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KIVONAT

A doktori értekezésben bemutatott kutatds célja volt, hogy feltarja a felszini viztestekben
vilagszerte kimutathatdo mennyiségben jelen 1évé novényvédGszer-csoport - a neonikotinoidok
— milyen viselkedési és biokémiai valtozasokat idéznek el egy, a Balatonban igen
nagyszamban el6forduld gerinctelen szervezeten, a kétpupos bolharak (Dikerogammarus
villosus) rakfajon.

A doktorjeldlt dolgozataban bemutatja a neonikotinoidok globdlis el6fordulésat, elényeit, a
hatranyok kozott kiemelendd oOkotoxikus hatdsokat, melyek az elvégzett munka targyat
képezik.

A doktorjeldlt munkaja soran a D. villosus tekintetében egyedi tartasi koriilményeket
dolgozott ki, majd megfigyelte a clothianidin az imidacloprid, és a thiacloprid neonikotinoid
hatdanyagok hatasait kornyezetileg relevans és magasabb koncentraciokban akut tesztek
soran.

Kideriilt, hogy a valasztott kisérleti tesztallat életfunkcioit és vitalitasat a neonikotinoid
kontaminécio szignifikdnsan nagyobb mértékben befolyasolta, mint a korabbi vizsgalatokban
alkalmazott Okotoxikoldgiai modellszervezetek hasonld vizsgalt végpontjait. Ilyen
modelszervezetek tobbek kozott: Daphnia magna [Straus, 1820], Danio rerio [F. Hamilton,
1822], Lepomis macrochirus [Rafinesque, 1810], Ictalurus punctatus [Rafinesque, 1818],
Oncorhynchus mykiss [Walbaum, 1792]). Az egyedek mozgasi aktivitasat az APACS 50 WG
elnevezésii rovarold szer mar 3,9 ng/l koncentracidban befolyasolja, de a tiszta formaju
clothianidin hatéanyag is mar 16 pg/L toménységben szignifikans valtozasokat idéz el6 a
viselkedésben. Az imidacloprid és a thiacloprid tiszta formaban egy nagysagrenddel
magasabb kezelési koncentracié esetén eredményeznek szignifikdns elvaltozasokat. A

thiacloprid esetében a formazott rovardldszer joval gyengébb hatasokat valtott ki a
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teszalanyon, minthogy csak 3 nagysagrenddel nagyobb koncentracié eredményezett
szignifikans viselkedésbeli abnormalitast.

A doktorjelolt munkaja soran megfigyelte a D. villosus élettani sajatsagait, beleértve a
viselkedési mintadzatokat, a méregtelenitésért, valamint az ingeriilet-atvitelért felelds
mechanizmusok és enzimek miikodésében végbemend valtozasokat is. A Multixenobiotikus
Rezisztencia rendszer miikddését vizsgalva fény dertilt arra, hogy a clothianidin hatéanyag
tartalmtt APACS 50 WG mar 2,7 ng/L koncentracidban is képes aktivalni a mechanizmust. A
glutation S-transzferaz enzim imidacloprid altali szignifikans aktivalasahoz <160 pg/L
koncentracio sziikséges. Az acetilkolin-észteraz enzim aktivitasaban bekovetkezd
szignifikans valtozasok eléréséhez az imidaclopridbol < 80 pg/L, mig a clothianidinbdl 16
ng/L mar elegendd. A thiacloprid hatdéanyagot tartalmazé Calypso 480 SC 10 pg/L-t6l valtja
ki szignifikdns mértékben a Glutation-S-transzferaz és az Acetilkolin-észteraz aktivitasanak

valtozasait.



ABSTRACT

The aim of the research presented in the doctoral thesis was to reveal the behavioral and
biochemical changes caused by plant protection agents - neonicotinoids - which are present
in detectable quantities in surface water bodies worldwide, in an invertebrate organism that

occurs in large numbers in Lake Balaton, the crab species Dikerogammarus villosus.

In his dissertation, the doctoral candidate presents the global occurrence of neonicotinoids,
their advantages, their market share, and the ecotoxic effects to be highlighted among the

disadvantages, which are the subject of the completed work.

During his work, the doctoral candidate developed unique housing conditions for D. villosus
and then observed the effects of the neonicotinoid active substances clothianidin,
imidacloprid and thiacloprid in environmentally relevant and higher concentrations during

acute tests.

It was found that the vital functions and vitality of the chosen test animal were significantly
more affected by neonicotinoid contamination than similar endpoints in ecotoxicological
model organisms used in previous studies. Such model organisms include: Daphnia magna
[Straus, 1820], Danio rerio [F. Hamilton, 1822], Lepomis macrochirus [Rafinesque, 1810],
Ictalurus punctatus [Rafinesque, 1818], Oncorhynchus mykiss [Walbaum, 1792]. After all,
the movement activity of individuals is affected by the Apacs 50 WG insecticide at a
concentration of 3.9 ng/l, but the active substance clothianidin in its pure form also causes

significant changes in behavior at a concentration of 16 pug/1. Imidacloprid and thiacloprid in



their pure form result in significant changes at an order of magnitude higher treatment
concentration. In the case of thiacloprid, the formulated insecticide had much weaker effects
on our test subject, because a concentration 3 orders of magnitude higher resulted in

significant behavioral abnormalities.

During his work, the doctoral candidate observed the physiological characteristics of D.
villosus, including behavioral patterns, changes in the functioning of the mechanisms and
enzymes responsible for detoxification and neurotransmission. Examining multixenobiotic
resistance mechanism (MXR) revealed that Apacs 50 WG can activate the mechanism even
at a concentration of 2.7 ng/l. Significant activation of Glutathione-S transferase (GST) by
imidacloprid requires a concentration of at least 160 ug/1. No significant differences were
observed between the control and clothianidin-treated groups. At least 80 pg/l1 of
imidacloprid and only 16 pg/l of clothianidin are sufficient to achieve significant changes in
acetylcholine-esterase (AChE) activity. Calypso 480 SC induces significant changes in both

GST and AChE activity from 10 pg/l.



ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der in der Doktorarbeit vorgestellten Forschung bestand darin, die Verhaltens- und
biochemischen Verdnderungen aufzudecken, die durch Pflanzenschutzmittel —
Neonicotinoide — verursacht werden, die weltweit in nachweisbaren Mengen in
Oberflachengewissern vorkommen, und zwar bei einem wirbellosen Organismus, der im

Plattensee in groB3er Zahl vorkommt, die Krabbenart Dikerogammarus villosus.

In seiner Dissertation stellt der Doktorand das weltweite VVorkommen von Neonicotinoiden,
ihre Vorteile, ihren Marktanteil und die unter den Nachteilen hervorzuhebenden

okotoxischen Wirkungen dar, die Gegenstand der abgeschlossenen Arbeit sind.

Wihrend seiner Arbeit entwickelte der Doktorand einzigartige Haltungsbedingungen fiir D.
villosus und beobachtete anschlieend bei Akuttests die Wirkung der Neonicotinoid-
Wirkstoffe Clothianidin, Imidacloprid und Thiacloprid in umweltrelevanten und hoheren

Konzentrationen.

Es wurde festgestellt, dass die Lebensfunktionen und die Vitalitit des ausgewéhlten
Versuchstieres durch die Neonicotinoid-Kontamination deutlich stirker beeintrachtigt
wurden als dhnliche Endpunkte bei 6kotoxikologischen Modellorganismen, die in fritheren
Studien verwendet wurden. Zu diesen Modellorganismen gehéren: Daphnia magna [Straus,
18201, Danio rerio [F. Hamilton, 1822], Lepomis macrochirus [Rafinesque, 1810], Ictalurus
punctatus [Rafinesque, 1818], Oncorhynchus mykiss [Walbaum, 1792]). Denn zwar wird
die Bewegungsaktivitit von Individuen durch das Insektizid Apacs 50 WG in einer
Konzentration von 3,9 ng/l beeintrachtigt, doch auch der Wirkstoff Clothianidin in seiner
reinen Form fiihrt bei einer Konzentration von 16 pg/l zu deutlichen Verhaltensdnderungen.

Imidacloprid und Thiacloprid in ihrer reinen Form fiihren bei einer um eine Grof3enordnung
10



hoheren Behandlungskonzentration zu signifikanten Verdnderungen. Im Fall von
Thiacloprid hatte das formulierte Insektizid bei unserem Probanden eine viel schwiéchere
Wirkung, da eine um drei GroBenordnungen héhere Konzentration zu erheblichen

Verhaltensstorungen fiihrte.

Wihrend seiner Arbeit beobachtete der Doktorand die physiologischen Eigenschaften von
D. villosus, darunter Verhaltensmuster, Verdnderungen in der Funktion der Mechanismen
und Enzyme, die fiir die Entgiftung und Neurotransmission verantwortlich sind. Die
Untersuchung von Mechanismus der Multixenobiotikaresistenz (MXR) ergab, dass Apacs
50 WG den Mechanismus bereits in einer Konzentration aktivieren kann von 2,7 ng/l. Fiir
eine signifikante Aktivierung von Glutathion-S-Transferase (GST) durch Imidacloprid ist
eine Konzentration von mindestens 160 ug/1 erforderlich. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der mit Clothianidin behandelten Gruppe
beobachtet. Mindestens 80 pg/1 Imidacloprid und nur 16 ug/1 Clothianidin reichen aus, um
signifikante Verdanderungen der Acetylcholin-Esterase (AChE) Aktivitdt zu erreichen.
Calypso 480 SC induziert ab 10 ug/1 signifikante Veranderungen sowohl der GST- als auch

der AChE-Aktivitit.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACh: acetilkolin

AChE: acetilkolin-észteraz

ACT: acetamiprid

CCD: kolonia-6sszeomlasi rendellenesség (colony collapse disease)

DNF: dinotefuran

EASAC: Eurépai Akadémidk Tudomanyos tanacsado testiilete (European Academies’
Science Advisory Council)

ECso: kdzepes hatdsos koncentracio; annak a koncentracionak az értéke, amelynél a teszt-
szervezetek 50%-nal megfigyelhetd hatas.

EFSA: Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi hivatal (Eurpean food Safety Agency)

EPA: Kornyezetvédelmi Ugyndkség (Environmental Protection Agency)

GST: glutation S-transzferaz

IMI: imidacloprid

KLO: clothianidin

LAS: linearis-alkilbenzol szarmazékok

LCso: kdzepes letalis koncetracio; annak a koncentracionak az értéke, melynél a teszt-
szervezetek 50% -os pusztulasa figyelhet6 meg

LDso: kozepes letalis dozis; amelynél egyszeri kezelés esetén a teszt—Sszervezetek 50% -0s
pusztulédsa figyelheté meg (mg/kg testtomegre vonatkoztatva)

mrd: milliard

MXR: multixenobiotikus rezisztencia

nNAChR: nikotin-tipusu acetilkolin receptorok

NIP: nitenpiram

NOAEL: az a legnagyobb dézis, amely még nem okoz megfigyelhetd karos hatast (No
Observed Adverse Effects Level)

TIAK: thiacloprid

TIAM: tiametoxdm

12



USEPA: Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége (United States
Environmental Protection Agency)

USGS: Amerikai Egyesiilt Allamok Foldtani Ugynoksége (United States Geological Survey)
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I. BEVEZETES

A kornyezeti problémak napjainkra igen Osszetetté valtak. Egyik ilyen a tulnépesedés miatt
bekovetkezd élelmezési valsag. A kiillonboz6 novényvédd szerek (peszticidek) hasznalata
mara a mindennapjaink részévé valt. Ezek a vegyiiletek fontos szerepet jatszanak a
mezodgazdasagban, mind a hozam novelése, mind pedig az ¢élelmiszer-eldallitas koltségeinek
csokkentése okan. Segitik az intenziv gazdalkodast, tamogatjak a védekezést a kiillonbozo
patogénekkel szemben. Ugyanakkor, a tulzott mértékii peszticid felhasznalas kovetkeztében a
talajban ¢€s a felszin alatti vizbazisokban akkumulalddott szermaradvanyok a meteorologiai és
geoldgiai folyamatok révén a felszini viztestekbe juthatnak, ahol adszorpciés mechanizmusok
altal akkumulalodhatnak, illetve megfelelé koriilmények hatasdra deszorbealodhatnak.
Amennyiben nagy mennyiségben és az €l6lények szamara felvehetd formaban vannak jelen a
peszticidek a természetes vizekben, a lokalis Okoszisztémdk, valamint a taplaléklanc
természetes egyensulya felborulhat. Ez sz€lsdséges esetben az ¢l6helyek besziikiiléséhez és a
biodiverzitas csOkkenéséhez is vezethet. Ezért kiilonosen fontos tanulmanyozni, hogy a
vildgviszonylatban  legnagyobb mennyiségben hasznalt rovar6ld szereknek, a
neonikotinoidoknak, milyen koncentraciofiiggd fiziologids hatdsai vannak az egyes
gerinctelen és gerinces fajok esetében. A bekovetkezd negativ hatdsok a széarazfoldi
gerinctelen fajok esetében mutatkoznak meg legszembetiinObben. Ennek ¢kes bizonyitékai a
méhkoloniak vilagszerte régota tapasztalhatdé pusztulasa. A szarazfoldon konnyebben és
nagysagrendekkel nagyobb mennyiségben juthatnak be az ¢ldlények szervezetébe a
novényveédo szerek, mint a vizi kornyezetben. Az is ismeretes, hogy a gerinctelen szervezetek
szignifikansan nagyobb érzékenységet mutatnak a peszticidek ezen csoportjaval torténd

kontaminacio esetén. Tehat a gerinctelen, a taplaléklancok als6 szintjein elhelyezkedd
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els6dleges-masodlagos fogyasztd organizmusok vizsgalata ablakot nyithat arra, hogy egy
kornyezetidegen anyag milyen hatdst gyakorol az adott okoszisztémara. Azonban a vizi
gerinctelen fajokrol mindmadig keveset tudunk ebben a tekintetben. Nem rendelkeziink
elegendd mennyiségili és mindségli informacidval ahhoz, hogy hatékony koérnyezetvédelmi
intézkedéseket tehessiink, jogszabalyokat alkothassunk. A neonikotinoidok vonatkozésaban
bebizonyosodott, hogy nem elegendd halteszteket (pl. tlizcselle [Pimephales promelas
Kendall, 1903], kékkopoltyus naphal [Lepomis macrochirus Rafinesque, 1819], pettyes
harcsa [Ictalurus punctatus Rafinesque, 1818], szivarvanyos pisztrang [Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792)]), vagy nagy vizibolha (Daphnia magna Straus, 1920) teszteket végezni,
mert ezek a fajok nem elég érzékenyek az emlitett vegyiiletcsoport viselkedési és biokémiai
hat4sainak pontos tanulmanyozasahoz, azaz csak magasabb koncentracid-tartomanyban
mutatnak valaszreakciokat.

A disszertacioban egy neonikotinoid kontamindciora igen érzékeny balatoni felsérendi rakfaj,
a kétptpos bolharak (Dikerogammarus villosus (Sowinsky, 1894)) szolgal tesztszervezetként,
mely altal betekintést nyeriink azokba a folyamatokba, melyek megismerése és a kisérleti
alanyon végzett vizsgalatok eredményei hidnyp6tld adatokat és ismereteket nyujthatnak a
vizsgalt anyagok Okotoxikologiai profijanak leirasahoz, illetve azok kornyezeti

kockézatértékeléséhez egyarant.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

11/1. A peszticidek

A novényveédo szerek (peszticidek) olyan mesterségesen elallitott kémiai anyagok, amelyeket
elsdsorban a mezdgazdasagban alkalmaznak a termények védelme és a terméshozam novelése
érdekében. A kartevOk elriasztasdt vagy megolését teszik lehetové ezzel védve a
haszonndvényeket a kiilonbozo betegséget okozo virulens agensek, ¢16skoddk, kompetitorok
ellen (Richardson és mtsai.,, 2019; Borsuah ¢és mtsai., 2020). A peszticidek tovabb
osztalyozhatdak a célszervezetek szerint. Fobb csoportjaik az inszekticidek (rovarellenes
szerek), a herbicidek (gyomirtok) és a fungicidek (gombadlék) (Goulson, 2013; Hladik és
mtsai., 2014; Mahai és mtsai., 2019; Borsuah és mtsai., 2020). Az inszekticidek kereskedelmi
forgalomba keriild termékkorének hatdanyagai a piretroid, organofoszfat ¢és karbamat
vegyliletek voltak a neonikotionidok megjelenése eldtt (Jeschke et al., 2011). A vegyipari
fejlesztéseknek koszonhetéen azonban nagy attorés kovetkezett be a kartevok elleni
védekezésben. Olyan vegyszerek jelentek meg, amelyek a meglévoknél hatékonyabbak a
kartevOkkel szemben, mind hatastartam, mind hatasintenzitds szempontjabol, ezen kiviil

gazdasagosabban felhasznalhatoak. Ezek voltak neonikotinoidok.

11/2. A neonikotinoidok

A nikotint mar az 1600-as években is hasznaltak inszekticidként. Azonban, a kezelt
gabonandvényekbdl késziilt ételek elfogyasztasa karos hatdsokat, néhany esetben haldlozast,
valtott ki az emberekben. Novényvédd szerként a kornyezetben vald gyors lebomlasa és a
hozzéaszokas miatt névekvd dozisban kellett alkalmazni. A nikotinnal kapcsolatos kutatdsok

részeként [amely tobb mint 400 éven at a fO rovarirtd szer volt a rovarkartevok elleni
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védekezésben (Tomizawa and Casida, 2011)] az 1970-es években a Shell Development
Company kaliforniai laboratériumainak kutatdi optimalizalasi programot végeztek a nikotin
rovarolo tulajdonsagain alapulo 4j termésvédelmi termékekhez. Olyan peszticideket kivantak
kifejleszteni, melyek hatasosak (a célszervezetre), viszont az emberi (emlds) szervezetre nem
jelentenek szignifikans veszélyt. Alapvegyiiletként a nikotin molekula szerkezete alapjan
szintetizaltak az 0j nikotin-szer( inszekticideket, melyeket neonikotinoidoknak neveztek el.
1977-ben ez a program az imidacloprid (IMI) szarmazékanak, a nitiazinnak a szabadalmat
eredményezte (Tomizawa and Casida, 2005; Kollmeyer és mtsai., 1999). A nitiazin tehat az
elsé szintetizalt neonikotinoid vegyiilet, amelybdl az IMI és az sszes tobbi neonikotinoid
szarmazik. A nitiazin nem keriilt kereskedelmi forgalomba, mert a fotoinstabilitasa miatt nem
lehetett forgalmazni a ndvényvédelemben. Terepi viszonyok kozott alacsony mértékil
perzisztenciaval rendelkezett, mérsékelten mérgezo volt az emldsdkre (Kollmeyer és mtsai.,
1999).

Ezen tulajdonsagai miatt a nitiazint inkabb az allattenyésztésben légyirtoként alkalmaztak,
ami hianypotldé piacnak szamitott akkoriban. 1985-ben a Bayer CropScience szabadalmi
hulldmot inditott el a mezdgazdasagi vegyipari kutatasi dgazatban az IMl-re vonatkozo
szabadalmi bejelentések kozzétételével. Ezt kovetéen szabadalmaztattadk a thiaclopridot
(TIAK; 1985, Bayer CropScience, Németorszag), a nitenpiramot (NIP; 1988, Sumitomo
Chemical Company, Japan), az acetamipridet (ACT; 1989, Nippon Soda, Japan), a
clothianidint (KLO; 1989, Sumitomo Chemical Company, Japan), a tiametoxamot (TIAM,;
1992, Ciba-Geigy AG, Svajc, valamint a dinotefurant (DNF; 1994, Mitsui Chemicals Agro
Inc., Japan) is (Tomizawa és Casida, 2005). Ezek a szerek az izeltlabtiakra szelektivebb
farmakoldgiai/toxikologiai profilt mutattak, mint a gerinces receptorok esetében. Igy mar
maradéktalanul megfeleltek azon feltételeknek, amelyeknek az addig forgalomba hozott

peszticidek nem tudtak. Emiatt révid 1don beliil nagyon népszeriiek lettek. Az elsé valoban
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sikeres neonikotinoid inszekticid az IMI volt, amelynek piaci megjelenésére 1991-ben kertilt
sor. Ezt kovetden a NIP 1995-ben, az ACT 1996-ban, a TIAM 1997-ben, a TIAK 1999-ben,
a KLO pedig 2002-ben keriilt a boltok polcaira, mint rovardlészer-hatéanyag (Reynard, 2012;
Wood and Goulson, 2017a; Mortl és mtsai., 2020; Thompson és mtsai., 2020;). Az IMI
megjelenésével a rovarirtd piacon a gazddk - rizs, kukorica és mas alapvetd
¢lelmiszertermeldk, gylimolcs- ¢€s zoldségtermelok - egyfajta tigymond ,,forradalmi

innovacidra” tehettek szert a termést karosito rovarokkal szemben.
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1. abra: A neonikotinoid hatéanyagok globalis kereskedelmi részaranya (z6ld szamok) a
vizes kdzegben bekdvetkezd disszipacio (piros szamok), a talajban végbemend
degradacios felezési id6 (kék szdmok), valamint a jellemz6 kezelt és kartevo fajok listaja
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Az 1. dbran 1év0 adatok szerint is az IMI, a TIAM (bomlastermék: KLO) és a KLO a harom
legnépszertibb neonikotinoid 2017-ben, ami 6kotoxikologiai szempontbol problémas, hiszen
ezen harom anyag rendelkezik a leghosszabb természetben torténd lebomlasi idével (KLO
felezési ideje 545 nap talajban, 40,3 nap vizes kdzegben; IMI felezési ideje 191 nap talajban,
30 nap vizes kozegben; TIAM felezési ideje 50 nap talajban, 30,6 nap vizes kozegben)

(Oleson, 2017).

11/3. A neonikotinoidok nevezéktana

A neonikotinoid kifejezést az IMI-re és a hozza szerkezetileg ¢és funkcionalisan hasonlo, a
nikotin vegylletbdl kifejlesztett inszekticid vegyiiletekre hasznaljak. Szerkezetiik ¢és
hatasmechanizmusuk hasonlé az (S)-nikotinhoz, amely egy alkaloid inszekticid.

Az alkaloidok az ¢ldvilagban elterjedt, nitrogéntartalmu, masodlagos anyagcseretermékek,
karakteres farmakologiai, mérgez6 hatast mutatnak. A ma ismert tobb, mint tizezer alkaloid
donto tobbsége ndvényekben fordul eld, de megtalalhatok baktériumokban, gombakban, vagy
ritkabban allatokban is (Doolittle et al., 1995). A neonikotinoidok szerkezet és kronologia

szerinti csoportositasat az 1. tablazat mutatja be.

SZERKEZET
(Jeschke és
mtsai, 2011)

KRONOLOGIA (Reynard, 2012); (Qi és mtsai, 2018); (Shao Liu és
mtsai, 2013)

masodik

nitroguanidinek elsé generacié L, harmadik .

. s S generacio L . negyedik
nitrometilén (kloronikotinil . generacié .
. . (tianikotinil o generacié
cianoamidinek csoport) (furanikotinil):

csoport):
gylirdis iMI KLO DNF imidaklothiz
aciklikus TIAK TIAM paichongding
NIP cikloxaprid
ACT guadipir
huanyanglin

1. tablazat: A neonikotinoidok csoportositasa
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11/4. A neonikotinoidok hatdsmechanizmusa, valamint fizikai- és
kémiai tulajdonsagai

A neonikotinoidok az acetilkolin (ACh), a kozponti idegrendszer egyik f6 serkentd
neurotranszmitterének hatdsat utanozzak. Elsddleges hatdsmechanizmusuk a rovarok agyanak
posztszinaptikus nikotinos ACh receptoraihoz (nAChR) val6 erds kotédés (Buckingham ¢€s
mtsai., 1997; Matsuda és mtsai., 2001, 2005; Crossthwaite és mtsai., 2017), majd nAChR-
agonistaként a rovarok idegrendszerének folyamatos ingerlése (Zhang és mtsai., 2000;
Matsuda és mtsai., 2001; Tomizawa and Casida, 2003; Tomizawa and Casida, 2005; Tufi és
mtsai., 2015; Vehovszky és mtsai., 2015; Fodor és mtsai., 2020). Ezt bizonyitja pl: hogy a
puhatestiiek jobb oldali 1abducanak dorzalis driasneuronjaban (RPeD1) az ACh altal kivaltott
membranvalaszokat a neonikotinoidok gatoljak (Vehovszky et al., 2015). Ezen folyamatok
eredményeképpen neuralis talingerlés (depolarizacio) alakul ki az idegsejtekben, ami az
exponalt célszervezet rovid idon belill bekdvetkezd halalahoz vezet (Tomizawa and Casida,
2005; Belzunces és mtsai., 2012). A 6 kiilonbség a neonikotinoidok és mas peszticidek
toxikologiai profilja kozott, hogy a hatasok idével halmozodnak, mivel az idegsejtek nem
regeneralodnak. Ezt idé-kumulativ toxicitasnak nevezziik (Tennekes and Sénchez-Bayo,
2013). Az organofoszfatok, vagy a piretroidok hatasa atmeneti és visszafordithatd, amint a
célreceptorok, vagy enzimek regeneraldodnak (Matsumura, 1985).

Ezeknek a szerves inszekticideknek ko6zos jellemzdje, hogy legalabb egy (piridin, vagy
imidazolidin) gytrit tartalmaznak, vannak koztiik a gytiriin kiviili aciklikus funkcios
csoportokat (nitrometilén, nitroimin, cianoimin, cianometilén, dicianometilén, karbonil)
tartalmazo vegyiiletek is (Nauen et al., 2001). A neonikotinoidok gytriiszerkezete kiillonbz6
szegmensekbdl all, amelyek 4thidald fragmentumokat, heterociklusos csoportot és funkcios
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csoportokat tartalmaznak. A metiléncsoportnak altalaban athidalé szerepe van. Vizsgalatok
bizonyitjdk, hogy a metilén- vagy etilén-szubsztituens csokkenti a biologiai aktivitast
(Tomizawa and Yamamoto, 1993; Tomizawa and Casida, 2003).

Az elektrondus nitrometilén, nitroimin, cianoimin csoport a szelektivitas kulcsa, azaz, hogy a
rovarok idegrendszerében jelen 1évé nAChR-hez erésebben kotddnek, mint a gerincesek
hasonl6 receptoraihoz, ez hozzajarul a kedvezébb toxikologiai profilhoz (Kimura-Kuroda és
mtsai., 2012; Casida and Durkin, 2013; ( Houchat és mtsai., 2020). Ez a szelektivitas a
becslések szerint 5-10-szer er6sebb, mint a korabban térhodito organofoszfat, metilkarbamat
novényveédo szerek esetében (Tomizawa and Casida, 2005; Thompson és mtsai., 2020).

Az nAChR-ek a ligandum-kapu ioncsatornak cisz-hurok szupercsaladjaba tartoznak (Beck et
al., 2015). Funkciojuk a gyors kolinerg ingeriiletvezetés a gerinces és gerinctelen
szervezetekben egyarant (Terali, 2018). Az nAChR-ek szerkezetileg transzmembran
doménegyiittesek, extracellularis N-terminalist és kdzponti kationcsatornat tartalmaznak (\Wu
et al., 2015). A ligandumok és az NAChR altipusok szerkezetétdl fiiggden a neonikotinoidok
altal kifejtett hatdsoknak széles spektruma van az agonista hatds erdsségét illetéen. A
neonikotinoidok tartalmaznak imidazolidin, tiazolidin, guanidin protonmentes csoportokat.
Az elektronnegativ nitro- vagy ciano csoportok befolyasoljak a molekula hataserdsségét €s
szelektivitasat azaltal, hogy ezek a farmakoforok erds kationos kotést hoznak 1étre a rovarok
idegrendszerében 1évé nAChR-kal. A protonalt nikotinoidok kation-pi kdlcsonhatast hoznak
1étre a gerinces NAChR-rel. A neonikotinoidok elektronegativ toxikoforja és a nikotinoidok
kationos toxikoforja (nikotin, deznitro-IMI) az oka annak, hogy a kot6helyeken ellentétes
iranyban kotédnek (Tomizawa and Casida, 2003, 2009). A gerinces neurotranszmitter
ioncsatornadkban 1évo agonista ligandumok pozitiv toltéstiek. A kationos iminium csoportok,
(mint ami pl a deznitro-IMI-ben is megtalalhatoak) kapcsolédnak a m-nukleofil aromas

struktirakhoz, amelyek magukban foglalnak triptofant az a4-alegység P2-hurokbol. A D-
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hurokban 1év6 GIn55 meg6rzddik a rovar nAChR-ek nem-a alegységeiben, mint aminosav
szarmazék. A TIAK neonikotinoid-ban 1év6 cianocsoport, valamint az IMI és a KLO
nitrocsoportjainak koélcsonhatasai szemléltetik a D-hurok funkcionalis kiilonbségeit, amik
meghatarozzak a neonikotinoidok hatasat a rovar nAChR-ben (lhara et al., 2014). Tovabba,
az IMI nitro csoportja kettds kotést alakit ki a G-hurokban a Lys34-gyel és az Arg55-tel a D-
hurokban. Ezek az aminosav-szarmazékok szintén fontos szerepet jatszanak a
neonikotinoidok rovar nAChR-szelektivitasaban (Shimomura et al., 2006). Az IMI erés
affinitasat a nem célszervezetek nAChR-hez kimutattak pl. a cseresznye garnéla (Neocaridina
denticulata sinensis; Wilhem de Haan, 1844) esetében is (Siregar et al., 2021). A nagy
mocsaricsigan (Lymnaea stagnalis; Linnaeus, 1758) végzett kisérletek feltartak, hogy az IMI
kotési energidja a nAChR-hez —6,0 kcal/mol, szemben az ACh —4,2 kcal/mol értékével. A
viszonylag erds kotést az IMI piridin csoportjaban a nitrogénatom hidrogénkdtése biztositja a
Trpl43-mal és az amidin N-nitro Tyr192 fenolszarmazékaval (Malhotra és mtsai., 2021; Ihara
¢s mtsai., 2014).

