Szent Istvan Egyetem
Bioldgiatudomanyi Doktori Iskola

Trebon névényvédo szerek transz- és multigeneracios
hatasai Folsomia candida Willem 1902 ugrovillasra
(Collembola)

Szabo Borbala
Doktori értekezés (PhD)

Godollo
2019



A doktori iskola
Megnevezése: SZIE Biologiatudomanyi Doktori Iskola
Tudomanyaga: Biologia tudomanyok

Vezetdje: Dr. Nagy Zoltan

egyetemi tanar, DSc

SZIE, MezOgazdasag- ¢s Kornyezettudomanyi Kar,
Névénytani és Okofiziologiai Intézet

Témavezetd: Dr. Nagy Péter Istvan
egyetemi docens, PhD
Allattudomanyi Alapok Intéztete
Allattani és Allatokolégiai Tanszék

Témavezeto: Dr. Seres Aniko
egyetemi adjunktus, PhD
Allattudomanyi Alapok Intéztete
Allattani és Allatokolégiai Tanszék

Dr. Nagy Zoltan jovahagyasa Dr. Nagy Péter Istvan jovahagyasa

Dr. Seres Aniké jovahagyasa

Ez az értekezés 14 példanyban késziilt. Ez a ... szamu példany.



Tartalomjegyzék

ALBPTOGAIMAK ...ttt e e re e reenaenres i
ROVIAIES JEZYZEK ... ii
L. BOVEZEIES ...ttt 1
L1 CRIKITUZESEK ...ttt e e nnees 3
1.2 Trodalmi AtEKINTES .......eiiiiiiie ittt b e et sneas 4
1.2.1 Folsomia candida (Collembola).............ccooveiiiiiiicce e 4
A (0] (= 0] o o) OSSR 5
1.2.3 A xenobiotikumok altal befolyasolt viselkedes ...........cooviiiiiiiiiiciice 6
1.2.4 Transzgeneracios NatASOK.........oiuiiiiiieiiiie it 6
1.2.5 Multigeneracios RatASOK..........coiiiiiiiiiiiiie i 7
1.2.6 A xenobiotikumok génexpressziora kifejtett hatasa...........cocoevvviiiieniiiencience 9
1.2.7 Epigenetika az 0kotoXikolOgiaban ...........ccccoviiiiiiiiiiiic e 10

2. ANYAZ €S MOASZET ...vveivieiieiiiieiee ettt ettt ettt et e e s st et e e s e e et e e she e e b e e s se e e b e e snneeneesnneaneens 12
2.1 A vizsgalt NOVENYVEAD SZETEK ........ciuviiiiiiiiieiiiie e 12
2.2 MOEHAIIAL ...ttt b 13
2.3 StaNdard talafOK..........oooiiie e 14
2.4 Pete-parameéterek METESE. ... ...ciuiiriiiieiiiieie ettt nne e 14
2.5 Trebon 10 F inszekticid d6zis-hatds KISErlet..........ocooriiiiiiiiiiiiieceee e 15
2.6 Trebon 10 F inszekticid reprodukcids és taplalékvalasztasi teszt.......cccvvvvvviveiiiieniinnnnnnn 16
2.6.1 SEALISZIIKA .....c.veveeiieiieee e 18
2.7 Trebon 30 EC d6zis hatds KISErIet.........ceeiiiiiiiiiiiiieiic e 19
2.8 Trebon 30 EC inszekticid tobb generacids transzkripcios vizsgalat..........cccovveviiiiiinnnnne 19
2.8.1 Kisérlett alapadatok ...........cooiiiiiiiiiie e 19
2.8.2 KEZel€ST CSOPOITOK ......eviiieieiieiiesiesie ettt sttt e ettt sbe b eneene e 20
2.8.3 KISErleti IrendEZES ........cocuviiiiiiieiiiieiee ettt 20
2.8.4 RINS KIVONAS ...ttt ne e 24
2.8.5 RNS minGsEE €lleNOIZES ......cceovviiiiiiiiiiiiiii i 24
2.8.0 CDINS SZINEEZIS ....vviiuvieiiieiie ittt ettt ettt e be et e e s be e et e e sneeabeesnneeneeas 24
2.8.7 TransSzKripC10s ANAlIZIS .......ccoviiiiiiiiiie i 24
2.8.8 STALISZIIKA ......eovieieeic e 25
2.9 Trebon 30 EC inszekticid viSelKedési tESZt........ccuiriiriiiiiiiiiiiiie e 27
2.10. Trebon 30 EC inszekticid tobb generacids életmenet vizsgalat...........ccooovvriviiieniininnne 28
2.10.1 STALISZUKA ..o 30

3. BrEAMENYEK . ...c.vviiiiiiiiici s 31
3.1 Trebon 10 F dozis-hatds KISETIEt ........ceeeiiuiiiiiiiiiiiiiie e 31
3.2 Trebon 10 F reprodukcios €s taplalekvalasztasi teSZt ..........cooovvviieiiiic i 31
3.2.1 Trebon 10 F reprodukcios KiSErlet ... 31



3.2.2 Trebon 10 F tAplaleKkvAlasztas .........ccuveiiuiiiiiiiiiii e 34

3.3 Trebon 30 EC ddzis-hatds KISErlet .........cooviiiiiiiiiiiiie e 35
3.4 Trebon 30 EC tobb generacios transzKripcios ViZSZAlat ........ccvvvvviiiiieiiiieiiiie s 35
3.4.1 Okotoxikoldgiai VIZSZAIAtOK .......ccceeveveveeeieieieieieieiete e sesee st 35
3.4.2 GENEXPIESSZIO ..uvvinvieuriiiieitteie ettt ettt b et b et b e bt b bt et b b ns 38

3.5 Trebon 30 EC ViISElKedEs1 tESZt .......uvvuiiiiiiiiiiiiiici s 45
3.6 Trebon 30 EC tobb generacios €letmenet vizsgalat .........cccovvvvviiiieiiiiniiiie i 48
4. DISZKUSSZIO. ..ottt ettt ettt sttt ettt be et e bt e e st e e e he e e m bt e b et e st e e ehe e et e e be e e nte e nneeenbeenaeas 56
4.1 Trebon 10 F dozis-hatds Kis€rlet ...........cccovviiiiiiiiiiii 56
4.2 Trebon 10 F reprodukcios €s taplalekvalasztasi tESZt .....ovuvveiivieiiiiiiiiie i 56
4.2.1 Trebon 10 F reprodukcids KISETIet ...........oooviiiiiiiiiiiiiiicce e 56
4.2.2 Trebon 10 F taplalékvalasztasi KiSErlet..........oocviiiiiiiiiiiiiiiiie e 59

4.3 Trebon 30 EC d0zis-hatds KISETIet ..........ccooiuiiiiiiiiiiii e 59
4.4 Trebon 30 EC tobb generaciods transzkripcids vizsgalat ..........ccoocvvviiiiiieiieiiic e 60
4.4.1 OkotoxikolOgiai VIZSZAIAOK ..........ccvvvrevereiviiiisereiiseieseie st 60
4.4.2 GENEXPIESSZIO ..veeuveerueeesteeiureateesteeasteessseabeesseeabeeaseeabeeasseeaseessseebeesseeebeesaneabeeanneaneeas 61

4.5 Trebon 30 EC VISCIKEAEST LESZL .....uveiuriiiieiiiiiiiie ettt 65
4.6 Trebon 30 EC tobb generacids életmenet Vizsgalat ...........covvvveiiiiiieiiiiiienie e 66
4.7 KOVELKEZIETESEK ...eouveiiiiieiiii ettt 68
5. Uj tudomanyos eredmMENYEK ..........ovuevuerererririiceesieesesseseesesssessessessessesssssessesesssssesseeses s sessnes 70
6. OSSZEFOZIALO ......vovvcveviviice ettt 71
S 1011110 - TSP 72
8. Tudomanyos PUBIIKACIOK .......ccueiiiiiiiiii e 73
9. IrodalomIEZYZEK .......coiiiiiiiiiiic i 74
10. KOSZONEINYIIVANIEAS ...c.vviiiiiiiiiciicc s 91



Alapfogalmak

Abszolut novekedés: a disszertdcioban azt az 6sszes hossznovekedést értjiik alatta, amit a kisérlet
ideje alatt az allat nétt. Igy kiszamolasa wigy tortént, hogy az allat kisérlet végi méretébdl
kivontam a kisérlet kezdeti méretét.

Csereviszony (trade-off): két bioldgiai paraméter negativ kapcsolata, mely soran amennyiben az
egyik novekszik, ugy az energia és anyag befektetés az elsd paraméterre forditodik, tehat a
masik paraméter csokken. Ennek oka, hogy az ¢él6lény forrdsai végesek. A disszertacidban a
novekedés és a szaporodas csereviszonyat vizsgalom.

Effektiv koncentracio 50% (Effectiv concentration 50%, elfogadott rovidités: EC50): azon
xenobiotikum koncentracio, amely adott mért bioldgiai paraméterben 50%-o0s csokkenést okoz
a kontroll csoporthoz képest. Ezt az értéket a koncentracio~paraméter altal leirt gorbébol
szamoljak ki, szokas utana zarojelben megadni a becslés konfidencia intervallumat.

Epigenetika: a DNS kifejez6dés megvaltozasa, a DNS szekvencia megvatozasa nélkiil. Erre jo
példa a DNS metilacios mintdzatanak megvaltozasa, vagy a hisztonok funkcids csoportjainak
(pl. metil, acetil, foszforil) athelyezése, kicserélddése.

Epigenetikai variancia: az epigenetikai tényezok valtozatossaga kiilonbozo egyed alatti és egyed
feletti szervezddési szinteken.

Formulacié: a novényveédo szerek, peszticidek estén az adott hatdéanyag eltérd koncentracidban,
eltéré segédanyagok kiséretében ¢és fizikai megjelenésben (por, granulatum, vizes oldat,
emulzioképzd oldat stb.) fordulhat eld. Adott hatéanyag kiilonb6zd peszticidekben és fizikai
formakban vald megjelenését eltéré formulacidonak nevezik.

Hormézisz: olyan biologiai jelenség, amelynél a pozitiv hatds (stressz paraméterek csokkenése,
novekedési és reprodukcios paraméterek novekedése) alacsonyabb dozisi expozicidonal
jelentkezik, mig nagyobb expozicid esetén ugyanazon hatas stressz vagy meérgezési tiineteket,
végil pusztuldst okoz. J6 példa az esszencialis cink elem, mely kis mennyiségben serkenti az
¢l61ényt, azonban nagyobb ddzisban mérgezést és halalt okoz.

Kurtozis: az eloszlas csucsossaganak mértékét jellemzd statisztika. A kurtdzis a vizsgalt minta
csucsossagat egy referencia eloszlashoz, a normalis eloszlashoz képest jellemzi. Pozitiv
kurtozis esetében a vizsgalt eloszlas csucsosabb, mint a referencia eloszlas. Negativ kurt6zis
esetében az eloszlas laposabb.

Legkisebb hatasos koncentracié (Lowest Observed Effect Concentration, elfogadott rovidités:
LOEC): azt a legkisebb kisérletben hasznalt koncentraciot értik alatta, mely statisztikailag

szignifikansan eltér a kontroll csoporttdl az adott paraméterben. Amennyiben nincs ilyen



koncentracié, abban az esetben a legnagyobb hasznalt koncentraciétdol nagyobb jelolést
alkalmazzak.

Multigeneracié(s): a disszertacioban azon csoportokra vonatkozik, amik ugyan azt a kezelést
kaptak, mint felmendik.

Multitranszgeneracié: a disszertacidban azon esetekre vonatkozik, amik egy multigeneracios
vonal utan, a leszarmazott csoport nem kapott kezelést.

Legnagyobb hatastalan koncentracié (No Observed Effect Concentration, elfogadott rovidités:
NOEC): azt a legnagyobb kisérletben hasznalt koncentraciét értik alatta, mely nem tér el
szignifikdnsan a kontroll csoporttél. Amennyiben nincs ilyen, akkor a legkisebb hasznalt
koncentraciotdl kisebb jelolést alkalmazzak.

Szinkronizacio (Folsomia candida): a szinkronizacié egy olyan alap eljaras, amikor adult
allatokat kiilonitiink el igy indukalva a petrakast, majd két nap mulva eltavolitjuk az adultakat.
Az igy hatramarado peték egy-két nap kiilonbséggel azonos kortiak, szinkronban vannak. Tehat
a kisérletben hasznalt allatok egy-két nap kiilonbséggel azonos kortak lesznek.

Transzkripcié: a bioloégidban ez azt a folyamatot jelenti, melyben a DNS bizonyos szakaszarol
RNS-masolat késziil. A keletkezd RNS-ek tobb csoportba is sorolhatdak. A harom legfontosabb
csoport az mRNS-ek, a tRNS-ek és az rRNS-ek csoportja. A disszertacioban csak a mRNS vagy
messenger RNS-sel foglalkozok.

Transzgeneracio(s): a disszertdcidban azon csoportokra vonatkozik, amiknél a sziilé generacio
kapott kezelést, de a leszarmazottak egyike sem, igy kizardlag anyai, illetve epigenetikai
hatasok figyelhetéek meg a csoportokon.

Trend (statisztikai): iranyvonalat jelent. Az adott paraméterek 0sszefliggésének iranyat jelenti. A
disszertacioban a szignifikans fOhatdsokat nevezem trendnek, mely nem reflektal a kontroll
csoporttol vald eltérésre.

Xenobiotikum: barmely anyag, amely idegen az éloszervezetek szamara. Ide tartoznak a
gyogyszerek, a peszticidek €s a karcinogén anyagok, de idegen €161ény altal termelt toxinok is

xenobiotikumnak szamitanak.



Rovidités jegyzék

ABC: ABC-transzporter (ATP-binding-casette — ATP kot6 kazetta)
CYPO6N3v2: citokrémoxidaz P450 6N3v2

CYP6N4v1: citokrémoxidaz P450 6N4v1

DNS: dezoxiribonukleinsav

EC50: effektiv koncentracio 50% (Effective Concentration 50%)
F1: els6 utodgeneracid

F2: masodik utédgeneraciod

F3: harmadik utodgeneracio

HSP70: hésokkfehérje 70

IPNS: izopenicillin-N-szintetaz

K: kontroll

LOEC: legkisebb hatasos koncentracié (Lowest Observed Effect Concentration)
M: multigeneracid

MT: multitranszgeneracio

P: sziil generacio

PCR: polimeraz chain reaction

qPCR: kvantitativ Real-Time PCR

RNS: ribonukleinsav

s: megtett Gt hossza (mm)

SDHA: szukcinil-dehidrogenaz

T: transzgeneracio

ts: allassal toltott ido (sec)

tm: mozgassal toltott id6 (sec)

YWHAZ: tirozin-3-monooxigenaz

vitl: vitellogenin fehérje termeld gén

vit2: vitellogeninszer(i fehérje termel6 gén

vitrec: vitellogenin receptor termelé gén

V: térfogat

v: sebesség (mm/sec)

WHC: vizkapacitas — talaj (Water Holding Capacity)






1. Bevezetés

A novényvédo szerek széleskori elterjedése maga utan vonta olyan nem kivant mellékhatasok
1étrejottét is, melyet a korai ellendrzési technikdkkal még nem tudtak kimutatni. Eppen ezért
sziikségessé valt a nem-célszervezetekkel valo kisérletek végzése, mely tevékenység azota az
engedélyezési eljaras kotelezd eleme lett Eurdpaban (1107/2009/EK, 2009). Minden névényveédo
szernek at kell esnie kotelezOen giliszta, vizibolha, hal, madar és patkany teszteken. Ezek a
vizsgalatok legtobbszor akut tesztek, mig kronikus teszteket csak a gerincesekre kotelezd
elvégezni. A standard akut vizsgalatok azonban nem alkalmasak a hossz(tavi hatasok
kimutatasara (Leon Paumen et al., 2008). Az tigynevezett szubletalis tesztekben a mortalitason
kiviil a finomabb reprodukcids, illetve életmenet paramétereket is megmérik, amik mar jobban
extrapolalhatéak hosszabb tavra is. Ilyenek példaul az ivarérés (Hafer et al., 2011), a szivritmus
(Méenpaa et al., 2009), a novekedés (Odendaal és Reinecke, 1999) vagy a peteméret (Hafer és
Pike, 2010). A tobb generaciora kiterjedo, illetve transzkripcios vizsgalatok viszont még nem
nyertek teret a kockazatbecslésben, Kutatasi munkakban azonban mar egyre elterjedtebb az
alkalmazasuk, melyek sorra fedik fel a generaciokkal késobb jelentkezd hatasokat, kihalasokat,
rezisztenciat. (Hafer et al., 2011; Leon Paumen et al.,, 2008; Vandegehuchte et al., 2010;
Vandegehuchte and Janssen, 2011)Sziikséges lenne tehat a tobb-generacios kutatasok bevezetése
a kockazatbecslésbe is.

A piretroidokat elséként a krizantémfélék viragporabol készitették és hasznaltak rovardld
szerként. Hatdsmehanizmusukat tekintve az idegsejtek natrium, kalium és klor ioncsatornait
tamadhatjak, egy erds hiperaktivitast okozva, majd az allandosult idegkisiilések végiil gorcsokhoz
vezetnek. Rendszerint ebben pusztulnak el az allatok (Benoit et al., 1986; Rajashekar és
Shivanandappa, 2017), de akar fel is épiilhetnek ezekbdl a gorcsokbdl (Alzogaray and Zerba,
1997). Rovarkartevok elleni alkalmazasuk ma is igen jelentds, mig az allandd testhomérsékletii
allatokban gyorsan bomlanak vagy kivalasztédnak, illetve az emldsok idegrendszerét védi a
mielinhiively is, igy azokra nem jelentenek veszélyt (FAO, 2006). . A Trebon novényvédo szerek,
igy a Trebon 10 F és Trebon 30 EC egy piretroid hatéanyagu rovardlé szer csalad tagjai,
hatdanyaguk az etofenprox. Gyakori kartevoirtd szerek, hasznalhatok mindenféle termesztett
novényen €s mindenféle izeltlabu ellen, a molyoktol a burgonyabogarig. Az etofenprox hataasai
igen kevéssé ismert nem célszervezetekre, mint amilyenek példaul az ugrévillasok.

Az ugrovillasok vilagszerte elterjedtek, az ocednok és a tengerek nyilt vizein kiviil
mindeniitt el6fordulnak. Jelentds tagjai a lebontd kozosségeknek (Hopkin, 1997; Krogh, 2009),
tovabba fontos taplalékai a talajlakd ragadozoknak, terjesztik a mikorrhiza gombdékat, illetve

szabalyozzak azok novekedését (Danyi és Traser, 2008; Seres et al., 2007). hozzajarulasuk a
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dekompozicidhoz és a mineralizacidhoz igen jelentés (Beare et al., 1992; Coleman et al., 2002;
Verhoef és Brussaard, 1990). Meghatarozo szerepiik van a talaj taplalékhalézataban, annyira, hogy
ezzel a kozosségszerkezetet is meghatarozhatjak (Halaj és Wise, 2010; Kaneda és Kaneko, 2008).
Emiatt barmilyen mezOgazdasagi kezelés, mint példaul a peszticid kijuttatds, komoly
kovetkezményekkel jarhat rajtuk keresztiil is az agrodkoszisztémara. Mint nem célszervezetet, €s
a talaj életében jelentds allatcsoportot, érdemes tehat megvizsgalni Oket Okotoxikologiai
szempontbol.

Az ugrévillasok nagyon gyakran hasznalt tesztallatok, standard (ISO, 1999; OECD, 2009)
¢és nem standard tesztekben egyarant. Utobbiakban vizsgéljak az allatok mortalitasat ¢€s
reprodukcids paramétereit (peteméret, peteszdm, petealak) (Szabd és Bakonyi, 2017), ivarérését és
petecsomoit (Hafer et al., 2011), valamint viselkedését (Szabo et al., 2018) a kiilonb6zo
xenobiotikumok hatdsara. Ezen tesztek az altalanos paraméter kiilonbségeket és a dozis-hatas
gorbéket, illetve azok nevezetes pontjait (EC10, EC50, LOEC, NOEC) veszik alapul a toxicitas
meghatarozasahoz. Az Okotoxikologiaban egyre gyakrabban elemzett szubletalis hatasok
tekintetében az ugrovillasoknal altalaban a novekedést és a reprodukcios sikert vizsgaljak (Bur et
al., 2010; Crouau és Moia, 2006; Folker-Hansen et al., 1996; Fountain és Hopkin, 2001; Nursita
et al., 2005; Scott-Fordsmand et al., 1999; Staempfli et al., 2007). Mas végpont lehet még példaul
az elébbieken kiviil lipidek és fehérjék aranya (Staempfli et al., 2007) vagy kiilonb6z6 gének
transzkripcidjanak mértéke (Nota et al., 2008). A generaciokon ativeld hatas jelentds tényezo,
hiszen ha tobb generaci6 fitneszét is rontjuk a sziiloket ért szubletalis hatasokkal, akkor az egyszeri
szennyezésnél sulyosabb karokat okozhatunk a populaciokban. Példaul megfigyelték allatoknal és
novényeknél is, hogy a sziilot ért stresszhatasok befolyasolhatjadk az utddok fejlodését és
¢életmenetét, azon kornyezeti hatasok mellett, melyek az utdédokat érik (Hafer et al., 2011;
Mousseau és Fox, 1998).

Az ugrovillasok koziil a legnépszeriibb 6kotoxikoldgiai tesztallat a Folsomia candida, mert
szemben a tobbi ugrovillas modellel, mint példaul a Folsomia fimetaria vagy az Orchesella cincta,
szliznemzéssel szaporodik €s nagyon konnyen tarthatd laboratériumban (Driessen et al., 2007;
Krogh et al., 2008). Ennck koszonhetdéen a generaciokon ativeld oOkotoxikologiai hatasok
vizsgalatara kivaloan alkalmas. Hafer et al. (2011) példaul a taplalék elérhetéség hatasait
vizsgaltak harom generacion keresztiil F. candida fajon. Kimutattak, hogy anyai és nagyanyai
hatdsok is befolyasoljdk az életmenet-stratégiat, az ivarérés idejét és a peteszamot. Hasonlo
eredményt kaptak Campiche et al. (2007), akik novekedésgatld inszekticidekkel (methoprene,
fenoxycarb, teflubenzuron, precocene II) kezelték a F. candida fajt és kimutattak, hogy
szignifikans novekedés van a mortalitasban, illetve csokkenés az utddok szamaban a masodik

utodgeneracidban, amennyiben teflubenzuron vagy methoprene a hatéanyag.
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Verhoeven ¢és Preite (2014) Osszefoglaloja szerint az epigenetikai variancia kiilonosen
fontos az aszexudlis vagy kis mozgasképességli szervezetek esetén, mivel a természetes varianciat
generalé mechanizmusok a partenogenezis vagy a magas beltenyésztettség miatt nem miitkodnek.
Azonban az epigenetikai variancia részlegesen atveheti a variancia generalé szerepet. Mivel a F.
candida, mint partenogenetikus szaporodast, mind pedig kis mozgasképességii faj (Hopkin,

1997), ezen modellallat esetén fontos lehet figyelembe venni az epigenetikus mintazatokat is.

1.1 Célkitizések

Az etofenprox hatdanyagi novényvédod szerek hatédsait fold felett ¢l6 allatokon mar tobbszor
vizsgaltak és szamos esetben talaltak karos mellékhatasokat nem célszervezeteken (Barros et al.,
2015; Beloti et al., 2015; Souza et al., 2014). Talajallatokra vonatkozé publikalt adatok azonban
eddig nem alltak rendelkezésre. Ezért vizsgalataim soran ki szerettem volna deriteni, hogy két
elterjedten hasznalt novényvédd szer, a Trebon 10 F és Trebon 30 EC milyen mddokon
befolyasolja a Folsomia candida (Collembola) ugrovillas faj életmenet tulajdonsagait (beleértve
bizonyos viselkedési partamétereket is) és egyes, kapcsolodd génexpresszios jelenségeket. Mivel
a generaciokon ativeld hatasok igen kevéssé kutatottak az Okotoxikologidban, viszont
jelentéségiiket egyre inkabb felismerik, fel kivantam deriteni az életmenet tulajdonsagok
valtozasainak egyes transz- és multigeneracios vonatkozasait iS. Eredményeim hozzajarulnak a
Trebon 10 F és Trebon 30 EC molekularis és okoldgiai hatdsmechanizmusainak jobb

megismeréséhez, és eldsegithetik ezeknek a novényvédo szereknek az okszerti hasznalatat is.

Céljaim részletezve a kovetkezok voltak:

- dozis-hatas kisérlet segitségével kvantifikalni a Trebon 10 F és Trebon 30 EC novényvédo
szer hatasait a F. candida mortalitasara és utodszamara;

- aTrebon 30 EC novényvédo szernek a F. candida faj peteszamara és peteméretére gyakorolt
hatdsait vizsgdlni a stressz és szaporodasi gének expresszidjaval Osszekotve, harom
generacion keresztiil;

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

- aTrebon 10 F és a Trebon 30 EC novényvédo szer F. candida faj életmenet tulajdonsagaira
¢s viselkedésére gyakorolt hatdsainak vizsgalata tobb generacion keresztiil. Azok transz- és

multigeneracios mintdzatainak kimutatasa.



1.2 Irodalmi attekintés

1.2.1 Folsomia candida (Collembola)

Az ugrévillasok, azaz a Collembola rend, igy a Folsomia canidida Willem 1902 faj is a
Hatlabuak torzsébe (Hexapoda) tartozik, igy kozeli rokona a rovarok rendjének (Timmermans et
al., 2008). A Collembola renden beliil az Isotomidae csaladba tartozik, melyre jellemz6 a fejlett
furca (ugrovilla) (Fountain és Hopkin, 2005). Emiatt a F. candida faj zavaras hatasara ugrik, az
allatok szétszélednek (Krogh, 2009). Az allat maga 1,5-3 mm hosszu, enyhén sargas szinii
(Fountain és Hopkin, 2005), potroha oldalan fehér folt sorral. Vak, euedafikus életmodu,
alapvetéen gombafogyasztd (Fountain és Hopkin, 2005; Hopkin, 1997). Kozmopolita elterjedésti,
szerves-anyag gazdag talajokban mindentitt elé6fordul (Krogh et al., 2008), igy a mezégazdasagi
talajokban is. Ezéltal a mezOgazdasagi kezelések, mint a peszticidek, gyomirtok és mitragyak
hatassal lehetnek a F. candida fajra.

