdnyogldrvat helyeztiink az
akvéariumokba. A mortalitdst szdzalékos értékben (M%) adtuk meg. A Vectobac 12 AS
szuszpenzid (1.200 ITU/mg) adagoldsa hasonl6 médon tortént, az alkalmazott 1,0 kg/ha dozis
modellezéséhez 15 mg készitményt adtunk az akvdriumba. A mortalitds negativ
kontrolljaként egy azonos mddon berendezett, 15 1 csapvizet tartalmazd akvarium szolgalt,
melybe szintén szinyogldrvdkat helyeztiink, Bti-készitmény azonban nem kertiilt a vizbe. A
mortalitds mérése parhuzamosan folyt a kontrollakvariumban is. Emellett, a Bti-készitmények
lebomlasat egy 15 1 desztillalt vizet tartalmazé akvariumban is megfigyeltiik, amelyet azonos
koriilmények kozé helyeztiink, é€s amelybe sem szinyoglarvdk, sem egyéb szerves anyag nem
keriilt. Ezt az akvariumot a kisérleti koriilmények kozott detektalhato toxin koncentracidjanak
meghatdrozasdhoz alkalmaztuk. Héaromszor 100 ml vizmintit vettiink az egyes
akvariumokbdl parhuzamosan, eldszor 2 6rdval a Vectobac készitmények behelyezése utén,
majd késébb minden mdsodik nap. A vizmintdkat fagyasztottuk, liofilizdltuk és -20°C-on
taroltuk a mérésig. Az ELISA mérést megel6zden a liofilizélt, fagyasztott mintdkat 1 ml

desztillalt vizben oldottuk vissza.

25/05/2009°8:07 am

16. dbra. Akvariumos kisérleti rendszer a Cry4-toxin lebomldsdnak vizsgalatihoz (foto:

Debnar Janos)

3.2.4. Minta-elokészités ¢és analitikai vizsgalatok a Cry-toxinok hatdsdnak és

lebomlasanak kimutatasara

A Cry-toxinok koncentricidvéltozéasainak vizsgdlatdhoz a vizmintdkban, illetve a nedves

levélmintdkban a toxinok mennyiségét ELISA mddszerrel hatdroztuk meg. A
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tarlomaradvanyokat tartalmaz6 akvariumokbdl szdrmazé vizmintdkban 1évO alacsony
toxinkoncentrdcié miatt a meghatdrozdshoz a mintdkat el0zetesen fagyasztva szdritdssal
koncentraltuk. A begytjtott 50 ml térfogati vizmintdkat liofilizaltuk, majd Eppendorf csoben
1 ml extrakciés puffert adagoltunk hozza. Az igy nyert szuszpenziét 1200 fordulat/perc
sebességgel 10 percig centrifugdltuk MLW TH21 tipusi centrifugaval. A feliiliszo6t
leszivtuk, ebbdl hatdroztuk meg a toxintartalmat. A matrixhatds kikiiszobolésére a 0. napos,
levéltormeléket még nem tartalmazod vizmintat is alavetettiik a fenti elokészitési eljarasnak, és
az abban mért ,,vak érték”’-kel korrigdltunk az értékelés sordn. A nedves levélmintdkat
extrakcids pufferrel kezeltik, majd a levelekb6l a Cry-toxint dorzsoléssel vontuk ki,
dorzsmozsarban a levelek és a puffer homogén szuszpenzigjat éllitottuk eld, amelyet
Eppendorf-csovekbe helyeztink és 10 percig centrifugdltuk 1200 fordulat/perc
fordulatszamon MLW TH21 tipusu centrifugdban. A centrifugdlds utdn a feliilisz6t pipetta
segitségével tiszta Eppendorf-csovekbe helyeztilk at. A mintdk eldkészitését kovetden
elkészitettiik a megfeleld higitdsokat, a vizmintdk esetében 10x-es, 100x-os higitdsok, mig a
nedves levelek esetében 100x-os és 1000x-es higitdsokat alkalmaztunk. A mintdkat és
standardokat 100 ul mennyiségben, 2 ismétlésben vittiik fel a 96- lyukd mikrotiter lemezre. A
tovabbiakban a cégek altal lefrt modszer szerint végeztiik a meghatarozast.

A Cryl Ab-toxin meghatdrozédsat az Abraxis cég 4ltal forgalmazott Cryl Ab/CrylAc Kit-
tel végeztiik el az dltaluk kiadott leirds alapjan (Abraxis LLC). A mintdk felvitele utdn a
lemezt 20-30 mdsodpercen keresztiil finom, korkoros mozdulatokkal asztali keverdgép
segitségével razattuk, ezt kovetden 30 percig szobahdmérsékleten inkubéltuk. Ezt kovetden a
lemez lyukainak tartalmat eltdvolitottuk és 1:5 ardnyban desztilldlt vizzel higitott
mosOpufferrel haromszor atmostuk. A mosdsi szakaszt kovetéen minden lyukba 100 pl
CrylAb/Cryl Ac antitestoldatot juttattunk. A mikrotiter lemezt ismét 20-30 masodpercig
razattuk és 30 percig szobahOmérsékleten inkubdltuk. Ezt kovetden Gjabb mosasi szakasz
kovetkezett az elobb ismertetett mosdsi folyamatnak megfeleléen. Ezutdn minden lyukba 100
ul enzimkonjugatumot juttattunk pipetta segits€gével. A mikrotiter lemezt ismét 20-30
masodpercig finoman rdzattuk, majd 30 percig inkubdltuk szobahOmérsékleten, majd ismét
mosasi folyamat kovetkezett. Ezt kovetden tortént a 100 ul szubsztratoldat lyukakba
pipettdzasa, majd 20 percig inkubdltuk a mintdkat szobahdmérsékleten. A mikrotiter lemezt
20-30 mdsodpercig ismét finom mozdulatokkal rdzattuk asztali keverdgép segitségével.
Végiil 50 pl stopreagenst adunk minden egyes mintdhoz, ez a lépés sarga szinreakciot

eredményez, 15 perc elteltével. Az analitikai jel (szin) intenzitdsdt mindkét Cry-toxin
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esetében 450 nm hulldmhosszon Labsystem iEMS Reader MF tipust mikrotiterlemez-olvasé
spektrofotométer haszndlataval hatdroztuk meg.

A Cry34Abl- toxin koncentriciéjanak meghatarozdsa kereskedelmi forgalomban
kaphatd, kvalitativ ELISA Kit segitségével tortént (EnviroLogix). Megbizhat6 analitikai
standard hijan a kereskedelmi fogalombdl szdrmazdé kvalitativ ELISA kit segitségével a
Cry34Abl-toxin lebomldsat csak relativ mérték, a kiinduldsi értékhez képest mutatott
csokkenés szerint volt médunk kovetni. Az ELISA teszt a tovdbbiakban a szabvany szerint, a
Cryl Ab-toxinnal leirtakhoz hasonlé médon zajlott.

A természetes vizekbdl ad6dé matrixhatds meghatarozdsdhoz a Dundbdl, illetve a
Velencei-t6bdl szarmazé vizmintdkat toxinnal mesterségesen szennyeztilk (spike). 50 ml
Duna és Velencei-t6 vizmintdhoz, illetve 50 ml desztilldlt vizhez 50 pl kiindulési
levélextraktumot adtunk, tehdt a mesterséges szennyezés a kiindulési levélben megtaldlhat6
toxin mennyiségével tortént. Az elszennyezett mintdkbdl ezt kovetden desztillalt vizzel 10-
100-szoros higitasokat készitettiink. A mesterséges szennyezést elvégeztiik a liofilizdlas elott
és utdn is, hogy meghatdrozhaté legyen a minta-el0készités hatdsa a visszanyerhetd toxin
tartalom kimutatdsara.

Etetési vizsgdlatokba a Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinokat tartalmazé Br-kukoricdk
kiilonb6z6 novényi részeit (pollen, portok, szdraz-€s nedves levéltormelék) vontuk be. E
kisérletek sordn a pollent kiolvasztas utdn dorzsmozsarral poritottuk, hogy a tesztallatok igy
elfogadjék azt taplalékul. A leveleket hasonlé okok miatt apré darabokra vagtuk. Mivel a
Daphnia magna szajnyildsa 1-50 pm méretli tiplalék befogaddsira képes, igy a
levéldarabokat megfeleld lyukméretli szitdn szitdltuk &t, és ilyen moédon kinaltuk fel

taplalékul (17. dbra).
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17. abra. Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinokat tartalmaz6 kukorica-levéltormelékkel végzett

etetési vizsgdlat D. magna tesztallaton (foté: Klatyik Szandra)

A bedllitott akvariumos teszt sordn a vizmintdkban a Cry4-toxin mennyiségét szintén
ELISA mddszerrel hatdroztuk meg. A hdrom akvariumbdl az elsé vizmintdkat (3x100 ml) két
Ordval a sziinyoglarvdk és a Cry4-toxintartalmi készitmények beszdrdsa utdn vettiik, majd
ezutdn a tovdbbi mintavételek 2 naponta kovetkeztek. A mintdkat lefagyasztottuk, majd
szarazra liofilizaltuk és a mérés eldtt desztillalt vizben oldottuk vissza. A mintdkat a mérésig
-20 °C-on mélyhiitében taroltuk.

A meghatdrozdst 96-lyuku mikrotiter lemezen (Nunc #442404, Roskilde, Dania) végeztiik
a ,,szendvics” ELISA elvi felépitése szeint (Tijssen, 1985). A mikrotiter lemez lyukainak
falara Cry4-specifikus antitesteket kotottiink, a szérum 1:100 — 1:625 higitdsi, 0,1 M
karbonat pufferben (pH 9,6) felvett oldatdnak (100 upl/lyuk) 4 °C-on, 12 érén &t torténd
inkubdldsdval. 0,2% Tween 20 detergenst tartalmaz6 foszfatpufferrel (PBST, pH 7.4) torténd
mosast (4 x 250 pl/lyuk) kovetden, a fennmaradt kotdhelyeket foszfatpufferben (PBS, pH
7,4) késziilt 1% zselatinoldat (150 ul/lyuk) 38 °C-on, 1 6rdn &t torténd inkubéldsdval
blokkoltuk. Mosast (PBST, pH 7.4; 4 x 250 ul/lyuk) kovetden standard Cry4-toxinoldatot
vagy a mintdkat pipettdztuk a lyukakba (50 pl/lyuk), majd a lemezeket 38 °C-on, 1 6éran at
inkubaltuk. Ujabb mosast (PBST, pH 7,4; 4 x 250 ul/lyuk) kovetéen az antiszérum torma
peroxiddz enzimmel készitett konjugdtumdnak 1:50 — 1:30,000 higitdsi PBST-oldatat (50
ul/lyuk) pipettaztuk a lyukakba, majd a lemezeket 38 °C-on, 1 6rdn 4t inkubéltuk. Ezt
kovetden, végsd mosasi 1épés (PBST, pH 7,4; 4 x 250 ul/lyuk) utdn 1,2 mM koncentréaciéju
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hidrogén-peroxidot (H,0,) és 3 mM 1,2-fenilén-diamint (OPD) tartalmaz6 200 mM kélium-
dihidrogén-citrat puffert (pH 3,8) (200 ul/lyuk) pipettiztuk a lyukakba, majd a szinreakci6
bekovetkezte (10-60 perc) utdn az enzimreakciét 4 N kénsavoldat (H,SO4) (50 pl/lyuk)
adagoldsdval ledllitottuk. A szinjelet végpontos mérésben 492 nm hulldimhosszon mértiik
iIEMS mikrotiterlemez-olvasé spektrométerben (LabSystems, Helsinki, Finnorszag). Az
analitikai meghatdrozdshoz a standard gorbéket a négyparaméteres (szigmoid) egyenlet
alapjan vettiik fel. Ezt a technikat leginkdbb tendencidk vizsgalatara, illetve 0sszehasonlitdsra
érdemes haszndlni. Mivel mi 6kolégiai rendszereken beliili folyamatot kivantunk vizsgélni és

0sszehasonlitani, a magunk szamara alkalmasnak {téltiik ezt a modszert.

3.2.5. Bioldgiai tesztmddszerek a Cry-toxinok karos hatdsainak vizsgélataihoz

A CrylAb-, Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinok hatdsanak detektdldsahoz Daphnia magna
és Aedes aegypti tesztéllaton végeztiink akut, illetve krénikus, etetéses teszteket.

A Daphnia magna akut immobilizdciés teszt sordn (l4sd 4.1.3. fejezet) a
tarlomaradvanyokat tartalmazé akvariumok vizébdl vett mintdkkal olyan mddon jartunk el,
mint a novényvédd szerrel szennyezett vizmintdk esetében. Ennek sordn a transzgenikus
kukoricalevél-tormelékébdl a vizbe esetlegesen kioldédott toxinok hatdsaira voltunk
kivancsiak. A krénikus, 21 napos Daphnia magna reprodukcids teszt a toxintartalmu
levéltormelékkel valé torténd etetés mellékhatdsait vizsgalta. A kisérletet a MSZ ISO 10706
szabvany moédositasaval végeztiik (OECD Test No.211, 2012). Esetiinkben nem a tesztallatok
kozegébe oldottuk a szennyezd anyagot, hanem az az etetés sordn keriilt a szervezetiikbe. A
teszthez 6-24 oras fiatal allatokat hasznaltunk. 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokba 60 ml
Daphnia-tenyészoldatot toltottiink, majd ezt kovetden minden lombikba véletlenszertien 1 db
vizibolhét helyeztiink. 10 ismétlésben végeztiik el a vizsgélatot. A tesztszervezetek ez esetben
taplalék utjan keriiltek kapcsolatba a vizsgdlt anyaggal. A kontroll csoport ad libitum
taplalasa algdval tortént (Pseudokirchneriella subcapitata), mig a kezelt csoportok etetéséhez
a kiilonbozo kukoricavéltozatok levelébdl eldallitott, leszitalt kb. 4-5 mg levélorleményt
hasznaltuk. Az etetésre 3 naponta keriilt sor, a tesztkdzeget hetente kicseréltiik. A vizsgélat
soran 3 naponta feljegyeztiik az anydk mortalitasat, illetve a sziiletett fiatal egyedek szamat.
A fiatal egyedeket a szdmlélast kovetden minden esetben eltavolitottuk az anydk melldl. A
kezelések hatdsdnak meghatdrozdsahoz egytényezOs varianciaanalizist (egyutas ANOVA)
végeztiink 5%-os szignifikanciaszinten, mely sordn a mortalitdst a vizsgalat harom kiilonb6z6

napjan (12., 16. és 21. nap) hasonlitottuk Ossze, illetve a kapott eredményeket a Kaplan-
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Meier-elemzés (tulélési gorbe meghatdrozasara szolgdld analizis) elvégzésével a vizsgélat
teljes idejére vonatkoztatva is kiértékeltiik.