Ezzel ellentétben az ACh csak gyenge van der Waals kotést 1étesit a Trp143-mal a nAChR-
on (Siregar et al., 2021). A TIAM a rovarok nAChR-nek gyenge agonistaja (Nauen et al.,
2003); Tan és mtsai., 2007; Benzidane és mtsai., 2010). Ugyanakkor erds agonista hatast fejt
ki az interneuron szinapszisokban, ahol depolarizaciét indukal, amelyet a muszkarin
antagonista atropin részben csokkent. Ez arra utal, hogy a TIAM képes kotddni a nikotin és a
muszkarin receptorokhoz is (Lapied és mtsai.,, 1990; Thany, 2011). A DNF és a KLO
kemostimulald hatasa alacsonyabb, mint az IMI esetében. A DNF ¢és az IMI blokkol6 hatasa
er6sebb, mint a KLO-nal tapasztalt (Kiriyama and Nishimura, 2002). A DNF ¢s
szarmazékainak rovarolo aktivitasa inkabb blokkolo hatasbol ered, mintsem stimulaciobol. Ez

megfigyelheté mas neonikotinoidoknal is (Kagabu et al., 2008).

23


https://en.wikipedia.org/wiki/Wilhem_de_Haan

Metabolizmusuk két fazisra oszthatd: Az elsd fazisban a citokrém-P450 enzimcsalad vesz
részt. Az imidazolidin és tiazolidin demetilacio, nitroredukcio, cianohidrolizis és hidroxilacio
folyamatok révén olefinképzddés mellett. Az oxadiazin hidroxilacidja gytirlinyilassal,
valamint kloropiridinil és klorotiazolil diklorozéssal jar egyiitt (Ford and Casida, 2008;
Casida, 2011). Néhany neonikotinoid esetében citoszolos aldehid-oxidaz a citokrom-P450-nel
Elsdéfazisti metabolitok megtalalhatok kisemldsokben és novényekben egyarant (Chen és
mtsai., 2005; Casida, 2011). A masodik fazisu metabolizmus soran konjugatumképzés zajlik,
mely kiilonb6z6 Uton megy végbe emldsok és novények esetében (Ford and Casida, 2008;
Casida, 2011). Ebben a fazisban néhany vegyiiletspecifikus metabolit kivételével az Gsszes
bomlastermék jellemz6 valamennyi neonikotinoid-ra (Schulz-Jander and Casida, 2002; Ford
and Casida 2006, 2008; Shi és mtsai., 2009; Casida 2011). Az intenziv metabolizmusnak
koszonhetden a neonikotinoidok hosszan tartd hatasa biztositott a kartevok ellen egészen a
kezelt novény elfogyasztasaig (Nauen et al., 1998).

A neonikotinoidok nagyon jol oldédnak vizben, pH 5 - 7 kdzott stabilnak tekinthetd (a bomlasi
rata nem szignifikans) kiilondsen anaerob kozegekben (Goulson, 2013; Anderson és mtsal.,
2015; Bonmatin és mtsai., 2015). Ennél savasabb, vagy ligosabb pH-n bomlasuk viszonylag
gyorsan végbemegy. Példaként a TIAM felezési ideje az idedlis kémhatastartomanyban tobb,
mint egy év, pH 9 esetén csak néhany nap (Clough, 2014) .Kimutattak, hogy a nitro-metilén
funkcids csoport jo fényabszorbens az UV-B, UV-A sugarzas 290-400 nm hulldmhosszan,
ezért a KLO, TIAM, NIP neonikotinoidok UV-fényérzékenyek, napsugarzas hatasara gyorsan
bomlanak. Az IMI-ben 1év6 nitro-, valamint az ACT-ben talalhato ciano-csoport miatt ezek a

vegyliletek nem fotoérzékenyek (Seifert, 2014).
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Osszegezve tehat, habar a kiinduldsi molekuldk bizonyos koériilmények kozott (pl. UV-
sugarzasnak kitéve, optimalis pH tartomanyon kiviil) viszonylag gyorsan bomlanak, védett
koriilmények kozott (pl. a talajban, vizi iiledékben) a vegyiiletek perzisztenciat mutatnak (2.

¢s 3. tdblazat).

. . . Megoszlasi Felezési id6 (nap)
Hatéanyag  CAS-szam Képlet MO,I.EKUI Vlzoldh/aLtosag hanyados ~

atdmeg  (MO/L) o ow) Fotolizis  Hidrolizis Uledék  Talaj
ACT  135410-20-7  CyHyCIN, 2227 2950 08 34 420 47 4-7
KLO  210880-92-5 C¢HsCINO,S 2497 340 0,9 0.1 14 40-56  13-1386
IMI 138261-41-3  CoHy,CIN:O, 2557 610 0,57 02 365  30-129 104-228
TIAK 111988499  CiHCIN,S 2527 184 1,26 Stabil (pH: 4-7) 828 927
TIAM  153719-23-4  CgHyCINsO,S 2917 4100 -0,13 2,7 12 3140 772

2. tablazat: A neonikotinoidok f6 fizikai-kémiai tulajdonsagainak Osszefoglalasa
(Sanchez-Bayo and Hyne, 2014)

Hatéanyag Tavasz Nyar Osz Tél
TIAM 0,32 0,2 0,63 1,49
KLO 0,53 0,35 1,23 331
IMI 0,36 0,24 0,83 2,22
ACT 16,5 9,67 29,7 67,9
TIAK 14,3 8,75 26,6 60,3

3. tablazat: Neonikotinoid hatoanyagok becsiilt felezési ideje (nap) az 50. szélességi
fokon fekvo felszini vizekben (Lu és mtsai., 2015)

11/5. A neonikotinoidok hasznalatanak eldnyei

o

A neonikotinoidok kifejleszt6i meg voltak gy6zOdve arrdl, hogy ezek a vegyipari innovativ
termékek elsdsorban a kartevokre hatnak és nincsenek hatassal emlosokre, madarakra,
halakra, talajlako férgekre és azokra a rovarokra, amelyek hasznosak Ilehetnek az
okoszisztéma szempontjabol. Az IMI kisebb dozisban és konnyebben (volt) alkalmazhato,
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mint a bevezetése el6tt hasznalt népszerii rovarold szerek [DDT az 1940-es, organofoszfatok
az 1950-es, metilkarbamatok az 1960-as, piretroidok az 1970-es évekt6l (Casida and Durkin,
2013)], hiszen tobbféleképpen kijuttathatd a miivelési teriiletre, a csavazasi technika
elterjedésével a hatdanyag mar nem tavozik el a ndvény feliiletérdl, hanem felszivodik a
ndvényi szovetekbe ezzel novelve a hatékonysagot, csokkentve a felhasznalt mennyiséget és
a kornyezeti terhelést. Ezért is lettek ezek a neuroaktiv anyagok kozé tartozo, kémiailag
nikotinnal rokon szintetikus rovardld szerek vilagszerte széles korben elterjedtek (Matsuda és
mtsai., 2001).

A neonikotinoidok felhasznalasa négy fo teriiletet fed le (Barbee and Stout, 2009); (Chagnon

¢s mtsai., 2014):

e termények és disznovények védelme (rovarok, atkak);

e varosi kartevok elleni védekezés (csotanyok, hangyak, termeszek, darazsak, legyek)

e Allatorvosi alkalmazasok (bolhak, kullancsok);

e akvakultiraban torténé alkalmazasuk [pl. a rizs zsizsik (Lissorhoptrus oryzophilus;
Kuscel, 1951) ellen, amely a kaliforniai vorosrak (Procambarus clarkii; Girard, 1852)

¢l6skodgje]

A neonikotinoidok sokféleképpen alkalmazhatok a mezdgazdasagban, a kertészetekben,
faiskoldkban és az erd6gazdalkodéasban: permetezés, vetdmag csavazas, vetdmag-permetezés,
talajkezelés, szemcsés kijuttatas, palantak dztatdsa, talajaztatas, barazdazas, torzsinjektalas. A
vetdmag és a talajkezelések kb. 60%-at teszik ki a teljes felhasznalasnak vilagszerte (Jeschke
et al., 2011). Az Eurdpaban engedélyezett szantofoldi felhasznalasok koriilbeliil 70%-a
permetezés volt 2012-ben, mig kevesebb mint 20%-a vetémag kezelés és kevesebb mint 20

%-a mas alkalmazasi mdd (csepegtetd ontozes, talajkezelés) volt. Szintén Eurdpaban ekkor
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tobb, mint 200 féle novényvédd szer hatdanyaga volt az IMI, a TIAM, a KLO, az ACT, a
TIAK. A termények széles skalajan alkalmaztak éket. Ilyen példaul a burgonya, rizs, kukorica,
cukorrépa, gabonafélék, repce, napraforgd, szdja, gylimolesok, zoldségek és disznovények

(EFSA, 2013).

LD50 (mg/kg)

Osztaly Sziszte r,nlkus Iciegrerjdsze n Szelektivitasi faktor
hatas tamadaspont
Rovarok Patkanyok

Neonikotinoidok + nAChR 2 912 456
Organofoszfatok + AChE 2 67 33
Metilkarbamatok + AChE 2,8 45 16
Organoklorinok - Na* és CI csatornak 2,6 230 91

Piretroidok - Na' csatorna 0,45 2000 4500

4. tablazat: A neonikotinoidok dsszehasonlitasa mas inszekticid osztalyokkal (Tomizawa
and Casida, 2005)

A 4. tablazat adataibol kitlinik, hogy miért lehet 1étjogosultsiga a neonikotinoidok
hasznalatdnak mas korabbi hatéanyagokkal szemben. Az LDsp €s a szelektivitasi faktorok
adatai alapjan lathatd, hogy nagymértékli szelektivitdssal rendelkeznek, igy a gerinctelen
szervezet(ek)re fokozottabb hatast gyakorolnak, mint a gerinces organizmus(ok)ra. A
piretroidok  hasonldé tulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban korantsem olyan
hatékonysaggal alkalmazhatéak, mint a neonikotinoidok. Ennek hatterében

hatasmechanizmusbeli kiilonbségek allnak.
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1C50 (uM/I)

Osszetevik Sze{ektivita’si
hanyados
Rovar Gerinces a4 B2
Neonikotinoidok
ACT 8,3 700 84
KLO 2,2 3500 1591
DNF 900 > 100000 >111
IMI 4.6 2600 565
NIP 14 49000 3500
TIAK 2,7 860 319
TIAM 5000 > 100000 >20
Nitiazin 4800 26000 54
Nikotinoidok
Deznitro-IMI 1530 8,2 0,005
Dezciano-TIAK 200 44 0,022
Nikotin 4000 7 0,002
Epibatidin 430 0,04 0,0001

5. tablazat: A neonikotinoidok és a nikotinoidok kozti f6 kiilonbség, amiért sziikség volt a
nikotinoidok tovabbfejlesztésére (Tomizawa and Casida, 2005)

Az 5. tablazatban lathato, hogy a nikotinoidok szelektivitasa igen alacsony, tehat nem hatnak

specifikusan egy adott é161énycsoportra, hanem valamennyi kontaminalt szervezeten kifejtik

(toxikus) hatasaikat. Mindemellett a gerinces organizmusokra lényegesen nagyobb hatést

fejtenek ki (ICsp alapjan), mint a gerinctelenekre, melyek kozé a célszervezetek tartoznak. A

neonikotinoidok hoztdk meg e tekintetben a nagy attorést.

[1/6. A neonikotinoidok hatranyai
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A kiemelkedd mennyiségii neonikotinoid hasznalat jelentds kémiai nyomast gyakorol a
kornyezetre, kiilondsen azért, mert ezek a vegyiiletek nagyfoku kornyezeti perzisztenciat
mutatnak, ahogy azt a 2/4-es fejezetben 6szefoglaltam (Goulson, 2013).

2006-to] szamithato a neonikotinoidokhoz fiiz6d6 azon bizalmatlansag, miszerint korantsem
olyan artalmatlanok a nem célszervezetként szamontartott gerinctelen fajokra nézve, mint azt
kezdetben gondoltak. Kideriilt, hogy a méhkolonidk globalis kihalasa kapcsolatba hozhat6 az
Uj tipusu vegyszerek térnyerésével. A neonikotinoid toxicitas vizsgalatok kezdetén foként
vizibolhdkra, kozonséges zooplankton rakfélékre és egyéb gerinctelen tesztfajokra
koncentraltak [pl: vandorkagyld (Dreissena polymorpha; Pallas, 1771)]. A vizsgalatokbol
kideriilt, hogy a D. magna nagyon alacsony érzékenységet mutat az IMI-re, a hatds csak a
sokszoros javasolt (miivelési teriiletre kijuttatandd) dozisnal értékelhetd, ugyanakkor mas
rakfélék a vizibolhanal sokkal érzékenyebben reagaltak (2. dbra). A 48-6ras akut expozicidban
a D. magna IMI-re vonatkoztatott LCso dozisa (10 - 85 mg/L) tobb nagysagrenddel nagyobb,
mint piretroidok, organofoszfatok, vagy karbamatok esetén (Song és mitsai., 1997). A
négynapos LCso tesztek szerint a szokdsos halfajok, mint modellszervezetek [Szivarvanyos
pisztrang (Onchorhynchus. mykiss) 83-281 mg/L, zebradanio (Danio rerio)] még kevésbé
érzékenyek az IMI-re (Ding és mtsai., 2004; Sanchez-Bayo és mtsai., 2016a).

Két vizibolha faj a Ceriodaphnia dubia (Richard, 1894) és a D. magna IMI-vizsgalatabol arra
deriilt fény, hogy a Ceriodaphnia dubia 7 napos kezelés soran a letalitasi végpont tekintetében
négyszer, a szaporodds vonatkozasdban masfélszer érzékenyebb a D. magna-nal, pedig ez

utobbi 21 napig volt kitéve a szerhatdsnak (Raby, és mtsai., 2018b).
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Neonikotinoidok . Célszervezetek
Q ACh

nAChR ”

Nem célszervezetek

Y
I

— ’

2. abra: Az in vivo toxicitastesztek legjelentdsebb, célzott és nem célszervezetnek
szamito gerinctelen és gerinces modell és tesztszervezetei (Malhotra et al., 2021).

Cladocera-
Daphnia magna-
Decapoda-
Isopoda-|
Amphipoda-
Gammarus pulex-|
Mysida-
Podocopida-
Megaloptera-
Hemiptera-
Odonata-
Diptera-|
Chironomus dilutus -
Trichoptera-
Ephemeroptera-

Ll Ll )

1 |l T
0,001 0,01 0,1 1,0 10 100 1000 10 000
Neonikotinoid koncentracié (umol/L)

3. abra:  Neonikotinoidok akut 24-96-6ras LCsp toxicitdsa vizi gerinctelen
tesztszervezetreken. Fehér szinnel a harom legnépszeriibb modell (és teszt) szervezet:
Daphnia magna (Straus, 1820), Gammarus pulex (Linnaeus, 1758), Chironomus dilutus
(Meigen, 1803). A savokon beliili fiiggéleges vonalak a teszteredmények geometriai
atlagat jelzik.
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Szamos kutatds megerdsiti azt a hipotézist, miszerint a hatéanyagok 6nmagukban, lebomlasi
termékeikkel keveredve, illetve a lebomlasi termékek formajaban egyarant jelentds kornyezeti
kockazatot jelentenek, és a neonikotinoidok dkotoxikoldgiai hatdsvizsgalatai sordn a jelenleg
alkalmazott modellallatoknal érzékenyebb hatasviseld fajok alkalmazisa sziikséges a
realisztikus hatasok feltérképezéséhez (A vonatkozo adatokat a Fiiggelék ciml fejezet

tartalmazza: 21-31. tablazat).

11/6/1. A neonikotinoidok kérnyezeti eléforduldsa és toxicitdsa

crer

eredményeit foglalom 0Ossze roviden. A teljesség igényére vald torekvéssel Osszeallitott,
részletes tablazatokat a Fiiggelék cimi fejezet tartalmazza.

A Fold kiilonbozé tajain, kiilonféle kozegekben tobb éves ciklusokban detektalt mérési
eredmények arrdl tanuskodnak, hogy bolygdénk neonikotinoid terheltsége napjainkban igen

jelentds.

31



Neonikotinoid rovarolészerek
Mezogazdasagi felhasznalas globalisan 3983 felszini
> 120 orszagban vizben Kimutatva

mikus RTL-tullépések (%)
5100 W
50-75
25-50 .
525
0-5 I

0 10 20 30 40 50 60 70
Tullepesi gyskerisag
 mavale enrttlaenl: ardmvaham (61

4. abra: A neonikotinoidok globalis eldfordulasa a felszini vizekben a koncentracio-

hatarértékek tiikrében (Stehle et al., 2023)

A 4. 4bra arrdl szolgaltat informaciot, hogy a neonikotinoidokat tobb, mint 120 orszagban
alkalmaztak a preventiv agrarkulturaba integralva. Globalis viszonylatban kdzel 4000 felszini
viztestbol vett mintak alapjan dsszeallitottak egy térképet, mely a szabalyozasi hatarérték felett
kijuttatott mennyiségeket mutatja teriileti eloszlasban, a hatarérték %-os aranyaban kifejezve.

Lathato, hogy Eszak-Amerika és Nyugat-Eurdpa a leginkabb érintett.
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Foldrajzi hely

St. Lawrence folyo,

Kanada 2017

Ontario, Kanada

Voros folyo, Kanada

lowa (egyetem)

Jangce folyd, Kina 2015

Ausztralia

Rio Grande do Sul,
Brazilia

Spanyolorszag

Pinios folyo,
Gorogorszag

Ave folyo, Portugalia

Sousa folyo,
Portugalia

lowa, USA
(mezdgazdasagi 2013
teriiletek, 9 folyo)

25 USA allam +

Puerto Rico (48
folyd, mezégazdasagi nyar
vagy varosi teriiletek)

2012 - 2014

2012 6sz - 2014

Vizsgalt idészak Neonikotinoid

TIAM

KLO

IMI

IMI

KLO

TIAM

TIAM
KLO
IMI
KLO
IMI

TIAM

ACT
IMI

TIAM

NIP

KLO

TIAK

IMI

TIAK

IMI

TIAM
IMI

TIAK
IMI
TIAM
KLO

IMI

TIAM

Neonik. atlag
konc. (ng/l)

0,002

0,001

57

25
4,37
11
0,34
01

0,02

Neonik. max. konc. Detektalasi rata

(ng/h)
1-42

10400

0,043

0,017

14,1-31,7

444

236

4560

1370

1660

656

330
306

120
480
215

51,7

208 - 213

4,7-178

05

0,45

(%) Referencia
Montiel-Ledn és
mtsai, 2019
>90

Struger és mtsai,
>80 2017; Wood és
Goulson, 2017

>80
Challis és mtsai,
2018
Klarich és
mtsai, 2017
64-100

Mabhai és mtsai,
2019

Sousa és mtsai,
2018

Sousa és mtsai,
2019

76 (1 neonik)  Hladik és mtsai,
50 (>2 neonik) 2014

Hladik és
Kolpin, 2016

63 (>1 neonik)
26 (>2 neonik)



Appalache-hegység, 67 379 Benton és

USA mtsai (2016)
i Qi és mtsai
Szennyviztisztito 45 %00 (2015) és
. , IMI (bemeno) 45 - J
telepek, Peking, Kina 106 (kimen®) Sadaria és
mtsai (2016)
. van Dijk és
Holandia 320000 misai 2013
Anderson
Texas, USA TIAM, ACT 225000 és mtsai
2013
. . Starner és
Kalifornia, USA 50 - 3290 89 Goh, 2012
New Brunswick; Xing &
Prince Edward Island, IMI 420 - 15880 _g
mtsai, 2013
Kanada
Kanada, wetland-ek 201,2 91,7 3110 Xlr.lg o8
nyar mtsai, 2013
- IMI 4600
e e
z06ldségtermesztd 27-93 Bayo és
, g . TIAK 1400 Hyne, 2014
régiok folyoi
Starner and
Kalifornia, USA IMI 3290 gg  C°on 2012)
Main és
mtsai (2014)
Kanada, fiives KLO 3100
pusztdk TIAM 1500 Morrissey
és mtsali,
Quebec, Kanada KLO 55700 2015)
TIAM 63400

6. tablazat: Szemléletes példak a felszini vizmintak neonikotinoid-tartalmara.
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Hat6éanyag

IMI

KLO

IMI, TIAM

. . KLO, IMI, TIAM
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az IMI USEPA ref.
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40
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80; 87

61
84

Idé6szak (év)
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Atlag
koncentracio-
tartomany
(ng/L)

40 - 50

3,2

5,5;2,6

200000

15000

2600

220
4,7

35; 27, 170

Maximum
koncentricio
(ng/L)

Referencia

Ensminger és
mtsai, 2013
Starner és
Goh, 2012

0,7

Starner és

138-329 Goh, 2012

USGS (2002)
Phillips and
Bode, 2004

0,13

‘Yamamoto és
mtsai, 2012

(Sanchez-Bayo
and Hyne,
2014).

0,42; 4,56,
1,37

van Dijk,
2010
Kreuger és
mtsai, 2010

Starner and
Goh, 2012

Lamers és
mtsai, 2011

American Bird

Conservancy,
2013
3,11; 0,256;
1,49
6,1 Quebec
Kormanya,
0,83; 0.059 2011
0,06 de Perre és

mtsai (2015)

7. tablazat: Neonikotinoidok detektalt koncentracidja viztestekben, kiillonb6zd foldrajzi
helyeken (Anderson et al., 2015)

Hely

kukorica, napraforgd
foldeken fekvo viztestek

Duna foly6, Budapest

Idoészak

2017, tavasz-nyar

Neonik

TIAM

KLO

TIAM
KLO

Koncentracié (ng/L)

4-30
17-40

10000 - 41000

4,65 - 16,83
3,54-11,43

Referencia

Székacs és mtsai
2015

8. tablazat: Magyarorszagi példak Neonikotinoid kdrnyezeti koncentraciokra (Székacs et

al., 2015)
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A 2000-es évek eleje ota tobb tanulmany is aggodalmat fejezte ki azzal kapcsolatban, hogy a
mezbdgazdasagban legszélesebb korben hasznalt harom neonikotinoid — a KLO, az IMI és a
TIAM - negativ hatassal vannak a nem célzott szervezetekre is, melyek koziil els6ként a
szarazfoldi rovaregyiittesekre iranyult a figyelem (Henry et al., 2012); (Whitehorn et al., 2012).
Elterjedt az a hipotézis, miszerint ezek a vegyi anyagok a fajok szélesebb korére veszélyesek,
mint azt kifejlesztésiikkor, illetve forgalomba hozataluk idején gondoltak. Az utobbi évtizedben
szamos tanulmany szamolt be a neonikotinoidok karos hatasairdl kiilonb6z6 fajokat, az embert
¢s kornyezetét illetden (Desneux és mtsai., 2007; Sadnchez-Bayo és mtsai., 2016; Cimino ¢és
mtsai., 2017; Bonmatin és mtsai., 2019; Richardson és mtsai., 2019;Borsuah és mtsai., 2020;
Pagano és mtsai., 2020). Bar a KLO, az IMI és a TIAM szant6f61di hasznalatat az Europai Unid
mar 2018-ban betiltotta, a vilag mas részein napjainkban is alkalmazzak a novényvédelemben.
fgy jellemz8en globalisan kimutathatoak felszini vizekben literenként néhany ng — néhany pg
koncentracioban (Mortl és mtsai., 2020), ahogy azt a 6-8. tablazatok is szemléltetik.

A perzisztencia, a vizben valo oldhatosag és a mobilitds miatt a TIAK-ot gyakran kimutatjak
folydkban ¢s tavakban, ami potencialis kockazatot jelent a vizi szervezetekre.

A felszini vizekben vilagszerte 0,02 €s 4,50 ng/L kozotti koncentracioban regisztraltak a TIAK-
ot (Siiss, Bischoff, Mueller, 2006 ; Sanchez-Bayo & Hyne, 2014). A legmagasabb koncentraciot
(4,50 pg/L) a Hamburg melletti Elba folyéba 6mld csatornak felszini vizében mérték (Siiss,
Bischoff, Mueller, 2006).

Az ausztraliai Sydney-ben 1,4 pg/L TIAK-ot mutattak ki esézések utdn a kertészeti €s
zoldségtermesztési teriiletekrol lefoly6 folyokban (Sanchez-Bayo and Hyne, 2014b) .

Felszini vizekbdél kimutatott legmagasabb neonikotinoid koncentraciok:

IMI: holland mezdgazdasagi teriileteken, 320 pg/L (Van Dijk és mtsai., 2013)

TIAM ¢és ACT: texasi fennsikok vizes ¢él6helyein, 225 pg/L (Anderson és mtsai., 2013).
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Neonikotinoidokat talajvizben 1,93 pg/L (IMI) és 8,93 pg/L (TIAM) kozotti maximalis
koncentracioban mutattak ki (Huseth és Groves, 2014 ; Morrissey és mtsai., 2015).
Napjainkra vildgszerte szamos bizonyiték lelhetd fel a tekintetben, hogy ezek a nagy
mennyiségben felhasznalt szerek potencidlis kockazatot jelentenek a vadméhekre,
haziméhekre, a vizi gerinctelenekre és gerincesekre, valamint az emberre nézve is, mivel a
vegyiiletek konnyen kimosodnak a talajbdl a felszini vizekbe (de Oliveira és mtsai., 2010;
Grimm és mtsai., 2012; Starner and Goh, 2012; Rundlof és mtsai., 2015; Vogel, 2017; Wood
and Goulson, 2017; Sumon és mtsai., 2018; Sanchez-Bayo and Wyckhuys, 2019; Mortl és
mtsai., 2020; Bonmatin ¢és mtsai., 2021).

Az egyik kornyezettoxikologiai vizsgalatsorozat alkalmaval (Sanchez-Bayo and Goka, 2006)
létrehoztak egy kisérleti rizsfoldet és a palantak egy részét a gyarto altal ajanlott médon IMI-
dal kezelték, néhanyat pedig kontroll ndvényként hasznaltak. Tobb mint négy honap elteltével
arra jutottak, hogy a kartevo rizs zsizsikek mellett a rizsfoldet elaraszté vizekben €16 rakfélék
¢s ragesalok populacioi is csokkentek a kontroll teriilethez képest. A nem célszervezetek
szamdnak csokkenése az elsd honapban volt megfigyelhetd leginkabb, amikor az IMI
koncentracioja még 240 pg/lvolt. A talajba szivargas miatt a vizsgalati id6szak végére ez 1
ug/L-re csokkent a rizsfoldek vizében, ami 1ényegesen alacsonyabb volt, mint ami a D. magna

pusztulasat okozta.

2015-ben Christy Morrissey (Saskatchewan University, Kanada), valamint Sanchez-Bayo 214
koréabbi toxicitasi vizsgalat eredményeit vizsgalta, amelyeket 49 kiilonbozd vizi rakfajra és
rovarfajra végeztek el. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mar 1 pg/L, vagy ennél kisebb
szervezetekre. Tehat a hossza tava kitettségnek még alacsony szermaradvany koncentracio
esetében is lehetnek negativ fizioldgiai, vagy viselkedésbeli valtozasokat el6idéz6 hatasai

(Morrissey et al., 2015b). Ha a mintak legalabb 20%-aban a meghatarozott 1,05 p/L hatarérték
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feletti koncentracioban fordulnak el a neonikotinoidok, az jelentds veszélyt jelent a vizi

gerinctelenekre (Wood and Goulson, 2017).

Az iowai ¢s a Chesapeake-6bolbeli vizgytijté terlileteken 1évo mezdgazdasagi teriiletek mintai
alapjan arr6l szamoltak be, hogy az es6zések utan magasabb a neonikotinoidok koncentracioja.
Ez megerésiti azt a hipotézist, hogy az esézések befolyasoljak a neonikotinoidok
transzportfolyamatait és igy a felhasznalasi teriiletekt6l tavolabb is képesek felhalmozodni.
Kanadai felszini viztestekben atlagosan 1-20 pg/LL neonikotinoid koncentraciét mérnek,

azonban esO0zések alkalmaval ez az érték mar 200 pg/L koriili (Anderson és mtsai., 2015).