Az F. candida szabalyozhatja a mikrobio faunat, ugyanis a fiatal allatok baktériumokat
fogyasztanak (Bakonyi, 1989), mig a felnétt egyedek a mikorrhiza gombak legelésével
szabalyozhatjak annak novekedését, és terjeszthetik a mikorrhiza gombakat (Gange, 2000;
Klironomos ¢és Kendrick, 1995; Seres et al., 2007). Az ugrdvillasok alapvetden kozepes
denzitasban kedvezdéek a mikorrhiza gombanak (Bakonyi et al., 2002; Gormsen et al., 2004), mert
serkentik annak novekedését és a kompetald szaprofita gombak legelésével is kedvez nekik
(Gange, 2000; Klironomos ¢s Kendrick, 1995). Ez a tipikus haranggorbe azzal is magyarazhato,
hogy a ndvekedés stimulalasa mellett a nitrogén és foszfor mineralizacidjaban is nagy szerepet
jatszanak, mely szintén kedvez a névény- mikorrhiza kettdsnek (Gange, 2000; Klironomos és
Kendrick, 1995). Az a hipotézis is fennall, hogy a hifavégek legelésével, a gomba a hifat elagazva
regeneralja, mely segiti a terjedést, illetve a mineralizdcidban a nagy mennyiségii iiriilékkel vesz
részt (Gange, 2000).

Gyakran hasznalt modellallat szamos Okotoxikologiai standard (pl. mortalitasi és
reprodukcios teszt (OECD, 2009) vagy az elkeriilési teszt (ISO, 2011) és nem standardizalt
tesztben is (Krogh, 2009), mivel egyszerii laboratériumban tartani (nem igényel kiilonleges
taplalékot csak siitd élesztot) €s konnyen szaporithatd (Fountain és Hopkin, 2005; Hopkin, 1997,
Krogh, 2009). Kénnyt szaporitasanak oka a ra jellemz6 Wolbachia fertézés (Hopkin, 1997). A F.
candida esetén mar obligat feltétele a szaporodasnak a Wolbachia,fertdzés szimbiozis szintii a
kapcsolat (Pike és Kingcombe, 2009). A baktérium hianyaban az allatok képesek normalis méretii
petecsomokat rakni, de azok nem kelnek ki. Tehat a Wolbachia fert6zésnek a petefejlodésben van
szerepe az F. candida fajnal (Timmermans és Ellers, 2009). A fert6zés indukalta sziiznemzés
esetén mindig ndstény egyedek keletkeznek, mivel a Wolbachia baktérium nem fér el a

spermiumban csak a petesejtben (Hopkin, 1997). Ezt igazolja az is, hogy a F. candida fajnal



nagyon ritkan talaltak laboratériumokban him egyedet (1:10 000 him:ndstény arany) (Krogh,
2009).

A F. candida szaporodasa onmagaban igen variabilis, a par darabtél a 62,8 atlagos
peteszamon at (Krogh, 2009) az altalam tapasztalt 150-200 pete/egyed értékig bezardlag barmilyen
szamu petét lerakhat (sajat megfigyelés). A legjobb szaporodasi sikert 21°C tartasi hodmérséklet
mellett lehet elérni, bar 15°C-on tobb petét raknak, de azok fejlédése hosszabb id6t vesz igénybe
ezen alacsony hémérsékleten (Fountain és Hopkin, 2005). Ugyan nincsen szeme az allatnak, de
konstans sotétben tobb petét raknak, igy wvaloszintisithetd, hogy egyfajta fotoreceptorral
rendelkeznek (Fountain és Hopkin, 2005). A F. candida szaporodasa szorosan 0sszekapcsolodik
a vedléssel, mert szaporodod és nem-szaporodé stadiumok valtakoznak a vedlésekkel (Fountain €s
Hopkin, 2005).

1.2.2 Etofenprox
A piretroidok széleskorben hasznalt peszticidek, mind a mezdgazdasagban, mind a haz koriil
eléforduld kartevok ellen. Gyorsan felszivodnak és kifejtik a hatasukat a rovarok idegrendszerére.
Kezdetben hiperaktivitast (Isman, 2006), majd bénulast és mozgaskoordinacios zavarokat okoznak
az idegsejtek natrium-csatornainak tartds nyitottsaganak kovetkeztében. Ezt egy viszonylag gyors,
ugynevezett ,.knock-down” folyamatnak hivjuk (Schleier 111 és Peterson, 2011). Részleteket 1asd
lentebb az 1.2.3. fejezetnél.

Az altalam vizsgalt novényvédo szerek, a Trebon 10 F és Trebon 30 EC (Mitsui Chemicals,
Inc.) a széles korben hasznalt piretroid inszekticid csaladba tartoznak, melyeket szamos orszagban,
féleg Azsiaban hasznilnak. A hatéanyaguk az etofenprox (2-(4-etoxifenil)-2-metilpropil-3-
fenoxibenzil-éter). A Trebon 10 F 100 g/L 10 m/m% hatéanyagot, mig a Trebon 30 EC 287,5 g/L
30 m/m% hatoanyagot tartalmaz. Az etofenprox felezési ideje 49,1-100 anaerob és 27,5 nap aerob
koriilmények kozott (22°C), mezdgazdasagi talajok esetén (Vasquez et al., 2011). Erdsen kotodik
a talajszemcsékhez (EU, 2013). Kiilonb6z6 zoldségek, gabonafélék, gylimolesok és disznovények
esetén javasolt a hasznalata. Kindban az etofenprox a legfontosabb hatéanyag a kaposztalepke
(Pieris brassicae), a rizs kaboca (Nilaparvata lugens), illetve a gyapottok bagolylepke
(Helicoverpa armigera) ellen (Zhang et al., 2013). Ez a hatéanyag az USA-ban is hasznalatos
citrus tltetvényeken (Boina és Bloomquist, 2015), Iranban szinyogirtasra (Vatandoost et al.,
2004) és Nyugat-Afrikaban gyapottok bagolylepke ellen (Martin et al., 2002). A nem célfajokra
gyakorolt mellékhatasai kevéssé ismertek. Szabéméhek esetén egy vizsgalat kimutatta, hogy igen
toxikus az etofenprox (LDso 0,051 ug/méh) a légzésszambdl mért stressz mértéke alapjan
(Piccolomini et al., 2018). Vizi, folyami dkoszisztéma kisérletben mar a legkisebb koncentracio
0,04 pg/L 6 oras expozicidja utan 9 nappal csokkentette a Cloeon simile kérész atalakulasat (66%
csokkenés) és az Asellus aquaticus (Isopoda) viziaszka taplalkozasi ratajat (44% csokkenés)
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(Wieczorek et al., 2018). Alacsony a toxicitasa az emldsokre (Yoshimoto et al., 1989), de nagyon
mykiss), a naphal (Lepomis gibbosus) (LCso 0,032 mg/L, 96 h, mindkét fajra), illetve mint a
Daphnia magna (LCso 0,0027 mg/L, 48 h) (Certis, 2015).

Multi- vagy transzgeneracios vizsgalatok, illetve transzkripcids vizsgalatok nem ismertek

etofenprox tartalmii névényveédo szerrdl.

1.2.3 A xenobiotikumok altal befolyasolt viselkedés

A piretroidok altal a rovarok idegrendszerére kifejtett knock-down hatast foleg olyan kartevokon
vizsgaltak intenziven, mint a szunyogok (Liu, 2015; Lukwa et al., 2012), hazilégy (Sawicki, 1962),
készletbogarak (Toews et al., 2003), saskak (Clements és May, 1977) és a vérszivo Triatoma
infestans poloska (Alzogaray és Zerba, 1997). Mas fajokon nem igazan ismeretes a hatas. Az
etofenprox neurotoxin jellegli hatasa miatt bizonyitékot taldltak a viselkedés befolyasolasara a
Doru luteipes fiilbemaszé fajnal, (Campos et al., 2011), a hazi méhnél (Apis mellifera)
(Matsumoto, 2013), a Riptortus pedestris poloskafajnal (Maharjan és Jung, 2015) és az Aedes
aegypti sztinyog esetén (Agramonte et al., 2017). Lathato, hogy ez esetben is a kartevokre, illetve
a hazi méhre, mint egyik legfontosabb nem célszervezetre koncentraltak a vizsgéalatok.

Folyamatosan ismételt peszticid alkalmazas esetén felléphet a knock-down rezisztencia,
emiatt ugyanannak a peszticidnek eltérd lehet a knock-down hatdsa egy faj kiilonbozo
populacidira. Ez a probléma kiilondsen fontos a szunyogirtas esetén, ahol piretroidokat hossza
id6n keresztiil ismételten hasznalnak (Lukwa et al., 2012).

Mivel az etofenproxot olyan inszekticidek is tartalmazzdk, amiket a szantofoldekre is
kiszornak, emiatt az ugrovillasok peszticid kitettségének nagy a valoszinlisége. Raadasul az
etofenprox hatasanak neurotoxikus jellege miatt valdszintisithetéek a viselkedést befolyasolo
mellékhatasok az ugrévillasok esetén is. Mas, hasonldan talajszennyezéseket hatasat kutatod
vizsgalatok szerint a F. candida ugrasi képessége szignifikansan lecsokkent a talaj réz és nikkel
szennyezésének novekedésével (Kim és An, 2014). Alacsony kiszorasi értékek mellett (az ajanlott
dan kiszoérasi értek egynegyed és egynyolcad mennyisége) a Dimethoate inszekticid 400 g/L, EC
(aktiv hatoéanyag: dimethoat) novelte a F. candida fordulasi ratajat és az atlag sebességét 36 oras

kisérletben (Serensen et al., 1995).

1.2.4 Transzgeneracios hatasok
Az irodalomban a transz- és multigeneracios hatasokra tobbféle fogalom is létezik, melyek
eltérhetnek egymastol. Jelen tézisben a Skinner (2008) altal hasznalt fogalmakat hasznalom, azaz

a transzgeneracio(s) kifejezést akkor alkalmazom, amikor csak a sziilok kaptak kezelést és az



utodok tiszta kdrnyezetben ¢€ltek, kdzvetlen inszekticid hatas nélkiil. A multigeneracio(s) kifejezést
akkor hasznalom, amikor mind a sziil6k, mind az utédok ugyanazt a kezelést kaptak.

A kornyezeti tényezOk transzgeneraciés hatasai az utobbi évtizedekben kezdték el
érdekelni az 6kologusokat (Bossdorf et al., 2008; Ledon-Rettig et al., 2013; Whitham et al., 2006).
Ezek a hatdsok akar epigenetikai folyamatok eredményei is lehetnek, melyek a fenotipus nem
genetikai megvaltoztatasat jelentik (Youngson és Whitelaw, 2008). A Drosophila melanogaster
1égy esetében példaul, amikor a sziild populaciot hémérséklet valtozasnak tették ki, az befolyasolta
a him utodok territorialis sikerét és fitneszét (Gilchrist és Huey, 2001; Zamudio et al., 1995). A
Plodia interpunctella moly sulyat és az immunrendszer reakciokészségét a sziilok altal fogyasztott
taplalék mindsége hatarozta meg (Triggs és Knell, 2012). A Daphnia magna vizibolha esetén
kimutattak, hogy a ragadozok képesek transzgeneracids hatasokon at indukalni az erdsebb
védekezo képletek kialakulasat, mellyel a ragadozo-préda rendszert is megvaltoztatjak (Agrawal
et al., 1999). A Protophormia terraenovae légyfajnal kadmiummal szennyezett taplalék
fogyasztasa az immunrendszert aktivalta. Ez a hatds a kdvetkezd generacidban, mely csak tiszta
taplalékot fogyasztott, szintén mérhet6 volt (Polkki et al., 2012). A hdmérséklet és az elektromos
kitettsége a csapok megrovidiilését okozta a kovetkez6 6t moly generacioban (Pavelka és
Koudelova, 2001). A burgonyabogar (Leptinotarsa decemlineata) utodai kisebb felnétt sulyt,

magasabb lipid tartalmat és alacsony metabolikus ratat mutattak, ha a sziileiket alacsony

crer

crer

peték kozott az F1 generacioban (Costa et al., 2014). Transzgeneracios kisérletek transzkriptom
vagy metilaciés minta méréssel igen ritkak a gerinctelenck esetében. A Daphnia magna cink
expozicidja utdn két generacioval a kezeletlen utddok DNS metilacids szintje csokkent
(hipometilacid), mig a novekedés gatlas csak egy generacioig terjedt ki (Vandegehuchte et al.,
2010).

Hafer et al. (2011) F. candida fajjal végzet kisérletében felfedték, hogy a sziilé generacio
szamdara biztositott taplalék elérhetdsége befolydsolta az F1 és F2 generdcio elsé petecsomo
méretét és az ivarérés idejét. A metoprén ¢€s a teflubenzuron, két rovar ndovekedésgatld szer, a
kezelés utan két generacioval is lecsokkentette a F. candida juvenilis szamat, tigy, hogy az utoédok

nem talalkoztak a vegyszerekkel (Campiche et al., 2006).

1.2.5 Multigeneracios hatasok
Az ugyanazon szennyezd anyagnak vald hosszu tavu kitettség gyakori jelenség a kdrnyezetben,

kiilondsen a lassan bomld xenobiotikumok alkalmazédsanak, illetve a peszticidek ismételt
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kiszérasaval jar6 mezdgazdasagi gyakorlat kovetkeztében. A krénikus expozicionak tobb
multigeneracios hatdsa is lehet és potencidlisan megvaltoztathatja a k6zosség szerkezetét és/vagy
az Okoszisztéma funkciokat (Marvin-DiPasquale et al., 2000). Emiatt a multigeneracios hatasok
nem csak a kutatok szamara érdekesek, de a huzamos ideig fennald szennyezések hosszutavi
hatasanak ismerete kozérdek, és a hatésagok (EPA, EFSA) szamara is fontos informacio.

A levegdvel és a vizzel szemben, a talajban a szennyez6 anyagok eloszlasa és mozgésa
korlatozott. Rdadasul a talajallatoknak tipikusan kicsi a diszperzios képességiik, emiatt nem tudjak
a szennyezett terlileteket elhagyni (Hopkin, 1997). Tobb kutatast is végeztek olyan talajallatokkal,
mint a foldigilisztak (Andre et al., 2009; Hertel-Aas et al., 2007), a fonalférgek (Contreras et al.,
2013; Schultz et al., 2016), talajlak6 bogarak (Mozdzer et al., 2003) és az ugrovillasok (Bakonyi
et al.,, 2011), melyek eredményei jOl mutatjadk a multigeneracios kisérletek fontossagat. Az
Enchytraeus crypticus televényféreg multigeneracios réz Kkitettsége esetén az utdodoknal az
egyedsiriiség ¢s a koncentracio kozott olyan interakcid alakult ki, mely a sziil6 generacidban még
nem volt jelen. igy nagyobb egyed siiriiség esetén kisebb volt a toxicitas (Menezes-Oliveira et al.,
2013). Tiz generacion at tartd nano eziist és eziist-nitrat kitettség a Caenorhabditis elegans
szenzitizacidjat okozta. A késobbi generacidkban a reprodukcio erdsebb csokkenést mutatott, mint
az elsében (Schultz et al., 2016).

F. candida tiz generacion keresztiil, folyamatosan ki volt téve fenantrénnak, egy policiklus
aromas szénhidrogénnek (Leon Paumen et al., 2008). A negyedik generacio utan drasztikus
valtozasok kovetkeztek be, a nagyobb koncentraciokkal kezelt csoportok kihaltak, mig a kisebb
koncentraciok esetén rezisztensek lettek. Két neonikotinoid vegyiiletet, az imidaklopridot és a
tiaklopridot tesztelték a F. candida fajon (van Gestel et al. 2017). Az imidakloprid esetén a talélés
¢és a reprodukcio egyértelmii multigeneracids hatast mutatott, mig a tiakloprod estén az LC50 és
EC50 értékek megndttek F1 és F2 generacioban a sziilé generaciohoz képest. Azonban egy 41
generacio id6tartamu kisérletben, amikor a F. candida fajt réznek tették ki, két koncentracioban
jelentdsen megndtt mortalitast, a méreteloszlas megvaltozasat €s a metallotionein gén emelkedett
expresszidjat tapasztaltak (Amorim et al., 2017). A multigeneracios eziist expozicid késleltette a
peterakast a F. candida fajnal (Mendes et al., 2018). Oliveira et al. (2018) az emberi
gyogyszerhatoanyagoknak, mint a karbamazepin és a fluxetin multigeneracios kitettségének
negativ hatasait talalta az F. candida fajra, mint példaul a megvaltozott fényelkeriilést, emelkedett
mortalitast és csokkent reprodukcidt. Négy éven keresztiil Bt-toxin termeld kukoricaval etetve a
F. candida fajt, megvaltoztak az életmenet (life-history) paraméterei (nagyobb peték, nagyobb

novekedési rata) az izogénes parjaval etetett csoporthoz képest (Szabo et al., 2017).



1.2.6 A xenobiotikumok génexpressziora Kifejtett hatasa

A kornyezeti stresszorok, mint az inszekticidek, aktivalhatjak, de csokkenthetik is bizonyos gének
atirodasat. A kontrolltdl eltéré génszabalyozas tulajdonképpen a homeosztazis zavaranak korai
indikatora. A stressz egy jelzdje lehet, mivel a génszabalyozids megvaltozasa elér a fehérje
atirodasig és a bioszintézis kdrnyezeti valaszaig. A szerves anyagok biotranszformécioja soran az
I. fazis az oxidaciot és az egyszeriibb kotések hasitasat foglalja magaba, amit altalaban
monooxigenazok vagy az ahhoz hasonl6 citokrémoxidazok végeznek (citokrémoxidaz P450, CYP
enzimek) (Guengerich, 2001). Ez megmagyarazza, miért aktivaljak egyes xenobiotikumok, mint
a fenantrén, a citokromoxidaz kodold géneket (Holmstrup et al., 2014; Nota et al., 2009).

A lebontas soran keletkez6 metabolitok sokszor reaktiv oxigén gyokoket (ROS) termelnek,
amik az antioxidans rendszert is aktivaljak (Nota et al., 2009). Példaul a glutation-S-transzferaz
expresszidjat serkentik a szennyezO anyagok, hogy a glutation bioszintézist fokozzak, ami
kelatokat képez a reaktiv metabolitokkal, igy inaktivalva dket (II. fazis). Ezutan altalaban az utolsé
fazis a metabolit-glutation komplexek sejtbdl valo eltavolitasa, ami torténhet ATP-ko6to kazettas
transzporterekkel (ATP-binding cassette, ABC transporters) (Sillapawattana és Schéffer, 2017;
van Straalen és Roelofs, 2011). fgy példaul a F. candida fenantrén kitettsége aktivalja az ABC-
transzporter gén atirasat (Nota et al., 2009).

A hoésokk fehérjék (HSP) az altaldnos stresszvalasz részei, mind a kdrnyezetbdl eredd
stresszre, mind a xenobiotikumok altal okozott stresszre (Serensen et al., 2003). A megemelkedett
HSP szint megemeli a Drosophila melanogaster élettartamat (Sarup et al., 2014). Az optimalis
tartomanyon kiviili hdmérsékletre a F. candida a HSP gén aktivaciojaval reagal (de Boer et al.,
2010; Nota et al., 2010; Waagner et al., 2012, 2010), mig a fenantrén és a szarazsagstressz egylitt
additivan emelte a HSP gén atirasat (Holmstrup et al., 2014).

A vitellogenin és vitellogenin-szeri fehérje alacsonyabb expresszioja jele lehet a
reprodukciora gyakorolt karos hatdsnak, mint ahogy a szubletdlis szulfoxaflor koncentracid
lecsokkentette a vitellogenin expressziot és az Apolygus lucorum (Miridae) reprodukcios ratajat
(Zhen et al., 2018). Hasonloképpen zebradanioban (Danio rerio) a csokkent vitellogenin
expresszi0, lecsokkent reprodukcioval parosult benzo[a]pirén kitettségnél (Hoffmann és Oris,
2006). Bar a vitellogenin és a vitellogenin-szerii fehérje foként a reprodukcidoban jatszanak
szerepet, azonban antioxiddnsként is funkcionalhatnak. M¢éhek esetében ezaltal ndvelhetik az
¢lettartamot (Corona et al., 2007; Park et al., 2018). A méhkiralynék mind hossza életiick, mind
termékenyek, mig a dolgozok, melyek ugyanazon genommal rendelkeznek, rovid életiiek és
sterilek. Az oreg kiradlyndk sokkal magasabb vitellogenin expresszidt mutatnak, mint a dolgozok
és ellenallobbak az oxidativ stresszel szemben is (Corona et al., 2007).

crer

fertézésekre, ami az antibiotikum termel6 géneket atirasat aktivalhatja (Chen et al., 2015; Nota et
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al., 2009). Valoszinlileg ez esetben a stressz miatt az allatnak kevesebb energiaja lesz az
immunrendszerbe vad fektetésre a detoxifikdcid6 miatt, majd a fertdzés fellépésekor az

antibiotikum termel6 gének aktivalédnak.

1.2.7 Epigenetika az okotoxikologiaban

Az epigenetika egy jelenleg rosszul definialt kifejezés, ami sok jelentést hordoz magaban (Bird,
2007). Viszonylag széleskoriien elfogadott a kdvetkezd egyszerii megfogalmazas, miszerint az
epigenetika azokkal a génexpresszio soran bekovetkezd és 6roklodo valtozasokkal foglalkozik,
amelyek nem jarnak a DNS-szekvencia megvaltozasaval (Deans és Maggert, 2015; Ho és
Burggren, 2010). Az utobbi években az epigenetikai folyamatokra egyre tobb figyelem iranyult
(Head et al., 2012; Vandegehuchte és Janssen, 2014, 2011). Okotoxikolégiai epigenetikai
hatasokat talaltak szamos gerinces (Anway et al., 2005) és gerinctelen modell allaton (Campiche
et al., 2007; Collotta et al., 2013; Costa et al., 2014; Szabd et al., 2017). Az inszekticidek
transzgeneracios €s multigeneracios epigenetikai hatdsainak vizsgalatai novekvé aggodalomra
adnak okot, mert a kornyezeti kockazatbecslés hianyosagaira mutanak ra (Shaw et al., 2017). A
szakirodalomban talalhat6 bizonyitékok arra utalnak, hogy a klasszikus genetikai mechanizmusok
mellett a transzgeneracios epigenetikai 6roklodés is fontos szerepet jatszhat populéciodinamikai
folyamatokban (Uller, 2008), egyes ndvény-ndvényevo interakciokban (TerHorst és Lau, 2012), a
biodiverzitas megvaltozasaban (Bonduriansky et al., 2012), és kémiai anyagok populaciokra
gyakorolt hatasaiban (Bickham et al., 2000).

A taplalékelérhetdség és a taplaltsagi allapot példaul epigenetikai valtozasokat inditott el a
haziméh (Apis mellifera) egyedfejlédésben és fenotipusaban, tehat ettdl fiigg hogy dolgozo vagy
kiralyn6 fejlodik ki (Kucharski et al., 2008). Valamint a kozonséges fiillbemaszoban is (Forficula
auricularia), amikor az anyai taplalékelérhet6séggel egyez6 koriilmény novelte az utod talélését
(Raveh et al., 2016). Bingsohn et al. (2016) azt talaltak, hogy a kukorica-kislisztbogar (Tribolium
castaneum) megfeleld korai indikatora a gydgyaszati termékek transzgeneracids epigenetikai
hat4sainak, mivel az epigenetikai regulator gének transzgeneracidsan aktivalodtak.

A metildcios mintaval foglalkoz6 vagy transzkriptom méréseket alkalmazo
transzgeneracios epigenetikai vizsgalatok ritkak a gerinctelenek esetében. A Daphnia magna DNS
metilaciés szintje lecsokkent cink kitettség hatdsara két generacidval a kezelés utan is, mig a
novekedés csokkenés csak a kezelés utan egy generaciora terjedt ki (Vandegehuchte et al., 2010).

Az epigenetikai hatasok kiilondsen fontosnak tlinnek az aszexualis €l61ények esetén, mivel
azok nem tudnak élni a meidzis adta rekombinacidval. Igy az epigenetikai folyamatok egy
bizonyos mértékig atvehetik a variacidt generdld funkciokat, melyek szexualis szaporodas
hianyaban kiesnek (Verhoeven és Preite, 2014). Ugyanakkor helytiilé vagy alacsony mobilitast

¢él6lények esetén hasznos lehet az informacio atadasa a sziilé kornyezetérdl (Salinas et al., 2013;
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Verhoeven és Preite, 2014). A F. candida ugrévillas minden fenti feltételnek megfelel, hiszen
szliznemzésssel szaporodo, talajlako izeltlabu (Fountain és Hopkin, 2005), ami euedafikus, tehat
alacsony mobilitasa faj (Hopkin, 1997). Az epigenctika fontossagat aldtamasztjak az irodalmi
adatok is ennél a fajnal, mert tobb nala tapasztalt jelenség a klasszikus fenotipus-genotipus
rendszerben nem magyarazhatd meg. Példaul a kisérletek hatalmas varianciaja egy klonozo, tehat
egy genotipussal rendelkez6 allatnal nem lenne lehetséges, hacsak nincs egy koztes variancia szint,
az epigenetikai variancia. Ezt jol példazzak a OECD 232 szamu ugrovillas reprodukcios és
mortalitds teszt elOtti korteszt eredményei, ahol ugyanazon populacidé egyedeit, ugyanazon
nehézfém adaggal és ugyanazon eszk6zokkel kezelték kiilonboz6 laboratoriumokban (ring-teszt),
mégis az eredmények igen variabilisak voltak (Krogh, 2009), tehat tobb fenotipust talaltak. Ez
rdadasul csoportos variancia, mely nagyobb mint az egyéni variancia. Az egyedileg tartott
allatokkal végzett kisérletekben még nagyobb varianciara lehet szamitani (Szabo et al., 2017;
Szabo és Bakonyi, 2017). Mivel az epigenetikai mintazat rugalmas, Gjrairhat6, ugyanakkor
orokithetd a kovetkezd generacioba, emiatt ugyanabbol a genotipusbol tobb fenotiput is képes
generalni (Salinas et al., 2013; Verhoeven és Preite, 2014). Ez a hipotézis megmagyarazza a F.
candida fajjal végzett kisérletek varianciajat és megoldja az egy genotipus - tobb fenotipus
paradoxont. A hipotézist alatdmasztja a Tully és Potapov (2015) altal leirt magas intraspecifikus
variancia (klonvonalakon beliil is), ami az 6rokl6do jelleget érintette. A fenti indokok miatt az
epigenetikdn keresztiil, nem csak a klonvonalak kozotti, de az egyedek kozotti szelekeid is
érvényesiilni tud a F. candida esetén.

