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El6szo
Jelen doktori disszertacio négyévnyi (2013-2017) kutatas és adatfeldolgozas eredménye. A
disszertacidé ugyan egy nagy téma koré épiil, az egyes kisérletek azonban egymastol erésen
eltérd aspektusbol vizsgaljak egy glifozatalap gyomirtd hatasait. Emiatt dolgozatom némileg
eltér a megszokott formai felosztastol. A Bevezetés két részbdl all, ezutan kovetkezik egy
egységes Célkitiizés, kisérleti megkozelités és predikciok fejezet, majd az Anyagok és
modszerek fejezet a vizsgalatokban alkalmazott modszerek rovid leirasat tartalmazza. A
modszerleirasok azért nem az egyes alfejezetekben szerepelnek kiilon-kiilon, mert amennyire
lehetséges, szerettem volna megérizni a hagyomanyos tipusi (nem tézises disszertaciok)
szerkezeti felépitését. Az egyes kisérleteket ezek utan kiilon alfejezetekben targyalom, melyek
egy rovid bevezetd, egy részletesebb mddszertani, egy eredményeket bemutato, végiil egy
értékeld részt tartalmaznak. Igy a szorosan osszetartozo részek kozel keriilnek egymashoz,
ami véleményem szerint kdvethetobbé és konnyebben érthetdvé teszi a disszertaciot, mintha
az eredményeket egy egységes Eredmények és Ertékelés fejezetbe foglaltam volna dssze. A
vizsgalatok nem iddrendi sorrendben kovetik egymast, hanem a specifikusabb kérdéseket
vizsgalo kisérletektdl halad az altalanosabb, inkabb mddszertani problémdakkal foglalkozoak
felé. A dolgozatot egy egységes Osszefoglalé kivetkeztetések, az Irodalomjegyzék, a magyar
és angol nyelvii Osszefoglalé, valamint egy rovid Fiiggelék zérja.

Mivel a kisérleteket azok mérete és Osszetettsége miatt nem egyediil végeztem, a
disszertacioban végig tobbes szdm elsé személyt hasznalok. Az 1. tablazatban dsszefoglalom,

hogy mely vizsgalatok mely fazisaiban Kik és milyen mértéki hozzajarulassal vettek részt.

1. tablazat. A disszertacio6 szerzdje és a kozleményekben szerepld szerzétarsak hozzajarulasa a vizsgalatokhoz. A sorrend a
hozzajarulas mértékét jelzi. BV - Bokony Veronika, GZ - Gal Zoltan, HA - Hettyey Attila, HH - Horvath Henrik, IZ - Imrei
Zoltan, JL - Jokai Levente, KD - Koska Daniel, MZs - Miko Zsanett, NG - Nagy Gergely, ST - Sendula Timea, SzM -
Szederkényi Mark, UJ - Ujszegi Janos, WV - Wizl Virag.

Vizsgalat Barna varangy Glifozatalapt Glifozatalapt A gyomirté | Okotoxikologiai Glifozatalapu
ebihalak gyomirtd gyomirt6 hatasa | OsszetevOinek kisérletek gyomirto és
gyomirtora hatésa hazai erdei béka hatésa erdei ismételhetsége ragadozok egylittes
mutatott kisvizek két ebihalak béka és barna hatasa laboratoriumi
érzékenységének gyakori viselkedésére varangy és szabadfoldi
korfliggése ragadozdfajara ebihalakra kisérleti kornyezetben
Kutatastervezés HA, MZs UJ, HA, GZ, HA, MZs, UJ, MZs, HA HA, MZs MZs, HA, U], GZ
MZs GZ
Adatgyiijtés, MZs, SzM, JL, UJ, GZ, KD, MZs, KD, WV, | MZs, ST, MZs, KD, WV, | MZs, KD, WV, UJ,
kisérlet kivitelezése | NG, UJ SzM, MZs UJ, GZ, SzM, SzM UJ, GZ, SzM, GZ, SzM, HA, HH
HA JL, NG, HA
Kiértékelés, MZs, HA, BV UJ, HA MZs, HA MZs, HA, MZs, HA, BV HA, MZs
statisztika BV
Kézirat megirasa MZs, HA, UJ UJ, HA, MZs, | MZs, HA, UJ, MZs, HA MZs, HA, U], MZs, HA, U, GZ, I1Z
GZ GZ GZ




1. Bevezetés

A kétéltiieket manapsag az egyik legveszélyeztetettebb gerinces csoportnak tekintik (Stuart et
al. 2004; Wake és Vredenburg 2008), mivel a fajok tobb mint 40%-at kihalas fenyegeti
(IUCN 2016). A pusztulas okai megegyeznek a globalis diverzitascsokkenés hatterében allo
folyamatokkal, vagyis az él6helyvesztés, a klimavaltozas, a novekvé UV sugarzas, az
idegenhonos ragadozok megjelenése, az élelmiszerként vald hasznositas, a betegségek és a
kornyezetszennyezés mind-mind szerepet jatszanak benne (Sparling et al. 2001; Davidson et
al. 2002; Alford 2010; Hayes et al. 2010; Hof et al. 2011).

Peszticidek alkalmazéasaval hatékonyan ndvelhetdé a mezdgazdasagi termelés, melynek
elényei jol dokumentaltak (Jones et al. 2010). Evente tobb millio tonna peszticid keriil
kiszorasra vilagszerte (Pimentel 2009), amelybdl jelentds mennyiség juthat ki az
agrarteriiletekrdl az esO, a sz¢&l vagy a nem megfeleld alkalmazas miatt (Pereira et al. 2009),
veszélyeztetve a mezOgazdasagi teriiletek kornyezetében ¢é16 fajokat is (Giesy et al. 2000;
Lehman és Williams 2010).

Bar a mezdgazdasagi teriileteken a peszticidszennyezés a populdcidoméret-csokkenés
egyértelmii okanak tlinhet, mégis szamos tényez6 miatt nechéz kozvetleniil a peszticidekhez
kapcsolni a kétéltiieck pusztulasat (Lehman és Williams 2010). Az agrarteriileteken a
nagymértékli vegyszerkijuttatas altaldban mas stressztényezdkkel egyiitt fordul eld, mint
példaul a szarazfoldi él6helyek méretének csokkenése és a megvaltozott vizviszonyok (Beja
¢és Alcazar 2003). Tovabbi nehézség, hogy populacioméret-csokkenés olyan teriileteken is
eléfordul, ahol egyaltalan nem alkalmaznak peszticideket (Lehman és Williams 2010). Ennek
ellenére néhany esetben mégis sikeriilt kétséget kizardan bizonyitani az Osszefliggést a
peszticidhasznalat és a mezdgazdasagi teriileteken €16 kétéltlipopulaciok karosodasa kozott
(Hayes et al. 2002, 2003; McDaniel et al. 2008).

A természetben a xenobiotikumok altalaban szubletalis koncentracioban fordulnak el
(pl. Peruzzo et al. 2008; Struger et al. 2008; Battaglin et al. 2009), ennek azonban szintén
sulyos kovetkezményei lehetnek az ott ¢l szervezetekre (Bridges 1999; Lajmanovich et al.
2003, 2011; Griffis-Kyle 2007; Paganelli et al. 2010). Raadasul a peszticidek hatasait
felerdsithetik mas biotikus vagy abiotikus stresszfaktorok (Relyea és Mills 2001; Sih et al.
2004), emiatt a peszticidszennyezés komoly hatdssal lehet az egyedekre, az Okologiai
mintdzatokra és folyamatokra, ezeken keresztliil pedig a fajok perzisztencidjara és az

Okoszisztémak stabilitasara és rezilienciajara (Relyea 2005a).



Habar vannak taxonok, amik érzékenyebbek bizonyos szennyezddésekre (Suter 2007), a
kétéltiiek is kifejezetten alkalmasak a kiilonb6z6 vegyszerek ¢l6lényekre gyakorolt hatasainak
vizsgalatara. Vékony, nagymértékben ateresztd boriikk van, héj nélkiili petéik és komplex
¢letciklusuk, ami miatt mind a vizi, mind a szarazfoldi kornyezetben meglehetsen
sebezhetéek (Linder et al. 2010). Ezen kiviil, a kétéltiiek rendkiviil valtozatos viztestekben
képesek szaporodni, ezért a peték és az ebihalak sok olyan peszticidnek lehetnek kitéve, ami
be tud kerlilni a természetes vizekbe. Mindezek ellenére a kétéltlieck hosszu ideig
alulreprezentaltak maradtak a Xenobiotikumokkal kapcsolatos okotoxikologiai vizsgalatok
terén (Adams és Rowland 2003; Kohler és Triebskorn 2013; Johnson et al. 2017). A mas
taxonok vizsgalatabol szarmazoé eredmények viszont nem feltétleniil alkalmasak a kiilonboz6
¢letfazisban 1évo kétéltiiekre gyakorolt hatasok becslésére (Relyea 2003a, 20044a; Linder et al.
2010).

A kiilonb6z6 xenobiotikumok kétéltliekre kifejtett hatdsait vizsgalo kisérletek nagy részét
laboratériumi koriilmények kozott végzik, mig a természetesebb koriilmények kozott, példaul
szabadfoldi mezokozmoszokban végzett vizsgalatok sokkal ritkabbak (Boone és James 2005).
Bar gyakran a laboratoriumi vizsgalatokban is oOkologiailag relevans koncentraciokat
alkalmaznak, a kapott eredmények nem feltétleniil tiikrozik a természetesebb koriilmények
kozott megfigyelt hatasokat (Boone és Bridges 2003a). Ennek egyik oka, hogy a természetben
megtalalhato tényleges koncentraciokat szamos faktor befolyasolhatja, példaul a névények
felvehetik ezeket az anyagokat, vagy azok megkdotédhetnek az iiledékben is (Goldsborough és
Brown 1993; Bromilow et al. 2006; Katagi 2006). Az is eléfordulhat, hogy a természetes
kornyezetben 1évé biotikus és abiotikus stresszfaktorok kozotti interakciok elfedik a
peszticidek hatasait (Egea-Serrano et al. 2012).

A xenobiotikumokra mutatott érzékenység nem egy allando, fajra jellemz6 érték, hanem
nagymértékben valtozhat kiilonboz6 kiilsd és belsd faktorok hatdsara (Rattner és Heath 2003).
Az érzékenység a kornyezet szamos kémiai €s fizikai tulajdonsagatol fligghet, tobbek kozott a
hémérséklettdl (Boone és Bridges 1999), a pH-tol (Chen et al. 2004) és az UV sugarzastol
(Blaustein et al. 2003). Biologiai stresszfaktorok, tgymint ragadozok (Relyea 2003a),
versenytarsak (Jones et al. 2011) és parazitak jelenléte (Christin et al. 2003) szintén
megvaltoztathatjak a peszticidek toxicitasat. A vegyszerekkel tortént korabbi érintkezés
ugyancsak hatassal lehet az érzékenységre (Cothran et al. 2013; Hua et al. 2013, 2015).
Mindezek miatt lehetséges, hogy a laboratoriumi tesztek alul- vagy tulbecsiilik a
xenobiotikumok kétéltiekre kifejtett hatasait (Boone és Bridges 2003a; Thompson et al. 2004,



Egea-Serrano et al. 2012). Ezért 1ényeges Osszehasonlitani a xenobiotikumok hatasait a
kiilonboz6 kisérleti kornyezetekben (Skelly 2002, de lasd Chalcraft et al. 2005).

Bér az utdbbi iddben ismereteink a peszticidek kétéltiiekre gyakorolt hatasairol jelentdsen
boviiltek, még mindig sok olyan altalanosan hasznalt peszticid 1étezik, melyek kétéltliekre
kifejtett esetleges hatasait alig, vagy egyaltalan nem vizsgaltak (Hayes et al. 2006). Emiatt
szilkség lenne a tesztelés soran felhasznalt peszticidek és a vizsgalt fajok szamanak
novelésére, ami nemcsak a Xxenobiotikumok nem-célszervezetekre Kifejtett hatasainak
megértését segitené, hanem a kétéltiipopulaciok védelméhez és megérzéséhez is hozzajarulna

(Lehman és Williams 2010).

1.1. Glifozat

A glifozat hatébanyagi gyomirt6d szerek a legnagyobb mennyiségben alkalmazott herbicidek
koz¢ tartoznak vilagszerte (Relyea 2005b; Grube et al. 2011), és Magyarorszagon is tobb mint
1200 tonna glifozat (hatéanyag) keriilt forgalomba 2014-ben (NEBIH 2014). Emiatt a glifozat
egyike a harom leggyakrabban kimutatott emberi eredetli kemikélidknak az édesvizi
okoszisztémakban (Ludvigsen és Lede 2001; Pérez et al. 2011; Villeneuve et al. 2011; Mortl
et al. 2013).

A glifozatalapu szerek széles hatasspektrumti gyomirtok, melyek altalaban két {6
komponensbdl allnak: a glifozatbol, és valamilyen feliiletaktiv anyagbol (Giesy et al. 2000;
Mann et al. 2009). A glifozat (N-(foszfometil)-glicin) gyenge szerves sav, a glicin
aminofoszfonsav tipust analdgja, melynek els6édleges bomlasterméke az amino-metil-
foszfonsav (AMPA,; Pérez et al. 2011). Novényekben a sikimisav ut egyik f6 enzimjét, az 5-
enol-piruvil-sikiminsav-3-foszfat-szintaz (EPSPS) miikodését gatolja oly modon, hogy a
foszfoenol-piruvat (PEP) analdgjaként annak helyére k6tédik be. Ez az anyagcsereut-gatlas a
fenil-alanin, a tirozin és a triptofan szintézisét akadalyozza, mely esszencialis aminosavak
hidnya rovid idén beliil a novény pusztuldsahoz vezet (Giesy et al. 2000; Székacs és Darvas
2012). A glifozatkoncentraciot altalaban mg hatéanyag (active ingredient, a.i.) / literben, vagy
mg sav-egyenérték (acid equivalent, a.e.) / literben fejezik ki (1 mg a.i./l = 0,75 mg a.e./I;
Relyea 2006), mig a gyomirtoban 1évo tobbi Osszetevd tobbnyire iizleti titoknak mindsiil, és
mennyiségiik gyakran nem is keriil feltlintetésre a csomagolason (Relyea 2011).

Mivel a glifozat felvétele legtobbszor a levél kutikulajan keresztiil térténik, amin anionos
jellege miatt nehezen jut at (Mann et al. 2009), az abszorpcié hatékonysaganak fokozasa

érdekében, és hogy be tudjon keriilni a mélyebb szovetekbe, a forgalomban I1évd
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készitmények altalaban tartalmaznak valamilyen feliiletaktiv anyagot. Az egyik
leggyakrabban alkalmazott feliiletaktiv anyag a polietoxilalt faggyuamin (polyethoxylated
tallow amine; POEA). A POEA-t, vagy hasonl6 feliiletaktiv anyagot tartalmazé glifozatalapt
szerek hasznalata kizarolag szarazfoldon engedélyezett, mivel ott hatasuk az él6lényekre
elméletileg elhanyagolhatd, mig vizi kdrnyezetbe jutva stlyosan karosithatjak az élévilagot
(Giesy et al. 2000; Tsui és Chu 2003; Székacs és Darvas 2012; Mortl et al. 2013).

Az Okotoxikologiai felmérések alapjan a természetes vizekre becsiilt legmagasabb
koncentraciok glifozatalapt szerek esetén 1,4 és 7,6 mg a.e./l kozé (Mann és Bidwell 1999;
Relyea 2012; Wagner et al. 2013), mig a ténylegesen mért koncentraciok 0,1 pg/l és 5,2 mg
a.e./l kozé esnek (Edwards et al. 1980; Thompson et al. 2004; Battaglin et al. 2005).
Magyarorszagrol viszonylag kevés adattal rendelkeziink a vizek glifozat-szennyezettségét
illetden, Békés megyében 540 és 980 ng/l kozotti, mig Pest és Komarom-Esztergom
megyében 2,36 és 15 pg/l kozotti értékeket talaltak felszini és talajvizekben (Székacs et al.
2014a; Székacs et al. 2014b; Bokony et al. 2018). Az értékek nagymértékben fiiggnek az
¢léhelyi sajatsagoktol és az agrarteriiletek tavolsagatol (Mann és Bidwell 1999; Giesy et al.
2000; Pérez et al. 2011; Relyea 2012; Wagner et al. 2013), ennek ellenére az emlitett
koncentraciok megkozelitik, esetenként tal is 1épik a legtobb észak-amerikai és ausztral
kétéltii esetében megallapitott LCso/LDs értékeket (Mann és Bidwell 1999; Relyea és Jones
2009; Relyea 2012).

Noha a glifozat 6nmagaban is karos lehet a nem-célszervezetekre, ugy tlinik a feliiletaktiv
anyag az, ami a veszélyesebb OsszetevO a vizi szervezetekre nézve (Folmar et al. 1979;
Perkins et al. 2000; Tsui és Chu 2003; Edginton et al. 2004b; Pérez et al. 2011), annak
ellenére, hogy ezeket altalaban inert 6sszetevoként kezelik (Moore et al. 2012). A feliiletaktiv
anyagok elsésorban a kopoltyu légzéhamjat roncsolva fejtik ki karos hatasukat (Edginton et
al. 2004b). A glifozat ugyanakkor csokkenti a fitoplankton-biomassza mennyiségét, ami pedig
csokkenti a vizben az oldott oxigéntartalmat (Relyea 2012), tovabb karositva a kopoltyuval
1élegz6 allatokat.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a glifozatalapi gyomirtok kétéltliekre nézve
toxikusak (Mann és Bidwell 1999; Lajmanovich et al. 2003; Relyea 2005b), szubletalis
koncentracioban pedig ezek a gyomirtok (kiilondsen ahol a feliiletaktiv anyag a POEA)
lassithatjak a fejlédést (Howe et al. 2004; Cauble és Wagner 2005) és csokkenthetik az
atalakulaskori testtomeget (Howe et al. 2004; Cauble és Wagner 2005; Williams és Semlitsch
2010). Ezen kiviil fejlddési rendellenességeket (Lajmanovich et al. 2003; Howe et al. 2004;

Jayawardena et al. 2010) ¢és interszexualitast (hermafroditizmus) okozhatnak (Howe et al.
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2004). Oxidativ stressz-tiineteket is kivalthatnak (Costa et al. 2008; Giingordi 2013),
valamint a viselkedésre (Wojtaszek et al. 2004; Katzenberger et al. 2014; Moore et al. 2015)
és a testalakra (Relyea 2012) is hathatnak.

2015. marcius 20-an az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization,
WHO) Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugynoksége (International Agency for Research on Cancer,
IARC) a glifozatot a 2A, azaz emberben valoszinlileg rakkeltd kategéridba sorolta.
Ugyanakkor az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety Authority,
EFSA) egy nem sokkal késobb kiadott jelentésében a glifozat tovabbra is ,,embernél
valosziniileg nem karcinogén”-ként szerepelt. Ennek egyik oka, hogy mig az IARC értékelése
veszélyalapt, addig az EFSA-¢ kockazatalapu. A kockazatalapu értékelés ugyan nem zarja ki
a lehetséges veszélyeket, viszont realisztikus forgatokonyvek alapjan becsli azok megjelenési
valoszinliségét. Tovabba az EFSA jelentésében csak a f6 hatdanyag, a glifozat hatasait
vizsgaltak, az IARC-ében azonban a gyakorlati szempontbdl fontos gyomirtod készitményeket
is. Ezenkiviil az IARC tudomanyos publikaciokban megjelent adatokat hasznalt fel, ezzel
szemben az EFSA hozzafért az ipari kutatok nyilvanosan nem hozzaférheté eredményeihez is
(Székacs és Darvas 2018). A jelentések eltéré eredményei szamos vitat generaltak, végiil
2016. november 30-4n a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) az Eurépai
Bizottsag 2016/1313 végrehajtasi rendeletére hivatkozva visszavonta a polietoxilalt
faggytamint tartalmazo glifozat készitmények engedélyét. Az EFSA ugyanis megallapitotta,
hogy ez a tipust segédanyag jelentdsen novelheti a készitmény alkalmazasanak egészségiigyi
kockézatait. Magat a glifozatot, mint hatéanyagot, azonban nem tiltottak be, 2017. november
27-én jabb 6t évvel meghosszabbitottak a glifozattartalmu gyomirték Eurdpai Unidn beliili
hasznalati engedélyét. Bar az altalunk vizsgalt gyomirto-osszetételt (Glyphogan® Classic,
GC) hazankban mar nem lehet alkalmazni, hasonl6 szerek az Eurdpai Union kiviil tovabbra is
kereskedelmi forgalomban vannak, ezért az ilyen tipusu vegyszerek vizsgalata tovabbra is
indokolt. Féleg a genetikailag modositott, glifozat-rezisztens vetémagok térnyerése miatt,
mivel az ilyen novényekkel bevetett teriileteken évente tObbszor IS nagy mennyiségben
kiszorasra keriilhet a gyomirto. Tovabba, kisebb mértékben ugyan, de a feliiletaktiv anyagot
nem tartalmazoé glifozatalapu szerek is karosithatjak a nem-célszervezeteket (Pérez-Iglesias et
al. 2016; Rissoli et al. 2016; Bach et al. 2016, 2018), igy ezek a hatasok tovabbra is veszélyt

jelenthetnek a magyarorszagi ¢lévilagra.



2. Célkitiizés, kisérleti megkozelités és predikciok

2.1. Barna varangy ebihalak glifozdtalapu gyomirtéval szembeni érzékenységének korfiiggése

Kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy barna varangy ebihalaknal hogyan valtozik a
glifozatalapu gyomirtoval szembeni érzékenység a fejlédés soran. Ezen kivil arra is
kivancsiak voltunk, hogy az érzékeny periddusnal hosszabb ideig tartd6 gyomirto-kitettség
jobban kérositja-€ az allatokat. Ezért az ebihalakat haromféle GC-koncentracionak tettiik ki, a
larvalis fejlédésiik 1., 2., 3., 4. vagy 5. szakaszaban, vagy végig az egész kisérlet alatt. A GC
egyedekre kifejtett hatasat a tulélés, az atalakulasig eltelt i1d6 és az atalakuldskori testtomeg
mérésén keresztiil becsiiltiik. Kordbbi vizsgalatok alapjan feltételeztiik, hogy a fiatalabb
egyedek érzékenyebbek a GC-re (Jones et al. 2010), az érzékenység csokken a larvalis
fejlodés elorehaladtaval (Howe et al. 2004; Jones et al. 2010), és azok az ebihalak karosodnak
leginkabb, akik teljes larvalis fejlddésiik soran ki vannak téve a GC-nek (Bridges 2000).

2.2. Glifozatalapu gyomirto hatasa hazai kisvizek két gyakori ragadozofajara

“ ey

kisvizek két cstcsragadozodjara. Modellfajként Kozép-Eurdpaban gyakori, taxondmiailag,
fiziologiailag és Okologiailag egymastol tavol allo ragadozokat valasztottunk: a sebes acsa
larvajat, ami egy ,,ll és var” stratégiat kovetd gerinctelen ragadozo, és a pettyes géte kifejlett
egyedeit, amik aktivan keres6 gerinces ragadozok. Az alkalmazott glifozatkoncentracié 6,5
mg a.eJ/l volt, ami kozel van a varhatd legmagasabb, természetben is eléforduld
koncentracibhoz (Mann ¢és Bidwell 1999; Relyea 2012; Wagner et al. 2013), igy
maximalizaltuk az esetleges hatdsok detektalhatosagat. A GC egyedekre kifejtett hatasat a
tulélés, a testtomeg, az aktivitas és a predacios aktivitds mérésén keresztiil becsiiltiik. Hogy
megvizsgaljuk a GC kronikus és akut hatisait standardizalt és természeteshez kozelibb
koriilmények kozott is, a vizsgalatot laboratoriumban és szabadfoldi mezokozmoszokban
egyarant elvégeztiik. Feltételeztiik, hogy a GC nem befolyasolja jelentdsen és kozvetleniil a
vizsgalt fajok egyedeit, ugyanakkor kozvetett modon, taplalkozasi aktivitasukra kifejtett

hatasan keresztiil hatassal lehet a taplalékhalozatra.
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2.3. Glifozattartalmu gyomirto hatasa erdei béka ebihalak viselkedésére

Kisérletiink célja a GC ¢és ragadozok kétéltilarvak viselkedésére egyiittesen Kifejtett
hatasainak vizsgalata volt. A GC kezelést ragadozo jelenlétével vagy hidnyaval kombinaltuk,
igy vizsgalva, hogy egy tovabbi stressztényez6 hozzaadasa fokozza-e a GC ebihalakra
kifejtett hatasat (Relyea 2003a, 2005b; Sih et al. 2004). Arra is kivancsiak voltunk, hogy a GC
hasonld valaszokat indukal-e, mint a ragadozo jelenlétére adott valasz (Semlitsch et al. 1995;
Bridges 1999), valamint, hogy a GC gatolja-e a ragadozé jelenlétére adott viselkedési
kezeltiink erdei béka ebihalakat (0; 2 és 6,5 mg a.c./l glifozat), ketrecbe zart ragadozo
jelenlétében vagy hidnyaban (ragadozo6 nélkiil, sebes acsa larva, vagy felndtt him pettyes géte
jelenlétében). A korabbi vizsgalatok altalaban laboratériumi koriilmények kozott zajlottak és
csak kevés informacio all rendelkezésre a GC természetesebb koriilmények kozott Kifejtett
hatésairol. A kisérletet épp ezért szabadfoldi mezokozmoszokban végeztiik el, ami az erdsen
leegyszerisitett laboratériumi koriilményekhez képest jobban modellezi a természetes
¢l6helyek Osszetettségét (Relyea és Hoverman 2006, 2008; Winkler és Van Buskirk 2012).
Raadasul lehetdvé teszi, hogy tobbféle viselkedési valtozot vizsgaljunk, mint a
laboratériumban. A vizsgalatban négy viselkedési valtozét vizsgaltunk: az aktivitast, a
rejtozkodést, a térbeli ragadozoelkeriilést, és a fiiggdleges elhelyezkedést. Feltételeztiik, hogy
az ebihalak ragadozé jelenlétében csokkentik aktivitasukat, tobbet rejtézkodnek és a
ragadozdketrectdl lehetdleg tavol helyezkednek el, ahogyan azt korabbi, larvalis kétéltiieken
végzett vizsgalatokban tapasztaltak (Laurila et al. 1997; Schoeppner és Relyea 2008). GC
jelenlétében szintén csokkent aktivitast és novekvo rejtézkodést vartunk (Semlitsch et al.
1995; Bridges 1999; Moore et al. 2015), valamint feltételeztiik, hogy az ebihalak inkabb a
lada aljan tartozkodnak, hogy elkeriiliék a horétegz6dés miatt kialakuldé magasabb
felszinkozeli koncentraciot (Jones et al. 2010). Végiil azt is feltételeztiik, hogy a ragadozo-
jelenlét noveli a GC viselkedésre gyakorolt hatasat kdzepes koncentracion (Relyea 2005b),
viszont magas koncentracion a szer mar csokkenti a ragadozora adott valaszok intenzitdsat a

ragadozofelismerés gatlasa miatt (Moore et al. 2015).

2.4. Glifozatalapu gyomirto dsszeteviinek hatasa erdei béka és barna varangy ebihalakra

Kisérletiinkben meg szerettiik volna vizsgéalni, hogy valoban a feliiletaktiv anyag felelds-e a

GC toxicitasanak jelentds részéért, valamint hogy a ragadozé jelenléte befolyasolja-e a
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komponensek letalis hatasat. Ehhez barna varangy és erdei béka ebihalakat neveltiink négy
glifozatkoncentracion (0; 1; 2 és 4 mg a.e./l), négy feliiletaktiv anyag-koncentracion (0; 0,44;
0,88 és 1,74 ml/l POEA), illetve a kettd kombinacidjan, szitakotélarvaktol szarmazod
szemiokemikaliak jelenlétében vagy hianyaban. A kezelések hatasat az elpusztult egyedek
szamanak meghatarozasaval, valamint a talélok testtomegének mérésével becsiiltiik.
Feltételeztiik, hogy mindkét komponens karosan hat az egyedekre, de a feliiletaktiv anyag lesz
az, ami nagyobb mértékben csokkenti a tulélést és a testtomeget (Howe et al. 2004; Moore et
al. 2012; Lanctot et al. 2014). A legnagyobb hatast a két komponens egylittes jelenlétében
vartuk, ezen kivil feltételeztiik, hogy a ragadozo-szemiokemikalia tovabb noveli a GC-

komponensek negativ hatéasait (Relyea 2005Db).

2.5. Az ismételhetiség vizsgalata az 6kotoxikologiai kisérleteinkben

Kisérletiinkben meghataroztuk a GC LCsq értékeit két farkatlan kétéltti fajnal, az erdei
békanal és a barna varangynal. Megvizsgaltuk azt is, hogy egy tovabbi stressztényezo
hozzaadasa befolyasolja-e a standard toxicitasi teszt kimenetelét, vagyis, hogy a predacios
kockazat (szitakotolarvaktol szarmazo szemiokemikaliak) noveli-e a GC toxicitasat. Végiil,
hogy megallapithassuk, hogy az egyetlen kisérlet alapjan becsiilt LCsq értékek mennyire
megbizhatéak és pontosak, a kisérleteket egy héttel késébb megismételtiik, az erdei béka
esetében azonos, a barna varangy esetében kismértékben modositott kisérleti elrendezés
mellett. Feltételeztiik, hogy a GC mindkét fajnal csokkenti a tulélést, kiilondsen a magasabb
koncentracion, a ragadozo-szemiokemikalia noveli az ebihalak érzékenységét a GC-vel
szemben, valamint hogy a kisérleti elrendezésben megjelend kiilonbségek hatassal lesznek a

GC toxicitasara.

2.6. Glifozatalapu gyomirto és ragadozok egyiittes hatasa laboratoriumban és szabadfoldi

mezokozmoszokban

Kisérletiinkben a f6 cél az Okotoxikoldgiai teszteknél alkalmazott vizsgalati kdrnyezetek
eredményeket befolyasold hatdsainak vizsgalata volt. Ennek teszteléséhez erdei béka
ebihalakat neveltiink harom glifozatkoncentracion (0; 2 és 6,5 mg a.e./l), szitakotSlarva
jelenlétében vagy hianyaban, laboratoriumban vagy szabadfoldi mezokozmoszokban. A
kiilonboz6 stresszorok ebihalakra kifejtett hatasat a talélés, a viselkedés, a testalak és a

testtomeg mérésén keresztiil becsiiltiik. A korabbi vizsgélatok alapjan feltételeztiik, hogy a
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GC ¢életmenet-valtozokra kifejtett hatasai jelentdsen kiilonbozni fognak a két vizsgalati

kornyezet kozott (Skelly 2002; Winkler és VVan Buskirk 2012).