A neonikotinoidok f6 felhasznalasi teriilete a kukorica, gyapot, olajrepce, napraforgd és
cukornad haszonnévények kartevéinek gyéritése. Mindezt a kémiai tulajdonsagaik (gyorsan
hato, talajperzisztens szerek) és a fizikai paramétereik (szagsemlegesség, jo vizoldékonysag,
tobbféle alkalmazasi mod) is elésegitik. Sikereik titka a hatasmechanizmusukban rejlik,
ugyanis a régebbi rovardldszerekkel ellentétben - melyek csak a novény feliiletén tapadtak meg,
ezaltal hatasfokuk a névényi feliiletekr6l valdé lemosodas miatt gyorsan csokkent — az tGjfajta
nikotin-tipusu hatéanyagokat tartalmazo szerek felszivodnak a névényi szovetekben, az egész
novényben eloszlanak (floém, xilém transzporttal a pollenben, nektarban és a guttacios
cseppekben is megjelennek), ezért szisztemikus inszekticideknek is nevezik ket (Bromilow ¢€s
mtsai., 1990 ; Gibbons és mtsai., 2015; Mortl és mtsai., 2017, 2019, 2020). A guttacié - vagy
cseppkivalasztas - megnovekedett hdmérséklet és paratartalom, nedves talaj, valamint magas
gyokérnyomas esetén valosul meg akkor, amikor a ndvény gazcserenyilasai zarva vannak
(Hoffmann and Castle, 2012). Nagyobb gyakorisaggal fordul el egyszikiieknél, mint
kétsziklieknél (Joachimsmeier és mtsai., 2012). Korabbi kutatasok a guttacids folyadékban
cukrokat ¢s szervetlen anyagokat is kimutattak (Goatley and Lewis, 1966). Ezenfeliil
aminosavak, fehérjék és szervesanyagok is jelen lehetnek a guttacids folyadékban (Pilot és

mtsai., 2004).
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A guttaciés cseppek  neonikotinoid-tartalmat  célzod  vizsgalatokat a  Greenpeace
kornyezetvédelmi szervezet is végzett. Poncho®-val (hatéanyag: KLO) és Cruiser®-rel
(hatoanyag: TIAM) csavazott magyar kukorica vetdmagokat vettek gorcs6 ala. A vizsgéalatok
kimutattak, hogy a Poncho-val kezelt vetdmagok guttacios folyadéka (max) 11,709 mg/L KLO-
t (0,5-1,0 mg/L allanddsult koncentracio), mig a Cruiser-kezelt magok (max) 55,26 mg/L
TIAM-et (0,8 mg/L allandosult koncentracio) tartalmaztak. Ebben a vizsgalatban is
megfigyelhetd volt a TIAM mellett 6,794 mg/L KLO. A TIAM-kezelés azért is veszélyes, mert
bomlasterméke, a KLO szintén kifejti (nem kivant) hatasait (Simon Gergely, Christiane

Huxdorff, 2013a).

Klotianidin a Poncho-val kezelt kukorica guttaciés folyadékaban i, és asi it a Crui | kezelt
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5. abra: A guttacios  folyadék  neonikotinoid-koncentracid-valtozasa  szant6foldi
kukoricatablakban (Simon és mtsai.., 2013).

A neonikotinoidokkal kezelt kukorica levelének guttacios folyadékat masok is vizsgaltak:

TIAM-ot és KLO-t 100 mg/L, mig IMI-t 200 mg/L koncentracioban mutattak ki (Girolami és

mtsai., 2009). Megint masok nagysagrendileg azonos eredményt kaptak: IMI 346 mg/L, KLO:

102 mg/L, TIAM: 146 mg/L maximalis koncentracioban talaltak neonikotinoid-maradvanyt

(Tapparo és mtsai., 2011). Az atlagos koncentracié értékek a kovetkezOképpen alakultak: IMI

(47 £ 9,9 mg/L), KLO (23,3 = 4,2 mg/L), TIAM (11,9 + 3,3 mg/L) (Girolami és mtsai., 2009).
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A gutécios folyadék TIAM koncentracidja a talaj nedvességtartalmaval forditottan ardnyos: 14-
155 mg/l nedves, mig szaraz talajban 34-1154 mg/l-t mértek (Tapparo és mtsai., 2011). Az 1,25
mg/mag KLO-val kezelt kukoricatablan vett guttacios folyadékmintakbsn egy nappal vetés utan

atlagosan 15,9 pg/L, maximalisan 30 pg/L KLO-t tartalmaztak.

11/6/2. A neonikotinoidok okotoxicitdsa

A vizi szervezetek relevans tesztalanyok a peszticidek okotoxikologiai tesztelésének, mert
kozvetleniil ki vannak téve a szennyezésnek, gyors valaszok kialakitasara képesek. Ezaltal
nemcsak toxicitasi informaciokat nyerhetiink, hanem gerincesekre és végsésoron az emberre
vonatkoztatott hosszitavu hatasokra is kovetkeztetni tudunk (Ma és mtsai., 2019). Lehetséges,
hogy azonos csalddba, vagy nemzettségebe tartozd fajok mas-mds bioldgiai, biokémiai
valaszokat adnak egyazon kémiai anyag expozicioja esetén, de olyan faktorok, mint az 1do,
dozis, koncentracio, a vizsgalt szervezet életkora, homérséklet, pH, sotartalom valtozasai
hozzajarulnak az eredmények fajstilydhoz (Yamamuro és mtsai., 2019). Az 6kotoxikoldgiaban
leggyakrabban hasznalatos kiiszobkoncentraciok az ECso, LCso, LDso €s a NOAEL. Ezek jelzik
hatast, vagy halalt valt ki, illetve jelzi a megfigyelhetd kdros hatist még nem mutatd
dozisszintet. A gerinctelenek vizsgalatanak természetvédelmi vonatkozasai kézé sorolandd
kulcsszerepiik a taplaléklancban, a trofikus szintek kozotti metabolikus energiaaramlas
biztositasa, valamint szaprofita életmodjuk. Idealis teszt- illetve modellszervezetté teszi a
gerinctelen fajokat a fentieken thl, hogy gyorsan szaporodnak és nem igényelnek szofisztikalt
tartasi koriilményeket (Rittschof and McClellan-Green, 2005).

A csavazoszer elporosodasaval keletkezd por a novények feliletén megtapadhat, majd

(es6vizben) feloldodva a szant6foldekrdl a tavakba, folydkba transzportalédhatnak. Ezek a
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folyamatok lehet6vé teszik, hogy a felhasznalasi teriilettl sokkal tavolabbra is eljussanak a
neonikotinoidok, ami az adott Okoszisztéma sériillékenységét6l fliggéen akar nagyfoku
természeti karokhoz is vezethet. Ilyenek példaul a taplaléklanc egyensilyéanak, szerkezetének,
dinamikéjanak felborulasa (halak, kétéltiiek, hiillok, madarak éhezése az izeltlabl kozdsségek
Osszeomldsa miatt), valamint a tapanyag-korforgalomban bekovetkezett valtozasok
kovetkeztében (Sanchez-Bayo és mtsai., 2016a; Basley and Goulson, 2018; Raby és mtsai.,
2018a; Yamamuro és mtsai., 2019). Az még nem ismert, hogy ezek a szervezetek milyen
mértékben szennyezddnek neonikotinoidokkal a kiiltakardjukon keresztiil, taplalkozas, vagy
1égzés Gtjan, de globalis tapasztalati tények bizonyitjak, hogy ez bekovetkezik.

A neonikotinoidok globalis, nagy volument, évtizedek ota tartd felhasznalasa, kornyezetbe
juttatasa permet- ¢€s csavazoszerként, talajgranulatumként valé forgalmazasa, a nem
célszervezeteket érintd problémak, mind indokolttd teszik az Okotoxikoldgiai vizsgalatok
folytatasat, tokéletesitését. Hiszen évtizedekig biztosnak tiint, hogy nincs karos hatasuk a nem
célzott fajokra, mivel a szokasos modellszervezetek nem mutattak szignifikans toxicitast, mint
utébb kideriilt azért, mert nem vizsgaltdk kelléen érzékeny fajokon (Sénchez-Bayo and
Tennekes, 2020).

Osszetett probléma annak megértése, hogy az allatok hogyan képesek sikeresen megbirkézni
ezekkel a vegyiiletekkel, és hogyan tudnak megfelelé adaptiv valaszokat adni a viselkedési
szintektdl a molekularis szintekig. Kimutattak ugyanis, hogy a toxikus hatasok fokozodhatnak
még az akut tesztekben alkalmazott kezelési koncentracio, kisebb exponalt dozisok esetében is,
ami azért lehetséges, mert késleltetett hatasok léphetnek fel a kezelés alatt ¢s a kezelést
kovetden is, igy a kontaminalt populacio késleltetett helyreallasa figyelheté meg (Beketov and
Liess, 2008; Song és mtsai., 1997; Benton és mtsai., 2017; Whitfield-Aslund és mtsai., 2017).
Kés6bb a méhekre iranyult a figyelem, hiszen aranyossag volt megfigyelhet6 a neonikotinoidok

alkalmazasa €s a gazdasagi értelemben is hasznos méhkolonidk pusztulasa kozott (an. kolonia-
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Osszeomlasi zavar, Colony Collpase Disorder). Angliai kutatok 62 vadméh faj 18 év alatt
Osszegyljtott elofordulasi és elterjedési adatai és a neonikotinoidokkal kezelt repce vetdmag
felhasznalasanak adatai kozott kerestek Osszefiiggéseket. Arra az eredményre jutottak, hogy a
neonikotinoidokkal kezelt repce pollenjével taplalkozé vadméhek korében sokkal gyakoribb
volt az egyedszam csokkenés (Woodcock €és mtsai., 2016). Michelle Hladik és munkatarsai
Eszak-Kalifornidban az 1990-es évektél kezdédéen vizsgaltak lepkepopulaciokat, majd végiil
korrelaciot véltek felfedezni a neonikotinoidok térnyerése és a lepkepopulaciok pusztulasa
kozott (Forister és mtsai., 2016).

A szisztémikus novényvéddszerek a kezelt novény élettani funkcidit nem befolyasoljak,
ellenben a ndvényt fogyasztd, vagy a novénnyel kontaktusba keriil6 éllati szervezetek (foként
gerinctelenek) szamara szubletalis, letalis koriilményeket idéznek eld (Bonmatin és mitsai.,
2015). Az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Ugynokség (EFSA) 2013-as jelentéseiben
megfogalmazottak valaszt keresnek a novényvédd szerek potencidlis kockazatira a méhek
esetében. Egy honappal a vetést kovetden a kukoricdbdl szarmazéd gutticids folyadék a
hatéanyagok higulasanak, lebomlasanak, (nem célteriiletre torténd) transzportja ellenére még
mindig tartalmazhatja az LDso d6zisti ndvényveédo szereket a kiilonb6zé méhfajok szamara.
Tény az is, hogy az elfogyasztott guttacids folyadék akar tobb nagysagrenddel is kevesebb lehet,
mint a begyljtott vizmennyiség, valamint a guttacids folyadék a reggeli 6rakra elparolog, a fenti
adatok tiikrében mégis elmondhat6, hogy a guttacids folyadék jelentds mérgezd veszélyforras
lehet a méhek szdmara.

Hasonlo vizsgalatokat végeztek masok is (Sterk és mtsai., 2016). Ebben a tanulmanyban leirtak
szerint azonban nem volt tapasztalhaté semmilyen szignifikans valtozas a KLO kezelés hatasara,
ami szoges ellentétben all Rundlof és mtsai. (2015) altal kozolt eredményekkel. Az eltérést
okozhatja, hogy nem ugyanazon vetési idoszaku (téli, tavaszi) repcén végezték a vizsgalatokat.

A neonikotinoid hatéanyag Sterk és munkatarsainak kisérleti teriiletérdl elszivargott a talajba és
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a felszin alatti vizbazisba, ezért a tesztszervezetek szdmara nem volt hozzaférhetd, ily modon
valdsziniisithetd, hogy ez a tanulméany nem szolgéaltat relevans eredményekkel.

Osszességében elmondhaté, hogy a neonikotinoidok agrarteriileteken mérhetd kornyezeti
koncentracidja (<3,5 ng/g) a felndtt méhegyedek letalitdsi aranyat ugyan nem befolyasolja
szignifikdnsan, azonban szignifikans szubletélis valtozasokat idéz eld, amely kihat a koldnia
fenntartasahoz sziikséges szaporodasi és rajépitési képességre is. A kivaltott hatasok szama és
mértéke természetszeriileg fiigg az exponalt neonikotinoid koncentraciotdl, ami terepi
viszonyok kozott fligg a human (vetés ideje, modja; neonikotinoid kezelés dozisa, idtartama,
modja) és természeti (lokalis klimatologiai, hidrogeologiai, geoldgiai viszonyok) tényezoktol,
valamint, hogy a nem célfajok tudnak-e taplalkozni nem neonikotinoid kontaminalt teriileten és
ha igen, milyen mértékben.

A vetdmagok csavazasaval ez a hatds még inkabb biztositott: A vetést kovetden a bevonat vizben
feloldodik és a ndvény a rovarirtdszer 80-98%-at felveszi, majd a szallitoszoveteken keresztiil a
szarba, levélbe, viragba, pollenbe is eljut és ott akar tobb honapig is kifejti hatasat. Ha a
hatastartam alatt a rovarok a novényt ragjak vagy szivogatjak, a novény szovetébdl az
inszekticid kifejti letalis hatasat a rovarra.

Kimutattak, hogy a ciano-szubsztitudlt neonikotinoidok (ACT, TIAK) kevésbé toxikusak a
méhekre, mint a nitro-csoporttal rendelkezék (IMI, TIAM) (Arena and Sgolastra, 2014).

Az alabbiakban bemutatott tdblazatok a neonikotinoidok Okotoxicitasat tarjak fel a
legnépszertibb gerinctelen és gerinces teszt- és modellfajok vonatkozasaban. A teljesség
igényére vald torekvéssel Osszeallitott, részletes tablazatokat a Filiggelék cimii fejezet

tartalmazza.
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Fajnév
Neocaridina denticulata
sinensis (cseresznye
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tobbféle neonik

Chironomus riparius

Chironomus dilutus IMI, KLO, TIAM

Lampsilis fasciola IMI, KLO, TIAM,
(hullamos kagylé) ~ TIAK, ACT, DNF

Planorbella pilsbryi
(kozonséges kosszarvi  IMI, KLO, TIAM

csiga)

Saccostrea glomerata

fekete tigrisrak (Penaeus KLO, TIAM IMI,
Monodon) ACT

Penaeus Monodon

D. magna Mospilan 20 SP

oxidalt glutation-diszulfid (GSSG) és a redukalt

glutation (GSH) formak kozotti egyensily Njattuvetty
625 ng/l 10 felborulasa, megndvekedett malondialdehid ~ Chandran és mtsai,
(MDA) szint, csokkent lipidperoxidacid, 2018

oxidativ stressz

Ca2b homeosztazis egyensily felborulésa,
4 mitokondrialis diszfunkcio az nAChR-ek  Wei és mtsai, 2020

aktivalodasa miatt

A himnemi egyedek aranyanak novekedése, a
kikelési hatékonysag csokkenése. Az IMI és a
14 10 KLO kronikus toxicitasa dsszemérhetd ezen faj Cavallaro és mtsai,
' esetén. A TIAM hasonl6 véltozasokat csak egy 2017
nagysagrenddel toményebb oldatban torténd
inkubalds soran mutatott.

2 .
az ¢letképesség-vizsgalatokban a névekedés , .
, . o, Prosser és mtsai,
és a biomassza produkeid érzékenyebb 2016
végpontok, mint a halalozas
7,28

megemelkedett GST, csokkent AchE szint, tovabba a
szeverin, a szuperoxid-dizmutiz (SOD), az ATP-szintetaz Ewere és mtsai
10 pg/l 4 béta-alegységének megnovekedett expresszioja, valamint 2020 ’
a metallo-endopeptiddz, az L-azkorbat-oxidaz
transzporter, a kollagén alfa-4 és alpha-6 csokkend szintje

8 nap
akkumulacio, ACT < IMI < TIAM < KLO Butcherine és mtsai,
4 nap 2021
eliminacid
a teljes szoveti zsirmennyiség szignifikans Butcherine és mtsai,
530 pg/1 4 ! a%%m@ g szt 2020;
Hook és mtsai, 2018
25, _,_mJM_\_Hoo 0083 redukalt légzolab-aktivitds és szdsi sebesség o o« misai,
2017

100 mgl/l 1 szivritmus lelassulasa
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Mospilan 20 SP

nagy mocséricsiga ~ Aacs 50 WG

(Lymnaea stagnalis)
Actara 240 SC

Calypso 480 SC

Kohinor 200 SL

Apacs 50 WG

Actara 240 SC
Calypso 480 SC

Dreissena bugensis

Kohinor 200 SL

ausztral kékrak (Cherax
destructor)
CALYPSO 480
SC
Mytilus galloprovincialis

kaliforniai feketeféreg ~ CONFIDOR 200
(Lumbriculus variegatus) SL (200g/L IMI)

10-1000 mgI

1, 10 mg/l

0L05: L5
10: 25: 50
mg/l

1:10:100 my

0,1;1;10 ug

16,12, 14,
25,32

1,234

20 nap
akkum,

10 nap elim,

1

A TIAK 10 mg/L koncentracioban blokkolta
a serkentd posztszinaptikus potencidlok kozel
90%-t, a TIAM 100 mg/L toménysegben
csak 15%-kal csokkentette a posztszinaptikus
vélaszokat

Megnovekedett MXR-aktivitds

csdkkent lipid-peroxidacio (kataldz
aktivitas), viselkedesi valtozsok

vérnyirokban (hemolimfa) és az
emésztomirigyben bekovetkezd szignifikans
sejtelhalas és redukdlt SOD-aktivitds, tovabba a
kopoltyiiban a kataldz enzimaktivitds is csokkent,
lizoszomatikus lipofuscin felhalmozodas tortént
antioxidans-, és biotranszformacioért felelds
enzimek aktivitdsanak emelkedése, mely az
oxidativ stressz allapotanak lekiizdésére
iranyul

Vehovszky és mtsai,
2015

Vehovszky és mtsai,
2018

Stara és mtsai, 2019

Stara és mtsai, 2020

Contardo-Jara és
Gessner, 2020

"

tablazat: Példak a gerincteleneket érintd neonikotinoid terhelés fizioldgiai hatésaira.
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elemezhetd (Faria és mtsai., 2011) adekvat, mert a mozgasi (iszasi) aktivitas (lokomoécid) a

legérzékenyebb vizsgalati végpontnak tekinthetd (Raby és mtsai., 2018).
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A szubletélis toxicitds egyik altalanos jellemzdje a hdmérsékletfliiggés. Azonban az IMI
homérsékletfiiggetlen toxicitast mutat az elevensziil6 kérész (Cloeon dipterum Linnaeus, 1761)
expondldsakor mind akut (4 nap), mind kronikus (28 nap) kezelés esetén. Felallitottdk azt a
hipotézist, miszerint a tropusi €govi vizi rovarok nagyobb érzékenységet mutatnak a
peszticidekkel val6 kontamindci6 soran, mint a mérsékelt égovben €16 rokon fajok (Castillo és
mtsai., 1997). Ehhez hozzajarulhat a vegyszerek eltérd felhasznalasi modja, kiilonbozo
Osszetétele a formazoszereket illetden, mert a formazoszerek nagymértékben befolyasoljak a
biologiai hozzaférést (Malev és mtsai., 2012). A Hyalella is tokéletes példat szolgaltat arra,
hogy a formézoszerek szignifikdnsan befolyasoljak (legtobbszor novelik) az aktiv hatéanyag
toxicitasat (Stoughton ¢és mtsai., 2008)

A neonikotinoid-terhelésre adott fiziologiai valasz dozisfiiggését vizsgalva a repiild rovarok
vonatkozasaban akut kezelések soran a tegzesek és a kérészek rendje is nagyfoku érzékenységet
mutatott (Roessink és mtsai., 2013). Olyan komplex projektben is vizsgaltdk a neonikotinoidok
okotoxicitasat, melynek sordn 30 édesvizi tesztfaj egyedeit exponaltdk akut és kronikus
id6étartamokban. Eredményiil kaptak, hogy a halak és az elsddleges fogyasztok a legkevésbé
érzékenyek ezen szerekre, atlagos ECsp > 80 mg/L, amely mar a kornyezeti koncentracional
magasabb. A kerekesférgek, gytlriisférgek hasonld, ECso > 100 mg/L érzékenységgel birtak, a
legérzékenyebbnek a rovarok és a rakok bizonyultak: ECso<1 mg/L. (Finnegan és mtsai., 2017).
A Hyalella azteca (Saussure, 1858) felemaslabu rakok rendjébe tartozo faj egyedeit rovid (7
nap) ¢és hosszutava (28 nap) kitettség altal kivaltott mérgezési tlinetek szerint vizsgalva
elmondhat6, hogy az ACT és a KLO mar 7 nap alatt szignifikans toxicitast okozott, mig a TIAM
¢s IMI kevésbé volt toxikus ez id6 alatt (Bartlett és mtsai., 2018, 2019).Ha az adott
xenobiotikum képes az adott tesztallat viselkedését kornyezeti relevans koncentracioban

negativan befolyasolni, az a gyakorlatban komoly kovetkezményekkel jar az egyed feletti
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szervezddési szinteken is, hiszen a mérgezett példanyok mindennemii tarsas viselkedése
alapjaiban valtozik meg. Ez kihat tobbek kozott a fajfenntarté mechanizmusokra.

A Ca2b jelatvitel vizsgalata (fenti tablazat része) azért fontos, mert blokkolédsa esetén a CAMP
transzdukcidja nem megfelel6 az ATP-bdl, ez megakadalyozhatja az LTP utvonalat, mely a
memoriaval és a tanuldssal fligg 0ssze. A mitokondrialis diszfunkcido az AMPK jelatvitel
megszakitasat és oxidativ stresszt is okozhatja. Az oxidativ stressz altal okozott DNS-karosodas
végiil az ¢lélények halalat okozhatja (Wei és mtsai., 2020).

Szintén fontos, ha a neonikotinoidok hatdsiat megvizsgaljuk keverék formaban is, amikor
egyszerre tobbféle szert adunk a kisérleti organizmusoknak, mert a terepi alkalmazéskor
gyakran fennéllhat az az allapot, amikor egy adott (vizes ¢l6hely kozelében 1€vd) miivelési
teriiletre tobbféle neonikotinoidot is kijuttatnak. Az ilyen jellegii kutatasok kimutattak, hogy az
egyféle, vagy egyidében tobbféle kijuttatott neonikotinoid oOkotoxikologiai hatasa
szignifikdnsan nem kiilonbozik, ami optimalis az €ldvilag és a gazdak szempontjabdl is, akik
ezaltal koltséghatékonysagukat tudjdk novelni (Maloney €s mtsai., 2018).

A szitakotok rendjébe tartozo kék légivadasz (Ischnura elegans; Van der Linden, 1820)
kisérleti alany TIAK-ra vonatkoztatott érzékenységét vizsgaltdk kornyezetileg relevans
koncentracioban kimutatatandd, hogy a laborkultirdban nevelt, vagy a természetbdl fogott
példanyok mutatnak nagyobb érzékenységet az anyagra. Kimutattdk, hogy a természetbdl
fogott egyedek érzékenysége sokkal nagyobb volt, mint a laboratéoriumban nevelt tarsaiké,
ebbdl kovetkeztethetiink arra, hogy a neonikotinoid inszekticidek kulcsszerepet jatszanak a
szitakoté alrendek fajainak denzitas-csokkenésében (Barmentlo és mtsai., 2019). Ez a mi
kutatdsunk szadmara azért tekinthetd relevans informacionak, mert mi is természetbdl fogott D.
villosus példanyokat hasznaltunk kisérleteink soran.

A zo6ld mezeipoloska (Closterotomus norwegicus; Gmelin, 1790) célfajnak tekintheté a

mezodgazdasagi védekezés szempontjabol, hiszen szamos gazdasagilag fontos ndvény
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kartevéjeként ismert (Coleman és mtsai., 2008; Lu és mtsai., 2010; Gross and Rosenheim,
2011). A Creontiades dilutus (C. dilutus; Stal, 1859) és Chironomus riparius (C. riparius;
Meigen, 1804) larva és imagd egyedein a fentieken kivill végeztek még vizsgalatokat a
neonikotinoidok NAChR-hez valo kotédésiik mivoltjat illetden is. Ehhez radioaktiv IMI-t
hasznaltak (3H-IMI). Kimutattdk, hogy larva allapotban a receptorsiiriiség és a kotési affinitas
is jellemzden nagyobb, mint kifejlett allapotban. E két tényezd kulcsfontossagi a
neonikotinoidok 4ltal okozott biokémiai elvaltozdsok kovetkeztében 1étrejove mérgezési
események lefolydsdban (Maloney és mtsai., 2021).

Egyes kutatési eredmények szerint az IMI (és véleményem szerint a KLO is) tdpanyaghianyt
eredményezhetnek a felsébbrendii rdkoknal markornyezeti koncentracioban is. Ez a jelenség
azzal fligg Ossze, hogy ezek a szerek hozzajarulnak a taplalékmegragadas sikerességének
csOkkenéséhez az ingeriiletvezetés és kozvetve a viselkedés megvaltoztatasaval (Hook és
mtsai., 2018; Butcherine és mtsai., 2020).

Mivel a Mospilan 20 SP (hatéanyaga: 20% ACT) szant6foldi és kiskerti alkalmazasa
napjainkban is folyamatos, valamint perzisztens hatéanyagrol van szo, ezért potencialis
neuromodulatorként tekinthetiink ra (Bownik és mtsai., 2017).

A vizi 6koszisztéma részét képez6 gerinces fajok neonikotinoid terhelésének nyomon kovetése
szintén fontos az az okotoxikologidban, mivel olyan vizi gerincesek, mint pl. a halak, az
emberrel kdzvetlen kapcsolatba keriilhetnek. Bar a neonikotinoidokat ugy fejlesztették ki, hogy
a gerincesek érintettsége statisztikailag irrelevans legyen, mégis taldlunk ellentmondéasokat a

gyakorlatban.
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Embrié kora

(hpf)

Fajnév

6-120

felnott

Zebrahal (Danio

' 4 6ra — 5 nap
rerio)

kinai cselle
(Gobiocypris rarus)

kinai cselle
(Gobiocypris rarus)

sarga stigér (Perca
flavescens)

voros lazac
(Oncorhynchus
nerka)

Hatéanyag

ACT

IMI

IMI és nikotin

IMI
TIAK

ciprodinil (fungicid)

TIAM

NIP

lambda-cihalotrin, butaklor, atrazin,
foxim (betiltott, vagy
felhasznalasban korlatozott
herbicidek)

IMI, NIP, DNF

IMI és DNF

IMI
NIP és DNF
NIP
DNF

IMI és DNF

NIP

TIAM - IMI kombinalt

KLO

Koncentracio

263 mg/I

100-1000 pg/l

0,3-5 mg/l

>1,25 mg/l

2,79 ¢s3,72
mg/I

0,1;1;20 mg/1
820 - 1640

310 g/l

0,3;1,25;5
mg/l

0,6;1,2;2,5;5
mg/l

100, 500,
2000 pg/l

500 pg/l és 2
mg/I

2mg/l
500 pg/l
100 pg/l
100 pg/l

0; 8,33; 23,32;
132,8 ng/l

150 ng/l - 150
ng/l

Expoziciés
id6 (nap)

21

21

28

60

4és7

120

Hatas

szignifikans mortalits és teratogenitas,
gerinc fejlédési rendellenessége, karosodott
motoros funkcidk

oxidativ stressz és bélmérgezés, emelkedett
CAT és SOD-szint

GST és CAT-enzimek emelkedett szintje
csak a vizsgalat vége felé kezdett csokkenni,
mig a SOD-aktivitas megnovekedését
kovetden hamar csokkenésnek indult,

a reaktiv oxigénformak (ROS) és a
malondialdehid (MDA) koncentraciojanak
emelkedését, ami oxidativ stresszmarker,
Ezen feliil DNS roncsolddas is végbement

Az IMI szignifikansak csokkentette az Gszasi
aktivitast, mig a nikotin a szenzomotoros
funkciokat befolyasolta ugyan, a mozgasi

aktivitast nem valtoztatta meg szignifikansan,

megnovelt halalozasi arany, gatolt novekedés

DNS kérosodas

megemelkedett a ROS, MDA koncentracié és
GST aktivitas, valamint csokkent CAT ¢és
SOD aktivitas tovabba oxidativ stressz és
DNS roncsolodas

antioxidativ enzimkoncentraciok
csokkenését, DNS karosodast
a lambda-cihalotrin LCs értéke 3,1-380 pg/L,
ugyanez a butaklor esetén 0,45-1,93 mg/L, az atrazin
exponalasakor 6,09-34,19 mg/L koncentracio,
valamint, hogy kombinalt alkalmazasuk szinergista
hatast valt ki

genotoxikus, immuntoxikus, oxidativ stressz,
DNS karosodas

csokkent i lobulin szdm, a g a fol:
szerepet jatszo citokinek transzkripcios szintjének
alulszabalyzottsaga a kdrnyezeti relevans és magasabb
koncentracionak valo kronikus kitettség az egyedek tulélési,
fajfenntartasi képességeit szignifikansan negativan
befolyasolja

oxidativ stressz, emelkedett SOD-aktivitas

emelkedett CAT aktivitas
csokkent CAT aktivitas

MDA koncentracio csokkenés, GST aktivitas
emelkedés, DNS karosodas, emelkedett
AchE-aktivitas (IMI)

MDA konc, emelkedés, GST aktivitas
emelkedés, DNS karosodas, csokkent AchE-
aktivitas
az UV-sugarzas a TIAM mortalitasra kifejtett
hatasat noveli, IMI-vel pedig megnoveli a
protein-koncentraciot és az AchE- aktivitast,
csokkenti a lipid-peroxidaciot

nincs szignifikans hatas a kikelési, novekedési,

deformitasi és talélési végpontok tekintetében -
gliikokortikoid 2-es receptort kodold gén majban
torténd expresszidjanak elvaltozasa (150 pg/L)

Referencia

Ma és mtsai,,
2019

Luo és mtsai,,
2021

Ge és mtsai,,
2015

Crosby és mtsai,,
2015

Krishnan és
mtsai, 2018

Togay ¢és mtsai,,
2021

Sundukov, 2006;
Yan és mtsai,,

2015

Wang és mtsai,,
2017

Hong és mtsai,,
2018

Tian és mtsai,,
2018

Paquet-Walsh és
mtsai,, 2019

Marlatt és mtsai,,
2019
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vorosszemil
bolesdszdjuhal
(Australoheros facetus)

afrikai harcsa (Clarias
gariepinus)

erdei béka (Lithobates
sylvaticus)

¢szaki leopardbeka
(Lithobates pipiens)

Erdei béka (Lithobates
sylvaticus)

IMI

ACT és a M-cihalotrin

KLO ¢és TIAM

IMI és IMI-olefin (metabolit)

KLO

IMI és TIAM

100; 300; 2500
ng/l

15-20 mg/l

2,5é5250 pgll

230 ng/l

100 pg/l

> 10 pg/l

1és2

56

a legnagyobb mértéki szoveti akkumulacio a
kopoltylkban, belekben mdjban és izmokban
kovetkezett be

Tturburu és
mtsai., 2017

LCS50 ACT 265,7 mg/L, A Houndji és
cihalotrin 830 ng/L mtsai., 2020

kdmyezeti koncentracioban nem zavarjak
meg a bekafajok fejlodési stadiumai kozotti
atmenet normal lefolyasat

Robinson és
mtsai., 2019

Campbell és

az IMI képes atdiffundalni a vér-agy gaton. mtsai. 2022

oxidativ stressz
Robinson ¢s
nem véltott ki fejlodési rendellenességet vagy misai 2021

thlélési kockazatot

a kezelt egyedek viselkedése a ragadozotdl valo Lee-Jenkins
menekiilés tekintetében szignifikinsan megvaltozott,

and
amibol kovetkezik, hogy amennyiben a békalarvak Robi
neonik-kitettsége igazolhatd, a populdcio obinson,
2018

fennmaradasi esélyei nagymertékben romlanak

10. tablazat: Példak a gerinceseket érintd neonikotinoid terhelés fizioldgiai hatésaira.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy az embrionalis fejlddés kezdeti szakaszaban a zebradénidat

ért IMI-expozicid6 maradandd neurdlis valtozdsokat idéz eld, melyek a viselkedésben

manifesztdlodnak, tovabbd az IMI - a novényvédd-szer gyartok allitasaival ellentétben - a

gazdasagilag jelentOs gerinces szervezeteken is képes szignifikdns karos hatasokat eléidézni.