Az Aedes aegypti tenyészet fenntartdsa 26-28°C-on €s napi 16 6rds megvilagitds mellett,
erre a célra kifejlesztett halés ketrecekben tortént. A ndstények vért szivnak, ezért etetésiik
soran fehér egereket helyeztiink el a ketrecekben. A ndstények csak vérszivast kovetden
képesek termékeny tojdsokat lerakni (Womack, 1993). A himek a természetben novényi
nedveket fogyasztanak, ezért cukoroldatba 4ztatott vattat biztositottunk a szdmukra. A
szaporitas sordn a ketrecekben taldlhat6 vizes tdlkdkba sziirépapirhengereket helyeztiink el,
amelyekre a ndstények le tudtdk rakni a tojasaikat. A hengereket ezt kovetden eltavolitottuk,
majd 24 6ran keresztiil szaritottuk, amelyre azért volt sziikség, hogy az embriondlis fejlodés
befejezOdhessen. A kiszdritott hengereket ezutin olyan zart tivegedénybe tettiik, amelybe
elézetesen, fozépohdrban telitett sooldatot helyeztiink el, igy biztositva a megfeleld
paratartalmat a tojasok szamdra. A teszt sordn a csipdszinyoglarvdkat klormentes csapvizben
tartottuk, és szdraz, 6rolt szGjamentes ragesald tappal (ssniff® Spezialdiiten GmbH, Soest,
Germany) etettiik. A larvdk kedvezo koriilmények kozott 7-9 nap alatt babba, majd tovabbi 2
nap elteltével imdgova fejlodtek (Womack, 1993). A csipdsziinyoglarvdkon elvégzett etetéses
tesztet a WHO (WHO, 2007) ajanlés alapjan végeztiik el, viszont egyes részletekben eltértiink
az ajanlasban leirtaktdl. A teszt sordn a larvdk az L3-as stddiumban voltak. A felhasznalt
tenyészet az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontbol szarmazik. A szinyoglarvdk természetes
élohelyiikon, az aljzaton megtaldlhaté szerves tormelékkel és mikroszkopikus éldlényekkel
taplalkoznak, szdjszerviikkel kisebb, fogyaszthaté darabokat tavolitanak el a nagyobb méretii
taplalékokbol. A teszt sordn ilivegbOl késziilt faeces-poharakba helyeztiik el a vizsgdlt
vizmintat, a vizsgalt nedves levélmintat és a véletlenszerlien kivalasztott egyedeket (18.
abra). A WHO ajanléastol eltéréen tesztkozegeként nem csapvizet vagy mesterségesen
eloallitott vizet hasznaltunk fel, hanem az akvariumokbdl szarmazd vizmintakat, illetve etetd
anyagként nem Cry-toxintartalmu szuszpenziot, hanem az akvariumokbdl szarmaz6 nedves
levéltormeléket hasznédltunk. A levéltormelék vizben oldédé komponensei a larvak
kiiltakar6jan keresztiil felszivodva fejthetik ki hatdsukat, mig a vizben nem old6do
Osszetevokkel a larvdk a szerves tormelék elfogyasztidsa sordn (per os) sordn Kkeriilnek
kapcsolatba (Zoldi et al., 2005). Minden edénybe 10 db L; stddiumu csipdsziinyoglarvat, 10
ml vizmintat és nedves levéltormeléket helyeztiink. Az dsszes vizminta esetében a vizsgalatot
4 ismétlésben végeztiik el. A két kukoricavonal egyike transzgenikus véltozatainak leveleit
tartalmazé akvariumokbdl szarmazé vizmintdk illetve nedves levélmintdk toxicitdsat a kozel

izogenikus valtozatokat tartalmazé akvariumokbdl szdrmazé vizmintdk és nedves
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levélmintdk toxicitdsdhoz hasonlitottuk, tehat kontrollcsoportnak a kozel izogenikus
véaltozatok vizmintdit és nedves levélmintdit tekintettik. A teszteket a kontrollegyedek
legaldbb 50%-anak iméagova fejlodéséig végeztiik, feljegyezve a mortalitast és a fejlodési
stddiumokat. A levéltormelékes kisérlettel megegyezd6 moédon végeztik el az etetéses

vizsgdlatot pollennel, illetve portokfal-6rleménnyel is.

18. abra. Etetési vizsgdlat csipdsziunyog larvakon (fot6: Fekete Gabor)

A Cry4 toxin lebomldsdnak vizsgélatdndl a 3.2.3 pontban leirtak alapjan végeztiik el a

mortalitdsi tesztet Aedes aegypti fajon.
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4. Eredmények

4.1. Ipari és mezOgazdasagi eredetll szennyezések kimutatds- és

hatasvizsgélatainak eredményei
4.1.1. Az analitikai vizsgalatok eredményei

A monitorozdsi vizsgélatok sordn begyljtott viz- és talajmintdkban azonositott
szennyezések  tobbféle szerves mikroszennyezét (novényvédd szerek, klorozott
szénhidrogének stb.) és mikroelemeket tartalmaztak.

A kutatds sordn 423 darab talajmintdt vizsgdltunk, melybdl 77 minta tartalmazott
kimutathat6 szennyezést egy vagy tobb célvegyiiletre nézve, a szennyezési rata 17-30% volt.
A 202 darab vizsgalt vizmintdb6l 76 db tartalmazott szennyezést (szennyezési rata 18-67%).
Leggyakoribb talajszennyezOk a taldlati gyakorisag alapjan az atrazine (10-580 ng/g), a
trifluralin (3-200 ng/g), az acetochlor/metolachlor (5-80 ng/g), a DDT és bomlasterméke, a
DDE (38-460 ng/g), illetve a lindane és bomlasterméke, valamint a HCH (7-103 ng/g). A
leggyakoribb vizszennyezdk k6zé az acetochlor (0,02-3900 ug/l), az atrazine (0,5-100 ug/l),
a metolachlor (0,001-56 pg/l), a trifluralin (0,8-9 pg/l) és a diazinon (0,001-0,85 pg/l)
sorolhato.

A 322 talajmintanak 18%-a volt mikroelemekkel szennyezett. MezOgazdasagi teriiletrol
szarmaz6 mintakban foként nikkelt, arzént és bariumot mutattak ki. Koziliik mindharom
toxikus lehet, 4m a bdarium oldhatatlansdga és viszonylagos ritkasdga miatt kevésbé
veszélyes. A nikkelszennyezés a talaj mélységével és szerkezetével korrelaciot mutatott. Ipari
teriiletekrol szarmazé mintdk foként nikkelt, arzént, bariumot és szelént tartalmaztak. 85
vizmintdbol 45 esetben detektdltunk szennyezettséget, foként talajfuratokban és talajviz-
monitorozé mintavételi helyeken, mig 9 esetben felszini vizek kozelében (O6nt6zdcsatorna)
vett mintdkban. A mezdgazdasagi teriiletekrdl gylijtott mintdkban foként bor-, szelén- és
rézszennyezés volt kimutathatd. Véarhaté mdédon az ipari teriiletek kozelébdl érkez6 mintdk
esetén tapasztaltunk magasabb szennyezettséget, az innen gyujtott mintdk 74%-dban
mutattunk ki valamilyen szennyezdanyagot. A mezdgazdasagi teriiletek mintdihoz
viszonyitva itt nem a bor-, szelén- és rézszennyezés domindlt, hanem foként arzént és krémot
mutattak ki.

84 vizsgalt talaj- és felszini vizmintdbdl 21 esetben mutattunk ki glyphosate
gyomirtdszer-szennyezést, ami 25%-os szennyezettségi ratinak felelt meg. A vizmintdk

esetében a kimutatdsi hatar 0,12+0,10 ng/ml értékiinek addédott. E hatéanyag esetében az
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ELISA moddszerrel detektdlt vizszennyezd koncentracié 0,54 és 0,98 ng/ml kozott
tartomanyban volt. A szert kiemelkedden magas koncentrdcidban (1 ng/ml-hez kozeli
értékben) 5 alkalommal, mig magas koncentraciéban (0,54-0,76 ng/ml) 16 esetben mutattuk
ki. Miutdn a keresztreaktivitds a kereskedelmi forgalomban kaphat6 ELISA kit esetében a
glyphosate 6 metabolitjara (AMPA) alacsonynak mondhaté (0,0002%), igy az eljaras a f6

komponens kimutatdsdsra alkalmas (Mortl et al., 2013).

4. tablazat: Glyphosate hatéanyag koncentracidja a pozitiv vizmintdkban

Mintavételi hely / Glyphosate-koncentracio
Miivelés tipusa (ng/ml)
Battonya / 6koldgiai 0,68 +£ 0,09
Battonya / legel6 0,66 £ 0,15
Battonya / legel6 0,63 £0,07
Csorvds / intenziv mg. 0,65 £0,13
Csorvds / intenziv mg. 0,82 £ 0,04
Csorvds / intenziv mg. 0,68 £0,2
Korostarcsa / 6kologiai 0,76 £ 0,04
Med%yes?gyhéza/ 0.75 0,08
okoldgiai
Békéscsaba / ipari 0,93 +£ 0,08
Békéscsaba / ipari 0,60 £ 0,05
Békéscsaba / ipari 0,66 £ 0,10
Gyomaendrdd / ipari 0,98 = 0,003
Gyomaendrdd / ipari 0,56 £ 0,26
Gyomaendrdd / ipari 0,63 £ 0,04
Gyomaendrdd / ipari 0,59 £0,05
Gyomaendrdd / ipari 0,59+0,11
Gyomaendrdd / ipari 0,87 £0,08
Oroshaza / kozuatkezelo 0,66 £ 0,04
Oroshaza / kozuatkezelo 0,96 +0,10
Oroshaza / kozuatkezelo 0,58 £ 0,06
Oroshaza / kozutkezel 0,54 £ 0,003
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4.1.2. Bioldgiai vizsgalatok eredményei

A monitorozéds sordn az analitikai vizsgdlatok eredményei alapjan kivélasztott mintdkat
vontuk be a toxicitasi tesztekbe. A foként az oroshazai kozutkezeld és tiveggyar kornyékérol
beérkezé mintdk zome nagyfoku olajos szennyezettséget mutatott. Ezeket nem vizsgéltuk
biol6giai modszerekkel, hiszen a tomény olajban az allatok nem éltek volna tdl. A detektalt
szennyezOanyag-tartalom alapjdn, a vartnak megfelel6en, a vizsgélt vizmintdk tilnyomo
tobbsége nem okozott immobiliziciét a Daphnia magna tesztallaton végzett tesztben. Ezzel
szemben azokndl a vizmintdkndl, ahol magas novényvédo-szermaradék és/vagy toxikus
mikroelem-tartalom volt detektalhaté (pl. VIG1, V1El), szignifikdns vagy kiugrd toxicitést
tapasztaltunk a tesztdllatokon. A konnyebb attekinthetdség érdekében két tdblazatban
foglaltam Ossze a D. magndn mortalitdst okoz6é kornyezeti mintdk szdrmazdasi helyeit (5.
tdblazat), illetve a relevans analitikai eredményeket és a leggyakrabban -el6forduld

A vizsgalatokba bevont mintdk kivalasztdsanak alapja az el6forduld, hatarérték felett mért
szennyezOanyag-koncentraci6 és/vagy a vizibolhdn mért LCso-értékkel 0Osszevethetd
mennyiségli szennyezés volt. Szignifikans toxicitast fOként a rovarirté szerekkel szennyezett
felszini vizmintdk, illetve talajoldatok esetében vartunk.

A mintdinkban leggyakrabban el6fordulé mikroelemek (arzén, bor, nikkel, szelén) kis
toxicitdsinak bizonyultak D. magndn. Szdmos mintdban dibutil-ftalait vegyiiletet
detektaltunk, amely ismert 1agyit6 szer, gyakori vizszennyezd anyag (Fromme et al., 2002).
Tobb esetben (pl. V4A1, V5D1) 100 ng/ml szintet meghaladé koncentraciéban volt jelen,
azonban még ebben a koncentracidban sem tapasztaltunk kiemelkedd mortalitast vizibolhdn,
az irodalmi adatoknak megfeleléen (LCso = 3,0-5,2 mg/l) (Staples et al., 1997). Szdmos minta
a felszini vizekre meghatarozott hatarértékek feletti koncentraciéban tartalmazott szennyezo
elemeket (pl. V4A1, V6AO), azonban ezek nem okoztak mortalitast tesztallatainkon. A V1E1
és a VIG] mintdk, melyek er0sen szennyezettek voltak acetochlor és atrazine
hatéanyagokkal, emellett magas bor- és szelénkoncentraciét (V1El minta esetében
mindkettd, V1G] mintanal a szelén hatarértéken feliili), emellett V1G1 minta hatarérték-
kozeli arzénszennyezést tartalmaztak. Mindkét minta higitatlanul 100%-os mortalitast
okozott D. magndn. Ezutan 5-, 10-, és 25-szoros higitast alkalmaztunk, és az eredmények
alapjan megallapitottuk az 50%-os mortalitdshoz tartozé koncentraciot, ami 6,4 (4,3-8,9),
illetve 13,3 (9,0-18,8) -szoros higitast jelentett. A V1DI1 vizminta esetében 65%8,7%-0s

mortalitast tapasztaltunk kevés diazinon-, acetochlor- és metolachlor-szennyezettség mellett,
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ahol a metolachlor koncentraciéja nem €ri el a vizibolhdra vonatkoztatott LCsp-értékének
1%-at sem, azonban ezek mellett a mintdban a szennyezési hatdrérték alatti réztartalmat
mutattunk ki (7,2 pg/l). A V2F1 minta esetében, amelynél a toxikus hatdanyag-tartalom
alapjan szignifikdns hatdst vartunk, nem tapasztaltunk kiemelkedé mortalitdst. E minta
esetében ez kiilonosen meglepd volt, mivel az itt mért diazinon- és rézkoncentracié nagyon
kozel esik az irodalmi LCsp-értékhez, igy bizonyos mortalitdst kellett volna tapasztalnunk.
Ahhoz, hogy a sajit vizibolha-tenyészetiink érzékenységét 6ssze tudjuk mérni az irodalmi
adatokkal, a tiszta diazinon hatdanyagra vonatkoztatva is elvégeztiikk a mortalitdsi tesztet,
mely sordan LCso-értéknek 0,34 (0,27-0,39) pg/l-t kaptunk. Ezt kovetden diazinont adtunk a
vizmintdhoz, az LCsp-ért€knek megfeleld koncentraciéban (mesterségesen szennyeztiik), igy
a varhat6 eredmény teljes mortalitas lett volna. Azonban az igy 1étrehozott mintaban okozott
mortalitds nem érte el ezt a mértéket, igy valdszinlsithetden valamely anyag gatolhatta a
diazinon hatéskifejtését. Egy madsik vizminta esetében (V3A0) magas, szennyezettségi
hatarértéket joval meghaladé boér- és a Daphnidra vonatkozd LCsp-értéknél magasabb
rézkoncentracié mellett 40+28,3%-o0s mortalitdst tapasztaltunk D. magna tesztallaton. Ekkor
a kordbbi esethez hasonléan mesterséges szennyezést végeztiink 0,34 pg/l koncentraciéju
diazinon-oldattal, ekkor 100%-o0s mortalitast detektaltunk.

A talajmintdk koziil a TIE3 mintdban kiillonbozd peszticid- €s mikroelemszennyezést
detektaltunk, a nikkeltartalom 40,1 mg/kg értékiinek adodott, amely szennyezettségi
hatarértéken feliilli koncentraciét jelent. Emellett 24,6 mg/kg mennyiségben réz volt
kimutathaté, mely joval a Daphnidra vonatkozé LCsp-érték felett van. Az immobilizacids
vizsgdlathoz a mintdbdl talajoldatot készitettiink, amely 94,9+8,8%-os mortalitdst okozott
tesztallatainkon. A T3A0 kédu talajminta egyéb szennyezdk mellett magas arzéntartalommal
rendelkezett, emellett az 50%-os mortalitasi értéket kivaltdé koncentracidt tobbszordsen
meghaladé mennyiségii rezet tartalmazott (31,6 mg kg'). A toxicitdsi teszten 100%-os
immobilizaciot figyeltiink meg, a higitdsi sorok tesztelése utdn az LCsp-értéket 2,54 (1,7-3,3)

-szeres higitasndl tudtuk meghatéarozni.
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5. tdblazat: A Daphnia magndn mortalitast okozé kornyezeti mintdk szarmazasi helyei

Mintakéd Telepiilés Teriilet tipusa Mj’ivelés F6 szennyezd*
tipusa

VIDI1 Gyomaendrdd ipari - Cu
V1El1 Gyomaendrdéd ipari - acetochlor, B, Cu, Se,
VIFI Gyomaendrdéd ipari - As
V1Gl1 Gyomaendrdd ipari - acetochlor, Cu, Se
V2F1 Medgyesegyhaza | mezdgazd. okologiai diazinon
V3A0 Csorvas mezogazd. intenziv B, Cu
V5D1 Battonya mezdgazd. legeld Se
V6A0 Békéscsaba szennyviztelep - As
TI1E3 Gyomaendrdd ipari - Cu, Ni
T3A0 Korostarcsa mezdgazd okologiai As, Cu

* Szennyezettségi hatarértéket és/vagy a Daphnia magna-ra vonatkozé LCs-koncentraciot meghaladé

mennyiség (European Parliament and Council, 2006)
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6. tablazat: A vizsgalt mintdk szennyez0 anyagai és mortalitdsa D. magna tesztillaton.