13



3. Anyagok és médszerek

3.1. A vizsgalt fajok

3.1.1. Barna varangy (Bufo bufo; Linnaeus, 1758)

A barna varangy szinte egész Eurépaban el6fordul, megtalalhaté Nyugat-Azsia egyes részein,
valamint Eszak-Afrikaban. Magyarorszag teriiletén szinte mindeniitt megtalalhaté, ahol
szaporodashoz  megfelelé vizet talal. Széles elterjedési teriiletén beldl, jo
alkalmazkodoképessége miatt igen valtozatos él6helyeken fordul eld, nemcsak a siksagokon,
hanem a domb- ¢és hegyvidékeken is (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet
2018a). Elsésorban erddtarsulasokhoz kotédik, a fenyd, a kevert és a lombhullatd erdékben
egyarant megtalalhato, de eléfordul ligetekben, bozotosokban, parkokban és kertekben is,
foleg azokon a nedves helyeken, ahol siirii a novényzet. A nagy kiterjedésii nyilt teriileteket
altalaban elkeriili, de az erdés tajak kozelében megtelepedik a mez6kon, mezdgazdasagi
teriileteken, tisztasokon, emberi telepiiléseken, gylimdlcsosokben, sz6lokben sth. is
(AmphibiaWeb 2018a). Foéként tavakban és holtagakban szaporodik, de nagyobb
pocsolyakba, keréknyomokba, lassu folyasu csatornakba is petézik. Erds szaporodohely-hiiség
jellemzi, az ivarérett allatok akar 2 km-t is megtesznek, hogy visszatérjenek ugyanahhoz a
vizhez, ahol kifejlédtek. A szaporodasi iddszak altalaban marcius kézepétdl aprilis elejéig tart
(Péchy és Haraszthy 1997). A néstények a petéket kétsoros, 5-7 méter hosszi zsindrban
rakjak le. Az akar 7000-10000 petét is tartalmazd petezsindrt vizindvények, vizben alld
bokrok, agak, kovek koré tekerik. Az embrionalis fejlodés altalaban 2-3 hétig tart, a kikeld
allatok néhany napig még a zsinérhoz rogziilnek. Az ebihalak fekete sziniiek, hasoldaluk
sziirkésfekete, farkuk tompan lekerekitett, teljes hosszusaguk 30-35 mm. A barna varangy
szivre hatoé (kardiotonikus) glikozidokat, bufadienolodokat termel. Erésen mérgezd
vegyiiletek, mivel a membranokban talalhato Na*/K*-ATP-azok antagonistdiként fokozzak a
szivizom-kontrakciot (Daly 1995). Ezek a toxinok kis mennyiségben a frissen atalakult
allatokban is megtalalhatoak, viszont az ebihalakban nagy mennyiségben fordulnak eld, mivel
az ebihalak képesek de novo szintetizalni ezeket a vegyiileteket (Bokony et al. 2016). Az
ebihalak természetes koriilmények kozott 1,5-2,5 honapig fejlédnek, a frissen atalakult, 7-12
mm-es Kis varangyok eleinte elsésorban nappal aktivak és a viz kozelében maradnak, késébb
aktiv idészakuk egyre inkdbb az éjjeli ordkra tolodik és a viztdl egyre tavolabb keresnek

menedéket €s taplalékot (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyestilet 2018a).
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3.1.2. Erdei béka (Rana dalmatina; Bonaparte, 1840)

Az erdei béka Kozép- és Dél-Eurdpaban honos, emellett Kis-Azsia nyugati teriiletein is
megtalalhatd, az Ibériai-félszigetrdl azonban hianyzik (AmphibiaWeb 2018b).
Magyarorszagon a faj gyakorinak szamit, a szamara alkalmas él6helyeken az egész orszag
teriiletén jelen van. A lombos erddk jellegzetes faja, hazankban a t6lgy- és biikkkerdékben, és a
kornyez6 nedves réteken fordul eld, kedveli az artéri erdoket (Péchy és Haraszthy 1997). A
hegységekben 1000 méternél ritkan hatol magasabbra. Parzasi idészaka jellemz6en hosszabb,
mint a tobbi koran szaporodd békake, altaldban marcius elejétdl (megfeleld iddjaras esetén
februar végétol) aprilis kozepéig tart (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet
2018b). Peterako helyei elég valtozatosak, megtalalhatoak koztik az allandé és id6szakos
erdei tavak, de a pocsolyak és keréknyomok is. A ndstények 450-1800 petét raknak le
gémbolyded csomokba, melyeket vizindvényekhez, vagy elsiillyedt agakhoz rdgzitenek
(AmphibiaWeb 2018b). Az ebihalak a petékbdl 5-8 nap elteltével kelnek ki, ami utan par
napig még a szikzacskobol taplalkoznak. Ezutan pedig féleg algakat, novényi részeket
fogyasztanak, de az elpusztult fajtarsak tetemét is megeszik. A nagyjabol 60 mm
hosszlisagura megnovd ebihalak barnasfekete szintiek, hasuk gyongyhazfehér, testiikon
aranyszinl foltokkal. Farokvitorlajuk magas, sokszor a hat hats6 kétharmadanal kezdddik,
szine azonos a test szinével, de jellemzden sotéten foltozott, kiilondsen a vitorla fels6 része
(Péchy és Haraszthy 1997). Ragadozé jelenlétében az ebihalak morfologidja megvaltozik
(Lardner 2000), aktivitasukat jelentésen csokkentik és buvohelyhasznalatuk is megnd
(Hettyey et al. 2011). Az ebihalak 2-4 honapig fejlédnek, az atalakult, 12-20 mm-es kisbékak
majus végeén, juniusban hagyjék el a vizet (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyestilet
2018b).

3.1.3. Pettyes gote (Lissotriton vulgaris; Linnaeus, 1758)

A pettyes gbéte Eurdpa legnagyobb részén megtalalhaté (kivéve Dél-Franciaorszag, a
Pireneusok és az Appennini-félsziget déli része), valamint Kis-Azsia nyugati részén és a
Kaukazusban is, elterjedési teriilete Azsidban egészen az Altaj-hegységig nyulik. Hazankban
kozéphegységi erdokben és nyiltabb alfoldi tdjakon egyarant eléfordul, az egyik leggyakoribb
gbtefaj (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet 2018c). A kifejlett gbték életiik
nagy részét a szarazfoldon toltik, csak a szaporodasi id6szakban (februdr vége - junius eleje)
térnek vissza a vizbe. A sekélyebb, dis novényzetli vizeket részesitik elényben, szaporodnak
tavakban, mocsarakban, patakokban, artereken, keréknyomokban, kubikgddrokben,

csatornakban, mesterséges viztarozokban és kerti tavakban is (Péchy és Haraszthy 1997). Az
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ivarérett himek szinezete és morfologidja a naszidészakban a ndstényekétdl eltér, ivari
kétalakusag figyelhetd meg. A himek diszesebbek, fejiikon sotét hosszanti csikok
figyelhetéek meg. A hati és oldalsd részek barnds, sziirkésbarnds, sargdsbarnas vagy
olajsziirke szinliek, hasuk szine a vilagossargatél a narancssargaig terjed, rajta sotét
pottyokkel vagy foltokkal. A néstényektdl eltéréen a himeknek jol fejlett hattarajuk és hatso
labaikon uszokaréjuk van, a farokvitorla als6 részén, a farok alatt égszinkék vagy
gyongyhazszinii sav jelenik meg, a kloaka megduzzad. Ezenkiviil a him hatat és hasat nagy,
sotét foltok boritjak, amelyek a néstényeken Kisebbek vagy teljesen hianyoznak
(AmphibiaWeb 2018c). A felnétt allatok a szarazfoldon férgekkel, meztelen csigakkal és
izeltlabtiakkal taplalkoznak, a vizben pedig gerincteleneket, békapetéket, kisebb ebihalakat
fogyasztanak, aktivan keresve taplalékukat (Péchy és Haraszthy 1997).

3.1.4. Sebes acsa (Aeshna cyanea; Miiller, 1764)

A sebes acsa az egyik legelterjedtebb eurdpai szitakotéfaj, Skandinavia északi és a Balkan
déli részérél azonban hidnyzik. Magyarorszagon jellemzéen a dombvidékek ¢és a
kozéphegységek erdds teriiletein fordul el6, az erdei tavak, arnyékolt vizii arkok, lasst folyasu
patakok és allando vizii kisvizek kornyékén. Parzas utan a néstény a petéket mohaparnakba, a
nedves talajra, korhado fakba vagy novényekre rakja. A peték telelés utan, tavasszal kelnek
ki, a larvak két évig fejlédnek (Ambrus 2018). A larvak teste megnyult, hengeres, maximum
38-50 mm hossza (Butler 1998). Nagy 0Osszetett szemilk van, a fej alsd részén pedig
jellegzetes szajszerviik, a fogoalarc helyezkedik el. Elétoruk (prothorax) jol elkiiloniil az
Osszen6tt k6zép- és utdtortol (mezo- és metathorax), ahonnan a paros szarnylemezek erednek.
A potroh végén talalhato a larvak 1égzdszervének, a végbélkopoltyinak az 6t tiiskébdl allo
zaroszerkezete, az tUgynevezett analis haromszog (anal pyramid). Zsakmanyukra (vizi
rovarok, halivadékok, ebihalak) tobbnyire vizinovények alameriilt hajtasaira vagy gyokereire

kapaszkodva, helytiil6 ,,il és var” stratégiat kovetve vadasznak (Kriska 2013).

3.2. Az alkalmazott gyomirto

A dolgozatban szerepld Gsszes vizsgalathoz a Glyphogan® Classic (GC; Monsanto Europe
S.A., Briisszel, Belgium) nevii gyomirtot hasznaltuk, mely 41,5 m/m% (360 g/l) glifozatot —
izopropil-amin s6 formajaban — és 15,5 m/m% POEA-t tartalmaz. Azért ezt a markat
valasztottuk, mivel ez a termék egyike azon kevés glifozatalapti gyomirtonak, ahol az

OsszetevOk kozott feltiintették a feliiletaktiv anyag fajtdjat. Tovabba, a szert széles korben
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hasznaltdk nemcsak a mezdgazdasagi teriileteken (szant6fold, erdészeti kulturak, legeld és
gyepteriiletek, sz6l6- és gyiimolcsiiltetvények), hanem mezdgazdasagilag nem miivelt
helyeken is, példaul Kiskertekben, utak mentén, vizzel nem boritott arkokban és csatornakban,
arokpartokon, ipari 1étesitmények teriiletén, vasuti palyatesteknél, stb. (ADAMA Hungary
2016). A glifozatalapi gyomirtok jelentOs részénél csak a tartalmazott glifozat mennyisége
ismert, igy az ezzel foglalkoz6 irodalomban bevett gyakorlat, hogy a koncentraciokat mindig
az ismert komponensre, vagyis a glifozatra adjadk meg. Ezért a kisérletek leirdsanal (a
komponensvizsgalatot kivéve) mi is ebben a formdban adtuk meg az altalunk alkalmazott
koncentraciokat. Vizsgalatainkban az alkalmazott koncentraciok 0,009 és 6,5 mg a.e./l kozé
esnek, melyeket egyrészt okotoxikologiai felmérések (Edwards et al. 1980; Thompson et al.
2004; Battaglin et al. 2005), masrészt korabbi kisérletek alapjan valasztottuk ki (Relyea ¢és
Jones 2009; Jones et al. 2011; Relyea 2012).

3.3. Az dllatok begyiijtése és tartdsa

A Kkisérletekhez hasznalt egyedeket peteként gytijtottiik be, Osszesen négy tobol (a pontos
gyijtési helyeket lasd a kisérletek leirasanal). Minden esetben frissen lerakott petecsomokbol,
illetve zsinérokbol gyiijtottiink, amiket a Magyar Tudomanyos Akadémia, Agrartudomanyi
Kutatokdzpont, Novényvédelmi Intézetének (MTA ATK NOVI) Juliannamajori Kisérleti
Telepére szallitottuk (47° 32’ 52" E, 18° 56’ 07" K). A petéket laboratériumban, csaladonként
kiilon keltettiik 20 °C-on, 12 : 12 6ras fény : sotét ciklus mellett. Az erdei békakat 10 literes
dobozokban neveltiik, melyekben 3 liter, a barna varangyokat pedig 3 literes dobozokban,
melyekben 1 liter mesterséges lagy viz (reconstituted soft water; RSW; APHA 1985) volt.
Két nappal azutan, hogy az ebihalak elérték a szabadon usz6 allapotot (Gosner (1960) szerinti
25-6s fejlettségi allapot, lasd Flggelék 11.1. abra), véletlenszeriien kivalasztottunk a
kisérletekhez sziikséges szamu, egészségesnek tlind ebihalat ¢s megkezdtiik a vizsgalatokat.

A ragadozokezelésekhez hasznalt sebes acsa larvakat és felndtt him pettyes gotéket
akvarista haloval, illetve mlianyag tolcsércsapdaval gytjtottik be, és szintén az MTA ATK
NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére szallitottuk. A kisérletek kezdetéig a ragadozokat
laboratoriumban tartottuk, a szitakotélarvakat egyesével, 300 ml-es poharakban, melyekben
200 ml RSW és kapaszkodoul egy hurkapalca volt, a gotéket pedig négyesével, 5 literes
dobozokban tartottuk, melyek 1,5 liter RSW-t tartalmaztak. A ragadozokat a vizsgalatok
kezdete el6tt vords szunyoglarvaval (Chironomus sp.) ad libitum etettiik kétnaponta. Azért

ezeket a fajokat valasztottuk, mert tipikus ragadozoi az altalunk hasznalt kétéltiilarvaknak, és
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vizsgalataink eredményei szerint nem érzékenyek az altalunk hasznalt glifozatalapa szerre
(Ujszegi et al. 2015, 2016; lasd 4.2. alfejezet), igy feltételezhettiik, hogy a ragadozd x GC
kezeléseknél a GC magara a ragadozora nem, vagy csak kevéssé fog hatni.

A ragadozok érzékenységének vizsgalatahoz a szitakotOlarvakat a kisérlet kezdetéig
egyesével, milianyag poharakban, 300 ml RSW-ben, a go6téket négyes, vagy OtOs
csoportokban, milanyag dobozokban (23 ¢cm x 19 cm x 12 cm), 1,5 liternyi RSW-ben
tartottuk 19 °C-on, ¢és 12 : 12 6ras fény : sotét ciklus mellett. Az allatokat csovajo férgekkel
(Tubifex tubifex) ad libitum etettiik. A ragadozok kisérlet alatti etetéséhez és a predacios
aktivitas teszteléséhez frissen lerakott erdei béka petecsomokat is gytjtottink két tobol. A
petecsomokat elkiilonitve neveltiik 10 literes dobozokban, melyekben 5 liter RSW volt, 19 °C
¢és 12 : 12 oras fény : sotét ciklus mellett. Kelés utan az ebihalakat athelyeztiik nagy miianyag
dobozokba (37 cm x 27 cm x 15,5 cm), 10 liter RSW-be, és a kisérletek végéig 15 °C-on és
12 : 12 oras fény : sotét ciklus mellett neveltiik 6ket tovabb. Ezeket az allatokat azért tartottuk
hiivosben ¢s nagy denzitdson, hogy lassitsuk a novekedésiiket, igy megfeleld méretlick
maradjanak a predacios tesztig. Az ebihalakat el6f6zott, apritott spenottal etettitk és kétszer
egy héten vizet cseréltiink rajtuk. Az igy nevelt ebihalak nem voltak kitéve sem

ragadozoknak, sem a GC-nek mieldtt a kisérletben felhasznaltuk volna dket.

3.4. Kisérleti elrendezések

3.4.1. Laboratorium

A laboratériumban az erdei béka ebihalakat egy, a barna varangy ebihalakat pedig két kisérlet
kivételével (lasd 3.4.1. tablazat) egyesével neveltik, 2, illetve 1,2 literes miianyag
dobozokban, randomizalt blokk elrendezésben (3.4.1. kép). Az allatokon egy kisérlet
kivételével haromnaponta, vagy heti harom alkalommal vizet cseréltiink, mindig visszaallitva
az eredeti GC-koncentraciokat. A vizcserék soran kiilon-kiilon halokat hasznaltunk a
kiilonbozé GC-koncentraciokhoz és a ragadozokezelésekhez, hogy megakadalyozzuk a
kezelések kozotti atszennyezddést. Az ebihalakat a vizcserék utan el6f6zott, apritott spendttal
etettiik. A ragadozokezelésekhez a sebes acsa larvait hasznaltunk, melyeket egyesével
tartottunk ¢és kétnaponta 2-2 naiv, a vizsgalatban hasznaltakkal azonos faju ebihallal etettiink.
Kezeléskor a ragadozé melldl vett vizbél minden szemiokemikaliat kapd kisérleti dobozba

meghatarozott mennyiséget ontottiink, mig a kontrollkezelés ugyanannyi RSW-t kapott.
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3.4.1. kép. Egy futé kisérlet a laboratoriumban (Fot6: Urszdn Tamas).

A ragadozok érzékenységének vizsgalatahoz az allatokat egyesével, 3 literes, atlatszo
milanyag dobozokban (23 cm x 19 cm x 12 cm) neveltiik, randomizalt blokk elrendezésben.
Mindegyik dobozba keriilt egy kis miianyag cserép és egy fapalca, mely buvohelyet és
kapaszkodot biztositott az allatok szamara. A kisérlet alatt 12 : 12 dras fény : sotét ciklust
alkalmaztunk, az atlagos hémérséklet 17,6 °C volt (min.: 16,5 °C; max.: 18,6 °C; Onset
HOBO automata hémérséklet-loggerekkel mérve). A tartddobozokat a kisérlet kezdetén
kezeléstol fliggden 2 liter GC-t tartalmazo RSW-vel, vagy 2 liter tiszta RSW-vel toltottiik fel.
Heti két alkalommal cseréltiink vizet, megtartva az eredeti GC-koncentraciot. Vizcserekor a
két ragadozofajhoz és a GC kezelésekhez kiilon-kiilon haldkat hasznaltunk, hogy
megakadalyozzuk a kontrollcsoport beszennyezédését és a ragadozok kémiai anyagainak
keveredését. A ragadozokat kétnaponta etettilk két naiv erdei béka ebihallal (6sszesen 230
mg) és 150 mg cs6vajo féreggel.

3.4.1. tablazat. A disszertacidban szerepld laboratoriumi vizsgalatok kisérleti elrendezése. A sorszamok a kisérleteket
részletezd alfejezeteket jeloli.

Kisérlet Faj Ebihal / doboz  Vizmennyiség (I)  Vizcsere Hoémérséklet Fény : sotét ciklus
4.1. Korfiiggés Barnavarangy 1db/1,2 liter 0,7 3naponta 18 °C 12:12 6ra
4.2. Ragadozoérzékenység Pettyes gite 1db/3 liter 2 Heti 2x 17,6 °C 12:12 6ra
Sebes acsa 1db/3 liter 2 Heti 2x 17,6 °C 12 :12 6ra
4.4. Komponens Erdei béka 10 db /5 liter 4 Soha 19 °C 13,5:10,5 6ra
Barnavarangy 10db/5 liter 4 Soha 19°C 14 :10 6ra
4.5. Ismételhetdség Erdei béka 1db/2 liter 14 3naponta 16 °C 12 :12 6ra
Erdei béka 1db/2 liter 1,4 3naponta 16 °C 12:12 6ra
Barnavarangy 1db/1,2 liter 0,7 3naponta 18 °C 12:12 6ra
Barnavarangy 14 db/ 11 liter 10 Soha 18 °C 12 :12 6ra
4.6. Kisérleti kornyezet Erdei béka 1db/2 liter 14 Heti 3% 16 °C 12:12 6ra
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3.4.2. Mezokozmosz

Az ebihalakon végzett szabadfoldi mezokozmosz kisérletekhez 90 literes ladakat hasznaltunk
(42 cm x 72 cm x 30 cm), melyekre szGinyoghaldval lefedett talfolyot furtunk, hogy nagy
es6k alkalmaval a tobbletviz nehogy kimossa az allatokat. A ladakat két héttel a vizsgalatok
kezdete el6tt toltottik fel 65 liter csapvizzel, és szanyoghaloval fedtik le, hogy
megakadalyozzuk a makrogerinctelenek altali kolonizaciot (3.4.2. kép). Két nappal késobb,
amikor a klor mar tavozott a vizb6l, mindegyikhez 40 g szaritott biikklevelet (Fagus silvatica)
és 1-1 liter tovizet (Békas-to; 47° 34’ 35" E, 18° 52’ 06” K) adtunk, hogy elésegitsiik a
baktériumok, a fito- és zooplankton ndvekedését, létrehozva ezzel egy Onfenntartd
Okoszisztémat, ami buvohelyet, taplalékot és természetkozeli koriilményeket biztosit az
ebihalak szamdra. Héarom véletlenszerlien kivalasztott mezokozmoszba automata
homeérséklet-loggereket (HOBO) helyeztiink, melyek a kisérlet alatt rogzitették a
vizhémérsékleti adatokat. Ha a kisérletben ragadozokezelés is szerepelt, akkor minden ladaba
egy-egy ragadozoketrecet is elhelyeztiink, ami egy két végén szinyoghaloval lezart,
atlatszatlan miianyag henger (atmér6: 11 cm; hosszasag: 21,5 cm) volt. Ez lehet6vé tette az
ebihalak szdmara, hogy érzékeljék a ragadozok jelenlétét, viszont a predatorok nem férhettek
hozza a kisérleti allatokhoz. A ragadozokat egy nappal a kisérlet kezdete eldtt helyeztiik a
ketrecekbe, a kontrollcsoporthoz tartozé ladak ketrecei iiresen maradtak. A ragadozokat heti
harom alkalommal etettiik két-két naiv ebihallal. Hogy megakadalyozzuk a taplalékebihalak
kisérleti ebihalak mellé vald bekeriilését, etetéskor a ketreceket kivettiik a 1adakbol. Hogy a
zavaras mértéke egyforma legyen az Osszes ladanal, etetéskor az iires ketreceket is kiemeltiik

a vizbol.

3.4.2. kép. Szabadfoldi mezokozmosz kisérlet az MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepén (Foté: Gal Zoltan).
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A ragadozok érzékenységét vizsgald kisérlethez ugyanolyan mianyag ladakat
hasznaltunk, mint az ebihalas kisérletekben. Ezeket harom héttel a vizsgéalat kezdete el6tt
toltottiik fel, szintén 65 liter csapvizzel és feltoltés utan azonnal lefedtiik 6ket szunyoghaldval.
Egy nappal késébb minden ladahoz hozzaadtunk 1 liter tovizet és 40 g szaritott biikk levelet.
Harom véletlenszerlien kivalasztott mezokozmoszba automata hdémérséklet-loggereket
helyeztiink. Hogy Kiiildhelyet biztositsunk az allatok szamara, egy-egy kis miianyag létrat
helyeztiink a ladékba, tigy, hogy a tetejiik pont elérje a vizfelszint. A ragadézdkat kétnaponta
etettiik két kisméretli erdei béka ebihallal (~ 150 mg) és koriilbeliil 200 mg csévajo féreggel.
Mivel ebben a kisérletben az ebihalak csak rovid ideig voltak a ladakban, minden ladaba
harom nagy mocsarcsigat (Lymnaea stagnalis) is helyeztiink, hogy meggatoljuk a perifiton
tulzott novekedését. A kisérlethez hasznalt csigakat egy mesterséges csatornabol gyiijtottiik
Bugyi kozelében (47° 12’ 46" E, 19° 08’ 56” K). Hasonlo6 mezokozmoszokat kordbban mar
sikerrel alkalmaztak kétéltiicket és gerinctelen ragadozokat vizsgald kisérletekben (Hettyey et
al. 2011; Van Buskirk 2012).

Az egyes kisérletekben alkalmazott modszerek tovabbi részleteit, a gyijtések pontos
helyét, az egyedszamokat, a haszndlt koncentriciokat, és a mért valtozokat a kovetkezd,

vizsgalatokat részletesen ismertetd fejezet tartalmazza.
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4. A vizsgalatok részletes bemutatasa

4.1. Barna varangy ebihalak glifozdtalapii gyomirtéval szembeni érzékenységének

korfiiggése

Az él6lények bizonyos mértékben képesek inaktivalni, vagy lebontani a Xenobiotikumokat,
azonban ebben is megfigyelhetoek egyedek kozotti eltérések. Ezeket altalaban a detoxifikalod
enzimek aktivitas-, vagy expressziobeli kiilonbségei okozzak (Van Straalen 1993). A
citokrom P450 és a glutation-S-transzferazok fontos detoxifikalé enzimek, melyek szamos
¢lélényben megtalalhatoak, és sok karos szubsztrat metabolizalasara képesek (Nelson 1998;
Pearson 2005). Viszont ezen enzimek kifejezodése az egyedfejlodés soran valtozik, ami
megvaltozott peszticid-érzékenységhez vezethet a kor eldrehaladtaval. Ezt patkédnyoknal
sikeriilt igazolni (Sheets 2000; Anand et al. 2006; Timchalk et al. 2006), ellenben az
érzékenységbeli mintazat valtozasai mas gerinces csoportoknal, igy a kétéltiieknél is, sokkal
kevésbé ismertek. Ez azért meglepd, mert ha ez a jelenség széles korben elterjedt az
allatvilagban, akkor a csupan egyetlen életkorban mért érzékenység nem altalanosithat6 a
teljes ¢élethosszra. Emiatt alapvetd fontossagu lenne szamitdsba venni az érzékenység
korfiiggését a kétéltlieken végzett okotoxikologiai vizsgalatokban.

Az altalanos nézet szerint az ¢161ények fiatalon a legérzékenyebbek a peszticidekre, ez az
egyik oka annak, hogy legtobbszor embridkat és larvakat hasznalnak az Okotoxikologiai
vizsgalatokban (Linder et al. 2010). Valdban, szamos vizsgalat kimutatta, hogy az ebihalak
érzékenyebbek, mint a peték, vagy a felndtt egyedek (Harris et al. 2000; Greulich és
Pflugmacher 2003). Azonban kétéltiieknél az érzékenység valtozasanak finomabb iddskalan
mutatott mintazatarol, valamint a kiilonbdz6 hosszusagu peszticid-kitettség hatasairdl igen
keveset tudunk (Harris et al. 2000; Jones et al. 2010). A vizsgalatok alacsony szama miatt, és
mert ezek ellentmondasos eredményeket hoztak (Howe et al. 1998; Fort et al. 2004), nem
lehet altalanos kovetkeztetéseket levonni errdl a fontos jelenségrol.

Hogy megvizsgaljuk, hogyan véltozik a barna varangy ebihalak glifozatalapu
gyomirtoval szembeni érzékenysége a fejlodés soran, kisérletiinkben haromféle GC-
koncentracioval kezeltiik az allatokat larvalis fejlédésiik 6t kiillonbozo szakaszaban. Tovabba,
arra is kivancsiak voltunk, hogy a feltételezett érzékeny periodusndl hosszabb ideig tarté GC-
kitettség jobban karositja-e az allatokat, ezért a vizsgalt egyedek egy csoportja az egész

kisérlet alatt kapott GC kezelést.
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4.1.1. Mdédszerek

A kisérlethez 70-70 petét gytjtottiink 12 frissen lerakott barna varangy petezsindrbol a Békas-
tobol (47° 34’ 35" E, 18° 52' 06" K). A vizsgélat kezdete elétt az allatokat a 3.3. alfejezetben
leirtak szerint tartottuk. A kisérlet kezdetén véletlenszertien kivalasztottunk 52 egészségesnek
latsz6 ebihalat minden csaladbol, és egyesével 1,2 literes dobozokba helyeztiik 6ket,
melyekben 0,7 liter RSW volt. Az ebihalakat 18 °C-on és 12 : 12 oras fény : sotét ciklus
mellett neveltiik. Az allatokon minden harmadik nap vizet cseréltiink, visszaallitva a
kiindulasi koncentraciokat. A kisérlet kezdetén, és késobb minden vizcsere alkalmaval 0; 1,11
vagy 2,22 ml GC-t adtunk 200 liter RSW-hez, hogy a dobozokban elérjiik a kivant 0, 2 és 4
mg a.e./l glifozatkoncentraciokat, és ezzel a vizzel cseréltiink vizet. Az altalunk hasznalt
koncentraciok megfeleltethetéek a tiszta, ¢és a szennyezett ¢l6helyeken eléforduld
vegyszerkoncentracioknak (Edwards et al. 1980; Thompson et al. 2004; Battaglin et al. 2005;
Relyea és Jones 2009; Jones et al. 2011; Relyea 2012). Az ebihalakat minden vizcsere utan ad
libitum etettiik el6f6zott, apritott spendttal. A vizsgalat soran a kezelt ebihalak vagy az egész
kisérlet alatt ki voltak téve a GC-nek, vagy pedig csak a fejlodésiik 1., 2., 3., 4., vagy 5.
szakaszaban. A kezelési id6szak 9 napig tartott, ez el6tt és utan az ebihalakat tiszta RSW-ben
neveltik. Egy tovabbi kezelésben az ebihalakat végig tiszta RSW-ben neveltiik
(kontrollcsoport). Minden kezelés x csalad kombinaciot négy alkalommal ismételtiink, ami
Osszesen 624 kisérleti egységet eredményezett.

Az atalakulashoz kozeledve minden nevelési dobozt naponta kétszer ellendriztiink. Mikor
egy ebihal elérte a 42-es fejlodési allapotot (mellsd labak el6bujasa), feljegyeztiik az addig
eltelt napok szamat, megmértilk az egyed tomegét és vagy szabadon engedtiik a befogas
helyén, vagy, 65 allat esetében, metanolban konzervaltuk dket késdbbi méregmennyiség €s
méregosszetétel meghatarozas céljabol (ennek eredményeit lasd Bokony et al. 2017). Azért az
atalakulasig eltelt id6t és a testtomeget mértiik az egyedeken, mert e két életmenet-valtozo
fontos ratermettség-jelzd bélyeg kétéltieknél (Smith 1987; Semlitsch et al. 1988; Altwegg és
Reyer 2003). A nagyobb atalakulaskori testtomeg példaul a jobb ugrasi- és alloképesség révén
novelheti a ratermettséget (John-Adler és Morin 1990), tovabba csokkentheti az éhhalal és a
kiszaradas kockazatat (Wells 2007).

4.1.2. Statisztikai elemzés
A tulélés elemzéséhez altalanositott linearis kevert modellt (generalized linear mixed-effect
model; GZLMM) hasznaltunk binomialis eloszlassal és logit link fliggvénnyel. A szamitasi

problémak kikiiszobolése érdekében a ‘bobyqa’ optimalizacios funkciot alkalmaztuk. A
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modellben az atalakulaskori talélést fliiggd valtozoként, a GC-koncentraciot és a kezelési
iddtartamot fiiggetlen valtozoként vittiikk be a modellbe. A random faktor a blokkba dgyazott
csalad volt (Zuur et al. 2009). A kezelések hatdsainak becslése likelihood ratio teszteken
alapult. Az atalakulaskori testtomeg és az atalakulasig eltelt id6 vizsgalatahoz linearis kevert
modellt (linear mixed-effect model; LMM) hasznaltunk. A 42-es fejlodési allapotban mért
testtomeg, illetve a 42-es fejlédési allapot eléréséig eltelt napok szama volt a fliggd valtozo, a
GC-koncentraci6 ¢€s a kezelési idétartam a fiiggetlen valtozo, és a blokkba agyazott csalad a
random faktor. Mivel a kisérleti elrendezésben nem volt meg minden kezeléskombinacié (a
kontrollcsoportnal, ami a 0 mg a.e./l-nek kitett csoport, nincs értelme kezelési id6tartamrol
beszélni, ezért csak egyetlen ilyen csoportunk volt), ezért az adatokat nem tudtuk egyetlen
elemzésben elemezni. Ehelyett tervezett dsszehasonlitdsokat végeztiink linearis kontrasztok
segitségével. Az ismételt tesztelésbdl adodoan megndvekedett valosziniiségii elséfaji hiba
elkeriilése érdekében false discovery rate (FDR) modszerrel korrigalt P értékeket
szamitottunk. Az analizisekhez az R programcsomag (verzio: 3.0.2) ‘lme4’ és ‘nlme’
csomagjainak ‘glmer’ és ‘lme’ funkcioit, a post hoc tesztekhez pedig a ‘multcomp’ csomag

‘glht” funkcidjat hasznaltuk (R Core Team 2016).

4.1.3. Eredmények

Az alacsonyabb koncentracidé nem befolyasolta az ebihalak tilélését, magasabb koncentracion
viszont az elsd és madasodik periddusban kezelt ebihalak talélése alacsonyabb volt a
kontrollokéhoz képest (kontroll: 87,5% tuléls; magas konc. az elsé periddus alatt: 22,9%
tuléld; magas konc. a masodik periodus alatt: 50% tal€l6; magas konc. az egész kisérlet alatt:
12,5% t0lélo; 4.1.1. tablazat, 4.1.1. dbra). Tovabba, a magasabb koncentracidnak végig kitett
allatok tulélése szignifikansan alacsonyabb volt, mint az iddszakosan kezelt csoportoké,
kivéve az elso kilenc napban kezelteket, akiknek hasonldan alacsony volt a tilélésiik (4.1.3.

tablazat, 4.1.1. abra).
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4.1.1. abra. A kiilonb6zé GC kezelések és azok id6zitésének hatasa az ebihalak talélésére (o: nem kezelt, o: a larvalis
fejlodés 1., 2., 3., 4., vagy 5. szakaszaban kezelt, ®: az egész kisérlet alatt kezelt). Az abran atlagok és a hozzajuk tartozo
standard hibak szerepelnek.