Ha nem vessziik figyelembe az epigenetikai hatasokat, akkor is van az anyai hatasoknak
variancidja. Mivel lehetetlen tokéletesen egyforma koriilmények kozott nevelni minden egyedet,
emiatt kiilonbségek lehetnek az anyai hatasokban ¢€s az egyedek tulajdonsagaiban. Végiil, még
variancia generald tényez6 lehet az allatok kiilonb6z6 metagenomja. Mivel a Wolbachia egy
baktérium, emiatt Uj tulajdonsdgokat akar plazmidokon vagy mutacion keresztiil is gyorsan
szerezhet, amik kihathatnak a fert6zott egyedre. Rdadasul nem kontrollalhato, hogy az allatok hany
baktériumot tartalmaznak, ami szintén kihathat a fert6zott allatra. Emiatt nagy a valdszintisége,
hogy az allatok metagenom szinten kiilonboznek. Tehat annak ellenére, hogy a F. candida egy
szliznemzeéssel szaporodo allat, az eredmények értelmezésénél szamolni kell a szelekcioval. Bar
egyel6re ugy tlinik, hogy a F. candida fajnal nem talaltak metilacios mintat (Noordhoek et al.,
2018), azonban a tarnszkriptom analizis jol mutathatja az allatok megvaltozott epigenetikai
statuszat. A F. candida genomja elég jol ismert (Faddeeva-Vakhrusheva et al., 2017), ami

elény0ssé teszi genetikai, epigenetikai tesztekben a hasznalatat.
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2. Anyag és modszer

2.1 A vizsgalt novényvédo szerek

Az etofenprox (2-(4-ethoxyphenyl)-2-methylpropyl 3-phenoxybenzyl éter, 1. abra) hatéanyagot
1979-ben kezdték fejleszteni a japan Mitsui vallalatnal (Yoshimoto et al., 1989). Mara az ezt
tartalmazé novényvédod szereket kiterjedten hasznaljak az egész vilagon (WHO, 2011). Ez a
vegylilet egy piretroid, erdsen lipofil, allando6 testhomérsékletii allatokban gyorsan bomlik, és UV
fényre is érzékeny (FAO, 2006). Hatasat az axonikus idegvégzddések natrium ioncsatornain fejti

ki, tartds ingeriiletet 1étrehozva (FAO 2007).

0~ CHs

CHg3

1. abra: Etofenprox szerkezeti képlet

Doktori munkdmban két etofenprox hatéanyagii ndvényvédd szert, a Trebon 10 F és a
Trebon 30 EC készitmény hatasait vizsgaltam. A Trebon 10 F novényvédod szert széles-korben
hasznaltak 2015-ig, gylimolcsosok, kalaszosok, kukorica és ut menti fak védelmére. Ezutan jelent
meg a Trebon 30 EC nevii szer, amit Magyarorszagon almaterméstiekre, burgonyara és
cukorrépara alkalmaznak. Mindkét novényvédo szerre ugyanazon tulajdonsagokat tiintette fel a
gyarto. Foként az almamolyok, akndzoémolyok, lepkehernyok, atkék, szinkabocak ¢€s levélfogysztd
bogarak, mint névényi kartevok ellen javasolt. Pontosabban kovetkezd kartevok ellen ajanlottak:
Nilaparvata lugens, Laodelphax striatellus, Nephotettix nigropictus, Cnaphalocrosis medinalis,
Lissorhoptrus oryzophilus, Leptocorisa sp., Pieris rapae, Myzus persicae, Bermista tabici, Thrips
tabici, Phyllocnistis citrella, Psylla pyrisuga, Cydia pomonella, Grapholita molesta, Empoasca
sp., Aphis gossypii, Eurygaster sp., Scirtotrips dorsalis, Empoasca onukii, Lymantria dispar. A
talajpan nem mosodnak ki az alsobb rétegekbe, am vizi éldlényekre erdsen mérgezéek

(MitsuiChemicals, 2008). Bomlasi félidejiik 7-21 nap aerob talajban (MitsuiChemicals, 2008).
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2.2 Modellallat

Modellallatnak a Folsomia candida (Collembola) fajt valasztottam, mivel széles korben
elterjedt a Fold szervesanyagban gazdag talajaiban, és fontos szerepet tolt be szamos
¢letk6zosségben, a talajok anyagforgalmaban (Fountain és Hopkin, 2005; Krogh et al., 2008). A
torzstenyészet a Szent Istvan Egyetem Allattani és Allatokologiai Tanszék laboratériumaboél
szarmazott (2. abra). Az altalunk tenyésztett F. candida a ’Berlin’ klonvonalba tartozik. A
tenyészetet 9 cm atmér6jii és 1 cm magassagu Petri csészében tartottam, melynek aljan aktiv
szénnel kevert gipsz (1:10:10 aktiv szén-gipsz-viz térfogat arany) volt elhelyezve kb. 0,5 cm
magassagban (Goto, 1960). Ez esetben a paratartalom kozel 100% a Petri csészékben. A
tenyészetet 20+0,2 °C-on termosztatban tartottuk, €s instant szaritott ¢lesztovel taplaltuk hetente
egyszer ad libitum. Az allatokat teljes sotétségben tartottuk. A vizsgalatokat ugyan ezen
termosztatban, ugyan ilyen koriilmények kozott végeztiik el.

A Trebon 30 EC OECD teszt és transzkripcios vizsgalatat Amszterdamban, a Vrije
Universiteit, Department of Ecological Science nevii tanszékén végeztem, ahol a tesztallatok
tartasa eltért a fent emlitett6l. Az ottani tenyészetet 16+2°C-os klimakamraban tartottam, miianyag
dobozban, mely aljan koriilbeliil 1 cm vastagsdgban aktiv szénnel kevert gipsz volt (1:10
tomegarany). A kamra fény/sotét ciklusa 12/12 ora, relativ paratartalma 75% volt. A
szinkronizacio, amikor az adult allatokat kiilonitiink el igy indukalva a petrakast, majd két nap
mulva eltavolitjuk az adultakat. Az igy hatramarad6 peték egy-két nap kiilonbséggel azonos
korutak, szinkronban vannak. Tehat a kisérletben hasznalt allatok egy-két nap kiilonbséggel azonos
kortiak lesznek.

A szinkronizacio egy 20+2°C-os klimakamriban tortént a fent leirt miianyag doboz
tipusban, 12/12 oras fény/sotét ciklussal. A kisérletek is a szinkronizacids koriilményekkel
megegyez0, de elkiilonitett klimakamraban folytak. Az allatokat szaritott instant élesztével etettiik
(Algist Bruggeman N.V, Ghent, Belgium) ad libitum.

R R

2. abra: F. candida modellallat és petecsomoja (Sajat fotod)
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2.3 Standard talajok

A dozis-hatds kisérletekben és a Trebon 10 F reprodukcios kisérletben, illetve a Trebon 30
ECtranszkripcios vizsgalatban alkalmazott talajok a kovetkez0 paramterekkel birtak:

OECD talaj: A Trebon 10 F inszekticiddel végzett kisérletben standard OECD talajt
hasznaltam (OECD, 2009). Ez 74% kvarchomokot, 20% kaolint, 5% t6zeget és a pH beallitasahoz
~1% CaCOs-t tartalmazott. A talaj vizkapacitasat az OECD (2009) szabvany alapjan hataroztam
meg. Ezzel a modszerrel kiszdmitva, a talaj vizkapacitasa 18,22% lett, ami a haszndlt 30 g talaj
esetén 5,5 ml viz hozzdadasat jelent.

A mesterséges talaj pH-értékét Mettler Toledo Education Line miiszerrel ellendriztem.
Négy-négy gramm mesterséges talajt raktam 3 kémcsObe, melyet 2 nappal a teszt elott
elénedvesitettem 6 ml 1 M KCl oldattal. Az elénedvesités utdn minden kémcesovet 5 percig Vortex-
szel Osszeraztam. Ezutan két nap iilepités kovetkezett. A pH-mérét behelyeztem a kémcsdébe és
megvartam, mig a kijelzon fél percig nem valtozik a pH-érték. Ezt az értéket tekintettem a végleges
pH-nak. A harom értéket atlagoltam. A pH megfeleldonek bizonyult (pH = 7,29), igy nem igényelt
a talaj kalcium-karbonattal vagy szerves savakkal torténé pH korrekcios kezelést.

LUFA talaj: A Trebon 30 EC novényvédo szerrel LUFA 2.2 (Lufa Speyer, Germany)
talajon végeztem az elézetes kisérleteket. A talaj adatlapja szerint ez egy valyog talaj 1,59 +£0,13%
szervesanyag tartalommal, a pH-ja 5,4 + 0,2 0,01 M CaCl> oldatban mérve. Vizkapacitasa (WHC)
43,5 + 2,8% a szaraz sulyanak. Tehat 30 g nedves talaj eléréséhez 5 ml oldatot kellett a talajhoz

adni.

2.4 Pete-paraméterek mérése
A kisérletek soran a peték térfogatanak és pete alakjat (atmérdinek aranyat) minden kisérlet esetén
azonos modon mértem le és szamitottam ki. A gipszen 1évo petéket egy nedves ecsettel finoman
szétteritettem, majd sztereomikroszkop ald tettem és mikroszkopra csatlakoztathaté kameraval
lefényképeztem. A képeken minden petének adtam egy szamot, majd Excel programmal VEL
fliggvénnyel mindegyik mellé generaltam egy random szamot. A tiz legkisebb szamot kapo petét
mértem minden Petri csészébdl. A méréseket ImageJ nevil ingyenes szoftverrel (Schneider et al.,
2012) végeztem. A pete legnagyobb és legkisebb, egymasra merdleges atmérdjét mértem meg. A
mérési pontok az 3. abran lathatoak.

A peteatmérokbdl kiszamoltam a peték térfogatat prolét szferoid (orsoszferoid) képlettel
(V = 4/3 wxaxb?, amiben ,,a” a hosszabb 4tmérd, ,,b” pedig a révidebb atmérd (Satterly, 1960)).
A statisztikai modellekben mindig a térfogat kobgyokét hasznaltam, hogy az adatok normalis
eloszlast kovessenek. Ahol a peteatmérdk aranyat hasznaltam, ott a hosszabb atmérét osztottam a

rovidebb atmérdvel, igy az arany mindig 0 és 1 k6zotti szam volt.
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1. mérési hely

2. mérési hely

_/

3. dbra: Petén végzett mérések helye

2.5 Trebon 10 F inszekticid ddzis-hatas Kkisérlet

Ezt a kisérletet az OECD ugrovillas reprodukcios teszt (OECD, 2009) alapjan végeztem, annyi
valtoztatassal, hogy az expozicios id6 nem 28 nap, hanem 20 nap volt, mivel ennyi a Trebon 10 F
inszekticid bomlasi félideje. A fent specifikalt OECD talajt hasznaltam.

Nyolc Trebon 10 F koncentraciot (V/V) teszteltem, 1,8 szoros higitasi 1éptékkel, az OECD

el6iras alapjan. Minden koncentraciobol 6t ismétlést alkalmaztam, a kontroll esetében pedig tizet
(duplakontroll az OECD el6iras alapjan). Az OECD tesztben alkalmazott nyolc koncentraciot ugy
szamoltam ki, hogy a kalaszosokra kiszamolt 2,85 ml szer/L viz koncentraciot tekintettem kdzépsd
értéknek. A higitasi sorba beleestek a kalaszosokra és a fakra és gyiimolcsosokre javasolt
koncentraciok is. Igy a nyolc koncentracié a kovetkezé volt, ml Trebon 10 F/L viz koncentracio
értékben megadva: 0,489; 0,882; 1,58; 2,85; 5,13; 9,23; 16,6 és 29,9 ml/L. Ennek megfeleléen a
hatdbanyag koncentracio a talajban 10,96; 19,73; 35,52; 63,94; 115,09; 207,17; 372,9 és 671,22
mg/kg volt.
Osszekevert mesterséges talajra raktam edényenként 10-10 darab 10-12 napos allatot. A miianyag
edények mérete a kovetkezo volt: magassag 5 cm, alapatmérd 5,3 cm és felsé atméré 6,6 cm (100
ml térfogat). Az expozicios id6 20 nap volt. A kisérlet a tenyészetekkel megegyezd koriilmények
kozott, azonos termosztitban folyt. Az edényeket hetente egyszer felnyitottam etetés és
levegdztetés céljabol. Az expozicids 1d0 végén az edényeket vizzel araszottam el, dvatosan
Osszekevertem a talajjal és megszamoltam a felszinre feluszo adult és juvenilis allatokat. A teszt
soran csak az ¢l6 allatok usznak fel, mivel csak azok tartalmaznak levegdt, ebbdl kisdmolhato az
adultak mortalitasa, illetve a juvenilis szam. A LOEC és EC50 értéket a ToxRat programmal
szdmoltam ki (ToxRat®Solutions.Gmbh, 2015). A koncentraci6 hatdsat a mortalitdsra és a
juvenilis szamra altalanos linearis modellel R Statisztikai programmal elemeztem (R Core Team,
2017).
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2.6 Trebon 10 F inszekticid reprodukcios és taplalékvalasztasi teszt

A dozis-hatés kisérlet eredményei alapjan és a gyiimolcsdsoknél €s a faknal hasznalatos ajanlott

koncentraciot figyelembe véve a 0,882 ml Trebon 10 F/L koncentraciot valasztottam tovabbi

munkara. Az elobb emlitett atlagos koncentracidval, a tizedével és a tizszeresével egy sziilo-

utédgeneraciora kiterjedd (1) reprodukcids és (2) taplalékvalasztasi kisérletsorozatot végeztem.
A reprodukcids és taplalékvalasztasi tesztben faktorialis kisérleti elrendezést alkalmaztam

(4. abra). Minden kezelésben (koncentracional és generacional) harom végpontot mértem.

Végeztem egy taplalékvalasztasi tesztet (1), peteszamlalast (2) és petemérést (3) is.

talaj

4, abra: A Trebon 10 F inszekticid kisérleti elrendezése. Az allatok minden kezelésben és a
kontrollban is igy voltak kezelve. Trapéz: miianyag doboz, talajjal toltve, csapvizzel vagy oldattal
keverve. Kor: Petri csésze aktivszenes gipsszel. Célkereszt: taplalékvalasztasi Petri csésze. E:
egyedszam edényenként. N: edényben eltoltott napok szdma, I: ismétlésszam. P: sziilé generacio,
MF1: kezelt utodgeneracid/multigeneracid, TF1: nem kezelt utddgeneracid/transzgeneracio, TF2:

nem kezelt méasodik utdd generacid/ transzgeneracio
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A reprodukcids tesztben mind a harom koncentracio esetében 90 darab, 10-12 napos allatot
raktam Trebon 10 F inszekticiddel kevert standard OECD talajra. Itt 20 napig tartottam az
allatokat. Egy kontroll, szernélkiili csoportot is tartottam vizzel kevert mesterséges talajon. Husz
nap utan a talajt 6vatosan kiboritottam egy nagy Petri csészére és a rogoket 6vatosan szétvalasztva
kerestem meg az allatokat. Véletlenszerlien kivalasztottam 30 egyedet minden koncentraciobdl.
Kiraktam 6ket aktiv szenes, gipszes Petri csészékbe (Isd. fent). Egy Petri csészébe egy allat kertilt,
mindegyik Petri csésze egyedi azonositot kapott. Az atrakassal indukaltam a peterakast (Hopkin,
1997). Az allatokat instant ¢élesztével taplaltam.

A 9. napon a Petri csészékben 1€évd petéket szétteritettem majd sztereomikroszkop ala
tettem (Olympus SZH10) ¢és mikroszkopra csatlakoztathatd Olympus C7070 widezoom
fényképezdgéppel €s Olympus C5060 ADL optikaval lefényképeztem és lemértem a peték
atmérdjét a 2.4-es fejezetben leirtak szerint.

A kezelt sziilégeneraciobol 25 egyedet valogattam a taplalékvalasztasi teszthez, illetve a
kikel6 utodok koziil is valogattam 25 egyedet, ugyancsak a taplalékvalasztasi teszthez. A sziil6 (P)
generacionak volt egy nem kezelt, kontroll csoportja. Illetve az utdodgeneracidban (F1) volt egy
Petri csészén nevelt (F1;0P) kontroll a nem kezelt csoportokhoz és egy talajon nevelt kontroll
csoport (F1;0T) a kezelt csoportok kontrolljaként.

A taplalékvalasztasi tesztet mini Petri csészékben végeztem, amelyek atmérdje 4 cm és
magassaga 1 cm volt. A Petri csészébe egy réteg nedves szlir6papirt helyeztem a paratartalom
fenntartdsara, illetve egy, a taplalékok helyét kijel6l6 nedves papirt (5. dbra). Taplalékul Zamora
kukoricafajta levéldaralékat és a tenyészetekben szokasos taplalékukat, az instant élesztét kaptak
az ugrovillasok. A kétféle taplalékot a kisérlet elején a 5. abran lathato helyekre helyeztem el, és
a kisérlet kezdetén az allatot a Petri csésze kozepére tettem be, hogy egyenld eséllyel juthasson el
mindkét taplalék tipushoz. Egy Petri csészében egy allat volt egy hétig, majd a jelolé korokon

beliil 1év6 triilékeket megszamoltam taplaléktipusonként (Bakonyi et al., 2011).

Oriilék szamlélds
helye

Téplalék helye
5. abra: A taplalékvalasztési teszt: a taplalék helye (bels6 kor teriilete) és az iiriilék szamlalas

helye (kiils6 kor teriilete)
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Az elsd utod-generaciobdl (F1), minden kezelésbdl véletlenszeriien kivalogattam 30-30
egyedet és a harom koncentracioban Trebon 10 F inszekticiddel kezelt mesterséges talajon
tartottam 6ket 20 napig, a korabban leirt médon (MO,1, M1; M10) Ezzel parhuzamosan minden
kezelésbol kivalogattam olyan allatokat, amelyeket Petri csészén, azaz Trebon 10 F kezelés nélkiil
tartottam (TO,1, T1, T10). A 20 nap eltelte utan kivalasztottam, koncentracionként 30 allatot
peterakasra a kezelt csoportbol, illetve a kezeletlen utédok koziil is valasztottam
koncentracionként 30 példanyt petézéshez. Ehhez a kisérlethez tartottam egy kontroll csoportot
mesterséges talajon (lasd a kordbban leirt moédon), amely talajt nem kezeltem Trebon 10 F
inszekticiddel. Emellett Petri csészében is volt egy 30 egyedbdl allé nem kezelt, kontroll csoport,
a talaj hatasanak kisziirésére.

Az utdédgeneracioval végzett kisérletben igy nyolc csoportom volt. Azok a csoportok,
azok a csoportok, amelyeknek a sziileiket kezeltem, ket magukat nem. Ezen kiviil egy Petri
csészében és egy talajon nevelt kontroll csoportot is vizsgaltam. Az el6zéeken kiviil végeztem még
a nem kezelt els6 generacios allatok utddaival egy taplalékvalasztasi kisérletet, annak érdekében,

hogy kideritsem, két generacio elég-e¢ a névényvédod szer hatasanak megsziinéséhez.

2.6.1 Statisztika
A téplalékvalasztasi kisérlet eredményeit paros t-probaval elemeztem, kétoldali hipotézissel

(Bakonyi et al., 2011). Minden egyedrdl feljegyeztem, hogy mennyi triiléket talaltam az élesztd
és a kukorica taplalékforras mellett. Ezt az adatot hasznaltam a probahoz. Igy megkaptam, hogy
az egyed melyik élelmet preferalta, illetve a két taplalék kozotti kiilonbségekre, kisérletenként egy-
egy konfidencia intervallumot allapitottam meg, tovabba az atlagos kiilonbség nagysagat a két
taplalékforras mellett talalt tiriilék szam kozott.

A sziilogeneracio altal rakott petek szamanak és méretének elemzése tobb modell
segitségével tortént. A koncentraciok logaritmusa keriilt a modellbe, mint magyarazo valtozo. A
peteszam Osszefiiggését a kezeléssel Wilcoxon-Mann-Whitney rang probaval vizsgaltam a
rezidualis deviancia instabilitasa miatt.

A petetérfogat tesztelésénél a modellben a koncentracio és a peteszam hatasat teszteltem.
Mivel egy Petri csészébdl tiz petét mértem le, ezért feltételeztem, hogy az adatok nem filiggetlenek.
A fiiggetlenség problémajanak kikiiszobolésére kevert linearis modellt hasznaltam az nlme
csomagbdl (Pinheiro et al., 2013). Az egyedek azonositojat hasznaltam random hatasnak, mert ez
mutatja meg, hogy azonos Petri csészébdl szarmaznak a peték. A kevert modell megmondja, hogy

a kiilonboz0 forrasokbol mennyi variancia szarmazik. A modell kiszdmolja a standard deviaciot a
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random hatast add csoporton beliil és a teljes mintaban. Amennyiben a két deviacido nem tér el
jelentdsen, akkor az adatok fliggetlennek tekinthetdek.

Ellendriztem, hogy a petedtmérdk aranya fiigg-e a kisérletben hasznalt koncentracioktol,
vagy csak a peteatmérotol. Tudjuk, hogy ha fejlettebb az embrio, kevésbé gomb alakt a pete
(Hopkin, 1997), igy ettdl a hatast6l mindenképpen fiigg a peteatmérok aranya. Ezt szintén kevert
linearis modellel elemeztem, a koncentracié fliiggvényében. Ezzel megkaphatjuk, hogy van-e

valamilyen hatasa a szernek az 4&tmérdk aranyara.

2.7 Trebon 30 EC dozis hatas kisérlet

A tesztet az OECD ugrovillas reprodukcios teszt szerint végeztem el, LUFA 2.2 talajon
(OECD, 2009). A kisérlet hossza 28 nap volt. Hét koncentraciot hasznaltam, kétszeres higitasi
1éptékkel. Minden koncentraciobol 6t ismétlést alkalmaztam, a kontroll esetében tizet. A Trebon
10 F inszekticid hatasabol kiindulva hasonld higitasi koncentraciokat allitottam be. A hét
koncentracio6 a kovetkezd volt, ml szer/L vizként megadva: 0,410; 0,819; 1,64, 3,28; 6,56; 13,11
¢és 26,22 ml/L. Hatdéanyag koncentracié a talajban: 23,44; 46,88; 93,75; 187,5; 375; 700; és 1500
mg/kg volt. A kétszeres 1éptéket a technikailag egyszerlibb, higitasi sorral valo eldallitasa
indokolta.

Harminc gramm nedves, Trebon 30 EC inszekticiddel kevert mesterséges talajra raktam
edényenként 10-10 darab 10-12 napos allatot. A hasznalt iivegek 150 ml térfogatiiak voltak. Az
expozicids id6 28 nap volt. Az edényeket hetente egyszer felnyitottam és pdtoltam az elparolgott
vizet, illetve a 14. napon etettem az allatokat. Az expozicios id6 végén az edényeket vizzel
araszottam el, Ovatosan Osszekevertem a talajjal és megszamoltam a felszinre feliszo adult és
juvenilis allatokat. A koncentraci6 hatasat a mortalitdsra €s a juvenilis szamra altalanos linedris

modellel, R Statisztikai programmal (R Core Team, 2017) elemeztem.

2.8 Trebon 30 EC inszekticid tobb generacios transzKkripcios vizsgalat

2.8.1 Kisérleti alapadatok

A kovetkez6 koncentracidokat hasznaltam a kisérletben 107, 179, 299 és 500 mg etofenprox
hatoanyag / kg szaraz LUFA talaj és egy kontroll csoport, amit ionmentesitett vizzel nedvesitettem
(hatdanyag koncentracio a talajban: 1,87; 3,13; 5,23; és 8,74 ml/L). A koncentraciokat a Trebon
30 EC inszekticiddel végzett dozis-hatas teszt alapjan allitottuk be, ugy hogy az 50% effektiv
koncentracional (ECsp) higabb és toményebb koncentraciot is alkalmazzunk. Minden Trebon 30
EC inszekticid oldatot egymastol fiiggetleniil készitettem el. A talajt hasznalat el6tt 12 déraval

kevertem be a Trebon 30 EC inszekticid oldatokkal. Minden oldatot alaposan dsszekevertem a
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talajjal, hogy homogén fazist érjek el. Ezutan egy vegyifiilke alatt hagytam az edényeket 12 orara,
hogy az ill6 melléktermékek elparologhassanak. Igy a terepi viszonyokat is szimulaltuk, ahol a
naftalin szabadon elparologhat, mig ez a kisérletiinkben alkalmazott zart tesztedényekben nem
lenne lehetséges. Hasznalat eldtt a talajok viztartalmat korrigaltam. 30 g nedves talaj kertilt egy
tivegesébe (5 ml oldat és 25 g szaraz talaj). A kontroll csoportban tiz ismétlés volt, mig 6t ismétlés

volt a kezelt csoportokban.

2.8.2 Kezelési csoportok

Az els6 generacioban (P) egy kontroll csoportot és négy koncentracioval kezelt csoportot
allitottam be (kisérleti elrendezést 6. és 7. abran abrazoltam). Az allatok 10-12 naposak voltak
minden generacio megkezdésekor. A masodik generacioban (F1) egy kontroll (K), egy
multigeneracios (MF1) és egy transzgeneracios (TF1) csoportot allitottunk be. A multigeneracios
csoportban az ugrovillasok kezelt talajba kertilnek. A transzgeneracios csoportban az ugrovillasok
allatokat a sziil6i (P) generaciobol ugy nyertem ki, hogy elarasztottuk a talajt, majd egy szitaval
lemertem az allatokat a vizfelszinrél. Az igy kinyert allatok random keriiltek vagy a
multigeneracios (kezelt talaj) vagy a transzgeneracids (tiszta talaj) csoportba. A harmadik
generacioban (F2) fenntartottam a kontrollt és beallitottam a TF1 kezelés juvenil egyedeibdl egy
transzgeneracios csoportot (TF2). Az F1 multigeneracios juvenilis allatokat tovabbi két csoportra
osztottam. Egy tovabbra is multigeneraciés csoportra (kezelt talaj, MF2) és egy

multitranszgeneracids csoportra (tiszta talaj, MTF2).

2.8.3 Kisérleti elrendezés

Az Okotoxikoldgiai rész kisérleti elrendezése a 6. abran, mig a génexpresszios rész a 7. abran
lathato. Az 6kotoxikologia részben a P generacid 28 napig volt a talajban, majd az adult €s a juvenil
allatokat megszamoltam. Ot adult allatot egy gipszes milanyag edénybe tettem 6t napra, igy
indukélva a peterakasat. Ot nap utan az adult allatokat eltivolitottam és a szétteritett petecsomokrol
digitalis fotot készitettem. Megszamoltam a petéket. Véletlenszerlien kivalasztottam egyedenként
tiz petét, a legrovidebb €s a leghosszabb atmérdket mértem le a petetérfogat kiszamolasahoz
(Image J, Schneider et al. 2012). A petetérfogatot a prolét szferoid térfogat képletével szamoltam
ki (Satterly, 1960). A koriilbeliil 10-12 napos juvenileket egy szitaval tavolitottam el a viz
felszinérdl és atraktam Oket a kovetkez0 generacio talajaba vagy a génexpresszids rész korositd
talajaba. Ezek utan az F1 és F2 generacioban a LUFA talajban t61tott 1d6t 35 napra noveltem (az

eredeti 28 naprol), annak érdekében, hogy elég 10-12 napos juvenilt talaljak. Az Skotoxikologia
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rész F1 és F2 generacidjaban az 6sszes kezelési csoportban a fent leirtak szerint jartam el (adult és
juvenil szdmolés, adult peterakas és pete paraméter mérések).