Ilyen példaul a taplalkozas gatldsa, mozgaszavar, csokkent termékenység, csokkent testméret a

kérészekben és halakban, valamint immunszuppresszio.
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11/7. A kisérleti allat

11/7/1. A kétptipos bolharak (Dikerogammarus villosus) bemutatasa —
alkalmazasanak okai

6. abra: A Dikerogammarus villosus tesztszervezet

forras: Bacela, K., Grabowski, M., & Konopacka, A. (2008). Dikerogammarus villosus
(Sowinsky, 1894) (Crustacea, Amphipoda) enters Vistula - The biggest river in the Baltic
basin. Aquatic Invasions, 3(1), 95-98. https://doi.org/10.3391/ai.2008.3.1.16

A kétptipos bolharak (D. villosus) egy Balatont benépesité invaziv faj, mely az izeltlabtiak
(Arthropoda) torzsébe, a rakok (Crustacea) altorzsébe, a Multicrustacea szuperoszalyba
tartozik, (amely monofiletikus csoport, vagyis olyan fajok Osszessége, amelyek egyetlen
torzsfajtol szarmaznak, minden egyes faj szlikebb rokonsagban van egymassal, mint azokkal a
fajokkal, amelyek a csoporton kiviil vannak). Tovabbi besorolas: erszényes rakok (Peracarida)
szuperrend, a felemaslabu rakok (Malacostraca) rend, a Gammaridea csalad, valamint a

Dikerogammarus nemzetség.

A Gammaridea csaladba kulcsfontossagu fajok tartoznak (Woodward és mtsai., 2008), mert
fontos szerepet toltenek be a viztest szervesanyag tartalmdnak lebontasaban (Alonso és mtsai.,
2009; Bundschuh és mtsai., 2013), valamint a halak ¢és madarak taplalékforrasaként is

funkcionalnak (Andrén and Wiklund, 2013; Blarer and Burkhardt-holm, 2016). A Gammarus-
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ok meglehetdsen érzékenyek a kiilonb6z6 kornyezetszennyezé anyagokra (Bloor és mitsai.,
2005; Felten és mtsai., 2008; Kunz és mtsai., 2010; Lahive és mtsai., 2015; Seethy, 2017). A
felemaslabu rdkok rendjét, mint az egyik legérzékenyebb fajegyiittest irtdk le nehézfémek és
szerves szennyezOk tekintetében (Wogram and Liess, 2001). Az 6kotoxikoldgiai tesztekben
igéretes tesztallatok a vizmindség indikatorai is lehetnek (Garcia-Galan és mtsai., 2017).
Kontaminacié hatdsdra ugyanis megvaltozik a taplalkozasi viselkedésiik (is), amely a
szubletalis expozicid végpontjaként eldre jelezheti a vizmindség megvaltozasat (Crane and
Maltby, 1991). Mivel a D. villosus a vilagon az egyik leginvazivabb édesvizi izeltlabu faj, erés
hatast gyakorol a helyi ¢ldvilagra (Finnegan és mtsai., 2017; Miles és mtsai., 2017; Jermacz
and Kobak, 2018; Sohn és mtsai., 2018; Ewere és mtsai., 2021; Thunnissen és mtsai., 2022)
hatasviseldként valo alkalmazasa igéretes eredményekkel szolgalhat tigy az 6kotoxikoldgiaban,

mint mas bioldgiatudomanyban egyarant.

A kétpupos bolharak nagyobb folydinkban (Duna, Drava, Tisza és azok fébb mellékfolyoi),
valamint a Balatonban fordul el6 hazankban. Féként kovek, méretesebb kavicsok, fadarabok
alatt talalkozhatunk vele. A Balatonban a partvédo kovezés sekélyebb részeinek dominans
faja, ott m2-enként akar tobb ezer egyed is eléfordulhat (Muskoé és mtsai., 2007).

A Daphnia fajok, kiilondsen a D. magna kornyezeti kockazatértékeléseknél altalanosan
hasznalt 6kotoxikologiai modellallatok. Azonban nem indikaljak megfeleléen egy adott
biotop neonikotinoid terheltségét, mivel a fajok érzékenységi eloszlasa (SSD) alapjan a
kladocerak érzéketlennek tekintheték neonikotinoidokra (Fliggelék: 30-32. abra). A D. magna
alkalmazasa neonikotinoid tesztekben kockazati alulbecslést eredményezhet. Az ECOTOX
adatbazisban szerepld, mozdulatlansag végpontra vonatkozo ECsg koncentracié-tartomany

6029 - 85000 ug/L IMI hatdéanyag exponalasakor (Hayasaka és mtsai., 2012).
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11/7/2. Elterjedési teriilete, kiiltakaroja, taplalkozasa

A kétpupos bolharak elterjedési teriilete a Kaszpi-, az Azovi- és a Fekete-tenger kisebb
sotartalmu részeit, valamint az ide torkollé folyok (koztiikk a Duna) also szakaszait foglalja
magaban. Az un. ponto-kaszpikus elterjedés jellemzi, akarcsak az erszényes rakok kozé tartozo
tobbi hazai balatoni fajt. (Rewicz és mtsai., 2014). A Dunaban az eredeti elterjedése a
deltavidékre korlatozodott (Borza és mtsai., 2017).

Elsé hiteles magyarorszagi eléfordulasi adatai az 1970-es évekbdl szarmaznak a Dunabdl, a
Balatonban 2000 kornyékére teheté a megjelenése (Borza és mtsai., 2017). Gyors elterjedését

els6sorban a hajozas segithette el6 (Bacela-Spychalska és mtsai. 2013).

A kifejlett példanyok testhossza meghaladhatja a 2 cm-t is. Nevét a farokszelvények hati
oldalan talalhato két jellegzetes dudorrél kapta. Erdekesség, hogy ez azonban a tobbi

Dikerogammarus fajnak is a sajatja. Kiilalakja lehet foltmintas, vagy egyszind.

A legsikeresebb invaziés fajok kozott tartjdk  szdmon, ami elsdsorban széles
taplalékspektrumanak kdszonhetd: a mikroalgak, bomld novényi részek, élébevonat, juvenilis
korban triilék fogyasztasa, vagy éppen a ragadozé (kannibalista) életmdd is jellemzo ra (Kelly
¢s mtsai., 2002; Platvoet és mtsai., 2009). Sikeréhez hozzajarulhat gyors novekedése és
szaporodasa (Pockl, 2009), valamint viszonylag kemény kiiltakardja is, amelynek
koszonhetéen a ragadozok inkabb mas bolharak fajokat részesitenek elényben (Btonska és
mtsai., 2015). Ez a tulajdonsag gytjtésénél elényt jelent, nem kell tartani Gsszenyomasuk,

megsérilésiik miatt.
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VI1/2. Jovobeli  kilatasok -  kornvezeti  kockazat, helyettesités.
fenntarthato kartevoirtds — EASAC jelentések alapjan

A novényvédelemben alkalmazott vegyszereket a kozvélemény a nemkivanatos
kornyezetkarositd anyagok kozé sorolja, aminek egyik oka az egyes rovarold szerek megitélése.

Az Eurépai Akadémiak Tudomanyos Tanacsadd Testiiletét (EASAC) (https://easac.eu/about-

easac) a Svéd Kiralyi Tudomanyos Akadémia alapitotta 2001-ben, kiildetése a tudomanyt a
politika szolgalataba allitani, mert a tudomanyos alapokon meghozott politikai dontések réveén
érhetd el a fentarthatd jovO biztositasa. Tagjai kozott megtalalhatd a Magyar Tudoményos
Akadémia is. Az Eurdpai Bizottsdg hivta fel az Eurdpai Unid figyelmét arra, hogy a
neonikotinoidok széleskort profilaktikus hasznalatanak kdvetkeztében - potencialis kartevo-
fenyegetettség nélkiil alkalmazzak az egész tablara, szorvanyosan vagy kis szamban megjelend
kartevd ellen is - a haziméh, poszméh €s a nem kolonizald méhek tovabba mas beporzé rovarok
nagymérvii pusztulast (kolonia-6sszeomldsi rendellenesség; CCD) mutatnak. A Bizottsag
ravilagitott arra is, hogy nem csak rovarok, hanem a talajlako és a vizi gerinctelenek is az
érintett nem célszervezetek koz¢é tartoznak. A profilaktikus kijuttatas miatt a mivelési
teriileteken keletkezett tobblet novényvéddszer nem t6lti be kivant funkcigjat, ellenben hatasat
a nem célteriileteken ¢16 nem célzott fajokon is kifejti. Mindezeket empirikus bizonyitékok
tamasztjak ala, melyek koziil szamos példaval szolgalunk mi is a korabbi fejezetekben.

Az integralt novényvédelem (Integrated Pest Management, [PM) a fentarthatdo mezdgazdasag,
az egyre novekvo népesség miatt kulcsfontossagu, mert kombinalja a kiilonb6z6 biologiai,
fizikai, kémiai gyéritési modszereket és a peszticidek nem profilaktikusan, hanem a
kartevodenzitasnak megfelelden keriilnek kijuttatasra. Az IPM gazdasagi elénye, hogy a

gazdak az okszerli vegyszerhasznalattal az erre szant kiadasaikat is csokkenthetik, ezzel egyiitt
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a kornyezeti terhelést is mérséklik. A cél az, hogy az EU tagallamok egységes ndvényvédelmi
rendszert alakitsanak ki.

A vegyszeres kezelés ideje alatt monitorozni kellene a kartevok gyériilésének mértékét, majd
amikor ez elér egy bizonyos hatarértéket, attol kezdve mar csak fajra, helyre, mennyiségre
specializaltan lenne szabad kijuttatni rovardld-szereket, tehat csak ott alkalmazni a
vegyszereket, ahol feltétleniil sziikséges. Ez azonban nem ujkeletii elképzelés, évtizedek ota
megfogalmazott cél, ami azért nem valt napjainkra globalisan altaldnossa, mert dsszetettebb
dontésekre, monitorhalozatra, a fenntarthatd gazdalkodasban érdekelt gazdakra lenne sziikség
hozza, igy nagyobb koltségvonzata lenne. Az EASAC célja a gazdak szemléletvaltasanak
elosegitése (pl: oktatassal). A jelenlegi allaspont azonban az, hogy a globalisan ndvekvd
népesség ¢s a fejlodd orszagokat nem jellemzd élelmiszerbiztonsdg miatt jelenleg a

neonikotinoidok mezdgazdasagban betdltott haszna feliilmulja azok természetkarositd hatasait.
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CELKITUZES

A neonikotinoidokat nagymértékii hasznalatuk és perzisztenciajuk miatt gyakran mutatjak ki

talajszennyez6 anyagként, de az utobbi idében a felszini vizekben is megjelentek, és

kimutathatésaguk gyakorisaga magas, koncentracidjuk pedig széles hatarok kozott valtozik

(ng/L-pg/L), ezért hosszutavon nem vart 6koldgiai hatasokat mutatnak. Mig a neonikotinoidok

szerepének tisztazasa a beporzok tomeges pusztuldsdban valamint az jonnan kialakuld

méhbetegségekben az intenziv kutatasok koézpontjaba keriilt, addig kevesebb adat 4ll a

rendelkezésiinkre a vizi nem célszervezetek esetében. Ez késztetett minket arra, hogy Kozép-

Eurdpa legnagyobb édesvizii sekély tavaban, a Balatonban egy nagyszamban eléfordulo

invaziv fajt vegylink gércso ala.

Kérdések, melyekre valaszt kerestiink:

1. Milyen viselkedésbeli valtozasokat idéznek el6 a legnépszeribb neonikotinoid
hatoanyagok a D. villosus tesztallatban?
2. Milyen biokémiai elvaltozdsok vezetnek a tarsas és individualis viselkedésformak
megvaltozasahoz?
Kitlizott célok:
1. Megvizsgalni a toxikus hatdsokat vizi tesztszervezeten laboratériumi koriilmények

kozott hossz(i  tavon alacsony koncentraciokban. Mérési  végpontjaink  a
konvenciondlisan  gyakran  alkalmazott  letalitds, és/vagy = immobilités,
szaporodoképesség, valamint szubletdlis hatasok (példaul mozgés, téplalkozasi

aktivitas).
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Megfigyelni a detoxifikalas folyamataban fontos szerepet jatszo kulcs biomarkereket,

igy tobbek kozott az oxidativ stresszt, valamint az MXR aktivitas valtozasat.

Meghatarozni az aktiv komponensek, valamint a lebomlasi termékek mennyiségét

korszerli analitikai-kémiai modszerek segitségével.

Kovetkeztetések:

1.

2.

Az oxidativ stressz az AChE tulzott aktivalodasat idézheti eld, ami depresszidval
kapcsolatos viselkedésekhez vezethet. Vizsgalatunkban az AChE aktivitas gatlasa nem
a KLO nACh-ra gyakorolt kdzvetlen hatasanak a kovetkezménye, hanem a szervezet
altalanos karosodott fiziologias allapotat tiikkr6z6 kozvetett hatds, amely a KLO
koncentracid novekedésének is fliggvénye. A gatolt AChE azt jelezte, hogy a
neonikotinoidok neurotoxicitasa kdzvetlenill a D. villosus kdzponti idegrendszerének
mozgasért felelds idegducaiban idéz el (irreverzibilis) valtozasokat. Az AChE aktivitas
csOkkenése részben kompenzalja a kolinerg transzmisszio funkciondlis karosodasat,

ami a neonikotinoidok nAChR kotédésébol adodik.

Az MXR-mechanizmus képes kiiiriteni a KLO-t a rakok szervezetébdl.

Az MXR mechanizmust vizsgalva fény deriilt arra is, hogy a kornyezetbe kijuttatott,
KLO-t tartalmaz6 permetszer (pl: Apacs 50 WG) mar 4,5 ng/l koncentracioban
minddssze masfél ora expozicids idOtartam alatt szignifiknsan csokkentette az MXR
aktivitast. Nagyfoku kemostimulacié 1€p fel. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy

a vizsgalt rovarold szerek a természetes vizekbe jutva befolyasoljdk a nem célzott

58



5.

6.

szervezetek életmiikodéseit valamint, hogy a jelenleg forgalomban 1évé peszticidek

szelektivitasa nem kellé mérték.

A KLO-kezelések alkalmaval azért nem jelentkezett szignifikdns valtozds a GST
enzimaktivitasban, mert az enzimatikus folyamatok soran a GST enzimrendszer enyhén
toxikus metabolitokat termel, amely gyorsan kiiiriil a szervezetbdl. Ez azért lehetséges,
mert amennyiben a KLO-t az MXR képes lenne kelld6 mértékben eliminalni a
szovetekbdl, nem jelentkeznének ilyen drasztikus mértékli mérgezési tlinetek a kezelt
csoportokban. Ezaltal feltételezhetd, hogy a nem reagalt GSH a kulcsa a megnovekedett
GST-aktivitasnak IMI esetében, mig a KLO tekintetében a konjugdtumok képzddése

lassabb, ami nem jelenik meg a GST-aktivitasban.

A TIAK-ot az IMI-nél hatékonyabban detoxifikalja a GST enzimrendszer.

A TIAK akut toxicitas tesztekben kevésbé mérgezo az izeltlabu szervezetekre, mint az

IMI. Ezt a szakirodalom alatdmasztja, valamint a kereskedelmi forgalombol valéd két

évvel kés6bbi kivonasat is megmagyarazza.

Osszefiiggés van a megndvekedett GST aktivitds és a megvaltozott AChE aktivitas

kozott: az AChE a fokozott oxidativ stressz hatasara aktivalodhatott. Ez a jelenség lehet

felelds a kozponti idegrendszer és néhany mas viselkedési funkcio karosodasaert.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV/1. A kétpupos bolharak példanyok begytjtése

Felnétt (7-10 mm hosszsagu) kétpupos bolharakot hasznaltunk akut neonikotinoid expozicios
kisérleteink soran hatasviseld szervezetként. Az egyedek begylijtése Tihanyban, a Balatoni
faj példanyai a megfigyelések alapjan a kdzepes- és nagyméretil, egyenetlen formaju, kvagga
kagyloval (Dreissena bugensis (Andrusov, 1897)) boritott koveket részesitik elényben,

rejtézkodo életmodjuk miatt ezek ald bujnak el leginkabb.

IV/2. A kétptpos bolharak tartasa

7. abra: A Dikerogammarus villosus tartasi koriillményei

A gytjtést kovetden sziiretlen, levegdztetett balatonvizet tartalmazo 10 literes akvariumokban
akklimatizaltuk az 4&llatokat, 100 egyed/tartaly allomanystirtiséggel, 16:8 oras fény-sotét
ciklusban, 20£1°C alland6 hémérsékleten. A kisérleteket (3, 5, 48 ora id6tartam) a gyljtéstol

szamitott nyolcadik napon inditottuk el. Rejtdzkodd életmodjuk biztositasa érdekében kis (10
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mm atmérdjli) kerdmiacsoveket és kdzepes nagysagu koveket helyeztiink el az akvariumokban,
ahova kvagga kagylo (D. bugensis; Andrusov, 1897) példanyokat is tettiink. A kagylok kivalo
vizszlirdként és kedvelt taplalékként is funkciondltak a rdkok szdmara. Az allatokat hetente
kétszer sargarépaval (Daucus carota. sativus (Hoffm. Schiibl. és G. Martens) ad libitum etettiik,

a kisérleteket megeldzden pedig két napig éheztettiik dket.

IVV/3. A neonikotinoidok visszamérése a kezelések soran

A kisérletek soran vett vizmintak neonikotinoid tartalmanak analitikai meghatarozasdhoz LC-
MS méréseket végeztink a Magyar Agrar és Elettudomanyi Egyetem Kornyezetudomanyi
Intézet Agrar-kornyezettudomanyi Kutatokézpontjaban (MATE-AKK). Younglin YLI100®
HPLC rendszert hasznaltunk, amely egy YL9150 auto-mintavevével volt felszerelve. A
hatdéanyagokat C18 oszlopon (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 pm) 40°C-on valasztottuk szét. Az UV-
jeleket 252 és 269 nm-en rogzitettiik. Az eluens dramlasi sebessége 1,0 ml/perc volt, 10 perces
izokratikus elucioval (65:35=A:B eluensek, A=90% viz:10% MeOH, B=MeOH). A
hatéanyagok mennyiségi meghatarozasa analitikai standard anyagok higitdsaval, kalibracio
alapjan tortént 10-500 pg/lkoncentraciotartomanyban. A visszanyerési eredményeink azt
mutattak, hogy a tényleges koncentraciok mind a KLO, mind az IMI esetében > 95% voltak a
névleges koncentraciokhoz képest.

A kontroll vizmintakban nem mutattunk ki neonikotinoidokat. E visszanyerési adatok alapjan
a KLO ¢és az IMI kivant expozicids koncentracioja hozzavetdlegesen allando volt a 2 napos

expozicid soran.

IV/4. Viselkedési vizsgalatok jellemzés

Minden eljarast a Balatoni Limnologiai Kutatointézet Allatkisérleti Tudoményos Bizottsdga

altal jovahagyott PE_KTF/882-2/2018 hatarozat szerint végeztiink. Az adaptiv viselkedési és
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biokémiai valaszok teszteléséhez az allatokat (n = 10/kisérleti csoport) 700 ml {irtartalmu 600
ml szliretlen balatonvizet tartalmazé milanyag tartdlyokba helyeztiik, és 2 napig kiilonboz6
ml sziiretlen balatonvizben tartottuk a kisérletek idétartama alatt. A KLO-expozici6 4 kisérleti
csoportja (1 kontroll és 3 kezelt) 6sszesen n = 40 allatot tartalmazott ismétlésenként. Az IMI-
expozicid 5 kisérleti csoportja (1 kontroll és 4 kezelt) replikatumonként 6sszesen n = 50 allatot
tartalmazott. Mind a KLO-, mind az IMI-expozicié esetében harom ismétlés késziilt a kisérleti

csoportokra.

Az akut hatasok elemzését viselkedési szinten a mozdulatlansagi id6 és az Gszasi aktivitas
végpontok értékelésével végeztiik. (Boily és mtsai., 2013; Jemec és mtsai., 2007; Malev és

mtsai., 2012; Q1 és mtsai., 2018; Butcherine és mtsai., 2022).

A vizsgalt rakfaj egyedein tesztelt neonikotinoidok (IMI, KLO, TIAK) expozicioja altal
bekovetkezd - kontroll egyedekhez viszonyitott - viselkedésbeli valtozasok nyomonk&vetése
azért sziikkséges, mert ezaltal nem csupan az egyedszintii viselkedésformakban, hanem az
egyedek egymas kozti, tarsas interakciokban bekdvetkezd valtozasokat is tanulmanyozhatjuk.
A kisérletek soran tiszta formaban a kovetkez6 kezelési koncentraciokat alkalmaztuk: KLO -
16, 32, 48 ng/l; IMI - 16, 80, 160, 250 pg/l; TIAK: 10, 30, 100, 250 pg/l 48 o6ra expozicids
idotartamban, tiz egyedbdl allé csoportokban. A hatéanyagok formazott készitmény
formajaban torténd hatasvizsgalatait az Apacs 50 WG (clothianidin aktiv hatéanyag-tartalom:
50 g/kg), valamint a Calypso 480 SC (thiakloprid aktiv hatéanyag-tartalom: 480 g/L)
inszekticideken végeztiink. Az expozicios id6 az Apacs esetében 3, illetve 1,5 o6ra, mig a
Calypso hasznalatakor 48 ora volt, tiz egyedbdl allé csoportokban. Az exponalt Apacs
koncentracio 3,9 ng/l, mig a Calypso-t a tiszta szerhez hasonléan 10, 30, 100, 250 ug/l

koncentracioban alkalmaztuk. Ezeket a kezelési koncentraciokat és idotartamokat alkalmaztuk
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a GST és AChE vizsgélatokban is. A kezelési koncentraciok a készitmények tekintetében a

hatéanyag-tartalomra vonatkoznak.

Az expoziciot kovetden 6 lyuku plate-be helyeztiik az allatokat, az immobilizacios id6t és az
uszasi aktivitast valamennyi csoportrél a Fujifilm FinePix S5700 fényképezdgéppel készitett
90 masodperces film (30 fps) alapjan Fiji Imagel] 1.53q szoftverrel elemeztiik. A program
rogzitette a koordinatakat és automatikusan rekonstrualta a kisérleti allatok uszasi palyajat a

teljes plate teriiletén.

A technikai részleteken tulmenden vizualis megfigyelést is alkalmaztunk: megfigyeltiik a kezelt
példanyok kontroll egyedekhez viszonyitott viselkedésbeli valtozasat a kezelési 1dOk alatt a

kopulacids hajlam és a felvett testtartds tekintetében.

IV/2. A kisérleteink soran felhasznalt vegyszerek

Készitmények | kereskedelmi Hatdanyag Forras
forgalmi
alapengedély
Apacs 50 WG 2020. januar KLO: 50 (https://portal.nebih.gov.hu/visszavont-
es-lejart-ervenyessegu-novenyvedo-

31. a/kg szerek; Arysta Life Science)

Calypso 480 SC | 2020.08.03. | TIAK: 480

o/l

IMI-t tartalmaz6 formazott szerhez a kutatas id6 alatt mar nem jutottunk hozza, ezért ilyen

iranyu vizsgalatokat nem alt médunkban elvégezni.

A fehérje meghatarozast Bradford-reagenssel (#B6916, Sigma- Aldrich) végeztiik. Az akut
kezelésekhez HPLC mindségli KLO-t (CAS-szam: 111988-49-9; PESTANAL GRADE,
Sigma-Aldrich), IMI-ot (CAS-szam: 138261-41-3; Sigma-Aldrich) és TIAK-ot (CAS-szam:
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138261-41-3; Sigma-Aldrich) hasznaltunk. Ezekb6l 1 mg/ml (KLO esetében), 0,5 mg/ml (IMlI
esetében) és 0,1 mg/ml (TIAK esetében) torzsoldatokat készitettiink desztillalt vizben. Az
MXR-aktivitds meghatdrozdsdhoz rodamin B fluoreszcens festéket (CAS-szam: 81-88-9;
Merck) hasznaltunk. A GST-aktivitas detektalasahoz sziikséges vegyszereket GST Assay Kit
(#CS0410, Sigma-Aldrich) formajaban szereztiik be, amely natrium-foszfat puffert (PBS, 0.1
M, pH 6.5), L-glutation-t (redukalt forma, GSH, 10 mM) és CDNB festé¢ket (1-chloro-2,4-
dinitrobenzene, 10 mM) tartalmazott. Az AChE-aktivitdas mérésekhez felhasznalt
komponensek: natrium-foszfat puffer (0.1 M, pH 7.2), DTNB (ditiobisz- (2-nitrobenzoat,
#D8130, Sigma-Aldrich, 0.5 mM), valamint AcThl (Acetiltiokolin-jodid, #01480, Sigma-

Aldrich, 0.5 mM).

IV/5. Teljes fehérjetartalom és enzimaktivitds meghatarozasa

Minden eljarast a Balatoni Limnologiai Kutatointézet Allatkisérleti Tudomanyos Bizottsiga
altal jovahagyott PE_KTF/882-2/2018 hatarozat szerint végeztiink. Az adaptiv biokémiai
valaszok teszteléséhez az allatokat (n = 10/kisérleti csoport) 700 ml trtartalmt 600 ml sztiretlen
neonikotinoid terhelésnek tettiik ki. A kontrollcsoportban 1évé egyedeket 600 ml szliretlen
balatonvizben tartottuk a kisérletek iddtartama alatt. A KLO-expozicid 4 kisérleti csoportja (1
kontroll és 3 kezelt) 6sszesen n = 40 allatot tartalmazott ismétlésenként. Az IMI-expozicio 5
kisérleti csoportja (1 kontroll €s 4 kezelt) replikdtumonként 6sszesen n = 50 allatot tartalmazott.

Mind a KLO-, mind az IMI-expozicio esetében harom ismétlés késziilt a kisérleti csoportokra.

Az dsszfehérje-tartalom meghatarozasat korabbi munkaink alapjan végeztiik el (Vehovszky és
mtsai., 2010; Gydéri és mtsai., 2017). Minden csoportbol tiz felndtt allatot homogenizaltunk
TissueLyser LT (QIAGEN) késziilékkel 45 g-n 5 percig 200 ul foszfat puffer séoldatban (PBS,

pH=7,4). A centrifugalas tovabbi 800 ul foszfat puffer sooldat hozzaadasat kovetéen Heraeus
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Biofuge Pico késziilékkel 10000 g, 25 perc, 4°C koriilmények kozott tortént. A feliiliszot
hasznaltuk fel a biokémiai mérésekhez (450 pl). A teljes fehérjetartalmat Bradford-teszt
(#B6916, Sigma-Aldrich) segitségével 96 lyuku plate-ben mértikk Perkin-Elmer Victor I11
késziilékkel 250 pl teljes térfogatban, amely 5 pl feliiliszot (mintat), valamint 245 pl Bradford-
reagenst tartalmazott. A teszt alapja, hogy a Coomassie Brilliant Blue G fluoreszcens festék
eredeti barna szine fehérjével alkotott komplex kialakulasaval kékre modosul. Minél sotétebb
a kék szin arnyalata, annal tobb fehérjét tartalmaz az adott minta. A mérések el6tt kalibraciot
végeztliink. A Bradford reagenssel készitett higitasi sorbol kapott kalibracios gorbe alapjan

szamoltuk a mintak fehérjetartalmat.