Az atalakulaskori testtomeg alacsonyabb volt a végig kezelt csoportoknal, mint a
kontrollcsoportnal, mindkét koncentracié esetében (kontroll: 288,29 mg; alacsony konc. az
egész kisérlet alatt: 250,14 mg; magas konc. az egész kisérlet alatt: 228,17 mg; 4.1.1. tablazat,
4.1.2. abra). A kontrollhoz képest szintén kisebb volt a testtomeg az elsd, negyedik és 6tddik
periodusban magasabb koncentracidonak kitett ebihalaknal (magas konc. az elsd periddus alatt:
252,2 mg; magas konc. a negyedik periddus alatt: 264,25 mg; magas konc. az 6tddik periddus
alatt: 264,45 mg; 4.1.2. tablazat, 4.1.2. abra). Az egész kisérlet alatt GC-nek Kitett ebihalak
testtomege nem kiilonbozott az elsé periddusban kezeltekétdl, de szignifikansan alacsonyabb

volt, mint a késébbi periddusokban kezelt ebihalaké (4.1.3. tablazat, 4.1.2. abra).
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4.1.2. abra. A kiilonb6z6 GC kezelések és azok idézitésének hatasa az ebihalak testtomegére (o: nem kezelt, o: a larvalis
fejlédés 1., 2., 3., 4., vagy 5. szakaszaban kezelt, ®: az egész kisérlet alatt kezelt). Az 4dbran 4tlagok és a hozzajuk tartozo
standard hibak szerepelnek.

Az atalakulasig eltelt id6 a végig GC-vel kezelt csoportoknal hosszabb volt a
kontrollcsoporthoz képest: az alacsonyabb koncentracional kb. 6 nappal (14%), a magasabb
koncentracion kb. 14 nappal (33%; 4.1.1. tablazat, 4.1.3. abra). Az alacsonyabb koncentracion
csak id6legesen kezelt csoportoknal csak az els6 periddusban GC-nek kitett egyedek fejlodtek
lassabban, mint a kontroll, mig magasabb koncentracional csak az utolsdé periddusban
kezeltek nem kiilonboztek a nem kezelt csoporttol (4.1.2. tablazat, 4.1.3. abra). A végig kezelt
ebihalak mindkét koncentracion lassabban fejlédtek, mint a csak idélegesen kitett csoportok

(4.1.3. tablazat, 4.1.3. abra).
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4.1.3. abra. A kiilonbozé GC kezelések és azok idézitésének hatasa az ebihalak fejlédésére (o: nem kezelt, o: a larvalis
fejlodés 1., 2., 3., 4., vagy 5. szakaszaban kezelt, ®: az egész kisérlet alatt kezelt). Az abran atlagok és a hozzajuk tartozo
standard hibak szerepelnek.

4.1.1. tablazat. Az ebihalak vizsgalt életmenet-valtozoin végzett, a kontrollcsoport (GC-vel nem kezelt) és a GC-vel az egész
kisérlet alatt kezelt csoportok kozti tervezett dsszehasonlitasok eredményei. A feltlintetett P-értékek FDR-korrigaltak.

Talélés Atalakuléskori testtomeg Atalakulasig eltelt id8

B SE  z-értek P B SE  z-érték P B SE  z-érték P

Kontroll vs.:
Végig GC-vel kezelt:
Alacsony koncentracio 0,48 0,69 0,69 049 -37,26 10,27 -363 <0,001 6,75 0,71 9,57 <0,001
Magas koncentracio -437 067 -657 <0001 -68,62 2103 -3,26 0,002 14,68 1,45 10,14 <0,001
Végig GC-vel kezelt, alacsony
koncentracio vs.:

Magas koncentracio: -485 0,73 -669 <0001 -3136 2093 -1,49 0,13 795 144 550 <0,001
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4.1.2. tablazat. Az ebihalak vizsgalt életmenet-valtozoin végzett, a kontrollcsoport (GC-vel nem kezelt) és a GC-vel az
egyedfejlédés soran rovid ideig kezelt csoportok kozti tervezett Gsszehasonlitasok eredményei. A feltiintetett P-értékek FDR-

korrigaltak.
Tulélés Atalakulaskori testtomeg Atalakulasig eltelt idé
B SE z-érték P B SE  z-értek P B SE  z-érték P
Kontroll vs.:
A fejlédés 1. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio -2,76*107 0,63 <-0,001 >099 -18,09 10,38 -1,74 0,41 503 0,71 7,06 <0,001
Magas koncentracio -3,67 0,61 -6,04 <0,001 -37,72 16,86 -2,24 0,04 929 116 8,02 <0,001
A fejlédés 2. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 1,97 11 1,78 0,24 -0,75 10,09 -0,07 094 157 0,69 2,26 0,06
Magas koncentracio -2,18 055 -3,95 <0,001 -158 12225 -1,29 025 666 084 792 <0,001
A fejlédés 3. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 1,29 0,85 1,51 0,24 1,22 10,16 0,12 094 058 069 0,83 0,41
Magas koncentraci6 -0,59 059 -0,99 0,40 -10,11 10,71 -0,94 035 2,73 073 371 <0,001
A fejlodés 4. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 1,24 0,85 1,46 0,24 -1,58 10,16 -0,16 094 099 069 143 0,26
Magas koncentraci6 0,77 0,75 1,03 0,40 -2484 10,25 -2,42 0,04 154 07 2,19 0,04
A fejlédés 5. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 0,43 0,69 0,62 0,67 -4,05 10,27 -0,39 094 066 0,71 094 0,41
Magas koncentraci6 -2,97*107 0,63 <-0,001 >099 -2456 10,38 -2,37 0,04 028 0,71 0,39 0,69
4.1.3. tablazat. Az ebihalak vizsgalt életmenet-valtozoin végzett, a GC-vel az egész kisérlet alatt és az egyedfejlédés soran
rovid ideig kezelt csoportok kozti tervezett 6sszehasonlitasok eredményei. A feltiintetett P-értékek FDR-korrigaltak.
Talélés Atalakuldskori testtomeg Atalakulasig eltelt idd
B SE  z-értek P B SE  z-érték 5 SE  z-érték P
Végig GC-vel kezelt vs.:
A fejlodés 1. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 0,47 0,69 0,69 0,62 -19,17 10,26 -1,87 0,06 1,72 0,70 2,45 0,01
Magas koncentracio -0,7 059 -1,18 0,24 -30,9 248 -1,25 0,21 5,39 1,71 3,16 0,002
A fejlodés 2. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio -1,49 1,14 -1,31 0,62 -36,51 9,97 -3,66 <0,001 519 0,68 7,59 < 0,001
Magas koncentracid -219 056 -391 <0,000 -52,82 21,91 -2,41 0,04 8,01 151 532 <0,001
A fejlodés 3. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio -0,81 0,89 -0,89 0,62 -38,48 10,02 -3,84 <0,001 6,17 0,69 8,99 < 0,001
Magas koncentracio -3,79 062 -609 <0,001 -5851 21,22 -2,76 0,03 1195 146 818 <0,001
A fejlodés 4. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracid -0,76 089 -0,85 062 -3569 10,02 -356 <0001 57 069 838 <0,001
Magas koncentracio -5,15 0,78 -659 <0,001 -43,78 20,89 -2,09 0,04 1314 144 915 <0,001
A fejlodés 5. szakaszaban kezelt:
Alacsony koncentracio 0,05 0,75 0,06 0,95 -33,21 10,12 -3,28 0,001 6,09 0,69 8,77 <0,001
Magas koncentracio -4,38 0,67 -657 <0,001 -44,06 20,97 -2,1 0,04 1439 1,44 9,98 <0,001
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4.1.4. Ertékelés

Eredményeink szerint a fiatalabb barna varangy ebihalak érzékenyebbek a glifozatalapu
gyomirtora, mint idsebb tarsaik, amit jol mutatnak a magasabb GC-koncentracional kapott
értékek, de ez a kiilonbség részben az alacsonyabb koncentracional is kimutathatod volt.
Tovabba, azok az ebihalak, amik larvalis fejlédésiik nagy részében ki voltak téve a GC-nek,
lassabban novekedtek, mint azok, akik csak a fejlddés korai szakaszaban lettek kezelve,
azonban ez a hatas sem a testtomegnél, sem a talélésnél nem volt megfigyelheto.

Kétéltiek esetében kevéssé ismert a peszticidtolerancia valtozasa az ontogenezis soran
(Harris et al. 2000; Bridges 2000; Boone ¢s Bridges 2003b; Greulich és Pflugmacher 2003;
Boone et al. 2013). A glifozatalapti gyomirtokkal kapcsolatban ennél is kevesebbet tudunk,
mig az egész larvalis fejlodést lefedd vizsgalatok teljesen hidnyoznak. Edginton és
munkatarsai (2004b) négy kétéltiifaj (Xenopus laevis, Anaxyrus americanus, Rana clamitans
¢s Rana pipiens) embridinak és fiatal ebihalainak tulélését vizsgaltak egy glifozatalapa
gyomirto (Vision®) jelenlétében. Az embriokat teljes fejlédésiik alatt, a frissen kikelt
ebihalakat (Gosner szerinti 25-6s fejlettségi allapot) pedig 4 napig kezelték a gyomirtoval és
megallapitottdk, hogy a fiatal ebihalak érzékenyebbek a szerre, mint az embriok. Howe ¢és
munkatarsai (2004) az A. americanus, a Rana sylvatica, a R. pipiens és a R. clamitans
ebihalak érzékenységét vizsgaltik egy glifozatalapa gyomirtoval (Roundup Original®)
szemben két fejlodési allapotban, €s magasabb halalozasi aranyt talaltak a fiatal ebihalaknal,
mint a frissen kikelteknél. Jones és munkatarsai (2010) szintén egy glifozatalapu gyomirtora
(Roundup Original® MAX) mutatott érzékenység korfliggését vizsgaltik, harom larvalis
allapotban R. sylvatica és A. americanus ebihalaknal, 6k a fiatalabb ebihalaknal mutattak ki
magasabb mortalitast. Végiil Hanlon és Parris (2014) Hyla versicolor ebihalakat tett ki kétféle
peszticidnek harom fejlédési allapotban, és alacsonyabb tilélést talalt a fiatalon rovarirtoval
kezelt ebihalaknal. A glifozatalapti gyomirté (Roundup PRO®™ Concentrate) esetében viszont
nem mutattak ki hasonld hatést, valosziniileg mivel az alkalmazott koncentracié tul alacsony
volt (2 mg a.e/l, melyen mi sem mutattunk ki szignifikans talélés-csokkenést), de szerepet
jatszhatott a faj eltéré érzékenysége vagy az eltéré kisérleti kornyezet is. Kisérletiinkben
kimutattuk, hogy a korai fejléddési allapotban 1évd ebihalak a legérzékenyebbek, és hogy az
érzékenység fokozatosan csokken a kor elérehaladtaval. Ezért az irodalmi és sajat adataink
alapjan ugy tlinik, hogy a glifozatalapa gyomirtokra mutatott érzékenység alacsony az
embrionalis fejlédés alatt, valosziniileg a peteburkok altal nytjtott védelem miatt, kikelés utan

novekszik, a fiatal ebihalaknal tetdzik, majd ahogy az allat id6sebb lesz, jra lecsokken.
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A tulélésnél megfigyelt korfiiggés mellett alacsonyabb atalakulaskori testtomeget
talaltunk a végig kezelt csoportoknal mindkét koncentracio esetében, a magasabb
koncentracionak kitett ebihalaknal pedig az elsd, negyedik és 6todik periddusban is. A GC
szintén negativan hatott a fejlodési sebességre: azok az ebihalak, amik fejlodésiik korai
szakaszaban voltak kitéve a GC-nek, lassabban fejlodtek, mint azok az egyedek, amik egy
késobbi periodusban lettek kezelve. Raadasul a végig kezelt csoportokban volt a legkisebb a
tomeg ¢és tartott legtovabb a fejlodés. A glifozatalapt gyomirtok testtomegre kifejtett negativ
hatasat korabbi vizsgalatokban is megfigyelték (Relyea 2004a; Cauble és Wagner 2005; Miko
et al. 2015) és Jones és munkatarsai (2010) csokkend erdsségii hatast mutattak ki késébbi
kitettség estén. Azonban, ez az elsé vizsgalat, ahol sikeriilt bizonyitani a gyomirt6 fejlodésre
gyakorolt, életkortol fliggd negativ hatasat. Eredményeink Osszhangban vannak a korabbi
vizsgalatokkal, ahol megfigyelték, hogy a glifozatalapu szerek megnovelik az atalakulasig
eltelt id6t, ha az ebihalak fejlédésiik korai szakaszaban lettek kezelve (Howe et al. 2004;
Williams és Semlitsch 2010; Jayawardena et al. 2011; Navarro-Martin et al. 2014), viszont
egy masik vizsgalatban, mikor az allatok késon taladlkoztak a szerrel, nem sikeriilt hatast
kimutatni (Gahl et al. 2011). Azoknal az ebihalaknal, amik id6szakos viztestben nevelkednek,
a meghosszabbodott fejlddési id6 végzetes lehet, foleg a szarazabb években. Tovabba, a
kisebb atalakulaskori testtomeg megnovelheti a predacios kockazatot, csokkentheti a hosszu
tavu talélési esélyt és csokkent szaporodasi sikerhez is vezethet (Smith 1987; Semlitsch et al.
1988; Altwegg és Reyer 2003; Vonesh 2005). Kovetkezésképp, sulyos hatasai lehetnek a
kétéltliekre a korai fejlédési allapotban bekovetkezd gyomirtokitettségnek még akkor is, ha az
egyedek tobbsége tuléli az akut fazist és sikeresen atalakul.

A mérgez0 anyagokra mutatott ¢érzékenység korfiiggésének egyik oka lehet a
detoxifikacioban részt vevé szervek (bor, kopoltya, maj, kivalasztd rendszer) és az
immunrendszer fejlédése. Példaul, néhany vizsgélat szerint kétéltlieknél a glutation-S-
transzferaz enzim aktivitasa né a larvalis fejlodés eldrehaladtaval, ami arra utal, hogy a
késObbi fejlédési allapotban 1évd allatok hatékonyabban képesek semlegesiteni a
xenobiotikumok reaktiv metabolitjainak mérgez6 hatasait (Aceto et al. 1993; Bucciarelli et al.
1999). A kétéltiek immunrendszerének fejlodését X. laevis ebihalaknal vizsgaltak, ahol a
csecsemOmirigy €s a 1ép nagyjabol a hatsé labak kialakulasanak kezdetével egy iddben valnak
limfoidda (Rollins-Smith 1998; Robert és Ohta 2009). Ebbdl kovetkezden a fiatal ebihalak
immunrendszere kevésbé ellenallo a fejlettebb allatokéhoz képest. Ez feltehetdleg nagyobb
betegségek iranti fogékonysaghoz is vezet (Hsu és Du Pasquier 1984; Langhammer et al.
2014), valamint kevésbé hatékony detoxifikaciot tesz lehet6vé a fiatal ebihalaknal. Mindezek
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mellett a peszticidek negativan befolyasolhatjak a detoxifikalo enzimek hatékonysagat és
karosithatjak az immunrendszert is (Christin et al. 2004; Lajmanovich et al. 2011). Emiatt
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy feltarjuk az ebihalak életkorfiiggd érzékenység-
valtozasanak hatterében all6 okokat.

Az altalunk kimutatott érzékenységbeli valtozas azért is jelentdés, mivel a hatdsagi
szabalyozas szempontjabol fontos engedélyeztetési szabvanyokban idésebb ebihalakon
végzett vizsgalatokat irnak elé. A Gazdasagi Egyiittmikodési és Fejlesztési Szervezet
(Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD) protokollja (OECD
2009) szerint a X. laevis ebihalakat az 51. fejlodési allapottol, az Amerikai Kérnyezetvédelmi
Hivatal (United States Environmental Protection Agency, USEPA) szabvanyaban (USEPA
1996) pedig a Rana catesbeiana ebihalakat a VI. fejlddési allapottol kell a vegyszerekkel
kezelni. Az elébbi nagyjabol a Gosner szerinti 29-30-as, utobbi pedig a 31-es fejlettségi
allapotnak feleltethetd meg, vagyis ezek a tesztek eredményeink alapjan alulbecsiilhetik a
peszticidek 0kotoxikoldgiai hatasait.

Osszességében megallapithatd, hogy eredményeink fontosak a korabbi kétéltiieken
végzett 6kotoxikologiai vizsgalatok értelmezésének, a jovébeli toxicitas tesztek tervezésének
¢s a peszticidek mezdgazdasagi alkalmazdsdnak szempontjabol egyarant. A korabbi
vizsgalatokban megjelend ellentmondéasos eredményekre részben magyarazatot adhat az
érzékenységben megjelend korfiiggés. Tovabba, mikor toxikologiai vizsgalatokat terveziink
és végziink kétéltlieken, a tesztallatok korat koriiltekintden kell megvalasztani, mivel
el6fordulhat, hogy a kiséreltben haszndlt peszticidnek az altalunk vélasztott korban nincs
kimutathaté hatdsa, mig nagyon hasonld koncentracidban nagymeértékben befolyasolhatja az
egyedeket, ha azok csupan néhany nappal idésebbek, vagy fiatalabbak. Egy tovabbi
kovetkeztetés, ami levonhatd ebbdl a vizsgalatbol az az, hogy a peszticidek kijuttatdsanak
ideje kritikus lehet a kétéltiek fennmaradasa szempontjabol az intenziven milvelt
mezOgazdasagi terliletek és kertészetek kozelében. Mivel a fiatal ebihalak kiilondsen
érzékenyek a szennyezésekre, szemben a késébbi allapotokkal, ezért ha ezt figyelembe véve a
szaporodo helyeken el lehetne keriilni a fiatal allatok talalkozasat a szerrel, az nagy
jelentdségli lenne a kétéltlivédelem szempontjabol. Példaul, ha a peszticidhaszndlat eldtt a
szert alkalmazok roviden ellendriznék az alkalmazési teriilet kozelében 1évo viztesteket és
azok kornyékét (kiilonosen a védett teriiletek kornyékén), és ha a peték nagy része kikelés
elétt all, vagy sok a fiatal ebihal, késébbre tolnak a gyomirto kijuttatasat, az nem jelentene
jelentds plusz terhet a gazdaknak, viszont nagyban segitené a peszticidek karos hatasainak
minimalizalasat.

31



4.2. Glifozatalapu gyomirto hatdsa hazai kisvizek két gyakori ragadozofajdara

Az id6szakos Kisvizek helyi biodiverzitasi forrdé pontokként (hotspot) szolgalhatnak, melyek
sok veszélyeztetett vagy ritka fajnak adnak otthont (Williams et al. 2004; Scheffer et al.
2006). Ezek az efemer vizi €él6helyek altalaban kicsik és sekélyek, gyakran kozvetleniil a
muvelt teriiletek mellett taldlhatoak, igy a glifozatkoncentracid itt magasabb lehet, mint a
szélesebb pufferzonaval rendelkez6 nagy viztestekben (Mann és Bidwell 1999; Battaglin et al.
2009; Relyea 2012; Wagner et al. 2013). Mivel a halak gyakran hianyoznak ezekbdl a
vizekbdl, a csucsragadozok leggyakrabban az izeltlabtiak (kiilondsen szitakotok, poloskak,
pokok és bogarak) és a farkos kétéltiiek (goték és szalamandrak) koziil keriilnek ki. Ezek a
generalista ragadozok prédafajok széles skalajat fogyasztjdk, a zooplanktontél a
kétéltilarvakig (Relyea 2005a; Relyea et al. 2005; Johnson et al. 2013), jelentdsen
hozzajarulva az 6kologiai egyensuly fenntartasahoz ezekben a kozosségekben (Terborgh et al.
2001; Schmitz et al. 2004; Relyea 2005a). Képesek meggatolni a prédafaj tilszaporodasat, igy
gatolva a tillegelést (Terborgh et al. 2001), és eldsegithetik egymassal versengd fajok
koegzisztenciajat is (Courchamp et al. 1999). Fontos szerepiik ellenére azonban
okotoxikologiai vizsgalatok ritkan foglalkoznak ezekkel a ragadozokkal, a szitakoték
érzékenységét altalaban rovarirtokkal, ritkabban nehézfémekkel szemben vizsgaljak (Rohr és
Crumrine 2005; Tollett et al. 2009; Relyea ¢és Edwards 2010), mig a felnétt farkos
kétéltiiekkel kapcsolatosan csupan egy okotoxikologiai témaja vizsgalatot ismertink (\Wagner
et al. 2013). Ezért kisérletiinkben a GC hatasait vizsgaltuk id6szakos kisvizek két jellegzetes
csucsragadozoOjara, a sebes acsa larvajara, ¢€és a pettyes gote kifejlett egyedeire
laboratoriumban és szabadfoldi mezokozmoszokban. A GC ragadozokra kifejtett esetleges

hatésait a talélés, testtomeg, viselkedés és a predacios aktivitds mérésén keresztiil becsiiltiik.

4.2.1. Modszerek

A mezokozmosz kisérlethez 36 sebes acsa larvat gytjtottiink (larvaallapot F-1 és F-2; lasd
Fiiggelék 11.1. kép) egy Bajndhoz kozeli kis tobol (47° 38" 41" E, 18° 36" 41" K) és 36 felnétt
him pettyes g6tét harom populaciobol (6 egyed: 47° 44’ 20" E, 19° 00’ 42" K; 8 egyed: 47°
44' 21" E, 19° 00" 42" K; 22 egyed: 47° 38’ 40" E, 18° 46’ 31" K). A befogott allatokat az
MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére szallitottuk. A kisérlet kezdetéig a
ragadozokat a 3.3. alfejezetben leirt modon tartottuk. A ragadozok kisérlet alatti etetéséhez €s

a predaciods aktivitas teszteléséhez 10 frissen lerakott erdei béka petecsomot is gytijtottiink egy
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Visegradi hegységben elhelyezkedd tobol (47° 44’ 21" E, 19° 00’ 42" K), melyeket a 3.3.
alfejezetben leirtak szerint keltettiink és neveltiink.

A vizsgalathoz 72 db mezokozmoszt hasznaltunk, melyeket a 3.4.2. alfejezetben leirtak
szerint allitottunk be. Hogy a GC kezelésnél elérjiik a kivant 6,5 mg a.e./lI-es kezdeti
glifozatkoncentraciot, a vegyszerbdl 1,174 ml-nyit ontottiink a gyomirtdkezeléshez tartozo
ladakba. A kontroll mezokozmoszokba ugyanennyi allott csapvizet Ontottiink. A
kezeléskombinacidkat 18-szor ismételtiik. A mezokozmoszok térbeli blokkokban voltak
elhelyezve gy, hogy mindegyik blokkban mindegyik kezelés megtalalhaté volt, de ezek
helyzete a blokkon beliil random volt. Két nappal a GC beadasa utan megmértiik a ragadozok
tomegét egy analitikai mérleg segitségével, majd randomizalt sorrendben behelyeztiik dket a
mezokozmoszokba. A ragadozokat kétnaponta etettiik 2 kisméretii naiv erdei béka ebihallal és
kortilbeliil 200 mg csévajo féreggel.

Tizenhat nappal a kisérlet kezdete utan 9:00 ¢és 18:00 kozott oranként egyszer
megfigyeltiik a ragadozok viselkedését. Az els6 megfigyelést fél draval a tetdk leszedése utan
kezdtiik el, és a ladak végig fedetlenek voltak a 9 o6rads megfigyelési periddus alatt. A 30
masodperces megfigyelés alatt harom viselkedési valtozot jegyeztiink fel: lathatosag, aktivitas
¢s fliggbleges elhelyezkedés. Egy ragadozot akkor tekintettiink lathatonak, ha a fejét nem
takarta levél, és akkor aktivnak, ha valamelyik testrésze mozgott. Emellett feljegyeztiik, hogy
az allat a vizoszlop also, fels6, vagy kozépsd harmadaban tartézkodik-e. Az allatok
fiiggdleges elhelyezkedését azért vizsgaltuk, mivel korabbi vizsgélatok kimutattak, hogy a
glifozatalapu gyomirtok rétegzodhetnek a viztestben a hérétegzédés mentén (Jones et al.
2010, 2011), és kivancsiak voltunk, hogy ez befolyasolja-e a viselkedést. Ha a ragadozd nem
volt lathatd, inaktivnak és a doboz aljan tartozkodonak tekintettiik. A viselkedésvizsgalat
napjan a vizhomérséklet 18 °C és 22 °C kozott, a pH pedig 7,2 és 7,3 kozott volt, amit 10
mezokozmoszban mértink ki egy Mettler Toledo MX300 X-mate™ (Mettler Toledo,
Magyarorszag) segitségével.

Tizennyolc nappal a kisérlet kezdete utdn begyljtottiik a ragadozokat, lemértik a
tomegiiket, és GC kezelésenként két csoportra osztottuk 6ket. Az egyik csoport tiszta vizbe, a
csoportok kozott az egyedek nagyjabol azonos tomegiiek voltak (Kruskal-Wallis tesztek
alapjan; sebes acsa: n = 29; Chi? = 2,914; df = 3; P = 0,41; pettyes géte: n =27, Chi? = 0,464
df = 3; P = 0,93). Az allatok 4j mezokozmoszokba keriiltek, melyeket a fentivel megegyez6
modon allitottunk be. Egynapos akklimatizacié utan minden ragadozé 8 kisméretli erdei béka

ebihalat kapott (~80 mg/db). 24 oraval késébb a ragadozot eltavolitottuk a ladabol, és
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megszamoltuk az ¢életben maradt ebihalakat. A predacids aktivitast azért teszteltiik tiszta és
GC-s vizben is, mert a szer az ebihalakban is okozhat fenotipusos valtozasokat (Wojtaszek et
al. 2004; Relyea 2012). Ezzel a mddszerrel nemcsak a GC ebihalakra gyakorolt hatésait
tudtuk kiszlirni, de vizsgalhattuk a ragadozok predacios hatékonysagara kifejtett akut
hatasokat is. A kisérlet lezarasa utan a ragadozokat és a megmaradt ebihalakat a gytijtési

helyeken szabadon engedtiik.

4.2.1. tablazat. A szabadf6ldi mezokozmosz kisérlet felépitése a csoportonkénti egyedszamokat is feltiintetve. A predacios
tesztben résztvevd allatok szama azért kevesebb, mert néhany sebes acsa larva elpusztult, néhany pettyes géte pedig elszokott
a kisérlet soran.

Nevelési kornyezet Egyedszam Predacios aktivitas tesztelése ~ Egyedszam
(kronikus kitettség) (akut kitettség)
) 18 tiszta viz 7
Sebes acsa + tiszta viz
18 GC 7
18 tiszta viz 8
Sebes acsa + GC
18 GC 7
P . 18 tiszta viz 7
ettyes gote + tiszta viz
e s 18 GC 6
P ce 18 tiszta viz 7
ettyes géte +
e s 18 GC 7
Idétartam: 17 nap 1 nap

Egy évvel késdbb, a laboratoriumi kisérlethez 32 sebes acsa larvat (foleg F-2
larvaallapot) és 32 felndtt him pettyes gotét gyljtottiink négy Visegradi hegységben
elhelyezkedd erdei tobol (szitakotSlarva: 47° 44' 21" E, 19° 0’ 42" K; gbte himek: 11 egyed:
47° 42' 27" E, 19° 02' 24" K, 17 egyed: 47° 42" 47" E, 19° 02' 25" K és 4 egyed: 47° 42' 40"
E, 19° 02' 44" K), és az MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére szallitottuk Sket.
A kisérlet kezdetéig a ragadozokat a 3.3. alfejezetben leirtak szerint tartottuk. A vizsgalathoz
200-200 petét is gyijtottiink 10 frissen lerakott erdei béka petecsomobdl egy (mar emlitett)
Pilisjaszfalu kozelében 1évé tobol. A petéket és a kikeld ebihalakat a mezokozmoszban
végzett kisérlettel azonos modon tartottuk, az ebihalak igy itt is naivak voltak mind a
ragadozd, mind a GC tekintetében. Az ebihalakat el6fozott, apritott spendttal etettiik, és
kétszer egy héten vizet cseréltiink rajtuk.

A kisérlet kezdetén lemértiik a ragadozokat, és randomizaltan beosztottuk 6ket a GC-,
vagy a kontrollkezelésbe, majd egyesével behelyeztiik 6ket atlatszo, 3 literes miianyag
dobozokba, randomizalt blokk elrendezésben. A ragadozokat a 3.4.1. alfejezetben leirtak
szerint neveltilk. A vizsgalat kezdetén, és az azt kovetd vizeserék alkalmaval is, hogy

megkapjuk a 6,5 mg a.e./l glifozatkoncentraciot, 1,19 ml tomény GC-t adtunk 66 liter RSW-
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hez, és ebbdl mértiink be 2 liternyit minden GC kezeléses dobozba, mig a kontrolldobozok 2
liter tiszta RSW-t kaptak. A kezeléseket mindkét ragadozd esetében 16-szor ismételtiik, ami
Osszességében 64 kisérleti egységet eredményezett.

16 nappal a kisérlet kezdete utan, 10:00 és 18:00 kozott, oranként megfigyeltik a
ragadozok viselkedését. Az allatokat akkor tekintettiik aktivnak, ha barmelyik testrésziik
mozgott, és inaktivnak, ha teljesen mozdulatlanok voltak.

Hogy teszteljilk a GC akut és kronikus hatdsait a predacios aktivitdsra, 19 nappal a
kisérlet kezdete utan begytijtottiik a ragadozdokat, megmértiik a tomegiiket, ¢s random modon
beosztottuk 6ket a két kezelési csoportba: vagy tiszta RSW-be, vagy GC-t tartalmazé RSW-be
kertiltek (6,5 mg a.e./l; 4.2.2. tablazat). A négy csoportnal a csoportok kozott az egyedek
tomege nem kiilonbozott szignifikansan (ANOVA; sebes acsa: Fs.os = 0,92; P = 0,45; pettyes
gote: Fzps = 1,237; P = 0,32; 4.2.2. és 4.2.3. tablazat). Egynapos akklimatizacié utan, a
szitakotdlarvat tartalmazo dobozokba 10, a gétéket tartalmazd dobozokba 5 kisméretii erdei
béka ebihalat tettiink (~100 mg/db). 4 oraval késébb megszamoltuk az életben maradt
ebihalakat, és lezartuk a kisérletet. A predacios aktivitast itt is teszteltiik tiszta és GC-s vizben
is, hogy a laboratériumban is megvizsgalhassuk a GC taplalékkeresési viselkedésre kifejtett
akut és kronikus hatasait. Egy kontrollkezelésbdl szarmazd gbte még a tesztelés eltt elhagyta
a vizet, egy szitakotd pedig éppen vedlett, ezért ezt a két egyedet kizartuk a vizsgalatbol. A
kisérlet lezarasa utan a ragadozokat és a megmaradt ebihalakat a gytijtési helyeken szabadon
engedtiik.

A glifozatkoncentracio folyadékkromatografias meghatarozasdhoz a 4.6. alfejezetben

ismertetett kisérlet soran vett vizmintakat hasznaltuk.

4.2.2. tablazat. A laboratoriumi kisérlet felépitése a csoportonkénti egyedszamokat is feltlintetve. A ,,pettyes géte + tiszta
viz” csoportban egy egyed elpusztult, egyet pedig ki kellett zarnunk, emiatt kisebb az egyedszam. Egy szitakotolarvat pedig
vedlés miatt nem tudtunk tesztelni a ,,sebes acsa + tiszta viz” csoportban.