Mintak Novényvéddszer-szennyezés Leggyakoribb szennyezdéelem-tartalom Mortalitds
v-viz (ng/l vagy mg kg’l (ng/l vagy mg kgEI) D. magna
t-talaj acetochlor atrazine diazinon metolachlor | terbutryn trifluralin | glyphosate As B Ni Se tesztallaton
VI1D1 0,18+0,04 - 0,008+0,001 55,9449 - - - 8,0 145 5,0 - +
VIEI > 1000 ~ 100 < 0,001 1,66+0,22 0,18+0,03 0,8+0,1 - - 609* 6,0 12,6* +++
VI1F1 35,943,68 1,0+£0,008 | 0,011+0,003 | 0,039+0,007 - - _ 40,5% 69,5 - - -
V1Gl1 > 1000 > 100 < 0,001 0,56+0,13 0,35+0,07 9,0+1,2 - 9,6 360 15,9 23,2% +++
V2F1 - - 0,84+0,008 - - - 0,7540,08 1,8 367 2,5 - -
V2F1* - - 1,18+0,05° - - - 0,75+0,08 1,8 367 2,5 - -
V3A0 - - < 0,001 - - - - - 1544* 0,9 - +
V3A0* - - 0,34+0,01 ° - - - _ - 1544%* 0,9 - +++
V4A0 - - - 0,004+0,001 - - - 2,0 121 3,0 - -
V4Al - - - - - - _ - 846* - - -
V5A0 - - - < 0,001 - - - 2,6 111 5,0 - -
V5A1 - - - - - - _ - 183 - 5.3 -
V5D1 - - - - - - _ - 152 - 3,7 -
V6A0 - - - - - - - 12,9% 127 2,6 - -
V6B1 1,54+0,28 0,50+0,11 - 0,044+0,005 - - 0,60+0,05 - 700* 2,0 - -
V7F1 0,26+0,005 - 0,012+0,004 - - - _ - 816* 2,7 - -
T1A2 | 0,014+0,002 - - - - - - 10,8 22,6 35,4 - -
TID3 | 0,011+0,002 - - 0,019+0,004 - - 0,56+0,26 16,6% 49,2 53,1 - -
T1E3 0,005+0,001 | 0,20+0,04 - 0,011+0,002 - 0,011+0,01 - 7,81 22,7 40,1* - ++
T2A1 - - - 0,081+0,008 - - - 16,3* 40,5 51,2% - -
T3A0 - - - - - 0,20+0,03 - 15,4% 30,8 37,1 0,742 +++
LD‘&Zsagna 9000 ° 87000 © 0,96 ¢ 25000 ° 2660 ° 250 ¢ 780000 © 175503%(1 1546100%%f 73008 | 430-4070 "

a) Hozzaadott LCs,-értéknek megfelelé mennyiségi diazinon b) Mért és hozzaadott diazinon mennyiség 6sszege ¢) irodalmi adat (Tomlin, 2000) d) As(IID),
As,O5-ként mérve (Lilius et al., 1995, Guilhermino et al., 2000) f) 141000 pg/1 B(IID), tetraborat (Maier és Knight, 1991), ill. 56000-66000 ug/1, elemi B esetén
(Strigul et al., 2009) g) Ni(I), NiCl,-ként mérve (Pedersen és Petersen 1996, Ferreira et al., 2010) h) 430-3000 pg/l Se (IV) és 550-5300 pg/l Se (VI) esetén
(Martins et al., 2007) * Hatdrértéken feliili koncentracié (6/2009. (IV. 14.) KvVM-EiiM-FVM egyiittes rendelet)
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A mintdk glyphosate-tartalma nem okozott mortalitist D. magndn, ami 0sszefiiggésben
van az irodalmi adatokkal, ahol az LCsp-értéke 780 mg/l (Tomlin, 2000). A glyphosate aktiv
hatdéanyag irodalmi LCsp-értéke tag hatarok ko6zott mozog, gyakran laboratériumi kolonidk is
eltéré érzékenységet mutatnak (Cuhra et al., 2013). Sajiat tesztdllataink tliroképességét
glyphosate izopropil-amin-séjara két eltéré populdcidéban hatdroztuk meg: az egyik csoport
sajat laboratoriumi tenyészetiink, a mdsik pedig Pest megye (Soroksdr) tavaszi, nydri
kisvizeibol begyljtott vad tipusu tenyészet harmadik laboratériumi generécidja volt.
Eldzetesen mindkét csoport esetében elvégeztiik az érzékenységi vizsgalatot, melynek sordn
az Uujonnan begyljtott kolonia érzékenyebbnek bizonyult a standard laboratériumi
tenyészetiinknél (K,Cr,O; LCsp-értékek rendre 1,17 illetve 2,06 mg/l értékiinek adddtak).
Standard laboratériumi tenyészetiink 48 o6rds LCsy értéke glyphosate hatdéanyagra 750-1080
mgl”, amely j6 Gsszhangban van az irodalmi adatokkal. A begylijtott tenyészet hozzévetéleg
kétszer nagyobb érzékenységget mutatott a hatéanyag irdnt, 100-480 mg/l koncentracidk kozé
esett a mért LCso-értéke. A glyphosate hatdéanyag esetében megvizsgaltuk annak egyik
gyakran alkalmazott készitményét, a Roundup Classic-ot is (Monsanto). A Roundup
készitmények biztonsagi adatlapjain Daphnia magndra megadott LCsp-értékei 11-37 mg/l
kozott vannak feltiintetve. A standard laboratériumi tenyészetiink ezzel 6sszhangban 20,6,
mig a vad tipusi tenyészet 18,7 mg/l LCsp-értéket mutatott. A POEA esetében az irodalmi
adatok LCsp-re 0,1-0,9 mg/l koriili koncentracidkat tiintetnek fel, az etoxildltsagi fok
fliggvényben (Brausch et al., 2007). Az Aaltalunk végzett tesztben a POEA 3,1 mg/l
koncentracioban nem mutatott szignifikdns mortalitdst a standard D. magndn, azaz jéval
kevésbé volt érzékeny, mint azt az irodalmi adatok alapjan vartuk (Brausch et al., 2007). A
begyljtott, vad tipust vizibolhdk ebben az esetben is érzékenyebbnek bizonyultak, mar 1,45

mg/l POEA koncentraciéban elpusztult a tesztéllatok fele (7. tablazat).
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7. tablazat: A glyphosate, POEA és Roundup akut LCsp-értékei D. magna és D. rerio

tesztallaton

. LCso (mg/l) [konfidenciaintervallum]
Osszetevo

D. magna D. rerio

o 900 [750 — 1080] 0750
glypnosate >
360 [100-480]°

3,3[3,1-5,1]*
POEA i 5 [4.5-5.4]
1,28 [0,8-1,8]

20,6 [17,8-30,6] *

Roundup b
18,7 [15,3-33,6]

90 [78-147]

* standard populécié (szabvany szerinti),

® laboratériumban szelektalt vad tipus (begytijtétt vad torzs)

E hiarom anyagot — a glyphosate hatéanyagot, az ezt tartalmazé novényvéddszer-
készitményt (Roundup Classic®), illetve a készitmény formézéanyagit (polietoxildlt
faggytiamin, POEA) — embriondlis haltesztben is vizsgdltuk, hogy az esetleges teratogén
hatasukat felderitsiik. Az LCsp-értékek ennél a teszttipusndl is hasonléan alakultak:
legtoxikusabbnak a formédzéanyag (POEA) bizonyult (5 mg/l), ezt kovette a forméazott
készitmény 90 mg/l értékkel. A glyphosate aktiv hatéanyag a legmagasabb, dltalunk mért
koncentraciéban (9750 mg/l) sem véltotta ki a tesztallatok 50%-anak pusztuldsat (7. tablazat).
A POEA formazéanyag és a Roundup magas (20, illetve 100 mg/l feletti) ddzisai szinte
azonnali koaguldciét valtottak ki az embridkndl. Szubletélis d6zisban szamos teratogén hatés
volt megfigyelhetd, legnagyobb szdmban a fejet érintd deformitdsok, a szivverés és a
vérkeringés gatldsa, a pigmentdcié hidnya és 6démdk (szivburok- €s szikholyagddémak)
voltak megfigyelhetok. A POEA esetében detektdltuk a legnagyobb szamu deformitast az

LCso-koncentracidhoz kozeli dézisok esetében. Sok esetben a teszt egyes napjain megfigyelt
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tinetek ugyan nem voltak letdlisak, a késObbiekben azonban elpusztitottdk az allatot. A

legjellemzObb fejlodési stadiumok €s a deformitasok lathatdak a 19. abran.

19. dbra. Zebradanio fejlodési fazisai a 24., 48. és 72. megtermékenyités utani 6raban (post-
fertilization hours — Hpf) a kezeletlen és a kezelt csoportokban, 40x nagyitdsban: a—c./
kezeletlen csoport; d./ 5,76 mg/l POEA (48 Hpf); e./ 4 mg/l DCA (72 Hpf); f) 5,47 mg/1

POEA (72 Hpf); g./ 5,76 mg/l POEA (24 Hpf); h./ 5,47 mg/l POEA (72 Hpf); 1./ 5,47 mg/1

POEA (72 Hpf). (fot6: Fejes Agnes)

4.2. Cry-toxinok kimutatds- €s hatdsvizsgélatainak eredményei

4.2.1. A CrylAbl- illetve a Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinokkal végzett vizsgdlatok

eredményei

A kisérlet elso felében — az Anyagok és modszerek fejezet 3.2.2. pontjdban leirtak alapjan
— a berendezett Velencei-tobdl illetve Dundbdl szarmazé viz- €s iszapmintdkat tartalmazo

akvariumokba Cryl- illetve Cry3-toxinokat tartalmazd, elszdradt kukoricalevél-tormeléket
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helyeztiink. Ezt kovetéen meghatarozott idok6zonként levél- illetve vizmintdkat vettiink, hogy
a toxintartalom iddbeli csokkenését analitikai (ELISA) és akut toxicitdsi vizsgdlatokkal
(Daphnia magna, Aedes aegypti tesztek) detektdlhassuk. A MON 810 és DAS 59122-7
kukoricdk transzgenikus és kozel izogenikus véltozatainak levélmintdiban az akvariumokba
helyezés elott meghatdroztuk a kiinduldsi Cry-toxintartalmat. Megbizhat6 analitikai standard
hijan a kereskedelmi fogalombdl szdrmazé kvalitativ ELISA kit segitségével a Cry34Abl-
toxin lebomlasat csak relativ mérték, a kiindulési értékhez képest mutatott csokkenés szerint
volt médunk kovetni. A kiinduldsi koncentracié ismeretében a levélbdl vizbe kijutd, illetve a
vizben megtaldlhatd toxin mennyisége meghatarozhatd. Az izogenikus vonalakban, a
vartaknak megfelelden egyik kukorica esetében sem volt kimutathaté a keresett Cry-toxin
jelenléte. A MON 810 transzgenikus véltozatainak esetében a toxintartalom mért
koncentracidja 4986 ng/g. A mérés sordn az 0sszes vizminta toxintartalma a kukoricavonalak
transzgenikus €s a kozel izogenikus véltozatainak esetében is a kimutatdsi hatdr alatt volt,
mely Cryl Ab-toxinra 0,20 ng/ml értékii volt.

A természetes vizekbdl eredd matrixhatds meghatdrozdsdhoz a Dundbdl, illetve a
Velencei-tobol szarmazé vizmintdkat mesterségesen szennyeztiikk a kiinduldsi levélben
megtaldlhaté toxinok mennyiségével a liofilizdlds el6tt és utdn. A visszanyerés mértékét

mindkét toxin és mindkét akvariumviz esetében a 8. tablazat tartalmazza.

8. tdblazat: Cry-toxin-visszanyerés mértéke a mesterségesen szennyezett vizmintakban

Spike

Cryl-toxin Cry3-toxin
liofilizalas

visszanyerés (%) | visszanyerés (%)
el6tt / utan

elott 0 0
Velencei-té
utan 98,7 71,1
elott 0 0
Duna
utan 74,6 66,8
Desztillalt viz elott 69,9 82,9

A kiilonb6z6 mintavételi idopontokban vett MON 810 kukorica nedves levélmintdk
Cryl Ab-toxin tartalmanak meghatdrozdsa sordn a kimutatdsi hatar 13,87 ng/g volt. A

Velencei-tobdl szdrmazd vizet és iszapot tartalmazd akvdriumban a transzgenikus véltozat
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levélmintdinak esetében a toxintartalom csokkend mennyisége figyelheté meg. 24 O6ra
elteltével a toxin koncentricidja a levélben kozel 80%-kal csokkent, a kioldodas mértéke ezt
kovetdéen azonban mérséklodott (20. dbra). 1 hét elteltével a kimutatott toxin mennyisége
megkozeliti a kimutatdsi hatart, viszont a mérési hatar alatt (MH=33,69 ng/g) volt, tehat 1 hét
elteltével az ELISA mddszerrel csak a toxin jelenléte bizonyithatd, a kapott koncentracidéérték
nem tekinthetd pontos értéknek. A Cryl Ab-toxin koncentraciéértékek idobeni csokkenését,
tehdt az eltelt 1do és a kapott koncentracio értékek kozotti Osszefliggést linedris regresszioval
értékeltiik ki, az adatok log-transzfomdldsat kovetden. Ezaltal igazoltuk az eltelt id6 és a

csokkend koncentracio értékek kozott 6sszefiiggést (p= 0,00000076, R2= 0,9593).
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20. dbra. A Cryl Ab-toxintartalom valtozésa az eltelt id6 fiiggvényben a MON 810

kukoricavonal transzgenikus valtozatanak levélmintdiban a Velencei-t6 esetében

A Velencei-tohoz hasonléan a Duna esetében is kijelenthetd, hogy az 0Osszes vizminta
Cryl Ab-toxintartalma a kimutatdsi hatér alatt volt. A kukorica transzgenikus levélmintainak
esetében a toxintartalom az id6 fiiggvényében csokkent, 24 6ra elteltével itt még nagyobb
csokkenés kovetkezett be. A toxin koncentracidja a levélmintdkban 1 nap elteltével az eredeti
mennyiség 12%-ara esett vissza, a kioldodds mértéke ezt kovetden sokkal kisebb volt (21.
abra). 72 ora elteltével a kimutatott toxinkoncentracié megkozelitette a kimutatdsi hatart,

viszont a mérési hatdr alatt (MH=33,69 ng/g) maradt. 72 dra elteltével az ELISA mddszerrel
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ebben az esetben is csak a toxin jelenléte bizonyithatd, a kapott koncentraciéérték nem

tekinthetd pontosnak.
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21. abra. Cryl Ab-toxin tartalom valtozdsa az eltelt id6 fiiggvényben a MON 810-es

kukoricavonal transzgenikus valtozatdnak levélmintdiban a Duna esetében

A Cryl Ab-toxinkoncentracié értékek idobeni csokkenését, tehat az eltelt id6 és a kapott
koncentraciéértékek kozotti Osszefiiggést linedris regresszidval értékeltiik ki, az adatok
logaritmikus transzfomalédsit kovetden. A linedris regresszi6 elvégzésével igazolhato az eltelt
1d0 és a csokkend koncentracidértékek kozotti osszefiiggés (p=0,0000005, R2= 0,9887).

A DAS 59122-7 kukorica esetében ELISA modszerrel a Cry34Abl-toxintartalmat mértiik
a levél-, illetve a vizmintdkban mindkét akvariumtipus esetében. A levélben taldlhatd
kiindulési toxinkoncentrdcié mindkét esetben az 1. nap alatt tobb, mint 90%-kal csokkent,
azonban ez az erds csokkend tendencia a tovdbbi napokban nem volt kimutathaté. E toxin
esetében sem sikeriilt az akvariumvizekbdl visszamérniink az esetlegesen bekeriilt toxin
koncentracot.

Az akvariumvizekbe keriilt levéltormelék analitikai vizsgdlatai mellett a bioldgiai
hatas értékeléséhez toxikologiai teszteket is végeztiink két modellfajon. Akut vizsgdlatokba

Daphnia magna és Aedes aegypti fajok fiatal egyedeit vontuk be, az Anyagok és modszerek
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fejezet 3.2.5. pontjdban leirt moddszert alkalmazva. A vizsgdlt kukoricafajtdk egyik
véltozatanak esetében sem tudtunk akut toxikus hatast kimutatni sem a csipdszinyoglarvakon,
sem a vizibolhaegyedeken.

A kroénikus toxicitdsi vizsgdlatokba — mivel az elszdradt novényi tormelék nem
okozott akut toxicitast — zolden szedett, €s kiszaritott levéltormeléket vontunk be, mivel ezek
toxintartalma magasabb. Az el6zetes analitikai mérések alapjan a kiindulési toxintartalom a
MON 810 kukorica esetében 7159+805 ng/g, mig a DAS 59122-7 esetében Cry34Abl-toxinra
81,1 ng/mg, a Cry35Abl-toxinra 75,1 ng/mg volt, mely kordbbi mérés eredménye (Takécs et
al., 2012).