IV/6. MXR vizsgalat leirdsa

Az allatokat sziirt, 2 uM rodamin B-t tartalmaz6 balatonvizben inkubaltuk, 60 percig (terhelés).
A rodamin B festék fényérzékeny mivolta miatt az 1 6ras inkubaciot sotét koriillmények kdzott
kell végrehajtani. Ezt kovetden a rovid (3 perces) mosasi fazis soran szirt balatonvizzel a
felesleges festékanyagot eltavolitottuk a kiiltakaro6 felszinér6l. A To idépontban az allatok egy
csoportjat azonnal lefagyasztottuk a késébbi mérésekhez, amely soran meghataroztuk a
két csoportra osztottuk, 100-100 ml-es alacsony profila kristalyositd csészékbe helyeztiik. A
kontroll csoportban 1évé allatokat sziirt balatonvizben tartottuk. A rovar6lé szer (APACS 50
WG) hatasait a rakegyedek harmadik csoportjan vizsgaltuk az inszekticid sziirt balatonvizes
oldatait hasznalva. A tovabbi enzimvizsgalatok elvégzéséhez a kezelt €s a kezeletlen allatokat
az expozicids idot kovetden (3 oOra) lefagyasztottuk. Az MXR aktivitds kovetéséhez az
akkumulacion alapuldé moédszert alkalmaztunk (Vehovszky és mtsai. 2018), ahol a rodamin B

fluoreszcens festék szolgalt modell P-gp szubsztratként (Cornwall és mtsai., 1995; Smital and
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Kurelec, 1997; Smital és mtsai., 2003; Faria és mtsai., 2011). A fent emlitett modszer 1ényege,
hogy az inkubacios id6tartam alatt a rodamin B gradiens-vezérelt felvételi mechanizmus révén
akkumulalodik a sejtkozi térben. Az MXR méreganyag-eltavolitd sejtszintli mechanizmust
specifikus  ATP-binding cassette (ABC) membrantranszport-fehérjék (permeabilis
glikoprotein) teszik lehet6vé, Gn. aktiv efflux pumpaként mitkddnek a koncentracio-gradiens
ellenében. Az energiaigényes folyamat széles szubsztratspecifitissal bir és valamennyi
baktérium, gomba ¢és allatfaj sajatja. A szoveti MXR aktivitdas mérése adott idotartam alatt
akkumulalodott rodamine-B fényérzékeny fluoreszcens festék mennyiségének meghatarozasan
alapszik, a festék intenzitasat mérjiik, amit a To iddpontban meghatarozott mintakhoz
viszonyitunk. A mérés elénye, hogy igy pontosabban meghatdrozhaté az MXR aktivitas, a
masik, ugynevezett efflux-modszerhez képest. A To csoport azonnali lefagyasztasaval (-20 °C)
képes a legnagyobb akkumulalt festékszintet megdrizni. Azért fontos ennek ismerete, mert az
expozicios idOtartam alatt a kontroll mintaban passziv diffuzioval csokkenhet akkumuldlodott

festékkoncentracio.

MXR transzporter Sejt

8. abra: Az MXR mechanizmus miikodése €s gatlasa. A védekezési folyamat akadalytalan
miitkodése esetén (bal oldal) a sejt miikodését veszélyeztetd xenobiotikumok a sejtkozti
térbe jutnak pumpamechanizmus altal, ahonnan a szervezetbdl eltavolitasra keriilnek.
Azonban vannak olyan anyagok (inhibitorok), melyek a mechanizmust részben gatolni
képesek (jobb oldal). Az igy sejtekben maradé méreganyagok mennyisége analitikailag
meghatarozhato.
piros kor: kétiranyt transzportfolyamatban résztvevd anyagok
fekete kor: egyiranyu transzportfolyamatban résztvevd anyagok
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Az efflux modszerrel nem a szoveti mintdk elemzését végezziik ugyanis, hanem az allatot
koriilvevé médiumbdl vett mintdbol hatarozzuk meg az MXR aktivitdst. A médiumbol vett
minta tartalmazza azt a festékmennyiséget, mely a kisérlet id6tartama alatt az 4llat
szervezetébdl tavozott. Az egészben 1évd allati mintdk szoveti homogenizalasat kovetden
(Tyssuelyzer LT, Qiagen) 4°C-on 20 percig 8000 g-n centrifugaltuk (Biofuge Fresco,
HERAUS) azokat. A feliiltsz6 (250 pL) fluoreszcenciajat Aex = 535 nm-en és Aem = 590 nm-
en mértiikk (Victor 3 plate-olvasd, Perkin-Elmer), hogy meghatarozzuk a szdvetmintdkban
meghataroztuk parhuzamos mintdkban a Bradford-modszer alkalmazasaval (Bradford 1976).
Az akkumulalt rodamin B mennyiségét fluoreszcens egység/szoveti fehérjetartalom mg-ban
adtuk meg. A kozolt Apacs kezelési koncentraciok voltak a kisérleteinkben azok a legkisebb
toménységek, amelyek szignifikans hatast eredményeztek a kisérleti alany viselkedési és biokémiai
vizsgalatai soran. Az értekezésben a letalitasi koncentracio-tartomanyokra torténd utalasok mind
kisérleti tapasztalatokon alapulnak. Ha egy nagysagrenddel még kisebb (tized ng/l) kezelési
koncentraciokat alkalmaztunk volna az Apacs exponalasakor, abban az esetben valdsziniisithetden
a kisérleti alany nem mutatott volna szignifikans valtozasokat a vizsgalt végpontok esetében.

Emelett az analitikai modszereink kimutatasi hataranak a kozelébe/ala jutottunk volna.

IV/7. GST aktivitds meghatdrozdsa

A GST-aktivitast GST Assay Kit (#CS0410, Sigma-Aldrich) segitségével vizsgaltuk 96-0s
plate-en 200 pl teljes térfogatban, amely 20 pl feliilliszot (mintat), 180 pl natrium-foszfat
puffert (PBS; 0,1 M, pH 6,5) tartalmazott, amely magaban foglalt 10 mM, 1-klor-2,4-

dinitrobenzol (CDNB) festéket és 10 mM L-glutation (redukalt forma, GSH) szubsztratot. A

crer

fluoreszcens festék fény-abszorbanciajaval aranyos. Az abszorbanciat 340 nm hullamhosszon
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25 °C hOémérsékleten 3 perc idétartamig 15 masodperces gyakorisaggal mértiik. A reakcio
linearitasardl az abszorbancia értékeknek az id6 fliggvényében torténd abrazolasaval
gy6zédtink meg. Az abszorbancia valtozasat a diagram linearis tartomanyanak

meredekségébdl szamitottuk.

A glutation-S-transzferaz (GST) egy olyan antioxidans enzim, mely képes egy glutation
molekulat egy elektrofil xenobiotikumra kén kotéssel szubsztitualni. Aktivitdsanak szdmitasa

az alabbi képlet alapjan torténik:

AAsuo/min X V(ml) X dil

EmMm X Venz (ml)

GST aktivitas(umol/ml/min) =

A GST-aktivitds esetében az enzimaktivitast a percenként termelt tioéter mikromoljaban
fejeztiik ki, milligrammnyi fehérjére vonatkoztatva.

A fenti képletben szerepld paraméterek értékei a kovetkezok:

dil: a minta higitasi faktorszama

€nm (MMIecm™): A CDNB konjugatum extinkcios egyiitthatdja () 340 nm-es hullamhosszon:
4,24 mM* cm™A percenként keletkezett tioéter mennyisége a festék abszorbanciajaval aranyos.

V - a reakcio térfogata: 96 lyuka lemezben (0,2 ml).

Venz - a vizsgalt enzimminta térfogata (0,02 ml)

L e nﬁ" OH @v @v

redukalt L-Ghutation CDNB tioéter CDNB GS-DNB

9. 4bra: A reakci6 soran, amit a GST katalizal az L-glutation redukalt forméja konjugatumot
képez a 1-kloro-2,4-dinitrobenzol (CDNB) molekulaval. A reakcioban tioéter keletkezik
melynek mennyiségét fluoreszcencids technikaval mérjiik.
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IV/8. AChE aktivitds meghatarozasa

Az AchE aktivitast (Ellman és mtsai., 1961) modszerét kovetve 250 pLL 6ssztérfogatban mértiik
96-0s plate-en, amely 25 uL feliiluszot és 225 uL PBS puffert (0,1 M, pH 7,2) tartalmazott. A
pufferben 0,5 mM ditiobisz-(2-nitrobenzoat) (DTNB) (#D8130, Sigma-Aldrich) és 7,5 mM
acetiltiokolin-jodid (AcThl) (#01480, Sigma-Aldrich) volt oldva. Az AcThl AchE altali
hidrolizise sordn tiolcsoport keletkezik, amely a DTNB-vel reagalva sarga szint
(tionitrobenzoat) eredményez. A termék szinintenzitasat 405 nm hulldmhosszon, 25 °C
homérsékleten 3 perc iddtartamig 15 masodpercenként mérjik. A mért fényintenzitast

felhasznalva hatarozzuk meg az enzimaktivitast az alabbiak szerint:
AChKE aktivitas (nmol/min/ml vagy mU/ml) = B/ (AT X V) x D =

B: a standard kalibracios gorbe alapjan szamitott kolinmennyiség (nM)

AT: reakci6id6 (min.),

V: a mintatérfogat (mL)

D: mintahigitasi faktor

Egység definicid: az AchE aktivitds egy milliegysége megfelel annak az enzimmenyiségnek,
mely 1 nmol kolin egy perc alatt torténd keletkezésében jatszik szerepet pH=7.4 és 37°C
hémérséklet esetén. a DTNB extinkcios egyiitthatdja 13.6 mM™ cm™, a hullamhossz (1) 0.8 cm
volt. Minden mérést Victor Il plate-olvasoval (Perkin-Elmer, USA) végeztiink. A mintak
nélkiili reakcidelegyet vakprobaként hasznaltuk. Az AchE-aktivitas esetében az enzimaktivitast

a percenként, milligrammnyi fehérjére termelt hidrolizalt acetilkolin-jodid mikromoljaként

fejeztiik ki. A mintak nélkiili reakcioelegyet vakprobaként hasznaltuk.

1VV/9. Statisztikai elemzés
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A statisztikai elemzést OriginPro 10.1.0.178 2024 szoftverrel végeztiik (OriginLab Corp.,
Northampton, Massachusetts, USA). Az adathalmaz normalitasat Shapiro-Wilk teszttel, a
csoportok kozotti varianciak homogenitasat Levene-teszttel vizsgaltuk. Mind a viselkedés,
mind az enzimaktivitas mérésénél a kontroll és a kezelt csoportok kozotti eltéréseket egyutas
ANOVA-val (Tukey-teszt, Scheffe-teszt) elemeztiik, mert mintasoraink normal eloszlastak
voltak, valamint a variancia-analizis nem mutatott kiilonbséget. Az eltéréseket p < 0,05 (*)
értéknél szignifikdnsnak tekintettiik, a szignifikancia erdsségét tovabba p < 0,01 (**) és p <

0,001 (***) értékekkel jellemeztiik.
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V. EREDMENYEK

Napjainkban, kdzel husz évvel az elsé neonikotinoid terepi vizsgalatok megkezdése utan is még
kevés adat all rendelkezésre a vizi gerinctelen nem célzott szervezetekre gyakorolt hatasokrol.
Az irodalom alapjan a leggyakrabban hasznalt modellallatok nem mutatnak kelld érzékenységet
ezekre a szerekre. Munkank soran ezért egy invaziv balatoni gerinctelen izeltlabu, a kétpupos
bolharak (D. villosus) kifejlett példanyait hasznaltuk, mert a tapasztalataink és az irodalmi
adatok szerint is az egyik legérzékenyebb tesztallatnak bizonyult a neonikotinoid-terhelések
esetében. Kisérleteinket akut expozicids vizsgalatokra alapoztuk, egyed és molekularis szintii

végpontok megfigyelésével szubletalis hatasvizsgalatokat végeztiink.

V/1. A Neonikotinoid-nak _Kkitett Dikerogammarus __villosus
viselkedésbeli valtozasai

A kereskedelmi forgalombol munkank kezdetén még beszerezheté KLO tartalma APACS 50
balatonvizes oldatinak hatasat elemeztik az egyedek mozgasi aktivitas valtozasanak
tekintetében (9. abra). Ez volt az a legkisebb koncentracio, mely szignifikans eltérést mutatott

a kontroll csoporthoz képest.
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9. abra: KLO hatéanyagti rovardlo szer (APACS 50WG, 3,9 ng/l) hatasa 3 ora kezelési ido
alatt a Dikerogammarus villosus mozgasaktivitisara. Az Uszasi tevékenységet
szignifikdnsan befolyasolta a rovar6lészer expozicidja. A kezelt allatok 58 + 12%-kal
kevesebb mozdulatlansagi idot produkaltak a kisérlet soran, mint a kontroll egyedek (p
< 0,05 kétmintas t-teszt).

Lathato, hogy a szer hat4sara az allatok szignifikansan kevesebb 1ddt toltottek mozdulatlanul,
azaz lényegesen tobbet mozogtak, mint a kontrollcsoportban 1évd tarsaik. Ez a mozdulatlansag
tobb tényez6bdl adodhat. Egyrészt az iszasi tevékenységbdl — ezért keriil a késébbiekben mar
a mozgas ezen aktiv formdja is elemzésre — masrészt a zavart, rendellenes viselkedést tantisitd
allat szabalytalan mozgasformai is ide sorolhatok. Az APACS 50 WG a tesztéllatra igen
agressziven hatd szer, mivel mar néhany ng/L-es koncentracié (kdrnyezeti koncentracié also
hatara ~ 4 ng/l) par ora kitettség alatt is képes el6idézni olyan valtozasokat, melyek egyéb karos
kornyezeti tényezdvel tarsulva az allat fiziologids allapotdnak romldsdhoz, taplalkozasi- és
szaporodasi viselkedésformainak abnormalis lefolyasahoz vezethetnek, sulyosbodhatnak,
végso esetben az allat elpusztulasahoz vezethetnek. Elézetes eredményeink alapjan indokolt
ng/l koncentracioban vizsgalni a szerhatast, hiszen mar 100 ng/1 felett 24 6ran beliil is olyan
nagymértékli mortalitds kovetkezik be a kezelt csoportban, hogy a szerhatas kiértékelése

statisztikailag irrelevanssa valik (9. tablazat).
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B Koncentracio Kezelt Halott Kezelési
Exponalt anyag

(ng/l) egyedszam egyedszam idé
Kontroll 0
50 3
APACS 50 WG 100 10 7 24 h
150 9
250 10

11. tablazat: Az Apacs 50 WG rovardldszer igen agressziv méreg a Dikerogammarus
villosus szamara

A rendellenes mozgéasformak megfigyelése azért fontos, mert hatteriikben valdsziniisithetéen
idegrendszeri zavarok allhatnak, ami eldrevetiti azt is, hogy miért érdemes figyelemmel kisérni

bizonyos enzimatikus valtozasokat is.

A tiszta KLO expozicionak mozgasszervi aktivitasra vonatkoz6 eredményeit mutatja be a 10.

abra.
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Kisérleti csoportok Kisérleti csoportok

10. abra: A tiszta KLO hatasa a Dikerogammarus villosus mozgasi aktivitasara 48 ora
kezelési 1d6 alatt — mozdulatlansag id6tartama (A) €s uszasaktivitasa (B). Mindegyik
oszlop az atlag + SD (n = 10 allat/csoport/replikatum) jelzi. A kontrollhoz képest
mindkét vizsgalt viselkedési forma tekintetében szignifikdns gatlds figyelhetd meg
valamennyi kezelt csoportban (p < 0,001, egyutas ANOVA).
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A mozdulatlansag id6tartama szignifikdnsan csokkent minden kezelt csoportban (16, 32, 48
png/L) a kontrollhoz képest (10/A 4bra). Az allatok uszés-vizsgalatakor az egyedek altal a mérési
1d6 alatt megtett tdvolsagot elemezve megéllapithatd, hogy a kezelt allatok (16, 32, 48 ng/L)
szignifikansan rovidebb tavokat voltak képesek tszni, mint kontroll tarsaik (10/B abra). Ez a
motoros funkciok gatlasanak kovetkezménye. Az allatok rendkiviil zavart viselkedést
tanusitottak, szabalytalan mozdulatokat végeztek. A kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan
redukalt uszasaktivitassal rendelkeztek. Egyéb kisérleti megfigyelés a kopulédciora vald hajlam
fokozodasa is. A KLO hatdanyaggal kapcsolatosan kijelenthetd, hogy Kis kezelési
koncentracional stresszregenerativ hatassal bir, majd az LCso koncentracional (80 pg/l)
toményebb oldatban bekovetkezik a blokkold, bénitd hatas, abnormalis pozicidfelvétel (pl:
haton fekvés), ha még toményebb oldatoknak tessziik ki az allatokat, akkor az mar élettani
szempontbol abszolut végzetesnek tekintheté (a kornyezeti koncentracid néhany pg/l). A
kopulacids és testtartasra vonatkozo elvalozasok megfigyelése kisérleti empirikus tapasztalatok
alapjan keriiltek megéllapitdsra, nem mért, szadmitott modszerrel lettek meghatarozva. Ezen
jellemzok leirasat érdekességként, plusz informacioként kivanom kozolni a reprodukalhatosag

jegyében.
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Az IMI-expozicio viselkedés-befolyasolo hatasa lathato a 11. abran.
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11. abra: A tiszta IMI hatasa a Dikerogammarus villosus mozgasi aktivitisara 48 ora
kezelési id6 alatt — mozdulatlansag idétartama (A) és uszési aktivitdsa (B). Mindegyik
oszlop az atlag £ SD (n = 10 allat/csoport/replikatum) jelzi. A kontrollhoz képest
szignifikansan csokkent a mozdulatlansag idétartama a 250 pg/L-es kezelt csoportban
(p <0,001) (A), mig a 20 (p <0,001) és 80 pg/l(p <0,05) kezelt csoportokban
szignifikansan csokkent az uszési aktivitas (B) egyutas ANOVA).

A kontrollhoz képest csak a 250 pg/l koncentracid csokkentette szignifikdnsan a
mozdulatlansag id6tartamat a kontroll csoporthoz viszonyitva (11/A. dbra). Az iszasi aktivitas
vizsgalatakor azzal szembesiilhetiink, hogy a 20 és a 80 pg/lkezelési koncentraciok esetében
1épett fel szignifikans szerhatds a kontrollhoz képest (11/B. dbra). E két vizsgalt végpont
tekintetében mas-mas nagysagrendii kezelési koncentraciok esetén tapasztaltunk szignifikans
valtozast a viselkedésben. Megfigyeléseink alapjan az IMI viselkedésre gyakorolt hatasa Kis
kezelési koncentracional is megmutatkozik ugyan, mégsem eredményez a kezelt csoporton
beliil oly mértékii halalozasi ratat és elvaltozasokat, mint a KLO. 200 pg/l koncentracio felett
figyeltiink meg egyéb kisérleti tapasztalatként a KLO-nal is latott rendellenes testtartast és
mozgasformakat pl.: haton fekvés, gombolyded forma felvétele, de totalis mortalitas 200 pg/l
koncentracio felett nem fordul el6, a kopulacidra valo hajlam feler6sodése nem jellemz6 olyan
mértékben, mint a KLO-nal. Laboratoriumi koriilmények kozott olyan mértékdl toxicitas-

kiilonbséget tapasztaltunk a két vegylilet kozott, hogy érdekessé valik az a tény, miszerint
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szantofoldi hasznalatat mindkettonek egy 2018-ban kiadott EPA és EFSA hatarozat tiltotta be
(Valavanidis, 2018). A kapott eredmények azt sugalljak, hogy az IMI toxicitasa laboratoriumi
koriilmények kozott alacsonyabb, mint a KLO hatdanyagé (12. tablazat). Azonban az IMI a
legnagyobb mennyiségben kijuttatott neonikotinoid és emiatt kijuttatasanak kornyezeti

kockazata igen jelentds, mert kornyezeti koncentraciaja elérheti a tobb szaz pg/l-tis.

Exponalt anyag

1Ml KLO
Koncentracio Kezelt Halott Halott Kezelési
(ng/) egyedszam egyedszam egyedszam id6
Kontroll 2 0
16 0 0
32 0 4
10 48 h
48 0 5
64 1 10
80 1 9

12. tablazat: A tiszta KLO magasabb mortalitast okoz a kezelt csoportokban, mint a tiszta
IMI.

Mindezeken tilmenden a sargarépaval torténd etetés kapcsan felmeriilt, a taplalék esetleges
mérgezést kivédd hatasa, tehat az a jelenség, hogy a sargarépa B-karotin tartalma antioxidans
hatast fejt ki az allatban, ezaltal a méreganyagok - jelen esetben a rovardld szerek — 4ltal okozott
¢s megfigyelt fiziologids elvaltozdsok nem tiikkrozik a mérgezés tényleges mértékét. Ennek
kideritésére végeztiink ad libitum etetett allapotra vonatkozo vizsgalatokat, melyek keretében a
kisérletek el6tt szokasos modon két napig €heztetett csoportok mellett alkalmaztunk a kisérletek

el6tt folyamatosan taplalt csoportokat is (12. abra).
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12. abra: A tiszta IMI hatasa a Dikerogammarus villosus mozgasi aktivitasara a jollakottsagi
allapottol fliggden 48 oOra kezelési id6 alatt - mozdulatlansadg idStartama (A) és iszasi
aktivitasa (B). Mindegyik oszlop az atlag = SD (n = 10 allat/csoport/replikatum) jelzi.
Az 4bra tantisaga szerint az IMI csak a kontroll csoporthoz képest valtott ki szignifikans
gatlo hatast a mozdulatlansag idétartamat tekintve az éheztetett 250 pg/lkezelt
csoportban, valamint az uszasi aktivitasra vonatkozoan a 20 pg/lés 80 pg/lkezelt
csoportokban. p <0.001; p <0.001 és p <0.01, egyutas ANOVA.

A vizsgalat eredményeképpen azt kaptuk, hogy a jollakottsagi allapotok kezelt- és
kontrollcsoportjai kozott fedezhet6 fel szignifikans kiilonbség, bar a mozdulatlansagi idotartam
végpontra vonatkozdéan a legnagyobb koncentracid tekintetében az éheztetett csoport
szignifikanciat mutat a kontrollhoz képest, mig a jollakott csoportnal ezt nem latjuk. a kezelt
csoportokat egymashoz viszonyitva inszignifikaincia jellemzi. Ez azt jelenti, hogy batran
bevethetd a sargarépa, mint taplalék még az okotoxikologiai tesztek soran is amennyiben a
klasszikus eledeleket - mint az alga, haltap — az allat fogsagban nem fogyasztja (mint
esetiinkben). Ez azt jelenti, hogy batran bevethetd a sargarépa, mint taplalék még az
okotoxikologiai tesztek soran is amennyiben a klasszikus eledeleket - mint az alga, haltap — az
allat fogsagban nem fogyasztja (mint esetiinkben). Ha az emlitett helyzet allna fenn és mégis
fenntartasaik lennének a kutatotarsaknak a sargarépa taplalékként torténd alkalmazasat illetden,
akkor megfelel6 taplalék lehet még a burgonya (Solanum tuberosum) is. A 1ényeg, hogy olyan
novényt valasszunk, amely nem uszik a viz felszinén. Ennek egyszeri oka az, hogy az
alameriilt, illetve lebego taplalékhoz az allatok a rejtézkodo, illetve tsz6 tevékenységek kozben

férnek hozza a novényekhez és a Dikerogammarus nem uszik a viz felszinének kozelében.
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A TIAK neonikotinoid tiszta forméjanak is elvégeztiik a hatasvizsgalatat a kétpupos bolharak

balatoni egyedein a viselkedés vonatkozasaban (13. abra).
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13. abra: A tiszta TIAK hatasa 48 o6ra idétartamt kisérletekben a Dikerogammarus villosus
uszasaktivitasara. Minden oszlop az atlag + SD (n = 10 allat/csoport/replikatum) jelzi.
A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia (p <0,01, egyutas ANOVA) 100 pg/lkezelési
koncentréaciondl figyelhetd meg.

A mozdulatlansagi id6tartam, mint vizsgalt végpont alapjan megallapithato, hogy 100 ng/l
kezelési koncentracional a kontrollhoz képest szignifikans kiilonbség kovetkezett be. A kezelt
példanyok az emlitett koncentracidig fokozddo inaktivitassal jellemezhetdk. A legtoményebb
oldattal kezelt csoport (kornyezeti koncentracional harom nagysagrenddel toményebb) a
kontroll egyedekhez mérhetd emelkedett aktivitdst mutatott. Tehat a kevésbé tomény
médiumok (~ kornyezeti koncentraciok: meghaladhatjak az 1 pg/l-t is) esetén fellépd hatas
miatt 2020-ban ezt a vegyiiletet is betiltottak az EU-ban. A megfigyelt az egyed szinti
megvaltozott viselkedésformak kovetkeztében tarsas viselkedési zavarok Iéptek fel, ami
hossztavon populacids szinten az egyensuly felboruldsat eredményezheti. A kezelések soran
alkalmazott legtoményebb oldat valosziniileg a fokozodd méregtelenités miatt nem okozott

komolyabb karosodast. Kismértékii, inszignifikans letalitas kovetkezett be a kezelt csoportban.
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A TIAK hatéanyagot tartalmaz6 Calypso® 480 SC kereskedelemben 2020-ig kaphatd
rovaroloszer altal a D. villosus uszasaktivitasara kifejtett hatasa (14. abra) a tiszta szerhez
hasonlo alakzati gorbéket eredményezett azzal az eltéréssel, hogy mér 30 pg/lkoncentracional

szignifikans valtozas allt be az egyedek viselkedésében, amely 100 pg/L-ig mutatkozott.
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hat4sa 48 ora id6tartamu kezelés utan. Mar 30 pg/ITIAK hatéanyag-koncentraci6 is eldidézett
a kontrollhoz viszonyitott szignifikans (p <0,001) aktivitas-csokkenést, ez az allapot
fennmaradt 100 pg/ITIAK-koncentracional is, minden oszlop az atlagot + SD (n = 10
allat/csoport/replikatum, egyutas ANOVA).

Ennél toményebb oldatban a formdzott szernél is tapasztalhatd, hogy az tuszasaktivitas
megkdzeliti a kontrollcsoport egyedeinél latottakat, vagyis az egyedek élénk mozgésat, mivel

a méregtelenités hatékonyan miikodott.

V/2. A Neonikotinoid-nak kitett Dikerogammarus Vvillosus biokémiai
valtozasai

Az enzimatikus vizsgalatok elsé 1épéseként megvizsgaltuk a tesztallat egyedein az els6foku

detoxifikacios folyamatként ismert biomarker, a multixenobiotikus rezisztencia mechanizmus
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(MXR) miikodését (15. abra). Nemcsak kezelt és kontroll csoportot alkalmaztunk, hanem egy
Time zero-nak elnevezett (To) egyedegyiittest is. Ez utobbi a nulladik iddpillanatban (az
expozicids 1d6 leteltével) az allatok szoveteiben felhalmozodott festékmennyiséget hivatott
mutatni. Ennek azért van jelentsége, mert a kontroll csoport egyedeinek szoveteibdl a kisérlet
iddtartama alatt az 6ket koriilvevd balatonvizbe diffundalt a festék mérhetd mennyisége, igy To

csoport nélkiil nehéz pontosan meghatarozni, valojaban mennyi festéket vett fel az allat.

10000

[o=]
o
o
o

6000

4000

szaraztomeg (mg)
*

2000

Fluoreszcens intenzitas (l) /

T0 kontroll_3h  2,7ng/l_3h  4,5ng/l_1,5h
Kisérleti Csoportok

15. abra: APACS 50 WG (2,7 ng/l és 4,5 ng/l 3, illetve 1,5 éras kezelés hatasa a rodamin-b
felhalmozodasara Dikerogammarus villosus tesztallatban. A fluoreszcencia adatok 58 + 32%-

kal csokkent rodamin-b szintet mutatnak a szoveti koncentraciok esetén a To csoporthoz képest
(p <0,05, egyutas ANOVA).

Az abran lathato, hogy a To és a minddssze 4,5 ng/l toménységti Apacs 50 WG balatonvizes
oldatban inkubalt csoport kdzott szignifikans kiilonbség all fent. Az Apacs SOWG rovardld szer
fokozza az MXR aktivitast, kemostimulalo hatast gyakorol az allatra. A formazdszerek és a

hatéanyag (KLO) szervezetbdl torténd kitiritése mar masfél oras expozicio alatt is nagy

hatasfokkal zajlik.
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A KLO ¢és az IMI biokémiai hatasvizsgalatainak részeként mértilk a GST enzim aktivitasat
tiszta anyagformak exponalasakor azért, hogy kideritsiik e kétfajta Neonikotinoid hatéanyag
milyen hatast gyakorol a méregtelenités II. fazisaban (els6dleges metabolitokbdl konjugatum-

képzés) aktivalodo GST-re (16. abra).
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16. abra: GST enzimaktivitas valtozasa Dikerogammarus villosus egyedek 48 oras tiszta KLO
(A) és IMI (B) kezelését kovetéen. Minden oszlop az atlag £ SD (n = 10
allat/csoport/replikatum) jelzi. Nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és a KLO-val kezelt
csoportok kozott (A). A kontrollhoz képest szignifikdnsan megndvekedett GST aktivitast
mutatott a 160 és a 250 ug/lIMI-kezelt csoport (n=10 egyed/csoport/replikatum (p <0.001,
egyutas ANOVA).