Nevelési kornyezet Predacios aktivitas tesztelése ~ Egyedszam
(kronikus kitettség) (akut kitettség)
) tiszta viz 7
Sebes acsa + tiszta viz
GC 8
tiszta viz 8
Sebes acsa + GC
GC 8
) tiszta viz 7
Pettyes gbte + tiszta viz
GC 7
tiszta viz 8
Pettyes gbte + GC
GC 8
Id6tartam: 18 nap 4 ora
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4.2.3. tablazat. A ragadozok atlagos stilya és a hozza tartozd szoras kezelési csoportonként. A négyféle kezelési csoport a
kovetkez6: 1. nincs kronikus GC kitettség + nincs akut kitettség, 2. nincs kronikus GC kitettség + akut kitettség, 3. kronikus
kitettség + nincs akut kitettség, 4. kronikus kitettség + akut kitettség.

Fajok Kezelési csoport Atlagos suly (g) Szoéras

Sebes acsa 1 0,60 0,12
2 0,59 0,12
3 0,63 0,15
4 0,70 0,20

Pettyes géte 1 1,24 0,17
2 1,08 0,23
3 1,26 0,24
4 1,10 0,27

4.2.2. Statisztikai elemzés
A mezokozmoszban végzett kisérletnél a testtomeg elemzéséhez LMM-et hasznaltunk. Az
elemzésbol egy gotét ki kellett zarnunk, mert hibasan vettiik fel a tomegadatot. A viselkedési
adatok elemzéséhez eldszor kiszamoltuk minden dobozra a 8 megfigyelés atlagat mindharom
valtozora. A fiiggbleges elhelyezkedést négyzetgyok transzformaltuk, hogy biztositsuk a
véletlen hiba normal eloszlasat, és hogy elkeriiljiilk a variancidk heterogenitasdbdl adodo
problémakat. A lathatosdg és az aktivitdas korrelaltak egymadssal (Spearman-féle
rangkorrelacio; r = 0,34; n = 56; P = 0,01), ezért az aktivitast kivettiik az elemzésbdl. A
lathatosagot és a fliggbleges elhelyezkedést altalanos linearis modellekkel (general linear
model; GLM) elemeztiik kiilon-kiilon. A predacios aktivitast altalanositott linearis modellel
(generalized linear model; GZLM) elemeztiik, Poisson eloszlassal és log link fiiggvénnyel. A
kezdeti modellen, mely a kettds interakciokat is tartalmazta, visszafelé iranyuld 1épésenkénti
(backward stepwise) modellegyszertsitést végeztiink (a legmagasabb P-értékkel rendelkez6
tényezoket fokozatosan kivettiikk a modellbdl, mindaddig, mig mar csak szignifikans tényezok
maradtak a modellben; Grafen és Hails 2002), hogy elkeriiljiikk a nem szignifikans tényez6k
megtartasabol fakadd problémakat (Engqvist 2005). A szelekcid soran kivett valtozokhoz
tartozo értékeket ugy kaptuk meg, hogy egyesével visszahelyeztiik azokat a végsé modellbe.
Mindegyik proba kétoldali (two-tailed) volt. Az elemzésekhez az IBM SPSS Statistics 17.0-s
statisztikai programot hasznaltuk.

A laboratoriumi vizsgéalatban a két faj adatait kiilon elemeztiik. A testtdmeg elemzéséhez
lineéris kevert modelleket hasznaltunk. Az aktivitds elemzéséhez eldszor kiszamoltuk minden
dobozra a 8 megfigyelés atlagat, és ezutan ezeket az értékeket elemeztiik altalanos linearis

modellek segitségével. A predacios aktivitast g6ték esetében GLM-mel, mig szitakdtéknél
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GZLM-mel elemeztiik, kvazibinomialis eloszlassal és log link fliggvénnyel. A varianciak
homogenitasat Levene-tesztek, a modellrezidualisok normalitasat diagnosztikus éabrak
segitségével ellendriztiik. Itt is backward stepwise modellszelekciot alkalmaztunk, és ebben
az esetben is egyesével visszahelyeztiik a kivett valtozokat a végsd modellbe, hogy
megkapjuk a hozzajuk tartozo értékeket. A statisztikai elemzésekhez az IBM SPSS Statistics

17.0 és az R (verzio: 3.2.2) programcsomagokat hasznaltuk.

4.2.3. Eredmények

A tizenhét napos mezokozmosz kisérlet végére hét szitaktolarva pusztult el a 36 egyedbdl;
négy a kontrollkezelésben, harom pedig a GC-vel kezelt csoportbol. A pettyes goténél nem
figyeltiink meg pusztulast, de hét egyed kiszokott a kisérleti dobozokbo6l; négy egyed a tiszta
vizet, harom pedig a GC-s vizet tartalmaz6 ladakbol.

A GC jelenléte nem befolyasolta egyik ragadozo testtomegét sem a kisérlet alatt (LMM;
sebes acsa: Fi.s4 = 0,49; P = 0,49; pettyes gote: Fi5p = 0,08; P = 0,78). A szitakotélarvak
tomege megkétszerezddott, de ez a tomegndvekedés fliggetlen volt a GC-t6l. A pettyes goték
tomege nem valtozott szamottevoen a kisérlet alatt, és a GC sem volt ra hatassal. A GC
kezelés ¢és a kisérlet alatt bekdvetkezett testtomegvaltozas kozotti interakcio egyik fajnal sem
hatott szignifikansan a kisérlet utani testtomegre (sebes acsa: P = 0,87; pettyes géte: P = 0,4;
4.2.1. abra, 4.2.4. tablazat).

1,07 2,0
A [) 3 B

0,87
. 1,5 [ ¢ § )
G C
gos g
:‘S 5 5 :S 1,0
047 @
- -

0,57
0,21
0,07 0,0
0 65 0 65
Kiindulasi glifozatkoncentracio Kiindulasi glifozatkoncentracié
(mg a.e./L) (mg a.e./L)

4.2.1. abra. Sebes acsa larvak (A) és pettyes gote himek (B) testtomege a kronikus GC kezelés eltt (o), illetve utan (e). Az
abran atlagok és a hozzajuk tartozo standard hibak szerepelnek.

A GC jelenléte nem befolyasolta sem a szitakotélarvak, sem a géték viselkedését; sem a

lathatosag (GLM; sebes acsa: F1.07 = 0,01; P = 0,93; pettyes géte: F1.05 = 2,23; P = 0,15), sem
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a fliggoleges elhelyezkedés nem valtozott szignifikansan (GLM; sebes acsa: F1.,7 = 0,59; P =
0,45; pettyes gote: Fio5 < 0,001; P = 0,99). A testtdomegnek szintén nem volt hatdsa a
viselkedésre egyik faj esetében sem (sebes acsa: lathatosdg: P = 0,81; fliggdleges
elhelyezkedés: P = 0,64; pettyes gote: lathatosag: P = 0,97; fiiggdleges elhelyezkedés: P =
0,08), ¢és a tomeg ¢és a GC kozti interakciok sem voltak szignifikansak (4.2.2. abra, 4.2.4.

tablazat).
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4.2.2. abra. A lathatosag (A) és a fliggdleges elhelyezkedés (B) a két ragadozofajnal, GC hianyaban (o), illetve jelenlétében
(®). A viselkedési valtozokat a 8 megfigyelési alkalom adatainak atlagolasaval kaptuk. Az abran atlagok és a hozzajuk
tartoz6 standard hibak szerepelnek.

A predacios teszteknél sem az akut, sem a kronikus kitettség nem befolyésolta
szignifikansan az elfogyasztott ebihalak szamat (GZLM; sebes acsa: kronikus kitettség: XZ =
1,05; P = 0,31; akut kitettség: y* = 1,05; P = 0,31; pettyes gbte: kronikus kitettség: y* = 2,79;
P = 0,09; akut kitettség: y° = 0,59; P = 0,44; 4.2.3. 4bra). A ragadozok tSmege sem
befolyasolta a fogyasztast (sebes acsa: Xz =0,13; P = 0,72; pettyes gote: XZ =1,15; P = 0,28),

és egyik interakcio sem volt szignifikans (4.2.4. tablazat).
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Elfogyasztott ebihalak szama

o
1

T T
Aeshna cyanea Lissotriton vulgaris

Ragadozo

4.2.3. abra. A sebes acsa larvak és a felndtt him pettyes g6ték altal elfogyasztott ebihalak atlagos szdma a predacios teszt
soran. A kiilonb6zd szinezés a kiilonbozd kezeléseket mutatja: 1 (fehér): nincs kronikus kitettség + nincs akut kitettség; 2
(pOttyds): nincs kronikus kitettség + akut kitettség; 3 (csikos): kronikus kitettség + nincs akut kitettség; 4 (négyzetracsos):
kronikus kitettség + akut kitettség (a vizszintes vonal a mediant jeldli, a doboz az interkvartilis terjedelmet, a ,bajusz” a
minimum illetve a maximum értékeket, a pontok pedig a kilogo értékeket szemléltetik).

A laboratériumban az Osszes ragadozd ¢€letben maradt a kisérlet végéig, egy gobte
kivételével, ami a kontrollkezelésben beszorult a buvohelytil szolgald cserép egyik nyildsdba
¢s elpusztult.

A GC jelenléte nem befolyasolta szignifikdnsan a testtomeget egyik ragadozdfajnal sem
(LMM; sebes acsa: Fi.490 = 1,54; P = 0,22; pettyes géte: F1.570=0,15; P = 0,67; 4.2.4. abra).
A GC kezeléstdl fliggetleniil, a tizennyolc napos kisérlet alatt a szitakotdlarvak nagyjabol
megduplaztak a sulyukat (F1.503 = 83,88; P < 0,001), mig a gbték tomege nagyjabol 8,6%-kal
csokkent a kisérlet végére (F1.579 = 5,67; P = 0,021). A tomegvaltozas ¢és a kitettség kozotti

interakcio egyik fajnal sem volt szignifikans (mindkét fajnal P > 0,39).
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4.2.4. tablazat. A szabadfoldi mezokozmoszokban végzett kisérlet eredményei. A testtomeg elemzéséhez LMM-et, a viselkedési adatok elemzéséhez GLM-et, a predacios aktivitashoz pedig
GZLM-et hasznaltunk.

Faj Valtozo Hatas F df h2 (CI)? P LR Chi®  df Exp(B) (CI)° P
Sebes acsa Testtomeg Kroénikus kitettség 0,485 1; 54 0,009 (0-0,112) 0,49
EU 386,52 1;55 0,876 (0,808-0,909) < 0,001
Kroénikus kitettség x EU 0,029 1;53  0,0005 (0-0,022) 0,87
Lathatosag Kroénikus kitettség 0,008 1,27  0,0003 (0-0,012) 0,93
Testtomeg 0,059 1;27  0,0022 (0-0,080) 0,81
Kroénikus kitettség x testtomeg 0,090 1; 25 0,0024 (0-0,086) 0,77
Fugg6leges elhelyezkedés  Kronikus kitettség 0,586 1,27  0,0214 (0-0,204) 0,45
Testtomeg 0,223 1,27  0,0081 (0-0,165) 0,64
Kroénikus kitettség x testtomeg 0,714 1,25 0,0276 (0-0,226) 0,41
Predécios aktivitas Kroénikus kitettség 1,046 1 1,21 (0,839-1,747) 0,31
Akut kitettség 1,046 1 1,21 (0,839-1,747) 0,31
Testtomeg 0,127 1 1,40 (0,218-8,988) 0,72
Kroénikus kitettség x akut kitettség 1,863 1 1,67 (0,801-3,474) 0,17
Akut kitettség x testtomeg 0,238 1 0,38 (0,008-18,393) 0,63
Kroénikus kitettség x testtomeg 0,909 1 6,02 (0,151-239,574)° 0,34
Pettyes gbte  Testtomeg Kroénikus kitettség 0,082 1,52  0,0016 (0-0,619) 0,78
EU 0,078 1,52  0,0015 (0-0,059) 0,78
Kroénikus kitettség x EU 0,727 1,50  0,0145 (0-0,133) 0,40
Lathatdsag Kronikus kitettség 2,226 1;25 0,0819 (0-0,310) 0,15
Testtomeg 0,002 1;25  0,0001 (0-0,003) 0,97
Kroénikus kitettség x testtomeg 0,064 1,23  0,0028 (0-0,099) 0,80
Fiiggbleges elhelyezkedés  Kronikus kitettség <0,001 1,25 0,0000 (0-0) 0,99
Testtomeg 3,333 1;25  0,1175 (0-0,352) 0,08
Kroénikus kitettség x testtomeg 0,178 1,23  0,0077 (0-0,178) 0,68
Predacios aktivitas Kroénikus kitettség 2,798 1 0,73 (0,501-1,059) 0,09
Akut kitettség 0,593 1 0,87 (0,599-1,250) 0,44
Testtomeg 1,152 1 1,49 (0,722-3,053) 0,28
Kroénikus kitettség x akut kitettség 1,542 1 0,62 (0,293-1,319) 0,21
Akut kitettség x testtomeg 2,909 1 3,72 (0,804-17,181) 0,09
Kronikus kitettség X testtomeg 0,879 1 0,49 (0,112-2,173) 0,35

Hatasnagysag (konfidenciaintervallum).

® Esélyhanyados (konfidenciaintervallum).

© A magas esélyhanyadost és a széles konfidenciaintervallumot egy egyed okozta, ami vedlés miatt nem evett a predacios teszt alatt.
EU = testtomegvaltozas a kronikus kitettség elott s utan mért adatok alapjan.
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4.2.4. abra. Sebes acsa larvak (A) és pettyes géte himek (B) testtomege a 18 napos kronikus GC kezelés el6tt (o), illetve utan
(®). Az abran atlagok és a hozzajuk tartozo standard hibdk szerepelnek.

A GC szitakotolarvak aktivitasara kifejtett hatdsa sem volt szignifikdns (GLM; Fi.08 =
3,79; P = 0,06; 4.2.5. abra), tovabba, a testtomeg sem befolyasolta az aktivitast (F1..3=1,78; P
=0,19). A GC kezelés és a testtomeg kozti interakcid azonban szignifikans volt (F1.8 = 4,46;
P = 0,04): a kisebb egyedek 5,7-szer gyakrabban mozogtak a kontrollkezelésben, mint a
nagyobb allatok, de a GC kezelésnél ez az Osszefliggés nem volt megfigyelhetd. A gdték
aktivitasara a GC szintén nem volt hatassal (Fi.o7 = 0,45; P = 0,51), de a testtomeggel itt
szignifikdnsan 0sszefliggott a viselkedés: a nehezebb egyedek 1,35-szor aktivabbak voltak,
mint a konnyebbek (F1.08 = 5,94; P = 0,021). A GC és a testtomeg kozti interakcio a goték
esetében nem volt szignifikans (F1.06 = 0,24; P = 0,63).
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4.2.5. abra. Sebes acsa larvak (A) és pettyes gdte himek (B) aktivitasa a kisérlet 16. napjan (0: kontroll, ¢: GC kezelés). A
kontrollkezelésben a nagyobb tomeggel rendelkez6 szitakotdlarvak kevésbé voltak aktivak, mint konnyebb tarsaik
(szaggatott vonal), de ez az Gsszefliggés a GC-vel kezelt allatoknal nem volt kimutathatdé (pontozott vonal). G6téknél a
nehezebb egyedek mindig aktivabbak voltak, fiiggetleniil a kezelésektdl (folytonos vonal).



A predacids aktivitas vizsgalataban a teszt alatt elfogyasztott ebihalak szama nem fiiggott
szignifikansan sem a kronikus, sem az akut GC Kkitettségtdl (sebes acsa: GZLM; kronikus
kitettség: t = —0,58; P = 0,57; akut kitettség: t = 0,01; P = 0,99; pettyes gbte: GLM; kronikus
kitettség: F1.,7=0,02; P = 0,88; akut kitettség: F1.,7=1,60; P = 0,22; 4.2.6. abra). G6téknél az
elfogyasztott ebihalak szama fliggott a testtomegt6l (GLM; Fi.08 = 12,68; P = 0,001), viszont
szitakotolarvaknal a testtomegnek nem volt hatdsa a predécios aktivitasra (GZLM; t = 0,22; P
= 0,83), tovabba, az interakciok sem bizonyultak szignifikansnak egyik fajnal sem (minden P
> 0,40).
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4.2.6. abra. A sebes acsa larvak és a feln6tt him pettyes goték altal elfogyasztott ebihalak atlagos szama a predacios teszt
soran. A kiilonb6z6 szinezés a kiilonb6z6 kezeléseket mutatja: 1 (fehér): nincs kronikus kitettség + nincs akut kitettség; 2
(pottyds): nincs kronikus kitettség + akut kitettség; 3 (csikos): kronikus kitettség + nincs akut kitettség; 4 (négyzetracsos):
kronikus kitettség + akut kitettség (a vizszintes vonal a mediant jeldli, a doboz az interkvartilis terjedelmet, a ,bajusz” a
minimum illetve a maximum értékeket, a pontok pedig a kilogé értékeket szemléltetik). A gyomirtd a predacios aktivitast
egyik ragadozonal sem befolyasolta. A g6téknél lathato hatast a méretfliiggd taplalékkeresési aktivitas okozta.

4.2.4. Ertékelés

A mezokozmosz kisérletben a gyomirtokezelés semmilyen hatdssal sem volt az altalunk
vizsgalt életmenet-valtozokra sem a sebes acsa larvaknal, sem a felnétt him pettyes g6téknél:
a tizenhét napos kisérlet alatt a talélés, a testtomeg és a viselkedés nem kiilonbozott
szignifikdnsan a kontroll és a kezelt csoportok kozott. A predacios aktivitasnal szintén nem
talaltunk szignifikans hatast sem az akut, sem a kronikus gyomirtokitettség esetében. Vagyis
megallapithatd, hogy a GC jelenléte nem ndveli meg a mortalitast egyik fajnal sem, tovabba,
nem valt ki menekiilési (vizelhagyasi) viselkedést gdtéknél. A laboratoriumi kisérletiink

eredményei szintén azt mutatjak, hogy a gyomirté6 még magas koncentracioban (6,5 mg a.e./l),
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kronikus kitettség mellett sem hatott a vizsgalt ragadozokra. Ez Osszhangban van a
szabadfoldon végzett mezokozmosz-kisérlet eredményeivel, ami jelentésen megerdsiti a
kapott eredmények megbizhatosagat, hiszen a vizsgalatok eredményeit nagyban
befolyasolhatja a valasztott kisérleti kornyezet (Miko et al. 2015).

A korabbi vizsgalatok tobbsége nem mutatott ki megnovekedett mortalitast szitakdto
larvaknal sem glifozatalapi gyomirtd, sem egyéb szennyez6 anyag (Relyea 2005a; Rohr és
Crumrine 2005; Relyea és Hoverman 2008; Tollett et al. 2009) jelenlétében, ami megerdsiti a
feltételezést, miszerint az egyenl6tlen szarnyu szitak6tok nemcsak a glifozatalapu szerekkel
szemben toleransak, hanem masféle szennyezd anyagokra sem érzékenyek (de lasd Janssens
¢s Stoks 2017). A GC hatésai hasonldéan enyhék voltak gétéknél, mint a szitakdtolarvaknal.
Bar egy masik glifozatalapa gyomirtonal (Roundup Original® MAX) mutattak ki letalis
hatasokat (2-3 mg a.e./l glifozat) ebihalakra, larvalis gbtékre és szalamandrakra (Relyea és
Jones 2009), mi egyik vizsgalati kornyezetben sem figyeltiink meg megndvekedett mortalitast
ivarérett gétéknél, még magas koncentracion sem. Ez Osszhangban van a korabbi, felndtt
allatokon végzett vizsgalatokkal (Relyea et al. 2005; Wagner ¢és Lotters 2013). Edginton és
munkatarsai (2004b) feltételezik, hogy a glifozatalapti gyomirtoban 1évé feliiletaktiv anyagok
(példaul a POEA) karosithatjak a larvalis kétéltiek kopoltyujat, ugyanakkor gy tlinik, ez az
anyag nincs hatassal a tiid6vel 1élegz6 felnbttekre. A borlégzés szintén fontos szerepet jatszik
feln6tt goétéknél (Feder és Burggren 1985), de az eredmények alapjan ezt szintén nem
befolyasolja a GC, vagy a tiid6légzés képes kompenzalni a karosodasokat. Az, hogy a géték a
gyomirtd jelenlétében nem hagytak el gyorsabban a vizet és szoktek ki, arra utal, hogy a
szernek nincsenek stlyos fizioldgiai hatasai.

A mezokozmoszokban a GC jelenléte egyik ragadozofajnal sem befolyasolta
szignifikansan a testtomeget sem akut, sem kronikus kitettség mellett. A 18 napos
laboratériumi vizsgalatunk alatt a szitakotélarvak nagyjabol megduplaztak a sulyukat, de ez
fiiggetlen volt a GC-t6l. A g6ték esetében a kismértéki sulyvesztés, amit a kronikus kezelés
id6tartama alatt figyeltiink meg, szintén fiiggetlen volt a GC kezeléstdl. Ennek valoszintileg a
természetellenes laborkoriilmények miatt kialakult stressz  volt az oka, esetleg a
mezokozmoszokhoz képest kevesebb vagy rosszabb mindségli taplalék, mivel ott a
zooplankton tovabbi taplalékforrasként szolgalhatott. Szitakotélarvaknal nem tudunk olyan
vizsgalatrol, ahol az allatok testtomeg-valtozasat mérték volna glifozatalapi gyomirto
jelenlétében. Feln6tt farkos kétéltiieknél egyetlen ilyen kisérletet ismeriink (Relyea et al.
2005), abban a vizsgalatban sem talaltak szignifikans hatast Notophthalmus viridescens-nél.

Az, hogy a GC nem befolyasolta a ragadozok testtomegét, utalhat arra, hogy a szer altal
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indukalt detoxifikacié nem jar nagy koltséggel a vizsgalt fajoknal, vagy legalabbis a hatas
nem valik mérhetové a kisérlet 2,5 hetes idétartama alatt.

A GC jelenléte a mezokozmoszokban nem befolyasolta egyik altalunk vizsgalt
viselkedési valtozot sem a szitakotoknél, sem a gotéknél. Korabbi vizsgalatok szerint
természetes vizekben, vagy nagyobb mezokozmoszokban (Jones et al. 2010) a fels6bb,
melegebb vizrétegekben magasabb lehet a glifozatkoncentracio. Azonban ugy tiinik a GC
nem rétegz6dott a mi kisérleti egységeinkben (3,81 mg a.e./l glifozat; 3,69 mg a.e./l glifozat;
és 3,74 mg a.el/l glifozat; alulrol felfelé, két héttel a kezdés utan), amit talan a
mezokozmoszok viszonylag kis mérete okozhatott. Az, hogy a GC nem befolyasolta az
allatok viselkedését, talan amiatt van, hogy egyik ragadozora sincs kozvetlen hatassal a szer,
emiatt nem is probaltak meg elkeriilni (Relyea 2005a; Relyea et al. 2005). Azonban az is
lehetséges, hogy ezek a fajok nem képesek érzékelni a glifozatalapu gyomirtét (Wagner és
Lotters 2013), vagy képesek érzékelni és adott esetben el is keriilnék (Gertzog et al. 2011), de
a dobozokban nem volt Iényeges koncentraciokiilonbség a vizrétegek kozott. Vizsgalatunk
eredményei nem engednek arra kovetkeztetni, hogy melyik mechanizmus okozta a
viselkedésre gyakorolt hatas hianyat.

A predacios tesztnél szintén nem taladltunk szignifikdns  kiilonbséget a
mezokozmoszokban a GC-vel kezelt és a kontrollcsoportok kozott, egyik fajnal sem, sem
akut, sem kronikus Kkitettség mellett. A predacios hatékonysdgot ritkdn vizsgaltak
szitakotolarvaknal és kétéltiieknél (Relyea 2005a). Az egyetlen altalunk ismert ilyen jellegii
kisérletben két rovarirtd (malation és karbaril) hatasat vizsgaltak N. viridescens-nél, de ott
sem talaltak szignifikans hatast (Relyea és Edwards 2010). A glifozatalapt gyomirtd hatassal
lehetett a teszteléshez hasznalt ebihalakra (Bridges 1999; Relyea 2012), de mivel Ggy tlnt, az
ebihalak sem eldnyt nem élveztek, sem hatranyt nem szenvedtek az akut kitettség miatt, ezt a
magyarazatot nem tartjuk valdsziniinek. Mindazonaltal, mivel a tesztben alacsony volt a
mintaszam (6, 7, vagy 8 allat az akut tesztben), és emiatt az interakcios hatdsokat csak
alacsony megbizhat6saggal tudtuk vizsgalni, nem allithatjuk teljes bizonyossaggal, hogy a GC
nem befolyasolja a predacids aktivitast. Kiilonosen mivel két interakcid esetében (kronikus
kitettség x sebes acsa testtomeg; akut kitettség x pettyes gite testtdmeg) magas értéket vettek
fel az esélyhanyadosok (odds ratio). Hangstlyozzuk azonban, hogy minden ebbdl levont
kovetkeztetés igen spekulativ lenne, mivel a konfidenciaintervallumok meglehetdsen
szélesek. Ha létezik is barmilyen hatds, az feltehetden nem nagy, kiilondsen mivel nem

figyeltiink meg testtomegvaltozast a GC jelenlétében.
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A laboratoriumban szitakotdlarvak esetében csak az aktivitasra volt némi hatasa a GC és
a testtomeg kozotti interakcionak: a nehezebb egyedek kevésbé voltak aktivak, mint
konnyebb tarsaik, de csak a kontrollcsoportban, valamint a nehezebb egyedek aktivabbak
voltak a GC jelenlétében, mint a kontrollkezelésben. Janssens és Stoks (2012) kimutattak,
hogy az aktivitas és a ragadozo altal indukalt viselkedési valtozasok sériilnek Enallagma
cyathigerum larvaknal glifozatalapi gyomirté (Roundup®™) hatdsara, de ez a hatas is
kismértékli, és nem vezet megndvekedett mortalitdshoz szabadon usz6 ragadozok
jelenlétében. Lehetséges, hogy kisérletiinkben a megfigyelt aktivitdsnovekedés a nagyméretii
szitakotélarvaknal annak volt a jele, hogy a larvak el akartdk hagyni a gyomirtoval
szennyezett vizet, de ez a feltételezés spekulacid6 marad, igazolasahoz tovabbi vizsgalatok
sziikségesek. Azt, hogy nem taldltunk erds GC okozta hatasokat a sebes acsa larvak
viselkedésében, tovabb erdsiti az a megtigyelés, hogy a GC a predacids aktivitasra sem volt
hatassal sem az akut, sem a kronikus kitettség alatt. G6téknél sem talaltunk aktivitasra, vagy
predacios aktivitasra kifejtett hatdsokat. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a peszticidek
befolyasolhatjak a farkatlan kétéltilarvak aktivitasat és viselkedését (Bridges 1999; Moore et
al. 2015), ugyanakkor feln6tt N. viridescens-nél nem volt meg ez a hatas (Relyea és Edwards
2010). Kisérletiinkben a testtomeg pozitivan befolyasolta mind az aktivitast, mind a predacios
aktivitast. Ennek oka az lehet, hogy a nagyobb allatok tobb taplalékot igényelnek, és
konnyebben elkapjak a nagyobb méretli prédat is, mint pl. az ebihalakat, ugyanakkor kevésbé
sebezhetdek ragadozokkal szemben, mint kisebb tarsaik (Wilbur 1988; Urban 2007).

Ez a ragadozok altal mutatott glifozatalapu gyomirtoval szembeni ,,érzéketlenség” sulyos
negativ kovetkezményekkel jarhat a szennyezett teriileteken ¢él6 ebihalakra. Mivel a
peszticidszennyezés miatt az ebihalak tulélése, novekedése és fejlodése mar eleve karosodott,
fiziologiai allapotuk pedig leromlott (Lajmanovich et al. 2003, 2011), az ebihalak populacioi
tovabbi sulyos veszteségeket szenvedhetnek a ragadozok tamadasai kovetkeztében, mivel
rajuk nem hat a gyomirté. Ez a hatas mérséklddhet, mikor az ebihaldenzitas lecsokken, és a
generalista ragadozok, mint amilyenek a goték és a szitakotélarvak, mas, nagyobb szamban
jelenlévo préda-taxonra, példaul felemaslabu rakokra (Folmar et al. 1979) vagy zooplanktonra
(Relyea 2005a) valtanak. Ezenkiviil az ebihalak glifozatalapi gyomirtora adott morfologiai és
viselkedési valaszai hasonlithatnak a ragadozok altal indukalt valaszokra (Relyea 2012), és
ezek valdsziniileg valamelyest védelmet nyijtanak a ragadozokkal szemben. Mindazonaltal,
az ebihalak és szdmos mas prédataxon populacioi, a glifozatalapti gyomirtd direkt hatasain

kiviil tovabbi hatranyt szenvedhetnek a ragadozok inszenzitivitasa kdvetkeztében.
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Osszességében, az altalunk  vizsgalt gyomirto-Osszetételnek a  szabadfoldi
mezokozmoszokban nem volt mérhetd hatdsa a tulélésre, testtomegre, viselkedésre, vagy
predacios aktivitasra sem szitakotolarvaknal, sem gétéknél. Ez az eredmény meglepd, mivel a
ragadozokat nagyon magas, 6,5 mg a.c./l-es kezdeti glifozatkoncentracionak tettiik ki. Annak
ellenére, hogy ez a koncentracid lecsokkent a kisérlet végére (a kéthetes mintdban a
koncentracidé ~3,75 mg/l glifozat volt), még mindig magasnak szamit a korabbi vizsgalatok
fényében (Relyea 2005a; Relyea et al. 2005; Relyea és Hoverman 2008; Relyea és Jones
2009), és kozel van a természetben megfigyelt legmagasabb koncentraciohoz is (Relyea 2012;
Wagner et al. 2013). A laboratéoriumban az egyetlen megfigyelhetd hatas az enyhe
aktivitasnovekedés volt a nagy méretli szitakotdlarvaknal, mig gotéknél ez sem volt
¢szlelhetd. Ezek az eredmények megerdsitik a szabadfoldi mezokozmosz vizsgalat
eredményeit, raadasul a laboratoriumi vizsgalatban Kimutattuk, hogy a gyomirtonak akkor
sincs stlyos hatésa a vizsgalt ragadozdkra, ha a szer folyamatosan magas koncentracidoban van
jelen, és nem tinik el degradacid, kililepedés vagy adszorpcié hatasara. A GC-ben 1évo
feliiletaktiv anyag alacsonyabb koncentracidja hozzajarulhatott ahhoz, hogy nem talaltunk
szignifikans hatasokat. Mivel azonban a korabbi vizsgalatokban hasznalt glifozatalapu
gyomirtok pontos Osszetétele bizalmas informacid, ami miatt a benniik 1évé feliiletaktiv
anyagok fajtaja és koncentracidja nem minden esetben publikus, ez a feltételezés sajnos
nagyon nehezen tesztelhet6. Tovabba, a mi vizsgélataink csak 17, illetve 18 napig tartottak,
emiatt nincs informacionk az esetleges hosszutavu hatasokrol, melyeket a gyomirté okozhat a
vizsgalt ragadozofajoknal. Korabbi vizsgalatokbol ismert, hogy a glifozat genotoxikus hatast
lehet halaknal (Cavalcante et al. 2008), és teratogén kétéltieknél (Paganelli et al. 2010).
Ezenkiviil, lehetséges, hogy a géték érzékenyebbek a gyomirtéra larvalis korban (Relyea
2005b; Relyea és Jones 2009; Pérez et al. 2011), mint kifejlett allapotban, és nem csak a
vizben, de a szarazfoldi életiik soran is ki lehetnek téve peszticideknek (Briihl et al. 2011).
Emiatt tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy felderitsiik a kiilonb6z6 taxonok, és életkorok
érzékenységbeli kiilonbségeit. Emellett a peszticidek a prédafajok abundanciéjara is hatassal
lehetnek indirekt trofikus kaszkadokon keresztiil (Relyea 2005a). Bar vizsgalatunk azt
mutatja, hogy az altalunk vizsgalt ragadozokra nincs kozvetlen hatassal a vizsgalt
glifozatalapu gyomirtd, és emiatt tovabbra is be tudjak tolteni top-down regulacios szerepiiket
a szennyezett vizekben, tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy megvizsgaljuk a gyomirto

hosszutavu hatasait, és hogy a kezeléseink hatasara késébb megjelennek-e negativ hatasok.
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4.3. Glifozattartalmu gyomirto hatdasa erdei béka ebihalak viselkedésére

A vizi xenobiotikumok a viselkedés szamos aspektusat befolyasolhatjak halaknal és
kétéltiicknél. Hathatnak a taplalékkeres6 (Pavlov et al. 1992; Semlitsch et al. 1995), a
ragadozoelkeriil (Bridges 1999; Scholz és Gutzeit 2000) és a szaporodasi viselkedésre (De
Silva & Samayawardhena 2005), abnormalis mozgast okozhatnak (Levin et al. 2004; Denoél
preferenciajat vagy elkeriilését (Tierney et al. 2007; Yu et al. 2014).