A Daphnia magndval végzett kronikus tesztben MON 810 kontrollcsoportndl a kezelés
9. napjdig nem volt megfigyelhetd az anydk pusztuldsa, mig a transzgenikus és kozel
izogenikus valtozatok esetében mar az 5. napon volt mortalitds a vizsgalt egyedek kozott (22.
abra). A legjelent0sebb mortalitds a transzgenikus valtozat esetében volt megfigyelhetd, ahol
a vizsgdlat 14. napjara az 0sszes anya elpusztult. A kisérlet végére a kontrollcsoportban volt
megfigyelhetd a legkisebb mértékii mortalitds. A kiilonboz6 kukoricavéltozatokkal torténd

etetés hatdsa statisztikailag igazolhat6 volt (p < 0,000001).
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22. dbra. Az anyaegyedek szazalékos tulélése az eltelt napok fiiggvényében a MON 810

kukorica esetében

A vizsgédlat 12., 16. és 21. napjan elvégzett Osszehasonlitds sordn a 12. napon
statisztikailag igazolhat6 kiilonbséget csak a transzgenikus véltozattal etetett csoport és a

kontrollcsoport kozott tudtunk kimutatni. A 16. és a 21. napon elvégzett 6sszehasonlitds soran
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a kontrollcsoport mind a két nap esetében kiilonbozott az eltérdé kukoricavéltozatokkal etetett
csoportoktol, a kukoricavaltozatok (transz- és kozel izogenikus) hatdsai kozott viszont nem
tudtunk statisztikailag igazolhat6 kiilonbséget kimutatni, bar a kozel izogenikus véltozatokban

a tulélési % magasabb volt (23. dbra).
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23. abra. A kezelések hatdsdnak 0sszehasonlitdsa a vizsgdlat kiilonb6zd napjain a MON

810 kukorica esetében

A DAS 59122-7 kukoricavonal esetében a vizsgalat 9. napjdig nem volt megfigyelhetd az
anyak pusztuldsa a kontroll-, illetve a kozel izogenikus valtozattal etetett csoportnal. A
transzgenikus csoportndl viszont a 7. napon megfigyelhetd volt mortalitds a vizsgélt egyedek
kozott (24. abra). A kisérlet végére a kontrollcsoportban volt megfigyelheté a legkisebb
mértékli mortalitds, mig az anyaegyedek szazalékos tulélése a kozel izogenikus vdltozat

esetében volt a legalacsonyabb.
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24. dbra. Az anyaegyedek szazalékos tulélése a DAS 59122-7 kukorica esetében

A DAS 59122-7 kukoricafajta esetében a kiillonbozé kukoricavéltozatokkal torténd etetés
hatdsa statisztikailag nem volt igazolhaté (p= 0,693). A vizsgdlat 12., 16. és a 21. napjan

elvégzett Osszehasonlitds sordn egyik esetben sem volt kimutathatd kiilonbség a kezelések

kozott (25. abra).
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25. abra. A kezelések hatdsdnak 0sszehasonlitdsa a vizsgdlat kiilonb6z6 napjain a DAS

59122-7 kukorica esetében
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A DAS 59122-7 kukoricavonallal folytatott vizsgalat teljes idejére vonatkozé Kaplan-
Meier-elemzés elvégzésével sem volt kimutathaté szignifikdns kiilonbség a kiillonbdzo
kezeléseknek az anyaegyedek tilélésére gyakorolt hatdsa kozott. Ezzel szemben a MON 810
esetében szignifikdns kiillonbséget tudtunk kimutatni a kontrollcsoport és a kiillonbozo
kukoricavéltozatokkal etetett csoportok kozott, tovdbba a kiilonb6z6 kukoricavaltozatok
anyaegyedek mortalitdsara gyakorolt hatdsa kozott.

Az anyaegyedek tulélésén til a reprodukcids teszt az utddok szdmdanak alakuldsét is
figyelemmel kiséri. Amint az véarhaté volt, a DAS 59122-7 kukorica esetében az
utédprodukcié a hagyomanyos médon etetett kontrollcsoportban volt a legjelentdsebb, mar a
9. napon megfigyelhetd volt az anyaegyedek reprodukcidja. A kiillonbdz6 kukoricavaltozatok
esetében a 12. napig nem volt megfigyelhetd az utddok jelenléte (26. dbra). Az atlagos

utédszam a kozel izogenikus véltozat esetében volt a legalacsonyabb.
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26. abra. Az utédok atlagos szama naponként a DAS 59122-7 kukorica esetében

A MON 810 kukorica esetében szintén a kontrollcsoportban volt a legjelentdsebb, €s
ebben az esetben is a 9. napon jegyeztiink fel eldszor utédprodukcidt. A transzgenikus és
kozel izogenikus valtozatok esetében jelentéktelen mennyiségli utéd keletkezett, amely az

anyaegyedek jelentds mértékli mortalitdsdval magyarazhat6 (27. abra).
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27. abra. Az utédok atlagos szama naponként a MON 810 kukorica esetében

Az utédprodukcidra gyakorolt hatdsok statisztikai kiértékelését csak a DAS 59122-7
kukoricafajta esetében tudtuk elvégezni, mivel a MON 810 kukoricafajtdndl az anydk
sorozatos, nagymértékii elhulldsa miatt az utédprodukcié statisztikai értékelésére nem volt
lehetéség. A  DAS  59122-7  kukoricavonalndl  statisztikailag a  kiilénb6zo
kukoricavéltozatokkal torténd etetés utédprodukcidra gyakorolt hatdsa igazolhatd volt (p=
0,0001). A vizsgélat 12., 16. és 21. napjan elvégzett Osszehasonlitds sordn mindegyik nap
esetében kijelenthetd, hogy a kontrollcsoport szignifikdnsan eltér a kiillonbozo
kukoricavéltozatokkal etetett csoportoktdl, a kiilonbozé kukoricavéltozatok hatdsai kozott

viszont nem tudtunk statisztikailag igazolhat6 kiilonbséget kimutatni (28. dbra).
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28. abra. A kezelések hatdsdnak 0sszehasonlitdsa a vizsgdlat kiilonb6z6 napjain a DAS

59122-7 esetében

4.2.2. A Cry4-toxinnal végzett vizsgalatok eredményei

A Cry4-toxin analitikai kimutatdsara sajat fejlesztésti ELISA rendszert hasznaltunk. Az
ELISA rendszer feldllitisdhoz az analitikai paraméterek figyelembe vételével hatdroztuk meg
az optimélis reagenskoncentraciot, a kimutatdsi hatart és az érzékenységet. A konjugdtum,
amelyet glutaraldehid moédszerrel nyertiink, csak akkor biztositja a minimalis még mérhetd
jelet, ha higitds nélkiil alkalmazzuk (a Cry4-specifikus antitestek burkol6 rétegeként 1:100
higitdsban). Azonban a jelintenzitds 1:2 PBST higitdsban eltlinik. Az antitest-HRP
konjugatumot, melyet perjodat modszerrel nyertiink, 8 koncentracioban alkalmaztuk 1:50 és
1:13.000-es higitasok kozott, s igy az optimadlis ardny 1:100 lett. A kimutatasi hatar (KH) az
optimalizalt ELISA rendszerben 2 ng/ml értékiinek adddott Cry4-toxinra. Szignifikdns
matrixhatast tapasztaltunk, amikor higitatlan készitményt mértiink, valdsziniisithetben a
benniik megtaldlhaté koaguldcidogatlé segédanyagok jelenlétének koszonhetéen. Amig az
ELISA moddszerrel mért Cry4-toxin koncentraci6 40-szeres Cry4-toxintartalombeli
kiillonbséget mutatott a készitmények kozott, addig a bioldgiai hatds csupan 2,5-szeres
kiillonbséget jelzett (3000 ITU/mg a granuldtumra és 1200 ITU/mg a szuszpenzilra).
Osszehasonlitasként megmértilk a Cry4 toxin koncentriciéjat a NRRL HD-968 Bti torzs

fermentaciés médiumaban is, ahol az 51,4%-0s mortalitdst okozé higitott fermentum Cry4-
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toxin koncentriaci6ja 15,4 ng/ml értékii volt. Ez j6 egyezést mutat a folyékony készitményre
meghatdrozott koncentracidéval. A métrixhatdsok esetleges kovetkezménye lehet, hogy a Bfi-
készitmények gyakorlati KH-értéke til magas a szignifikdnsan alacsony dézisok kimutatdsara
(0,4 ug/ml granulatumra és 1 ug/ml szuszpenziéra). A mintdkat emiatt el6zetesen toményiteni
kell, azonban ehhez a szilird fdzisi extrakcié nem alkalmazhat. Igy az el6zetes
toményitéshez liofilizaciot és ujraoldast végeztiink desztillalt vizben. A vizmintdk
szdrazanyagtartalma 1,13 és 1,76 mg/ml értékiinek adédott (1,47 + 0,19 mg ml"). A Cry4-
toxin visszamérése mérsékelt volt ugyan, de kozel dllandénak mondhaté (25,7 + 6,8%). fgy a
gyakorlati KH a liofilizdcioval egybekotott ELISA rendszerre a Vectobac WDG-re és a
Vectobac 12 AS-re rendre 170 illetve 900 ng/ml.

A Bti-készitmények hatékonysagdnak valtozasat az analitikai mérésekkel parhuzamosan,
Aedes aegypti larvateszttel mértilk. Mivel a készitmények viszonylag gyorsan fejtik ki
hatdsukat, emiatt a 24 és 48 6ras eredmények kozott nincs 1ényegi kiilonbség, a mortalitast 24
oranként olvastuk le. Az eldteszt sordn Vectobac 12 AS készitményre a 24 6rds LCsp-€és LCos-
értékek rendre 0,78 (0,75-0,82) mg/l és 1,03 (1,00-1,07) mg/l értékiinek, mig a 48 drdsak
rendre 0,76 (0,74-0,78) mg/l és 0,99 (0,97-1,02) mg/l értéklinek adddtak. Mivel célunk a
készitmények alkalmazott dézisdnak tesztelése volt, igy a Vectobac 12 AS esetében 1,0 mg/1
koncentraciét valasztottuk, mely kozel teljes mortalitdst okozott tesztallatainkon. A
granuldtum formdtumu Vectobac WDG-nél az alkalmazott dézis 0,2 és 0,8 kg/ha kozotti,
higitds nélkiil (10 cm-es vizmagassagra atszamitva 0,2-0,8 mg/l-nek vettiik). A kalkulalt 24 és
48 oras eredmények az LCsy- és LCos-koncentraciokra azonosnak mutatkoztak: 0,26 (0,19-
0,30) mg/1 és 0,39 (0,38-0,40) mg/l. A kisérletben alkalmazott dozist ez alapjan 0,4 mg/l-ben
hataroztuk meg.

A szunyog-tenyészOhelyekrdl (Velencei-t6, Héviz és Koros-folyd kornyékérdl) beszerzett
viz- és iszapmintdval berendezett akvariumokkal dolgoztunk, hogy minél jobban
reprezentdljuk a kornyezeti feltételeket. A tesztakvariumok mellett berendeztiink desztillalt
vizes kontrollt is azonos koriilmények kozott, de szinyogok nélkiil. Ehhez a toxin spontin
lebomlasanak vizsgalatdhoz volt sziikség, hogy kisziirhessiik a természetes vizek esetleges
matrixhatasait. Egy masik, csapvizes kontrollakvariumba nem juttattunk a toxinbdl, igy abban
kizardlag a csipOszinyogok kezelés nélkiili mortalitasat mértiik.

A Bti-toxin idObeli lebomlését a kiillonboz6 akvariumvizekben a 29. dbra szemlélteti. Az
adatokbdl jol latszik, hogy a Vectobac WDG kezdeti 0,4 pg/ml koncentracidja (0,39+0,07
ug/ml) 5, 13 és 18%-kal csokkent a 2. napra a Korosrdl, Hévizrél €s a Velencei-tordl

szarmazé vizet tartalmazo akvariumban. Ez a csokkenés késébb tovabb folytatédott, a 4.
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napra 18, 44 és 54%-os csokkenés kovetkezett be, majd a koncentracié a kimutatdsi hatar
(KH) ala esett. A csipOszinyoglarvdkon nyert mortalitdsi adatok alapjan extrapolédltuk a
koncentraciogorbe KH alatti lefutdsat. Ez alapjan l4thatd, hogy tovabbi csokkenés kovetkezett
be, azonban fontos megjegyezni, hogy a larvamortalitds nem sziikségszertien koveti a vizben
csokkend toxinkoncentracié hatdsat, mivel a Cry-toxint tdpldlkozds kozben a larvdk az
tiledékbdl is felvehetik. A granuldtum féléletidejét a Velencei-t6, Héviz és Kords vizet
tartalmaz6é akvariumokban 3,84+0,3; 4,5+0,6 és 5,5+1,5 napban A4llapitottuk meg. A
szunyoglarvak mortalitasi tesztjének eredményei alapjan a Koros folyébdl szarmazo,
kevesebb szerves anyagot tartalmazd akvariumban a szunyoglarvdk mortalitdsa 100%-hoz
kozeli maradt a Bti-készitmény beaddsit kovetd 7. napig. A tuléld larvdk ardnya késObb
novekedni kezdett, és a kisérlet utols6 napjdra (11. nap) elérte az 52%-ot. Ezzel szemben, a
hévizi kornyezetbdl szarmazé viz- és iszapmintat tartalmazé akvariumban — melyben nagy
mennyiségben volt megtaldlhat6 elhalt szerves anyag, avar — a kezelést kovetd 4. napra 83%-
ra, majd a 9. napra 46%-ra csokkent a mortalitds. Az utolsé ellendrzéskor kapott 50%
mortalitast befolydsolhatta, hogy a viz felszinén vastag baktérium-filmréteg alakult ki, ami
gatolta a larvak levegdhoz jutdsat. A Velencei-t6 esetében a hévizihez hasonldéan alakult a
mortalitds az els6 héten, a 9. napon azonban 55%-o0s, a 11 napon pedig 48%-0s pusztulast

mértiink, vagyis ebben az esetben folyamatosan csokkent az elpusztult egyedek szdma.
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29. abra. A Bti-toxin idobeli lebomlasa felszini vizekben, direkt ,,szendvics” ELISA mérés
alapjan. A Cry4-toxin koncentracidjanak alakuldsa az eltelt napok fiiggvényében a Vectobac
WDG készitmény haszndlatakor a Koros (A), Héviz (V) és Velence (¢) akvariumokban,
illetve a Vectobac 12 AS kezdeti koncentracidja (®). A csillaggal (*) jelolt koncentracidkat a

KH alatt a csipdszinyoglarva-mortalitds alapjan extrapolaltuk.

A Vectobac 12 AS folyékony készitmény kezdeti, alkalmazott koncentracidja 1,0
ug/ml volt. Ez a koncentricié csak kevéssel haladja meg az ELISA kimutatési hatart, emiatt a
toxinkoncentracio csokkenését csak a larvamortalitasi teszt segitségével sikeriilt kovetniink. A
Velencei-t6 esetében a folyékony formatumu készitmény hatdstartama joval rovidebb volt,
mint a granuldtumnak. A mortalitds a 4. napra 35%-ra csokkent, és a 7. napra teljesen
megsziint.