A génexpresszios kisérlet P generacioban az allatokat 22 napos korukban ugyanabbdl a
szinkron tenyészetbdl vettem ki, mint az Okotoxikologiai kisérletben. Az allatokat két napos
kezelésnek tettem ki LUFA 2.2 talajban, a fent leirt koncentraciokkal. Harminc gramm nedves
talaj volt minden {ivegben, 50 allat a génexpresszids vizsgalathoz és 5 a reprodukcios gének
szaporodassal valo Osszefliggésének ellendrzésére. Két nap leteltével 6t allatot kiraktam gipszes
dobozba, hogy petét rakhassanak. Ot napot toltottek a gipszes dobozban, aztan az adult allatokat
eltavolitottam ¢és a szétteritett petecsomokrol digitalis fotot készitettem. A pete-paraméterek
mérését a 2.4-es pontban leirtak szerint végeztem. A maradék allatot (50 db) folyékony
nitrogénben ultragyorsan fagyasztottam és -80 °C-on taroltam d6ket. Az F1 generacios juvenileket
az okotoxikolodgiai kisérlet P generaciojatol nyertiik a 28. nap végén. Az F1 generacios juvenilek
tiszta talajba kertiltek 13 napra, hogy elérjék a génexpresszios vizsgalathoz sziikséges kort (21-23
generacié (multigeneracio és transzgeneracio) tagjai. A minta itt és a kovetkezd generacio esetében
egyarant 50 allatbol allt. A kezelés végeztével az allatokat ultragyors-fagyasztottam és -80°C-on
taroltam. Az F2 generacios juvenileket az okotoxikologiai kisérlet F1 generacio iivegeséibol
nyertem a 35. nap végén. Ezt kovetéen 13 napig tiszta talajban tartottam az allatokat, majd
ugyanazt a kezelést kaptak, mint az F2 Okotoxikologiai kisérlet allatok (transz-, multi-,

multitranszgeneracio). Két nap utan ultragyors-fagyasztottam és -80°C-on taroltam 6ket.

21



Juvenilek F1 Génexpressziohoz Juvenilek F2 Génexpressziohoz

F2 adult peterakas 103|Nap
Peteszamlalas
Kezelt LUFA2.2 -

Adultak -

SzUl6i Génexpresszid e i lan Nap
Adulta Peteszamlalas
SzUl6 peterakas  33|Nap
Peteszamlalas

/7
" 77 77
Nap g Bkotoxikoldgia 98[Nap 4 1d6 (Nap)

Adultak|

si /7 I/

77

N / . 7
Okotoxikoldgia rész kezdete 28|Nap F1 Okotoxikoldgia

i
N
-]
Y
(=]
v
g

-

K

i

IMF2
]

MF1

|

/(

6. abra: Trebon 30 EC inszekticid dkotoxikologia kisérleti elrendezés, ami egy OECD teszt, peterakas és génexpresszios teszt valtakozasat mutatja. A
dobozok szine a szubsztratot jeloli, amiben az allatokat tartottam a kiilonboz6 kisérleti fazisokban (sziirke: gipsz, barna: tiszta LUFA talaj, sarga: kezelt
LUFA talaj). A vizszintes vonal az eltelt id6t jelzi kisérleti napok szamaban, az dbra nem iddaranyos (megszakitasok paros, az idévonalat keresztezd
harant vonalakkal jelezve). A zold nyil jelzi, amikor collembolédkat kivettem a tesztbdl a génexpresszids vizsgalathoz. A sziirke vonalak a leszarmazasi
viszonyokat jelolik. A fiiggdleges fekete vonalak, amik 4thaladnak az idévonalon a generacidkat valasztjak el. A kezelési kodok MF1: multigeneracio,

TF1: transzgeneracio, MF2- F2 multigeneracid, TF2: F2 transzgeneracio, MTF2: multitranszgeneracio.
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7. abra: A génexpresszios kisérleti elrendezés a reprodukcios kapcsoltsagi teszt és a OECD tesztbdl bejovo juvenilek (zold nyil), az allatok korositasa,
aztan egy rovid expozicio és az ultragyors fagyasztas valtakozik. A vizszintes vonal az eltelt iddt jelzi kisérleti napok szamaban, az dbra nem idéaranyos
(megszakitasok paros, az iddvonalat keresztezé harant vonalakkal jelezve). A zdld nyil jelzi, amikor collembolékat kivettem a tesztbdl a génexpresszios
vizsgélathoz. A sziirke vonalak a leszarmazasi viszonyokat jelolik. A fiiggdleges fekete vonalak, amik athaladnak az idévonalon a generaciokat valasztjak
el. A narancssarga nyil a peterakashoz elkiilonitett adultakat jelzik. A sarga nyil az ultragyorsfagyasztashoz kivett allatokat jelzi. A kezelési kodok MF1.:

multigeneracio, TF1: transzgeneracio, MF2: F2 multigeneracio, TF2: F2 transzgeneracio, MTF2: multitranszgeneracio.
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2.8.4 RNS Kkivonas

Egy biologiai minta 50 ultragyors-fagyasztott allatbol allt, melybdl a teljes RNS mennyiséget
kivontam (1,5 ml mikrocentrifuga cs6). Az RNS kivonashoz az SV Total RNA Isoltation System
nevl kittet (Promega Corporation, Madison, WI, USA) hasznéltam a hasznélati itmutatonak
megfelelden. Annyi eltérés volt, hogy a DNaz inkubacios mixet 15 perc helyett 30 percig hagytam
a membranon a még tokéletesebb tisztitas érdekében. Ezutdn az RNS koncentraciét NanoDrop
ND-1000 spektrofotométerrel (Wilmington, DE, USA) mértem meg, majd a mintakat -80°C-on

taroltam.

2.8.5 RNS mindség ellendérzés

Az RNS-t etidium-bromidos 1%-os agar6z gélen (SphaeroQ) futtattam, hogy ellenérizzem nem
fragmentalt-e. Ezutdn DNS szennyezést keresve PCR reakcidt futtattam az 6sszes RNS mintan.
Egy haztartasi gén, az eukariota transzkripcids inicidcios faktor IA (Etiff) DNS primereket
hasznaltuk a Promega GO-tag PCR protokollal. Ez utan a PCR termékeket 1,5%-0s etidium-
bromidos agardz gélen -elektorforézissel futtattam, hogy a DNS tartalmat vizualisan

ellendrizhessem.

2.8.6 cDNS szintézis

Ot pl RNS mintat 70°C-on inkubéltam 5 percig, aztan jégen hirtelen lehiitdttem. 20 pl reverz
transzkriptaz mixet adtam a mintahoz (5 pl 5x puffer, 1,5 ul 10mM dNTP, 0,5 pl oligo dT 1 pg/pl
koncentracios oldata, 1 ul mmLV reverz transzkriptaz, 12 pl nukleaz mentes viz). A keveréket a
PCR-be raktam 5 percre 25°C-on, 60 percre 42°C-on, majd 15 percre 70°C-0s programra. A
CDNS-t 100 pl nukledz mentes vizzel higitottam.

2.8.7 Transzkripci6s analizis

Két héztartdsi gént hasznaltam referencia génként: tirozin-3-monooxigenaz (YWHAZ) és
szukcinat-dehidrogenaz (SDHA) (de Boer et al.,, 2009). Tovabbi &t altalanos stresszgén
expresszidjat mértem meg: ABC-transzporter (ABC), izopenicilin-N-szintetaz (IPNS), két
citokrom P450 monoxigenaz tipust (CYP6N3v2, CYP6N4v1) és a hésokkfehérje 70-t (HSP70).
Tovabba harom szaporodassal kapcsolt gént is vizsgaltam: vitellogenin fehérje (vitl), vitellogenin-
szeri fehérje (vit2), vitellogenin receptor (vitrec). A vitellogenin és a vitellogenin-szerii fehérje is
fontos alkotéeleme a petéknek. A vitellogenin-receptor nem csak a vitellogenin petébe jutasaért
felel, hanem szerepe van az ovariumok érésében is (Cong et al., 2015). A gének bévebb adatait a

1. tablazatban tiintettem fel.
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A génexpressziok mértékének megallapitasahoz el6szor a qPCR mixet elkészitettem (0,5
ul forward primer, 1,5 pl reverz primer, 7 ul nukleazmentes viz, 10 ul sybr zold Bioline, UK) és
96-lyuku qPCR lemez lyukaiba mértem, ezen kiviil 2 pul mintat is a lyukakba mértem. Biorad CFX

g-PCR gépet hasznaltam a mérésre.

2.8.8 Statisztika

Minden statisztikai analizist az R Statisztika 3.4.2 programmal végeztem (R Core Team, 2017). A
Trebon 30 EC inszekticid koncentracio hatasat a talélésre, juvenil szamra, peteszamra, az allatok
szamara és a normalizalt RNS mennyiséget egyszerli linearis modellel elemeztem. Post-hoc
tesztnek a Dunett-tesztet hasznaltam. Az F2 multitranszgeneracios kezelésben a koncentracio
hatasat a peteszamra tobb-szakaszos altalanositott linearis modellel elemeztem, mert az adatok
kozotti 6sszefiiggés nem volt linearis (MASS csomag, Venables és Ripley, 2002). A koncentracid
hatasat a petetérfogatra kevert linearis modellel elemeztem (nlme csomag, Pinheiro et al. 2013).
Az egyedek azonositd szdma volt a random faktor, ami megmutatta, hogy a peték azonos Petri-
csészekbdl szdrmaznak. A normadlis eloszlas eléréséhez a petetérfogat kobgyokével dolgoztam. A
génexpresszios  szinteket log-transzformaltam (logl0). Az inszekticid koncentracio
génexpressziora gyakorolt hatasat linearis modellel elemeztem. A sziilé generaci6 IPNS
expresszidjanak és az F2 multitranszgeneracios kezelés ABC expresszidjat tobb-szakaszos
altalanos linearis modellel elemeztem. A transzformaciok utdn az adatok normalitasat
diagnosztikai dbrakkal ellendriztem (rezidualis varianciak, QQ plot, Cook-féle tavolsag abra). A

harom kezelési csoportot: M, MT, T kiilon elemeztem.

25



1. tablazat A qPCR génjeinek informacioi. F: forward primer, R: reverse primer. A teljes szekvenciak a http://collembolomics.nl oldalon talalhatéak

meg.

Gén funkcid Gén kod Azonositdé szam  F/R Primer szekvencia Hatékonysag

Vitellogenin fehérje! vitl Fcan01_28655 F GAGTTTCTGCTGACGGACACCT 100,3
R TGTTCAGACTCGCCACCAGAT

Vitellogeninszerii fehérje vit2 Fcan01_ 06376 F GTTTCTGCTGACGGACACCTTC 95,3
R AAATGTTCAGACTCGCCACCA

Vitellogenin receptor? vitrec Fcan01_ 04245 F  TGTCCCGTAGGGATGTATCTTGA 85,6
R GATTGTGTTGTTGTACCCGATGAC

Tirozin 3-monooxigenaz? YWHAZ  Fcan01 06830 F CCTACAAAAACGTCGTCGGTG 89,3
R TGTTGCTTTCGTTCGAACC

Szukcinat-dehidrogenaz? SDHA Fcan01 08383 F ACACTTTCCAGCAATGCAGGAG 98,6
R TTTTCAGCCTCAAATCGGCA

ABC-transzporter? ABC Fcan01_27073 F  GTGTGAAATCTGGCGAAAAGGT 90,6
R TTGAGCAGCAGAAGGCACTAATC

Citokrom P450 monooxigenaz?  CYP6N3v2 Fcan01 00866 F GCGTTAAAAGCGAGGCAAGA 89,3
R GCGATATCCACGTTCGAATTGT

Citokréom P450 monooxigendz? ~ CYP6N4v1 Fcan01_ 20588 F  TTCCATGCAAGTCATCACATCAG 106,5
R CGGAAACACAAAGATTCGTTCTG

Hésokk fehérje 702 HSP70 Fcan01_10021 F TTGGTCGACGTAGCTCCACTCT 98,1
R TGGGCTTGTTTGCATGGAAT

Izopenicillin-N-szintetaz? IPNS Fcan01_06374 F  GACATGTCGGCAAAACTCCTTC 84,4
R GGGTAGCGAATAAGTCGCACTG

1. Uj eljaras
2. Bévebb specifikacio: Faddeeva-Vakhrusheva et al. (2017)
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2.9 Trebon 30 EC inszekticid viselkedési teszt

A vizsgalatban a Szent Istvan Egyetem Allattani Tanszékének tenyészetét hasznaltam. A tenyészet
leirasat 1asd a 2.2 fejezetben.

A kisérleteket 9 cm atmérdjii Petri-csészében végeztiik Goto (1960) szerint. A kisérlet alatt
folyamatosan nedvesen tartottam az edényeket, hogy 100% legyen a paratartalom. Harom
koncentraciot alkalmaztam: kontroll, 1,3 és 13 ml Trebon 30 EC/L viz. Az 1,3 ml/L a javasolt
szant6foldi koncentracio a burgonyakartevok ellen. A Trebon 30 EC inszekticid Petri csészére
vitele utdn egy orat hagytam szell6zni, hogy a naftalin, amely ennek az inszekticidnek egy
komponense elparologhasson, ahogyan az terepi viszonyok kozott is torténne. Elékisérletiink
alapjan a naftalinnak elég egy ora adott kisérleti koriilmények kozott az elparolgashoz.

Fiatal F. candida felnétteket (2,22 £0,17 mm) hasznaltunk a kisérletben. Videofelvételek
segitségével tanulmanyoztam az ugroévillasok viselkedését. Egy 15 mm atmérdjii mlianyaggytriit
a Petri-csésze kozepére helyeztem és egy F. candida egyedet helyeztem bele. A knock-down hatas
kiilonb6z6 szakazainak megismerése miatt két kisérlet sorozatot végeztem. Az els6 kisérletben az
egyedekrdl rogton az edénybe helyezés utan videodt készitettem (két koncentacio, egy kontroll
csoport, 12 ismétlés/kezelés). A masodik kisérleti beallitasban az egyedeket egy oran keresztiil
hagytam a milanyag gytiriiben, miel6tt elinditottam a videofelvételt (két koncentacio, egy kontroll,
4 ismétlés/kezelés). Mivel a mésodik kisérletben egy ora elteltével mar robosztusabb a hatas,
emiatt Ggy itéltem meg, hogy ez esetben kevesebb ismétlés is elegendd. A fedett Petri-csészéket
egy STMO-TRI binokularis mikroszkop ald helyeztem. A megvilagitast szaloptikas kiilsé
fényforras segitségével homogenizaltam. A videofelvételt 3.2 MP MicroQ-W (widefield) PRO
kamera segitségével, 12 frame/s feldolgozasi sebességgel rogzitettem. A felvételeket a BORIS v.
3.60 program segitségével elemeztem (Friard és Gamba, 2016). Az allatok gytriin beliili mozgasat
2 percen keresztiil rogzitettem. A videofelvételek alapjan meghataroztam a teljes mozgassal toltott
1d6t (tm), a megtett Ut hosszat (s), az allassal to1tott idot (tz) €s a mozgas atlagos sebességét (v). A
teljes videod hosszat (2 perc) fél masodperces szakaszokra osztottam. A fél méasodperc alatt megtett
ut hosszat is meghataroztam, ezeknek a gyakorisagi eloszldsat hisztogrammon abrazoltam és az
adott csoport mozgasmintazataként értelmeztem.

A statisztikai analizist a PAST programmal végeztem (Hammer et al., 2001). A Trebon 30
EC inszekticid hatasat az allas toltott idore, a mozgassal toltott idore, a sebességre, a megtett Ut
hosszara, a kurtozisra, és az eloszlas ferdeségére altalanositott linedris modellel elemeztem, mivel
ez a modell jobban tlri az instabil rezidualis variancidt. A mozgasmintdzat eloszlasbeli

kiilonbségeit Mann-Whitney-Wilcoxon probaval teszteltem.
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2.10. Trebon 30 EC inszekticid tobb generaciés életmenet vizsgalat

A kisérletben 9 cm 4tmérdjii miianyag Petri csészét hasznaltam. A korabbi kisérletektdl eltérden a
gipszhez nem aktivszenet, hanem grafitot adtam (8:1 gipsz:20um grafitpor Sigma-Aldrich ®
tomegarany) (Fountain és Hopkin, 2001). Mivel a grafit egy kémiailag inert anyag, nem tudja
alkalmaztam a Petri csészék kezdeti szaturalasara: 0,766 ml Trebon 30 EC/L viz, 1,303; 2,215;
3,765; 6,4 ¢és egy vizes kontroll (43,830 mg hatdéanyag/kg szaraz talajra vetitve, 74,513; 126,671,
215,341; 366,08).

A sziil6 generacioban kezelésenként 15-15 allatot tartottam egyedileg. Az allatokat a Petri-
csész€k egyedi azonositojaval kiillonboztettem meg. Az allatok altal rakott petecsomodkat
athelyeztem egy 1j tiszta Petri-csészére, ahol a petéket lefényképeztem szamolds és méret felvétel
céljabol. A fényképek elkészitése és a peteparméterek lemérése (csomoszam, elsd petecsomo
mérete, elsd peterakas idOpontja, peteszam, peteméret, peteatmérdk aranya) a 2.4-es pontban
leirtak szerint tortént. Ezen tul a peték lerakasdhoz képest tiz nap mulva jabb fotdt készitettem a
petecsomoOkrol, igy ellendrizni tudtam a kelési sikertelenséget (megmaradt peték/ lerakott peték
szama). Ezzel matematikai értelemben, ha a kelési siker aranyszama nd, akkor nagyobb a ki nem
kelt peték szama, tehat kevésbé sikeres a kelés. Amennyiben a kelési siker ardnyszama csokken,
akkor kevesebb pete maradt meg, tehat nétt a kelési siker.

Az allatok ¢lelemfogyasztasat igy mértem, hogy az ad libitum adott taplalékot az élesztét,
egy a taplalékvalasztasi tesztben hasznalt korre mértem ki, melyen a kisérleti ideje alatt
elfogyasztott taplalékot az triilékek szama jelezte. Mivel a harom hét alatt az {iriilék tulsagosan
begombasodott volna, emiatt az els6 két hét utan egy friss szlirOpapirt helyeztem be és a két
szlirdpapiron talalt iirlilékek szamanak az 6sszegét hasznaltam a késébbiekben.

Az éllatokat hetente kétszer sztereomikroszkoppal vizsgaltam (Olympus SZ60) és
mikroszkdpra csatlakoztathatd fényképezdgéppel lefényképeztem (ISH130 és 0,5x objektiv). A
fej csapok kozotti részétdl (homlok) az utolsd potroh szelvény végéig mértem meg minden allat
hosszat. Két egymast kovetd fényképet készitettem, hogy az esetleges mozgasok, nézetbeli
kiilonbségek miatti pontatlansdgot csokkentsem. A két mérés atlagat tekintettem az allat
hosszanak. Az adatokat ImageJ (Schneider et al., 2012) programmal elemeztem. A méréseket 21
napig végeztem, hetente kétszer, tehat a kisérlet végén az allatok 32-34 naposak voltak.

A fenti paramétereken kiviil minden generacioban elvégeztem a 21. napon az adult
egyedekkel egy viselkedés tesztet a rovid viselkedési teszt protokollja szerint. Az allatokat friss
tiszta Petri-csészébe helyeztem at és két perces videdt készitettem roluk, mely alapjan

meghataroztam az allassal t61tott 1d6t, a megtett utat és a sebességet.
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Ezen tal a novekedés és szaporodas kozotti csereviszonyt is teszteltem egy csereviszony
(trade off) hanyadossal, amikor az abszolut novekedést elosztottam a teljes szaporodasi
befektetéssel. A cserviszony fogalma alatt a kovetkez6t értem a disszertacioban: amikor azt irom,
hogy tobbet fektetnek az allatok valamibe, ott az energia utak megvaltozasara utalok (energy flow)
és arra, hogy az adott paraméterbe tobb energiat fektetnek be az allatok.

Ez utan a mar 10-12 napos utodokat kettéosztottam egy kezeletlen Petri-csészére egyedileg
kirakott (transzgeneracios) €s egy kezelt Petri-csészére kirakott (multigeneracios) csoportra, az F1
generacion beliil. Az allatokat ugyanugy tartottam, mint a sziildgeneraciot, €s a méréseket is
azonos modon végeztem el. Az F2 ¢és F3 generacioban a multigeneracids csoport utodait
megtartottam kezelt Petri-csészéken, illetve a transzgeneracios csoport utddai is tovabbra sem
kaptak kezelést. fgy a multigeneracios csoportban a kezelés hatasanak esetleges akkumulalodésat,
illetve a transzgeneracids csoportban a kezelés fokozatos elmulasat vagy generaciokon keresztiili

ativelését figyelhettem meg. A kisérleti elrendezés az 8. dbran lathato.

Petecsomok/utodok
elvalasztasa

Petecsomok/utodok
elvalasztasa

I1:12
Petecsomok/utddok N:21 Petecsomok/utddok
elvalasztasa elvalasztasa
Petecsomok/utddok }\1:-1221 Petecsomodk/utodok
elvalasztasa ' elvalasztasa

8. abra Kisérleti elrendezés. P: sziilé generacio, MF1: multigeneracios, kezelést kapott vonal elsé
generacidja, TF1: transzgeneracids, kezelést nem kapott vonal elsé generacioja, MF2:
multigeneracids vonal mésodik generdcioja, TF2: transzgeneracios vonal masodik generacioja,
MF3: multigeneracidos vonal harmadik generédcidja, TF3: transzgenerdcios vonal harmadik

generacidja, I: ismétlés szam, N: kisérleti napok szama
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2.10.1 Statisztika

Az adatokat nem linearis kevert modellel elemeztem, nlme csomaggal (Pinhero et al, 2013). Ebben
az adatokat a groupedData paranccsal az egyedi azonositok szerint fliztem egybe, igy az egymas
utan kovetkezd novekedési adatok egymas utan keriiltek. Ezutan egy linearis modellt illesztettem
az adattdblara. Elemeztem az 4llat ndvekedésgorbéjének koncentraciofiiggését. A
novekedésgorbék kiillonbségei, illetve az, hogy egy csoport gyorsabban nd, mint a masik, azt
jelenti, hogy a nem linearis kevert modellben az allatok atlagosan nagyobbak voltak a megadott
napokon, mint a masik csoport. Ez nem jelenti azt, hogy az adott csoportban az allatok a kisérlet
végén is nagyobbak voltak, a ndvekedésnek azt a részét, hogy ki nétt tobbet, az abszolut ndvekedés
irja le.

Ezeknek az értékeknek a koncentraciofiiggését altalanos linearis modellel elemeztem. Az
elemzést elvégeztem minden kezelés esetében. Ezen kiviil ellendriztem egy altaldnos linedaris
modellel, hogy van-e kiilonbség a kiilonboz6 koncentraciokkal kezelt egyedek hosszusaga kozott
a kisérlet els6 napjan és az utolson.

A pete-paramétereket a kordbban leirt statisztikai médszerekkel elemeztem. Ahol a nem
lineéris kapcsolatok sziikségessé tették, tobb-szakaszos linearis modellt (tdrtpalca modellként is
ismert) alkalmaztam. Az allatonkénti teljes peteszam és az atlagos peteméret Osszeszorzasaval
megkaptam az atlagos szaporodasi befektetést, mely pontosabb mérészama a szaporodasnak, mint
a peteszam vagy a peteméret kiilon-kiilon. A kisérlet soran a koncentraci6 hatasat a mortalitarat az
egyedi tartds miatt binomiélis modellel elemeztem. A mozgésra forditott energiat a mozgassal
toltott 1d6 és a sebesség szorzataként szdmoltam. A kocentracid hatisat a csereviszonyra, a

viselkedési paraméterekre altalanos linearis modellel elemeztem.
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3. Eredmények

3.1 Trebon 10 F dozis-hatas Kkisérlet

A dézis-hatas kisérlet eredményei szerint a Folsomia candida mortalitasa a vizsgalt dozisokban
nem fliggott a Trebon 10 F koncentraciojatol (p= 0,113, F= 2,6). Az utédok szama ezzel szemben
erds koncentraciofiiggést mutatott (p= 0,007, F= 8,0). A LOEC 29 ml/L koncentracional keriilt
meghatarozasra, mig az ECso érték 19,078 ml/L (konfidencia interallum: 0,246- 1184,012) volt.

3.2 Trebon 10 F reprodukcios és taplalékvalasztasi teszt

3.2.1 Trebon 10 F reprodukcios kisérlet
A 2. tablazatban mutatom be, hogy az egyes koncentraciok hogyan befolyasoltak a petetérfogatot
és a peteatmér6k aranyat a kontroll csoporthoz képest a kiillonbozé kezelésekben, melynek
részleteit az alabbi bekezdésekben fejtem ki részletesen.

A sziil6generacioban (P) a peteszamra nem volt hatasa a koncentracionak. A petetérfogatra
a Trebon 10 F koncentracio novekedése szignifikansan negativ hatassal volt (9. dbra). A peteszam
hatasa is szignifikans volt a térfogatra (p = 0,006, t = -2,9). A peteatmérok aranyara a Trebon 10
F hatésa szignifikans volt, csokkent az ardny a koncentracié ndvekedésével.

Az F1 transzgeneracids csoportban a peteszdmra nem volt szignifikdns hatdsa a Trebon 10
F-nek. A petetérfogatra a Trebon 10 F koncentracionak szignifikans hatasa volt. A peteszam hatasa
is szignifikans volt (p = 0,002, t = -3,2). Ha a Trebon 10 F koncentraci6é novekedett, az atmérd is
nétt (10. abra), ha a peteszam nétt, akkor csokkent az atméré. Azonban ez csak trendszer

novekedés, a kontrolltol nem tértek el szignifikansan az eredmények. A Trebon 10 F

crer

crer

peteszamra. Ugyanakkor a petetérfogatra szignifikansan hatott a Trebon 10 F koncentracio. Ha a
Trebonl0 F koncentracié novekedett, a petetérfogat is ndtt, mig ha a peteszam nétt, akkor az
atméro csokkent. A peteszam hatasa is szignifikans volt (p = 0,014, t = -2,5). Az atmérdk aranyara
nem volt szignifikdns trendszerii hatésa a kezelésnek, de a legnagyobb koncentracié a kontrolltol

eltért.
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9. abra: A sziildgeneracio (P) petetérfogata csokken a koncentrécio6 fliggvényében, p < 0,001, a0
a kontroll csoport, a 0,1 a legalacsonyabb koncentracid, az 1 a szant6foldi koncentracio, a 10 a

legmagasabb koncentracio. A csillagok a kontrolltél valo, szignifikans eltérést jelentik.
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10. abra: F1 generacio (TF1). A pete térfogat a koncentracio fiiggvényében, ahol 0 a kontroll
csoport, a TO,1 a legalacsonyabb koncentracio, az T1 szant6foldi koncentracio, a T10 a

legmagasabb koncentracio.
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2. tablazat A Trebon 10 F inszekticid koncentracio hatasa a petetérfogatra és a peteatmérok
aranyara. A kezeléseket a kontrollhoz hasonlitottuk. A szignifikans eltérések félkovér betiitipussal
jeloltek. Sziilé generacio: PO,1 = tizedes higitas, P1 = terepi koncentracio, P10 = tizszeres
toménység. Az utoddok sziileit kezeltiik T0,1 = tizedes higitas, T1 = terepi koncentraci6, T10 =
tizszeres toménység. A sziil6ket és az utodokat is kezeltilk M0,1 = tizedes higitas, M1 = terepi

koncentracio, M10 = tizszeres toménység.