A vizi toxikologiai viselkedési vizsgéalatokban a leggyakrabban hasznélt gerinces
modellallatok a halak (Melvin és Wilson 2013). Azonban a kiilonb6z6 peszticidek larvalis
kétéltiiek viselkedésére kifejtett hatdsainak vizsgalata hasonldan indokolt lenne, mivel
nagymértékben dateresztd boriik van, egyszerlien tarthatoak ¢és megfigyelhetdek, és
viselkedésiik konnyen szamszerisitheté (Bridges 1999; Wojtaszek et al. 2004; Denoél et al.
2013). Tovabba, mivel sok kétéltli hasznal kis pocsolyakat, idészakos tavakat és arkokat
szaporodasi helyként, nagyon valoszinii, hogy ki lesznek téve peszticideknek, akar magas
koncentracioban is, mivel ezek a viztestek gyakran a mezdgazdasagi teriiletek kdzelében
helyezkednek el (Bridges 1997).

Kisérletiinkben a GC és ragadozok jelenlétének egylittes hatasait vizsgaltuk erdei béka
ebihalak viselkedésére. Arra kerestiik a valaszt, hogy a GC hasonl6 valaszokat indukal-e, mint
a ragadozoé jelenlétére adott valasz, hogy a ragadozoktol szarmazéd szemiokemikaliak, mint
tovabbi stressztényezd, befolyasolja-e a GC hatasat, valamint, hogy a GC gatolja-e a ragadoz6

jelenlétére adott viselkedési valaszokat.

4.3.1. Modszerek
A kisérlethez 350 petét gyljtottiink 10 frissen lerakott erdei béka petecsomobol egy
Budapestt6] kb. 20 km-re ENy-ra elhelyezkedd erdei tobol (47° 44’ 20" E, 19° 00’ 43" K). A
t6 a Duna-Ipoly Nemzeti Park teriiletén talalhato, igy minden valdsziniiség szerint GC-tdl
mentes volt. A ragadozokezelésekhez 24 szitakotolarvat és 24 felnétt him pettyes gotét
gytijtttiink két tobol, melyek kozel estek a békapeték gytijtési helyéhez (47° 38" 41" E, 18°
36" 42" K és 47° 44' 22" E, 19° 00’ 42" K). A kisérlet kezdetéig a petéket és a ragadozokat a
3.3. alfejezetben leirtak szerint neveltiik, a kisérletet két nappal az ebihalak eluszasa utan
(elérték a 25-0s fejlettségi allapotot Gosner szerint) kezdtiik.

A vizsgélathoz hasznalt mezokozmoszokat a 3.4.2. alfejezetben leirtak szerint allitottunk

be. Hogy elérjiik a kivant 0; 2 és 6,5 mg/l-es glifozatkoncentraciot, a GC-b6l 0; 0,361 és 1,174
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ml-t ontottiink a 65 liter allott csapvizet tartalmazé mezokozmoszokba egy nappal a kisérlet
kezdete elott. A kilencféle kezelést (hdrom GC-koncentracio x harom ragadozokezelés)
nyolcszor ismételtiik, ami Osszesen 72 kisérleti egységet eredményezett, randomizalt blokk
elrendezésben. A kisérlet kezdetén a kiilonb6z6 csalddokbol szdrmazo ebihalakat
Osszekevertiik és minden dézsaba 16 véletlenszeriien kivalasztott, egészségesnek tiind ebihal
kertilt.

Az ebihalak viselkedését a kisérlet kezdetétol szamitott 21. napon figyeltiik meg, amikor
az allatok a 36-39-es fejlédési allapotban (Gosner 1960) voltak. A fejlettségi allapotot a
viselkedésvizsgalat utan egy nappal, ladanként 8 ebihalrdl készitett fotd alapjan becsiiltiik.
Minden kisérleti egységet nyolc alkalommal latogattunk meg (10:25 és 18:25 kozott, azonos
utvonal mentén). Feljegyeztiikk az aktiv ebihalak szamat (a lathatd ebihalak koziil az uszo,
vagy taplalkoz6 egyedek), a lathato ebihalak szamat (a levélréteg folott tartozkodod ebihalak
szdma), a ragadozoketrechez kozeli ebihalak szamat (a ketrechez kozelebbi harmadban 1évo
ebihalak szama; hasonld6 modszert sikeresen alkalmaztak korabbi vizsgalatokban, pl. Laurila
et al. 1998; Relyea 2001; Hettyey et al. 2015) és a vizoszlopon beliili fiiggdleges
elhelyezkedésiiket (a fels6 harmadban 1év6 ebihalak szama). A megfigyeléseket végzo
személy ,,vak” volt, vagyis nem tudta melyik ladaban milyen kezelést kaptak az allatok. A
viselkedés megfigyelése alatt a hdmérséklet 15,6 °C és 23 °C kozott valtozott. Az ebihalakat

atalakulasig neveltiik, utdna a kisbékakat a gytijtési helyen szabadon engedtiik.

4.3.2. Statisztikai elemzés

Egy mezokozmoszt ki kellett zarnunk az analizisb6l, mert a benne 1év6 ragadozo (gote)
elpusztult még a viselkedésvizsgalat el6tt. Az ebihalak pusztulasa végig alacsony volt: az
1152 ebihalbdl 6sszesen 29 pusztult el az egész kisérlet alatt. A rejtézkodés (taléld ebihalak
szama minusz lathatd ebihalak szama) és a fliggéleges elhelyezkedés elemzéséhez a nyolc
megfigyelést ladanként atlagoltuk és elosztottuk az adott dobozban jelenlévd ebihalak
szdmaval. A mortalitds pontos meghatdrozasdhoz egy nappal a viselkedés megfigyelése utan
ladanként kifogtuk és megszamoltuk az ¢él6 egyedeket. Az aktivitds és a térbeli
ragadozodelkeriilés esetében a nyolc megfigyelést kisérleti egységenként atlagoltuk és a lathatd
ebihalak szamaval elosztottuk. Hogy kozelitsik a normal eloszlast és a csoportok
homogenitasat, arkuszszinusz-transzformaciot végeztiink mind a négy vizsgalt valtozon
(Sokal ¢és Rohlf 1995). A GC-koncentraciok és a ragadozokezelések hatasait LMM
segitségével elemeztiik, ahol az aktivitas, a rejtézkodés, a térbeli ragadozoelkeriilés vagy a

fiiggbleges elhelyezkedés volt a fiiggd valtozd, a GC-koncentracio és a ragadozokezelés a
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fliggetlen valtozo, a blokk pedig a random faktor. A modellbe bevittiik a kettes interakciokat,
¢és backward stepwise modellszelekciot végeztiink, hogy elkeriiljiik a nem szignifikans elemek
modellben tartdsa miatti problémakat. A nem szignifikans valtozok P értékeit ugy kaptuk
meg, hogy egyesével visszahelyettesitettiik 6ket a végsé modellbe. Post hoc tesztként Tukey-
teszteket (Tukey's honest significant difference; Tukey's HSD) végeziink. Egy masik
kisérletben (lasd 4.6. alfejezet) az aktivitas és a fiiggoleges elhelyezkedés adataibdl szarmazo
eredmények egy része szintén bemutatasra keriil, de abban a vizsgalatban a cél a kisérleti
kornyezet esetleges befolydsold hatdsainak meghatarozéasa volt. Emiatt a viselkedési adatok
koziil csak a fent emlitett két valtozd Osszehasonlitdsa volt lehetséges (mivel a
laboratoriumban a masik két viselkedési valtozd nem értelmezhetd, tovabba, abban a
kornyezetben csak egyféle ragadozot hasznaltunk), raadasul ott a viselkedés csak egyike volt
a mért valtozoinknak. Az elemzésekhez az R programcsomag (verzio: 3.0.2) ‘nlme’

csomagjanak ‘lme’ funkcigjat, valamint a ‘multcomp’ csomag ‘glht’ funkciojat hasznaltuk.

4.3.3. Eredmények

Az aktiv ebihalak aranyat mind a GC-, mind a ragadozokezelések szignifikansan
befolyasoltak, a két valtozo interakcidja nem volt szignifikans (4.3.1. tablazat). A magas GC-
koncentracionak kitett ebihalak szignifikdnsan csokkentették az aktivitasukat a nem kezelt
csoporthoz képest (Tukey's HSD: P < 0,001), viszont az alacsonyabb koncentracion nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast (P = 0,41; 4.3.1.a abra). A kontrollcsoporttal Gsszevetve a
szitakotolarvak jelenléte szintén csokkentette az aktivitast (P < 0,001), ellenben a géték

jelenlétének nem volt szignifikans hatasa (P = 0,82; 4.3.1.b abra).
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4.3.1. abra. A harom GC-koncentraci6 (a) és a ragadozé jelenlétének hatasa (b) az ebihalak aktivitasara. A pontok melletti
eltéré betlik a post hoc tesztek alapjan kapott hasonldsagokat és kiilonbségeket jelzik. Az abrazolt adatok arkuszszinusz-
transzformaltak, az abran atlagok és a hozzajuk tartozd standard hibak szerepelnek).

A 1ejtézkddo viselkedést szintén befolyasolta a GC jelenléte és a ragadozokezelés, de a
kett6 kozti interakcio nem (4.3.1. tablazat). A magas GC-koncentracion tobb ebihal bujt el,
mint a nem kezelt csoportban (Tukey's HSD: P = 0,005), azonban az alacsony koncentracion
ez nem volt megfigyelhetd (P = 0,75; 4.3.2.a abra). Go6ték jelenlétében kevésbé rejtoztek el az
allatok, mint szitakoté jelenlétében (P = 0,014), azonban a rejtézkodd ebihalak aranya a
ragadozo nélkiili csoportban nem kiilonbozott szignifikansan egyik ragadozdval egyiitt nevelt
csoportétdl sem (nincs ragadozo vs. gote: P = 0,25; nincs ragadozd vs. szitakotélarva: P =

0,48;4.3.2.b abra).
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4.3.2. abra. A harom GC-koncentraci6 (a) és a ragadozd jelenlétének hatasa (b) az ebihalak rejtézkodd viselkedésére. A
pontok melletti eltéré betiik a post hoc tesztek alapjan kapott hasonlosagokat és kiilonbségeket jelzik. Az abrazolt adatok
arkuszszinusz-transzformaltak, az abran atlagok és a hozzajuk tartoz6 standard hibak szerepelnek.
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Térbeli ragadozodelkeriilés nem volt kimutathatdo sem a ragadozok, sem a GC jelenlétében,
¢és a két valtozo interakcidja sem volt szignifikans (4.3.1. tablazat, 4.3.3. abra). Ugyanakkor a
GC kezelés befolyasolta az ebihalak fiiggdleges elhelyezkedését a nem kezeltekkel szemben
(4.3.1. tablazat): az alacsony koncentracion ez a hatas szignifikans volt (Tukey's HSD: P =
0,02), a magas koncentracion viszont nem (Tukey's HSD, kontrollhoz hasonlitva: P = 0,26;
4.3.4.a abra). Ragadozd jelenléte nem befolyasolta a fliggbleges elhelyezkedést sem
onmagaban, sem a GC kezelésekkel interakcioban (4.3.1. tablazat, 4.3.4.b abra).
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4.3.3. abra. A harom GC-koncentracio (a) és a ragadozo jelenlétének hatdsa (b) az ebihalak térbeli ragadozdelkeriilésére. A
pontok melletti eltéré betlik a post hoc tesztek alapjan kapott hasonlosagokat és kiilonbségeket jelzik. Az abrazolt adatok
arkuszszinusz-transzformaltak, az dbran atlagok és a hozzajuk tartozé standard hibak szerepelnek.
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4.3.4. abra. A harom GC-koncentracié (a) és a ragadozo jelenlétének hatasa (b) az ebihalak vizoszlopon beliili
elhelyezkedésére. A pontok melletti eltérd betiik a post hoc tesztek alapjan kapott hasonlosagokat és kiilonbségeket jelzik. Az
abrazolt adatok arkuszszinusz-transzformaltak, az abran atlagok és a hozzajuk tartozo standard hibak szerepelnek.
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4.3.1. tablazat. Az ebihalak viselkedésvaltozoin végzett LMM elemzés eredményei. A szignifikans P-értékeket vastaggal
szedve kiemeltem, a végsé modell csak a szignifikins hatdsokat tartalmazta. A nem szignifikans tényezok értékeit a végsd
modellbe egyesével torténd visszahelyezéssel kaptuk meg.

Viselkedési valtozo Fiiggetlen valtozo df F P
Aktivitas GC 2,60 8,53 < 0,001
Ragadoz6 2,60 14,49 < 0,001
GC x Ragadoz6 4; 56 1,21 0,32
Rejtézkddés GC 2;60 5,37 0,007
Ragadoz6 2; 60 3,96 0,024
GC x Ragadoz6 4; 56 1,86 0,13
Térbeli ragadozoelkeriilés GC 2; 62 1,37 0,26
Ragadozd 2,62 1,56 0,22
GC x Ragadozd 4; 56 1,18 0,33
Fugg6leges elhelyezkedés GC 2;62 3,62 0,033
Ragadozo 2; 60 0,51 0,6
GC x Ragadozo 4; 56 0,66 0,62

4.3.4. Ertékelés

Eredményeink szerint a vizsgalt glifozatalapti gyomirt6 az erdei béka ebihalak viselkedésének
szamos aspektusat képes befolyasolni. Magas GC-koncentracion az ebihalak csokkentették
aktivitasukat, és tobbet rejtézkodtek a levelek kozott, mig az alacsony koncentracion felfelé
mozdultak a vizoszlopban. Ezek koziil a viselkedési valtozasok koziil néhany hasonlit azokra,
amiket a farkatlan kétéltiilarvak ragadozo jelenlétében mutatnak. Kisérletiinkben valoban
megfigyeltiink aktivitas-csokkenést szitakotolarvak jelenlétében, viszont a nagyobb aranyu
rejtézést és a térbeli ragadozoelkeriilést nem sikeriilt Kimutatni. Az ebihalak nem reagaltak
szignifikans viselkedésvaltozassal a goteék jelenlétére sem. Végiil, a gyomirtd jelenléte nem
befolyasolta szignifikdnsan az ebihalak ragadozo jelenlétére adott valaszat.

A legtobb vizsgalatban, ahol a kiilonb6zé peszticidek kétéltiiek viselkedésére kifejtett
hatasat vizsgaltak, rovarirtot hasznaltak (Bridges 1997, 1999; Brunelli et al. 2009; Relyea és
Edwards 2010; Denoél et al. 2013), a glifozatalapit gyomirté hatasara kialakulo
viselkedésvaltozasokrol meglepden keveset tudunk. Wojtaszek ¢és munkatarsai (2004)
megfigyelték, hogy 7,15 és 14,3 mg a.e./l-es glifozatkoncentracio (Vision®) beadédsa utan par
oraval néhany R. clamitans és R. pipiens ebihal egyaltalan nem, vagy csak késve mutatott
ragadozoelkeriilési viselkedést, azonban ez a hatas statisztikailag nem volt szignifikans.
Korabban megfigyeltik, hogy a GC kiilonb6zé6 moédon hat az erdei béka ebihalak
viselkedésére a vizsgalati kornyezet fliggvényében: a laboratéoriumban ndvelte az ebihalak

aktivitasat és az allatok tobbet tartozkodtak a dobozok aljan, mig a mezokozmoszokban pont
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ellentétes iranyt hatasokat figyeltiink meg (Miko et al. 2015). Moore és munkatarsai (2015)
leirtak, hogy a R. sylvatica ebihalak csokkentették aktivitasukat, ha kronikusan ki voltak téve
egy glifozatalapi  gyomirtonak  (Roundup  WeatherMax®; 05 mg a.e./l-es
glifozatkoncentracion), de 12 oras kitettség utan nem talaltak megvaltozott viselkedést.
Vizsgalatunkban alacsonyabb aktivitast és megnovekedett rejtdézést figyeltink meg a
gyomirto jelenlétében, ami megfelel a kordbbi vizsgalatoknak.

Ebihalak esetében a csokkent aktivitds és megndvekedett rejtézkodés valdszintileg egy
altalanos stresszvalasz részei, mivel megjelennek ragadozok jelenlétében (Laurila et al. 1997;
Schoeppner és Relyea 2008), de gyomirtok, rovarirtok és gombadlok hatasara is (Relyea és
Mills 2001; Teplitsky et al. 2005; Mandrillon és Saglio 2007b). Ez hasonlo fiziologias
hattérre, vagy adaptiv értékre utal a glifozatalapu gyomirtd okozta és a ragadozoé altal indukalt
viselkedésvaltozas esetében. A ragadozok altal kivaltott viselkedési valaszok ebihalaknal a
kortikoszteron-szint megvaltozasaval all Osszefliggésben (Fraker et al. 2009; Middlemis
Maher et al. 2013). Lehetséges, hogy a peszticidekre adott valaszoknak is hasonld hormonalis
hattere van, de a glifozatalapu gyomirtok altal okozott viselkedésvaltozas mogott allo élettani
mechanizmusok egyelére nem ismertek. Elképzelhet6 tovabba, hogy a glifozatalapu gyomirtd
miatt kialakul6 aktivitas-csokkenéssel egy id6ben az egyedek ratermettsége novekedhet az
altal, hogy csokkentik a taplalkozassal és 1égzéssel aktivan felvett gyomirtdé mennyiségét, €s
tobb idejiikk marad detoxifikalasra. Ezzel parhuzamosan pedig a kornyezetben 1év6é gyomirtd
tovabb degradalodik, bomlik. Ezek az elméletek azonban nagymértékben spekulativak,
bizonyitasuk tovabbi vizsgalatokat igényel.

Korabbi vizsgélatok kimutattak, hogy a glifozatalapu gyomirtok hatasait szamos biotikus
¢s abiotikus faktor befolyasolhatja (Chen et al. 2004; Edginton et al. 2004b; Jones et al. 2011,
Miko et al. 2015, 2017a). A ragadozo jelenlét gyomirtora gyakorolt hatasat vizsgalo kisérletek
azonban ellentmondasos eredményekre jutottak; példaul laboratoriumi koriilmények kozott
Relyea (2005b) kimutatta, hogy a ragadozo6-szemiokemikalia kezelés felerdsitheti a gyomirto
(Roundup®) letalis hatasat, azonban szabadfoldi mezokozmoszokban, ragadozok jelenlétében
a gyomirtd (Roundup Original® MAX) kevésbé volt toxikus (Relyea 2012). A glifozatalapu
gyomirtd (Roundup PowerMAX™) viselkedésre gyakorolt hatasait vizsgalva Katzenberger és
munkatarsai (2014) megfigyelték, hogy az ebihalak uszasi sebessége novekedett, ha a
gyomirtd mellett ragadozo-szemiokemikaliat is kaptak. Moore és munkatarsai (2015)
kimutattdk, hogy ragadozd-szemiokemikalia jelenlétében az ebihalak csokkentették
aktivitasukat, azonban ha ezzel egy id6ben gyomirtoval (Roundup WeatherMax®™) is lettek

kezelve, aktivitdsuk visszatért a kiindulasi szintre. Ezzel szemben kisérletiinkben nem
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talaltunk szignifikdns interakcidos hatast a ragadozd-szemiokemikalia és a GC kozott.
Lehetséges, hogy a gyomirtora adott viselkedési valasz valtozik a korral; egy maésik
vizsgalatban kimutattunk enyhe valtozasokat a GC-vel kezelt ebihalak viselkedésében a
fejlédés soran, de csak alacsony hémérsékleten (Holly 2016). Emiatt tovabbi vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy meghatarozhassuk, hogyan befolydsolja a ragadozojelenlét a
glifozatalapu gyomirt6 hatésait.

Elképzelhetd, hogy a glifozatalapt gyomirté képes meggatolni a ragadozok jelenlétének
érzékelését a ragadozokbol szarmazod kémiai anyagok inaktivalasaval, a szaglorendszer
karositasan, vagy az ebihalak tanulasi képességének csokkentésén keresztiil. Mandrillon és
Saglio (2007a, 2007b) kimutattak, hogy Armitrol (nem szelektiv triazol gyomirt6) szubletalis
koncentracioinak jelenléte képes ebihalakndl meggatolni a ragadozok kémiai érzékelését.
Moore és munkatarsai (2015) szintén megfigyelték, hogy az ebihalak nem reagalnak sériilt
tarsaik szagara, ha glifozatalapu gyomirté volt a vizben (Roundup WeatherMax®; 0,5 mg
a.e./l-es koncentracioban). Kisérletiinkben mi nem észleltiink hasonldé hatasokat a GC
esetében. Ennek oka talan az lehet, hogy a korabbi vizsgalatokban az ebihalak csak idénként
beadagolt ragadozo-szemiokemikaliat kaptak, nalunk viszont a ragadozo azonos viztérben
volt az ebihalakkal az egész kisérlet soran. Igy a ragadozok altal kibocsatott kémiai anyagok
elég ideig és elég nagy koncentracioban lehettek jelen a vizben ahhoz, hogy lehetové tegyék a
ragadozok érzékelését a gyomirtd jelenlétében is. Habar a vizualis érzékelés szintén
hozzajarulhat az ebihalak ragadozofelismeréséhez, jelentéségiik altalaban csekély (Kiesecker
et al. 1996; Takahara et al. 2012; Hettyey et al. 2012). Raadasul kisérletiinkben a
ragadozoketrec fala nem volt atlatszo, aljan pedig dupla szinyoghald réteg volt, ami
nagymértékben csokkentette a ragadozo lathatosagat. Emiatt elképzelhetd, de nem valoszindi,
hogy a vizualis jelek hidnya miatt nem talaltunk Gsszefliggést a ragadozo-szemiokemikalia és
a gyomirtd jelenléte kozott.

Az, hogy az ebihalak a szitakotélarvak jelenlétében megvaltoztattak a viselkedésiiket, de
(Hettyey et al. 2010). A szitakotolarvak ,,iil és var” stratégiat kovetd ragadozok, amik ellen a
csokkent aktivitas és a megnovekedett rejtézkodés hatékony lehet. A géték azonban aktivan
keresik a prédat, ami esetében ezek a védekezési modok csak kismértékben nyujtanak
védelmet. Tovabba, a viselkedés megfigyelésekor az ebihalak mar elég nagyok voltak, ami
csokkenti a taplalékméret-limitalt ragadozok, igy a géték, sikerességét (Wilbur et al. 1983;
Urban 2007). Emiatt feltehetdleg a nagyobb ebihalak nem tekintik veszélyforrasnak a gétéket
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¢s tobbé nem reagalnak rajuk, mig a szitakotélarvak a nagyméretii ebihalak szamara is
veszélyt jelentenek (Caldwell et al. 1980).

Mikor a GC alacsony koncentracioban volt jelen, az ebihalak a felszin kozelébe
hazédtak. A glifozatalapi gyomirtok rétegzédhetnek a vizoszlopban, felfelé novekvod
koncentracioban (Jones et al. 2010, 2011), mig az aljzaton a levelek és egyéb novényi
maradvanyok a mezokozmoszok és természetes vizek aljan megkdothetik a szert (Tsui és Chu
2004), ami magasabb koncentraciohoz vezethet kozvetleniil az aljzat f6lott. Tovabba,
Rodriguez-Gil és munkatarsai (2016) azt talaltak, hogy a POEA, ami altaldnosan hasznalt
feliiletaktiv anyag, és toxikusabb lehet, mint maga a glifozat (Moore et al. 2012),
mikrokozmoszban hozzakotddhet a feliilethez és az iiledékhez. Kisérleti tartalyainkban mi
nem mutattunk ki gyomirto-rétegzédést (Miko et al. 2015). A Kifejlett békak képesek lehetnek
a gyomirto jelenlétének érzékelésére (Takahashi 2007), azonban ebihalak hasonlé képességét
eddig nem irtak le. Viszont, ha a gyomirtdé valoban felhalmozodott az aljzaton Gsszegyiild
leveleken, és azt az ebihalak ugy probaltak meg elkertilni, hogy feljebb htizodtak a viztérben,
kérdés, hogy a magasabb koncentracion miért nem figyeltink meg hasonld viselkedést.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasahoz, hogy a glifozatalapn gyomirtok
természetes vizekben hogyan oszlanak el térben és hogy a gyomirtoval szennyezett vizekben
van-e jelentdsége az ebihalak fliggéleges elhelyezkedésének.

Osszességében megallapithatd, hogy a vizsgalt glifozatalapu gyomirtd befolyasolhatja az
ebihalak viselkedését, és ezen viselkedési valtozasok hasonlithatnak a ragadozok altal
kivaltott valaszokra. Ez az eredmény Osszhangban van azzal a feltételezéssel, hogy az
ebihalak a stresszre univerzalis modon valtozo6 viselkedéssel reagalnak, valoszinlileg azonos
fiziologiai mechanizmus alapjan, mely jorészt fliggetlen a kivaltd kornyezeti stresszfaktortol.
Az is lehetséges azonban, hogy a megfigyelt viselkedésvaltozasok a gyomirtd kozvetlen
toxicitasanak eredményei. Varakozasainkkal ellentétben a ragadozé jelenléte, mint tovabbi
stresszfaktor, nem novelte a gyomirtdé altal kivaltott viselkedési valasz intenzitasat,
ugyanakkor a ragadozoérzékelés miikodoképes maradt még a magas GC-koncentracion is.
Vizsgalatunk betekintést ad a glifozatalapti gyomirtok viselkedésre kifejtett hatasaiba,
valamint alatdmasztja azt a feltételezést, miszerint a viselkedési valaszok vizsgalata érzékeny

¢s igy eredményes modszere lehet az 6kotoxikologidnak.
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4.4. Glifozatalapu gyomirto osszetevoinek hatasa erdei béka és barna varangy ebihalakra

Szinte mindegyik szarazfoldi felhasznalasra eldallitott glifozatkészitmény tartalmaz
valamilyen feliiletaktiv anyagot. Ezek elsésorban nedvesitGanyagként szolgalnak, segitik a
herbicidek egységes eloszlasat a levelek feliletén, és hozzajarulnak a glifozat kutikulan

A legszélesebb korben hasznalt feliiletaktiv anyagok a két, polioxietilén (C,H40)
csoporthoz kapcsolt nitrogénatomot és egy hosszalancu alkilcsoportot tartalmazé tercier
aminok (POEA). A hidrofob alkilcsoport faggyibdl szarmazik, ami allati eredetli zsirok
keverékébdl all, amely kétharmad sztearint és palmitint és egyharmad oleint tartalmaz. Az
alkilcsoportok lanchosszusaga és telitési szintje valtozhat, csakugy, mint a polioxietilén-
csoportok lanchosszusaga is, igy a POEA valojdban nem egyetlen vegyiilet, hanem egy
feliiletaktivanyag-csoport, melynek koncentracidja glifozatkészitményekben <1%-t61 21%-ig
terjedhet (Bradberry et al. 2004).

Mivel a glifozatalapti gyomirtok tobb komponensbdl allo készitmények, a toxicitasukkal
kapcsolatos f6 kérdés, hogy karos hatasaikat onmagaban a hatéanyag, a glifozat, vagy
segédanyagaik, kiilondsen a feliiletaktiv anyagok okozzak-e. Kordbbi kisérletek alapjan
valoszinisithetd, hogy a POEA a karosabb 0sszetevo a vizi szervezetekre nézve (Folmar et al.
1979; Tsui és Chu 2003; Brausch és Smith 2007; Brausch et al. 2007; Frontera et al. 2011;
Guilherme et al. 2012), azonban kétéltiieknél viszonylag kevés, nem kozvetett bizonyitékon
alapul6 vizsgalat sziiletett ebben a témaban (Howe et al. 2004; Moore et al. 2012; Lanctot et
al. 2014). Ezért kisérletiinkben erdei béka és barna varangy ebihalakat neveltiink négy
glifozatkoncentracid, négy feliiletaktiv anyag-koncentracid, illetve a ketté kombinaciojanak
jelenlétében, hogy megvizsgaljuk melyik komponens és milyen mértékben felelés a GC
toxicitasaért. Tovabba, hogy megallapithassuk, hogy a ragadozo jelenléte befolyasolja-e a
gyomirtd OsszetevOinek letalis hatdsat, a vizsgalatban az allatok egy részét szitakotolarvaktol

szarmazo kémiai anyagoknak is kitettiik.

4.4.1. Mddszerek

A kisérlethez az erdei béka és a barna varangy petéket tiz nap kiilonbséggel gytijtottiik 10-10
frissen lerakott petecsomobdl illetve -zsindrbol, a Békas-tobol (47° 34’ 35" E, 18° 52’ 06" K),
csalddonként 20-20 darabot, és az MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére
szallitottuk dket. A ragadozdkezelésekhez 8 sebes acsa larvat gyiijtottiink a kutatdcsoportunk

altal telephelyiinkon 1étesitett mesterséges tobol (47° 33' 04" E, 18° 55’ 36” K). Az allatokat a
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kisérlet kezdetéig a 3.3. alfejezetben leirtak szerint neveltiik. A vizsgalatokat két nappal
azutan kezdtiik, hogy az ebihalak elusztak (vagyis elérték a Gosner szerinti 25-6s fejlettségi
allapotot).

Az erdei békan végzett vizsgalatban 10-10 (minden csaladbdl egy) véletlenszertien
kivalasztott ebihalat neveltiink 5 literes dobozokban, melyekben 4 liter RSW volt, 19 °C-on,
13,5 : 10,5 oras fény : sotét ciklus mellett. A vizsgalatban az allatokat 0; 1; 2 és 4 mg a.e./l-es
glifozat, vagy 0; 0,44; 0,88 és 1,74 ml/l-es POEA koncentracionak, vagy a Kkettd
kombinacioinak (1 mg a.e./l glifozat + 0,44 ml/l POEA; 2 mg a.e./l glifozat + 0,88 ml/I
POEA; 4 mg a.e./l glifozat + 1,74 ml/l POEA) tettik ki. A POEA-koncentraciokat ugy
valasztottuk meg, hogy megfeleljenek a GC-ben 1évd, glifozathoz viszonyitott
mennyiségeknek (Howe et al. 2004). Az allatokon a kisérlet soran nem cseréltiink vizet, de ad
libitum etettiik Oket el6f6zott, apritott spenéttal. A kisérleti allatok felét ragadozo-
szemiokemikalidknak is kitettiik. Ehhez hat sebes acsa larvat hasznéltunk, melyeket
egyesével, 500 ml-es poharakban, 400 ml RSW-ben tartottuk és kétnaponta 2-2 naiv fajtars
ebihallal etettliink. A kezeléshez naponta négy ragadozoét tartalmazo poharbdl szdrmazo vizet
ontottink Gssze, és minden ragadozokezelésbe beosztott kisérleti dobozba 20 ml-nyit
ontottiink beldle. A tobbi kisérleti dobozba azonos mennyiségii RSW-t adagoltunk. Minden
kezeléskombinaciot hatszor ismételtiink, ami 0sszesen 120 kisérleti egységet eredményezett.
A vizsgalat soran minden nap feljegyeztilk az aznap elpusztult egyedek szamat és el is
tavolitottuk 6ket a dobozokbdl (az allatot akkor tekintettiik halottnak, ha tobbszdri megbdokés
utan sem adott életjelet). Négy nap elteltével a kisérletet lezartuk, az életben maradt ebihalak
tomegét lemértiik, majd a befogés helyén szabadon engedtiik dket.