Az analitikai és a mortalitdsi adatokat a jobb kovethetdség érdekben

oszlopdiagramokon is dbrazoltam (30.-33. 4bra).
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30. dbra. A Vectobac WDG Cry4-toxin koncentricidja és a szinyoglarva-mortalitds alakuldsa

a Héviz akvarium esetében
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31. dbra. A Vectobac WDG Cry4-toxin koncentricidja és a szinyoglarva-mortalitds a Koros

akvarium esetében
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32. dbra. A Vectobac WDG Cry4-toxin koncentricidja és a szinyogldrva-mortalitds a
Velencei-t6 akvarium esetében
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33. dbra. A Vectobac 12 AS Cry4-toxin koncentricidja és a szinyoglarva-mortalitds a

Velencei-t6 akvarium esetében
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5. Megvitatas és kovetkeztetések

5.1. Ipari és mezdgazdasigi eredetli szennyezések kimutatds- €s

hatasvizsgélatainak eredményei

Az él6lények kornyezetiikben folyamatosan ki vannak téve kiilonboz6 szennyezoknek,
melyek foként antropogén forrdsokbdl erednek (Cedergreen et al., 2008). Legfoképp a vizi
élolények vannak veszélyben, mivel 6k egész életiiket vagy életiik bizonyos szakaszait vizben
toltik, és igy dlland6 érintkezésben vannak Osszetett vizszennyezOkkel. A Talajmonitoring
Informacios Rendszer fejlesztési programjanak részeként hozzank beérkezo, eltéré miivelésii
foldteriiletekrdl szdrmazd viz- és talajmintdk szennyezdanyag-tartalmét vizsgaltuk egy tobb
éves projekt keretében. Ennek eredményeként a vizsgélt talajmintdk 18%-4dban, mig a
vizmintdk kozel 38%-aban mutattunk ki novényvéddszer-szennyezéseket. Szennyezettnek
akkor tekintettiink egy mintavételi pontot, ha egy szennyezd anyag koncentricidja vagy az
Osszes szennyez$ egyiittes jelenléte meghaladta a jogszabdlyban eldirt kiiszobértéket.
Legmagasabb szennyezettségi szinteket azon a gyomaendrddi mintavételi ponton mértiink,
ahol kordbban illegdlis novényvédOszer-lerakds zajlott. Ez a pontszennyezés veszélyezteti
mind a talajvizet, mind a parti sziirésli nyers ivovizet.

A novényvédd szerek engedélyezési folyamatdban fontos szerepet kap a nem
célszervezetekre kifejtett karos hatds kimutatdsa. Kiemelkedden fontos a vizi szervezetek
kockdzatbecslése, ennek eredményeként a viztoxicitdst minden engedélyezett peszticid aktiv
hatéanyag engedélyezésénél vizsgalni kell. Ennek egyik széles korben hasznalt modelléllata a
Daphnia magna zooplankton faj, mellyel szennyezOk Onmagukban és keverékeikben is
vizsgdlhatéak (Barata et al.,, 2007). Ezen vizsgdlatok tiszta hatéanyaggal, illetve
készitménnyel torténnek, azonban az anyag kikeriilve a kornyezetbe szamos egyéb hatdasnak
van kitéve, amelynek hatdsara megvaltozhat a toxicitdsi profilja. A kijuttatott névényvédo
szerek kiilonbozo lefolydsokon keresztiil kapcsolatba keriilhetnek nem csak a kiemelt
fontossdgu ivOvizbazisokkal, hanem iddszakos kisvizekkel is, melyek biodiverzitdsanak
megdrzése nem elhanyagolhaté feladat. Kisérleteinkben modellezni kivantuk, hogy a
korabban kipermetezett vegyszerek — melyek az eltelt i1d6 alatt mobilizdlodhattak,
felhigulhattak és degraddlodhattak — milyen hatdst gyakorolnak a vizi mikroszervezetekre. A
novényvédoszer-maradékok mellett az esetlegesen szennyezd mikroelem-tartalmat is
vizsgaltuk mind a viz-, mind a talajmintdk esetében. A mikroelemek toxicitdsa minden

esetben nagyban fiigg az elemek koncentracigjatdl és specidcidjatol. A toxicitdsi adatokat
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altaldban a leggyakoribb el6fordulast formara adjdk meg. Emellett, a fémek toxikussdga vizes
kornyezetben nagyon széles spektrumban mozog, az eltéré kornyezeti feltételek (pH,
szervesanyag-tartalom, vizkeménység, homérséklet stb.) és a hatdsnak kitett él6lény
érzékenységétdl fiiggden (Kozlova et al., 2009).

Az éltalunk vizsgélt vizmintdk nagy része nem tartalmazott letdlis koncentracioban jelen
1évé novényvéddszer-maradékot, igy a vartnak megfeleloen, nem okozott akut mortalitast a
tesztallatainkon. A felszini vizekre meghatdrozott hatarérték feletti koncentraciékban
eléfordulé szennyezdk oOnmagukban szintén nem okoztak pusztuldst (pl. V4Al, V6AO
mintdkndl). Ez az adat nem meglepd, ha 6sszevetjiik a kimutatott koncentracidkat a Daphnia
magndra a szakirodalomban fellelhetd LCso-értékekkel (6. tdblazat). Szamos minta azonban
nagyszamu, szubletélis koncentracioban jelen 1év6 szennyezdt tartalmazott (pl. VIDI1, V3AO,
T1E3). Az alacsony koncentracioban eléforduld osszetett vizszennyezOk additiv hatdsainak
értékelése az elmilt években nagyobb figyelmet vivott ki a kutatdsban. Addicié és
szinergizmus figyelhetd meg szubletalis koncentracidju diazinon, malathion és chlorpyrifos
szerves foszforsav-észter inszekticidek kozott, eziistlazacon (Oncorhynchus kisutch) vizsgalva
(Laetz et al., 2009). Egy 2013-as tanulmédny szdmos, molekuldris szintli toxikoldgiai
kolcsonhatést ir le novényvéddszer-keverékek kozott, mint példaul piretroidok, karbaril- és
triazin herbicidek (Herndndez et al., 2013). Az éltalunk vizsgalt mintikban felteheten
hasonl6 interakcidk jatszodtak le a szennyezok kozott. A VIEL és V1GI1 jell ipari eredetii
vizmintdkban mért acetochlor és atrazine hatéanyagok és borszennyezések kozott szinergista
hatdsok érvényesiilhettek, mivel a mintdk magas toxicitdsanak mértékét a szennyezdok
egyenkénti toxicitdsi értékei nem indokoltdk. Az egyébként latszélag magas koncentraciok
messze alatta maradnak az irodalmi, egyenkénti, vizibolhdra meghatarozott LCsp-értékeknek.
Egy masik, azonos helyrdl szarmazé vizminta (V1D1) alacsony koncentracidji szennyezoket
tartalmazott (diazinon, acetochlor, metolachlor), és magas (65%) mortalitist okozott a
tesztdllatokon. A mintdban, az alacsony novényvédOszer-szennyezettség mellett alacsony
rézkoncentracié (7,2 pg/l) volt kimutathat6. Ez joval alatta van a jogszabdlyban
meghatéarozott hatarértéknek (200 ug/l), viszont a réz leggyakoribb specidcidinak LCsp-értéke
D. magndn 6-18 ug/l (Nebeker et al., 1986), igy a magas toxicitdsra ez ad magyardzatot. Egy
masik, diazinont és LCsp-értékhez kozeli koncentracioju rezet tartalmazd, okoldgiai teriiletrdl
vett vizminta esetében (V2F1), a hozzdadott LCsp-koncentracidji diazinon hatdanyag
jelenléte nem véltotta ki a varhaté hatdst, ebben az esetben felmeriill az antagonista
kolcsonhatds gyandja. E két anyag keverékének antagonista hatdsait mar kordbban leirtdk

agascsapu rak- (Ceriodaphnia dubia), illetve kérészfajon (Ephoron virgo) vizsgalva (Banks et
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al., 2003; van der Geest et al., 2000). Az intenziv mezdgazdasagi teriiletrdl szarmazé V3AQ0
jelli mintandl alacsony diazinon-, a szennyezettségi hatarértéket meghaladd, de a D. magna
LCso-értéket el nem érd bor- €s azt meghaladd rézszennyezettség mellett 40%-os mortalitast
tapasztaltunk. Ez az eredmény feltehetéen a diazinon és a réz antagonizmusaval
magyardzhat6. Szdmos mintdban sok, szubletdlis dézisban jelen 1évé novényvédOszer-
maradék és szennyezdelem-tartalom fordult el (pl. V1F1, V6B1), melyeknél akut hatdsokat
nem tudtunk kimutatni tesztdllatainkon. A szubletdlis dézisban el6fordulé szennyezdknek
val6 kitettség azonban nemcsak a keverékhatdsok kialakuldsa miatt fejt ki hosszabb tdvon
toxikus hatdst, hanem emellett noveli a tesztdllatok idObeni kitettségét (lassabb fejlodés) és
érzékenységét egyéb kornyezeti faktorokra, mint a betegségek (foként virusos és
baktériumos), ragadozok és parazitoidok altali l1étszamcsokkentd hatdsok, vagy az UV-
sugarzas (Janssens €s Stoks, 2013; Beketov et al., 2011; Kelly et al., 2010). Tovabb4, a
peszticideknek hosszantartd, alacsony koncentraciéju kitettség egyéb kornyezeti tényezokkel
képes szinergizdlni, egymds hatasait felerOsiteni (pl. stresszfaktorok, predéacid, kompeticio,
abiotikus faktorok), és ezek kdrosithatjdk a kozosség szerkezetét (Mann és Bidwell, 1999;
Perkins et al., 2000). A talajmintdk esetében a T1E3 mintandl kirdlyvizes feltards soran 24,6
mg/kg mennyiségii rézszennyezést mértiink. Az e mintaval elvégzett desztillalt vizes feltaras
ennél joval kevesebb, 10 mg/kg koncentracioban mutatta ki a rezet, azonban még ebben a
mennyiségben is felette van a Daphnia magna LCsp-értékének. A mintdban emellett még
szennyezettségi hatarértéket meghaladé mennyiségli nikkel volt megtaldlhat6. A talajminta
vizes oldata Osszességében kozel 100%-os mortalitdst okozott a tesztdllatainkon. A T3A0
minta esetében szintén a nagy mennyiségben jelen 1évo réz valthatta ki a tapasztalt magas
mortalitast.

Vizsgdlataink nem terjedtek ki a detektdlt hatéanyagok konkrét keverékhatdsanak
felmérésére, igy a szinergista, antagonista és additiv hatdsok megfigyelése egyeldre
feltételezésen alapul. A tényleges hatasok feltardsahoz a célvegyiiletek toxikoldgiai
vizsgalatai sziikségesek, azonban még igy sem biztosithatd az adott kornyezeti minta
osszetételének €s hataskifejtésének pontos ismerete. Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a
kordbbi monitoroz6 program részeként kimutatott szennyezdk egyedi hatdsainak ismerete
nem elegendd a kornyezetbe kijuttatott anyagok kiilonb6z6 kombinécidi egyiittes hatdsanak
feltarasdhoz.

A vizmintdk nagy glyphosate-szennyezettsége szdmos okra vezethetd vissza. A hatéanyag
a glyphosate-rezisztens transzgenikus (GR) ndvények (pl. RoundupReady® széja, kukorica)

elterjedésével valt a vildg legtobbet hasznalt gyomirtéjava (Woodburn, 2000). Az eredeti,
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preemergens (kelés elotti) haszndlati modot felvaltotta a kelés utdni (posztemergens)
alkalmazas, ezzel pedig jelentOsen nott a kornyezetterhelés (Székacs és Darvas, 2012b). Bar
az Eurépai Uni6 orszdgaiban a GR-novények termesztése nem engedélyezett, a glyphosate
forgalma — foként totdlis gyomirté hatdsa miatt — itt is magas, 2012-ben a mésodik legtobbet
eladott hatéanyag (953 220 kg) volt a kén utdn (NEBIH, 2012). Mivel a glyphosate igen jol
oldédik vizben (11,6 g/1 25 °C-on), igy a hatéanyag az es6vizzel még a talaj mélyebb
rétegeibe is eljuthat, annak ellenére, hogy bizonyos koriilmények kozott gyorsan bomlik, és
erds a komplexképzd hatasa (Vereecken, 2005). A felszini vizek glyphosate-szennyezettsége
erdsen valtozhat a mintavételi hely és id0 fiiggvényében, mivel a j6 vizoldékonysdg miatt
esOvizzel konnyen mobilissa valik, és kimosodik a talajbdl. Emiatt még a kezelés helyétdl
viszonylag nagy tdvolsagban is detektalhatd, és ilyen modon konnyen kapcsolatba keriilhet
vizi kornyezettel €s abban €10 szervezetekkel. Normadl kornyezeti feltételek mellett még 70
nap utdn is kimutathaté a kornyezetben. A felszini vizekben akéar 10-15 pg/ml glyphosate-
koncentraciéértékeket mérnek vilagszerte (Byer et al., 2008; Struger et al., 2008; Mortl et al.,
2013). Az éltalunk vizsgélt felszini-, és felszin alatti vizek fele tartalmazott 0,54 és 0,98 ng/ml
kozott tartomdnyban glyphosate-szennyezést. Ez az érték D. magna tesztéllatra vonatkozdan
szubletdlis koncentraciot jelent (LCsy=780 mg/l), azonban a vizi életmdddal kronikus kitettség
valosul meg. Mivel az 4lland6 kitettség, még ha az adott anyag szubletdlis koncentracidban
van is jelen, jelentOsen karosithatja az éldlényeket, ezért a glyphosate hatéanyag tovabbi
vizsgalatét tartottuk célszertinek. A glyphosate hatbanyaggal kapcsolatban az utébbi években
szamos (0ko)toxikoldgiai, mellékhatds-vizsgalatokrol sz6l6 tanulmédny latott napvildgot.
Kéros hatdsait mikroalgén és egyéb vizi szervezeten tobb esetben vizsgaltik. (Sdenz et al.,
1997; DeLorenzo et al., 2001; Le et al., 2010; Rico-Martinez et al., 2012; Sandrini et al.,
2013; Pérez et al., 2012). Azonban napjainkban nem kizarélag az aktiv hatéanyagnak, hanem
annak készitményei, illetve formdzdéanyagai szubletdlis hatdsvizsgdlatainak is kiilonos
figyelmet szentelnek (Pérez et al., 2012). A glyphosate hatéanyag mellett szdmos
készitményben megtaldlhat6 POEA formdzdanyag toxicitdsa ismert kétéltlieken (Edginton et
al., 2004; Howe et al., 2004; Tsui és Chu, 2003; Marc et al., 2005). A hatas nélkiilinek vélt
formadzoanyag (inert ingredient) toxicitisa joval meghaladta az aktiv hatéanyag (active
ingredient) toxicitasat, igy a legtoxikusabb 0sszetevonek bizonyult a készitményben (Brausch
et al., 2007; Cuhra et al., 2013; Sandbacka et al., 2000). Ezzel szemben, akut tesztben a
Roundup készitmény kissé alacsonyabb toxicitdst mutatott, mint az aktiv 0Osszetevl
(glyphosate), bar kronikus tesztben ennek ellenkezdje mutatkozott (Waters, 1999). A POEA

megvéltoztathatja a sejtek permeabilitdsat, ezzel noveli az aktiv hatéanyag bejutdsat, s igy a
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sejtek pusztuldsit okozhatja (Bénachour és Séralini, 2009). Daphnia magndn vizsgilva a
glyphosate és készitményei csokkentették az utdédok testméretét, és gatoltdk novekedésiiket,
esetében (kagylokon és halakon), gétoltdk a kolinészterdz miikodését (Sandrini et al., 2013).
Egy nemrégiben publikalt tanulmdnyban az aktiv hatéanyagnak illetve a készitményeknek
nem csupdn az egyedekre vonatkozd hatdsait figyelték meg, hanem kozoOsségi szinten is
végeztek vizsgédlatokat, megallapitva, hogy az antropogén forrdsbdl szarmaz6 stresszfaktorok
(pl. peszticidek) felerdsithetik a természetes stresszorok (pl. predacid) hatdsait (Janssens és
Stoks, 2013).