Kezelés df t-érték  p-érték

Trebon 10 F PO,1 81 -1,1 0,256

hatésa a P1 81 -3,9 <0,001

petetérfogatra P10 81 -5,3 <0,001
T0,1 88 -1,2 0,23

T1 88 -1,6 0,105

T10 88 1,7 0,091

MO,1 95 -1 0,337

M1 95 1,7 0,096

M10 95 34 0,001

Trebon 10 F P0O,1 81 -3,2 0,002
hatésa a P1 81 -3,5 0,001
peteatmérok P10 81 -3,4 0,001
aranyara T0,1 88 -0,6 0,556
Tl 88 1,5 0,122

T10 88 -0,1 0,919

MO,1 95 -1,4 0,168

M1 95 -1,1 0,273

M10 95 -2 0,047
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3.2.2 Trebon 10 F taplalékvalasztas
A sziil6i és az F1 generaci6 taplalékvalasztasi eredményei az 3. tablazatban lathatoak.

A taplalékvalasztasi tesztek elemzésébdl nyert 95%-os konfidencia intervallumokbol
kideriil, hogy a két taplalékforras kortl talalt tirtilékszamok kiilonbségeinek atlaga a koncentracio
novekedése szerint tolodik el (11. dbra) a pozitiv tartomanyba, vagyis az élesztd preferencia
iranyaba. A negativ tartomany azt jelenti, hogy a kukoricat preferaljak az allatok.

Ha az egyforma koncentraciokkal kezelt csoportokat 0sszehasonlitva nézziikk az egyes
generaciok konfidencia intervallumait, akkor kideriil, hogy a kontroll kezelés preferencidja
valtozékony. A szant6foldi koncentracidonal higabb koncentracidval kezelt csoportok (PO,1, TO,1,
MO,1, TTO,1) preferencia értékei a O koriil ingadoznak, vagyis e csoportok egyedei nem
valogatnak. A szant6foldi koncentracio (P1, T1, M1, TT1) intervallumai mar inkabb a pozitiv
tartomédnyba esnek, vagyis az élesztdt preferaltadk. Az elsd generacid kezelt csoportjainak (M1)
intervalluma mar egyértelmiien a pozitiv tartomanyba tartozik. A tizszeres toménységi
koncentracioval kezeltek (P10, T10, M10, TT10) koziil a P10 és T10 kezelés allatai az élesztot
preferaltak. A M10 és T10 kezelések esetén nem volt kimutathat6 preferencia. A sziilégeneraciod
(P) értékeihez képest az elsOgenerdcios utddok (F1) intervalluma jobbra tolodott. Az M10
csoporton latszik, hogy a csokkent minta elemszam miatt a konfidencia intervallum kiszélesedett,
ezért ezek az eredmények nem megbizhatoak. A masodik generdcidban egyetlen kezeletlen

csoport sem valogatott a taplalékforrasok kozott.

crer

félkovér betlitipus a szignifikans preferenciat jeloli. P: sziild generacid, F1;0P: els6 generacio Petri
csészés kontroll, FI1;0T: elsé generacid talajos kontroll, T: transzgeneraciés csoport, M:
multigeneréacios csoport, 0,1: szantofoldi koncentracié tizede, 1: szant6foldi koncentracio, 10:

szantofoldi koncentracio tizszerese

Kezelés t-érték  p-érték  Preferencia

P;0 -5,3 <0,001 Kukorica
P;0,1 2,0 0,06  Nincs
P;1 0,5 0,638 Nincs
P;10 2,3 0,033 Eleszté

F1:0P 0,4 0,707 Nincs
F1:0T 25 0,019 Eleszto

T0,1 1,1 0,258 Nincs
T1 1,2 0,261 Nincs
T10 42  <0,001 Eleszté
MO,1 3,4 0,003 Eleszté
M1 3,4 0,003 Eleszt
M10 1,4 0,185 Nincs
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11. abra: Az els6 generacio (F1) allatai altal produkalt iiriilékszamok kiilonbségeinek atlagai és
95%-os konfidencia intervallumai. A negativ tartomanyban 1év0 intervallumok azt mutatjak, hogy
a kukoricét preferaltak az allatok, a pozitiv tartomanyban 1évd intervallumok pedig azt jelentik,
hogy az élesztot preferaltak az allatok. (T: transzgeneracio, M: multigeneracio, P: Petri csészében
tartott, T: Talajon tartott, 0,1: a leghigabb koncentracio6, 1: a szant6foldi koncentracio, 10: a

legtdoményebb koncentracio)

3.3 Trebon 30 EC doézis-hatas kisérlet

Ebben a kisérletben a ndvényvédd szer koncentracid emelkedése szignifikdnsan ndvelte a
mortalitast (p < 0,001, t =-13,9). A LOEC értéke 187,5 mg/kg koncentracio volt (p = 0,016, t = -
2,6). Az LCxp értéke 422,7 mg/kg volt. A koncentracio emelkedése szignifikansan csokkentette a
juvenil szamot (p < 0,001, t= -7,9). Mar a legkisebb koncentraci6 (LOEC: 23,4 mg/kg) is
szignifikdnsan csokkentette a juvenil szamot a kontrollhoz képest (p = 0,030, t = -2,3). A
reprodukcio ECsg értéke 367,3 mg/kg volt.

3.4 Trebon 30 EC tobb generacios transzkripcios vizsgalat

3.4.1 Okotoxikolégiai vizsgalatok

Az Okotoxikologiai vizsgalatok eredményeit, azaz a talélés, a juvenilis szam ¢és a petetérfogat
részletes statisztikai értékeit a 4. tablazatban tiintettem fel. A P generacidban a koncentracio
novekedése csokkentette a talélést, a LOEC 500 mg/kg volt. A juvenilis szam csokkent a

koncentracid6 novekedésének hatasara, a LOEC 107 mg/kg volt. A peteszamra nem volt
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szignifikans hatasa a peszticid kezelésnek. A pete térfogat nétt a koncentracié novekedésével, a
LOEC 299 mg/kg volt.

Az MF1 generacioban a tulélés csokkent a koncentracié novekedésével, a LOEC 500
mg/kg. A juvenilis szam csokkent a koncentracié emelkedésével, a LOEC 500 mg/kg volt. A
peteszamra €s a pete térfogatra nem volt szignifikdns hatasa a peszticidnek.

A TF1 generacioban a talélés enyhén csokkent a koncentracio emelkedésével, ugyanakkor
a kezelt csoportok nem kiilonboztek szignifikansan a kontrolltdl. A juvenilis szam csokkent a
koncentracio emelkedésével, a LOEC 500 mg/kg volt. A peteszamot nem befolyasolta
szignifikansan a peszticid. A pete térfogat enyhén nott a koncentracié emelkedésével, azonban
nem volt szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest.

Az MF2 generdcioban a talélés csokkent a koncentracid emelkedésével, a LOEC 179
mg/kg volt. A juvenilis szam csokkent a koncentraciéo emelkedéséve, a LOEC 299 mg/kg volt. A
peteszamra nem volt szignifikdns hatasa az inszekticidnek. A petetérfogat szignifikdnsan nagyobb
volt a 179 mg/kg koncentracioban a kontrollhoz képest (p = 0,012, t = 2,7), hormézisz hatas Iépett
fel.

Az MTF2 generacidban a talélés csokkent a koncentracié emelkedésével, a LOEC 500
mg/kg volt. A juvenilis szam szignifikans csokkené trendet mutatott a koncentracid
novekedésével, de a kezelt csoportok nem kiilonboztek a kontrolltol. A peteszamra nem volt
szignifikans hatasa az inszekticidnek. A petetérfogat szignifikansan nagyobb volt a 107 mg/kg-os
koncentracioban és egy erés hormetikus hatast mutatott (p = 0,031, t = 2,3).

A TF2 generacioban sem a tulélést, sem a juvenilis szamot, sem a peteszamot, sSem a pete
térfogatot nem befolyasolta a peszticid kezelés.

Mivel a peteszam nem kovetett linearis dozis-hatas gorbét, emiatt nem szerepel a
statisztikai tdblazatban.

Szignifikdns dozis-hatast vélaszt taldltam a talélésre a P, FIM, F2M ¢és F2MT
kezelésekben. A mortalitas az F2M kezelésben volt a legerdteljesebb, ahol az inszekticid mar 179
mg/kg koncentracioban szignifikans mortalitas ndvekedést okozott. A juvenilis szam alacsonyabb
volt a P generacioban, mint a kisérlet tobbi részében, mivel rovidebb id6 allt rendelkezésre, mint
a kisérlet tobbi részében. Szignifikans dozis-hatas valaszt taldltunk a juvenilis szamra P, FIM, F1T
és F2M kezelésekben. A legerételjesebb hatast a P generacioban mutattuk ki, ahol mar a
legalacsonyabb, 107 mg/kg koncentracio is szignifikans, atlagosan 79%-0s mértékli csokkenést

okozott a juvenilis szamban.
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4. tablazat: A Trebon 30 EC 6kotoxikologiai vizsgalatanak statisztikai 6sszefoglaldja. A trend alatt a koncentraciok kontrolltol valo kiilonbsége latszik.
Ahol nem volt szignifikans a trend, ott nem volt post-hoc teszt, igy ott nincs megjelenitve eredmény. A szignifikans értékeket félkovérrel szedtem. A
fliggbleges vonal a generaciokat valasztja el egymastol. A koncentraciokat mg aktiv hatdbanyag/kg szaraz talajban adtam meg. *: hormézisz; P: sziilok,
TF1: transzgeneracids kezelés elsd generacio, MF1: multigeneracios kezelés elsé generacid, TF2: transzgeneracios kezelés masodik generacio, MF2: X

multigeneracios kezelés masodik generacid, MTF2: multi-transzgeneracios kezelés masodik generacio.

Tulélés
P MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték t-érték | p-érték t-érték p-érték t-érték | p-érték t-érték p-értek t-érték p-érték t-érték
trend <0,001 -51 |<0001 -47 0049 -21 |[<0001 -78 <0001 -43 0401 -09
107 0,498 1,4 0,991 -0,4 1 0 0,919 -0,8 1 0,2 — —
179 0,498 1,4 0,991 -0,4 1 0 0,006 -3,8 0,761 -1,1 — —
299 0,223 -2 0,325 -1,7 1 0 0,002 -4,1 0,628 -1,3 — —
500 <0000 -59 | <0001 -48 0098 -24 |<0,001 -7 <0,001 -4,8 — —
Juvenilis szam
P MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték  t-érték | p-érték t-érték p-érték t-érték | p-érték t-érték p-érték t-érték p-érték t-érték
trend <0,001 -56 |[<0,001 -51 0,001 -3,7 |<0,001 -58 0,008 -29 0242 -12
107 <0,001 -6,1 0,968 -06 0508 -14 0,211 -2,0 0,26 -1,9 — —
179 <0,001 -47 0,014 -33 0546 -14 0,549 -1,4 0,111 -2,4 — —
299 <0,001 -6,8 0,011 -34 0,081 -25 0,007 -3,6 0,322 -1,6 — —
500 <0001 -73 | <0001 -45 0,016 -32 [<0,001 -53 0,053 -2,7 — —
Petetérfogat
P MF1 TF1 MF2* MTF2 TF2
p-érték t-érték | p-érték t-érték p-érték t-érték | p-érték t-érték p-érték t-érték p-érték t-érték
trend <0,001 -56 0,934 -0,1 0369 -09 0,986 0 0,904 -0,1 0,910 0,1
107 0,846 0,2 — — — — 0,434 -0,8 — — — —
179 0,177 1,4 — — — — 0,012 2,9 — — — —
299 0,017 2,7 — — — — 0,956 0,1 — — — —
500 0,004 3,4 — — — — 0,821 -0,2 — — — —
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3.4.2 Génexpresszié
A génexpresszios vizsgalatok részletes statisztikai adatai az 5. tablazatban lathatéak, ebbe az IPNS
adatai nem keriiltek bele, mert nem kovettek linearis dozis-hatas gorbét.

A P generdciéban az allatonként kinyert RNS mennyiség csokkent a koncentracid
emelkedésével (p = 0,004, t = -3,2), a LOEC 500 mg /kg volt (p = 0,039, t = -2,8). A reprodukcios
gének kozt a vitrec csokkend expresszioval reagalt az emelkedd koncentraciora, a LOEC 500
mg/kg volt.

Majdnem minden stressz gén erdteljesen reagalt az inszekticid kezelésre. Az ABC
expresszio nott az emelked6 koncentracioval, a LOEC 500 mg/kg volt. Mind a CYP6N3v2, mind
CYP6N4v1 expresszio er6sen nétt a novekedd koncentracidoval, mindkét esetben 500 mg/kg volt
a LOEC. A HSP70 expreszidja egy enyhe nodvekedd trendet mutatott a koncentracio
novekedésével, de nem volt kiilonbség a koncentraciok kozott. Az IPNS expresszidja (11. abra)
nem-linearis dozis-hatés 6sszefliggést mutatott. Az IPNS expresszidja szignifikansan visszaesett a
leghigabb koncentracidoban (p < 0,001, t = -4,2), majd szignifikdnsan emelkedett az expresszi6 az
emelkedd koncentracioval (p = 0,010, t = 2,8). A két legmagasabb koncentracié mar nagyobb

IPNS expressziot mutatott, mint a kontroll (p < 0,001, t = 5,3).
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11. abra: A sziil6 generacio (P) IPNS expresszidja. A vastag vonal a dobozban a median. A doboz
alja és teteje az also és felso kvartilis. A talp vége a minimum ¢és a maximum értéke az adatoknak
a kiugro értékek nélkiil. A tires korok a kiugré értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb, mint az also

vagy a felsd kvartilis)
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Az MF1 generacioban az allatonkénti RNS mennyiség az emelkedé koncentracioval
csokkent (p < 0,001, t =-5,3), a LOEC 179 mg/kg volt (p = 0,048, t = -2,8). A vitl és vit2 gének
expresszidja megemelkedett a novekvoé koncentracioval. A LOEC 299 mg/kg volt mindkét
esetben. Mind a CYP6N3v2, mind a CYP6N4vl expresszidja er6sen megemelkedett a
koncentracio novekedésével, a LOEC mindkét esetben a legalacsonyabb koncentracio, azaz 107
mg/kg volt (12. abra). A HSP70 expresszidja nétt az emelkedé koncentracioval, a LOEC 179
mg/kg volt. Az ABC (p < 0,001, t = 6,0) és IPNS (p = 0,001, t = 4,4) expresszid esetén az 500
mg/kg-os minta expresszios értéke egy kiugrod érték volt, anélkiil viszont nem volt szignifikans
dozis-hatas. De mindkét esetben az 500 mg/kg-os minta szignifikdnsan sokkal nagyobb
expressziot mutatott, mint a kontroll, de az csak egy minta, igy eredményeit fenntartdssal kell
kezelni.

TF1 generacioban az allatonkénti RN'S mennyiség csokkent a koncentracio novekedésével
(p < 0,001, t =-4,1), a LOEC 179 mg/kg volt (p = 0,021, t = -3,2). Csak a HSP70 mutatott
megnodvekedett transzkripcidt, azonban ezt a 179 mg /kg koncentraciéban tapasztalt hormézisz
okozta (p = 0,009, t = 3,4).

Az MF2 generdcioban az 4allatonkénti RNS mennyiség csokkent a koncentracio
novekedésével (p < 0,001, t =-3,3), a LOEC 299 mg/kg volt (p = 0,05, t =-2,7). A vitrec csokkend
trendet mutatott, azonban nem volt kiilonbség a koncentraciok kézott. Az ABC expresszidja nott
a koncentracioval, a LOEC érték 299 mg/kg volt. Mind a CYP6N3v2, mint a CYP6N4v1l
expresszidja erdteljesen nétt a koncentracid hatdsdra, mindkét esetben a legalacsonyabb
koncentréaci6 a 107 mg/kg volt a LOEC. A HSP70 expresszidja ndtt a koncentracié novekedésével
(12. abra), a LOEC 179 mg/kg.

Az MTF2 generacioban az éallatonkénti RNS mennyiségre nem volt hatdsa a peszticidnek.
Az ABC expresszio 107 mg/kg koncentracional egy igen erds horméziszt mutatott (p = 0,038, t =
2,2). A CYP6N3v2 expresszidjaban novekvd trend mutatkozott, de nem volt kiilonbség a
koncentraciok kozott. A CYP6N4v1 expresszioja csokkent a koncentracio novekedésével, a LOEC
179 mg/kg volt. A HSP70 expresszidja nétt a koncentracioval, a LOEC 179 mg/kg volt (13. abra).

A TF2 generacioban az allatonkénti RNS mennyiségre nem volt a peszticidnek hatdsa. A
HSP70 expresszidja nétt a koncentracioval, a LOEC 299 mg/kg volt (12. abra). A CYP6N4v1
expresszidja csokkent a novekvo koncentracioval, a LOEC 500 mg/kg volt (13. abra).

Az expresszios eredmények Osszefoglald tablazataban (6. tablazat) lathatd, hogy a
multigeneracios csoport a stresszgének megndvekedett expressziojaval reagal. A transzgeneracios
csoport pedig a HSP70 konstans aktivaciojaval, illetve a CYP6N4vl expressziojanak
csokkentésével reagal. A multitranszgeneracios csoport hasonldéan reagalt az TF2 csoporthoz,

azonban a CYP6N3v2 is megndvekedett aktivitast mutatott.
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12. abra: F2 generacio HSP70 expresszio a harom kezelési csoportban. A vastag sav a median. A doboz alja és teteje az also és felsé kvartilis. A talp
vége a minimum ¢és a maximum értéke az adatoknak a kiugré értékek nélkiil. Az tires korok a kiugréd értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb, mint az als6

vagy a felsd kvartilis). A harom csillag: p<0,001
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crer

és fels6 kvartilis. A talp vége a minimum és a maximum értéke az adatoknak a kiugro értékek nélkiil. Az iires korok a kiugro értékek (tobb mint 3/2-del

nagyobb, mint az als6 vagy a felso kvartilis).*: 0,05> p>0,03, ***: p<0,001
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5. tablazat: A Trebon 30 EC génexpressszios vizsgdlatanak statisztikai dsszefoglaldja. A trend alatt a koncentraciok kontrolltdl valo kiilonbsége latszik.
Ahol nem volt szignifikans a trend, ott nem volt post-hoc tesz, igy ott nincs megjelenitve eredmény. A szignifikans értékeket félkovérrel szedtem. A
fliggbleges vonal a generaciokat valasztja el egymastol. A koncentraciokat mg aktiv hatdbanyag/kg szaraz talajban adtam meg. *: hormézisz; P: sziilok,
TF1: transzgeneracios kezelés elsé generacid, MF1: multigeneracios kezelés elsé generacio, TF2: transzgeneracios kezelés masodik generacio, MF2:

multigeneracios kezelés masodik generacio, MTF2: multi-transzgeneracios kezelés masodik generacio. Az izopenicillin-N-szintetaz nem kovetett linearis

dozis-hatast, igy nem keriilt bele a tablazatba.

Vitellogenin-receptor

MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték  t-érték |p-érték t-érték  p-érték t-érték [p-érték  t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend 0,004 -3,1 0,3 1,0 0,383 0,9 0,033 -2,3 0,075 -1,9 0,123 -1,6
107 0,896 -0,8 — — — — 0,869 -0,9 — — — —
179 0,342 -1,7 — — — — 0,823 -0,9 — — — —
299 0,529 -14 — — — — 0,156 -2,2 — — — —
500 0,028 -3 — — — — 0,338 -1,7 — — — —
Vitellogenin
MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték  t-érték |p-érték t-érték  p-érték t-érték [p-érték t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend 0,16 -14 | <0,000 40 0,876 0,2 0,243 -1,2 0,458 0,8 0,227 -1,2
107 — — 0,643 1,2 — — — — — — — —
179 — — 0,984 0,5 — — — — — — — —
299 — — 0,019 3,2 — — — — — — — —
500 — — 0,013 34 — — — — — — — —
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Vitellogenin-szerii fehérje

P MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték  t-érték |[p-érték t-érték  p-érték t-érték | p-érték t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend 0,280 -1,1 | <0,001 3,9 0,762 0,3 0,393 -0,9 0,42 0,8 0,302 -1,1
107 — — 0,505 1,5 — — — — — — — —
179 — — 0,925 0,7 — — — — — — — —
299 — — 0,041 2,9 — — — — — — — —
500 — — 0,009 3,5 — — — — — — — —
ABC-transzporter
P MF1 TF1 MF2 MTF2* TF2
p-érték  t-érték |[p-érték t-érték  p-érték t-érték | p-érték t-értck  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend <0,001 51 0,967 0 0,547 0,6 0,001 3,7 0,687 0,4 0,338 1
107 0,665 -1,2 — — — — 0,999 -0,3 0,038 2,2 — —
179 0,792 1 — — — — 0,605 1,3 — — — —
299 0,064 2,6 — — — — 0,006 3,7 — — — —
500 <0,001 4,8 — — — — 0,049 2,7 — — — —
Citokromoxidaz 6N3v2
P MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-érték  t-érték |p-érték t-értek  p-érték t-érték | p-érték t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend <0,001 9,6 <0,001 9,9 0,177 1,4 <0,001 59 0,041 2,2 0,709 0,4
107 <0,001 21,7 | <0,001 14,2 — — <0,001 9,4 0,455 1,5 — —
179 <0,001 27,1 | <0,001 16,8 — — <0,001 8,4 0,997 0,3 — —
299 <0,001 354 | <0,001 20,1 — — <0,001 9,1 0,757 1,1 — —
500 <0,001 33,2 | <0,001 12,4 — — <0,001 10,1 0,118 2,3 — —
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Citokromoxidaz 6N4vl

P MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-értck  t-érték |p-értek  t-érték  p-érték  t-érték  |p-érték  t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend <0,001 69 |<0,001 116 0,273 -1,1 | <0,001 5,2 0,022 -2,4 0,002 -3,4
107 <0,001 21,2 |<0,001 175 — — <0,001 6,2 0,986 -0,5 0,998 -0,3
179 <0,001 234 | <0,001 17,6 — — <0,001 55 0,036 -2,9 0,813 -1
299 <0,001 259 | <0,001 23,6 — — <0,001 57 0,171 -2,1 0,093 -2,4
500 <0,001 25,2 | <0,001 17,4 — — <0,001 6,9 0,201 -2 0,045 -2,8
Hésokkfehérje 70
MF1 TF1 MF2 MTF2 TF2
p-értek  t-érték |p-értek  t-érték  p-érték  t-érték | p-érték  t-érték  p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
trend 0,042 2,1 | <0,001 6,1 0,005 3,1 <0,001 57 <0,001 54 <0,001 53
107 0,539 1,4 | 0,0746 2,6 0,571 1,2 0,211 2 0,31 1,8 0,501 1,4
179 0,93 0,7 0,001 4,3 0,009 34 <0,001 4,5 0,006 3,6 0,056 2,7
299 0,789 1 < 0,001 5 0,055 2,6 <0,001 55 <0001 53 <0001 48
500 0,133 2,2 0,005 3,8  outlayer outlayer | <0,001 5,8 <0,001 4,6 <0,001 4,6
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6. tablazat: Génexpresszidos eredmények az F2 generacioban. Csak a szignifikdns dézis-
hatassal rendelkezd géneket mutatom be. Vitrec: vitellogenin-receptor, ABC: ABC-
transzporter, CYPON3v2: citokromoxiddz 6N3v2, CYP6N4vl: citokromoxiddz 6N4vl,
HSP70: hosokkfehérje 70. +: a génexpresszid6 megemelkedett a koncentracid hatdsara. -:

génexpresszio csokkent a koncentracid hatasara. 0: nincs dozis-hatas. Szignifikancia szint: +/-

<0,05; ++/-- < 0,005; +++/--- < 0,001.

Gének F2M F2MT F2T
Vitrec - 0 0
ABC ++ 0 0
CYP6N3v2 +++ + 0
CYP6N4v1 +++ - --
HSP70 +++ +++ +++

3.5 Trebon 30 EC viselkedési teszt

Rogton az inszekticid kezelés utan hiperaktivitas volt tapasztalhaté az F. candida
egyedeken. Az alkalmazott Trebon 30 EC koncentraciok nem hatottak sem a ts, sem a tm
paraméterre. Koncentraciotol fiiggetleniil azok az allatok, amelyek nagyobb tavolsagra mentek
a vizsgalati id6szak alatt, szignifikansan gyorsabbak voltak (y = 0,0087x; r = 0,95; p < 0,001)
(14. abra). A nagyobb koncentracioban szignifikansan gyorsabban és tobbet mozogtak a
kontrollhoz és a kisebb koncentraciohoz képest. Ez a megnovekedett mozgasaktivitas a

hiperaktivitas jele. Az akut eredmények statisztikai 6sszefoglaldja az 7. tablazatban olvashato.

7. tablazat: A F. candida mozgasi paraméterei és a Trebon 30 EC koncentracio kozotti

kapcsolat az elsd két percben a Petri-csészére helyezés utan. NS: nem szignifikans

Viselkedés Peszticid koncentracidval valo viszonya Szignifikancia (p)
Mozgéassal t61t6tt id6 (tm) (Sec) y =0,39x + 104,4 0,57 (NS)

Allas (ts) y =-0,39x + 15,6 0,57 (NS)
Megtett ut hossza (s) (mm) Yy =6,94x + 224,0 0,024

Sebesség (v) (mm/sec) y =0,06x + 2,1 0,007
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14. abra: A megtett it és a sebesség kozotti kapcsolat a F. candida esetén

A fél méasodpercenként megtett uthosszak eloszlasa megvaltozott a kezelés hatasara (15.
abra). A kontroll kezelésben a rovid tavok domindltak, vagyis az ugrovillas gyakran révid
tavolsagokat tett meg. A nagyobb koncentracidban megndtt a hosszabb tavolsagok
dominancigja. A 0-5 mm hosszu tdvolsagok ardnya 35,7, 26,9, 21,1 szézalék volt a kontrollban,
az 1,3 és a 13 ml Trebon 30 EC/L-es kezelésekben, amik szignifikansan kiilonboztek egymastol
(p = 0,038). Tehat megvaltozott a mozgasmintazat, a megtett uthosszak eloszlasa. A ferdeségi
értékek minden esetben pozitivak voltak, ami azt jelenti, hogy az eloszlasok jobbra eltoltak.
Azonban a ferdeség egyre kisebb, ahogy a koncentracid novekszik (8. tablazat). A kurtdzis
értékek csOkkentek a kezelés hatasara. A 15. dbra megmutatja a kiugré értékeket, vagyis azt,
hogy az extrém uthosszak gyakoribba valtak a koncentracio emelkedésével (Westfall, 2014). A
koncentracié novekedésével csokkend ferdeség és kurtdzis jele lehet az inszekticid kezelés

hataséara bekovetkez0 mozgas koordindlatlansagnak is.