Két nappal az elsé kisérlet lezarasa utan a vizsgalatot barna varangy ebihalakon is
elvégeztiik, az erdei békaéval megegyez6 modon (kivéve, hogy ebben az esetben a fény : sotét

ciklus 14 : 10 6ras volt, mert ekkorra a természetben is hosszabbodtak a nappalok).

4.4.2. Statisztikai elemzés

A talélés elemzéséhez Firth-féle logisztikus regressziot hasznaltunk (Firth logistic
regression), mivel az adatok majdnem teljes szeparaciot mutattak (az illesztett valoszinliségi
értékek elérték a 0-t vagy az 1-et). A modellben a talélés volt a fliggd valtozo, a kezelések és
a blokk a fiiggetlen valtozok. A testtomeg vizsgalatdhoz LMM-et hasznaltunk, ahol a kisérlet
végén mért testtomeg egy egyedre vonatkoztatott atlaga volt a fiiggd valtozo, a kezelés a
fiiggetlen valtozo, és a blokk a random faktor. A taléld egyedek szamat kovariansként vittiik

be a modellbe. Mivel a kisérleti elrendezésben nem minden kezeléskombinacié volt jelen (a
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komponensek koncentraciéi nem voltak egymastol fiiggetlenek), az adatokat nem tudtuk
egyetlen elemzésben elemezni. Tervezett Osszehasonlitdsokat végeztiink linearis kontrasztok
segitségével, az ismételt tesztelés miatt pedig FDR-korrigalt P értékeket szamoltunk. Mivel a
ragadozod jelenlétének egyik esetben sem volt szignifikans hatasa (minden P > 0,72), ezt a
valtozot kivettiik a végsé elemzésekbol. A vizsgalatban az LCs értékeket is meghataroztuk
fajonként és kezelésenként kiilon-kiilon (a glifozatra nem lehetett meghatarozni, mivel ott alig
volt pusztulas), amihez GZLM-et hasznaltunk, binomialis eloszlassal és probit link
fliggvénnyel. Mivel az adatok egy része erdei békanal is majdnem teljes szeparaciot mutatott,
Bayes-féle altalanositott linearis modelleket hasznaltunk (Gelman et al. 2008). Az LCsg
értékek kiszdmitdsdhoz a ‘MASS’ csomag ‘dose.p’ funkcidjat hasznaltuk. A 95%-0s
konfidenciaintervallumokat a kdvetkezd képlettel szadmoltuk ki: exp (LCsp érték £ 1,96 x az
LCsp érték standard hibaja; Hackshaw 2009). Az elemzésekhez az R programcsomag (verzio:
3.0.2) ‘brglm’ és ‘nlme’ csomagjainak ‘brglm’ és ‘lme’ funkcioit, a post hoc tesztekhez pedig
a ‘multcomp’ csomag ‘glht’ funkcidjat hasznaltuk. Az LCsy értékek meghatarozasdhoz az R

programcsomag ‘arm’ csomagjainak ‘glm’ €s ‘bayesglm’ funkcioit hasznaltuk.

4.4.3. Eredmények

kezelések befolyasoltdk, sem a feliiletaktiv anyag tobbi koncentracidjanal, sem a glifozat
barmely koncentracidja esetében nem talaltunk szignifikdns hatast (4.4.1. tablazat, 4.4.1.a
abra). Magas koncentracion a POEA-val ¢s glifozattal is kezelt allatok talélése szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a csak a POEA-nak kitett allatoké (linearis kontrasztok; FDR korrigalt
P = 0,014; 4.4.1.a abra). A POEA-ra becsiilt LCs érték csak a POEA jelenlétében 1,56 +
0,028 ml/I (atlag + SE; 95% CI: 1,48; 1,65) volt, mig mindkét komponens jelenléte esetén
1,39 + 0,028 ml/l (95% CI: 1,32; 1,48) volt.

A testtomeg esetében szintén csak a POEA-t tartalmazd kezeléseknél kaptunk
szignifikans hatast, de itt mar kozepes koncentracional is jelentds, kb. 18,2%-kal kisebb
tomeget mértiink a kontroll ebihalakhoz képest, mig ez a tomegcsokkenés kb. 64,3%-0s volt a
magas POEA koncentracion (4.4.1.b abra). A glifozat jelenléte a testtomeg esetében nem
novelte meg a feliiletaktiv anyag hatdsat (linearis kontrasztok; kozepes koncentracié: FDR

korrigalt P = 0,4; magas koncentracio: FDR korrigalt P = 0,4; 4.4.1. tablazat, 4.4.1.b abra).
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4.4.1. abra. A kiilonboz6 kezelések hatasa erdei béka ebihalak talélésére (a) és testtomegére (b). K: kontroll, G1: 1 mg a.e./|
glifozat, G2: 2 mg a.e./l glifozat, G3: 4 mg a.e./l glifozat, P1: 0,44 ml/l POEA, P2: 0,88 ml/l POEA, P3: 1,74 ml/l POEA,
M1: 1 mg/l glifozat + 0,44 ml/l POEA, M2: 2 mg/l glifozat + 0,88 ml/l POEA, M3: 4 mg/l glifozat + 1,74 ml/l POEA. Az
abran atlagok és a hozzajuk tartozé standard hibak szerepelnek.

4.4.1. tablazat. Az erdei béka ebihalak vizsgalt életmenet-valtozoin végzett, a kontrollcsoport és kezelt csoportok kozti
tervezett sszehasonlitasok eredményeinek dsszefoglalo tablazata. A feltiintetett P-értékek FDR-korrigaltak.

Tualélés Testtomeg

B SE  z-érték P B SE  z-érték P

Kontroll vs.:

Csak glifozattal kezelt:
Alacsony koncentraci6 <0,001 1,95 <0,001 >0,99 1,19 0,93 1,28 0,36
Koézepes koncentracio  <0,001 1,95 <0,001 >0,99 0,82 0,93 0,88 0,48
Magas koncentracio <0,001 195 <0,001 >0,99 -0,89 093 -0,96 0,48

Csak POEA-val kezelt:
Alacsony koncentracio <0,001 1,95 <0,001 >0,99 -0,53 0,93 -0,57 0,57
Kozepes koncentracid <0,001 195 <0,001 >0,99 -6,95 0,93 -7,47 <0,001
Magas koncentracio 6,7 1,4 -6,57 <0,001 -1945 166 -11,69 <0,001

Glifozat + POEA-val kezelt:
Alacsony koncentracio <0,001 1,95 <0,001 >0,99 -0,74 093 -0,79 0,48
Kozepes koncentracio 197 148 1,34 0,55 -6,17 093 -662 <0,001
Magas koncentracio: 764 142 539 «<0,001 -1825 1,74 -10,49 <0,001

A barna varangy esetében mar a kozepes POEA-koncentraciot tartalmazo kezelések is
60,7%-kal csokkentették a tulélést (4.4.2. tablazat), a legmagasabb koncentracion pedig az
Osszes ebihal elpusztult a kisérlet végére (4.4.2.a abra). Az erdei békahoz hasonldan itt is
megfigyeltiik a glifozat letalitdsndveld hatasat kozepes koncentracion (linearis kontrasztok;
FDR korrigalt P = 0,028; 4.4.2.a abra). A magasabb koncentracion a kombinalt kezelésnél is
100%-o0s volt a halalozas. A POEA-ra becsiilt LCs érték 0,82 + 0,028 ml/l (95% CI. 0,77,
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0,87) volt csak a POEA jelenlétében, és 0,75 = 0,029 ml/l (95% CI: 0,71; 0,79) mindkét
komponens jelenlétében.

A testtomegnél a legmagasabb POEA-koncentracioju kezeléseket adatok hidnyaban nem
tudtuk elemezni, de kbzepes koncentracion szignifikans, 47,1%-os tomegcsokkenést talaltunk
(4.4.2. tablazat). A glifozat itt sem novelte ezt a hatast (linearis kontrasztok; koézepes
koncentraci6: FDR-korrigalt P = 0,17; 4.4.2.b abra).
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4.4.2. abra. A kiilonboz6 kezelések hatisa barna varangy ebihalak tulélésére (a) és testtomegére (b). K: kontroll, G1: 1 mg
a.e/l glifozat, G2: 2 mg a.e./l glifozat, G3: 4 mg a.e./l glifozat, P1: 0,44 ml/l POEA, P2: 0,88 ml/l POEA, P3: 1,74 ml/I
POEA, M1: 1 mg/l glifozat + 0,44 ml/l POEA, M2: 2 mg/l glifozat + 0,88 ml/l POEA, M3: 4 mg/l glifozat + 1,74 ml/| POEA.
Az abran atlagok ¢és a hozzajuk tartozo6 standard hibak szerepelnek.

4.4.2. tablazat. A barna varangy ebihalak vizsgalt életmenet-valtozoin végzett, a kontrollcsoport és a kezelt csoportok kozti
tervezett 6sszehasonlitdsok eredményeinek 0sszefoglald tablazata. A feltiintetett P-értékek FDR-korrigaltak.

Tualélés Testtomeg

B SE  z-értek P I} SE  z-értek P

Kontroll vs.:

Csak glifozattal kezelt:
Alacsony koncentracio  -0,35 0,84  -0,41 0,68 0,06 1,03 0,06 0,96
Kozepes koncentracio -0,86 099 -0,87 0,49 -1,26 1,03 -1,22 0,31
Magas koncentracio -0,35 084 -041 0,68 -0,09 103 -0,09 0,96

Csak POEA-val kezelt:
Alacsony koncentraci6  -0,86 0,99  -0,87 0,49 -2,17 1,03 -2,09 0,06
Kozepes koncentracid 3,95 0,58 6,86 <0,001 -12,87 1,03 -12,47 <0,001
Magas koncentracio 8,99 1,52 5,91 <0,001 NA NA NA NA

Glifozat + POEA-val kezelt:
Alacsony koncentracio6  -0,86 0,99 -0,87 0,49 2,27 103 -2,19 0,06
Ko6zepes koncentracio 465 0,59 795 <0,001 -1143 1,06 -10,83 <0,001
Magas koncentracio 8,99 1,52 5,91 <0,001 NA NA NA NA
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4.4.4. Ertékelés

Eredményeink azt mutatjak, hogy a GC két vizsgalt komponense koziil a POEA az, amelyik
elsosorban felelds a gyomirtd karos hatdsaiért. Kisérletiinkben azoknal a kezelési
csoportoknal kaptunk szignifikans eredményeket, ahol a feliiletaktiv anyag jelen volt. A
tulélést erdei békanal csak a magas POEA-koncentracio, mig barna varangynal mar a kézepes
koncentracié is csokkentette, a testtomeget pedig mindkét fajnal mind a kozepes, mind a
magas koncentracio szignifikansan befolyasolta. Az ebihalak talélését vizsgalva azt talaltuk,
hogy a glifozat jelenléte mindkét fajnal kismértékben novelte a feliiletaktiv anyag toXicitasat,
a testtomeg esetében azonban nem volt megfigyelheté ez a hatdas. A ragadozo-
szemiokemikaliak jelenléte kisérletiinkben nem befolyasolta egyik komponens ebihalakra
kifejtett hatasat sem.

Viszonylag kevés olyan vizsgdlat van, ahol a glifozatalapi gyomirtok egyes
komponenseinek kétéltiiekre gyakorolt hatdsait tesztelték, rdadasul ezek egy részében vagy
csak a hatdéanyag, vagyis a glifozat (Mann és Bidwell 1999; Hedberg és Wallin 2010; Rissoli
et al. 2016), vagy csak a feliiletaktiv anyag (Perkins et al. 2000; Edginton et al. 2004a) hatasat
hasonlitottak a forgalomban 1évé szerekéhez, vagy kiilonbozo feliiletaktiv anyagokat
tartalmaz6 gyomirtokat hasonlitottak 6ssze egymassal (Fuentes et al. 2011; Lajmanovich et al.
2011; Edge et al. 2014). Howe és munkatarsai (2004) hat kiilonb6z6 glifozatalapt gyomirtd
(Roundup Original®, Roundup Transorb®, Roundup® Biactive, Touchdown®, Glyfos AU® és
Glyfos BIO®), valamint a glifozat (izopropil-amin s6 formaban) és a POEA hatésait
vizsgaltak R. clamitans ebihalakon. A legmagasabb mortalitast a feliiletaktiv anyag és a
POEA-t tartalmaz6 gyomirtok jelenlétében figyelték meg, mig a POEA-t nem tartalmazo
gyomirtok és csak a glifozat jelenlétében csak nagyon magas koncentracioknal (17,5 mg a.e./|
folott) tapasztaltak pusztulast. Moore és munkatarsai (2012) 6t észak-amerikai békafaj (R.
catesbeiana, R. clamitans, R. pipiens, Anaxyrus fowleri és Hyla chrysoscelis) ebihalait
kezelték egy glifozatalapn gyomirtoval (Roundup®) és annak két fé Osszetevbjével, a
glifozattal és a POEA-val, és megallapitottak, hogy gyakorlatilag 100%-ban a feliiletaktiv
anyag felelds a gyomirtd toxicitasaért (a glifozat és a POEA kozott nem taléltak interakcios
hatast). Lanctot ¢s munkatarsai (2014) R. sylvatica ebihalakat teszteltek két idépontban (25-6s
fejlettségi allapotban ¢és két héttel késobb) két glifozatalapi gyomirtoval (Roundup
WeatherMax® és Vision®), glifozattal és POEA-val, ezen kiviil pedig POEA-val az egész
kisérlet alatt. Hasonldan a két el6z0 vizsgalathoz, 6k is a feliiletaktiv anyagnal figyelték meg a
legnagyobb pusztulast kronikus kitettség mellett, mig az akut kezeléseknél egyik esetben sem

talaltak szignifikdns kiilonbséget a kontrollhoz képest (a glifozat és a POEA kozotti
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interakcids hatast nem vizsgaltak). Vizsgalatunk eredményei 6sszhangban vannak a korabbi
kisérletekben talaltakkal, miszerint a glifozatalapi gyomirtok toxikus hatasa jorészt a POEA
szamlajara irhatd. Kisérletiink azonban kimutatta, hogy a glifozat, ha kismértékben is, de
novelheti a POEA-hoz kothetd letalitast. A kisérletlink alapjan becstilt LCsp értékek POEA-ra
az erdei béka és a barna varangy ebihalak esetében 0,75 és 1,56 mg/l kozé estek, ami szintén
Osszhangban van a korabbi vizsgalatokkal (LCsp (96 o6ra) = 1,1 mg/l, Howe et al. 2004; LCs
(96 6ra) = 0,68-1,32 mg/l, Moore et al. 2012).

A talélésre gyakorolt hatas mellett a testtomeg esetében is csokkenést tapasztaltunk a
kozepes és magas POEA-koncentracioval kezelt csoportoknal mindkét altalunk vizsgalt faj
esetében. Ezt a testtomegre kifejtett negativ hatdst korabbi, POEA-t tartalmazo6 glifozatalapa
gyomirtok vizsgalatanal is megfigyelték (Relyea 2004a; Cauble és Wagner 2005; Miko et al.
2015). A feliiletaktiv anyagot kiilon is teszteld kisérletek koziil azonban csak egynél
vizsgaltak az allatok tomegét (Lanctot et al. 2014), ott fiatal (31-es fejlettségi allapoti)
ebihalaknal enyhe tomegnovekedést tapasztaltak, az iddsebb allatok tomege viszont mar nem
kiilonbozott szignifikdnsan a kontrollokétol. Mi nem taldlunk hasonld tomegnovekedést,
viszont mi az allatok tomegét rogton a négy napig tartd kezelések utan mértiik meg, Lanctot-
¢k azonban el6szor csak a masodik vegyszeres kezelés utan mértek testtomeget, a fiatal (25-6s
fejlettségi allapota) ebihalaknal nem. Igy elképzelhetd, hogy ugyan a fiatal allatok testtomegét
karosan befolyasolta a szer, azonban az életben maradt egyedek a kezelések megsziinésével
képesek voltak kompenzalni ezt a negativ hatast. Azt pedig, hogy az idésebb allatok kevésbé
érzékenyek a glifozatalapu gyomirtora (és igy feltételezhetéen a feliiletaktiv anyagra is) egy
masik kisérletiinkben sikeriilt igazolni (Mik¢ et al. 2017b).

Bar kordbbi vizsgéalatok kimutattak, hogy a glifozatalapi gyomirtok karos hatésait
biotikus és abiotikus faktorok egyarant befolyasolhatjak (Sparling 2003; Chen et al. 2004,
Edginton et al. 2004b; Wojtaszek et al. 2004; Jones et al. 2011; Mik¢ et al. 2015), a ragadozo
jelenlét okozta plusz stresszel kapcsolatos kisérletek eredményei nem egyértelmtiek (Relyea
2005b, 2012). Kisérletinkben a ragadozo-szemiokemikalidk nem befolyasoltak a
komponensek hatasat. Elképzelhetd, hogy a vizsgalat rovidsége miatt nem volt detektalhato a
ragadozOk hatdsa, mivel azok a korabbi kisérletek, ahol ilyen jellegli szignifikdns hatéast
mutattak ki, hosszabb ideig, legalabb 16 napig tartottak (Relyea és Mills 2001; Relyea 2003a,
2004b, 2005b). Ezt alatamasztjak azok a megfigyelések, melyek szerint a ragadozok altal
kibocsatott kémiai anyagok beadasa utan az ebihalak rogton reagalnak viselkedésiik
megvaltozatasaval (Relyea 2003b; Orizaola et al. 2012; Van Buskirk et al. 2014), mig a
morfologiai valaszok kialakulasa lassabb folyamat (Van Buskirk és Arioli 2002; Relyea
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2003b; Orizaola et al. 2012). Annak eldontéséhez, hogy ragadozok jelenléte milyen
mértékben és milyen koriilmények kozott befolyasolja a glifozatalapi gyomirtok hatasait
tovabbi vizsgalatok lesznek sziikségesek.

Vizsgalatunk 6sszességében megerdsiti a korabbi kisérletek eredményeit, melyek szerint
a POEA-tartalma gyomirtokban kétéltiilarvakra nézve a feliiletaktiv anyag a toxicitasért
felelos Osszetevo. A glifozatalapu gyomirtd-készitmények kozott a toxicitasbeli kiilonbségek
egy része valosziniileg a benniik 1évé POEA mennyiségétdl fligg, de elképzelhetd, hogy mas
feliiletaktivanyag-fajtak még karosabbak a kétéltiiekre nézve (Perkins et al. 2000; Howe et al.
2004; Fuentes et al. 2011; Lanctot et al. 2014). Sajnos a gyartok nem minden orszagban
kotelesek a termékek pontos Osszetételét feltiintetni, ami ndveli a gyomirtok hasznélataval
kapcsolatos bizonytalansagot és a potencialis kartétel mértékét. Emiatt tovabbi vizsgalatok
sziikkségesek a gyomirto-készitményekben hasznalt feliiletaktiv anyagok tipusanak és ezek
kornyezetre  gyakorolt  hatasainak  meghatarozasahoz.  Tovabba, a  peszticidek
engedélyezésekor a hatdanyag toxicitasanak vizsgalata mellett figyelembe kellene venni a

kiilonb6z6 herbicid-készitményekben 1évo segédanyagok toxicitasat is.
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4.5. Az ismételhetdség vizsgalata az okotoxikologiai kisérleteinkben

A koriilmények standardizalasanak sziikségessége az egyik klasszikus alapelv az empirikus
kutatasban. Altala olyan technikai és eljarasbeli standardokat hozunk létre és alkalmazunk,
melyek szigoruan szabalyozzak a kisérleti koriilményeket, sSok esetben még a vizsgalatban
felhasznalt allatokat is, minimalizaljak a varianciat és kontrollalnak a véletlen hatdsokra,
melyek elfedhetik az egyébként meglévé hatasokat. A standardizacio noéveli a vizsgalatok
pontossagat és precizitasat (Paylor 2009; Richter et al. 2009; van der Staay et al. 2010), segit
feltarni az ok-okozati Osszefiiggéseket (Bailoo et al. 2014), elésegiti a kiilonbozd kisérletek
eredményeinek Osszehasonlithatosagat (Beynen et al. 2001), és lehet6vé teszi a felhasznalt
egyedek szamanak csokkentését (Festing 2004a, 2004b; Howard et al. 2009). A toxikologiai
teszteknél kiilonosen fontos, hogy a kapott eredmények megismételhetéek legyenek. Azonban
felmeriil a kérdés, hogy az ilyen szigortan szabalyozott kisérletekbdl szarmazé eredmények
okologiailag mennyire relevansak (Calow és Forbes 2003; Eggen et al. 2004; Breitholtz et al.
2006). Ugyanis a szigoru standardizacié nagymértékben csokkentheti az eredmények
altalanosithatosagat, és igy eléfordulhat, hogy a levont kdvetkeztetések csak az adott kisérleti
koriilményekre vonatkozoan érvényesek (Calow 1992).

Vizsgalatunkban az egyetlen kisérlet alapjan becsiilt LCso értékek megbizhatosagat
teszteltiik erdei béka és barna varangy ebihalakndl GC esetében. Emellett arra is kivancsiak
voltunk, hogy a szitakotélarvaktol szarmazo szemiokemikaliak novelik-e a GC toxicitasat, és

hogy a kisérleti elrendezés modositasa befolyasolja-e az eredményeinket.

4.5.1. Modszerek
Vizsgalatunkat az erdei béka és a barna varangy ebihalain végeztiikk. Az erdei békan végzett
kisérlethez 2013-ban 20-20 petét gyiijtottiink 10 frissen lerakott erdei béka petecsomobol egy
Visegradi hegységben elhelyezkedd tobol (47° 42’ 48" E, 19° 02' 25" K tszfm: 314 m) és az
MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére széllitottuk Sket. Az allatokat a kisérlet
kezdetéig a 3.3. alfejezetnél leirtak szerint neveltiik. Két nappal azutan, hogy az ebihalak
elusztak (elérték a 25-0s fejlettségi allapotot Gosner szerint), a kiilonb6z6 csaladokbol
szarmazo allatokat 6sszekevertiik, €s elinditottuk a vizsgalatot.

A kisérletben 112 véletlenszerlien kivalasztott ebihalat neveltiink egyesével, 2 literes
dobozokban, melyekben 1,4 liter RSW volt, 16 °C-on, 12 : 12 6ras fény : s6tét ciklus mellett.
A vizsgalatban 0; 0,009; 0,03; 0,24; 1; 2 és 6,5 mg a.e./l-es, mértani sorozat szerint névekvo

glifozatkoncentraciot hasznaltunk. Vizet haromnaponta cseréltiink, megtartva az eredeti
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koncentraciokat. Az ebihalakat minden vizcsere utan el6f6zott, apritott spendttal etettiik ad
libitum mennyiségben. A kisérleti allatok felét ragadozo-szemiokemikalidknak is kitettiik.
Ehhez hat sebes acsa larvat hasznaltunk, melyeket egyesével, 3 literes dobozokban, 2 liter
RSW-ben tartottunk és kétnaponta 2-2 (0sszesen kb. 150 mg) naiv erdei béka ebihallal
etettiink. A kezeléshez naponta harom ragadozot tartalmazé dobozbdl szarmazd vizet ontottiik
0ssze, amibdl minden kezelést kapo kisérleti dobozba 13,5 ml-nyit ontottiink. A ragadozo-
szemiokemikaliat nem kap6 dobozokba azonos mennyiségii RSW-t adagoltunk. Minden
kezeléskombindciot nyolcszor ismételtiink, ami Osszesen 112 kisérleti egységet
eredményezett. Ot nappal a vizsgilat kezdete utan lezartuk a kisérletet, feljegyeztiik az
¢letben maradt egyedek szamat, a tuléloket pedig szabadon engedtiik a befogas helyén.

Egy héttel az els6 vizsgalat utan a kisérletet ijonnan gytijtott ebihalakkal megismételtiik.
Ehhez egy masik, magasabban fekvo, Visegradi hegységben elhelyezkedd tobol (47° 44" 20"
E, 19° 00’ 43" K; tszfm: 483 m) gyiijtottiink 10 frissen lerakott erdei béka petecsomobol,
csomonként 35 petét. A kisérleti koriilmények azonosak voltak az egy héttel kordbbival,
viszont itt csak 3 GC-koncentraciot hasznaltunk (0; 2 és 6,5 mg a.e./l glifozat; az els6 kisérlet
eredményei alapjan) a ragadozo6-szemiokemikaliaval kombinalva. Két nappal a kelés utan a
csaladokat osszekevertiik, és a kezeléseknek 40-40 ebihalat, 6sszesen 240 allatot tettiink ki. Itt
is Ot nap utan jegyeztiik fel a talélé ebihalak szamat, az életben maradt egyedeket pedig
szabadon engedtiik a gyljtés helyén.

A barna varangyokon végzett kisérlethez 2014-ben 10 frissen lerakott petezsinorbol,
zsinéronként 125 petét gyiijtottiink egy Piliscsabahoz kozeli tobol (47° 37" 25" E, 18° 48’ 27"
K; tszfm: 244 m) és az MTA ATK NOVI Juliannamajori Kisérleti Telepére szallitottuk dket.
Az allatokat a kisérlet kezdetéig itt is a 3.3. alfejezetben leirtak szerint neveltiik. Két nappal
azutan, hogy az ebihalak elérték a szabadon usz6 allapotot, a kiilonbozd csaladokbodl
szarmazo allatokat 0sszekevertiik, és a kisérleti dobozokba 14-14 véletlenszeriien kivalasztott,
egészségesnek tind ebihalat helyeztiink. Az allatokat 11 literes, 10 liter RSW-t tartalmaz6
dobozokban tartottuk 18 °C-on, 12 : 12 oras fény : sotét ciklus mellett. Az allatokat 0; 1; 2; 3;
4; 5; 6; 7 vagy 8 mg a.e./l-es glifozatkoncentracioknak tettiik ki, ami eltért az erdei békanal
hasznalttol. Ragadozokezelést is alkalmaztunk, amihez hat, egyesével, 3 literes dobozban
tartott sebes acsa larvat hasznaltunk. A ragadozokat 2-2 (Gsszesen kb. 100 mg) naiv barna
varangy ebihallal etettiik kétnaponta. A kezeléshez itt is naponta harom ragadozot tartalmazo
dobozbdl szarmazo vizet ontottiik Ossze, amibdl minden ragadozo-szemiokemikaliat kapod
kisérleti dobozba 20 ml-nyit ontdttiink, mig a ragadozd-szemiokemikaliat nem kapo ebihalak

ugyanennyi RSW-t kaptak. Minden kezeléskombinacidt négyszer ismételtiink, igy Gsszesen
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72 kisérleti egységiink volt (6sszesen 1008 ebihal: 14 x 9 x 2 x 4). A kisérlet alatt vizet nem
cseréltiink, a kisérlet kezdetén az allatokat el6f6zott, apritott spendttal, ad libitum
mennyiségben etettiik. Ot nappal a vizsgalat kezdete utan lezartuk a kisérletet, feljegyeztiik az
¢letben maradt egyedek szamat, a tuléloket pedig a befogas helyén szabadon engedtiik.

A kisérelt megismétléséhez 20-20 petét gyljtottiink 12 frissen lerakott barna varangy
petezsinorbol, egy Nagykovacsiban elhelyezkedd hiivosebb tobol (47° 34’ 35" E, 18° 52’ 06”
K; tszfm: 344 m). Az allatokat a kisérlet kezdetéig az el6z0 kisérlettel azonos modon
tartottuk. Két nappal a 25-0s fejlettségi allapot elérése utan minden csaladbol véletlenszertien
kivalasztottunk 12 ebihalat, és egyesével helyeztiik el 6ket 1,2 literes dobozokban, melyekben
700 ml RSW volt, igy Osszesen 144 kisérleti egységiink volt. A homérséklet és a vilagitas
megegyezett az el6z6 kisérletnél alkalmazottal. Az allatokat 0; 2 vagy 4 mg a.e./l-es
glifozatkoncentracionak tettiik ki, és mivel az egy héttel kordbbi kisérletben nem taldltunk
szignifikans hatast a ragadozdkezelés tekintetében, igy azt kihagytuk ebbdl a vizsgélatbol. Az
ebihalakon hadrom nap utan vizet cseréltiink, visszaallitva az eredeti GC koncentraciokat, ¢s
eléfézott, apritott spenottal megetettiik Sket ad libitum mennyiségben. Ot nappal a vizsgalat
kezdete utan lezartuk a kisérletet, megszdmoltuk az életben maradt egyedeket, a tuléloket
pedig a gytijtési helyen szabadon engedtiik.

Mivel az els6 erdei békas kisérletben vett vizmintabdl visszamért glifozatkoncentracid
nem kiilonbozott jelentdsen a névleges koncentraciotol (a tényleges koncentracio 1,73 mg
a.e./l volt), tovabba, mivel minden kisérletben azonos moédon mértiik ki és adagoltuk be az
allatoknak a GC-t, feltételeztiik, hogy a GC kezelések soran a koncentraciok igen hasonloak

voltak egymashoz.

4.5.2. Statisztikai elemzés

Az LCsp értékek meghatarozasdhoz GZLM-et hasznéltunk, binomidlis eloszlassal és probit
link fiiggvénnyel. Mivel két esetben az adatok majdnem teljes szeparaciot mutattak, Bayes-
féle altalanositott linearis modelleket alkalmaztunk. A P értékek meghatarozasahoz a ‘car’
csomag ‘Anova’ funkciojat, az LCso értékekhez kiszamitasahoz a ‘MASS’ csomag ‘dose.p’
funkciojat hasznaltuk. A 95%-0s konfidenciaintervallumokat az eléz6, 7. fejezetben leirt
kisérletben is hasznalt képlettel szamoltuk ki. Az analizisekhez az R programcsomag (verzio:

3.0.2) ‘arm’ csomagjainak ‘glm’ és ‘bayesglm’ funkcioit hasznaltuk.

66



4.5.3. Eredmények

Az erdei béka esetében az elsd kisérletben szinte az Osszes ebihal életben maradt: a 112
egyedbdl csupan 7 allat pusztult el a kisérlet végére: egy ebihal a 0,009 mg a.c./l-es
(ragadozoOkezelés nélkiili), és hat ebihal a 6,5 mg a.e./l-es glifozatkoncentracion, utobbiak
koziil négy esetben volt ragadozokezelés, két esetben pedig nem. Az alacsony halalozas miatt
adatainkra nem tudtunk gorbét illeszteni. Mivel azonban a masodik kisérletben alkalmazott
koncentraciokat ennek a vizsgalatnak az eredményei alapjan szerettiik volna kivalasztani, az
abban hasznalt koncentraciokat az abrazolt halalozasi adatok alapjan becsiiltiik (kb. 6,5 mg
a.e./l a ragadozo kezelés nélkiili, és kb. 7.4 mg a.c./l a ragadozé kezeléses csoportban; 4.5.1.
abra). A masodik kisérletben a 6,5 mg a.e./l-es glifozatkoncentracion az ebihalak 99%-a
elpusztult az els6 harom nap soran. A becsiilt LCsg értékek ebben az esetben 4,00 £ 0,11 (95%
Cl: 3,26; 4,92) mg a.e./l ragadoz6-szemiokemikalia kezelés nélkiil, és 3,54 + 0,11 (95% CI:
2,86; 4,39) mg a.e./l ragadozd-szemiokemikalia kezeléssel (4.5.1. abra). Mivel a ragadozo
jelenléte egyik kisérletben sem befolyasolta szignifikansan az ebihalak tulélését (elso kisérlet:
GZLM; xz = 1,08; P = 0,3; masodik kisérlet: Bayes-féle GZLM; xz =094; P=033), a
masodik tesztre Osszevont LCsg értéket is szamoltunk (3,96 + 0,1 mg a.e./l; 95% CI. 3,24;
4,83).
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4.5.1. abra. Az életben maradt (fehér) és az elpusztult (fekete) erdei béka ebihalak szdma az elsé és masodik kisérletben,
ragadozo-szemiokemikalia jelenlétében, illetve hidnyaban. A két kisérlet kozott egy hét telt el. A masodik kisérletben
alkalmazott GC-koncentraciok az els6 teszt eredményei alapjan lettek kivalasztva.
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A barna varangy esetében az elsé kisérletben az Osszes ebihal elpusztult 5 mg a.e.
glifozat/l-es koncentracié folott a ragadozokezelés nélkiili, és 8 mg a.e./l-es koncentracion a
ragadozo6-szemiokemikaliaval kezelt csoportokban. Az 1 és 2 mg ae. glifozat/l-es
ragadozokezelés nélkiili csoportoknal egyaltalan nem volt pusztulds. A becsiilt LCso érték
ragadozo-szemiokemikalia hianyaban 4,25 + 0,03 (95% CI: 4,03; 4,48) mg a.e./l volt, mig
ragadozo-szemiokemikalia jelenlétében 4,46 + 0,03 (95% CI: 4,24; 4,69) mg a.e./l-nek
adodott (4.5.2. abra). A ragadozo jelenléte itt sem befolyasolta szignifikansan a talélést
(GZLM; xz =1,72; P =0,19); az dsszesitett LCsg érték 4,36 + 0,02 (95% CI: 4,19; 4,52) mg
a.e./l volt. A masodik kisérletben, ahol az allatok nem kaptak ragadozokezelést, a gyomirtora

szamolt LCs érték 4,41 £ 0,07 (95% CI: 3,84; 5,07) mg a.e./l volt (4.5.2. &bra).
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4.5.2. abra. Az életben maradt (fehér) és az elpusztult (fekete) barna varangy ebihalak szama az els6 és masodik kisérletben,
ragadozo-szemiokemikalia jelenlétében, illetve hidanyaban. A két kisérlet kozott egy hét telt el. A masodik tesztben nem
hasznaltunk ragadozokezelést, a jobb also &brarész ezért maradt liresen. A masodik kisérletben alkalmazott GC-
koncentraciok az elsé teszt eredményei alapjan lettek kivalasztva.