Sajat kisérletiinkben sem kizardlag az aktiv hatéanyagot vizsgaltuk, hanem kereskedelmi
forgalomban kaphat6 formazott készitményét, a Roundup Classic-ot, illetve a formdzéanyagat
(POEA) is. Az irodalmi adatokhoz hasonléan, D. magna tesztallatunkra (standard,
laboratériumi populacié) legtoxikusabbnak a POEA bizonyult (> 3,1 mg/l), mig legkevésbé
toxikusnak a tiszta aktiv hatéanyag (100-1700 mg/l). A készitménynek (Roundup Classic),
amelyben 43% viz, 41,5% glyphosate hatbanyag mellett 15,5% POEA taldlhatd, toxicitdsa az
aktiv hatéanyag és a formdzdszer mortalitdsi koncentracidi kozott helyezkedik el, azonban
kozelebb van a POEA LCsp-értékéhez (> 20 mg/1) (9. tdblazat). Cuhra és munkatarsai 2013-as
cikkiikben kozoltek adatokat akut és szubletdlis kronikus kitettség hatdsairdl glyphosate és
Roundup esetében D. magndn. Eredményeik alapjan glyphosate izopropil-amin-séjira és a
Roundup készitményre szignifikdnsan nagyobb érzékenységet (rendre 1,4-7,2 mg/l, illetve
3,7-10,6 mg/l) tapasztaltak az irodalmi LCso-értékekhez képest. Nemrégiben jelent meg egy
atfog6 cikk a herbicidek zooplanktonokra gyakorolt hatdsair6l, a jelentdsen szoré LCsp-
értékeikrdl D. magndn és egyéb Daphnia-fajokon (Rico-Martinez et al., 2012). Annak
bizonyit4sara, hogy a rendkiviil sz6r6 irodalmi LCso-értékek akar egy fajon beliil is jelentdsen
eltérhetnek, vizsgdlatainkat két, eltérd szarmazdsd Daphnia-populdcion is elvégeztiik. A
standard populdcion kiviil egy begytijtott és tobb generdcion keresztiil laboratériumban tartott
vad tipusu torzzsel is elvégeztilk a mortalitdsi tesztet. A standard torzshéz hasonléan, a
legkisebb toxicitds a glyphosate hatéanyagra volt jellemzd (360 mg/l), ezt kdveti a Roundup
(18,7 mg/l) és végiil a POEA (1,45 mg/l). J6l lathatd, hogy mindhdrom érték alacsonyabb a
masik csoportndl mért eredményeknél. Az altalunk tapasztaltakhoz hasonléan, Cuhra és
munkatdrsai is megfigyeltek jelentds kiilonbségeket a Daphnia-populaciok érzékenységében,
azonban a mi értékeinknél kisebb mértékben (Cuhra et al., 2013). Ugy tinik, jelenleg még
nincs magyardzat arra, hogyan értelmezhetd a kornyezeti faktorokra vonatkozé érzékenység

nagy vizibolhdn, mivel az irodalmi adatok és sajat méréseink szérdsai is rendkiviili
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mértékiiek. Ha az 4tlagosan alkalmazott mezégazdasdgi koncentraciébdl (kb. 4 1 ha™) egy 10
cm magassagu vizoszlopba bejuté mennyiséget kalkuldlunk, modellezve a kozvetlen vizbe
keriilést (glyphosate, Roundup és POEA koncentrici6i rendre 1,44; 4 és 0,62 mg/l), lathatjuk,
hogy alatta van az altalunk mért LCso-értékeknek, azonban szubletdlis hatdsaikkal minden

bizonnyal szdmolni kell.

9. tdblazat: A glyphosate, POEA és Roundup akut LCsp-értékei D. magna tesztéllaton

. LCs (mg/l) [konfidenciaintervallum]
Osszetevo

mért irodalmi

1,4-7,2 (Cuhra et al., 2013)
Iyph 900 [750 - 10801 780 — 930 (Tomlin, 2000)
glypnosate — omlin, ,
360 [100-480]°
962 (Tu et al., 2001)

3,3[3,1-5,1]* 0.097 — 0.849 (Brausch et al., 2007)
POEA b
1,28 [0,8-1,8] 3 (2,6-3,4) (Folmar, 1979)
3,7-10,6 (Cuhra et al., 2013)
20,6 [17,8-30,6] *
Roundup 11 (R. Classic, Monsanto, 2012)

18,7 [15,3-33,6]°
24-37 (R. Original, Monsanto, 1998)

* standard populécié (szabvany szerinti),

® laboratériumban szelektalt vad tipus (begytijtétt vad torzs)

//////

zebradanié (Danio rerio) halfajra azért esett a valasztasunk, mivel embriondlis fejlodése
nagyon sok részletében hasonlé a fejlettebb gerincesek embriogeneziséhez, igy megfeleld
modelldllata lehet toxikoldgiai vizsgalatoknak (Kimmel et al., 1988; Kimmel et al., 1995). Az

LCso-értékek ennél a teszttipusndl is hasonldan alakultak: legtoxikusabbnak a formédzéanyag
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(POEA) bizonyult (5 mg/l), ezt kovette a formdzott készitmény 90 mg/l értékkel. A
glyphosate aktiv hatéanyag a legmagasabb, dltalunk mért koncentracidéban (9750 mg/l) sem
valtotta ki a tesztillatok 50%-dnak pusztuldsit. A teszt sordn az irodalmi adatokkal
0sszhangban 1évo eredmények sziilettek, melyeket a 10. tdblazat tartalmaz.

Halakban, tobb eldzetes tanulmdnyban a Roundup és a glyphosate kiillonbozé mértéki
oxidativ stresszt valtott ki a tesztallatokndl (Modesto és Martinez, 2010; Lushchak et al.,
2009; Ferreira et al., 2010). 1-20 mg/l kozotti koncentracidja  kiilonb6z6 Roundup
formuldcioknak révid ideji kitettség hatasara (0-6 nap) szamos halfajnal DNS-kérositds 1€pett
fel, és megvéltozott a sejtek antioxidansszintje (Cavas és Konen, 2007; Cavalcante et al.,

2008).

10. tablazat: A glyphosate, POEA és Roundup LCs, értékei embriondlis teratogenitasi teszt

soran Danio rerio tesztallaton

. LCso (mg/1) [konfidencia intervallum]
Osszetevod
mért (embriondlis) irodalmi (felndtt hal)
97-1000 (Tomlin, 2000)"
glyphosate >9750 5
86 (USDA, 1984)
2 (USDA, 1984)°
2-18 (Folmar, 1979)
Roundup 90 [78-147] 8,3 (USDA, 1984)°

"tlizeselle (Pimephales promelas), pettyes harcsa (Ictalurus punctatus), kékkopoltyus
naphal (Lepomis macrochirus), szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)

34 szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)

’ tiizeselle (Pimephales promelas), pettyes harcsa (Ictalurus punctatus), kékkopoltyis

naphal (Lepomis macrochirus), szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)
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A zebradanidé, mint modelldllat alkalmazdsa ezen a teriileten viszonylag djnak szamit, igy
kevés adat taldlhat6 meg ezzel kapcsolatban a szakirodalomban. Jofré és munkatarsai 2013-as
cikkében kétféle, 480 g/l koncentracidji glyphosate herbicid haltoxicitasat vizsgaltdk felnott
allatokon, sajnos azonban a formdzdanyag egyik esetben sem volt ismert. Eredményeik
alapjan 48 mg/l-es koncentraciét LCyq értéknek adtdk meg, azaz az Osszes éllat elpusztult,
mig 24 mg/l-es koncentracioban minden tesztallat életben maradt (LCy) (Jofré et al., 2013).
Egy maésik cikkben a glyphosate hatbanyag és formuldlt készitményeinek hatdsat vizsgaltdk
D. rerio halfajon, szubletdlis koncentracidban. Kifejlett halakkal dolgozva azt taléltdk, hogy
ezen anyagok oxidativ stresszt és kimutathaté karositidst okoztak a szteroid tipusi nemi
hormonok szintézisében. Sajiat eredményeinkkel ellentétben mar 100 mg/l glyphosate-
koncentraciondl magas embriondlis mortalitdst tapasztaltak, mig ugyanez a Roundup
készitménynél csak 1000 mg/l koriili d6zisndl kovetkezett be. Szubletélis koncentracidknal a
fejlodés lassabban tortént, a larvak kelése késobb kovetkezett be (Webster et al., 2014).

A zebraddnié embrion kivéltott szubletélis hatdsok eredményeinek értékeléséhez jelenleg
még nem 4ll rendelkezésre kidolgozott modszer. Az OECD 236. szabvany a mortalitdst
kivalté paraméterek megfigyelését irja eld, melyekbdl LCsy értékek szamithatéak. Emellett
azonban szdmos esetben szubletdlis hatdsok is megfigyelhetéek, melyekhez a paraméterek
stlyozdsi rendszerét a tovabbi kutatasok soran fogjuk kialakitani.

A fenti hatéanyagok folyamatosan novekedo terheld adatainak és kiemelked6 gyakorisagu
alkalmazdsdnak figyelembe vételével a kornyezeti kockazatok djraértékelése és az esetleges
szubletdlis, keverékhatdsok tovabbi megfontoldsa fontos feladattd valt a jovére nézve.
Emellett az un. inert anyagok feliilvizsgalata és toxikoldgiai értékelése — a fenti eredmények
alapjan is — megkeriilhetetlen 1épéssé kell valnia a novényvédd szerek engedélyezésének és

forgalomba hozataldnak folyamatédban.

5.2.Cry-toxinok kimutatds- €s hatasvizsgélatainak értékelése

A Cry-toxinokat termeld transzgenikus novényekrdl levalé novényi részek, illetve az
elszaradt tarlomaradvany sz€l altal vagy a mezdgazdasagi teriiletek kozelében 1€vo vizes
lefolyasok tutjan kapcsolatba keriilhetnek a vizi életkozosségekkel. Egy szdnt6fold kozelében
futé vizmosdsba bekeriilve a tarlémaradvany vagy a pollen a detrituszba siillyedhet, tdvolabbi
viztestekbe sodrédhat el, illetve a finomabb frakcié biofilmet képezhet. Ilyen médon a toxin a
vizi Okoszisztémdba keriilve karosithatja annak élovilagat (Rosi-Marshall et al., 2007;

Viktorov, 2011). Az 4ltalunk 6sszedllitott akvariumi rendszerrel modellezni kivantuk az igy
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kialakult helyzetet, megfigyelve az esetlegesen elfogyasztott Cry-toxintartalmd novényi
részek vagy a beldliik kioldédo toxin hatdsait a mikroorganizmusokon. Ehhez a kisérlet soran
analitikai és toxicitasi tesztekkel folyamatosan monitoroztuk az akvariumviz és a behelyezett
novényi részek toxintartalmat €s annak hatdsait. Két kiilonboz6 kukoricafajtaval (MON 810 és
DAS 59122-7) és két eltérd helyrdl szarmazé élovizmintaval dolgoztunk (Duna és Velencei-
to).

A transzgenikus MON 810 kukoricavonal altal termelt CrylAb-toxin a kiilonb6zd
akvariumokbdl szarmazé vizmintdkban egyik kukoricavaltozat esetében sem volt kimutathato.
Ennek egyik oka lehet, hogy a vizben 1évd toxin erdsen kotddik a természetes viz
szérazanyag-tartalmahoz, melyet el6z0en tobb esetben leirtak (Pagel-Wieder et al., 2004). A
mi kisérletiinkben erre utal az is, hogy a liofilizalas el6tt mesterségesen szennyezett desztillalt
vizbdl a toxintartalom visszamérhetd volt, mig a liofilizdl4s eldtt szennyezett természetes
vizmintdkbol nem. Habar a Cryl Ab-toxin sokkal gyorsabban degraddlédik vizes kozegben,
mint a talajban, egyéb kutatdsok alapjan még akar 40 nap mulva is kimutathat6 volt egy Br-
kukoricatdbla kozelében megtaldlhatd felszini vizfolyasban illetve az iiledékben (Douville et
al., 2005). A detritusz vizben torténd lebontasat jelentds mértékben befolydsolja a vizben €16
lebont6 szervezetek Osszetétele, mérete, aktivitdsa, tovabba a hémérséklet és a 1égkori CO,-
koncentracié (Coviella et al., 2002; Swan et al., 2009; Viktorov 2011). A két, kiilénb6zo
helyrdl szdrmazé vizet tartalmazé akvarium nedves levélmintdiban a toxinszint csokkenése
hasonlé mintdzat szerint zajlott, az els¢ 24 6ra alatt drasztikusan csokkent a toxintartalom
(Velencei-t6 esetében az eredeti 20%, mig a Duna esetében az eredeti 12%-ara), majd ezt
kovetden a csokkenés mértéke lelassult. A Velence-tordl szdrmazd viztipus esetében egy hét
elteltével csokkent a kimutatasi hatar (13,87 ng/g) ald, mig ugyanez a dunai vizet tartalmazé
akvariumban 72 6ra alatt kovetkezett be. Eredményeinkhez hasonlé csokkenési mintdzatot
tapasztaltak Griffiths és munkatdrsai is, esetiikben vizes kozegben a szdraz transzgenikus
kukoricatormelék Cryl Ab-toxintartalma 60%-kal csokkent mér az elsd 1 ora alatt, viszont a
késobbiekben a folyamat lelassult és a toxin jelenléte még 70 nap elteltével is kimutathato
volt (Griffiths et al., 2009).

A DAS 59122-7 transzgenikus kukorica levéltormelékeiben, vizes kozegben a Cry3-
toxinok koncentracidjdnak csokkenését tapasztaltuk. Az elsd 24 o6ra elteltével mindkét
akvériumviz esetében az eredeti mennyiség 10%-4ra esett vissza a toxintartalom, azonban ez a
tendencia a tovabbiakban mérséklodott, tehat az eldzéekhez hasonlé mdédon zajlott a

folyamat. Az esetlegesen vizbe keriild toxint ez esetben sem tudtuk kimutatni.
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Kisérleteinkben mindkét kukoricavonal esetében a levelekben mért toxintartalom az elsé
24 ora elteltével erdteljesen lecsokkent, azonban ezzel parhuzamosan, a vizmintdkbodl toxint
nem tudtunk kimutatni. E jelenség valos okainak feltdrasdra kisérletiink nem terjedt ki, az
okok tekintetében csak feltételezésekkel élhetiink. Egyik ok lehet, hogy a toxin a
rendelkezésre 4ll6 id0 alatt nem tudott kijutni a kukoricdk sejtfallal hatarolt sejtjeibol. Az
analitikai mintaelOkészités sordn fizikai behatdssal (dorzsmozsiarban dorzsoléssel) a sejtfal
roncsoldsa torténik, igy biztositva a toxin kijutdsat. Jelen kisérletben célunk a valds helyzet
szemléltetése volt, a tarldémaradvianyokat igy nem roncsoltuk eldzetesen. Egy madsik
feltételezés szerint a levelekbe bejuté viz segitségével a novényi sejtfal felnyilik és az
élovizek vizi mikrobidlis kozossége a fehérjetoxint gyorsan lebontja.

A toxintartalmd ndvényi tarlomaradvanyok vizi életk6zosségekbe keriilése napjainkban
valés problémat jelez. Tank és munkatarsainak 2010-es cikkében Bt-novénytabldk 500
méteres kornyezetében vizsgéltdk meg a vizes €lohelyeket fél évvel a betakaritds utdn. A
monitorozott teriiletek 86%-4dban mutattak ki tarldmaradvanyt, amely 13%-aban tartalmazott
Cryl Ab-toxint, a vizbol pedig az esetek 26%-dban volt kimutathaté a toxin (Tank et al.,
2010). Sajat kisérletiinkbe a vizi életk6zosségek két gyakori és eltérd taplalkozasu tagjat, a
nagy vizibolhét (Daphnia magna) és az egyiptomi csipdszinyog (Aedes egypti) larvait vontuk
be, hogy modellezni tudjunk egy makroszkopikus gerinctelen kozosséget. Mig a vizibolhdk
fitoplantonnal tépldlkoznak, addig a szinyoglarvdk széles spektrumu téplalékot elfogadnak,
szerves tormeléket is elfogyasztanak. Az éltalunk vizsgélt kukoricafajtdk kiilonb6zo véltozatai
akut tesztben egyik modellfajunk mortalitdsdara sem voltak hatdssal. Hasonl6 eredményre
jutottak Mendelson és munkatérsai, akik 48 o6rds akut tesztiikkben CrylAb-toxintartalmu
kukoricapollen hatdsdnak tették ki a nagy vizibolha egyedeit, azonban nem tapasztaltak
mortalitdst (Mendelson et al., 2003). Mivel az akut tesztek sordn a megfeleld akvariumokbol
szarmazd viz volt a tesztkozeg, felmeriilhet, hogy ebben az esetben is a toxin a természetes
vizek szdrazanyag-tartalmdhoz kotddott, igy a hatdskifejtés nem kovetkezett be. Ezzel az
eredménnyel egybeviag, hogy az analitikai mddszerrel sem tudtunk toxint kimutatni az
akvariumvizekben.