8. tablazat A F. candida fél masodperc alatt megtett ut hossz elolszlasanak ferdesége és

kurtozisa a Trebon 30 EC koncentraciok szerinti lebontasban.

Trebon 30 EC (ml /L) 0 1,3 13
Ferdeség 1,62 1,23 0,88
Kurtdzis 1,40 -0,03 -0,85
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15. abra: A fél masodperc alatt megtett Gthosszak hisztogramja a F. candida mozgasaktivitasa
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kozben. A hisztogram 5 mm-enkénti csoportositassal lett Iétrehozva. A gyakorisag megmutatja
minden csoport elemszamat. A: kontroll (sziirke) és 1,3 ml Trebon 30 EC/L (fekete), B: kontroll
(sziirke) és 13 ml/L (fekete).
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Az akut hatasokhoz képest nagyon kiilonb6z6 eredményeket kaptunk az egy orés
kisérletben, ahol a F. candida egyedek egy orat voltak az inszekticides Petri-csészén a
videokészités eldtt. Ebben a kisérletben minden paraméter (tm, ts, S, V) szignifikansan eltért a
koncentracié emelkedésével (9. tablazat). A t; nétt, a tm, s €s v mind negativan korrelalt az

inszekticid koncentracid novekedéssel

9. tablazat: A F. candida mozgasi paraméterei és a Trebon 30 EC koncentracio kozotti

kapcsolat egy oraval a Petri-csészére helyezés utan.

Viselkedés Peszticid koncentracidval valé viszonya  Szignifikancia (p)
Mozgéassal tolt6tt id6 (tm) (Sec) y=-7,1x+ 1146 0
Allas (t;) y=71x+53 0
Megtett it hossza (s) (mm) y =-19,1x + 261,9 0
Sebesség (v) (mm/sec) y=-0,13x +2,3 0

3.6 Trebon 30 EC tobb generacids életmenet vizsgalat
A generdciok trendszer( statisztikai eredményei a 10. tdblazatban talalhatoak, a kontrolltol vald
kiilonbségek alabb olvashatoak, az eredmények szekcidban.

A sziil6 generacio kiilonbozo kezeléseiben az allatok hosszaban a kisérlet kezdetén és a
kisérlet végén sem volt kiilonbség a csoportok kozott. A novekedési gorbék kozott nem volt
kiilonbség. Az abszolut novekedés esetén a tobb-szakaszos linearis modellben egy gyenge
horméziszt tapasztaltam (p=0,049, t=2,0). A teljes peteszamra, a petecsomok szamara, az elsé
peterakas idopontjara, a peteatmérdk aranyara, a petetérfogatra, a kelési sikerre és a szaporodasi
befektetésre nem volt szignifikans hatdsa a kezelésnek. A mortalitds szignifikdnsan novekvd
dozis-hatast mutatott, azonban a koncentraciok kozott nem volt szignifikans kiilonbség (10.
tablazat). A taplalékfogyasztasban nem volt kiilonbség a csoportok kozott és sem a mozgasi
sebességben, sem a mozgasra forditott energiaban nem volt szignifikans kiilonbség. A
novekedés-szaporodas csereviszony nem kiilonbozott szignifikansan.

A F1 generéci6é multigeneracids csoportban az allatok kisérlet kezdeti nagysagaban nem
volt szignifikans dozis-hatas, de a legmagasabb koncentraciobdl (6,4 ml/L) szdrmazé allatok
szignifikansan nagyobbak voltak, mint a kontroll csoport egyedei (p=0,035, t=2,2). A végsd
hosszban nem volt szignifikans kiilonbség. A novekedési gorbék szerint a koncentracio
novekedésével szignifikansan lassabban nottek az allatok, a legtdéményebb koncentracioban a
kontrollhoz képest szignifikansan lassabban néttek (p=0,001, t= -3,4). Az abszolut
novekedésben nem volt kiillonbség az kezelések kozott. A teljes peteszam szignifikansan

csOkkent a kezelés hatdsara, és a két legnagyobb koncentracioval kezelt csoport kevesebb petét
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rakott, mint a kontroll (p<0,026, t<-2,3). A petecsomék szama is szignifikansan csékkent a
kezelés hatdsara, és szamuk kevesebb volt a két legnagyobb koncentracioval kezelt csoportban
(p<0,012, t<-2,6). Az els0 peterakas idépontjaban, a peteatmérdk aranyaban, a petetérfogatban,
a kelési sikerben nem volt szignifikans kiilonbség. A szaporodasi raforditasban 50%-0S
horméziszt tapasztaltam a legkisebb koncentracioban (p=0,024 , t=2,3). A mortalitdsban ez
esetben is novekvo szignifikans dozis-hatas volt, azonban nincs szignifikans kiilonbség a
kezelések kozott (10. tablazat). A taplalékfogyasztas, a sebesség és mozgasba fektetett energia
nem valtozott szignifikdnsan a kezelés hatdsara. A ndvekedés-szaporodas csereviszony bar
szignifikans dozis-hatas szerint nétt, vagyis az allatok tobbet néttek, mint szaporodtak, de nincs

szignifikans novekedés a koncentracid hatasara (16. abra).
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16. abra: F1 multigeneracio névekedés-reprodukci6 trade-off aranya, minél nagyobb az arany,
annal tobbet fektetnek a novekedésbe. A vastag sdv a medidn. A doboz alja és teteje az alsé és
felso kvartilis. A talp vége a minimum és a maximum értéke az adatoknak a kiugrd értékek
nélkiil. Az iires korok a kiugro értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb, mint az als6 vagy a felsd

kvartilis).
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Az F1 generacid transzgeneracios csoportban a koncentracid szignifikans dozis-hatas
Osszefliggést mutatott a kezdeti mérettel. A multigeneracids csoporthoz hasonléan a kisérlet
kezdetén a legmagasabb koncentraciobol (6,4 ml/L) szarmazo allatok szignifikdnsan
nagyobbak voltak, mint a kontroll csoport (p=0,011, t=2,6). A végs6 hosszban és a novekedési
gorbék kozott nem volt kiilonbség. Az abszolut novekedés szignifikans dozis-hatast mutatott, a
legnagyobb koncentracioval kezelt csoport kevesebbet nétt (p=0,03, t=-2,2). A teljes peteszam,
petecsomok szama, elsO peterakds idopontja, peteatmérdk aranya, petetérfogat, kelési arany,
szaporodasi raforditas, mortalitas, taplalékfogyasztas, sebesség és a mozgasba fektetett energia
nem valtozott a kezelés hatdsara. A ndvekedés-szaporodas csereviszony nem kiillonbozott
szignifikansan.

A F2 generaci6 multigeneracios csoportjdban a kezdeti €s a végsé méretre is
szignifikans dozis-hatast gyakorolt a koncentracid6 novekedése. A legtoményebb
koncentracioval kezelt csoport eleve kisebb mérettel kezdte a kisérletet (p<0,001, t= -7,4),
kisebbek is voltak a kisérlet végén (p=0,006 , t=-2,8). A ndvekedési gorbék azt mutattak, hogy
a koncentracidé novelése hatdsara csokkent a novekedési sebesség, a legmagasabb
koncentracioval kezelt csoport lassabban nott (p<0,001, t=-4,2). Az abszolut novekedésiik nem
tért el a tobbi csoporttol. A teljes peteszam szignifikans dozis-hatds csokkenést mutatott. A
teljes peteszam esetén az 1,3 ml/L-es koncentracio esetén 23%-os horméziszt tapasztaltam
(p=0,027, t= 2,3), mig a legtoményebb koncentracio allatai kevesebb petét raktak (p<0,001, t=
-6,2). A petecsomok esetén is szignifikans csokkend dozis-hatast tapasztaltam. Az 1,3 ml/L és
2,2 ml/L-es koncentracional 20%-os horméziszt talaltam (p= 0,024, t= 2,3), és a legtoményebb
koncentracid esetén kevesebb petecsomot raktak az allatok (p<0,001, t=-6,1). Az els6 peterakas
iddpontja esetében a tobbszakaszos linedris modell az els6 négy koncentracio esetén az allatok
peterakasat korabbinak becsiilte (p=0,047, t= -2,0), mint a kontrollt, viszont a legtoményebb
koncentraci6 esetében az allatok késobb raktak petét (p<0,001, t= -4,0). A peteatmérdk
aranyaban, petetérfogatban, kelési sikerben nem volt szignifikdns kiilonbség. A szaporodasi
befektetés szignifikdnsan csokkent a koncentracioval. A legnagyobb koncentracio szaporodasi
befektetése lecsokkent (p= 0,001, t= -3,4) (17.abra). A mortalitas szignifikdnsan nétt a
koncentracioval. A legnagyobb koncentracioban a mortalitas szignifikansan magasabb volt (p=
0,035, z= 2,1) (10. tablazat). A legnagyobb koncentracioval kezelt csoportot nem lehetett a
kovetkezd generacidba tovabb vinni, mert a mortalitds és az alacsony reprodukciod
kovetkeztében ez a generaci6 kihalt. A taplalékfogyasztast a koncentracio nodvekedése
szignifikansan megnoveli. Az 1,3 ml/I-es koncentracionak kitett csoport egyedei 62%-kal tobb
taplalékot fogyasztottak a kontroll csoporthoz képest (p=0,008, t=2,8). A sebességben €s a
mozgasra forditott energiaban nem volt kiilonbség. A csereviszony hanyados szignifikdnsan

nott a koncentracioval parhuzamosan, tehat tobbet fektettek az allatok a ndvekedésbe. Azonban
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az 1,3 ml/L koncentracioban szignifikdnsan kevesebbet fektettek az allatok a novekedésbe és
tobbet a szaporodasba kontrollhoz képest (p=0,038, t=-2,1). A legmagasabb koncentracid
esetén (6,4 ml/L) jelentOsen tobbet fektettek az allatok a novekedésbe (p<0,001, t= 4,6)
(18.abra).

Teljes szaporodasi befektetés
0.08
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0 0.766 1,303 2215 3765 64
Koncentracié ml/L

17. abra: F2 multigeneracio teljes szaporodasi befektetése. A vastag sav a median. A doboz
alja és teteje az also és felsé kvartilis. A talp vége a minimum és a maximum értéke az
adatoknak a kiugro értékek nélkiil. Az iires korok a kiugro értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb,

mint az also vagy a fels6 kvartilis). ***p<0,001
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18. abra: F2 multigeneracio novekedés-reprodukcio trade-off ardnya; minél nagyobb az arany,
annal tobbet fektetnek a novekedésbe. A vastag sdv a medidn. A doboz alja és teteje az alsé és
felso kvartilis. A talp vége a minimum és a maximum értéke az adatoknak a kiugréd értékek
nélkiil. Az iires korok a kiugro értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb, mint az also vagy a felso
kvartilis). ***p<0,001
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Az F2 generaci6 transzgeneracids csoportban csak a kelési siker és a taplalékfogyasztas
mutatott szignifikdns dozis-valasz hatast. A kelési arany szignifikdnsan csokkent, de nem volt
kiilonbség a koncentraciok kozott. Az 1,3 ml/L, 3,8 ml/L és 6,4 ml/L-es koncentraciokal kezelt
allatok tobbet fogyasztottak, mint a kontroll (p<0,013, t>2,55). A kezdeti méret, végsé méret,
novekedési gorbék, abszolut ndvekedés, a teljes peteszam, a petecsomok szama, az elsd
peterakas idOpontja, a peteatmérok aranya, a petetérfogat, a szaporodasi raforditas, a mortalitas,
a mozgasi sebesség, a mozgasra forditott energia ¢és a novekedés-szaporodas csereviszony nem
kiilonbozott szignifikansan.

Az F3 generacié multigeneracios csoportjaban sem a kezdeti, végsé méretben, sem a
novekedési gorbék kozott, sem az abszolit novekedésben nem volt kiillonbség. A teljes
peteszdmban, a petecsomoOk szadmdaban, az elsd peterakas idGpontjdban, a peteatmérdk
aranyaban nem volt szignifikans kiilonbség. A petetérfogat szignifikdnsan csdkkent, azonban a
koncentraciok hatasai kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Azonban a kelési arany, vagyis
a kelési siker szignifikansan csokkent a koncentraciéo ndvekedésével és a két legtoményebb
koncentracioban kisebb aranyban keltek ki az egyedek (p= 0,03, t= 2,20, p= 0,046, t= 2,02). A
teljes szaporodadsi raforditdsban ¢és a mortalitdisban nem volt kiilonbség, a
taplalékfogyasztasban, a sebességben ¢€s a mozgasba fektetett energidban és a ndvekedés-
szaporodas csereviszonyban sem volt szignifikans kiilonbség.

Az F3 generacio transzgeneracids csoportjaban a kezdeti méret szignifikans dozis-hatés
szerint csokkent a koncentracioval. Az 1,3 ml/L koncentracio allatai szignifikansan kisebbek
voltak (p=0,039, t= -2,1). A végsd méret szignifikans dozis-hatas csokkenést mutatott a
néttek, mint a kontroll csoport egyedei (p= 0,011, t= -2,6). A ndvekedési gorbék kozott nem
volt kiilonbség. Az abszolut ndvekedés a koncentracioval szignifikdns dozis-hatds csokkenést
mutatott. A legtoményebb koncentracios csoport abszolut ndvekedése kisebb volt (p= 0,011,
t=-2,6). A teljes peteszdm ¢€s a petecsomok szama is szignifikans dozis-hatast mutatott. A 2,2
ml/L és a 6,4 ml/L koncentracioban mindkét paraméter nagyobb volt a kontrollnal (peteszam:
p< 0,035 t> 2,2; csomoszam: p< 0,038, t> 2,1). Az els6 peterakas id6pontja szignifikans dozis-
hatast mutatott és minden koncentracidcsoportban korabbra cstszott (p< 0,012,t< -2,6). A
peteatmérdk ardnya nem kiilonbozott a csoportok kozott. A petetérfogat esetén enyhe
horméziszt tapasztaltam (16%) az els6 két koncentracio esetén (p= 0,031, t= 2,2). A kelésben
nem volt kiilonbség a csoportok kozott. A szaporodasi befektetés szignifikdns ddzis-hatast
mutatott és a legnagyobb koncentraci6 esetében nagyobb volt a kontrollénal (p= 0,013, t= 2,6)
(19. abra). Szignifikans mortalitast nem tapasztaltam a transzgeneracios csoportnal. Bar nem

volt egyértelmii dozis-hatas a taplalékfogyasztasban, de az 1,3 ml/L, 2,2 ml/L és a 6,4 ml/L
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koncentraciokkal kezelt csoportok sokkal kevesebbet fogyasztottak, mint a kontroll csoport
(p<0,032, t<-2,2). A sebesség és a mozgasba fektetett energia bar szignifikansan nétt, a
koncentraciok kozott azonban nem sikerdiilt kiilonbséget Kimutatni. A csereviszony hanyados
szignifikansan csokken a koncentracidval, tehat tobbet fektetnek az allatok a szaporodésba a
kontrollhoz képest. A legtéményebb koncentracid esetében a hatas szignifikans (p= 0,012 , t=
-2,6) (20. abra).
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19. abra: F3 transzgeneracio teljes szaporodasi befektetés. A vastag sav a median. A doboz
alja és teteje az also és fels6 kvartilis. A talp vége a minimum és a maximum értéke az
adatoknak a kiugro értékek nélkiil. Az iires korok a kiugré értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb,
mint az also vagy a fels6 kvartilis). **0,001<p<0,01
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20. abra: F3 transzgeneracio novekedés-reprodukcid csereviszony arany, minél nagyobb az
arany, annal tobbet fektetnek a novekedésbe. A vastag sdv a medidn. A doboz alja és teteje az
also és felsé kvartilis. A talp vége a minimum ¢és a maximum értéke az adatoknak a kiugrod
értekek nélkiil. Az iires korok a kiugrd értékek (tobb mint 3/2-del nagyobb, mint az alsé vagy
a felso kvartilis). * p<0,05

10. tablazat: Az ¢letmenet stratégidkat vizsgald kisérlet mortalitasi adatai, szézalékban

megadva. A fiiggbleges vonalak a kiilonb6z6 generaciokat valasztjak el egymastol.

Koncentracio (ml/L)  Sziilé | MF1 TF1 MF2 TF2 MF3 TF3
0 0 0 0 8 8 8 8
0,776 0 8 0 0 17 0 8
1,303 0 8 4 17 8
2,215 7 17 0 17 2 17 0
3,765 0 8 17 8 0 8 8
6,4 20 58 8 55 8 — 0
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11. tablazat: A tobb generacios €letmenet vizsgalat statisztikai trendjei. A fliggdleges vonalak a generacidkat valasztjak el egymastol. P: sziild

generacid, MF1: multigeneracids vonal F1 generacio, TF1: transzgeneracios vonal F1 generacid, MF2: multigeneracids vonal F2 generacio, TF2:

transzgeneracios vonal F2 generacid, MF3: multigeneracios vonal F3 generacio, TF3: transzgeneracios vonal F3 generacid. *: hormézisz, félkovér

betlitipus: szignifikans eredmény, a t-érték pozitiv vagy negativ volta, megadja a korrelacio iranyat.

Paraméter

p-érték

P

t-érték

MF2 TF2
p-érték  t-érték  p-érték  t-érték

MF3 TF3
p-érték  t-érték  p-érték  t-érték

Kezdeti méret

Végso méret
Novekedési gorbék
Abszolut novekedés
Teljes peteszam
Petecsomo szdm

Elsé peterakés idépontja
Peteatmérdk aranya
Petetérfogat

Kelési siker
Szaporodasi raforditas
Mortalitas
Taplalékfogyasztas
Mozgasi sebesség
Mozgésra forditott energia
Csereviszony

0,151
0,241
0,137
0,049
0,379
0,7
0,263
0,606
0,178
0,488
0,078
0,026
0,525
0,673
0,878
0,442

1,4
-1,2
-1,5
2*
-0,9
0,4
1,4
-0,5
-1,4
-0,7
-1,8
2,3
-0,6
0,4
0,2
0,8

MF1 TF1
p-érték  t-érték  p-érték  t-érték
0069 1,8 0011 26
0182 -1,4 0117 -16
<0,001 -36 0923 -01
0182 -14 0004 -3
<0,001 -42 0664 04
<0,001 -42 0403 -0,8
0084 18 0,169 14
0945 -01 018 14
0476 -0,8 0485 0,7
0464 07 0324 1
0024 23* 0371 1
0002 31 0102 16
0,106 -1,6 0525 -06
0196 -1,3 0,121 -16
0527 -0,6 0445 -08
0014 26 0125 -16
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<0,001 -53 0,321 1
0,015 -2,5 0,47 0,7
<0,001 67 0,34 1
0,45 -08 0,575 06
<0,001 -49* 0,12 1,6
0,001 -34* 0,272 1,1
0,266 11 0449 -08
0,137 -15 0,75 0,3
0921 01 0449 08
0,056 1,9 0,02 2,4
0,005 -29 0,145 1,5
0,002 3,1 0,309 -1
0,008 2,8 0,011 2,6
0,57 06 0675 04
0694 -04 0729 -04
0,003 31 0073 ~-1,8

0,514 -0,7 0,033 272
0,778 -03 0,003 -31
0,216 -13 0,316 1

0,994 0,01 <0,001 -3,6
0837 02 0,004 3

0898 -0,1 0,022 24
0559 06 0,008 -28
0684 04 035 09
0,044 -21 0493 -07
0,006 28 0868 02
0562 -06 0,008 27
0,604 0,5 0,56 -0,6
0,452 -08 0,253 -1,2
0,721 04 0042 21
0943 -0,1 0,014 25
0651 05 0005 -29




4. Diszkusszio

4.1 Trebon 10 F doézis-hatas kisérlet

A mortalitdis nem filiggott a koncentraciotol, az utddok szdma viszont erds
koncentraciofiiggést mutatott. Ez tipikus eredmény, mivel az ¢lettani jellegek érzékenyebb
paraméterck, mint a mortalitis (Crouau et al., 1999; San Miguel et al., 2008). Mas,
célszervezeteket célzo kisérletek soran a Trebon 10 F az Adoxophyes orana (almailonca vagy
almalevél sodromoly) esetén példaul nem bizonyult hatékony inszekticidnek. Az AdorGV (Capex
2), etofenprox (Trebon 10 F), flufenoxurone (Cascade 5 EC) 0sszehasonlitasban a Trebon 10 F
mellett maradt a legtobb sériilt hajtas a gyltimolcsosokben (Kocourek et al., 2007). Ezzel szemben
egy masik rokonvegyiilet, a Trebon EC 20%®, a Trichogamma dendrolimi parazitoid darzs esetén
kozel 100 %-os mortalitast okozott a kiszoérasi koncentracidban, Osszehasonlitva a Bt vagy cartap
inszekticidekkel, amik csak 20-40% mortalitast okoztak (Takada et al., 2001a). A mortalitast
természetesen befolyasolhatja az kiilonb6z6 modell allatok eltérd érzékenysége, eltérd expozicids
viszonyok ¢és a kiillonb6z6 formulaci6 is lehet. Sajnos az én kisérletem nem hasonlithat6d 6ssze az
irodalmi adatokkal, mivel sem F. candida vagy mas ugrovillasra Trebon 10 F vagy mas Trebon
készitményre vonatkozd kisérleti eredményeket, sem ECsg, LOEC adatot nem taldltam az

irodalomban.

4.2 Trebon 10 F reprodukcios és taplalékvalasztasi teszt

4.2.1 Trebon 10 F reprodukcios kisérlet

A teljes peteszam ¢és a peteméret kozott forditott Osszefiiggés van a rovaroknal, ami a produkcid
és a reprodukcio kozotti csereviszony (trade-off) kovetkezménye (Mousseau és Fox, 1998).
Azonban a Trebon 10 F estén nem taldltam do6zis-hatds Gsszefiiggést a peteszammal, sem a sziild,
sem az utddgeneracioban. A F. candida faj esetén ellentmondasos adatok talalhatdéak az
irodalomban a kiilonb6z6 peszticidekre vonatkozdéan. Crommentuijn et al. (1997) koncentracio-
fliggd csokkenést talalt a teljes peteszamra, amikor a kloropirifosz inszekticidet és a trifeniltin-
hidroxid fungicidet F. candida fajon tesztelte. Ellenben Widarto et al. (2007) a peteprodukcio
szignifikans serkentését tapasztalta a nonilfenol (peszticid adjuvans) esetén. Cutler (2013) szerint
a pete produkcio és koncentracid korrelacidja egy hormetikus dozis-hatas gorbét kovetett. A
karbaril 4, 5,5 és 7 mg kg koncentracioban a kontrollhoz képest ndvelte a teljes peteszamot
(Cardoso et al., 2014). A mi eredményeink nem vagnak Ossze a fenti kisérletekkel, mivel a Trebon
10 F inszekticid nem volt hatassal a teljes peteszamra sem a sziil0-, sem az utdédgeneracioban. A
legvaldszinilibb oka ennek az lehet, hogy (i) a tesztelt koncentracidk a hatdsos dozis alatt voltak
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(vagyis a koncentracio alacsonyabb volt, mint a LOEC), vagy (ii) az altalunk hasznalt peszticidnek
kiilonb6z6 a hatdsmechanizmusa, mint a fenti vizsgalatokban hasznaltaknak. Az etofenprox
példaul az idegrendszer natrium csatornait blokkolja a repolarizaciés fazisban (Soderlund et al.,
2002). Az etofenproxtol eltéréen mind a kloropirifosz (Crommentuijn et al., 1997), mind a karbaril
(Cardoso et al., 2014) kolinészteraz enzim inhibitorok (Karanth és Pope, 2000; Metcalf et al.,
1966).

A peteméret mas eredményeket mutatott, mint a teljes peteszdm, ugyanis a Trebon 10 F
hatasara modosult a peteméret. A sziildgeneracidoban az inszekticid kezelés koncentracié-fiiggden
csokkentette a petetérfogat. Ezt aldtdmasztjadk korabbi kutatdsok is, miszerint csokken a
reprodukcioba vald befektetés, amennyiben rosszak a kornyezeti feltételek (Fox et al. 1997; Fox
¢s Czesak 2000). Eszerint az elmélet szerint, a F. candida kisebb petéket rak, amennyiben nagy az
egyedsiiriiség és a taplalékelérhet6ség limitalt (Tully és Ferriére, 2008). A jelen kisérletben a
Trebon 10 F inszekticid hasonl6 hatést fejtett ki a sziildgeneracioban, kisebb petéket raktak az
egyedek a koncentracidé novekedésével. Raadasul a peteszam negativan korrelalt a petemérettel,
amit Tully és Ferriére (2008) is kimutatott. A Trebon 10 F embrionalis fejlédésre gyakorolt
serkentd hatésai is kideriiltek ebben a vizsgalatban, mivel a petedtmérd aranya csokkent. Ez azt
mutatja, hogy a peték kevésbé voltak kerekek, jobban megnyult alakjuk volt a sziild generacidban.
Hafer és Pike (2010) kimutatta, hogy a F. candida petealakja korrelal a pete életképességével. A
kerekebb és szabalyosabb peték kevésbé voltak életképesek, mint a diszkoid (szferoid) alaku peték
(Hafer és Pike, 2010). Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a Trebon 10 F kezelés miatt a
szlilok kisebb energiat fektettek az utddokba. Ugyanakkor ez jele lehet egy energia-
csereviszonynak is a sziilok védekez6 mechanizmusai €s a reprodukcid kozott. Ez a hipotézis
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mind a T, mind az M generacioban ellentétes eredmény jott ki az inszekticidnek a
peteméretre €s a pete-alakra gyakorolt hatasaban. A peteszdm nem valtozott a kezelés hatasara, de
a peteméret nétt a Trebon 10 F koncentracié novekedésével. Ez annak a jele, hogy az inszekticid
kezelés dozis-fiiggd moédon megvaltoztatta az ugrovillasok epigenetikai statuszat. Az ilyen
eredmények ritkak az 6kotoxikologiaban (Vandegehuchte és Janssen 2011, Head et al. 2012).
Raadasul a peteméret pozitivan korrelal a F. candida utodok életképességével (Tully és Ferricre,
2008). Hasonlé eredményeket talaltak tobb herbivor rovarnal (Awmack és Leather, 2002). Az
eredményeim azt valosziniisitik, hogy az inszekticidel kezelt sziilok valamilyen mdodon atadjak a
stresszrdl az informéciot az utdodaiknak, amik erre jobb mindségii petével reagalnak. A peszticid
altal okozott epigenetikai valtozads igy megjelenhet (példaul hiszton modifikacié formédjaban).