4.5.4. Ertékelés

Eredményeink szerint az erdei béka és a barna varangy ebihalak esetében a becsiilt LCs
értékek a GC vonatkozasaban 3,54 és 4,46 mg a.e./l kozotti értékeknek adodtak. Ez azt jelenti,
hogy a gyomirtd kdzepesen toxikus az altalunk vizsgalt fajokra (az LCsp értékek 1 és 10 mg
a.l./1 kozé esnek, ami megfelel 0,75 és 7,5 mg a.e./I-nek; Giesy et al. 2000; Relyea 2011). Ez
Osszhangban van a kordbbi vizsgalatokkal, melyekben a glifozatalapti, POEA-t tartalmazo

gyomirtok kozepesen, vagy erdsen toxikusnak bizonyultak kétéltliekre nézve (pl. LCsy (48
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6ra) = 2,93-11,63 mg a.e./l, Mann és Bidwell 1999; LCsy (48 o6ra) = 1,31 mg a.ell,
Lajmanovich et al. 2003; LCsy (16 nap) = 0,41-1,89 mg a.e./l, Relyea 2005b). Ezek a
vizsgalatok azonban eltértek egymastol a vizsgalt faj, a kezeléshossz, vagy az alkalmazott
gyomirtd-Osszetétel  tekintetében, melyek mind hozzdjarulhattak a  kisérletekben
megmutatkoz6 kiilonbségekhez. De az eltérd kisérleti kdrnyezetek és véletlen hatasok szintén
fontos szerepet jatszhattak a kiilonbségek kialakulasaban (Mann és Bidwell 1999; Howe et al.
2004; Moore et al. 2012; Edge et al. 2014; Mik¢ et al. 2015).

A gyomirtok toxicitasat szamos biotikus ¢és abiotikus faktor befolyasolhatja (Sparling
2003). Példaul, a glifozatalapu gyomirtok letalitasat fokozhatja a magas pH (Chen et al. 2004;
Edginton et al. 2004b; Wojtaszek et al. 2004), vagy az egyedek kozotti versengés intenzitasa
(Jones et al. 2011), de az alkalmazott kisérleti kornyezet egyéb tulajdonsagai is
nagymértékben befolydsolhatjak azt (Miko et al. 2015). A predacios veszély okozta stressz
szintén hatassal lehet a szennyezd anyagok toxicitdsdra, azonban a kevés rendelkezésre allo
vizsgalat ellentmondasos eredményekre jutott e tekintetben. Laboratoriumi koriilmények
kozott Relyea (2005b) megnovekedett pusztulast tapasztalt glifozatalap gyomirtd
(Roundup®) esetén, ha az egyedek ragadozod-szemiokemikaliat is kaptak, mig szabadfoldi
mezokozmosz koriilmények kozott a ragadozok jelenléte csokkentette a gyomirtd (Roundup
Original® MAX) ebihalakra kifejtett letalis hatasat (Relyea 2012). Ezzel szemben a
ragadozojelenléttel kapcsolatban mi nem talaltunk szignifikdns, a gyomirtd toxicitasat
befolyasold hatast sem ebben, sem korabbi vizsgalatainkban (Miko et al. 2015, 2017¢). Azt,
hogy a predacios veszély nem befolyasolta az ebihalak gyomirtd érzékenységét, elméletileg
okozhatta az alkalmazott ragadozd-szemiokemikalia tilsagosan Kicsi toménysége. Azonban
hasonld koncentracidban a ragadozo-szemiokemikalia mar képes ragadozoelkeriild reakciot
kivaltani (jelen vizsgalat: 10,63 és 10,5 mg ebihal/l/hét; Relyea 2012: 7,36 mg ebihal/l/hét),
vagyis kisérletiinkben az ebihalak nagy valoszintiséggel érzékelték a ragadozok jelenlétét.
Ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak meghatarozasahoz, hogy a ragadozojelenlét
mikor képes felersiteni, vagy gyengiteni a gyomirtd toxicitasat.

Vizsgalatunk alatdmasztja a feltételezést, miszerint a peszticidtoleranciaban megjelend
kiilonbségek egy faj kiilonb6zd populacioinal is eléfordulhatnak (Brausch és Smith 2009;
Coors et al. 2009). Elképzelhetd, hogy az erdei békanal altalunk megfigyelt két kisérlet
kozotti kiilonbséget is a populaciok gyomirtd érzékenységének eltérése okozta (lasd Semlitsch
et al. 2000; Cothran et al. 2013; Hua et al. 2015). Mivel a populaciok kozotti érzékenységbeli

kiilonbségek figyelembevétele alapvetd fontossagi lenne a kétéltieken végzett
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okotoxikologiai vizsgalatok értelmezésben és tervezésében, tovabbi alapos vizsgalatok
sziikségesek, hogy megbecsiilhessiik ezeknek az eltéréseknek a mértékét.

Vizsgalatunkban a barna varangy esetében a becsiilt LCsp értékek robosztusnak tiintek,
mivel a két kisérlet nagyjabol azonos eredményt hozott, a kisérleti koriilmények jelentds
kiilonbsége ellenére is. Bar csak egyszer ismételtiik meg a kisérletet, a kapott eredmények
megerdsitik a feltételezésilinket, hogy ennél a fajnal az altalunk becsiilt toxicitasi értékek
megbizhatoak. Erdei békanal azonban a kapott eredmények kiilonboztek a két kisérlet kozott,
annak ellenére, hogy a kisérleti koriilmények szinte azonosak voltak. Ezért, ebben az esetben
a standardizaci6 nem szlntette meg az eredmények koOzotti varianciat, €s ez az eltérés
figyelmeztet a becsiilt LCsg értékek bizonytalansagara.

A masik fontos kovetkeztetés, ami jelen vizsgalat alapjan levonhato, az az, hogy csak
megismételt vizsgalatbol lehet megbizhatéan kovetkeztetni a toxicitasra és barmilyen mas
kisérletesen vizsgalt jelenségre vonatkozoan. A minél jobb ismételhetdség az egyik legfébb
kritériuma a toxikoldgiai teszteknek (Staveley és Wentsel 2016). Azonban az 6kotoxikologiai
cikkek tobbsége altalaban csak egy kisérlet eredményeit mutatja be. A kutatok nemcsak sajat
kisérleteiket nem ismétlik meg az eredmények robusztussaganak tesztelése céljabol, mas
kutatok is ritkan ismétlik meg a mar kozolt vizsgalatokat (Harris és Sumpter 2015; Staveley
¢s Wentsel 2016). Ennek oka egyrészt, hogy sokszor nehéz egy masik kutatocsoport altal
végzett kisérletet megismételni a publikalt adatok alapjan (Harris et al. 2014). Tovabba az is
jol ismert jelenség, hogy a mar megjelent vizsgalatokat megismétld kisérleteket kisebb
valosziniiséggel kozlik le a tudomanyos folyoiratok, mint az ,,0j” eredményeket tartalmazo
cikkeket (Staveley és Wentsel 2016). Ez egy bonyolult kérdéskor, melyre néhany kutatod
megkisérelt megoldast taldlni (Klimisch et al. 1997; Agerstrand et al. 2014; Harris et al.
2014), a mi vizsgalatunkbol sajnos nem vonhatdo le semmiféle kovetkeztetés erre
vonatkozoan. Azonban a kiséretek megismétlését nem lenne szabad értelmetlen és a korabbi
vizsgalatok eredetietlen masolasanak tekinteni, hanem a tudomanyos munka nélkiilozhetetlen
részeként kellene értékelni és ennek megfelelen is kellene azt fogadni és tamogatni (Open

Science Collaboration 2015).
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4.6. Glifozatalapu gyomirto és ragadozok egyiittes hatdsa laboratoriumban és szabadfoldi

mezokozmoszokban

A laboratoriumi koriilmények kozott végzett toxikologiai tesztek elonyei kozé tartozik a
hatékonysag, a nagyfoku precizitas, és hogy képesek kontrollalni a potencialisan zavard
valtozokra (Versteeg et al. 1999; Chalcraft et al. 2005). Azonban a laboratoriumi tesztek alul-
vagy talbecsiilhetik a xenobiotikumok kétéltiickre kifejtett hatasait (Boone és Bridges 2003a;
Thompson et al. 2004; Egea-Serrano et al. 2012).

Az egyik modja, hogy teszteljilk, hogy a laboratdriumi tesztek okologiailag relevans
eredményeket hoznak-e, ha 0Osszehasonlitjuk a peszticidek hatasait kiilonb6z6 kisérleti
kornyezetek kozott (Skelly 2002). Meglepé méodon kevés ilyen vizsgalat sziiletett, és azok is
foleg a tulélésre koncentralnak (Bernal et al. 2009a, 2009b; Johnson et al. 2013, de lasd
Saura-Mas et al. 2002; Edge et al. 2013; Lanctot et al. 2014). Ezért az altalunk végzett
kisérletben célunk a kétéltiieken végzett Okotoxikoldgiai teszteknél alkalmazott vizsgalati
kornyezetek eredményeket befolyasold hatasainak vizsgalata volt. Kisérletiinkben erdei béka
ebihalak tulélését, viselkedését, testalakjat és atalakulaskori testtomegét hasonlitottuk Gssze
standard laboratoriumi és szabadfoldi mezokozmosz koriilmények kozott GC és ragadozo-

szemiokemikalia jelenlétében, illetve hianyaban.

4.6.1. Modszerek

A kisérlethez 30 sebes acsa larvat gyiijtottiink be két tobol (47° 38’ 41" E, 18° 36’ 42" K,
valamint 47° 44’ 22" E, 19° 00’ 42" K) és tiz frissen lerakott erdei béka petecsomot egy
harmadikbol (47° 44’ 20" E, 19° 00’ 43” K). A kisérlet kezdetéig az allatokat a 3.3.
alfejezetben leirtak szerint tartottuk. A vizsgalat kezdetén az erdei béka csaladokat
osszekevertiik, a kisérleti egységekbe ezt kovetden valasztottuk ki véletlenszerlien az
egeészseégesnek tiind ebihalakat.

A laboratoriumi kisérletben az allatokat egyesével, 2 literes dobozokban neveltiik, 1,4
liter RSW-ben, 16°C-on, 12 : 12 éras fény : sotét ciklus mellett. Hogy megkapjuk a kivant 0;
2 és 6,5 mg a.e./l-es glifozatkoncentraciokat, 0; 1,11 vagy 3,61 ml-nyi GC-t adtunk 200 liter
RSW-hez, és ezzel cseréltiik le az allatok vizét. A dobozokon haromnaponta cseréltiink vizet,
megtartva a kiinduldsi GC-koncentraciokat. Vizcsere utdn az ebihalakat el6fzott, apritott
spenottal etettiik, ad libitum mennyiségben. Minden kezelést 40 egyeddel ismételtiik, igy
Osszesen 240 kisérleti egységiink volt. A ragadozokezeléshez hasznalt 6 ragadozot egyesével,

3 literes dobozokban (2 liter RSW) tartottuk és kétnaponta 2-2 (6sszesen kb. 150 mg) naiv

71



erdei béka ebihallal etettiik. A kezeléshez egyszerre harom ragadozét tartalmazd dobozbol
szarmazo vizet hasznaltunk, amit 0sszedntottiik, és abbol minden kezelést kapo kisérleti
dobozba 13,5 ml-nyit ontdttiink. A beadott mennyiséget Gigy szamoltuk ki, hogy nagyjabol
megegyezzen a szabadfoldi mezokozmoszokban 1év0  ragadozd-szemiokemikalia
mennyiségével (6,9 mg ragadozo-szemiokemikalia/hét/l  tartoviz). A  ragadozo-
szemiokemikaliat nem kap¢ allatok azonos mennyiségii RSW-t kaptak.

A szabadfoldi mezokozmosz kisérlethez a ladakat a 3.4.2. alfejezetben leirtak szerint
allitottuk fel randomizalt blokk elrendezésben. Az éllatokat 16-osaval tartottuk. A hatféle
kezelést (2 ragadozdé x 3 GC) nyolcszor ismételtilk, ami Osszesen 48 kisérleti egységet
eredményezett. Hogy elérjiik a laboratoriumival megegyezd glifozatkoncentraciokat, a GC-
b6l 0; 0,361 és 1,174 ml-t Ontdttiink a ladakba egy nappal a kisérlet kezdete el6tt. Hogy a
természetes bomlas ellenére a kisérlet végéig fenntartsuk ezeket a koncentracidkat, a 28.
napon a GC-vel kezelt dobozokba bedntéttiik a kiindulaskor hozzdadott GC mennyiség felét.
A mezokozmoszokban a ragadozok az ebihalakkal azonos viztérben helyezkedtek el, a
ragadozokezelés részletes leirasat a 3.4.2. alfejezet tartalmazza.

Mikor az ebihalak elérték a 36-os fejlodési allapotot (kint a kisérlet kezdetétél szamitott
21. napon; a laboratériumban a kontrollcsoportnal a 39., a gyomirtdval kezelt csoportoknal az
53. napon), egy napon keresztiil, dsszesen nyolc alkalommal (6ranként) megfigyeltik a
viselkedésiiket. Feljegyeztikk az aktiv ebihalak szamat és az allatok vizoszlopon beliili
fiiggbleges elhelyezkedését a szabadfoldi mezokozmoszokban és a laboratoriumban. Kint
felirtuk a lathato ebihalak szdmat is, mivel itt az ebihalak el tudtak rejtdzni a levelek ala. Egy
nappal a viselkedésvizsgalat utan haloval kifogtuk az ebihalakat a 1adakbol, 0,05 m/m% MS-
222-vel (trikain metanszulfonat, Sigma-Aldrich) elaltattuk Oket, megmértik a tomegiiket,
majd egyesével lefotoztuk Oket késObbi morfologiai mérések céljabol. Miutan az ebihalak
felébredtek az altatasbol, visszahelyeztilk Oket az eredeti dobozaikba. A morfologiai
méréseket (farokhossz, farokmagassag, farokizomszélesség, testhossz, testmagassag ¢&s
testszélesség; 4.6.1. abra) az ImageJ (National Institutes of Health, USA) nevii program

segitségével végeztiik el.

72



4.6.1. abra. Az ebihalakon mért testalakvaltozok: farokhossz (a), farokmagassag (b), farokizomszélesség (c), testhossz (d),
testmagassag (e), testszélesség (f).

Mikor az ebihalak megkdozelitették az atalakulas kezdetét, naponta ellendriztiik a kisérleti
dobozokat kint és bent. Ha egy egyed elérte a 42-es fejlettségi allapotot (mellsé labak
elébujasa), feljegyeztiik az atalakulasig eltelt idot, megmértiik a tomegét, majd atraktuk egy
1,2 literes, atlyuggatott tetdvel lezart dobozba (a mezokozmoszokban nevelkedetteket is
egyesével), melyekben 100 ml RSW volt. Hogy megakadéalyozzuk, hogy a kisbékak a vizbe
fuljanak, a dobozokat kissé megdontottiik. Az atalakulds befejeztével az allatokat a gytijtési
helyen szabadon engedtiik.

Mivel korabbi vizsgalatok szerint a glifozatalapti gyomirtok a horétegzddés mentén
rétegzodhetnek a vizben (Sudo et al. 2004; Ma et al. 2008), valamint a pH is jelentdsen
befolyasolhatja a hatasat (Edginton et al. 2004b), ezt a két tényez6t is vizsgaltuk. A
dobozokban a viz pH-jat két alkalommal (15. és 30. nap), kint hat ragadozd nélkiili
mezokozmoszban, harom mélységben (kb. 5, 15 és 20 cm), a laboratériumban nyolc
ragadozokezelést nem kapo dobozban, két mélységben mértiik Mettler Toledo MX300 X-

mate™™

segitségével. A GC rétegzodésének vizsgalatdhoz vizmintdkat vettiink az elobb
emlitett dobozokbol ¢és mélységekbdl. A laboratoriumban a magasabb koncentraciot
tartalmazo dobozokbdl nem tudtunk mintat venni, mert a halalozas itt 100%-os volt és a
mintavétel idépontjaban az allatok mar nem éltek. Az azonos alkalommal, azonos kezelésbdl
¢s mélységbdl szarmazo mintakat Gsszedntottiik, és az igy keletkez6 16 db 1 literes mintat
elemzésig milanyag flakonokban, sotétben, 2 °C-on tartottuk, hogy meggatoljuk a bomlast

(Tomlin 2006). A mintékat hat héttel késébb elemezték a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
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Hivatal, Novény-, Talaj- és  Agrarkornyezet-védelmi  Igazgatosaganak  miskolci
Novényvéddszermaradék-analitikai  laboratoriumdban, folyadékkromatografiaval kapcsolt

tomegspektrometria (liquid chromatography-mass spectrometry; LC-MS) segitségével.

4.6.2. Statisztikai elemzés

A laboratériumban a 6,5 mg a.e./l-es glifozatkoncentracion az sszes ebihal elpusztult még a
viselkedésvizsgalat eldtt. Emiatt ezekrol a kezelési csoportokrol csak talélési adatokat tudtunk
gylijteni, az atalakulaskori testtomeget, a fejlodési sebességet, a testalakot és az ebihalak
viselkedését csak a 0 és 2 mg a.c./l-es glifozatkoncentracioval kezelt allatoknal tudtuk
elemezni. Ezen kiviil az elemzésbol ki kellett zarnunk két mezokozmoszt, mivel az etetésre
hasznalt ebihalak beszdoktek a kisérleti ebihalak kozé.

A talélési adatok binomialis eloszlast mutattak a laboratoriumban (az egyesével tartott
ebihalak elpusztultak vagy éltek), és kvazi-folytonos eloszlastiak voltak a mezokozmoszokban
(az értékek 0 és 16 kozott valtoztak). Kovetkezésképp, hogy 0ssze tudjuk hasonlitani a talélési
adatokat a két vizsgalati kornyezetben, azonos eloszlasuva kellett tenniink ezeket. Emiatt a
laboratériumbdl szarmaz6 adatokat Osszevontuk un. pszeudo-blokkokba, ezutian pedig
kozelitd tulélési aranyokat szdmoltunk mind a kinti, mind a benti adatokbol. A pszeudo-
blokkok 6t-6t szomszédos blokkbol alltak, ahol kzel azonosak voltak a kdrnyezeti viszonyok
és a mikroklima. Az elemzéshez GZLMM-et hasznaltunk, Poisson eloszlassal. Azért nem
binomidlis eloszlast alkalmazunk, mert igy a modellilleszkedés jobbnak bizonyult. A
modellben a talélés volt a fiiggd valtozo, a GC kezelés (0; 2 vagy 6,5 mg a.e./l glifozat), a
ragadozokezelés (nincs vs. szitakdtélarva) és a vizsgalati kornyezet (labor vs. mezokozmosz),
valamint ezek interakcioi a fliggetlen valtozok. A random faktor a laboratoriumi adatok
esetében a pszeudo-blokk, a mezokozmoszokbdl szarmazd adatoknal pedig a blokk volt. A
kezelések hatasainak becslése likelihood ratio teszteken alapul.

Az atalakulaskori testtomeg elemzéséhez LMM-et hasznéltunk, ahol a 42-es fejlédési
allapotban mért testtomeg volt a fiiggd valtozo, a GC kezelés (0 vagy 2 mg a.e./l glifozat), a
ragadozokezelés és a vizsgalati kornyezet a fliggetlen valtozok, a blokkba vagy pszeudo-
blokkba agyazott dobozazonositok pedig a random faktor. Az atalakulasig eltelt idd
elemzéséhez szintén hasonld pszeudo-blokkokat hoztunk létre a laboratériumi adatokbol:
kiszamoltuk az atalakulasig eltelt napok szamanak medianjat minden kezeléskombinaciora a
pszeudo-blokkokon beliil, és ezeket hasonlitottuk Ossze kezelések kozott, valamint a

mezokozmoszokbol szarmaz6 medidnokkal. Itt is LMM-et hasznaltunk, ahol az 4talakulasig
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eltelt napok szamanak medianja volt a fliggd valtozo, a GC kezelés, a ragadozokezelés és a
vizsgalati kornyezet a fliggetlen valtozok, és a blokk a random faktor.

A testalakvaltozok elemezésénél elGszor linearis regresszid-analizist végeztink a
testalakvaltozokon és a négyzetgyok-transzformalt testtomeg adatokon. Az igy kapott
modellrezidualisok dobozonkénti atlagat (a laboratoériumban az egy pszeudo-blokkban 1év6,
azonos kezeléshez tartoz6 allatok adatainak rezidudlisait atlagoltuk) tobbvaltozos altalanos
linearis modellel (multivariate general linear models, MGLM) elemeztiik, ahol a GC kezelés,
a ragadozdkezelés, a vizsgalati kornyezet €s a blokk voltak a fliggetlen valtozok. 29
rendellenesen fejlodott allatot kizartunk az elemzésbdl (9 egyedet a kontrollkezelésbol; 17
egyedet a nincs ragadozo + 2 mg glifozat kezelésbdl; 1 egyedet a ragadoz6 + nincs glifozat
kezelésbol; 2 egyedet a ragadozo + 2 mg glifozat kezelésbdl), mivel nem minden valtozot
tudtunk lemérni a roluk késziilt fotokon, és az elemzés célja az egészségesnek tiing ebihalak
kozti esetleges kiilonbségek kimutatasa volt.

A viselkedés elemzéséhez minden kisérleti egységnél atlagoltuk a nyolc megfigyelésbol
szarmaz6 adatokat, ¢és a modellrezidualisok normalitasanak novelése érdekében log-
transzformaltuk oket. Ebben az esetben is MGLM-et hasznaltunk, ahol az ebihalak aktivitasa
¢és a fluiggbleges elhelyezkedés voltak a fiiggd valtozok, a GC kezelés, a ragadozokezelés, a
vizsgalati kornyezet €s a blokk pedig a fiiggetlen valtozok.

A kettés interakciokat is tartalmazo kezdeti modellen backward stepwise
modellegyszerisitést hajtottunk végre. A kivett valtozokra vonatkozo statisztikakat ebben az
esetben is a végsé modellbe valo egyenkénti visszahelyezéssel kaptuk meg. A tulélés
elemzéséhez az R program (verzid: 2.15.2) ‘lme4’ csomagjanak ‘lmer’ funkcidjat hasznaltuk.

Minden mas elemzéshez az IBM SPSS Statistics 20.0.3-as statisztikai programot hasznaltuk.

4.6.3. Eredmények

Az ebihalak tulélését szignifikansan befolyasolta mind a GC kezelés, mind a vizsgalati
kérnyezet (GZLMM; GC: y* = 64,84; P < 0,001; kdrnyezet: y* = 36,71; P < 0,001), valamint
a kettd kozotti interakcid is (Xz = 251,5; P < 0,001). A GC jelenléte nagymértékben
csOkkentette az ebihalak talélését a laboratoériumban, azonban a Kinti mezokozmoszokban
szinte elhanyagolhat6 volt ez a hatds (laboratorium: XZ = 214,61; P < 0,001; szabadfoldi
mezokozmosz: XZ = 0,18; P = 0,91; a két kisérleti kdrnyezetbdl szarmazo adatokon végzett
kiilonalld elemzések alapjan; 4.6.2. abra). A ragadozoé jelenléte nem volt hatassal a tulélésre

sem dnmagaban (y° < 0,001; P = 0,98), sem pedig a GC-vel vagy a kérnyezettel interakcioban
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(ragadozé x GC: % = 0,77; P = 0,86; ragadozo x kornyezet: y° = 0,12; P = 0,94; 4.6.1.

tablazat).
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4.6.2. abra. Az ebihalak tulélése a laboratoriumban és a szabadfoldi mezokozmoszokban 0 (o), 2 (e) és 6,5 mg a.c./l-es (M)
glifozatkoncentracion (az abran atlagok és a hozzajuk tartozoé standard hibak szerepelnek).

Az atalakulaskori testtomeg nagyobb volt a laboratériumban, mint a szabadfoldi
mezokozmoszokban (LMM; Fi.1685 = 939,84; P < 0,001; 4.6.3. abra). A GC kezelés hatasa
onmagaban nem volt szignifikans (F1.1685 = 0,66; P = 0,42), de a vizsgalati kornyezettel
interakcioban befolyasolta a testtomeget (Fi.168 = 156,37; P < 0,001). A GC-nek Kkitett
ebihalak tomege a laboratériumban 15,23%-kal csokkent, mig a szabadfoldi
mezokozmoszokban 28,12%-kal nétt (4.6.3. abra). A testtomeg 2,68%-kal nagyobb volt
ragadozok jelenlétében (Fies57 = 9,52; P = 0,003), azonban a ragadozokezelést tartalmazéd
interakciok nem voltak szignifikdnsak (ragadozé x kornyezet: Fi141 = 0,002; P = 0,97,

ragadozé x GC: Fi.g22 = 1,85; P = 0,18; 4.6.1. tablézat).
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4.6.3. abra. Az egyedek atalakulaskori testtomege a laboratériumban és a szabadfoldi mezokozmoszokban 0 (o) és 2 mg
a.e./l-es (@) glifozatkoncentracion (az abran atlagok és a hozzajuk tartozé standard hibék szerepelnek).

Az atalakulasig eltelt id6 hosszabb volt a laboratoriumban, mint a szabadfoldi
mezokozmoszokban, ¢s a GC jelenléte 6nmagaban is szignifikansan befolyasolta a fejlédés
hosszat (kornyezet: Fi.141 = 178,2; P < 0,001; GC: Fy.444 = 107,9; P < 0,001; 4.6.4. abra).
Emellett a vizsgalati kornyezet és a GC kezelések kozti interakcio is szignifikans volt: a GC-
nek Kkitett ebihalak 7,26%-kal hamarabb érték el a 42-es fejlettségi allapotot a
mezokozmoszokban a kontrollhoz képest, a laboratoriumban viszont a fejlodésiik 30,82%-kal
lassabb volt (F1.444 = 224; P < 0,001). A ragadozo jelenléte 3%-kal csokkentette a fejlédési
id6 hosszat (F1.44, = 6,88; P = 0,012), ugyanakkor a ragadozokezeléseket tartalmazo
interakcidk itt sem voltak szignifikansak (ragadozo x kdrnyezet: Fi43, = 2,76; P = 0,104,

ragadozd x GC: Fy.435=1,62; P =0,21; 4.6.1. tablazat).
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4.6.4. abra. Az atalakulasig eltelt id6 a laboratoriumban és a szabadfoldi mezokozmoszokban 0 (o) és 2 mg a.e./l-es (®)
glifozatkoncentracion (az abran atlagok és a hozzajuk tartozo standard hibak szerepelnek).

Az ebihalak testalakjat szignifikdnsan befolyasolta a GC kezelés (MGLM; GC: Wilk’s A
=0,64; Fe53 = 4,91; P <0,001) és a vizsgalati kornyezet (Wilk’s A = 0,03, Fg.53 = 257,66; P <
0,001), valamint e két valtozo kozotti interakcio (Wilk’s A = 0,21; Fg.53 = 33,93; P < 0,001;
4.6.5. abra). A ragadozoé jelenléte szintén hatassal volt az ebihalak testalakjara (Wilk’s A =
0,12; Fg53 = 64,75; P < 0,001), de ez a hatas kiilonbozott a vizsgalati kornyezetek kozott
(ragadozo x kornyezet: Wilk’s A = 0,76; Fg.53 = 2,84; P = 0,018). A GC és a ragadozo jelenlét
kozotti interakcid nem volt szignifikans (Wilk’s A = 0,94; Fgs2 = 0,55; P = 0,77; 4.6.1.
tablazat), és a testalak nem kiilonb6zott szignifikdnsan a blokkok kozott (Wilk’s A = 0,17;

Fsa:2038= 1; P =0,48). (Az egyvaltozos elemzések eredményeit lasd a Fliggelékben)
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4.6.5. abra. Az ebihalak farokhossza a laboratoriumban és a szabadfoldi mezokozmoszokban 0 (o) és 2 mg a.c./l-es (e)
glifozatkoncentracion. Az abran a testtomegre korrigalt farokhossz latszik (az abran atlagok és a hozzajuk tartozo standard
hibak szerepelnek).

Az ebihalak viselkedése fliggott a vizsgalati kornyezettdl és a ragadozokezeléstol,
azonban a GC 6nmagaban nem befolyasolta szignifikansan az allatokat (kdrnyezet: Wilk’s A
= 0,23; Foue = 77,74; P < 0,001; ragadozo: Wilk’s A = 0,69; Fz.46 = 10,17; P < 0,001; GC:
Wilk’s L = 0,92; F,.46 = 2,15; P = 0,13). A vizsgalati kornyezet és a GC, valamint a vizsgalati
kornyezet és a ragadozokezelések kozotti interakciok szignifikdnsak voltak (kornyezet x GC:
Wilk’s A = 0,86; Fa.46 = 3,9; P = 0,027; kérnyezet x ragadozé: Wilk’s A = 0,87; Fa.46 = 3,56; P
= 0,036; 4.6.1. tablazat, 4.6.6. abra). Az ebihalak viselkedése nem kiilonb6zott a blokkok
kozott, és a GC- ¢s ragadozdkezelés kozotti interakcid sem volt szignifikans (blokk: Wilk’s A
= 0,51; Fg:64 = 0,92; P = 0,58; ragadozd x GC: Wilk’s A = 0,94; Fp.45 = 1,37; P = 0,26). (Az

egyvaltozos elemzések eredményeit lasd a Fiiggelékben)
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4.6.6. abra. Az ebihalak aktivitasa szitakotélarva hidnyaban illetve jelenlétében a két vizsgalati kdrnyezetben 0 (0) és 2 mg
a.e./l-es (o) glifozatkoncentracion. Az adatok log-transzformaltak (az abran atlagok és a hozzajuk tartozd standard hibak

szerepelnek).

4.6.1. tablazat. Az ebihalak életmenet-valtozoin végzett elemzések sszefoglalo tablazata (P-értékek feltiintetve).

Kornyezet X  Kornyezet x GC x
Kornyezet GC Ragadoz6

GC Ragadozé Ragadozé

Tualélés < 0,001 < 0,001 N.S. < 0,001 N.S. N.S.
Atalakuléskori testtomeg < 0,001 N.S. 0,003 < 0,001 N.S. N.S.
Testalak < 0,001 < 0,001 0,003 < 0,001 0,018 N.S.
Atalakulasig eltelt idé < 0,001 < 0,001 0,012 < 0,001 N.S. N.S.
Viselkedés < 0,001 N.S. < 0,001 0,027 0,036 N.S.