A tovéabbiakban az akut tesztek mellé krénikus, etetéses vizsgdlatokat is elvégeztiink
Daphnia magna tesztszervezeten, mindkét moddositott kukoricavonal esetében. Kordbbi
etetéses tesztben a fiatal vizibolhaegyedek érzékenyen reagéltak a Cryl Ab-toxin jelenlétére, a
kukorica transzgenikus vonaldnak magOrleményével etetett egyedek tulélési ardnya, illetve
utédprodukcidja alacsonyabb volt a kozel izogenikus kukoricdval etetett egyedekhez képest

(Bohn et al., 2010). Az &ltalunk elvégzett, CrylAb-toxintartalmi levéldrleménnyel torténd
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etetéses vizsgdlata sordn az anydk pusztuldsa szignifikdnsan nagyobb volt a kukoricdval
etetett csoportok esetében, azonban a transzgenikus €s izogénes vonalak kozétt nem tudtunk
szignifikdns kiilonbséget kimutatni. Ennek egyik oka lehet, hogy a levélérlemény nem
tartalmazza azokat a megfeleld tdpanyagokat a Daphnia szdmdra, mint a természetes
taplaléka, az alga. Emellett a kukoricalevélben el6fordulhatnak egyéb olyan novényi eredeti
allelokemikalidk (pl. DIMBOA), melyek kifejthetnek negativ hatasokat a vizibolhara. Bohn és
munkatdrsai nem a szabvany 21 napos reprodukcids tesztet végezték (OECD 211), hanem
annak kétszer hosszabb idétartamui valtozatit, melyben a szignifikdns eredmények a teszt
masodik felében jelentkeztek. Ez az iddbeli eltérés lehet a mésik oka eltérdé eredményeinknek.
Ez a kiilonbség emellett felvetheti az OECD szabvény teszt id0zitésének problémajat is, mivel
fennall a lehet0sége, hogy 21 nap nem elegend6 Daphnia magndn etetéses tesztben kronikus
hatdsok kimutatdsara.

A DAS 59122-7 kukoricdk esetében az el6zdekhez hasonldan a kontrollcsoport tilélése
volt a legmagasabb, azonban szignifikdns kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a kiilénb6z6
csoportok kozott. A reprodukcidra gyakorolt hatdsokat csak ennél a kukoricavonalndl tudtuk
értékelni. A legnagyobb utdédszdm ebben az esetben is a kontrollcsoportndl volt
megfigyelhetd, a transzgenikus és izogenikus kukoricavaltozatok kozotti kiilonbség azonban
statisztikailag nem volt igazolhat6. Ebben az esetben az utédreprodukcié kisebb mértéke
elsésorban szintén a kukoricdval vald tdpldlassal magyardzhaté. Az A&ltalunk elvégzett
vizsgalatok és a szakirodalomban megtaldlhat6 adatok alapjan kijelenthetd, hogy akut tesztek
elvégzésére csak magasabb toxintartalmi mddositdsokndl lehet sziikség, jelen
kukoricavonalak esetében nagyobb hangsilyt kell fektetni a hosszabb tdvi vizsgédlatok
elvégzésére. A Daphnia magna egyedeken elvégzett reprodukcids vizsgalatok kisérleti
rendszere fejlesztésre szorul, annak érdekében, hogy a kukoricdval val6 tdplalds hatdsa és a
toxin hatdsa egyértelmiien elkiilonithetdvé valjon. Kisérleteink alapjan megéllapitottuk, hogy
ezek a vizsgalatok a fenti koriilményekkel nem adnak vdlaszt a toxintartalmu levéltormelék
hatdsaira, kisérleteink alapjan ugy tlinik, a Daphnia magna tesztszervezet nem a
legmegfelelobb ehhez a kisérlethez. Tavolabbi célunk olyan vizi gerinctelen fajok felkutatasa,
melyek téplalékpreferencidja kozelebb esik a vizsgdlandé novényhez, igy a toxin hatdsa

konnyebben elkiilonithetd lenne.

A Cry-toxinok lebomléasdnak vizsgalatai sordban a Cryl- és Cry3-toxinokat kovetden a
Cry4-toxin degradacigjat figyeltiik meg bedllitott akvariumos kisérletben. A teszt soran

szunyog-tenyészOhelyekrol (Héviz térsége, Velencei-td, Koros folyd térsége) szarmazd vizet
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és szerves anyagot tartalmazdé akvariumokban monitoroztunk kétféle Cry4-toxintartalmu
készitmény (Vectobac 12 AS, Vectobac WDG) hatastartamét €s lebomldsat analitikai és
toxicitdsi tesztek segitségével. Az analitikai mérések ELISA moddszerrel torténtek, melyet
sajat fejlesztésti rendszerrel végeztiink. Ennek oka az volt, hogy nem volt elérheté megfeleld,
forgalomban kaphat6 Cry4-toxin kimutatasara alkalmas ELISA kit.

A jelold enzimnek a torma-peroxidazt (HRP) valasztottuk, amely széles korben hasznalt
ELISA teszteknél, er0s enzimaktivitdsa miatt illetve, hogy a biolégiai mintdk Osszetevoi
esetleges gatlé hatdsainak jobban ellendll (Tijssen, 1985). Az antitestekhez kovalensen
kotottik a HRP-t, amelyre két mddszer 1étezik: egy kétlépéses konjugacié glutdraldehiddel,
illetve az Un. perjodat modszer. Mivel az irodalmi adatok alapjén a glutdraldehides konjugéci6
kisebb hatékonysdgi (Harlow és Lane, 1988), igy mi a perjodat eljarast alkalmaztuk. Az
optimalizalt ELISA rendszer kimutatdsi hatdra a Cry4-toxin koncentricidjara 2 ng/ml,
ugyanakkor a gyakorlati kimutatdsai hatar Vectobac WDG granuldtumra ~170 ng/ml, mig
Vectobac 12 AS esetében 900 ng/ml. Ez a hatdr tdl magas a szignifikdnsan alacsony dézisu
készitmények meghatdrozdsdra. Az ELISA rendszer jelenlegi magas kimutatdsi hatdra
betudhaté a ténynek, hogy a fedé antiszérum és riporter enzim konjugdcional hasznalt
antiszérum ugyanaz volt. Eltéré eredetii antitestek haszndlata (pl. monoklondlis antitestek
egérbdl) a fedésre illetve az enzim konjugdtumban akir egy nagysdgrenddel javithat a
kimutatdsi hatdron, bar az irodalmi KH-k szignifikdnsan magasabbak (20 ng/ml), még
monoklondlis antitest haszndlataval is (Oestergaard et al., 2007). Esetiinkben, mivel egyéb
antitestek nem voltak elérhetdek, csak a vizmintdk eldzetes toményitésére volt lehetdség. A
liofiliz4cidval torténd mintatoményitési technika hétrdnya az alacsony visszanyerési arany,
mely valdsziniileg annak tulajdonithat6, hogy a minta szarazanyag-tartalméhoz a toxin erésen
kotédik, és a visszaoldds sordn nem viélik le. A Cry4-fehérje adszorbedldéddsit az
dsvanyianyag-tartalomhoz mar kordbban leirtdk (Lee et al., 2003). Bar a rossz visszamérési
ardny csokkenti a rendszer gyakorlati érzékenységét, amennyiben az ardny allandd, Ugy a
modszer meghatarozasra alkalmas. A tovizbOl készitett referenciamintakban a granulalt
készitményt 0,4 ug/ml, szuszpenziét 1 pg/ml koncentracion mértilk meg. A mérések soran
csak 22-28%-os kimutatdsi visszanyerést sikeriilt elérni, ez azonban koézel allandonak
bizonyult, ezért korrekcids faktorként figyelembe vettiik. A mddszer tehat vizmintdk esetében
alapos minta-elokészités utdn alkalmazhat6, iszapmintdknal viszont e kotddési folyamat miatt
jelenleg még nem megfelelo.

Méréseink és eredményeink alapjan megdllapithatd, hogy a Cry4-toxintartalmu

készitmények szinyog-tenyészohelyeken torténd alkalmazdsa sordan az adott készitmény
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hatékonysaga erdsen fiigg a kornyezeti folyamatoktol (terjedés, dekompozicid). A szervetlen
és szintetikus szerves mikroszennyezOk megoszlasit az iszap-viz fazisban tobbszor
modellezték (Nowell et al., 1999; Chiou, 2002). A Bti-készitmények hasznélata sordn is
elengedhetetlen, hogy ismerjiik a fehérje-6sszetevok egyszerti megoszlasat az iszap-viz kozott
természetes kornyezetben, azonban ez a mai napig nem feltart teriilet. A fehérjeadszorpcid
montmorillonit kristdlyon mar a talajtan korai évei 6ta ismert (Ensminger €és Gieseking 1939;
Pinck, 1962). A kotéserdsséget kisérletesen mérték kiillonbozd Cry-toxinokra, pl. Cry4 (Lee et
al., 2003) vagy CrylAb esetében (Pagel-Wieder et al., 2004). A tanulmdnyok azt mutatjk,
hogy a Cry4-toxin kotddése az dsvanyi kristdlyokon visszaveti a larvicid aktivitast, és
szignifikdnsan perzisztensebb lesz a szabad toxinndl. A szinyogmortalitds alakuldsa
esetiinkben is jOl kovette a toxin koncentracidjanak véaltozdsat a vizben, viszont a kiillonboz6
akvariumok eltéré szervesanyag tartalma nagyban befolydsolta az eredményeket. A talajok
dsvanyianyag-0sszetétele a talaj mikroorganizmusai aktivitdsan keresztiil is hatdssal van a
fehérjeadszorpcios jellemzoire (Filip, 1971). Emellett viszont az iiledék-viz kozotti
megoszlasi koefficienst a Cry-tipusu lektinfehérjékre a mai napig nem irtdk le, és egyéb
fehérjék esetében is kevés adat taldlhaté az irodalomban (Ding és Henrichs, 2002). A Cry4-
toxin bioldgiai hozzéaférhetdsége fiigg az iiledék és a vizes fazis Osszetevoinek jellegétol. A
larvak mortalitdsat az els6 vizsgélatkor tapasztaltuk a legnagyobbnak, amikor a toxin szintje a
legmagasabb volt a vizben. A toxin ezt kdvetden lebomlédsnak indult, illetve adszorbeédlédott
az iiledékben, igy a mortalitds a vartnak megfeleléen erdteljesen csokkent. Osszefoglalva, a
mortalitdsi adatokon alapulva elmondhatjuk, hogy az adott készitmény hatdsa nagyban fiigg a
viz szervesanyag-tartalmétdl. A nagy mennyiségli szervesanyagot tartalmazé vizekben a
larvak valdsziniileg kevesebb toxint fogyasztanak, mivel a viz egyébként is tdpanyagban
gazdag, emiatt a hatékonysdg is alacsonyabb. Az adatok emellett az is mutatjdk, hogy a
biol6giai  szunyoglarvadllomany-gyérités  tervezésekor fontos a  tenyészdhelyek
karakterisztikdjanak kvalitativ és kvantitativ felmérése, mivel ezen adatok ismeretében

szamithat6 ki optimalisan a kezelések szdma a kiilonboz0 helyeken.
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6. Osszefoglalas

A vizszennyezd vegyiiletek jelenléte és esetleges toxicitasi értékeik amiatt keriiltek
specidlis figyelem ald, mivel a viz nagyszamu mikroorganizmus szdmadra jelenti az él0helyet,
emellett pedig az emberi tarsadalom is kapcsolatba keriilhet a szennyezdkkel, mivel az
ivovizen keresztiil a szennyezdknek valé krénikus kitettség valésulhat meg. A gyomirtd
szerek nagymértékii, feleldtlen haszndlata a vizi mikrobidlis kozosségeket direkt vagy indirekt
modon megzavarja és csokkenti biodiverzitdsukat (Folmar et al., 1979). Egy orszdgos
talaymonitorozédsi program részeként egy kivdlasztott magyarorszdgi megye tobb, eltérd
muvelésti teriiletérdl szdrmazd viz- és talajminta analitikai (gdzkromatografis-
tomegspektrométeres eljards) és bioldgiai toxicitdsi (Daphnia magna immobilizaciés teszt)
vizsgalatait hajtottuk végre. Az analitikai vizsgdlatok eldtt ultrahangos vagy szilard fazisu
extrakcidt végeztiink. A glyphosate herbicid hatéanyag mérésére immunanalitikai eljarts,
validalt ELISA kit-et alkalmaztunk. A toxikoldgiai vizsgédlatokhoz a talajokbdl vizes
talajkivonatot készitettiink, a vizmintdk esetében mintaelOkészités nem tortént. A bioldgiai
hatdsok felméréséhez az immobilizicids tesztet Daphnia magna tesztéllat kiillonbodzo torzsein
az ISO 6341:1996 (OECD 202) szabvéany alapjan végeztikk (OECD, 2004). A glyphosate
herbicid hatéanyag, formdazott készitménye (ROUNDUP CLASSIC) és formédzdéanyaga
(polietoxilélt faggydamin, POEA) esetében a Danio rerio embrid teratogenitdsi vizsgélat
soran az OECD 236 tesztleirast kovettiikk (OECD, 2013).

A kapott talamintdk 18%-a, mig a vizmintdk 38%-a tartalmazott kimutathato
novényvédodszer-szennyezéseket, tobbségében alacsony koncentraciokban. Leggyakoribb
szennyezOnek az atrazine bizonyult. A szermaradék mellett szamos szennyez6 toxikus elem
fordult eld, foként bor, szelén, réz és arzén. A vizsgilt vizmintdk 53%-a, mig a talajmintdk
18%-a volt szennyezett kiilonboz6 toxikus elemekkel. Nem meglep6 mdédon az ipari
terliltekrél szdrmaz6é mintdk szennyezdanyag-tartalma bizonyult magasabbnak (a mintdk
74%-a volt szennyezett) a mezdgazdasagi teriiletekkel szemben. A vizsgalt talaj- és vizmintak
tobbsége nem okozott akut mortalitast tesztdllatainkon. Néhdny er6sen szennyezett minta a
vart erds toxicitdst mutatta, tobb esetben azonban a szubletdlis koncentricidban jelen 1évo
szennyezések megvaltoztattdk az egyedi toxicitasokat (pl. réz és a diazinon). Vizsgalatainkkal
megallapitottuk, hogy a kordbbi monitorozé program részeként kimutatott szennyezok egyedi
hatdsainak ismerete nem elegendd a kornyezetbe kijuttatott anyagok kiilonb6z6 kombinécidi

egyiittes hatdsanak feltdrasdhoz.
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A glyphosate hatéanyag gyakori el6forduldsa a vizekben kiemelkedd probléma (Székacs
és Darvas, 2012b), foként vizszennyezd potencidlja €s ismert okotoxikoldgiai hatdsai miatt
(citotoxicitds, hormonmoduldns hatds, mutagén/teratogén hatdsok gyanuja). Ezen hatdsokat
fokozza, hogy tobbnyire kozds expozicid valésul meg egyik gyakori adalékanyagaval, a
polietoxilalt faggytiaminnal (POEA), mellyel szinergikus kapcsolatba 1éphetnek (Székécs és
Darvas, 2012b). A vizsgdlt mintdk mintegy 26%-a tartalmazott glyphosate herbicid
hatéanyagot, melynek toxikologiai mutatéi nagymértékben szornak, értékelése emiatt
nehézkes. Az dltalunk végzett tesztek sordn szintén erre az eredményre jutottunk, a két eltérd
laboratériumi D. magna torzs kozott is kiilonbség adddott az érzékenységiikben. A herbicid
novényvédo szerek formulalé adalékanyagai toxikoldgiai karakterének feltérképezése szintén
az elmult években keriilt a figyelem kozéppontjdba. A Roundup Classic novényvédo
készitményt, aktiv hatdanyagit a glyphosate-ot és forméazéanyagiat, a polietoxilalt
faggytamint (POEA) vizsgéltuk D. magna vizibolhan és Danio rerio halfajon, mortalitasi és
teratogenitdsi tesztben. Az irodalmi adatokkal Osszhangban legtoxikusabbnak a POEA
formazoészer (LCsy D. magndra 0,8-5,1; mig D. reriora 4,5-5,4 mg/l) mutatkozott, ezt kdvette
a Roundup készitmény (LCsy D. magndra 15,3-33,6; mig D. reriora 78-147 mg/l), a
legkevésbé karos pedig az aktiv hatéanyag volt (LCsy D. magndra 100-1080; mig D. reriora
>9750 mg/l). A Daphnia magna toxicitasi értékeinek nagy szordsai a kétféle, tesztben
résztvevd dallomany eltérd érzékenysége miatt adddtak. LCsp-hez kozeli, szubletdlis
koncentraciokban a vizsgélt anyagok a D. rerio embridkon foként vérkeringési zavarokat,
fejet érintd deformitdsokat €s a szivritmus gatlasat okoztak.