Lathat6, hogy KLO hatasara a GST aktivitas valtozdsaban nincs szignifikans eltérés a
kontrollhoz képest a koncentracid emelésével aktivitas csokkenés figyelhetd meg inszignifikans
mértékben (16/A abra). A viselkedésvizsgalatok alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a KLO
igen agressziv méreg a Dikerogammarusok szamara, viszont enzimatikus folyamatokban csak
az I. foku méregtelenitést aktivalja. Ennek okai lehetnek, hogy az MXR eliminalta a KLO-t.

Az [IMl-expoziciét kovetd GST-mérések azt mutattadk, hogy ez a szer csak magasabb
koncentracio-tartomanyban képes szignifikans hatast gyakorolni az enzimaktivitasra (16/B). Ez
igazolta korabbi viselkedés-vizsgalatokon alapuld megfigyeléseinket, miszerint az IMI nem
tekintheté olyan er6s méregnek, mint a KLO, mert azonos élettani hatasokat csak egy

nagysagrenddel nagyobb koncentracioban képes kivaltani. A KLO-t azért nem tudtuk az IMI-
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vel azonos koncentracidtartomanyban tesztelni enzimaktivitasra, mert ekkor a KLO-val kezelt
csoportokban teljes mortalitds kovetkezett be. Az IMI és a KLO esetében a klor
szubsztituenseket részben kiszoritja a glutation (GSH), ami végiill jol azonosithatd

konjugatumokat képez.

Az AChE enzimvizsgalatot elsdsorban azért tartottuk fontosnak, mert az eddigi kutatasok azt
tamasztjak ala, hogy a neonikotinoidok elsédleges tamadaspontjai a kolinerg receptorok és az
ACHhE is részt vesz a kolinerg rendszer miikodésében. Ennél fogva erdsen feltételezhetd, hogy

az AChE miikddésére, aktivitasara hatassal van a neonikotinoid expozicio (17. abra).
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17. abra: Az AChE enzimaktivitas valtozasa a Dikerogammarus villosus tesztallatban a KLO
(A) és az IMI (B) kezeléseket kovetden. Minden oszlop az atlag =+ SD (n = 10
allat/csoport/replikatum) jelzi. A kontrollhoz képest szignifikansan csokkent AChE aktivitas
volt megfigyelhetd a 16 pg/1(p <0,05), 32 ug/l(p <0,01) és 48 pg/l(p <0,001) toménységii KLO-
val kezelt csoportokban (A). Ezzel szemben szignifikansan megnovekedett AChE aktivitast
mértiink a 80 pg/L, 160 ug/L, 250 ug/lIMI-t tartalmaz6 oldatokkal kezelt csoportokban (B),
n =10 egyed/csoport/replikatum, egyutas ANOVA).

A KLO mar egész alacsony (kornyezeti) koncentracioban is képes szignifikans enzimaktivitas
csokkenést eldidézni, csokkentve az acetilkolin ingeriiletvezetd neurotranszmitter lebomlasi
sebességét, ezaltal eldsegitve annak felhalmozodasat a szervezetben, ami azért veszélyes, mert
az allat halalat okozhatja (17/A). Ezért csak az abran lathatd koncentracidtartomanyt tudtuk

vizsgalni. Ugyanakkor megallapithatd, hogy az AChE aktivitas gatlasa nem a KLO nACh-ra
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gyakorolt kozvetlen hatdsanak a kdvetkezménye, hanem a szervezet altalanos karosodott
fiziologias allapotat tiikr6z0 kozvetett hatas, amely a neonikotinoid koncentracio
novekedésének is a fliggvénye. Az IMI-t tartalmazé balatonviz AChE enzimaktivitasra
gyakorolt hatasat szemléltetd abran (17/B), lathatd, hogy a szignifikans valtozasok megjelenése
Otszor nagyobb exponalt koncentracional jelentek meg, mint a KLO esetében. Azonos
szignifikanciaszinten kozel kétszer nagyobb toménységii IMI oldat volt képes kivaltani hasonlo
mértékli valtozasokat a kontroll csoporthoz képest. Az IMI viszont nem blokkold, hanem
serkent6 hatasu az AChE-aktivitasra. igy az ACh bomlasanak fokozodasat idézi eld, neuralis

zavarokat okozva, melyek a viselkedésben manifesztalddnak.

A tiszta TIAK Neonikotinoid GST enzimaktivitasra gyakorolt hatdsat is vizsgaltuk két napos

kezelések soran D. villosus egyedeken (18. abra).
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18. abra: A tiszta TIAK hatasa a Dikerogammarus villosus GST enzim aktivitasara 48 ora
kezelési 1d6 utan. Lathatd, hogy a kisérleti iddintervallumban a kezelés nem eredményezett
szignifikdns valtozasokat a kezelt egyedeken. Minden oszlop az atlag £ SD (n = 10
allat/csoport/replikatum, egyutas ANOVA) jelzi.

Az eredmények nem mutatnak szignifikans eltéréseket a kontrollcsoporthoz képest egyik kezelt

csoportban sem. A legnagyobb kezelési koncentracié - amely megegyezik az IMI kezelések
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crer

jelez, mig az IMI ebben a koncentracio-tartomanyban szignifikans valtozasokat valtott ki.

A Calypso 480 SC formazott, TIAK aktiv hatdéanyagot tartalmazo szer hatasa (19. abra) a
tiszta formaval ellentétben mar a legkisebb kezelési koncentraciondl szignifikansan

megnovelte a GST enzimaktivitast a kontroll egyedekhez képest.
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19. 4bra: Calypso® 480 SC rovardldszer-kezelés hatasa Dikerogammarus villosus tesztéllatra.
48 ora expozicios id6 alatt a higabb oldatok esetén szignifikans (p <0,001; 10 pg/L, p <0,05;
30 pg/L) enzimaktivitas-emelkedés tapasztalhato a kontroll csoporthoz képest. Minden oszlop
az atlag = SD (n = 10 allat/csoport/replikatum, egyutas ANOVA) jelzi.

Novelve a TIAK-terhelést megfigyelhetd a kezdeti szignifikancia csokkenése, a legmagasabb
koncentracoju terhelések (100 pg/l, 250 pg/L) esetében pedig megkozelitette a kontroll
példanyok enzimaktivitdsat. A detoxifikécio sikeresnek mondhat6 a toxikusabb, formézott

vegyiilet esetében is.

A tiszta TIAK ingeriiletvezetésre gyakorolt hatasat (20. abra) vizsgalva
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20. abra: A tiszta TIAK hatasa az AchE enzimaktivitasra a Dikerogammarus villosus 48 ora
id6tartamu kezelését kovetden. A GST-hez hasonldan az AchE aktivitdsban sem kdvetkezett be
szignifikans valtozas egyik kezelt csoport egyedeiben sem a kontroll példanyokhoz képest.
Minden oszlop az atlag + SD (n = 10 allat/csoport/replikatum, egyutas ANOVA) jelzi.

Azt tapasztaltuk, hogy a kontrollcsoporthoz viszonyitva nem kdvetkezett be szignifikans
valtozas, az AChE enzimaktivitas csokkenése jellemz6. A legnagyobb exponalt koncentracio a
kontrollhoz hasonlé enzimaktivitast valtott ki. Lathato, hogy a TIAK a KLO-hoz hasonl6
modon befolyasolta az ingeriiletvezetést (a legnagyobb kezelési koncentraciot kivéve), de mivel
ECso toxicitasaban tobb nagysagrenddel elmarad a KLO-t6l, igy szignifikans eltéréseket nem
mutat. Az alacsonyabb kezelési koncentraciok esetén az AChE aktivitds viszonylag
egyenletesen csOkkent szintet mutat, mig az uszasaktivitas egyre csokken, azaz csokkend
enzimaktivitas redukalt mozgasformakat eredményez. Viszont mindkét végpontra jellemzo,

hogy a legnagyobb terhelés hatdsara a kontrollhoz hasonlo szintre all be.

A Calypso 480 SC altal kivaltott AChE enzimaktivitas-valtozas (21. abra) lefolyasa hasonlo6 a
tiszta formanal latottakkal, azzal az eltéréssel, hogy ebben az esetben szignifikdns csokkenés

kovetkezik be alacsonyabb terhelésen.
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21. 4bra: Calypso® 480 SC 48 oras rovardlészer-kezelés hatdsa a Dikerogammarus villosus
AchE enzimaktivitdsara. Az AchE vizsgalatakor megfigyelhetd az alacsonyabb TIAK
koncentracio altal kivaltott szignifikans aktivitascsokkenés a kontrollhoz képest (p <0,001; 10
ug/L, p <0,01; 30 pg/lés 100 pg/L). Minden oszlop az atlag + SD (n = 10
allat/csoport/replikatum, egyutas ANOVA) jelzi.

A legnagyobb kezelési koncentraci6 a kontrollhoz hasonld aktivitdst mutatott itt is. A
mozgasaktivitasban is elnyujtott szignifikanciat eredményezé Calypso 480 SC az
ingeriiletvezetést is markansabban befolydsolta, mint a tiszta forma. Mindkét esetben U-alaku
enzimgatlas figyelhetd meg. Kijelenthetd azonban, hogy a TIAK mérgez6 hatdsa elmarad mind

a KLLO, mind az IMI altal el6idézett valtozasoktol.
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VI. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Jelen kutatasunkban viselkedési, valamint biokémiai vizsgalatokat végeztink a
mozdulatlansagi 1d6, az Uszési aktivitds, a GST és AChE aktivitas végpontok valtozasainak
kimutatasara akut KLO, IMI és TIAK tiszta hatbanyagok, valamint Apacs 50 WG és Calypso
lokomotoros aktivitas, érzékenyek és specifikusak a neurotoxikus hatasok kimutatasara, mivel
a viselkedésben bekovetkezett valtozas varhatdan kozvetleniil vagy kozvetve az idegrendszer
mitkodéséhez kapcsolodik. A D. villosus vizsgalt rakfaj egyedein tesztelt neonikotinoidok
expozicioja altal bekovetkezd viselkedésbeli valtozasok nyomonkovetése azért sziikséges, mert
nem csupan egyedi viselkedésformak megvaltozasat figyelhetjiik meg, hanem az egyedek
egymds kozti, tarsas interakcidoinak megvaltozasat is szemiigyre vehetjiik, tovabba a
viselkedésformak megszokottdl eltéré megnyilvadnuldsa a kornyezeti stresszoroknak valo
kitettség potencialis biomarkere (Wallace and Estephan, 2004; Consolandi és mtsai., 2019).
Ilyen pl. a szokatlan testhelyzetek felvétele (hatonfekvés), valamint a kopulacios és kannibalista

hajlam feler6sodése (Englert és mtsai., 2012).
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A kisérleteket azért végeztiik szliretlen médidban, mert ily modon redlisabb képet kaphatunk a
tesztorganizmusokra gyakorolt hatasokat illetden. Ezt azért gondoljuk igy, mert - bar ezidaig a
szakirodalom nem szolgdaltatott bizonyitékot neonikotinoidok jelenlétére a Balaton
vonatkozasdban, ha ez bekdvetkezne, akkor - a szermaradvanyok az él6lények természetes
kozegével reagalnak. Ezeket a reakcidkat a vizben oldott és lebegd anyagok nagymértékben
képesek befolyasolni, megvaltoztatva a vegyszerek toxikoldgiai hatésait.

A xenobiotikumok (pl: peszticidek) szervezetre gyakorolt legjelentésebb hatasai:
neurofiziologiai, viselkedési és szaporodasi. Ezek a hatdsok néha Osszefiiggenek egymadssal,
mivel a neuroldgiai valtozasok befolyasolhatjak a viselkedést, a viselkedésbeli valtozasok pedig
hatassal lehetnek a reprodukciora, errél szamol be C.H Walker a Principles of Ecotoxicology
cimii konyvének els6 fejezetében (Walker és mtsai.., 2012a).

A KLO-kezelés eredményeként a D. villosus példanyok tszasi aktivitasa csokkent, és az allatok
kevesebb id6t toltottek nyugalmi allapotban, ami B tipusu valaszreakcidra utal. Ezzel szemben
a KLO-alapu Apacs 50 WG rovid tava alkalmazasa A-tipust valaszt okozott (Somogyvari €s
mtsai., 2020). B-tipust valaszt irtak le amerikai csoétanyoknal is KLO-kezelést kovetden, az
allatok lassan mozdulatlanna valtak, testtartasuk megvaltozott, és szinte mindegyikiik
megbénult (Tan és mtsai., 2007b). A neonikotinoidok bar agonista hatassal birnak az AChE
receptorokhoz vald kotdédés soran, ez az agonizmus szerkezettdl fiiggd hatasfokkal bir. Az
aciklikus elektronnegativ farmakofor csoportok jelenléte biztositjia a nagy hatasfoka
agonizmust. Mindez azért fontos, mert az agonista jelleg erdssége meghatarozza az adott szer
rovar0ld aktivitasat, vagyis azt, hogy adott szamu rovar elpusztitdsdhoz mekkora mennyiségii
szert kell felhasznalni. A kisebb hatasfoku vegyliletek serkentd hatast gyakorolnak a kezelt
egyedekre (A-tipust valaszreakcid), mig a nagyobb hatasfoki agonizmussal bird vegyiiletek
depressziv, paralitikus tiinetegyiitteseket idéznek el6 a kisérleti alanyok viselkedésében (B-

tipusu valaszrekacio). Egy masik vizsgalat kimutatta, hogy a KLO 1 o6ras alkalmazasat
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kovetden jelentdsen csokkent a lokomotoros aktivitdst mutatd csotanyok aranya, és ez a hatés
fliggott a KLO beaddsdnak mddjatol (a hemolimfaba vagy mas moédon) és az alkalmazott
koncentraciotdl (Benzidane és mitsai., 2010b). A mi vizsgélataink kimutattak, hogy az IMI
expozicié sokkal magasabb koncentracioban ugyan, de szintén hasonl6 hatast valt ki a D.
villosus-on kissé eltérd viselkedési mozgasokkal. A TIAK és a Calypso esetében 100 pg/l TIAK
kezelési koncentraciondl szignifikans kiilonbség mutatkozott a kontrollhoz képest. A kezelt
egyedeket ezen koncentracio eléréséig egyre novekvod inaktivitas jellemezte. A legtoményebb
oldattal (250 ng/l) kezelt csoport a kontrollcsoporthoz hasonlo aktivitast mutatott. A Calypso a
tiszta szerhez hasonlé hatasokat okozott. Azonban mar 30 pg/l Calypso-koncentracioban is
szignifikans valtozas mutatkozott az egyedek mozdulatlansagi idejében, amely 100 pg/l
Calypso esetében is szignifikans volt. Emellett a legtoményebb alkalmazott oldatban (250
ug/L) a kereskedelmi forgalomban alkalmazott neonikotinoid-készitmény a kontroll
csoportéhoz hasonld uszasi aktivitdst mutatott, azaz az egyedek élénk mozgast mutattak,
ugyantgy, mint a tiszta hatébanyag esetében. A TIAK hatasat zebradanio-larvakon (Danio rerio)
IS vizsgaltak a spontan farokmozgas aktivitas, mint végpont tekintetében. Eredményiil kaptak,
hogy a faroktekercselések szama csokkent (Von Hellfeld és mtsai., 2022; (von Wyl és mtsai.,
2023). Az izmok integritasat a zebradanido larvak esetében a TIAK befolyasolja (Sarah

Koénemann, Melissa von Wyl, 2022).

Az MXR-aktivitast a kereskedelmi forgalomban kaphat6, KLO alapit APACS 50 WG rovarolo
szer akut hatasanak vonatkozasaban vizsgaltuk a D. villosus mozdulatlansagi idejére. Az
eredményeket az APACS-kezeléssel és APACS-kezelés nélkiil mért rodamin-akkumulacios
adatok kiilonbségei alapjan értékeltiik - mindkett6t a To szinthez hasonlitottuk. Kimutattuk,
hogy 3,9 ng/lkoncentracioban az APACS csokkentette a mozdulatlansagi idét. Méréseink
alapjan bebizonyosodott, hogy az APACS 50 WG rovarold szer fokozza az MXR-aktivitast

(kemostimulacio). Bar a neonikotinoidok MXR rendszerre gyakorolt hatdsarol csak kevés
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irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre, izolalt kagylo kopoltylja esetében azt talaltak, hogy az
APACS 50WG az MXR szubsztratjaként, mig a hosszi tavi kezelés esetében
kemostimulatorként miikodott (Vehovszky ¢és mtsai., 2018). Eredményeinkbdl arra
kovetkeztetiink, hogy alacsony neonikotinoid-koncentracidé mellett a neonikotinoid (és a
formazoszerek) altal kivaltott oxidativ stressz karositja az intracellularis kompenzacios
mechanizmusokat, ami a neonikotinoidok (és a formazoszerek) altal kivaltott toxicitassal
szembeni fokozott aktivitast eredményez. Az MXR-aktivitas tekintetében a Dikerogammarus
egy nagysagrenddel nagyobb érzékenységet (ng/l) mutatott az APACS 50WG-vel szemben,

mint a kagyloknal (Vehovszky és mtsai., 2018) .

A szubletalis biokémiai hatasokat a GST- és AChE enzimaktivitassal mértiik. A GST enzim
aktivitasa fontos szerepet jatszik a II. fazisu méregtelenitési folyamatban. A GST katalizalja a

karosodastol.

A GST enzim aktivitasanak jelentds novekedését figyeltilk meg a Calypso kezelések utan, ami
arra utal, hogy a D. villosus a GST aktivitas révén képes lehet a Calypso TIAK tartalmanak
eliminalasara. Eredményeink azt mutattak, hogy az alacsonyabb koncentracioknak jelentésebb
hatésa volt, mint a magasabb koncentracioknak. A GST-aktivitas a 10 és a 100 pg/ICalypsoval
kezelt csoportokban nétt meg. A szignifikdnsan megndvekedett GST-aktivitas csak ebben a 2
vizsgalt csoportban volt megfigyelhetd, de a legmagasabb koncentracioban a GST-aktivitas mar
nem kiilonbozott szignifikansan a kontrollcsoportban tapasztaltaktol. A Calypso-expozicio altal
kivaltott megnovekedett GST-aktivitas a detoxikacios folyamatok aktivaloddsara utal a kezelt

gammaridakban.

Az IMI altal kivaltott oxidativ stressz 20 ug/L koncentracidoban szintén megndvekedett GST-

aktivitast valtott ki a bentikus kagylokban (Shan és mtsai., 2020). A Confidor 200 SL (az IMI

crer
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szamoltak be a Gammarus fossarum ((Koch, 1836)) amfipoda esetében (Malev és mtsai.,
2012b). Egy masik vizsgalatban az IMI-t Folsomia candida (Willem, 1902) fajon tesztelték, és
az IMI megndvelte a GST-aktivitast (Sillapawattana & Schiffer, 2017) . Az IMI kornyezeti
(Saccostrea glomerata; Gould, 1850) hemolimfajaban a GST aktivitas jelendésen megnott
(Ewere és mtsai., 2020). A fekete tigrisrak (Penaeus monodon; Fabricius, 1798) szdvetében is
emelkedett GST-aktivitast mértek a hasiiregben és a hepatopancreasban egyarant (Butcherine
¢s mtsai., 2022b) . A Mospilan csokkentette a GST aktivitast a D. magna-ban, amit a szubsztrat

késleltetett vagy gatolt oxidacidja okozott (Mortl, Vehovszky, €s mtsai., 2020) .

A KLO kezelések utan nem talaltunk valtozast a GST szintjében, ami azt jelzi, hogy a D.
villosus nem képes a KLO-t a GST aktivitas segitségével eliminalni. Ugyanakkor a 160 és 250
ug/L IMI-vel kezelt csoportokban szignifikansan megnovekedett GST-aktivitast figyeltiink
meg. Az eredmények azt jelezték, hogy a magasabb koncentracioknak markansabb hatasa volt

az alacsonyabb koncentraciokhoz képest.

A TIAK ¢és KLO biotranszformacidjarél tudomdsunk szerint nem szamoltak be a
szakirodalomban, de az IMI négy vizsgalt metabolitja koziil az IMI-ol kdnnyen
biotranszformalodott az IMI kiindulési hatéanyagbol (Huang és mtsai., 2021) . Mint ismeretes,
a piridinil (A1) kloér-szubsztituenseket részben kiszoritja a glutation (Casida, 2011) ,ami arra
utal, hogy a GSH a kulcsa az IMI altal okozott fokozott GST-aktivitdsnak (Somogyvari és
mtsai., 2022) . Valoszinli, hogy a magasabb kezelési koncentracioknal (100 pg/L felett) a
szabad GSH mar a 2 napos kezelés sordn elfogyott. A GSH fogyasa/eltiinése a kezelés sordn a
konjugatképzés lassuldsdhoz vezethetett. Ezért a kezelési iddszak végére a GSH hidnyaban a
GSH aktivitdsa mar nem valtozott meg. Ezt megerdsitették azok a vizsgalatok, amelyekben a
GST-aktivitas mértéke a neonikotinoid-expozicié iddtartamatol fiiggott (Radwan & Mohamed,

2013; Stara ¢s mtsai., 2021).
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Biokémiai szinten vizsgaltuk az AChE enzimaktivitas valtozasait a IMI, KLO, TIAK ¢és a
Calypso hatasara. A mas peszticidekre vonatkozo korabbi megfigyelésekkel ellentétben a
neonikotinoidok nem gatoljak kozvetleniil az AChE aktivitast. Ez valdsziniileg annak
koszonhetd, hogy az ACh-val ellentétben a neonikotinoidok nem hidrolizalodnak az AChE
enzim révén. Masrészt egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az AChE a neonikotinoidok
potencialis célpontja, mivel kiilonb6zd fajok rovardldszerrel kezelt allatainak szdveteiben
megvaltozott AChE-aktivitasrol szamoltak be (Boily és mtsai., 2013; Sarah Kénemann, Melissa
von Wyl, 2022). Mindemellett azt sem zarhatjuk ki, hogy az AChE kozvetleniil is

kdlcsonhatasba 1éphet a neonikotinoidokkal.

A TIAK és a Calypso D. villosus-ra gyakorolt lehetséges kozvetett hatasainak vizsgalatakor
megfigyeltiik, hogy az AChE enzim aktivitasa szignifikansan csokkent a kereskedelmi
készitmény alkalmazasa utdn minden alkalmazott koncentracional. Az AChE-aktivitas
valtozasat azonban nem talaltuk szignifikansnak a tiszta hatoanyag esetében, de mindkét

esetben U alaku enzimgatlast figyeltiink meg a koncentracio fliiggvényében.

KLO exponalasakor azt talaltuk, hogy az AchE aktivitasa szignifikdnsan csdkkent minden
kezelt csoportban. Tovabba szintén szignifikans enzimaktivitas-emelkedést mutatott az IMI-vel

kezelt 80 pg/L, 160 pg/L és 250 ng/L csoport is.

Az irodalomban kevés adat all rendelkezésre a TIAK ¢és a KLO kolinerg rendszerre, kiilonosen
az AChE-aktivitasra gyakorolt hatasairol. Az IMI az AChE-aktivitas U-alakua gatlasat idézte eld
a kagylo kopoltytiban a magasabb koncentracio-tartomanyokban. Masrészt a TIAK
ugyanebben a vizsgalatban fokozott aktivitdst mutatott (Dondero és mtsai.,, 2010) . A
legnagyobb alkalmazott 10 mg/kg Calypso koncentracié az AChE aktivitas csokkenését okozta
foldigilisztan, és 1 mg/kg szintén csokkenést okozott ugyanebben a vizsgalatban (Lackmann és
mtsai., 2023) . A nem célzott vizi szervezetek esetében az IMI-expoziciot kdvetden csokkent

AChE-aktivitasrol szamoltak be garnélarakok (Butcherine és mtsai., 2022b) , osztrigak (Ewere
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és mtsai., 2019) és zebradanidak (Guerra és mtsai., 2021) esetében. A vizi szervezetek esetében
a neurotoxikus szerek miatt megndvekedett AchE-aktivitds nem szokvanyos kovetkezmény
(Tian és mtsai., 2018).Ismereteink szerint rajtuk kiviil csak 2 vizsgdlat mutatta ki méheken,
hogy az IMI megnovelte az AChE aktivitdsat neonikotinoid kezelések hatasara. Az IMI erds
kotédése az ACh receptorokhoz a kolinerg neuronok folyamatos aktivalodasat eredményezte,
amit hajlamos kompenzalni a megnévekedett AchE-szint, mindez pedig hasi gorcsoket és a
normalis bélmiikodés zavarat okozta (Pervez & Manzoor, 2021). A neonikotinoidokkal valo
félmez0bs és szabadfoldi expozicidt kovetden a méhek fokozott AChE-aktivitasat jelezték, és ez
a méhek tulélésének csokkenésével jart egyiitt (Boily és mtsai., 2013). Eredményeinkbdl
kideriil, hogy a TIAK, a KLO és az IMI is neurotoxikus a D. villosus szamara az AChE aktivitas
gatlasdnak, IMI esetében novelésének eldsegitésével. A viselkedésben bekovetkezett
valtozasok szintén Osszefliggésbe hozhatok az AChE-aktivitasban megfigyelt valtozasokkal. A
neurondlis elvaltozdsokat okozd egyéb sejtes/neurondlis valtozasok ellenére azonban maés
biokémiai folyamatok is szerepet jatszhatnak, mivel az AChE aktivitdsa és mas kolinerg

folyamatok el6forduldsa nem korlatozddik az agy- és neuronszovetekre (Luo és mtsai., 2021).

Vizsgélatainkbdl a kdvetkezd kovetkeztetések vonhatok le:

1. A viselkedési és a biokémiai tesztek is alatamasztjak, hogy a KLO erdsebb méreg, mint
az IMI. A megnovekedett kopulacios hajlam majd kdbulatot mutatd testhelyzetek
felvétele egy nagysagrenddel kisebb kezelési koncentracidban tortént meg KLO

alkalmazasa esetén.
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6.

A KLO tiszta hatdéanyagként és vegyszer formdjaban alkalmazva egyarant igen
agressziv neonikotinoidnak tekinthetd. A toxikologiai kép még arnyaltabb, ha

figyelembe vessziik, hogy a TIAM elsddleges metabolitja a KLO.

Az Eurdpai Unidban egyid6ben torténd betiltasukat az IMI sokkal nagyobb mértékii

felhasznaldsa és a tobb negativ 6kotoxikologiai tapasztalat eredményezhette.

A TIAK ¢és a KLO esetében is kimutathatd, hogy a formazott szer szignifikdnsan
nagyobb mértékili viselkedési és biokémiai valtozasokat képes indukdlni az izeltlabu

szervezeteknél, mint a tiszta hatdéanyag.

Fény deriilt arra, hogy az altalunk alkalmazott D. villosus organizmus olyannyira
igéretes Okotoxikologiai tesztszervezet, hogy modellszervezetté nyilvanitdsa a
neonikotinoid hatdsvizsgalatok hatékonysaganak novelése érdekében meglehetdsen

1d6szer.

Az emlitett szubletalis hatdsok gyakran csak a szennyezett élettér rekultivalasaval
sziintetheték meg, mert a vizi ¢élélények sok esetben nem képesek elhagyni a
szennyezett vizteret, ennek kovetkeztében a neonikotinoidok szubletalis
koncentracioban torténd kronikus expozicidja az adott biotopban akkumulacié révén
letalitast eredményez. A szarazfoldi fajok tekintetében a kijuttatott rovardlészerek
szignifikansan nagyobb koncentracidban lehetnek jelen, mint vizi kdrnyezetben, igy a
nem célfajok egyedei bar elhagyhatjak a szennyezett teriiletet az akut expozicio altali

kitettségiik nagyobb ardnyban okozhat mortalitast.

94



7. Mindezek miatt haladéktalanul sziikséges a neonikotinoidok megreformalasa,
szelektivitasuk novelése, vagy 0jtipust rovardld szerek kifejlesztése annak érdekében,

hogy a lehetd legkisebb legyen a nem célzott fajok veszélyeztetettsége.

8. Még mindig sok a kérddjel, kulcsfontossaguak a tovabbi kutatdsok a neonikotinoidok
nem célszervezeteket érintd hatasival kapcsolatban, mert csak ily modon valik lehetévé

a jol atgondolt irdnyelvek megalkotasa a vizi 6koszisztéma megdrzése érdekében.

A KLO hatéanyag 6kotoxikologiai hatdsait tiszta és formazott vegyszerként Intézetiink mas
kollégai is vizsgaltak a jelenleg egyik legnépszeriibb vizi modellfaj, a D. magna egyedein
(Takécs és mtsai., 2017). A vizsgalat soran kidertilt, hogy a formazott szer 46,5-szer mérgezdbb
a D. magna-ra nézve, mint a kémiailag tiszta KLO hatdéanyag. Munkank sordn mi is hasonl6
eredményre jutottunk a D. villosus tesztallattal kapcsolatban, azaz, hogy a formazott szer
toxikusabb, mint 6nmagaban a hatéanyag. Esetiinkben azonban az eltérés harom nagysagrend.
Tehat a készitményben taldlhaté linearis-alkilbenzol szdrmazékok (LAS), mint leggyakrabban
hasznalt formazoszereknek igen jelentds szerepet jatszanak az 6kotoxicitasban. Ezért az iparnak
a természetvédelmi szempontokat figyelembe véve, torekednie kell az atoxikus vivéanyagok
alkalmazasara.