Azonban ebbdl a vizsgalatbol még nem deriil ki. hogy a F. candida milyen mdédon adja at az
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informaciot a generaciok kozott a Trebon 10 F inszekticid hatasar6l. A mechanizmus felderitése
tovabbi vizsgalatot igényel.

Az elébbi eredményeimhez hasonlét fedezett fel Campiche et al. (2007), akik a fenoxikarb
(egy endokrin diszruptor) szubletalis multigeneracios hatasat vizsgaltak a F. candida sziil6 és els6
alapanyagok ¢és gyogyszeripari termékek esetében, mint ahogy ezt Martin et al. (2009) is
demonstralta.

A hatas jellege €és mértéke természetesen, a xenobiotikum hatasmechanizmusatol fligg
(Walker, 2014). A Trebon 10 F egy piretroid tipusu inszekticid (FAO, 2006). A hatéanyaga az
etofenprox, ami a rovarok idegrendszerében a natrium-csatornakat blokkolja (EFSA, 2008). Az
etofenprox ugrovillasokra gyakorolt pontos hatdsmechanizmusa még nem ismert. Azonban az
ezen vizsgalatbol szarmazo6 adatokbdl latszik, hogy hatdsa van a peteméretre és az embriondlis
fejlédésre is, mivel a petealak mddosul a kezelés hatasara.

Amennyiben csak a sziilégeneraciot kezeltem (T csoport), az eredmények nagyon
hasonloak voltak a multigeneracios kezeléshez. Ez bizonyitja, hogy a Trebon 10 F-nek van
transzgeneracios hatasa. Inszekticidek transzgenerdcidés hatdsat kordbban egy dardzs fajon
(Trichogramma galloi) (Costa et al., 2014), illetve egy édesvizi puhatestiin (Physa pomilia)
(Kimberly és Salice, 2014) is bizonyitottak. Hafer et al. (2011) a taplalékelérhetoség, mig
Campiche et al. (2007) rovar novekedésszabalyozok (metoprén és teflubenzuron) transzgenracios
hatésait mutatta ki a F. candida fajon. Az el6z6 kisérletben alkalmazott peszticidekkel szemben
az etofenproxnak, a Trebon 10 F hatéanyaganak magas az oktanol/viz aranya (log Kow: 6,9), ami
lehetévé teszi, hogy bioakkumulaldédjon a zsirszovetben és a zsirban (példaul a F. candida pete
citoplazmajaban és a fejlédé embrioban) (Hopkin 1997, Walker et al. 2006). Amennyiben ez a
hipotézis érvényes, érthetdvé valik a Trebon 10 F hatdsa a peteméretre. Azonban az etofenprox
hatasmechanizmusa a F. candida embrionalis fejlédésre egyel6re ismeretlen.

Vizsgalataim eredményei ravilagitanak a Trebon 10 F multigeneracios €s transzgeneracios
hatasaira a F. candida pete-paramétereire, és tigy tlinik hogy elsésorban a peteméret az érintett
tulajdonsdg. Ezek a hatdsok dozis-fliggéek. A fenti disszkusszidban érveket ismertettem arra
vonatkozoan, hogy a petetulajdonsagok megvaltozasa fontos kovetkezményekkel jarhat az F.
candida populacidédinamikajara nézve. Hasonloképpen, Benton et al. (2005) bizonyitotta, hogy a

kiilonboz6 peteméretek kiilonbozd populacids ndvekedési ratahoz vezetnek egy talajban €16 atka

crer
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4.2.2 Trebon 10 F taplalékvalasztasi kisérlet

A sziildgeneracidban tapasztaltak alapjan azt feltételeztem, hogy a kontroll csoportok azért
fogyasztanak tobb kukorica levelet, mivel a monodietikus éleszton tartas utan, valamilyen olyan
tapanyagot probalnak nagyobb mennyiségben felvenni, amiben a kukorica levél gazdagabb. Am
az elsé generacios kisérletben a kontroll csoportoknal nem talaltunk preferenciat, mely alapjan ez
a feltételezés nem allja meg a helyét. Alapvetden a F. candida esetén a szaprofita gomba
preferencia az, amit korabbi kisérletek visszaigazolnak (Scheu és Simmerling, 2004).

A két generacidban lathato koncentracio szerinti elrendezddés alapjan kapott eredmények
azt mutatjak, hogy a névényvédo szerrel kezelt allatoknak valosziniileg nagyobb sziiksége van a
jobb mindségii taplalékra (ebben az esetben az élesztore), mint a kontroll csoportoknak (Jergensen
et al., 2008). Ugyanis a F. candida fitnesze akkor a legmagasabb, amikor a preferalt taplalékkal
etetik (Scheu és Simmerling, 2004). Nem publikalt adataink szerint a F. candida szamara az
¢lesztd sokkal jobb mindségii taplalékot jelent, mint a kukorica.

A masodik generacional arra voltam kivancsi, hogy vajon ha a sziiloket kezelem és az utana
kovetkezo két generacio nem kap kezelést, az elég id6-e ahhoz, hogy elmuljanak a szer hatsai a
vizsgalt paraméterekre. Mivel a konfidencia intervallumok beszilkiiltek és a nulla koré
rendezédtek, és az allatok nem valogattak, ezért a valasz a feltett kérdésre igen, két generacié mar
elég ahhoz, hogy a Trebon 10 F hatdsa megszlinjon. Egy generaci6é azonban nem bizonyult elégnek
a hatas megszlinéséhez, mivel bizonyos transzgeneracios hatasok maradtak fenn. Ezt timasztja ala
Hafer et al. (2011) taplalékelérhetoséggel végzett kisérlete is, melyben az elsé petecsomo mérete

lecsokkent és az ivarérés késett, amennyiben a nagysziilok taplalékszegény kdrnyezetben voltak.

4.3 Trebon 30 EC dozis-hatas kisérlet

A dozis-hatas kisérletben a reprodukcio érzékenyebbnek bizonyult (LOEC: 23,4 mg/kg), mint a
mortalitas (LOEC: 187,5 mg/kg), ami elég tipikus reakcio (Darvas és Székacs, 2010), hiszen a
Trebon 10 F esetén is ezt az eredményt kaptuk (mortalitds nem reagalt, mig reprodukciés LOEC:
29 ml/L). Ez megerdésitette azt a véleményemet, hogy a kisérleteket a reprodukcios €s szubletalis
jellegekre fokuszalva kell folytatnom. A reprodukcios ECso és a szantofoldi alkalmazasra javasolt
koncentraciok alapjan valasztottam ki a génexpresszids vizsgalat és a szubletdlis teszt
koncentracioit. A nagyfokl érzékenység miatt levontam azt a kovetkeztetést, hogy az edények
zarasa eldtt 12 orat szelldztetni kell a talajt, illetve a gipszes Petri csészéket is legalabb egy orat
szelloztetni kell, hogy a naftalin, mely gyartasi melléktermék, elparologhasson. A tapasztalatok
alapjan a naftalin igen mérgez0 az allatok szamara, de terepi viszonyok kozott a naftalinnak

lehetdsége van elparologni.
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A Trebon 30 EC igen hatékony inszekticid. A Brevicoryne brassicae (kaposzta levéltetii)
kezelése esetén az endosulfan (Endosulfan®) és a karbosulfan (Advantage®) kevésbé volt
hatékony, mint a Trebon 30 EC, mivel a Trebon 30 EC még hdrom nap utan sem hagyta a levéltetii
populaciét novekedeni (Aslam és Ahmad, 2002). A Trichogamma dendrolimi parazitoid darazs
esetén Bt vagy cartap inszekticidek 20-40% mortalitast okoztak, mig a Trebon EC 20%® kozel
100%-o0s mortalitast okozott a kiszorasi koncentracioban (Takada et al., 2001b). Eredményeim
alapjan a Trebon 30 EC nem volt ilyen toxikus a F. candida ellen, melynek oka a kiilonb6z6 modell
allatok kiilonbozo érzékenysége is lehet.

Sajnos az én kisérletem nem hasonlithato dssze az irodalmi adatok, mivel sem F. candida
vagy mas Collembola fajok, Trebon 30 EC vagy mas Trebon készitményes kisérleti adatot, sem

EC50, LOEC adatot nem talaltam az irodalomban.

4.4 Trebon 30 EC tobb generacios transzkripcios vizsgalat

4.4.1 Okotoxikolégiai vizsgalatok

Az Trebon 30 EC, mind transzgeneracid, mind multigeneracios hatasokat okozott az F. candida
fajon. A tulélésen ¢és a reprodukcion csak F1 generacidig volt transzgeneracios hatas
megfigyelhetd. Azonban kdvetkezd generacioban teljesen felépiiltek az allatok. A mltigeneréacios
hatasokra bizonyitékot talaltunk az egyre kisebb reprodukcios érzékenységben (magasabb
reprodukcios LOEC). Az kisebb érzékenység lehet egy rezsiztencia kezdte, vagy a populacio
rezilenciaja a Trebon 30 EC ellen.

A tulélésre és a reprodukciora gyakorolt transzgeneracidos hatds még epigenetikai
imprinting altal, illetve a peszticid petén keresztiili atadasaval is torténhetett. A multigeneracios
vonalon az inszekticid hatasa minden mért paraméteren er0sebb volt. Ezt okozhatta egy additiv
szlléi és nagysziiléi hatds. Ahogy a két generdcion at tartd rossz taplalékelérhetség is
csokkentette a F. candida peterakasainak szamat (Hafer et al., 2011), igy a Trebon 30 EC hatasa
1s kumulalodni latszik a tobb generacios kezelés alatt. A sziild generdcio csokkent peteszama €s
megnovekedett petetérfogata arra utal, hogy az ugrovilldsok megnoveltek az egyes utddokba
fektett energiat, igy maximalizalva az utddszamot. A peteméret és a peteszdm kozotti negativ
korrelacio egy jol ismert jelenség (Szabo és Bakonyi, 2017; Tully és Ferriere, 2008).
Crommentuijn et al. (1997) kimutattak, hogy a peteszam csdkken a klorpirifosz inszekticid és a
peteméretet. Tehat nem lehet tudni, hogy a sziilok mennyi energiat fektettek az egyes utodokba.

Val6szinlinek tlinik az a hipotézis, miszerint az egy petébe fektetett megnovelt energia
segitségével a teljes reprodukcioba fektetett energia csokkenthetd a tulélés és a detoxifikacio

javara. Rdadasul a nagyobb pete nagyobb utddot eredményez. A nagyobb utddok életképesebbek
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lehetnek, igy a fitnesz maximalizalhat6 a stratégiavaltassal (Tully és Ferriere, 2008). Tovabba a
peteméret csokkenhet a jol ismert talélés és reprodukceio kozotti csereviszony miatt is (Fox et al.,
1997; Fox ¢és Czesak, 2000; Mousseau ¢és Fox, 1998). Azonban az ¢én kisérletemben az F1
generacioban a peteszam ¢€s a térfogat nem valtozott, mig az F2 generacidban hormetikus hatast
talaltam. Ezt a mintazatot egyfajta adaptacio vagy talan epigenetikai imprinting magyarazhatja. A
F. candida szaporodasi stratégiaja nagyon rugalmas, ahogy Tully és Ferriére (2008) bizonyitotta,
azaz a szaporodasi paramétereket gyorsan €s nagy mértékben tudja valtoztatni.

A sziilé generacidban a legmagasabb Trebon 30 EC koncentracioban majdnem kihalt a
populacio, de a talélé egyedek az F1 és az F2 generacidoban jobban ellenélltak a kezelésnek, a
tulélést és a juvenil szamot tekintve (magasabb LOEC értékek). Ez ugyantigy lehet epigenetikai
imprinting eredménye, mint a palacknyakhatasé¢ (bottleneck), ami a legratermettebb allatokat
valogatta ki. Az én vizsgalatomhoz hasonléan a Myzus persicae levéltetvek, hormetikus
tartomanyba es6 imidakloprid koncentracioval kezelve, négy generacié mulva kevésbé voltak
érzékenyek; tobb volt a tulélé ugyanolyan kezelés hatasara, mint a sziilé generacioban (Rix és

Cutler, 2018).

4.4.2 Génexpresszio

A csokkend RNS mennyiség, ami egy nem kezelt generacioig kiterjedt, mind a transz-, mind a
multitranszgeneracidés kezelésben, az 4allatok etofenprox hatdsdra bekovetkezd daltaldnosan
rosszabb egészségi allapotat tiikkrozi. Salinas et al. (2013) harom kiilonb6z6 multigeneracios hatast
kiilonboztetett meg, amelyek jol magyarazzak az én eredményeimet is. Az elsd tipus, amikor a
szilo1 kornyezet befolyasolja az utodd fenotipusat, de nincs meg a plaszticitas, ami az aktualis
kornyezetre reagalna. Ebben az esetben a kdrnyezet és a fenotipus aszinkronizalodhat. A masodik
tipus, amikor a sziiléi hatas és a plaszticitas befolyasolja a fenotipust, de nincs interakci6 a két
hatas kozott. A harmadik tipus, amikor a sziil61 hatas €s a fenotipikus plaszticitas interakcioba 1ép.
A sziiloi hatads bekovetkezhet epigenetikai hatdsra is, azonban annak stabilitdsa eltérhet a
kiilonboz6 gének kozott (Salinas et al., 2013; Verhoeven és Preite, 2014). Ez befolyasolhatja a
sziilok informacid atadasat az utddaik szamara.

A szil6 generacidban a stresszgének transzkripcidja megemelkedett (ABC-transzporter,
citokrom-oxidaz, hdsokk fehérje). Ez Osszhangban van a kordbbi eredményekkel, €s stressz
hatasara bekovetkezé emelkedett detoxifikaciora és stresszvalaszra utal (Holmstrup et al., 2014;
Nota et al., 2009). Ezzel szemben az IPNS géntdl egész mas fajta reakciot tapasztaltam. A
emelkedésével dozis-valasz reakcid szerint emelkedett a transzkripci6. Eldszor elérte a kontroll

szintet, majd a két legmagasabb koncentracido a kontroll f6lé nétt. Ennek a jelenségnek tobb
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magyarazata is lehet. Az elsd, hogy a Trebon 30 EC inszekticidnek antimikrobidlis hatdsa van, ami
lehetdvé teszi, hogy a detoxifikacioba fektesse az allat az energiat az antibiotikum termelés helyett.
Azonban néhany xenobiotikum érzékenyiti az allatokat a fert6zésekkel szemben, mint példaul a
fenantrén, ami az antimikrobialis gének aktivaciojahoz vezetett (Nota et al., 2009), illetve a
diclofenac, ami az immunitassal kapcsolatos gének transzkripciojat emelte meg (Chen et al.,
2015). Eredményeimhez hasonloan, az Eisenia fetida tragyagiliszta citokrom P450 expresszios
szintje hormetikus mintat mutatott enrofloxacin kezelés hatasara (Li et al., 2018), igy a hormézisz
is egy lehetséges magyarazata a jelenségnek. Egy tovabbi hipotézisem szerint az enyhébb stressz
nem az IPNS-t, hanem mas géneket aktival, ami megmagyarazza a kisebb etofenprox
koncentraciondl tapasztalt alacsony expressziot és a magasabb koncentracidknal vald ismételt
novekvd IPNS expresziot. Ez egy lehetséges magyardzat, mivel a fenantrén és a diclofenac
kitettség esetén a F. candida IPNS génje nem aktivialodott (Chen et al., 2015; Nota et al., 2009).

A multigeneracios kezelésben minden stresszgén (IPNS kivételével) erds dozis-fliggd
mintazatot mutatott. Mind az F1, mind az F2 generaci6 transzgeneracids kitettségben a HSP70
transzgeneracios hatasokat mutatott dozis-fiiggéen. Ez egy stabil epigenetikai mososulés is lehet
a HSP70 génen (Verhoeven ¢és Preite, 2014).

A HSP70 expresszios mintajat be lehet sorolni Salinas et al. (2013) egyik epigenetikai
CYP6N4v1 gén expresszioja dozis-fliggden ndtt a sziildgeneracidban, majd az F1 transzgeneracios
csoportban a Trebon 30 EC inszekticidnek latszott hatdsa. Azonban az F2 transzgeneracios
csoportban az expresszid csokkent a nagysziildi koncentracié ndvekedésével. Erre az eredményre
tobbféle magyarazat is létezik. Az elsd, hogy a kiilonbozd expresszids mintdk, igy az F2
generdcioban tapasztalhatd csokkenés egy random epigenetikai modifikacidé eredménye
(Verhoeven és Preite, 2014). De a random modifikacié nem magyarazza meg az F2 generacioban
talalhato stabil trendet. A masodik lehetdség, hogy a mintdzat a harmadik epigenetikai kategoriaba
sorolhato (Salinas et al. 2013), amikor a kornyezet és az epigenetikai mintazat interakcioba 1ép
egymassal, igy kiilonb6z0 lehet a mintazat a juvenil kitettség (F1) és a kezelés hianya esetén (F2).

Az MTF2 generacié nagyon hasonldé mintat mutatott, mint a TF2 kezelés. A HSP70
expresszid emelkedett, CYP6N4v1 csokkenést mutatott a sziiléi koncentracioval az MTF2
generacioban. Altalaban a CYPBN4v1 transzkripcidja nd a ndvekvé inszekticid kitettséggel.
Példaul a fenantrén és a kadmium koncentraci6 novekedése (de Boer et al., 2013), vagy egy
szeméttelep talajaval tortént expozicié utani a a CYP6N4v1 expresszido novekszik (Chen et al.,
2014). A csokkent expresszio okai hasonloak lehetnek a TF2 generaciohoz; random epigenetikai
modifikacio vagy harmadik tipusi epigenetikai modifikacio (Salinas et al. 2013). MTF2

expresszios mintazata emelkedett stressz-szintrdl arulkodik, a megemelkedett ABC-transzporter
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szinten keresztiil. Az eredmények egybevagnak azokkal az irodalomi adatokkal, melyek szerint az
ABC-transzporter expresszio megemelkedik kadmium kitettség hatasara, ugyanis kiszallitja a
karos anyagokat a sejtekbdl (Chen et al., 2014), igy az etofenproxot is eltavolithatja a sejtbol.

A szaporodassal kapcsolt gének a jol ismert energia-allokéacids elmélet szerint reagaltak a
inszekticid okozta stresszre (Congdon et al., 2001). A sziil6 generacidoban és az MF2 generacioban
a vitellogenin-receptor transzkripcio csokkent a névekevé Trebon 30 EC koncentracioval. Mivel
ez a gén nem csak a vitellogenin transzporttal, de az ivarérettség elérésével is kapcsolatban van
(Cong et al., 2015), ezért ez arra utalhat, hogy az ugrovillasok késobb érték el az ivarérettséget a
magasabb Trebon 30 EC koncentraciok esetén. A fent emlitett vitellogenin receptor dozis-hatas
Osszefliggés és a petetérfogat novekedés alatdmasztja azt a hipotézist, hogy a sziil6k tobb energiat
fektettek egy adott utdodba. Ugyanezt az eredményt kaptuk a Trebon 10 F inszekticiddel végzett
reprodukcios kisérletben is. A ndvekvd inszekticid koncentracidoval ndtt a petetérfogat, de a
peteszam nem valtozott, ami azt jelenti, hogy az ugrovillasok tobb energiat fektettek egy adott
vitellogenin ¢és a vitellogenin-szer(i fehérje expresszioja. Azonban ez nem jart sem a peteszam,
sem a peteméret megndvekedésével, ami arra utal, hogy a vitellogenint és a vitellogenin-szerii
fehérjét antioxidansként hasznaltak fel az allatok. Corona et al. (2007) azt talala, hogy a mézeld
méh (Apis mellifera) méhkiralyndiben a vitellogenin, mint a pete szikanyaganak prekurzora,
antioxidansként is felhasznalhatd a méhek szervezetében, ami a kiralyndk ¢€lettartamat is novelte.
Ez azt sugallja, hogy a vitellogenin a F. candida fajban is lehet antioxidans.

Multigeneracios kitettségnél az F2 generacioban a petetérfogat és a peteszam hormetikus
novekedést mutatott. Ez valoszinlileg nem a vitellogenin transzkripcidnak kdszonhetd, mivel a
Trebon 30 EC nem befolyasolta ezt a végpontot az F2 generacidoban. Inkabb a stresszgének
intenziv expresszidja okozhata a hormézist a szaporodasban. Amikor Myzus persicae alacsony
imidakloprid koncentracionak volt kitéve, az reprodukciodt stimulalt. Azonban a hormetikus hatas
csereviszonyt valtott ki, mert a kdvetkezé generdciokban csokkent a reprodukcid. A generaciok
alatti 0sszes szaporodasi raforditds viszont magasabb volt a hormetikus koncentracidoban, mint a
kontrollban (Ayyanath et al., 2013).

Az MF2 és az MTF2 kezelési csoportokban kiilonbséget talaltam a fitness maximalizald
stratégidban. A kisebb Trebon 30 EC koncentraciénal a multigeneracios csoport tobbet fektetett
az egyes utddokba, igy a juvenileknek nagyobb az esélye a talélésre, ha késébb inszekticid
kitettség 1ép fel (Tully és Ferriére, 2008). A multitranszgeneracios csoport inkabb a tobb utod
termelésébe fektetett energiat. Igy valamennyi utod talél szennyezés esetén is, de a tiszta talajban
gyorsan vissza tud allni a populacio az eredeti méretére. A késébbi generaciokban valoszintileg

azért tiinik el a pozitiv hatds (hormézisz), mert a generaciokon keresztiili kitettség dsszeadodik.
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Az a hipotézisem, hogy az ugrdvillasoknak tobb energiat kell a detoxifikacioba fektetni a
magasabb koncentraciokban. A megemelkedett stresszgén expresszid azt mutatja, hogy az
ugrovillasoknak nem maradt elég energidjuk, hogy az utddokba fektessenek. Hasonld
eredményeket talaltak Vandegehuchte et al. (2010), amikor Daphnia magna populaciot névekvé
cink hatasanak tették ki. A stresszgének expresszidja megemelkedett, mig a juvenilisek szama és
mérete csOkkent az F1 és F2 generdcidban a kontrollhoz képest. A masik lehetdség, hogy az
eredményeink egy korai rezisztenciat jeleznek, ahogy az alacsony imidacloprid koncentracionak
Kitett Myzus persicae fajnal is tértént. Négy generacionyi kitettség utan a levéltetvek az inszekticid
kezelésnek jobban ellenalltak (Rix és Cutler, 2018).

A TF2 csoportban a dozis-fliggd novekedése a HSP70 transzkripcionak és dozis-fliggd
csokkenése a CYP6N4vV1 transzkripcionak epigenetikai esemény lehet. Azonban van egy kis esély
ra, hogy ezeket a HSP70 és CYP6N4v1 transzkripcids valtozasokat az F1 generacios allatok
talajban valo kitettsége okozza. Mivel a reprodukcios éssejtek mar az embrionlais fejlédés korali
szakaszaban megjelennek (Hopkin, 1997), ezaltal az F2 generacios allatok &ssejt allapota
kitettsége sem kizart. Azonban véleményem szerint ez a hatas nem lehet tul jelentds. El6szor is, a
tulélés és a juvenilis szdm sokkal kevésbé volt dozis-fliggd az MTF2 és a TF2 kezelésben, mint az
MF2 kezelésben, ami arra utal, hogy az inszekticid kezelés hatdsa nem tul erés a két
transzgeneracios tipusu kezelésben. Masodszor, ha az érzékenyebb paramétert, a génexpressziot
vesszilk figyelembe, akkor is megkiilonboztethetdek a kiilonbozé kezelés tipusok. A
transzgeneracios csoportban a CYP6N4v1 expresszio csokkent és csak a HSP70 stresszgén
aktivalodott, mig a multigeneracios csoportban a legtobb stresszgén aktivalodott és a vitrec is
reagélt a kezlésre. Igy még ha az inszekticid gyakorolt is hatast az 6ssejtekre, az nem tiinik jelentés
hatdsnak az F2 generacioban. Az epigenetikai modosuldsok vezethetnek inszekticid
rezisztenciahoz (Brevik et al., 2018), de ennek a mechanizmusa kevéssé ismert.

Osszefoglalva bizonyitékot talaltam arra, hogy a Trebon 30 EC inszekticidnek van
transzgeneracios ¢s multigeneracids hatasa is a F. candida ugrovillas fajra. A transzgeneracios
kezelésben a tulélés és a reprodukcid, mint végpont az F1 generacioig reagélt az inszekticid
hatdsara. Ez valosziniileg az F1 generacido juvenilis egyedeinek kitettsége miatt lehetett.
Transzgeneracios hatasokat a HSP70 és CYP6N4v1 gének transzkripcidja estetén talaltam az F2
generacioban. Ekkor a HSP70 gén expresszidja nétt, mig a CYP6N4v1 gén expresszidja csokkent
a koncentracido novekedésével. Ezen mintazat mogotti molekularis mechanizmusok felderitése
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A multigeneracios hatdsok az egyre magasabb juvenilis szamban (LOEC alapjan

szdmolva) nyilvanulnak meg a generaciok soran.
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A kivont RNS mennyiség dozis-fiiggden csokkent a TF2 generacio kivételével, ami a
Trebon altal okozott altaldnos rossz egészségi allapotra utalhat. A tobbi stresszgén dozis-fiiggden
reagalt a Trebon 30 EC kezelésre. A vitl és vit2 gének expresszids mintazata arra utal, hogy ezen
gének altal kodolt fehérjék antioxidansként is funkcionalhatnak a F.candida fajban.

A transzgeneracidos kezelés transzkripcidos mintdzata és a multigeneracidos kezelés
magasabb juvenil LOEC értéke egy korai rezisztencidra, illetve a populéacid felépiilésére utalnak.

Vagyis a populaciok képesek a korabbi egyedszamukat visszanyerni egy egyszeri kezelés utan.

4.5 Trebon 30 EC viselkedési teszt

Rogton az inszekticid kezelés utan hiperaktivitas volt tapasztalhatdé a F. candida
egyedeken. Az alkalmazott Trebon 30 EC koncentraciok nem hatottak sem t;, sem a tm
paraméterre. Azonban minél hosszabb volt a megtett ut, annal gyorsabbak voltak az allatok az
inszekticid koncentraciotol fiiggetleniil. Hasonld eredményeket talaltak futdbogaraknal a
Pterostichus cupreus (Jensen et al., 1997) és a Scarites quadriceps fajoknal (Prasifka et al., 2008).
A Triatoma infestans poloska harom kiilén vonalan tesztelve is hiperaktivitast tapasztaltak amikor
deltametrinnel, lambda-cihalotrinnal és tetrametrinnel kezelték 6ket (Sfara et al., 2006). Gyors
horizontdlis mozgast tapasztaltak a mezOgazdasagi kartevé 4&zsiai marvanypoloskanal
(Halyomorpha halys) kézvetleniil az inszekticid kezelés utan, kilenc féle piretroidot tesztelve (Lee
et al.,, 2013). Egy organofoszfat hatdanyag, a dimethoat hiperaktivitast okoz szubletalis
koncentracioban az érdes pinceaszkaban (Porcellio scaber) (Bayley és Baatrup, 1996). Ezzel
szemben egy ragadozd bogar (Supputius cincticep) a klorantraniliprol kezelés utan hipoaktivitast
mutatott (De Castro et al., 2013).