Ezen hatéanyagok folyamatosan ndvekedd terheld adatainak és kiemelkedd gyakorisagu
alkalmazasénak figyelembe vételével a kornyezeti kockdzatok ujraértékelése és az esetleges
szubletdlis, keverékhatdsok tovabbi megfontoldsa fontos feladattd valt a jovére nézve.
Emellett az tn. inert anyagok feliilvizsgdlata és toxikoldgiai értékelése — a fenti eredmények
alapjan is — megkeriilhetetlen 1épéssé kell valnia a novényvédd szerek engedélyezésének és

forgalomba hozatalanak folyamatéban.

A Cry-toxinok hatdstartam- és lebomladsvizsgélatait modellezett kornyezetben, természetes
kornyezetbdl (Duna és Velencei-té) szdrmazd viz- és iszapmintdval berendezett
akvariumokban végeztiik el. A transzgenikus, kdrtevok elleni Cry-toxint termel0 kukorica
toxintartalmd novényi részei kiillonbozd kornyezeti tényezok segitségével, zolden vagy
tarlomaradvanyként eljuthatnak vizes kornyezetbe, ahol a kijuté toxin nem célszervezeteket is

veszélyeztethet.
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A Cryl- és Cry3-toxinok vizsgélatdhoz sajat termesztésii, transzgenikus kukorica (MON
810 és DAS 59122-7) és kozel izogenikus vonalaik friss és elszdradt novényi tormelékét
hasznaltuk fel. A mintagylijtést kdvetden a berendezett akvariumokba juttattuk a névényi
tormeléket, majd meghatarozott id6kozonként analitikai vizsgdlatokhoz viz-, mig toxikoldgiai
tesztekhez novényi mintdkat vettiink. Analitikai modszerrel (kvalitativ, ill. kvantitativ ELISA
kitek) vizsgéltuk a vizbe keriild toxin mennyiségét az eltelt napok fiiggvényében, emellett
akut (OECD 202 ill. WHO, 2006) és kronikus (OECD 211), teszteket végeztiink
modellallatainkon (Daphnia magna vizibolhan és Aedes aegypti szinyoglarvan). Természetes
vizekrdl 1évén sz6, a matrixhatds szdmottevd volt. A teszt sordn egyik tipusi vizbdl sem
tudtunk bekeriild toxint kimutatni, amelyek a toxicitasi tesztek sordn sem okoztak mortalitast
a tesztéllatokon. A Cryl Ab-toxin kiindulési koncentraciéja MON 810 kukoricalevélben 4986
ng/g volt, mely mindkét tipusi akvariumvizben az elsé 24 ora alatt drasztikusan lecsokkent
(Velencei-tavi €s Duna vizet tartalmaz6 akvariumokban rendre 80 illetve 88%-kal), majd a
csokkenés lassabb iitemben folytatodott a tovdbbiakban. Ehhez hasonléan, a Cry3-toxint
tartalmazo levelek toxintartalma az els6 nap utdn mindkét akvarium esetében tobb mint 90%-
kal esett vissza. Akut vizsgdlatokban egyik tipusi kukoricavéltozat tarlémaradvinya sem
okozott mortalitdst vizibolhdn és szunyoglarvan. Krénikus vizsgédlatokba magasabb
toxintartalmu, zolden szedett és kiszdritott leveleket vontunk be. Az 4ltalunk elvégzett,
Cryl Ab-toxintartalmu levéldrleménnyel torténd etetéses vizsgdlata sordn az anyak pusztuldsa
szignifikdnsan nagyobb volt a kukoricdval etetett csoportokndl, azonban a transzgenikus €s
izogénes vonalak kozott nem tudtunk szignifikdns kiillonbséget kimutatni. A DAS 59122-7
kukoricdk esetében az eldzdekhez hasonléan a kontrollcsoport tulélése volt a legmagasabb,
azonban szignifikdns kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a kiilonboz6 csoportok kozott. A
reprodukcidra gyakorolt hatdsokat csak ennél a kukoricavonalndl tudtuk értékelni. A
legnagyobb utédszdam ebben az esetben is a kontrollcsoportndl volt megfigyelhetd, a
transzgenikus és kozel izogenikus kukoricavaltozatok kozotti kiilonbség azonban
statisztikailag nem volt igazolhato.

Az Altalunk elvégzett vizsgdlatok és a szakirodalomban megtaldlhaté adatok alapjan
kijelenthetd, hogy akut tesztek elvégzésére csak magasabb toxintartalmd moédositasoknal lehet
sziikség, jelen kukoricavonalak esetében nagyobb hangsulyt kell fektetni a hosszabb tavua
vizsgalatok elvégzésére. A Daphnia magna egyedeken elvégzett reprodukcids vizsgdlatok
kisérleti rendszere fejlesztésre szorul, annak érdekében, hogy a kukoricdval valé tapldlas

hatdsa és a toxin hatdsa egyértelmiien elkiilonithetové valjon.
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A Cry4-toxin lebomlési vizsgalatait az el6zdekhez hasonlé médon végeztiik el. Harom,
kiillonbozd természetes kornyezetbdl (Héviz, Velencei-t6, Kords) szarmazd viz- és
iszapmintdval rendeztiink be akvdriumokat, majd ezekbe kétféle kiszerelésii, toxintartalmu
készitményt (Vectobac WDG granuldtum és Vectobac 12 AS folyadé€k) juttattunk. Célunk a
toxin koncentracidja valtozdsanak és az Aedes aegypti célszervezetre kifejtett hatdsanak
megfigyelése volt. A toxinkoncentricié méréséhez sajat fejlesztésli ELISA rendszert
hasznaltunk, mivel nem 4&llt rendelkezésre kereskedelmi forgalomban kaphaté Kkit.
Természetes vizekrol 1évén sz6 a matrixhatds sajnos itt is magas volt, a Cry-toxin
visszamérése vizbdl azonban éllandé maradt (~26%). A gyakorlati kimutatdsi hatir a
liofilizacioval egybekotott ELISA rendszerre a Vectobac WDG-re és a Vectobac 12 AS-re
170 1illetve 900 ng/ml értéki volt. A kezdeti koncentrdcidkat akut mortalitasi tesztek
eredményei alapjan a granuldtum esetében 0,4; mig a folyadék esetében 1 mg/l értékben
hataroztuk meg. A toxin koncentracidja az eltelt napok fiiggvényében csokkent, a felezési ido
a Velencei-t6, Héviz és Koros akvariumokban rendre 3,8; 4,5 és 5,5 napnak adddott. A
szunyoglarvak mortalitasi tesztjének eredményei eltérfen alakultak a kiilonb6z6 helyekrdl
szarmazé akvariumi vizekben, amely valdszinlisithetden az eltéré szervesanyag-tartalommal
magyardzhat6. A granuldtum esetében a Koros folyobdl szarmazé, kevesebb szerves anyagot
tartalmaz6 akvariumban, a szinyoglarvdk mortalitdsa a 7. napig 100%-hoz kozeli maradt, a
tulélo larvak ardanya késobb novekedni kezdett és a kisérlet utolsé napjara (11. nap) elérte az
52%-ot. Ezzel szemben a magasabb szervesanyag-tartalmu hévizi kornyezetbdl szarmazé viz-
és iszapmintdt tartalmazé akvéariumban a kezelést kovetd 4. napra 83%-ra, majd a 9. napra
46%-ra csokkent a mortalitds. Az utolsé ellendrzéskor kapott 50% mortalitdst befolyasolhatta,
hogy a viz felszinén vastag baktérium-filmréteg alakult ki, ami gétolta a larvak leveg6hoz
jutdsat. A Velencei-t6 esetében szintén folyamatosan csokkent a mortalitds, a 9. napon mért
55%-os érték a kisérlet végére 48%-ra csokkent. A Vectobac 12 AS folyékony készitmény
kezdeti koncentracidja 1,0 pg/ml, csak kicsivel magasabb az ELISA kimutatdsi hatardnal,
emiatt a toxin csOkkenését csak a larvamortalitdssal sikeriilt kovetniink. A folyékony
formatumd készitmény hatdstartama jéval révidebb volt, a mortalitds a 4. napra 35%-ra
csokkent, €s a 7. napra teljesen megsziint.

Osszefoglalva, a mortalitdsi adatokon alapulva elmondhatjuk, hogy az adott készitmény
hatdsa nagyban filigg a viz szervesanyag-tartalmitdl. A nagy mennyiségili szervesanyagot
tartalmazé vizekben a larvak valdsziniileg kevesebb toxint fogyasztanak, mivel a viz
egyébként is tdpanyagban gazdag, emiatt a hatékonysag is alacsonyabb. Az adatok emellett az

is mutatjdk, hogy a bioldogiai szunyoglarvadllomany-gyérités tervezésekor fontos a
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tenyészOhelyek karakterisztikdjanak kvalitativ €s kvantitativ felmérése, mivel ezen adatok

ismeretében szamihato ki optimalisan a kezelések szdma a kiilonb6zo helyeken.
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9. Uj tudoméanyos eredmények

1. Hazai, eltérd miivelésti foldteriiletekr6l szarmaz6 talaj- és  vizmintdkban
novényvédodszer-maradékok €s szennyezd toxikus elemek el6forduldsit és azok hatdsait vizi
gerincteleneken vizsgalva megallapitottam, hogy az egyenkénti hatdsokhoz képest a komplex
mintdkban eltérd toxicitds mérhetd Daphnia magna tesztillaton. A vizsgdlatok alapjan
megallapitottam, hogy a Magyarorszagon alkalmazott talajmonitorozé rendszer nem elegendd
a kornyezetbe kijuttatott anyagok kiilonb6z6 kombindciéi egyiittes hatdsanak feltdrasahoz,
ahhoz komplex kornyezeti mintdk vizsgélata is sziikséges lehet, mely 6tvozi az analitikai és

bioldgiai eljarasokat.

2. Egy glyphosate tartalmd herbicid hatéanyaganak, formdzéanyagianak (POEA) és
formulalt készitményének (Roundup Classic) hatdsat kiilon6z0 eredeti Daphnia magna-
torzseken (vad- és laboratériumi standard tipus) vizsgdlva LCso-értékeket dllapitottam meg, és
eltéré érzékenységet mutattam ki a torzsek kozott. A toxicitds mért€éke a két torzsre a
kovetkezOképpen alakult: glyphosate (360, ill. 900 mg/l) << Roundup Classic (18,7, ill. 20,6
mg/l) < POEA (1,28, ill. 3,3 mg/l).

3. El6sz6r mutattam ki a POEA formdzdanyag teratogén hatésait Danio rerio embridkon.
A Daphnia magna eredményekhez hasonléan a toxicitds mértéke zebradanié-embridkon a
kovetkezOképpen alakult: glyphosate (> 9750 mg/l) << Roundup Classic (90 mg/l) < POEA
(5 mg/l). Az LCsp-értékek mellett szubletdlis hatdsként a vizsgalt anyagok foként vérkeringési

zavarokat, fejet érint6 deformitdsokat és a szivritmus gatlasat okoztak.

4. Megallapitottam, hogy transzgenikus Bt-kukorica (MON 810 és DAS 59122-7)
tarldomaradvanyainak toxintartalma felszini éldvizeket tartalmaz6 akvariumokban az els6 24
Oora alatt csokkent drasztikusan (>80%-kal), majd lassabb iitemben folytatodott a

tovabbiakban. A toxinok vizboOl nem voltak kimutathatdak.

5. Transzgenikus Bt-kukorica (MON 810 és DAS 59122-7) tarlémaradvényai
vizsgalatakor kimutattam, hogy azok akut hatdsokat nem okoztak Daphnia magna és Aedes
aegypti tesztallatokon. Kronikus vizsgdlatokban a kukoricdval tipldlt D. magna-anydk

pusztuldsa szignifikdnsan nagyobb volt a kontrollndl, viszont a transz- és izogénes vonalak
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kozott nem volt kiilonbség. A legnagyobb utdédszdm a kontrollndl volt megfigyelhetd,
azonban a transz- és izogenikus kukoricavéltozatok kozotti kiilonbség statisztikailag nem volt
igazolhat6. Megallapitottam, hogy a kisérleti rendszer fejlesztésre szorul, hogy a toxin hatdsa

elvalaszthat6 legyen az eltéro taplalék hatasatol.

6. Eldszor alkalmaztunk hazai felszini vizekben Cry4-toxintartalmi készitmények
lebomldsdnak és hatdstartamanak vizsgalatira sajat fejlesztési ELISA rendszert.
Megallapitottuk a kimutatasi hatart a granuldtum és a folyadék készitményekre (170 ill. 900
ng/ml). A toxin koncentricidja az eltelt napok fiiggvényében csokkent, a DTs, értéke a
Velencei-t6, Héviz és a Kords vizét tartalmazé akvariumokban rendre 3,8; 4,5 és 5,5 nap. A
szunyoglarvak mortalitasi tesztjének eredményei eltéréen alakultak a kiilonb6z6 helyekrdl
szarmaz6 akvariumi vizekben, erds fiiggést mutatva a szervesanyag-tartalomtol.
Megallapitottuk, hogy a modszer alkalmas a toxin kimutatdsdra, de kornyezeti mintdk

értékeléséhez tovabbi fejlesztésre szorul.
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10. New scientific results

1. The occurrence and toxic effects of pesticide residues and contaminating
microelements that originated from samples of cultivated land were examined, as part of a
complex soil monitoring project. It was concluded, for contaminants observed on Daphnia
magna, that the toxicities of single contaminants differ from those of complex environmental
samples. According to our experiments, the recent Hungarian Soil Monitoring System is
insufficient for evaluation of the effects of complex environmental samples. Therefore, in
order to detect the effect of the different combinations of contaminants in soil and water

samples, a combination of analytical and biological methods is necessary.

2. Effects of a glyphosate based herbicide (ROUNDUP CLASSIC), its active ingredient
glyphosate IPA-salt and its formulating agent (POEA) on different populations (laboratory
and wild type) of D. magna were firstly examined. LCsy values were determined and variant
sensitivity of different population was showed. According to the mortality tests, the toxicity
values were as follows: glyphosate (360 and 900 mg/l) << ROUNDUP CLASSIC (18,7 and 20,6
mg/l) < POEA (1,28 and 3,3 mg/l).

3. Teratogenic effects of POEA formulating agent were firstly determined on Danio
rerio embryos. Similarly to results on D. magna, the toxicity values were as follows:
glyphosate (> 9750 mg/l) << ROUNDUP CLASSIC (90 mg/l) < POEA (5 mg/l). Besides LCsy
values, in sublethal concentrations mainly head deformations, inhibition of heartbeat and

blood circulation were detected.

4. I concluded that the toxin content of transgenic Bt-corn stubble (MON 810 and DAS
59122-7) in aquaria containing freshwater from environmental habitats was decreased
dramatically (more than 80%) within the first 24 hours, and it continued to diminish at a lower

rate afterwards. Cryl- and Cry3-toxins could not be detected in water.

5. No acute effects of transgenic Br-corn stubble (MON 810 and DAS 59122-7) were
exerted on D. magna and Ae. aegypti, although in chronic tests the mortality on adult water
flea fed with corn was significantly higher than in the control group. Significant differences

between transgenic and isogenic corn lines were not observed. The highest number of
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offspring was detected in the control group; nevertheless there was no difference between
transgenic and isogenic corn lines. I concluded that this experimental design needs to be

improved in order to distinguish the effect of the toxin from the effects of food types.

6. For the first time in the case of Hungarian surface waters, an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was developed for the detection of the effect of duration and
degradation of Cry4-toxin. The practical LODs for Bti preparations VECTOBAC WDG
granulate (~170 ng ml™") and VECTOBAC 12AS suspension (~900 ng ml™') were determined.
The DTsq of toxin — in case of VECTOBAC WDG - in surface water from Velence, Héviz
and Kords was found respectively to be: 3,8 + 0,3; 4,5 + 0,6; 5,5 + 1,5 days. The results of
mosquito-larvae test vary in different water samples, showing a high dependence upon
organic matter content. It can be concluded that this method is suitable for detecting Cry4-

toxin, but the sensitivity in the case of environmental samples needs to be developed further.
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