A vizhémérséklet a kisérlet alatt 13,7 °C és 17,2 °C kozott ingadozott a laboratoriumban,

€s 12,7 °C és 27,2 °C kozott a mezokozmoszokban. A viz pH-ja 7,59 és 8,28 kozott valtozott

a mezokozmoszokban, és 7,05 és 7,54 kozott a laboratoriumban, a GC kezeléstdl fiiggetleniil.

A vizmintdk kémiai elemzése nem mutatott konzisztens glifozatkoncentracio rétegzddést a

mélység fliggvényében sem a mezokozmoszokban, sem a laboratoriumban, azonban a

koncentracid lecsokkent a beadas utan, aminek pontos okat nem ismerjiik (4.6.2. tablazat).
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4.6.2. tablazat. A két mintavételi alkalommal (15. és 30. nap) vett vizmintakbol meghatarozott glifozatkoncentraciok (mg
a.e./) a laboratoriumban és a szabadf6ldi mezokozmoszokban.

Laboratorium Mezokozmosz

Nominalis koncentraci6 2 2 6,5
Els6 mintavétel:

Also 5 cm 2,44 0,98 3,81

Vizoszlop kdzepe (kb. 15 cm) - 0,90 3,79

Fels6 5 cm 1,02 2,55 3,69
Masodik mintavétel:

Alsé 5 cm 1,09 1,99 511

Vizoszlop kdzepe (kb. 15 cm) - 0,99 4,57

Fels6 5 cm 1,08 2,00 4,66

4.6.4. Ertékelés

Az ebihalak Osszes altalunk vizsgélt életmenet-valtozdja kiillonbozott a laboratériumi és a
mezokozmosz kisérletben. Az allatoknak a laboratoriumban alacsonyabb volt a talélési
ratajuk, nagyobb volt a testtomegiik és lassabban fejlodtek. De ami még fontosabb, hogy tgy
tinik a vizsgalt glifozatalapi gyomirtonak eltérd irdnyu hatasai voltak a vizsgalati
kornyezettol fliggden. A laboratdériumban a gyomirtd jelenléte negativan hatott a talélésre,
csOkkentette az atalakulaskori testtomeget és novelte az 4talakulasig eltelt idot, mig a
mezokozmoszokban nem volt hatassal a talélésre, viszont novelte az Aatalakulaskori
testtomeget és csokkentette az atalakulasig eltelt idot. A gyomirto testalakra és viselkedésre
kifejtett hatdsa szintén ellentétes volt a két vizsgalati kdrnyezetnél.

A korabbi vizsgalatok, melyek a xenobiotikumok okotoxikologiai hatasait hasonlitottak
ossze kiillonboz6 vizsgalati kornyezetekben, ellentmondasos eredményeket kaptak (Saura-Mas
et al. 2002; Bernal et al. 2009a, 2009b; Edge et al. 2013; Johnson et al. 2013). A laboratoériumi
kisérleteknek megvan az az eldnyiik, hogy az ott 1évé kornyezeti tényezdket altaldban
egyszerlibb standardizalni, nagy mintaszam érhetd el, és a kisérleti kezelések magas
precizitassal allithatok be. Ezzel ellentétben a szabadfoldi mezokozmoszok jobban
tikkrozhetik a természetes koriilményeket, mint példaul az ingadoz6 hémérsekletet, a limitalo
taplalékmennyiséget, a széles taplalékspektrumot, és az indirekt kdozdsségszabalyozo hatasok
jelenlétét (Relyea és Hoverman 2006, 2008; Winkler és Van Buskirk 2012). Az 6kologiai
vonatkozast mezokozmosz kisérletek eredményei gyakran eltérnek a laboratoriumban
kapottakétol (Skelly és Kiesecker 2001; Skelly 2002; Winkler és Van Buskirk 2012). Az
eltérések oka lehet, hogy a vizsgalatot nem ugyanazon a fajon végzik, vagy az egyedek nem
egy populaciobol szarmaznak (Bridges és Semlitsch 2000), hogy a taplalék elérhetésége nem

azonos, interspecifikus versengés 1ép fel (Bridges és Semlitsch 2000; Boone és Semlitsch
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2001; Skelly és Kiesecker 2001), hogy a gyomirté kiilonb6z6 mértékii foto- és biodegradacion
megy keresztiil (Feng et al. 1990), vagy rétegzédik (Sudo et al. 2004), esetleg az aljzaton
megkdtédik vagy semlegesitodik (Katagi 2006). Akarhogy is, ha a laboratériumban ¢és a
mezokozmoszokban végzett kisérletek ennyire eltéré eredményeket adnak, mint ebben a
vizsgalatban is, felmeriil a kérdés, hogy a standard laboratoriumi tesztek vajon mindig
helyesen becslik-e a természetben vart hatasokat (Boone és James 2005).

A laboratoriumban megfigyelt megndvekedett mortalitds Osszhangban van a korabbi
vizsgalatok eredményeivel (Bernal et al. 2009a, 2009b; Relyea 2012, de lasd Relyea 2005a,
2005c; Jones et al. 2010, 2011). A glifozat jol kotodik a lebeg6 és kitapadt iiledékhez (Giesy
et al. 2000; Relyea 2005c), bizonyos mikroorganizmusok is képesek lebontani (Feng et al.
1990; Goldsborough és Brown 1993; Giesy et al. 2000; Wang et al. 2005; Katagi 2006),
valamint a novények is megkothetik (Gottrup et al. 1976). Ezek a tényezék mind
hozzéjarulhattak a kint tapasztalt koncentricio-csokkenéshez. Tovabba, a legnagyobb
pusztulast a laboratériumban az els6 harom napban figyeltik meg, ami egy olyan
iddintervallum, ahol mar elképzelhetd a gyomirtd adszorpcidja, ami megakadalyozhatta
hasonlo jelenség kialakuldsdt a mezokozmoszokban. Ezen kiviil a gyomirtd feltételezett
ladakban, viszont a laboratoériumban hasznalt kis dobozokban ennek kicsi a valdsziniisége
(Relyea 2012). Ezt a magyarazatot cafolja az altalunk gyijtott vizmintak elemzésének
eredménye. Mindazonaltal a kisebb stressz, amit a természeteshez kozelibb koriilmények
okozhattak, szintén hozzajarulhatott az alacsonyabb mortalitdishoz a szabadfoldi
mezokozmoszokban, mig a magasabb koncentracion megfigyelt tomeges pusztulds a
laboratoriumban részben a gyomirtd hatasahoz hozzaado6do kornyezet indukalta stressznek is
tulajdonithato (Sih et al. 2004; Relyea 2005b).

A metamorfok nagyobbak voltak bent, mint kint, ami valdsziniileg az eltéré kompeticios
¢s taplalék hozzaférhetdségi viszonyoknak volt koszonhetd a kétféle vizsgalati kornyezetben.
A laboratoriumban az egyesével tartott allatokat ad libitum etettiik, mig a mezokozmoszokban
az ebihalak csoportosan voltak tartva és kiviilr6l nem kaptak taplalékot, ami egy id6 utan
limitalova valhatott. Azonban még l1ényegesebb, hogy a gyomirtd eltéré modon befolyasolta a
testtomeget a két vizsgalati kornyezetben. Feltételeztiik, hogy a GC-vel kezelt csoportnél
csokkenni fog a tomeg mindkét vizsgalati kornyezetben, a karos fizioldgiai hatasok és a
detoxifikaci6 megnovekedett koltségei miatt (Relyea 2004a; Cauble és Wagner 2005). A
laboratoriumban valoban megjelent ez a negativ hatas, meglepd modon azonban a szabadfoldi

mezokozmoszokban a gyomirtd pozitivan befolyasolta a testtomeget (Jones et al. 2011).
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Mivel a mezokozmoszokban a mortalitisra nem hatott a gyomirtd jelenléte, nem volt
denzitasbeli csokkenés, ami magyaraznd a vizsgalatban megfigyelt mintdzatot. Lehetséges
viszont, hogy a gyomirtonak kornyezetfiiggé direkt vagy indirekt pozitiv hatasa van az
ebihalak novekedésére. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a glifozatalapu gyomirtok
pozitivan hathatnak a perifiton névekedésére (Relyea 2005a; Jones et al. 2011), ami az
ebihalak els6dleges taplalékforrasa (Duellman és Trueb 1994; Alford 2000), igy a
megnovekedett taplalékmennyiség nagyobb testtomeghez vezethetett a gyomirtoval kezelt
mezokozmoszokban. Ugyancsak elképzelhetd, hogy a gyomirtd csokkentette az egysejtii
Prototheca algak szamat, ami farkatlan kétéltli larvaknal gatolja a ndovekedést (Griffiths et al.
1993). A glifozatalapu gyomirtd novekedésre gyakorolt pozitiv hatasanak hatterében
meghuzodo mechanizmusok igazolasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

A kétféle kornyezetben megjelend fejlodési kiillonbségek valosziniileg a laborban adott ad
libitum taplalékmennyiség és a szabadfoldi mezokozmoszokban kialakult forraskompeticid
kovetkezményei. A kornyezetek kozotti homérséklet-kiilonbség szintén hozzajarulhatott a
laboratériumban mért lassabb fejlédési sebességhez, mivel ott atlagosan alacsonyabb volt a
homérséklet. Ugyanakkor, mig a gyomirté lassitotta a fejlédést a laboratoriumban, addig
felgyorsitotta azt a szabadfoldi mezokozmoszokban. A Wilbur-Collins modell (Wilbur és
Collins 1973) és késobbi modositasai (Hensley 1993; Harris 2000) azt josoljak, hogy kedvez6
koriilmények kozott az ebihalak fejlédése lelassul, igy az allatok nagyobb atalakulaskori
testtomeget érhetnek el. A talélés és a testtomeg adatokat tekintve, alacsony koncentracioban,
a laboratoriumban a gyomirt6 karosan hatott az ebihalakra és a mezokozmoszokban sem jart
elonnyel az allatok szdmara. Emiatt az eredményeink nincsenek Osszhangban az elméleti
feltételezéssel: a laboratoriumban nem gyorsult fel az ebihalak fejlédése a gyomirtoval kezelt
csoportnal, ellenben a szabadfoldi mezokozmoszokban igen. Feltételezziik, hogy a
laboratoriumban a gyomirtoval kezelt csoportoknal megjelentek fiziologiai kényszerek vagy
detoxifikacioval jard koltségek, amikhez hozzidadodott a természetestél nagyon kiillonb6zo
laborkoriilményekbdl fakadd stressz (pl. napfény hidnya, fajtarsak é€s térbeli heterogenités
hidnya, viszonylag alacsony és alland6 hémérséklet), és ez vezetett a lassabb fejléddéshez
(Relyea 2004a; Cauble és Wagner 2005). Mindazonaltal annak okat, ami a mezokozmoszban
nevelkedett, gyomirtoval kezelt ebihalaknal a gyorsabb fejlddést eredményezte, nem
ismerjik.

Kisérletiinkben a gyomirtd morfologiai valtozasokat is okozott az ebihalaknal. Relyea
(2012) volt az elsd, aki leirta ezt a jelenséget larvalis kétéltiiecknél. Egy szabadfoldi

mezokozmosz kisérletben megfigyelte, hogy a glifozatalapti gyomirtoval (Roundup Original®
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MAX) kezelt ebihalak hasonl6 modon valtoztattak meg a testalakjukat, mint ragadozo
jelenlétében. Eredményeink alatamasztjdk azt a korabbi megfigyelést, miszerint a
glifozatalapu gyomirtok képesek befolyasolni az ebihalak testalakjat, azonban a legtobb
morfologiai valtozas ellentétes iranya volt a laboratériumban és a mezokozmoszokban.
Tovabba, a farokhossz ¢s a testszélesség a gyomirtd hatasara ugyanolyan iranyban valtozott,
mint ragadoz6 jelenlétében, mig a tobbi mért testalakvaltozé6 nem. A gyomirto jelenlétére
adott morfologiai valaszok hatterében all6 okok egyeldre nem ismertek, de lehetséges, hogy
ugyanazok a stresszhormonok érintettek, mint ragadozo jelenlétében (Glennemeier és Denver
2002; Middlemis Maher et al. 2013). Az, hogy a testalak kiilonbozik a laboratoriumban ¢és a
mezokozmoszokban nevelt ebihalak kozott, megegyezik a korabbi vizsgalatok eredményeivel
(Winkler és Van Buskirk 2012), de kisérletink nem teszi lehetdvé, hogy messzemend
kovetkeztetéseket vonjunk le ezzel kapcsolatban.

Az ebihalak viselkedése is eltért a vizsgalati kornyezetek és a ragadozokezelések kozott,
rdadasul a gyomirtd jelenléte modositotta ezeket a valaszokat. Az ebihalak kevésbé voltak
aktivak a mezokozmoszban, mint a laboratoriumban, és kint az allatok féleg az aljzat
kozelében tartdzkodtak. A ragadozo jelenléte mindkét vizsgalati kdrnyezetben hasonlé médon
csOkkentette az aktivitast, de az ebihalak fliggdleges elhelyezkedésére csak a laboratoriumban
hatott, mivel a mezokozmoszokban az ebihalak az 6sszes kezelésnél a vizoszlop also felében
mozogtak. A gyomirtonak kornyezetfiiggd hatdsa volt a mért viselkedési valtozokra:
jelenlétében az ebihalak aktivabbak voltak és a dobozok aljara huzddtak a laboratdriumban,
mig a mezokozmoszoknal pont forditva. Wojtaszek és munkatarsai (2004) glifozatalapu
gyomirtd (Vision®™) hatasat nézték ebihalak viselkedésére, és megfigyelték, hogy az ebihalak
idolegesen lebénultak ¢s abnormadlis ragadozoelkeriild viselkedést mutattak a gyomirtd
rovidtavi  valaszok  megfigyelésére, hiszen mi  kronikus  viselkedésvaltozasokkal
foglalkoztunk.

Osszességében, vizsgalatunk a korabbiaknal teljesebb képet ad a vizsgalt glifozatalapt
gyomirtd és a vizsgalati kornyezet-tipusok interakcios hatdsairdl erdei béka ebihalak és
metamorfok szdmos életmenet valtozojara. Meglepd modon nemcsak a hatdsok nagysaga,
hanem azok iranya is nagymértékben fiiggott a kisérleti kornyezett6l. Mig a gyomirtd
tulélésre kifejtett negativ hatdsat a laboratdériumban, vagy annak hianyat a szabadfoldi
mezokozmoszokban szamos tényezOvel lehet magyarazni, az atalakulasig eltelt idd, a
testtomeg, a testalak és a viselkedés eltérd iranyt valtozasainak okait nem ismerjik.

Mindazonaltal a laboratériumi és a kinti eredmények kozotti markans kiilonbségek azt
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sugalljak, hogy kétéltiiecknél a standard laboratériumi Okotoxikologiai vizsgalatok nem
minden esetben becslik pontosan a természetes kornyezetben megjelend populacidés vagy
kozosségi hatasokat. Sajnos mivel nagyon kevés hasonlo vizsgalat sziiletett eddig, nem lehet
megallapitani mennyire altalanos ez a jelenség. Tovabba, azt sem lehet egyeldore pontosan
meghatarozni, hogy milyen kérdések milyen vizsgalati kornyezetet igényelnek, és hogy a
kornyezeti tényezOk mely tulajdonsidgai ndvelik leginkdbb az eredmények precizitasat.
Kovetkezésképp, tovabbi vizsgalatok sziikségesek, és, mint annyi mas Okologiai vizsgalat
esetén, az Okotoxikologiai tesztek esetében is mérlegelniink kell, hogy melyik kisérleti
kornyezet a legmegfelelobb kérdéseink megvalaszolasara, és meg kell vizsgalni a teszt
alkalmazhatosagat és eredményeik altalanosithatosagat (Joron és Brakefield 2003; Bezemer ¢és
Mills 2003; Winkler és VVan Buskirk 2012).
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5. Osszefoglalo kovetkeztetések

A fent bemutatott vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a vizsgalt glifozatalapi gyomirtd
karosan hathat az erdei béka és a barna varangy ebihalak talélésére, testtomegére és fejlodési
sebességére, valamint erdei békanal képes befolyasolni az allatok viselkedését és testalakjat is
(hasonlé eredményekért lasd Howe et al. 2004; Relyea 2004a; Mann et al. 2009; Relyea és
Jones 2009; Relyea 2011).

Kimutattuk, hogy a kétéltiilarvak gyomirtéval szembeni érzékenysége erdsen korfiiggd,
igy kétéltiieknél az okotoxikologiai kisérletekben haszndlt allatok koranak figyelembevétele
elengedhetetlen, hiszen nagymértékben befolyasolhatja az eredményeket (Howe et al. 2004;
Edginton et al. 2004b; Jones et al. 2010). A fiatalabb barna varangy ebihalak minden mért
¢letmenet-tulajdonsagara nagyobb hatassal volt a GC, mint idGsebb tarsaikéira, és minél
késobbi fejlodési allapotban talalkoztak eldszor az ebihalak a szerrel, az annal kevésbé hatott
rajuk. Tovabba, azok az ebihalak, amik hosszan ki voltak téve a GC-nek, lassabban fejlédtek,
mint azok, amelyek csak a fejlodésiik kezdetén lettek kezelve. A tulélés ¢és a testtomeg
tekintetében ugyanakkor nem talaltunk ehhez hasonlé kiilonbséget a kezelés id6tartamanak
figgvényében. Eredményeink alapjan megallapithaté, hogy a kétéltiek védelme
szempontjabol fontos lenne, ha a gyomirtok kijuttatdsa az ebihal-fejlédés kezdeti allapotali
utdn torténne, hiszen Ggy az ebihalak nemcsak rovidebb ideig lennének kitéve a szer kéaros
hatasainak, de a kezdeti érzékeny id6szakban sem taldlkoznanak a gyomirtoval.

Ezzel szemben az ebihalak altalunk vizsgalt ragadozoi ellenallonak bizonyultak a GC-vel
szemben, hiszen vizsgalatukkor nem talaltunk szignifikans hatasokat sem a talélés, sem a
testtomeg, sem pedig a viselkedés tekintetében. Ez Osszhangban all a korabbi vizsgalatok
eredményeivel (Relyea et al. 2005; Rohr és Crumrine 2005; Tollett et al. 2009; Relyea és
Edwards 2010; Wagner és Lotters 2013), és arra enged kovetkeztetni, hogy a sebes acsa
larvaja és a pettyes gote a glifozatalapti gyomirtoval szennyezett vizben is képes betdlteni
okologiai szerepét. Azonban kisérleteink viszonylag rovid ideig tartottak, emiatt tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy megbecsiilhessiik a gyomirtd ragadozokra kifejtett hosszutavi
hatasait.

A GC hasonl6 modon valtoztatta meg az ebihalak viselkedését €s testalakjat, mint amit
bizonyos ragadozok jelenlétében figyelhetiink meg. Ez a hasonlosdg kozos élettani hattérre

utalhat, ¢és elképzelhetd, hogy ugyanazon 4altaldnos stresszreakcié  kiilonbozd
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megnyilvanuldsai (Middlemis Maher et al. 2013). Mivel azonban az ¢lettani
hattérmechanizmus nem ismert, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a jelenség értelmezéséhez.

Azt is sikeriilt igazolnunk, hogy a GC toxicitasat nagyrészt a feliiletaktiv anyag okozza
(hasonlo eredményekért lasd Howe et al. 2004; Moore et al. 2012; Lanctot et al. 2014),
rdadasul a glifozat és a POEA egymast erdsitd hatasat is sikeriilt kimutatnunk, amit
kétéltiieknél korabban nem irtak le.

Ezen kiviill tovabbi fontos kisérletbefolyasold tényezd lehet a hasznalt kisérleti
elrendezés, s6t maga a vizsgalati kornyezet is. Eredményeink szerint az erdei békak GC-re
mutatott érzékenysége kiilonbozott a laboratériumban végzett kisérletek kozott, mig barna
varangynal a kapott LCsp értékek kozel azonosak voltak. Ez ravilagit arra, hogy a kétélttifajok
kiilonb6zé populacidinak peszticidérzékenysége nagymértékben kiilonbozhet egymastol
(Semlitsch et al. 2000; Cothran et al. 2013). A vizsgalati kornyezet szintén nagyban
befolyasolta eredményeinket: a GC ellentétes iranyl hatést fejtett ki az ebihalak testtomegére,
fejlodési sebességére és testalakjara a kétféle vizsgalati kornyezetben, valamint a szabadban
végzett mezokozmosz kisérletben a gyomirtd sokkal kevésbé volt letdlis, mint a
laboratériumban. Emellett a két vizsgélati kdrnyezetben kapott eredmények dsszehasonlitasa
arra utal, hogy a standard laboratériumi koriilmények kozott végzett tesztek eredményei
eltérhetnek a valosagos, vagy azt kozelité korilmények kozott végzett kisérletek
eredményeitél. Mivel azonban nem sok hasonl6 vizsgalat all rendelkezésiinkre (Saura-Mas et
al. 2002; Bernal et al. 2009a, 2009b; Edge et al. 2013; Johnson et al. 2013), tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy meghatarozhassuk, hogy a jelenség mennyire altalanos
érvényll, és hogy melyek azok a kornyezeti tényezdk, amik leginkabb befolyasoljak a
kisérletek kimenetelét.

A jelen értekezésben bemutatott vizsgalatokban tobb aspektusbol vizsgaltuk a
glifozatalapt gyomirtok larvalis kétéltliekre kifejtett hatdsait, valamint az ezen hatdsokat
befolyasold tényezdket. Eredményeink szamos vizsgalt kérdésiinkre valaszt adtak,
ugyanakkor vizsgalataink azt is egyértelmlivé tették, hogy a vizsgalt glifozatalapti gyomirtd
ebihalakra gyakorolt hatasai sokszor a varakozasokkal ellentétesek és igen Osszetettek is
lehetnek, ugyanakkor kiilsé és bels6 tényezok egyarant nagymértékben modosithatjak ezeket.
Mivel vizsgalataink az 6kotoxikologia teriiletére esnek, kisérleteinkben alapvetéen az emberi
eredetli, kornyezetbe kikeriild vegyiiletek ¢€l6lényekre gyakorolt kdzvetlen vagy kozvetett,
rovid- és kozéptavi mérgezd hatésait vizsgaltuk, de emellett igyekeztiink mindig valami 0j, az
altalanos okologia szamara is relevans és érdekes kérdést is beleszoni a tesztekbe. Ily modon

bizunk benne, hogy nemcsak az dkotoxikologia sziikebb tudomanyteriiletén alkotok szamara
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szolgalhatunk hasznos informaciokkal, hanem mas kutatok is taldlnak benne szamukra értékes

¢és hasznalhato részeket.
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9. Osszefoglalé

A peszticidek alkalmazasa hatékony és széles korben elterjedt mdodja a mezdgazdasagi
termelékenység javitasanak, de ezek a vegyi anyagok a kartevé fajok mellett hathatnak a
kezelés altal nem-célzott szervezetekre is. Ezért a peszticidek nem-célszervezetekre gyakorolt
hatasanak megértése alapvetdé fontossagii a nemkivanatos karos hatdsok és végsd soron a
biodiverzitas csokkenésének megakadalyozdsa érdekében. A glifozatalapu gyomirtok a
leggyakrabban hasznalt peszticidek kozé tartoznak vilagszerte. Mivel a glifozat felvételének
elsésorban a levelek Kkutikulajan keresztiill kell megtorténnie, tobbnyire feliiletaktiv
anyagokkal egyiitt alkalmazzak, hogy elésegitsék az abszorpciot. Korabbi vizsgalatok szerint
a glifozat, és még inkabb a feliiletaktiv anyagok, karosan hathatnak a nem-célszervezetekre.

Kisérleteinkben egy glifozatalapi gyomirtdé (Glyphogan® Classic, GC) hatasait
vizsgaltuk két farkatlan kétélti faj (erdei béka és barna varangy) larvain. Megvizsgaltuk, hogy
a kilonboz6é kisérleti  koriilmények jelentésen befolyasolhatjak-e az Okotoxikologiai
vizsgalatok eredményeit, hogy a GC-re vald érzékenység milyen iranyban és mértékben
valtozik a fejlédés soran, valamint hogy a GC és Gsszetevoi — ragadozo jelenlétével vagy
hianyaval kombinalva — hogyan hatnak a fontos ¢életmenet-valtozokra, tGgymint a
novekedésre, a testtomegre, a viselkedésre, a testalakra és a talélésre. Ezeken kiviil két, az
id6északos viztestekben gyakori ragadozdfajnal (pettyes géte és sebes acsa) is vizsgaltuk a GC
karosito hatasait, hogy kovetkeztethessiink arra, hogy gyomirtoval szennyezett ¢l6helyeken is
be tudjak-e tolteni kozosségszabalyozd szerepliket.

Megallapitottuk, hogy a GC kozepesen toxikus az altalunk vizsgalt ebihalakra, és
szubletdlis koncentraciokban hatdssal lehet az allatok testtomegére, fejlodési sebességére,
viselkedésére és testalakjara egyarant, kiilonosen, ha fejlodésiik korai szakaszaban keriilnek
kapcsolatba a szerrel. Eredményeink tovabba megerdsitik, hogy a GC toxicitasat elsésorban a
POEA feliiletaktiv anyag okozza. Azt is kimutattuk, hogy nem csupan a hatas nagysaga, de
annak iranya is fiigghet a kisérleti kornyezettdl, a peszticidek hatasat befolyasolhatjak tovabbi
stressztényezok, valamint hogy a populaciok érzékenysége kozott is jelentds kiilonbségek
lehetnek. A vizsgalt ragadozok a kétéltiilarvaknal ellenallobbnak mutatkoztak a GC-vel
szemben.

Osszességében megallapithato, hogy a glifozatalapti herbicideknek véltozatos és sokszor

varatlan kozvetlen és kozvetett hatasai lehetnek nem-célszervezetekre.
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10. Summary

The application of pesticides is an effective and widespread way of improving productivity in
agriculture, but these chemicals not only affect pest species, but may harm non-target
organisms as well. Understanding consequences of pesticide use for non-target organisms is
of fundamental importance for averting unwanted adverse effects and, ultimately, biodiversity
loss. One of the most commonly used pesticides in the world, are glyphosate-based
herbicides. Because uptake of glyphosate has to take place through the cuticle of leaves, it is
usually administered along with surfactants to enhance absorption efficiency. Previous studies
suggested that glyphosate, and even more so the surfactants can be toxic to non-target
organisms.

In a series of experiments we investigated effects of a glyphosate-based herbicide
(Glyphogan® Classic, GC) on larvae of two anuran amphibian species (agile frog and
common toad). We assessed the influence of experimental conditions on the outcome of
ecotoxicology studies, evaluated age-dependent changes in sensitivity to the herbicide, and
examined impacts of the GC and its components in combination with predation threat on
important life-history traits, such as growth, body mass, behaviour, morphology and,
ultimately, survival. To examine if the top-down regulatory potential of predators may be
weakened by the GC, we investigated effects of the pesticide on two common predators of
temporary ponds (southern hawker larvae and adult smooth newts).

We found that the GC is moderately toxic to these amphibians, and at sublethal
concentrations it can affect the body mass, developmental time, behaviour, and morphology
of tadpoles, especially if exposed early on during ontogeny. Furthermore, our results confirm
that the toxicity of the GC is mainly due to the surfactant POEA. Moreover, we found that not
only the magnitude, but also the direction of effects due to GC-exposure depended markedly
on the experimental venue, and the effects of pesticides can be significantly influenced by
additional stress factors, all also depending on the studied population. The predators we
studied appeared to be far more resistant to the GC than the investigated anuran larvae.

These studies draw attention to the fact that glyphosate-based herbicides can have varied
and often unexpected direct and indirect effects on non-target organisms.
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11. Fuggelék

11.1. tablazat. A 4.6. alfejezetben leirt kisérlet morfologiai valtozoin végzett MGLM elemzések eredményei.

Tobbvaltozos teszt

,»Tests of between-subjects effects”

df Wilk’s 4 F P Fiiggo valtozo df F P
Kornyezet 6; 53 0,033 257,66 <0,001 Farokhossz 1; 58 448,15 <0,001
Farokmagassag 1,58 71,7 <0,001
Farokizomszélesség 1;58 656,41 <0,001
Testhossz 1,58 796,76  <0,001
Testmagassag 1,58 0,85 0,36
Testszélesség 1;58 129,39 <0,001
GC 6; 53 0,64 491  <0,001 Farokhossz 1;58 21,85 <0,001
Farokmagassag 1;58 2,57 0,11
Farokizomszélesség 1;58 0,78 0,38
Testhossz 1,58 1,95 0,17
Testmagassag 1; 58 5,68 0,02
Testszélesség 1;58 3,17 0,08
Ragadoz6 6; 53 0,12 64,75 <0,001 Farokhossz 1;58 5,54 0,02
Farokmagassag 1,58 195,24  <0,001
Farokizomszélesség 1;58 28,26  <0,001
Testhossz 1;58 242  <0,001
Testmagassag 1,58 0,07 0,8
Testszélesség 1;58 15,77 <0,001
Kornyezet x GC 6; 53 0,21 33,93 <0,001 Farokhossz 1;58 107,1 <0,001
Farokmagassag 1;58 0,82 0,37
Farokizomszélesség 1;58 36,29  <0,001
Testhossz 1;58 27,22  <0,001
Testmagassag 1,58 9,13 0,004
Testszélesség 1;58 30,98 <0,001
Komyezet x 6:55 076 284 0018  Farokhossz 1;58 233 0,3
Ragadoz6
Farokmagassag 1;58 14 0,24
Farokizomszélesség 1;58 6,09 0,02
Testhossz 1;58 1,45 0,23
Testmagassag 1;58 6,87 0,01
Testszélesség 1;58 0,19 0,66
GC x Ragadoz6 6; 52 0,94 0,55 0,77 Farokhossz 1; 57 0,04 0,84
Farokmagassag 1,57 0,38 0,54
Farokizomszélesség 1,57 0,17 0,68
Testhossz 1;57 1,46 0,23
Testmagassag 1; 57 1,29 0,26
Testszélesség 1,57 0,01 0,93
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11.2. tablazat. A 4.6. alfejezetben leirt kisérlet viselkedési valtozoin végzett MGLM elemzések eredményei.

Tobbvaltozos teszt

. Tests of between-subjects effects”

DORSAL LIP

MUSCULAR  RESPONSE

n

&

[

e

a
x

x

E =
Vil
wi= m=
x
a

df Wilk’s 4 F P Fliggé valtozo df F P
Kornyezet 2; 46 0,23 77,74 <0,001 Aktivitas 1,47 76,38 <0,001
Fuggoleges elhelyezkedés 1;47 141,14 <0,001
GC 2; 46 0,92 2,15 0,13 Aktivitas 1; 47 0,05 0,82
Fiiggdleges elhelyezkedés 1; 47 3,26 0,08
Ragadozo 2; 46 0,69 10,17 <0,001 Aktivitas 1,47 20,03 <0,001
Fiiggbleges elhelyezkedés 1; 47 1,13 0,29
Kornyezet x GC 2; 46 0,86 39 0,027 Aktivitas 1; 47 1,71 0,19
Fiiggbleges elhelyezkedés 1; 47 3,02 0,09
Kornyezet x Ragadozo ~ 2; 46 0,87 3,56 0,036 Aktivitas 1; 47 0,1 0,75
Fiiggdleges elhelyezkedés 1; 47 5,34 0,025
GC x Ragadozo 2;45 0,94 1,37 0,26 Aktivitas 1; 46 0,02 0,91
Fiiggbleges elhelyezkedés 1; 46 2,46 0,12
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11.1. abra. A barna varangy Gosner szerinti fejlédési allapotai (Gosner, 1960).
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11.1. kép. Balrol jobbra: a sebes acsa F-3, F-2 és F-l-es larvaja (az egyes larvalis allapotokhoz tartozé morfologiai
jellemzoket lasd Goretti et al. 2001; Fot6: Andy és Helen Holt).
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