Az én kisérletemben a Trebon 30 EC azonnal novelte a F. candida sebességét és a megtett
ut hosszat, amelyek a hiperaktivitas jelei. Ez a reakcid és az azonnali knock-down hianya egy
menekiilési reakcio lehet, ami biztositja az allat tilélését a természetben. Ez a jelenség, egy sikeres
evolucios stratégia lehet, ami lehetdséget biztosit az ugrovillasoknak, hogy az inszekticid kiszoras
utan elmenekiiljenek a kronikus kitettség hatasaitol. Megfigyeléseimmel egybevagd eredményt
kaptak Lavtizar et al. (2016), akik gyors elkeriilést tapasztaltak a F. candida fajnal klorantraniliprol
(rianodin-receptor, a kalcium-csatorna agonistaja) kezelés utan. Serensen et al., 1995 a dimethoat,
egy organofoszfat inszekticid esetén nem tapasztaltak azonnali hiperaktivitast, csak 36 oOraval
késobb csokkent a F. candida sebessége és uthossza. Egy masik vizsgalatban ez az ugrovillas faj
nem tudta elkeriilni a dimethodt szennyezett talajt. Valdszintileg azért, mert a dimethoat gatolja az
acetilkolinészteraz aktivitast (Pereira et al., 2013). Ezek a tanulmanyok azt mutatjak, hogy a F.

candida mozgasaktivitasa igen valtozatos reakciot ad a kiilonb6zo peszticid kezelésekre.
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A Kkisérletben tapasztalhatd kiugréoan nagy megtett uthosszak gyakoribba valtak a
koncentraci6 emelkedésével. A megtett Uthossz eloszlas kisebb ferdeség és kurtozis értékei a
nagyobb koncentraciéval parhuzamosan az inszekticid hatasara bekovetkez6 mozgédszavarokra
utalhatnak. A piretroid inszekticidek patkanyokban okoznak mozgaszavarokat (Weiner et al.,
2009), de ennek gyakorisaga és mechanizmusa még felderitetlen.

A knock-down hatas észlelése szamos tényezo6tol fiigghet egy kisérlet soran (Schleier 111
¢és Peterson, 2011), igy a rovar fajatol, az inszekticid tipusatol, a kitettség tipusatol €s mértékétol
és a megfigyelési id6t6l is. Toews et al. (2003) a spinosad inszekticid knock-down hatasat nyolc
készletbogar fajon tesztelték és szignifikans kiilonbséget talaltak a fajok kozott. Hasonloképp
Chen et al. (1985) kiilonbséget talaltak tiz piretroid hatasa kozott a kaposztamolyon (Plutella
xylostella) tesztelve. A szojat karositdé Rachiplusia nu moly kiilonb6zé knock-down
viselkedésformat mutatott négy cianopiretroid és permetrin kezelés hatasara (Russo et al., 2012).
A permetrin sokkal toxikusabbnak bizonyult kontakt kezelésben, amikor a larvakat piretroiddal
atitatott szlirOpapirra tették. A Fastac 50 EC (alfa-cipermetrin hatdéanyagu) inszekticid knock-
down hatasa egy ragadozo futdbogarfajra pozitiv korrelacidt mutatott az alfa-cipermetrin
koncentracioé novekedésével (Tooming et al., 2014). Mindezek azt bizonyitjak, hogy knock-down
hatas kiilonbozd fajok esetében eltérd 6kolodgiai jelentdséggel birhat.

A direkt kitettség rovid- és hosszutavu hatasai jelentOsen eltérhetnek egymastol (Fitches és
Gatehouse, 1998; Jansen és Gomez, 2014). Az amerikai cs6tanyon (Periplaneta americana) leirtak
azt az altalanos tlinetegyiittest, ami a piretroid kezelést kovetden a mozgas aktivitasban jelentkezik
(Benoit et al., 1986). Igazoltak, hogy a hiperaktivitast (excitacios fazis) inkoordinaltsag és knock-
down (tetanizécids fazis) koveti. Ez a tiinetsorozat ebben a vizsgélatban is megjelent. Azonban a
mérések id6ablaka fontos tényezd. A maximum jarasi sebesség a F. candida faj esetében 0,97
mm/sec volt egy laborkisérletben (Serensen et al., 1995), mig ebben a vizsgalatban 4,3 mm/sec.
Ez a sebesség elég ahhoz, hogy par perccel az inszekticid kijuttatas utan talaljon az ugrévillas egy
tires porust, teriiletet, mely mentes az inszekticid cseppekt6l. Azonban ezen hipotézis tesztelésére

még a Trebon 30 EC riaszt6 és vonz6 hatédsat is tesztelni kell.

4.6 Trebon 30 EC tobb generacios életmenet vizsgalat

A Trebon 30 EC inszekticid hatdsara multigeneracidos ¢€s transzgeneracidos valtozasokat
tapasztaltam a F. candida faj élettorténetében. A sziilé generacioban a mortalitas enyhe volt, de
csokkent a szaporodési befektetés és a novekedésben horméziszt tapasztaltam. A csokkent
szaporodasi befektetés a mortalitas enyhitésére altalanos reakcionak mondhat6 a gerincteleneknél

(Crommentuijn et al., 1997; Fox et al., 1997; Fox és Czesak, 2000; Vandegehuchte et al., 2010).
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A novekedésbe valo befektetés is egy védekezd reakcio lehet, mivel Tully és Ferriere (2008)
kimutattdk, hogy a nagyobb utdéd/egyed fitnesze is nagyobb. A sziild genericioban tapasztalt
kezdeti enyhe hatasok utan (a modell altal becsiilt hatds mértéke) a transzgeneracios csoport F1
generacioja enyhe novekedéscsokkenést produkalt, illetve az F2 generacioban megndvekedett
taplalékigényt mutatott. Ilyen anyai hatasokat talaltak a F. candida taplalékhianyos koriilményei
esetén az ivarérettségre és a petecsomok szamara (Hafer et al., 2011). A sajat eredményeim és
Hafer et al. (2011). eredményei azoknak a hatasoknak a fokozatos elmulasara utalnak, melyeket
az utdédok lecsokkent fitneszének tovabbadodasa, illetve a szer petébe valo bekeriilése okozhatott.
Egyes gerincteleneknél transzgeneracios hatdsokra bizonyitékot talaltak spinosad esetén a
Trichogamma galloi parazitoid darazs atalakulasi ratajara (Costa et al., 2014) és a kadmiumnak a
Physa pomilia édesvizi csiga kelési aranyara és élettartamara gyakorolt hatasa esetében (Kimberly
és Salice, 2013).

A multigeneracids csoportban a kdvetkezd hatdsok sulyosbodtak a sziil6 generacidohoz
képest: csokkent a peték szdma, igy a teljes szaporodasi befektetés is, nott a mortalitas és az
egyedek inkabb a nodvekedésbe, mint a szaporodasba fektettek energiat. Ez egybevag az
irodalomban taldlhaté eredményekkel is, miszerint rossz koriilmények kozott csdkken a
szaporodasba vald befektetés (Crommentuijn et al., 1997; Fox et al., 1997; Mousseau és Fox,
1998). Ez a trend jellemezte az F2 multigeneracios csoportot is, ahol a kicsi szaporulat és nagy
mortalitds miatt a legtoményebb koncentraciéval kezelt csoport kihalt. Ez a jelenség a hatasok
felhalmozddasat bizonyitja. A fokozatos fitnesz csokkenés kihaldshoz vezetett. A stressz hatdsara
bekovetkezett csokkent szaporodasi befektetés ismert jelenség a F. candida faj esetén is. Ezt
tapasztalta Crommentuijn et al. (1997), és mi is a Trebon 10 F inszekticiddel végzett vizsgalatunk
soran (Szabo és Bakonyi, 2017), valamint kimutattuk a Trebon 30 EC génexpresszios vizsgalatban
is (Szabo et al., Under review). Az F3 generaci6 drasztikusan mas képet mutatott, mint az elzdek.
A legnagyobb koncentracié mellett talalt kihal4s utan a multigeneracios csoportban kissé csokkent
a peteméret, de mar nem érzddtek a peszticid hatdsok. Az alacsonyabb koncentracidval kezelt
csoportok rezisztensebbek lettek. Ez a jelenség hasonl6 a génexpresszios vizsgalat eredményeihez
(Szabo et al. Under review), illetve nagyon hasonlatos a Leon Paumen et al. (2008)
multigeneracios fenantrén kezelés hatasara kapott eredményeivel, ahol a negyedik generacidban —
az én kisérletemhez hasonléan — a magasabb koncentracioval kezelt csoportok kihaltak a
szaporodas hidnya miatt, de az 6tddik generaciotol az alacsonyabb koncentracioval kezelt
csoportok még metabolizalni is tudtadk a fenantrént. Ugyanakkor a kis koncentracioval kezelt
izeltlabuiak szerhez val6é hozzaszokasara mas példat is taldlhatunk az irodalomban. A Myzus
persicae levéltetvek alacsony koncentraciojt imidaklopriddal kezelése esetén négy generacio alatt

lecsokkent az allatok érzékénysége (Rix és Cutler, 2018).
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A transzgeneracios csoportban egy, a sziiloket ért kezelést kompenzalod folyamat indult
meg. Az allatok altalanossadgban kisebbek voltak (kisérlet kezdeti mérete, végsé mérete és az
abszolut novekedésiik is kisebb volt) és nétt a szaporodasi befektetésiik a kontrollhoz képest, de
egyedi szinten is a szaporodas felé tolodott el a csereviszony, emellett aktivabbak is voltak. Ez a
szaprodas és novekedés kozotti csereviszony megfelel az altalanos energia allokacios sémanak
(Congdon et al., 2001). A D. magna cink kitettsége esetén a stressz gének aktivalodnak, mig a
reprodukcio a kovetkezd két generacidban csokken a védekezés és reprodukcid kozotti
csereviszony miatt (Vandegehuchte et al., 2010). Az én kisérletemben ennek pont az ellentéte
jatszodott le, amikor két generaciot inszekticid mentes kornyezetben toltenek az allatok, a stressz
gének aktivacidja a Trebon 30 EC génexpresszios vizsgalat eredményei alapjan valdszintileg
lecsokken, s igy Gjra van energia az intenziv szaporodasra. Az ilyen kompenzal¢ jellegii kiugrd
szaporodasi értékek bar csereviszonyban allnak a kovetkezd generdciok szaporodasaval, de a
generaciok dsszesitett reprodukcios kimenete igy is magasabb lehet, mint a kiugré reprodukcio
nélkil. Ezt talaltak a M. persicae esetén is, ahol szubletalis imidakloprid kezelés hatasara a
reprodukcio kiugré értékeket mutatott, de ez a kdvetkezd két generdcioban csokkentette a
reprodukciot. Osszességében azonban a végsd utdédszama igy is a kezelt csoportnak volt magasabb,
nem a kontrollnak (Ayyanath et al., 2013).

Az F3 generdcioban tapasztalt, az el6z6 generacioktol eltérd mintdzat felveti az
epigenetikai 6roklodés lehetdségét is. A multigeneraciés vonalon kialakul6 rezisztencia lehet,
hogy az epigenotipusok kivalogatodasanak, vagy az epigenetikai mintazat megvaltozasanak az
eredménye (Verhoeven és Preite, 2014). Jelen kisérlet eredményei hasonldéak a Trebon 30 EC
génexpresszids vizsgalatban tapasztaltakhoz, melyben a magasabb koncentracidval kezelt allatok
kozel keriiltek a kihalashoz, de a multigeneracids vonalon a juvenilis szdmban latszik, hogy
rezisztensebbek az egyedek (Szabo et al., Under review). Abban a kisérletben a transzgeneracios
kezelés vonalan a hatas a generaciok kozott kezd megsziinni, de a citokrdm-oxidaz6N4v2 gén az
F2 generacidoban ujra expresszalodni kezd, amely adat megerdsiteni latszik az epigenetikai

jelenség hipotézisét.

4.7 Kovetkeztetések

Altalanossagban elmondhat6, hogy mind a Trebon 10 F, mind a Trebon 30 EC inszekticid a gyart6

altal javasolt kiszorasi értékekben kiméletesnek bizonyult a Folsomia candida ugrévillas fajra.

Sulyosabb mellékhatasokat, mint a kihalas vagy a stresszgének transzgeneracids tartos aktivacioja,

csak joval a gyarto altal szabadfoldi alkalmazasra javasolt koncentraciok felett tapasztaltam.

Mindkét mellékhatést a Trebon 30 EC esetén mutattam ki, igy valoszintisithetd, hogy a Trebon 10

F inszekticid alkalmazasa kiméletesebb a Folsomia candida szamara, mint a Trebon 30 EC. Erre
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utal az is, hogy a taplalékvalasztasi teszt alapjan a Trebon 10 F hatdsa az F2 generacioban mar
nem tapasztalhat6. A Trebon 30 EC inszekticiddel végzett részletes élettdrténet paraméterek
vizsgalatban még az F3 generdcidban is lehetett peteméret csokkenést tapasztalni a
multigeneracidos vonalon, tovabba a transzgeneraciés vonalon ekkor jelentkeztek intenziv
kompenzal6 folyamatok. Mindezek a jelenségek a Trebon 30 EC erételjesebb hatasara utalnak.

Mindkét peszticid a sziil6 generacioban reprodukcid-csokkenést okoz, mely transzkripcios
mérések alapjan a detoxifikdcidba és az Aaltalanos stresszvalaszba vald energiabefektetés
kovetkezménye lehet. Ez jellemzd reakcio, hasonlé a D. magna fajjal végzett kisérlet
eredményéhez, amikor cink kezelés hatdsara a reprodukcido csokkent, de a stresszgének
expresszidja emelkedett (Vandegehuchte et al., 2010). A Trebon 10 F esetén, mind a
multigeneraciés, mind a transzgeneracidés csoportban a szaporodasba valdo megnovekedett
befektetést tapasztaltam, mig a Trebon 30 EC esetén a transzgenerdcids csoportban nem
tapasztaltam a kontrolltol eltérést. Ebben a kisérletben a multigeneracids csoport csokkentette a
szaporodasba valo befektetését a novekedés javara. A Trebon 10 F és Trebon 30 EC inszekticidek
Osszehasonlitasbol szintén arra lehet kovetkeztetni, hogy a Trebon 30 EC erételjesebb hatast fejt
ki a F. candida fajra, mint a Trebon 10 F, mert hatasara tobb energiat fektettek az ugrovillasok a
talélésbe, mint a szaporodasba. A két inszekticid eltérd hatdsa valoszinlileg a formulacid
kozismert jelenség az 6kotoxikologiaban (Pereira et al., 2009).

Mindkét peszticid esetén a tobb generacios kisérletek epigenetikai modosulasra engednek
kovetkeztetni (Verhoeven és Preite, 2014), melyek a szaporodasi paraméterekben és a
transzkriptomokban is megnyilvanulnak (Szabo és Bakonyi 2017, Szab¢ et al., Under review).

Az élettorténet paraméterek részletes vizsgalatanal a negyedik generacio hozott kritikus
eredményeket. Ez 6sszevethet6 a cinknek a D. magna fajra gyakorolt hatasaval, ahol szintén az F3
generacidban tapasztaltak ellentétes reakciokat, illetve haltak ki a magas koncentracidval kezelt
populaciok (Vandegehuchte et al., 2010). Ezekbdl az adatokbdl arra kdvetkeztetek, hogy a négy
generacion at folytatott kisérletekbdl tudunk kovetkeztetni a F. candida esetében a hosszatava
hatasokra, érdemes lenne ennek konzisztencidjat megvizsgalni. Amennyiben a négy generacio
konzisztensnek bizonyul, egy ilyen tartamu teszt standardizalasa és bevezetése a kockdzatbecslési

modszerek kozé hidanypotlo lenne.

69



5. Uj tudomanyos eredmények

Kimutattam, hogy a Trebon 10 F és a Trebon 30 EC nem okoz tartds karosodast a Folsomia
candida populaciokban, amennyiben a gyarté altal szant6foldi alkalmazasra javasolt
koncentraciokat betartjak. Bar a Trebon 30 EC a sziilé generacidban okoz reprodukciod

csokkenést, azonban hosszu tavon a populacié képes felépiilni és kompenzalni ezt a hatast.

Kimutattam, hogy a Trebon 10 F hatdsa transzgeneracios kezelés esetén az F2 generaciora

mar eltlinik, és a tovabbiakban a taplalékvalasztasra sem latszik hatas.

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

gének erdteljesen aktivalodnak.

A szaporodasi és novekedési paraméterek transzgeneracids dozis-hatas fiiggd indukcidja
alapjan megallapitottam, hogy mind a Trebon 10 F, mind a Trebon 30 EC peszticideknek

van epigenetikai hatasa a Folsomia candida fajra.

Bizonyitottam, hogy a Trebon 30 EC inszekticid még az F3 generacidban, két, inszekticid
mentes talajban nevelt generacio utan is dozis-hatés fliggden aktivalja a hdsokkfehérje és
a citokromoxidaz 6N4v2 géneket. Ez a jelenség az epigenotipusok kivalasztodasanak lehet

az eredménye, illetve stabil epigenetikai mddosulas is lehet.
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6. Osszefoglalo

A piretroid tartalmu inszekticideket napjainkban elterjedten hasznaljak, mivel alacsony a
toxicitasa a gerinces allatokra. Szant6foldon alkalmazzak ezeket a szereket a mezdgazdasagban,
valamint haz koriili rovarirtasra. A Trebon 10 F és ujabb formulacidja a Trebon 30 EC, etofenprox
hatéanyagu piretroid peszticidek.

A Folsomia candida (Collembola) fontos tagja a talajok lebontd kozosségének,
szabalyozza a mikroba populacidkat, tobbek kozott a mikorrhizakat is. Taplaléklancokban, mint
prédaallat fontos szerepet tolt be. A Fold szerves anyagban gazdag talajaiban mindenhol elterjedt
¢s laboratoriumban konnyen fenntarthaté. Emiatt standard modellallat az Okotoxikologiai
kisérletekben. Disszertaciomban a kovetkez0 6 célokat tiiztem ki: a Trebon 10 F, illetve a Trebon
30 EC inszekticidnek van-e transz- és/vagy multigeneracios hatasa, és/vagy epigenetika hatasa a
F. candida ugrovillas faj reprodukcios, novekedési paramétereire, mortalitasara, illetve stresszgén
transzkriptomjaira.

A Trebon 10 F inszekticid kezelés a sziilgeneracioban dozis-hatas Osszefiiggés szerint
csOkkentette a peteméretet, vagyis a szaporodasba vald befektetett energiat. A transz- és
multigeneréacios csoportokban hasonlé eredményt kaptam. Mindkét esetben nétt a peteméret a
kezelés hatasanak nagysagaval parhuzamosan. Ez a jelenség epigenetikai hatdsokra utalhat. A
taplalékvalasztasi teszt alapjan az allatok a kezelés hatdsara egyre inkabb a jobb mindségii
taplalékot, az élesztdt preferaltdk, azonban ez a hatas két kezeletlen generaci6 alatt elmult.

A Trebon 30 EC inszekticid kezelés esetében is taldltam transz- és multigeneracios
hatdsokat. A multigeneracios csoport esetén az epigenotipusok kivalogatddasaval az éllatok
szaporodasa ¢s tulélése kevésbé volt érzékeny az inszekticidre az F2, illetve az F3 generacioban.
Az F2 generacioban a legnagyobb koncentracioval kezelt csoport a magas mortalitas €s az igen
alacsony reprodukcié miatt kihalt. A transzgeneracios kezelésekben a hdsokkfehérje generacidkon
at kitarto aktivacigjat, illetve a citokromoxidaz 6N4v2 dozis-hatés fliggd csokkenését tapasztaltam
az F2 generacioban. A TF1 és TF2 generacioban eltlind élettorténeti hatasok utdn a TF3
generdcioban egy kompenzald szaporodas indult meg, melyre az energiat a ndvekedesébol
iranyottak at az allatok. Valdsziniileg ez a hatas epigenetikai modosuldson at valdsulhatott meg.

Osszességében, mindkét ndvényvédd szer esetében kimuttam transz- és multigeneracios
hatasokat is. A reprodukcids hatasok alapjan, a Trebon 10 F kevésbé bizonyult mérgezonek a F.
candida fajra, mint a Trebon 30 EC. Harom, illetve négy generacios kisérleteimben, a
multigeneracios kezelésekben az 4llatok kevésbé lettek érzékenyek az alacsonyabb
koncentraciokra. Ez a jelenség egy epigenomikus szelekci6 altal kialakult rezisztencidnak, illetve

a stresszgeének stabil epigenetikai aktivaciojanak a kovetkezménye lehet.
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7. Summary

Nowadays, the use of pyrethroids is more and more common, because in contrast with the earlier
used organophosphates, they are not very toxic to vertebrates. These are used in agriculture as
insecticides and as domestic insecticides, too. Trebon 10 F and its successor, Trebon 30 EC are
pyrethroid pesticides with etofenprox as active ingredient.

Folsomia candida (Collembola) is an essential member of the soil decomposer community,
it regulates the microbe populations, including mycorrhizas. It is an important prey in the soil food
webs. It is widespread in the organic matter rich soils of the Earth and easy to rear in the laboratory.
Because of these traits, it is worth to use F. candida as a model animal in ecotoxicological
experiments.

My aims were in my dissertation to reveal, whether the Trebon 10 F pesticide has a trans-
and multigeneration effect, and the Trebon 30 EC pesticide has a trans- and multigeneration effect,
or an epigenetic effect on the reproduction, growth parameters mortality or stress gene
transcriptomes of F. canidida.

In case of Trebon 10 F, parent generation decreased the egg size, thus the investment into
the reproduction. The trans- and multigeneration groups showed a similar picture, in both cases
the egg size increased with the treatment, what hints epigenetic effects. Based on the food choice
test, the animals chose the foodsource of better quality (yeast) if treated, but this effect faded in
two non-treated generations.

In case of Trebon 30 EC, trans- and multigeneration effects were found, too. In the
multigeneration groups, the reproduction and survival became less sensitive in F2 and F3
generations, most probably because of the selection of the more adaptive epigenotypes. But in F2
generation the group treated with the highest concentration went extinct because of the high
mortality and extremely low reproduction. In the transgeneration groups, the heatshock protein
gene was activated through generations, and the cytochrome-oxidase 6N4v2 have shown a dose-
dependent down-regulation in the F2 generation. After the disappearing life-history effects in F1
and F2 generations, a compensating reproduction was seen in the F3 generation, which was
covered from the energy taken from growth. Probably, this effect realized through an epigenetic
modification.

In summary, both pesticides has shown trans- and multigenerational effects. However,
based on the effects on reproduction Trebon 10 F is less toxic to 6N4v2 than Trebon 30 EC. In my
three and four generation experiments, the animals became less sensitive to the lower
concentrations, which could be the results of a resistance by epigenomic selection or the stabile

epigenetic activation of the stressgenes.
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10. Koszonetnyilvanitas

Lehetetlen mindenkinek kell6képp megkoszonni azt a sok munkat és tAmogatast, amit nyujtott,
hogy ez a doktori munka elkésziilhessen, azonban kétségtelen hogy voltak olyan személyek, akik
kiemelten sokat tettek azért, hogy idaig eljuthassak.

Azt hiszem helyén valo az akkor még Szent Istvin Egyetemhez tartozé
Allatorvostudomanyi Kar, most mar Allatorvostudomanyi Egyetem Bioldgia BSc és MSc
szakjainak, tanari karanak koszonetet mondanom. Az ott megszerzett tudas szadmtalanszor
bizonyult hasznoshak a munkam soran, sét tette konnytivé a masoknak csak gyotrelmes utanajaras
soran megoldhat6 feladatokat.

Szeretnék koszonetet mondani azoknak, akik a labormunkdban segitségemre voltak:
Vanyiné Surman Ildikonak, Esztergalyos Adélnak, Marcia Melo-nak, Kocsis Ramoénanak,
Szabados Rékénak, Janine Mirien-nek és Rudo Vervij-nek. De nem csak a fizikai kivitelezésben
segitettek nekem, hanem sokat tanulhattam t6liik, kit6l az 0j technikdkat sajatithattam el, ki pedig
engem tanitott meg, hogyan kell helyesen atadni egy uj technikat.

Kiilon koszonet illeti Dr. Lang Zsoltot nem csak a kivald statisztikai alapokért, amit téle
tanultam, hanem a tandraktdl fiiggetlen tanacsokért és az 0j technikdk megtanitdsaért, amiket
hosszitavon is jol fel tudok majd hasznalni.

Koszonettel tartozom az Erasmus (2015, 15/KA1HE/225/SMP-G012) és Campus Mundi
(2017, CM-SMP-KA103/155768/2016, 16/1/KA103/022506/SMP-G008) palyazatoknak, amiért
tamogatta az Amszterdamban, a Vrije Universiteit Allatokologiai Tanszékén tartozkodasomat, ami
a teljes transzkriptomikai vizsgalatom feltétele volt. Kétségkiviil enélkiil a dolgozatom sokkal
kevésbée jutott volna hatarozott konkluziora.

Ugyanakkor a Virje Universiteit-en folytatott munkam soran Dr. Dick Roelofs és Dr. Kees
van Gestel voltak a témavezetdim. Nekik is kdszondm, mind a vizsgalataim anyagi tdmogatéasat,
mind azt a sok 0j dolgot, amit t6liik tanulhattam, nem csak technikai értelemben, de a tudomanyos
¢lethez vald hozzaallasrol €s a kapcsolati halok fontossagarol.

Ko6szonettel tartozom az UNKP (2017, UNKP-17-3-1V/SZIE-12sz) 6sztondijat ado Emberi
Erdforrasok Minisztariumanak, mely anyagilag tdmogatta a kisérleteimet.

Ko6szondm témavezetdimnek, Dr. Nagy Péter Istvannak és Dr. Seres Anikonak, hogy
bevezettek az Allattani és Allatokologiai Tanszék oktatdi-Kutatoi csaladjaba. Szakmai segitségiik
nélkiillozhetetlen volt a munkamban. Kiilonésen Anikonak koészonom, aki szamolatlan oldalt

nézett at ,,még egyszer” csak, hogy az én lelkem megnyugtassa.
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Ko6szonom a csalddomnak, hogy erdssé tettek, mert enélkiill nem tudtam volna végig
csindlni ezt a munkat. Koszondm barataimnak a végtelen orakat, amit azzal toltottek, hogy
meghallgattak és timogattak, ahogy csak tudtak.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni Dr. Bakonyi Gabornak, aki a BSc és
MSc képzés alatt volt a t¢émavezetdm, de a PhD dolgozatom soran is mentoralt. Mert tdle tanultam

meg mit jelent kutatonak lenni. ,,A puro pura defluit aqua.”

Acta est fabula.
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