Jelen kutatasi munka sordn bizonyitdst nyert az a vilagszerte szamos neves Okotoxikologus
neonikotinoid kutato altal felallitott hipotézis, miszerint a neonikotinoidok okotoxikologiai
hatasait elemz0 tesztekben mindeziddig modellszervezetként alkalmazott (hal és rak) fajok
viselkedési €s biokémiai valaszai nem kelld mértékben képesek reprezentalni egy adott biotop
neonikotinoid terheltségét. Ez a felismerés azért fontos, mert a kronikus, kismértékii kitettség
predesztinalt hatasainak szignifikancia szintjeit befolyasolja a kornyezeti kockazatbecslések
soran (Zaller and Briihl, 2019). A gyakorlatban ugyanis a folyamatos kismértékii kitettség a

jellemzg vilagszerte. Ez aldl a pulzus-koncentraciokat el6idéz6 (pl. meteoroldgiai) események
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kivételek. Bizonyitott, hogy a pulzuskoncentraciok ismétlédése hosszutavon negativan
befolyéasolja a legérzékenyebb fajok denzitasat (Pestana és mtsai., 2009a, 2009b; Mohr és
mtsai., 2012;Van Dijk és mtsai., 2013). Az altalunk - jelen statuszban tesztallatként —
alkalmazott D. villosus rakfaj szazszor érzékenyebbnek mondhato a D. magna
modellszervezetnél (22-23. abra). Ezek az abrak arrol is tantiskodnak, hogy miért gondoltak
hogy miért van sziikség érzékenyebb tesztszervezetek alkalmazasara: Ezidaig olyan
modellszervezeteken vizsgaltak ezeket a szereket, melyek valaszreakcioi szignifikansan

elmaradnak az ujonnan alkalmazott, érzékenyebb fajokhoz képest.

0 kornyezeti konc. W LOEL hal @ LOEL Daphnia W LCys hal @ ECq Daphnia[mg LY
I = kronikus toxicitas I - akut toxicitas
acetamiprid
¢ v b4 o
T T T T T T T T T T 1
0,002 02 1 25 50 75 100 125 150 500 mg L~
thiamethoxam
[ J
L 4 v ® v
T T T T T T T T T T 1
0,002 02 1 25 50 75 100 125 150 500 mg L
thiacloprid
A A
* y v
T T T T T T T T T T 1
0,002 02 1 25 50 75 100 125 150 500 mg L
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’ Max. kornyezeti konc. v LOEL hal @ LOEL Daphnia v LCy, hal o EC,, Daphnia [mg L]
LCgy D v
acetamiprid ‘ v x .
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 5 10 15 20 25 50 100 150 500 mg L
LCg D.v
ECq, D. ] P
thiamethoxam ’ l v ® v
T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 5 10 15 20 25 50 100 150 500 mg L-l
LCqq D. v
ECq, D. P PY
thiaclopria ‘® l |4 v
T T T T T L T T T 1
0,0 0,2 0,4 5 10 25 50 100 150 500 mg L

22-23. abra: A legelterjedtebb, o6kotoxikologiaban hasznalt tesztszervezetek legkisebb
megfigyelt, hatasos és halalos koncentracio-kiiszobértékei harom fajta neonikotinoid hatéanyag

crer

Munkaénkkal jelezni kivanjuk, hogy a kétpupos bolharak modellszervezetté torténd mindsitése
szamos kutatasi eredmény alapjan indokolt és idOszerli lenne. Mindazonaltal ismert, hogy a
Gammarus fajok és altalanossagban a rakok ECsp dozisai (immobilitds, enzimaktivitas) 1-2
nagysagrenddel elmaradnak a vizi rovarok hasonlo élettani jellemzo6itél mind akut, mind
kronikus tesztekben. Jelenlegi tudasunk szerint az arvaszunyogok (Chironomidae csalad),
kérész fajok (pl: Cloeon dipterum [Linnaeus, 1761]) és tegzesek (pl: Sericostoma vittatum
[Rambur, 1942] valamint rakok koéziil a Ceriodaphnia dubia [Richard, 1894] és a kagylosrakok
osztalyanak fajai (Cypridopsis vidua [Mueller, 1776], Cypretta seurati [Gauthier, 1929],
Ilyocypris dentifera [G.O. Sars, 1903] jelzik els6ként az adott élettér neonikotinoid terheltségét
(Sanchez-Bayo and Goka, 2006; Alexander és mtsai., 2007; Stoughton és mtsai., 2008;
Pestanaés mtsai., 2009a, 2009b; Goulson, 2013; Roessink és mtsai., 2013; Anderson és mtsai.,
2015). Szubletalis hatasként a tanulasi, a navigacios és taplalékkeresési funkciok karosodnak
leginkabb, amelyek hossztavon a biocondzisok nagymértékii karosodasahoz vezethetnek (van

Dijk, 2010; Walker és mtsai. 2012; Gill és mtsai., 2012). Mindezek arra utalnak, hogy a
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Gammarusok mellett az emlitett rovartaxonokat is modellszervezetté kellene nyilvanitani.

Ezzel nagy 1épést tehetnénk a kornyezetkimélobb mezdgazdasag kialakitasa felé.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésben kozolt munka célja volt annak tanulmanyozasa, hogy, milyen
viselkedési és élettani hatdsokat gyakorolnak a kiilonb6z6 neonikotinoid rovardld szerek a
Balatonban igen elterjedt, invaziv D. villosus rakfaj felnétt egyedeire.

Tudomasunk szerint a jelen dokumentumban leirtak az elsé olyan vizsgalatsorozatot képezik,
melyben az altalunk alkalmazott kisérleti alanyon neonikotinoid inszekticidek dkotoxikologiai
teszteléset végezték akut kezelések soran, kornyezeti relevans és magasabb koncentracioban.
literes kozepes méretii koveket ¢és kvagga kagylokat tartalmazd kadakban, sziiretlen
levegbztetett balatonvizben tartottuk a bolharak egyedeket. Etetésiik sargarépaval ad libitum
tortént. A viselkedésvizsgalatok rogzitett kisfilmek alapjan, Fiji ImageJ szoftveres elemzéssel
késziiltek.

Az MXR mérésekhez meghataroztuk az egyedek teljes fehérjetartalmat Bradford- modszerrel.
A GST-aktivitas meghatarozasat a Sigma-Aldrich modszer alapjan végeztiik. Az AChE-
aktivitas meghatarozasa az Ellman-modszerrel tortént. A statisztikai elemzéseket OriginPro
szoftverrel végeztiik.

A szisztemikus rovarold szerek kozé tartozo neonikotinoidokat vilagszerte egyre nagyobb
aranyban hasznaljdk a termésatlagok novelésére. A kutatdsok ravilagitottak arra, hogy mas
rovarellenes szerekhez viszonyitva a neonikotinoidok hosszabb ideig jelen lehetnek a talajban,
ahonnan a jo vizoldékonysag révén konnyen kimosodhatnak és kiilonbozd, nem célzott
¢letterekben is kifejthetik hatasaikat. A legfontosabb negativ hatasuk, hogy azokon a
biotopokban, ahol megjelennek kiilonb6zo 1d6jarasi események, pl: es6zések hatdsara a vartnal
nagyobb koncentracioban fordulhatnak eld, amely potencidlis veszélyt jelent a bioconozis

szerkezeti és funkcionalis egységére.
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Az okotoxikologiai tesztek kiilonbozd biomarker végpontokat vizsgalnak, melyek alapjan
megallapithatd, hogy egy adott teszt- vagy modelszervezet (mely gyakran nem célszervezet)
mekkora mértékli érzékenységet (szignifikdns biokémiai véalaszok reprodukcidja) tanusit a
vizsgalt szer vonatkozasaban. Jelen értekezés témajaul szolgald kutatasban a D. villosus
felsorendii  rakfajt valasztottuk hatasviseloként. A D. villosus o6kotoxikologiai
tanulmanyozasanak jelent6sége abban all, hogy a vilag egyik leginvazivabb édesvizi rakfaja,
igy szignifikans hatast gyakorol a biocondzisokra. Vizsgalatainkban kiilonbdzé neonikotinoid
rovardldszer hatdanyagokat vettiink gorcsé ala. Ezek voltak a KLO, az IMI és a TIAK. A KLO
¢s a TIAK esetében sor keriilt kereskedelmi forgalomban 2018-ig, illetve 2020-ig kaphat6
formazott szer exponaldsara is. IMI-t tartalmaz6 szerhez nem jutottunk hozza. A vizsgalt
végpontok a viselkedés tekintetében az immobilitasi idGtartam €s az Giszasaktivitas, biokémiai
vonatkozasban a GST ¢és az AchE enzimaktivitas-vizsgalatok voltak.

Az APACS 50 WG a kisérleti alany immobilitasi idétartamra vonatkozoé viselkerdését mar 3,9
ng/l koncentracioban szignifikansan csokkentette.

A vegytiszta KLO viselkedésvizsgalatabol kidertilt, hogy az immobilitési idGtartamot és az
uszasi aktivitast is szignifikdnsan csokkentette abnormalis viserlkedési mintdzatok eldidézése
mellett kdrnyezeti €s magasabb koncentracidban minden kezelt csoportnal (16, 32, 48 ug/L).
A tiszta IMI a kornyezeti konentracional magasabb tartomanyban eredményezett abnormalis
viselkedésformakat, szignifikansan csékkentette eldbb az Giszasaktivitast (20, 80 ug/L), majd a
mozdulatlansagi id6tartamot (250 pg/L) a kontrollhoz képest.

A tiszta TIAK szignifikansan ndvelte az immobilitasi 1d6t a kornyezeti koncentracional
nagyobb toménységben (100 pg/L), bar nem okozott oly mértékii abnormalitast a
vislekedésben, mint a KLO, vagy az IMI.

A Calypso 480 SC, mint formazott TIAK keriilt exponalasra. Az immobilitasi idétartamot a

tiszta szernél harmadaval kisebb toménységben (30-100 pg/L) is képes szignifikansan ndvelni.
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A kutatds biokémiai vonatkozdsdban elmondhatd, hogy az MXR mechanizmusban
bekovetkezett szignifikins kemostimuldciot az APACS 50 WG KLO-tartalmu inszekticid
minddssze 4,5 ng/lkoncentracioban, mar 1,5 ora expozicid alatt is képes kifejteni.

GST tekintetében tiszta KLO exponalasakor nem mutattak szignifikans eltérést egyik kezelt
csoportban sem (16, 32, 48 pg/L), azonban a tiszta IMI magasabb kezelési koncentracioknal
(160, 250 ng/L) szingifikans novekedés figyelhetd meg az enzimaktivitasban. A tiszta TIAK
nem valtott ki szignifikans valtozast a méregtelenités ezen fazisaban, de a Calypso 480 SC 10
és 30 pg/ltdoménységben szignifikansan novelte a GST aktivitast. Az AchE enzimaktivités-
valtozast meghatarozva kimutattuk, hogy a KLO minden kezelt csoportban (160, 250 pg/L)
szignifikdnsan csokkentette az ingeriiletvezetést, mig az IMI a tdményebb kezelési
koncentraciok exponalasakor (80, 160, 250 ng/L) szignifikdnsan serkentette azt. A TIAK nem
valtott ki szignifikans elvaltozast az ingeriiletvezetésben, a Calypso 480 SC viszont 10, 30 és
100 pg/lkezelési csoportoknal szignifikans blokkold hatassal bir.

Kimutattuk azt is, hogy amennyiben a kisérleti alany fogsdgban tartva nem nem taplalhato a
természetes eleségével, akkor alternativ taplalékokkal torténd etetés toxikoldgiai szempontok
figyelembevételével, ellendrzés mellett igenis lehetséges. Esetiinkben a sargarépa taplalék
antioxidans tartalma nem befolyasolta szignifikansan a vizsgalatok toxikologiai
végkimenetelét.

Annak megértése, hogy az allatok hogyan képesek sikeresen megbirkdzni ezekkel a
vegyiiletekkel, és hogyan tudnak megfeleld adaptiv valaszokat kifejleszteni a viselkedéstdl a
molekularis szintig, dsszetett probléma. Mivel azonban a legtobb kutatas a neonikotinoidok
méhekre gyakorolt hatdsara 6sszpontositott, csak korlatozott adatok allnak rendelkezésre a vizi,
nem célzott gerinctelenekre (pl. a rakfélekre) gyakorolt hatasokrol.

Munkankkal szeretnénk felhivni a figyelmet a vizi tesztdllatokkal torténd oOkotoxikoldgiai

tesztek jelent6ségére, valamint arra, hogy milyen fontos a névényvédé-szerek szelektivitasanak
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novelése és az érzékeny fajok keresése. Ezen célok eszkozéiil szolgalhat a kdrnyezeti

kockazatbecslések és a felszini vizekre vonatkoz6 iranyelvek rendszeres feliilvizsgalata.

VIIL. KOSZONETNYILVANITAS

A Szegedi Tudomanyegyetem kornyezettudomanyi alap- és mesterképzése megalapozta
szenvedélyemet és fokozta érdeklddésemet a természet- és kornyezetvédelem irant. A

szakmdban egyre tobb megvalaszolando6 kérdés meriil fel, melyeknek oka az egyre nagyobb
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méreteket 61t6 human beavatkozas a fizikai-kémiai és ujabban bioldgiai folyamatokba. Ez
utobbinak részét képezi az egyre novekvo népesség élelmiszerellatasi problémaja, amelyet
a termésatlagok novelésével igyekeznek megoldani. Ennek mindezidaig a vegyszeres
kezelés képezte a dontd részét. 1dérdl idére valamennyi vildgszerte népszerli peszticidet
illetéen bebizonyosodik, hogy a nem célzott élettereket és életkdzosségeket érintd hatasok
olyan mértékliek, hogy az adott szer betiltdsra kerlil. A munkink soran vizsgalt
Neonikotinoid rovar6ld szerek szintén globalis kornyezeti problémak eldidézoi lettek. A
kornyezettudoméanyban tevékenykeddket pedig a probléméak megolddsa motivalja. Ennek
kapcsan lettem a Pannon Egyetem Kémiai és Kornyezettudomanyi Doktori Iskoldjanak
doktorandusz hallgatdja Prof. Dr. Padisak Judit professzor asszony témavezetésével.
Kutatohelyem az akkori nevén Balatoni Limnologiai Intézet Kisérletes Allattani
Osztalyanak Kornyezetkémiai és Okotoxikologiai Kutatocsoportja lett (mai név: Balatoni
Limnolégiai Kutatéintézet, Okofiziolégiai és Kornyezettoxikologiai Kutatocsoport), ahol
Dr. Gyéri Janos témavezetésével, Dr. Felpécziné Farkas Anna, Dr. Vehovszky Agnes,
Dr. Pirger Zsolt utmutatasaval végeztem munkamat. Ezaton is halasan koszondom
mindennemi szakmai és barati segitségiiket, tamogatasukat, tanacsaikat, melyekkel végig
kisérték tanulmanyaimat €és hozzajarultak a szakmai sikereken tulmenden a pozitiv,
motivald munkahelyi 1égkor kialakitdsdhoz, valamint lendiiletet adtak 1j Otletek
megsziiletéséhez.

Tovabba koszonettel tartozom a BLKI volt és jelenlegi igazgatojanak: Prof. Dr. G-Toéth
Laszlonak és Dr. Erés Tibornak, akik mindig szivélyes tamogatasukrdl biztositottak.

Az intézeti munkatarsak kiemelném Dr. Svigruha Réka, Dr. Fodor Istvan, Dr. Molnar
Laszlo, Laszlé Zita, Nagyné Fekete Zsuzsanna személyét, akik szakmailag €s baratilag

egyarant hozzajarultak munkdm eredményességéhez.
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Koszonet illeti a Pannon Egyetem Mérnoki Kar munkatrsait beleértve Limnologiai
Intézeti Tanszék munkatarsat, Siki Andreat, akik hattértamogatasukkal segitették
munkamat, valamint a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Kornyezettudomanyi
Intézet Agrar-kornyezettudomanyi Kutatokézpontjanak munkatarsat Mortl Mariat is,
aki az analitikai mérések volt segitségemre.

Csaladomnak, barataimnak is szeretném kifejezni halas koszonetemet, mert nélkiiliik
mindez nem johetett volna létre.

A személyes érintettségeken tul, koszonetemet fejezem ki az Orszagos Tudomanyos
Kutatasi Alapnak (OTKA K112712; Gy.J.), valamint a Széchenyi Terv Plusz
programnak (RRF 2.3.1 21 2022 00008), hogy az Altaluk biztositott projektek anyagi

forrasaibol finanszirozhattuk kutatasunkat.
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X1. EREDMENYEK TEZISSZERU OSSZEFOGLALASA

1. Az APACS 50WG KLO-t tartalmazé rovardldszer:
- 3,9 ng/l koncentracidban 3 ora kezelési id6 alatt szignifikansan csokkentette a
kisérleti alanyok immobilitasi idOtartamat
- 4,5 ng/l koncentracioban 1,5 6ra kezelési idtartam alatt szignifikdnsan fokozta az

MXR sejtszintli védekez6-mechanizmus mitkddését

2. Atiszta KLO:
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- minden kezelési csoportban (16, 32, 48 pg/L) szignifikansan csdkkentette mind az
immobilitasi id6t, mind az Gszasi aktivitast

- nem eredményezett szignifikans valtozasokat a GST enzimaktivitasban egyik kezelt
csoportban sem (16, 32, 48 ug/L)

- minden kezelt csoportban (16, 32, 48 ng/L) szignifikdins AChE enzimaktivitas

gatlast okozott

3. Atiszta IMI:

- alacsonyabb kezelési koncentraciokban (20, 80 pg/L) az Uszasi aktivitast, mig
toményebb oldatokban torténd expozicid soran az immobilitasi id6t csdkkentette
szignifikdns mértékben

- toményebb médidban (160, 250 pg/L) szignifikdns GST enzimaktivitas-emelkedést
valtott ki

- toményebb oldatokban ( 80, 160, 250 ug/L) szignifikdnsan serkentette az AChE

aktivitast

4. A TIAK-tartalmt Calypso 480 SC rovardloszer:
- atiszta formdhoz hasonl6 valtozasokat indukalt, azonban mar 30 ug/l toménységii
médium is szignifikdns ndovekedést eredményezett az immobilitasi idétartamban
- 10 ¢és 30 pg/l toménységh kezelésekben szignifikdnsan serkentette a GST-aktivitast
- szignifikansan gatolta az ingeriiletvezetést a 10, 30, 100 pg/l toménységl kezelt

csoportokban

5. Atiszta TIAK:
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- akontrollhoz képest 100 pg/l kezelési koncentracidig egyre ndvekvd mértékben 100
ug/l-nél pedig mar szignifikansan novelte az immobilitasi idStartamot a kezelt
egyedeknél

- nem befolyasolta szignifikdns mértékben a GST-altali detoxifikaciot egyik kezelt
csoportban sem (10, 30, 100, 250 pg/L)

- hatasara nem kovetkezett be szignifikdns véltozads az AChE-aktivitdsban egyik

kezelt csoportban sem (10, 30, 100, 250 pg/L)

XIl. RESULTS OF THE STUDIES

1. APACS 50WG KLO-containing insecticide:

- at a concentration of 3.9 ng/l, during a treatment time of 3 hours, it significantly reduced the

duration of immobility of the experimental subjects

- at a concentration of 4.5 ng/l during a treatment period of 1.5 hours, it significantly enhanced

the functioning of the MXR cellular defense mechanism

2. Pure KLO:
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- significantly reduced immobility time and swimming activity in all treatment groups (16, 32,

48 ng/L)

- did not result in significant changes in GST enzyme activity in any of the treated groups (16,

32,48 pg/L)

- significant inhibition of AChE enzyme activity in all treated groups (16, 32, 48 ug/L)

3. The pure IMI:

- in lower treatment concentrations (20, 80 pg/L) the swimming activity was significantly

reduced, while the immobility time during exposure in more concentrated solutions

- in more concentrated media (160, 250 pg/L) it caused a significant increase in GST enzyme

activity

- significantly stimulated AChE activity in more concentrated solutions (80, 160, 250 pg/L)

4. The TIAK-containing Calypso 480 SC insecticide:

- induced changes similar to the pure form, however even a medium with a concentration of 30
pg/l resulted in a significant increase in the immobility duration

- significantly stimulated GST activity in treatments with concentrations of 10 and 30 pg/1

- significantly inhibited nerve conduction in the groups treated with concentrations of 10, 30,
100 pg/l

5. The pure TIAK:

- compared to the control, up to a treatment concentration of 100 pg/l, it increased the

immobility duration in the treated individuals to an increasing extent, and at 100 pg/1

- did not significantly affect detoxification by GST in any of the treated groups (10, 30, 100,

250 pg/L)
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- no significant change in AChE activity occurred in any of the treated groups (10, 30, 100, 250

ng/L)

X11l. FUGGELEK

Megjegyzés: A tabldzatokban ismertetett referencidk nem szerepelnek kiilén az

irodalomjegyzékben. azonban a tabldzatok hivatkozott irodalmaiban fellelhetdek.

XI1/1. A neonikotinoidok kornyezeti koncentracidira vonatkozo
adatok
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Mintateriilet Mintavételi Atlagos neonikotinoid koncentracié (ng/g)

(szantofoldek  Orszag ~ Num@vételi o ak  Szantofoldi Referencia
. iddszak (év) . kultira IMI KLO TIAM
szama) (évszak)
28 USA 2012 valtozd 4 34 2,3 Stewart és
18 UK 2013 Tavasszal, valtozé 1,62 4,89 04 . OI‘e(SZS’iEm
vetés eldtt Limay-Rios és
25 Kanada 2013 -2014 kukorica 3,45 0,91 mtsai (2015)
7 UK 2013 Nyéron olajrepce 3,03 1328 346  Dotias s misai
(2015)
(10 honappal vetés utan)
kukorica és de Perre és
3 USA 2011 - 2013 Folyamatosan sz6a 2,0-11,2 misai (2015)
50 USA  2012-2013 kukorica 7 Xu és misai
. (2016)
Nyaron Xu & .
. u és mtsai
27 Kanada 2012 - 2014 olajrepce 57 (2016)
i ) Osszel, vetés o Heimbach és
35 Németorszag 2013 elott valtozd 2,1 mitsai (2016)
Samson-
Kanada kukorica 55700 63400 Robert és

mtsai (2014)

13. tablazat: Neonikotinoid koncentraci6 a miivelési teriiletek talajaiban (Wood és Goulson,
2017)

TIAM KLO IMI ACT TIAK
Virosi és vidéki
mintak
Detektalasi 2 2 31 100 76
gyakorisag (%)
Maximum 5,72 4,81 17 3,73 0,15
koncentracio (ng/g)

Geometriai dtlag 0,06 0,07 0,009 0,33 0,01

koncentracio (ng/g)
Varosi mintak
Detektalasi 30 20 0 100 40
gyakorisag (%)

Maximum
Koncontrécié (ng/e) 0,05 0,1 NF 0,75 0,05
Geometriai dtlag 0,002 0,001 NF 0,16 0,003
koncentracio (ng/g)
Vidéki mintak
Detektalasi 95 100 47 100 90
gyakorisag (%)
Maximum 5,72 4,81 17 3,73 0,15
koncentracio (ng/g)
Geometriai dtlag 0,35 0,55 0,04 0,48 0,02

koncentracié (ng/g)
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14. tablazat: Neonikotinoid koncentracio 29 iiledékmintdban Guangzhou, Dél-Kina
(C. Zhang ¢és mtsai., 2020)

Neonikotinoid Mintavételi hely Mintavételi idészak Kon(c:gljgacw Referencia
IMI 6 angliai megye, 18 <0,09-107 Jones és mtsai
KLO gﬂ . ?’i ! 2013 tavasz, vetés elstt < 0,02 - 13,6 el

TIAM oldterule <0,02-15 (2014)

15. tablazat: Angliai mezdgazdasagi teriiletek IMI, KLO, TIAM tartalma (Wood és
Goulson, 2017b)

A foldteriiletek k6zéps6 részein nagyobb koncentracioban voltak jelen a Neonikotinoid
rovar6lé szerek, mint a mintazott teriiletek periférikus pontjain.

TIAM KLO IMI ACT TIAK
Varosi és vidéki
mintak
Detektalasi
ayakorisag (%) 100 100 93 100 76
Maximurm 156 68,7 273 189 3,74
koncentracio6 (ng/g)
Geometriai dtlag 438 22,4 29,1 25 0,15
koncentracio (ng/g) ' ’ ' '
Varosi mintak
Detektalasi
ayakorisiig (%) 100 100 90 100 40
Maximum 432 22,7 726 50,1 317
koncentracio6 (ng/g)
Geometriai dtlag 25,5 12,8 14,8 213 0,011
koncentracio6 (ng/g)
Vidéki mintak
Detektalasi
ayakorisag (%) 100 100 95 100 95
Maximurm 156 68,7 273 189 374
koncentracio (ng/g)
Geometriai dtlag 58,3 30,1 414 271 0,6

koncentracio (ng/g)

16. tablazat: Neonikotinoid koncentraci6 29 vizmintaban Guangzhou, Dél-Kina (C. Zhang
¢és mtsai., 2020)
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Detektilasi gyakorisig Maximum Geometriai atlag

Mintateriiletek Neonikotinoidok koncentracio koncentracio
(%)
(ng/g) (ng/g)
Mezégazdasigi TIAM 42 30,2 0,02
teriiletek
KLO 73 95,7 0,04
IMI 75 147 0,58
ACT 98 15,3 0,06
TIAK 39 0,076 0,004
Kereskedelmi TIAM 33 0,26 0,003
teriiletek
KLO 67 1,85 0,02
IMI 50 12,8 0,13
ACT 83 0,21 0,03
TIAK 33 0,03 0,003
Oktatasi teriiletek TIAM 0 NF 0,001
KLO 50 0,03 0,004
IMI 0 NF 0,003
ACT 100 0,03 0,02
TIAK 50 0,03 0,009
Ipari teriiletek TIAM 42 0,81 0,005
KLO 33 0,83 0,003
IMI 8 5,76 0,005
ACT 100 0,29 0,05
TIAK 58 0,28 0,009
Parkok TIAM 0 NF 0,001
KLO 57 0,06 0,003
IMI 0 NF 0,003
ACT 86 0,38 0,03
TIAK 57 0,04 0,004
Lakdéovezetek TIAM 20 2,34 0,002
KLO 60 2,08 0,01
IMI 10 28,2 0,006
ACT 90 0,46 0,04
TIAK 20 0,1 0,004
Kozlekedési teriiletek TIAM 43 0,44 0,005
KLO 71 0,31 0,03
IMI 0 NF 0,003
ACT 71 9,58 0,07
TIAK 43 0,12 0,007

17. tiblazat: Neonikotinoid koncentracid kiilonbozd funkcioval rendelkezd foldtertleteken
104 talajminta alapjan (C. Zhang és mtsai., 2020)
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Régio

Imperial
Salinas
Santa Maria

Mintagyiijté teriiletek

szama

10

Koncentracio-

Mintaszém Azonositasi  tallépési rata (%)
rata (%)  (tallépési konc.:1,05
ng/l)
14 92,9 7,1
46 84,8 15,2
15 100 40

Maximum
koncnetracio

(ng/l)

3,29
3,05
1,38

18. tablazat: Detektalt IMI koncentraciok Kalifornia harom agrarrégiojaban 2010-2011
id6szakban (Starner és Goh, 2012)

2012 tavasz,
vetés elott

Osszesen

2012 nyar

Osszesen
2012 ész,
betakaritaskor

Osszesen
2013 tavasz,
vetés elott

Osszesen

Termény

Barley

Canola
Oats
Peas

Wheat

Grassland

Termény

Barley
Canola
Oats
Peas
Wheat
Grassland

Termény

Barley
Canola
Oats
Peas
Wheat
Grassland

Termény

Barley
Canola
Oats
Peas
Wheat
Grassland

Wetlandek  Detektalasi
szama arany (%)
28 29
54 52
15 47
0
24 25
15 7
136 36
Wetlandek  Detektalasi
szama arany (%)
18 83
61 70
3 100
8 50
29 62
15 13
134 62
Wetlandek  Detektalasi
szama arany (%)
13 8
35 20
3 33
5 40
15 0
9 22
80 16
Wetlandek  Detektalasi
szama arany (%)
16 94
51 98
3 100
6 100
9 89
5 0
90 91

IMI TIAM
Atlag Max  Atlag Max
nem detektalt
1,7 30,3 2,5 19,1
nem detektalt 1,3 7
nem mintazott
4,3 32,4
nem detektalt
nem detekalt
32,4
o )
30,3 (2%) (10%)
Atlag Max Atlag Max
15 18,3 193 91,3
1,8 67,9 40,3 1490
nem
. 121 234
nem detekalt Aatal-Alt
nem detekalt
15,9 256 2,3 37,7
nem detekalt
256 (8%) 1490
Atlag Max  Atlag Max
nem detekalt
2,2 20
detekalt
nem detekal 36 14,6
119 100
nem 100
Atlag Max  Atlag Max
nem detekalt 19,8 107
14 4,8 126 935
419 794
. nem detekalt
nem detekalt 182 582
4,8 (2%) 107

KLO
Atlag  Max
39 394
16,3 144
3,6 20
31 202
11 79
144
(36%)
Atlag Max
57,8 277
142 3110
9,4 27
96 284
35 518
08 41
3110
Atlag Max
11 7
2 30,9

nem detekalt

nem detekalt

nem detekalt

nem detekalt
30,9

Max

157
173
20,4

Atlag

53,2
38,5
16,9
33,3 60,6
214 30,7
nem detekalt

173

19. tablazat: Filives pusztakon elteriil vizes élohelyeken (wetland) detektalt
Neonikotinoid koncentraciok (ng/l) (Kozép-Saskatchewan, Kanada; 2012—-2013)
(Main és mtsai., 2014)

ACT
Atlag  Max
0,4 52

nem detekalt
0,4 1,8

nem detekalt
5,2 (1%)

Atlag  Max

nem detekalt
11 54,4

nem detekalt

0,4 2,3
54,4
Atlag  Max
nem detekalt
0,6 11,8
4,2 12
0,5 1,6
0,4 2
12,0
Atlag  Max

nem detekalt

nem
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Mintavételi hely

Old Mans patak

South Fork lowa
folyo

North Fork
Maquoketa folyo

Spencer, 1A

Maquoketa folyo

Nishnabotna
folyo

Iowa folyo
Mississippi folyo

Missouri folyo

Azonositasi
rata (%)

95

57

57

50

71
63
100

83
50

KLO
Maximalis Atlag
koncentracié koncentracio
(ng/l) (ng/l)
257 17,1
38 9,2
73,8 4,6
6,3 <2
13,2 3,8
59,9 2,7
78,8 12,6
12,7 3,8
259 39

Azonositasi
rata (%)

38

14

14

13

25

33

33

IMI
Maximalis Atlag
koncentraciéo koncentracioé
(ng/l) (ng/l)
42,7 <2
9,2 <2
4.8 <2
24,9 <2
ND <2
27,9 <2
43 <2
ND <2
17,1 <2

Azonositas
irata (%)

52

57

57

13

29
38

67
50
50

TIAM

Maximalis Atlag
koncentracié koncentracié
(ng/l) (ngfl)
185 24
31,9 52
40,3 <2
2,4 <2
2,8 <2
57 <2
14,8 72
5,6 <2
7,2 2,6

20. tablazat: A KLO, IMI, TIAM detektalt koncentracioja viztestekben, kiilonb6z6 f6ldrajzi
helyeken (Hladik ¢s mtsai., 2014)
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Minta tipus

Felszini
viztestbol
$zarmazo,

tisztitatlan (16
db)

Fitoremediacio
elétti (5 db)

Fitoremediacio
utani (5 db)

Csapvizbél

szarmazo (71 db)

Kimutatasi
hatar (ng/l)
Kimutatasi
rata (%)
Atlag
koncentracid
(ng/)
Maximalis
koncentracio
(ng/)
Kimutatasi
rata (%)
Atlag
koncentracio
(ng/)
Maximalis
koncentracio

(ng/l)

Kimutatasi
rata (%)

Atlag
koncentracio
(ng/)
Maximalis
koncentracid
(ng/)
Kimutatasi
rata (%)
Atlag
koncentracio
(ng/)
Maximalis
koncentracid

(ng/l)

ACT
30

88

17,6

34,4

80

11,2

151

80

59

13,2

83

58

15,5

TIAM
60

44

4.8

29,6

nem detektalt

nem detektalt

nem detektalt

IMI
40

100

11,9

31,7

100

131

100

53

9,2

82

10,6

KLO
70

94

7,6

29,5

80

3,7

5,8

40

13

33

15

0,6

57

TIAK DNF
40 30
0 25

2,4

nem detektalt

20,1
0 20
3
nem detektalt
15,1
0 20
2,1
nem detektalt
10,5
0 17
1,8
nem detektalt
25

NIP
40

25

1,6

10,2

40

3,8

16,7

20

2,1

10,4

31

2,5

22,6

21. tablazat: Detektalt Neonikotinoid koncentraciok csapvizben (ng/l) (Hangzhou, Kina)

(C. Lu és mtsai., 2020)
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M1 KLO ACT TIAM

L . At - At - At . At Maximum
Hel Mintavételi | Detektaldsi koncen?liicié Detektildsi koncenzt‘fa'cié Detektdldsi koncenzt‘fécié Detektalisi koncen:fécié koncentracio
Y darabszam rata (%) rata (%) rata (%) rata (%)

(ng/l) (ng/l) (ng/l) (ng/) (0ssz ng/1)
Folyok és patakok
Battle patak 3 100 2,3 67 0,46 33 <0,42 33 <0,12 84
Bassett patak 3 100 5 100 0,81 33 <0,42 67 0,34 19
Fish patak 3 100 11 100 2,2 33 <0,42 100 18 24
Minnesota folyd 3 100 1,6 100 10 33 <0,42 100 0,97 39
Kawishiwi folyo 4 25 <0,23 25 <0,42 25 <0,42 0 <0,12 2
Minnehaha patak 4 75 25 75 15 50 0,74 75 0,45 8,1
Blue Earth folyo 14 100 13 100 17 14 <0,42 100 38 43
Shingle patak 15 100 2,2 47 <0,42 27 <0,42 33 <0,12 21
Sauk folyod 4 100 15 75 4,6 75 15 100 13 13
Snake folyod 4 100 48 100 6,9 25 <0,42 75 2,1 32
Zumbro folyd 4 100 33 100 38 25 <0,42 100 8 140
Tavak
Como 23 74 1,7 39 <0,42 4 <0,42 0 <0,12 13
Crosby 3 67 0,61 67 1,6 0 <0,42 33 <0,12 42
Gervais 3 100 35 33 <0,42 0 <0,42 33 <0,12 58
Island 3 33 <0,23 0 <0,42 0 <0,42 0 <0,12 0,65
Johanna 3 67 0,85 33 <0,42 0 <0,42 0 <0,12 2,6
Josephine 3 67 0,82 0 <0,42 33 <0,42 0 <0,12 4,3
Long 3 100 3,6 67 0,77 0 <0,42 0 <0,12 51
Owasso 3 67 0,88 67 0,73 33 <0,42 0 <0,12 4,6
Silver East 3 67 0,45 0 <0,42 0 <0,42 33 <0,12 1,6
Silver West 3 67 1.2 0 <0,42 0 <0,42 0 <0,12 17
Snail 3 67 0,65 67 0,48 0 <0,42 67 14 12
Kutak

Cass 6 50 <0,23 50 <0,42 17 <0,42 17 <0,12 34

Dodge 6 0 <0,23 0 <0,42 0 <0,42 0 <0,12 <0,12
Hennepin 6 83 0,27 83 1,2 67 11 83 0,2 15
Hubbard 6 83 0,25 100 1,2 100 14 100 0,22 31
Olmstead 11 9 <0,23 9 <0,42 55 0,44 64 0,38 15

22. tablazat: Detektalt IMI, KLO, ACT, TIAM koncentracio kiilonbozo viztestekben
(Berens és mtsai., 2021)

XI111/2. A neonikotinoidok Okotoxicitdsara vonatkozo adatok

T isi arany M ; ! M A kt4 Atl Boti 1
Termény Neonikotinoid Alkalmazasi arany aradvany pollenben aradvany nektarban tlag (ng/g) (Botias et al,

(g a,s,/ha) (ng/g) (ng/g) 2015; Xu et al, 2016)
Minimum  Maximum  Minimum  Maximum Pollenben Nektarban
Repce KLO 25-80 5,95 19,04 5 16 2,27 2,18
Napraforgd KLO 27 3,29 0,324
Kukorica KLO 25-125 7,38 36,88 n/a n/a 1,8
Repce IMI 10-52,5 1,56 8,19 1,59 8,35
Napraforgd IMI 24-35 3,9 1,9
Kukorica IMI 54-268 3,02 15,01 n/a n/a
Gyapot IMI 75-100 3,45 4,6 3,45 4,6
Repce TIAM 8-33,6 4592 19,29 0,648 2,72 3,26 3,2
Napraforgd TIAM 16,4-20,8 2378 3,02 0,59 0,75
Kukorica TIAM 63-101 13419 21513 n/a n/a
Repce TIAK 1,68 0,26

23. tablazat: KLO, IMI, TIAM maradvany-koncentraciok kiilonféle termények pollen és
nektarmintaiban (1 g.a.s / ha = 10 mg/kg) (Wood és Goulson, 2017).
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Altaldnosan

Peszticid Termék Fé fdha..sznéléSi alkalmazott Akut L,DSO LDS? a DD,T-hez
teriilet dézis (g/ha) (ng/méh) viszonyitva
DDT Dinocide inszekticid 200-600 27,000 1
TIAK Proteus inszekticid 62,5 12,600 2,1
Amitraz Apivar akaricid - 12,000 2,3
ACT Supreme inszekticid 30-150 7,100 3,8
Kumafosz Perizin akaricid - 3,000 9
Metiokarb Mesurol inszekticid 150-2,200 230 117
Fluvalinat Apistan akaricid - 200 135
Karbofuran Curater inszekticid 600 160 169
A-cihalotrin Karate inszekticid 150 38 711
TIAM Cruiser inszekticid 69 5 5,400
Fipronil Regent inszekticid 50 4,2 6,475
IMI Gaucho inszekticid 75 3,7 7,297
KLO Poncho inszekticid 50 2,5 10,800
Deltametrin Decis inszekticid 75 2,5 10,800

24. tablazat: Kiilonb6z6 peszticidek méhekre vonatkozoan megallapitott, DDT-hez
viszonyitott akut LDso hatarértékei (Pisa és mtsai., 2014)

pL(viz) / egyed 1

LD50 ng/egyed pL(gutticios folyadék) /egyed pL(viz) /egyed honappal vetés utén
TIAM 5 0,09 6,04
3,61 (egyszeri begyijtott
KLO 3,79 0,324 vizmennyiségnek 5-16-
SZorosa)
0,558 (egy hordasi
KLO (TIAM) mennyiség 50-100-
SZ0rosa)
IMI 4,5 (Cresswell, 2011)

25. tablazat: Neonikotinoid LDso d6zisok a haziméh (Apis mellifera) vonatkozasaban (Food és
Authority, 2012)
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kezelés idétartama

(nap)

28

7

28

14

13

koncentracié (ng/g,

hatéanyag pollenben,
cukoroldatban)
TIAM 10
IMI és KLO 10, 20, 50, 100
TIAM
KLO 2,87 0,45
KLO 10
IMI 10
IMI 0,7 és 6,0
TIAM 2,4¢s 10

nem célfaj hatas

s i fészek épitési aktivitasban,
foldi poszméh S .
reprodukcios rataban (28 nap utan
(Bombus . . o Y
. nincs larvaképzés) szignifikans
terrestris) i .
valtozasok
az 50-100 ng/g IMI /KLO mar 6 hét utan
szignifikansan megnoveli a kiralynd
kozonséges letalitasi esélyeit, 11 hét maltan ez
. . elmondhaté a 20 ng/g IMI/KLO
keleti poszméh L o1
Bomb koncentréacidju cukoroldatrdl is, bar a
( Om_ us dolgozok halalozasi aranya nem valtozott
impatiens) szignifikins mértékben. A >10 ng/g IMI
¢és 20 ng/g KLO hatésara sulygyarapodas
csokkenés figyelhetd meg
Voros A kontrollhoz képest 22%-kal
kémiivesméh kevesebb fészket készitettek. Az
(Osmia utddhalandosag szignifikansan, kozel
bicornis) duplajara nétt a kezelt csoportokban

Az O. bicornis nem rakott fészket és
a méhsejt-képzést sem kezdte el. A
B. terrestris csokkent koloniamérettel
és reprodukcios rataval valaszolt a
kezelésre

O. bicornis és
B. terrestris

Lassabb novekedés,
taplalkozasi magatartas befolyasolasa
(tobb, hosszabb idejii repiilés,
kevesebb begyiijtott pollen).

B. terrestris Szignifikansan kevesebb pollent

gyljtottek (31%), kevesebb
pollengyiijtd repiilés (23%)

hosszabb pollengyiijtési ido,
kevesebb gyiijtott pollen

referencia

Elston és mtsai, 2013

Scholer és Krischik,
2014)

Sandrock és mtsai,
2014

Rundl6f és mtsai,
2015

Gill és mtsai, 2012
Gill és Raine, 2014

Feltham és mtsai,

2014

Stanley és mtsai,
2015

26. tablazat: Neonikotinoidok méhekre gyakorolt hatasai (Wood és Goulson, 2017)

142



Taxon

Eisenia fetida

Lumbricus
terrestris

Aporrectodea
caliginosa

Aporrectodea
nocturna

Allolobophora
icterica

Dendrobaena
octaedra

Eisenia fetida

Lumbricus
terrestris

Rovarolé szer

IMI

Hely

Franciaorszag

Kanada

UK

Kina

USA

Mérési végpont

Tulélés

Tulélés,
testtomeg
Tulélés
Tulélés,

testtomeg

Mozgasi aktivitas

Testomeg-
valtozas

Metabolizmus,
talélés
Tulélés,
testtomeg
Mozgasi aktivitas

Testomeg-
valtozas

Tomegvesztés,
elkeriilés,
mozgasi aktivitas
Mozgasi aktivitas
Tulélés,
tomegvesztés
Mozgasi aktivitas
Tomegvesztés,
elkeriilés,
mozgasi aktivitas
Mozgasi aktivitas
Tulélés,
tomegvesztés
Mozgasi aktivitds
Tulélés,
levélragas
Tulélés,
tomegvesztés,
reprodukcio,
levélragas
Tulélés,

tomegvesztés

Gubodtermelés;
tomegvaltozas

Tulélés

Tulélés

Tulélés

Téplalkozasi
aktivitas

Hatas

—; = ++

>

LC/ECs,

NA; EC50=0,84
ppm
LC50=10,7 ppm

NA; EC50=0,76
ppm

LC50=3,74 ppm

LC50=2,81 ppm

LC50=5,7 ppm

EC50=1,41;
EC50=2,77 ppm

LC50=2,30 ppm
LC50=2,30 ppm

LC50=0,027 pg

cm—2; LC50=2,82

ppm

LOEC

0,66; 0,66;
0,2 ppm

0,66; 0,2
ppm

4 ppm
2 ppm

2 ppm
0,66; 0,66
ppm
1,89; 0,189
ppm
2; 2 ppm

2,0,66
ppm

0,2 ppm

0,66; 0,66
ppm

0,5;0,1;
0,05 ppm

0,1 ppm
0,1 ppm

0,01 ppm

0,5; 0,01;
0,05 ppm

0,1 ppm
0,1 ppm

0,01 ppm

31 ppm

3;3, 7,7
ppm

25; 14 ppm

1 ppm

43mgm’

Referencia

Dittbrenner és
mtsai (2012)

Dittbrenner és
mtsai (2011a)

Dittbrenner és
mtsai (2012)

Dittbrenner és
mtsai (2011b)

Dittbrenner és
mtsai (2010)
Capowiez és
mtsai (2010)

Dittbrenner és
mtsai (2012)

Dittbrenner és
mtsai (2011a)
Dittbrenner és
mtsai (2011b)
Dittbrenner és
mtsai (2010)

Capowiez és
Berard (2006)

Capowiez és
mtsai (2006)
Capowiez és
mtsai (2005)
Capowiez és
mtsai (2003)

Capowiez ¢és
Berard (2006)

Capowiez és
mtsai (2006)
Capowiez és
mtsai (2005)
Capowiez és
mtsai (2003)
Kreutzweiser
és mtsai
(2009)

Kreutzweiser
és mtsai
(2008b)

Kreutzweiser
és mtsai
(2008b)

Gomez-Eyles
és mtsai
(2009)

Zang és mtsai
(2000)
Luo és mtsai
(1999)

Wang és mtsai
(2012a)

Tu és mtsai
(2011)
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Lumbricus IMI, TIAK
rubellus
TIAK
L . KLO
Eisenia fetida
ACT
NIP
Fipronil
Dendrobaena IMI
octaedra
Eisenia ésrei IMI
Pheretima group IMI
Pheretima group Fipronil
Apporectodea KLO
Spp,

UK

Kina

Brazilia

Kanada

Brazilia

Dél-Afrika

Dél-Afrika

USA

Gubotermelés;
testtomeg-
valtozas, talélés
Gubotermelés;
testtomeg-
valtozas

Tulélés

Tulélés,
tomegvesztés,
reprodukcio
Tulélés,
levélragas,
reprodukcio

Tulélés

Tulélés

biomassza
produkcio

0= —— 0 EC50 IMI=1,46 Baylay és
T ppm mtsai (2012)
~ EC50=0,968; 0,291;1,91 Gogel;g'es
EC50=19,0 ppm ppm (2009)
L LC50=0,45 pg Wang és mtsai
? cm—7- (2012a)
L LC50=0,28 pg Wang és mtsai
’ cm—2; LC50=6,06 (2012b)
L LC50=0,0088 pg Wang és mtsai
’ cm—2: LC50=1.52 (2012a)
L LC50=0,22 pg Wang és mtsai
’ cm—2; LC50=3.91 (2012a)
0: — + >1,000; 62; Alves és mtsai
> >10 ppm (2013)
11:32 Kre':utzwel.ser
0;—;0;,— m és mtsai
PP (2008a)
I LC50=25,53; 25;0,75; Alves és mtsai
T EC50=4,07; 0,13 ppm (2013)
B EC50=0,11 mg/kg Mostert és
LC50=3,0 ppm mtsai (2002)
Mostert és
0 >300pPM - iai (2002)
o NA, terepi Larson és
> alkalmazas mtsai (2012)

27. tablazat: Neonikotinoidok toxikoldgiai hatasai foldigiliszta fajokon (Pisa és mtsai.,

Neonikotinoid
ACT
KLO
DNF

IMI

TIAK
TIAM

2014)

Ismert méhtoxicitas (LD50; ng/méh)

Kontakt
7,1-8,09
0,022 - 0,044
0,024 - 0,061

0,0179 - 0,243

14,6 - 38,83
0,024 - 0,029

Oralis
8,85 - 14,52
0,00379
0,0076 - 0,023
0,0037 - 0,081
8,51-17,3
0,005

28. tablazat: Neonikotinoidok LDso méhtoxicitasa (K: kozepes, 2-10,99 ug/méh; M:
magas, <2ug/méh; enyhe: 11-100 png/méh; nem szamottevé: >100 pg/méh) (Reynard,
2012)
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Osszetevo

ACT
KLO
DNF
IMI
NIP
Nitiazin
TIAK
TIAM
Nikotin

LDs, (oralis,
mg/kg)
182
> 5000
2400
450
1628
300
640
1563
50-60

Halak

Emlésok (patkany) ( Jh:;::;:llfj) (Szivarvanyos
pisztrang, Ponty)
NOAEL Karcinogenitas LD:; (oralis,
(mg/kg/nap) (patkényg, egér) r?;)g(/kg) L-Cso (PPM)

7,1 Nincs 180 >100

9,8 Nincs > 2000 >100

127 Nincs > 2000 >40

5,7 Nincs 31 211

— — > 2250 >1000

— — — 150

1,2 Van 49 31

0,6 Van 1552 >100

— — — 4

29. tablazat: A neonikotinoidok és a nikotin toxikologiai kiiszobkoncentracidinak
Osszehasonlitasa kiilonb6z6 gerinces szervezeteken (Tomizawa és Casida, 2005).

Koncentracio (ng/L) Nem célszervezet

23690

43926,5

1562,2
464,8
235,8
258,7
106,2

73,6
711,3
64,9
55,2
32,9
9,3
6,9
3,9

Cladocera
Daphnia magna
Decapoda
Isopoda
Amphipoda
Gammarus pulex
Mysida
Podocopida
Megaloptera
Hemiptera
Odonata
Diptera

Chironomus dilutus

Trichoptera
Ephemeroptera

30. tablazat: Néhany nem célszervezetnek szamitd taxon és az akut 6kotoxicitasi tesztek
kezelési koncentracidinak geometriai atlaga (Morrissey és mtsai., 2015b).
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Koncentracio

Nem célszervezet Hatoanyag (ng/L)
rakok Dinotefuran 37753,1
Thiamethoxam 8864,5
Acetamiprid 1271,4
Clothianidin 842,3
Thiacloprid 614,8
Imidacloprid 587
vizi rovarok Dinotefuran 229,8
Thiamethoxam 448
Acetamiprid 44,4
Imidacloprid 26,8
Clothianidin 25,3
Thiacloprid 9,6

31. tablazat: A legérzékenyebbnek itélt szervezeteken (rakok és vizi rovarok) tesztelt
neonikotinoid hatéanyagok relativ toxicitdsa (Morrissey €s mtsai., 2015b).

Hatéanyag Koncentricio Nem célszervezet Hatas Referencia
(ng/L)
Pestana és mtsai, 2009; Mohr ¢
0,01-241 es a'naesmsal, 009,, o rés
mtsai, 2012; Berghahn és mtsai,
(patakokban) , .
Diptera, 2012, Boettger és mtsai 2013
IMI és TIAK Trichoptera, novekedés gatlas
Ephemeroptera Daam és mtsai, 2013; Hayasaka
0,01 - 240 és mtsai, 2012a,b; Jinguji és
(rizsfoldeken) mtsai, 2013; Sanchez-Bayo és
Goka, 2006
Gammarus levélfogyasztas csokkenése,
TIAK 05-1 fossarum megnovekedett hajlam
kannibalizmusra Englert és mtsai 2012
30 levélfogyasztas csokkenése
(szignifikans)
M 0819 Gammarus pulex —  ¢splalkozasi viselkedés tartés
' megvaltozasa
Agatz és mtsai, 2014
csokkent taplalkozasi aktivitas, Kreutzweiser és mtsai 2008
IMI 3-11 mg/kg  levélaprit6 rovarok, tomegcsokkenés a gilisztaknal,
juharlevél avarlako glisztak szignifikans mikrobiom aktivitas-
csokkenés

32. tablazat: Neonikotinoidok nem célszervezetekre kifejtett hatasai (Morrissey és mtsai.,
2015b)
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Taxon

Eml6sok

Madarak

Halak

Kétéltiiek

Hiilld

Faj

Patkany (Rattus
norvegicus)

Egér (Mus
musculus)
Vadkacsa (Anas
platyrhynchos)
Gytiriis nyaka
Sziirke fogoly
(Perdix perdix)
VOoros 1abu
fogoly (Alectoris

riifal
Eszaki bobwhite
fiirj (Colinus
virginianus)

Japan fiirj
(Coturnix
japonica)

Vadgalamb
(Columba livia)

Hazi veréb
(Passer
domesticus)

Mezei veréb
(Spizella pusilla)
Kanari (Serinus

canaria)

Zebra pinty

(Taeniopygia

guttata)

Kékkopoltyts
naphal (Lepomis
macrochirus)

Japan ponty
(Cyprinus
carpio)

Nilusi tilapia
(Oreochromis
niloticus)

Szivarvanyos
pisztrang
(Oncorhynchus
mykiss)

Birkafejii
kolyokhal
(Cyprinodon
variegatus)

Zebrahal (Danio
rerio)

Fekete foltos tavi
béka (Rana
nigromaculata)

Indiai rizsbéka
(Rana
limnocharis)

Nyugati korus
béka (Pseudacris
triseriata)

Amerikai
varangy (Bufo
americanus)

Rojtosujju gyik
(Acanthodactylu
s dumerili)

IMI
425-475 (MT)*

131-300 (MT)?

283 (MT)"

13,9 (HT)c

152 (MT)*

31 (HT)*

25-50 (HT)?

41 (HT)*

25-50 (HT)*

105 (PNT)?

>83-211 (ST-
PNT)*

161 (PNT)a

241 (PNT)®

129-219 (PNT)*f

82-366 (ST-PNT)*™¢

194 (PNT)"

234 (PNT)"

KLO
5,000 (PNT)'

>389 (MT)’

>752 (STY

>2,000 (PNT)

423 (MT)"

>117 (PNT)'

>105 (PNT)'

>03,6 (ST)i

Fipronil
97 (MT)'

95 (MT)"

2,150 (PNT)'
31 (HT)'

34 (HT)'

11,3 (HT)I

>2,000 (PNT)'

1,120 (ST)'

310 (MT)"

0,083 (VHT)I

0,34 (HT)!

0,042-0,147 (VHT-HT)I

0,246 (HT)I

0,13 (HT)!

30 (HT)°
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33. tablazat: Néhany faj akut LDso (emldsdk, madarak, hiillék, mg/kg) és LCso dozisa (halak
és kétéltiiek, mg/L) IMI, KLO ¢és fipronil akkumulécié esetén (Gibbons és mtsai., 2015)

A toxicitds mértékének osztalyozdsa az Amerikai Kornyezetvédelmi Ugynokség (USEPA) 2012-
es jelentése alapjan tortént: PNT (nem mérgezd), ST (enyhén mérgezd), MT (kozepesen
mérgez0), HT (erésen mérgezd), VHT (nagyon erés mérgezo hatasu)

Emldsokre, madarakra és hillékre: PNT >2,000, ST 501-2,000, MT 51-500, HT 10-50, VHT
<10. Halakra és kétélttiekre: PNT >100, ST >10-100, MT >1-10, HT 0,1-1, VHT <0,1.

A diaceton-alkohol formazoszert tartalmazo fipronil oldat hétszer mérgezébbnek bizonyult, mint
a tiszta fipronil. (a: SERA 2005, b: Fossen 2006, c: Grolleau 1991, d: Cox 2001, e: Tisler és mtsai
20009, f: Feng és mtsai 2004, g: Nian 2009, h: Howard ¢s mtsai 2003, i: DeCant and Barrett 2010,
j: European Commission 2005, k: Mineau and Palmer 2013, I: Tingle és mtsai 2003, m: Connelly
2011,

n: Kitulagodage és mtsai 2008, o: Peveling and Demba 2003)

100 Da;hrs/a\rra-;na
Kronikus okotox.
90 3 2
vizsgalatok
80

70

60

Notdobia clians

@ Culex pipiens

Erintett fajok aranya (%)
é

@ Simisum Iatigonium

@ Chironomos ripanius

20 @ Chironomus diutus
A Americamysis bahia
10
0 @ Cloeon dipterum
0.00 0,00025 00025 0,025 025 25 25

IMI (ng/L)
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dorus sphaericus
100 -Chy
A Daphnia magna
= Nomnectaes spp
% AKkut okotox.
vizsgalatok
80
~ 70 Cglae!b?qumqqebspggitgs
° ésellus aquaticus
°© ammarus pulex
~— Anopheles gambiae
[ ] Hyalella azteca
B 60 Asdes degypt
‘g Tipulaspp.
™ eronarcy
~ 50 Chacborus’ gbggxsn%gs
< petrum striolatum
S, iperio
[x]
S 40
b
L
—
g 30
=
20 n
Heptageniidaeogg,
Chironomus dilutus
10 Cloeon dipterum
A Ceriodaphnia dubia
Chironomus tepperi
0 Caenis horana
0,00 0.25 2.5 25 250 2500 25000 250000
IMI (ng/L)
A B
100%- Planocbeila pilsbryi _ 100% . o
e - Hyalella g#teca + - -
Gammarus pulex * + ! e
L i ! P
Plea minuissima ‘ m Brachycentrus occidgntalis I
. Chaoborus D.bscun'pgs,i w/ ,.I J
) - l 1
é 75% Asellus aquaticuss +/ 75% N ’/' ' Deleatigium spp.
© siisiuaia o | N /
y ; ) )
g !a' /h /Ephemerslia spp. rf ' Jfr Neodosan iranguiifer
- ) . /
'bc‘i 50% .’lr / : @dm t-rrﬁn.gmfer 50% A ;‘ JIl J’R‘rﬂmbgana spp.
= )a B 'Chironomus riparius !, / af
s )
= , ?’Leﬂda&t‘am spp. ! / , Lepidastoma spp.
% . ) =, Rhithrogena spp. ' rj
\_h Deleati dium spp,., Fr Planorbaila quj i
M 25%- Chironomus dilutus, g S 25% 1 e ;
s ’ i
Clason dipterum, * m ) Chirenomus diluffusm g
rd £ -
Hyalsila azfoca . .
- _:_:_’_.a__:_____ ” - - hemmen e Ephgmgr?.hja‘spp.
0% _— i Gaenis horaria 0% - -
107 1072 107" 10° 10' 10° 107 107 107 10° 10' 10?
IMI (ng/L) Taxonok Forras KLO (ug/L)
& kagylok ® szerzdi mumka alapjan
m rovarok ® masok munkai alapjan
+ rakok

24-26. abra: Az IMI (A) és a KLO (B) okotoxicitasa (EC20) — kiilonb6z6 taxonokbol szarmazo

fajok érzékenységének dsszehasonlitasa. Az adatok 30 napos (piros jeldlése), minimum
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17 napos (fekete jelolések) mezokozmosz tesztek eredményeit mutatjak. A kék
szaggatott vonalak a 95%-0s konfidencia intervallumot jelzik. A vizszintes szaggatott
vonalak jelzik azon veszélyességi koncentraciokat, melyek a fajok 5%-at veszélyeztetik
(IMI: 17 ng/L, KLO: 10 ng/L. Az EPA vizi ¢éldlényekre vonatkoztatott hatarértéke
kronikus kezelésekre vonatkozoan: IMI: 10 ng/L, KLO: 50 ng/L. (Schmidt és mtsai.,

2022)
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