Diplomamunka

Verebélyi Viktoria 2020



Allatorvostudomanyi Egyetem
Biologiai Intézet

Okolégiai Tanszék

TERBUTILAZIN OKOTOXIKOLOGIAI VIZSGALATA KET HAZAI
KETELTU FAJON

Készitette: Verebélyi Viktoria

Témavezet6:Dr. Bokony Veronika,tudomanyos fdmunkatars
Agrartudomanyi Kutatokozpont, Novényvédelmi Intézet,
Lendiilet Evoluciés Okologiai Kutatdcsoport
Bels6 konzulens: Dr. Kosztolanyi Andrés,

egyetemi docens, Biologiai Intézet, Okoldgiai Tanszék

Budapest
2020



TARTALOMJEGYZEK

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE......... 4

2. BEVEZETES ES IRODALMI

ATTEKINTES.....ccoovvvieriiinnneennn, 5
3. CELKITUZESEK......ccooccornnrrenne. 11
4. ANYAG ES
MODSZER.....cccccciviiiniieiinniennnnen. 12
4.1. A vizsgalt fajok...................... 12
4.2. Terepi begyuijteés.........uu.ueennnn12
4.3. A kisérlet menete................... 13
4.4. Adatelemzés........................ 18
4.4.1. Metamorfozis adatok.......... 19
4.4.2. Viselkedés adatok............ 19
4.4.3. Ivarardny.............ceueee.. 19
4.4.4. Lép adatok................... 19
5. EREDMENYEK........cccceeunn.u 20
5.1. Mortalitas...............cc...... 20

5.2. Metamorfozis adatok..........20

5.3. Viselkedés adatok............. 23
5.4. Ivarardny.............cceuu.... 27
5.5. Lép adatok..................... 29
6. DISZKUSSZIO..........ccconuvrrnnrrinnn. 33
6.1. Metamorfozis adatok......... 33
6.2. Viselkedés...................... 35
6.3. Ivarardny..............cceouu.n. 33
6.4. Lép...ceenenineieiieinennnnnn. 36
6.5. Konkluziok..................... 36
7. OSSZEFOGLALO....................... 37
8. ABSRACT.....ccccvviiviiniininnnn. 39
9. IRODALOMJEGYZEK........... 41

10. KOSZONETNYILVANITAS...43



1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATK: Agrartudomanyi Kutatokézpont

GLMM: altalanositott linearis kevert modell

LC-MS: folyadékkromatografia — tomegspektrometria
LME modell: linearis kevert modell

hasznalt szer

RSW (reconstituted soft water): reverz-ozmoézis modszerrel sziirt viz hozzaadott sokkal



2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A szennyezdanyagok kockazatainak felmérése természetvédelmi ¢€s human-
egészségligyl szempontbol is fontos feladat, mert ezek a vegyiiletek a természetes kozegbe,
vizekbe, talajba, levegdbe keriilve negativan befolyasolhatjak az Okoszisztémat, illetve
visszahathatnak az emberre is. Az Okotoxikoldgiai kutatdsok soran az ilyen, Okologiai
rendszerekbe keriild toxikus anyagok hatasait vizsgaljuk. Megkiilonboztetiink letalis,
illetve az altaldban alacsonyabb szennyezdanyag koncentracioval Osszefliggd szubletélis
hatasokat. Elobbi az egyedek pusztulasabol kifolydlag jelentdsen ¢és egyértelmiien
befolyasolja a populaciok fennmaraddsat, mig a szubletalis hatdsok ezzel szemben
nehezebben detektalhatoak, ennek ellenére ugyaniugy okozhatnak olyan hossza tavu,
visszafordithatatlan valtozasokat, amelyek a populaciok allomanyainak csokkenéséhez és
elttinéséhez vezethetnek (Collins et al., 2009).

Fontos, hogy az Okotoxikoldgiai kutatasokban a kétéltieck ne legyenek
alulreprezentalva, ugyanis szadmos olyan tulajdonsaggal birnak, amelyek megkiilonboztetik
ket a tobbi gerinces csoporttél. Eletmenetiikbél kifolyolag ki vannak téve a vizben és a
szarazfoldon eléforduld szennyezOanyagoknak egyarant, emellett kiiltakardjuk nagyobb
permeabilitasa miatt is (borlégzes) érzékenyebbek a madaraknal vagy emlésoknél (Collins
et al., 2009). Kétéltlieknél a vizhez kotott embriondlis €s larvalis életszakasz kiemelten
érzékeny, mind a szomatikus, mind a gonadalis fejlédés szempontjabol (Fiorentino et al.,
2001.; Heatwole et al., 2009). A kétéltii fajok 70%-a folyamatos allomanycsokkenést
mutat, ezen fajoknak a 40%-a pedig kozvetleniil kihalassal fenyegetett (IUCN Red list,
2019; Hayes et al, 2010). Ennek egyik kiemelt eldidézdje az antropogén eredetii anyagok
okozta kornyezetszennyezés (Collins et al., 2009; Hayes et al, 2010; Orton és Tyler 2015).

Az intenziv mezdgazdasidgi tevékenység jelentés forrdsa  lehet a
kornyezetszennyezd vegylileteknek, rdadasul folyamatosan jelennek meg 1) hatéanyagok
¢s hatdéanyag kombinaciok, amelyek hatdsairdl kevés informacié all rendelkezésre. A Fold
szarazfoldi teriileteinek kortilbeliil 40%-at teszik ki kiilonbozo tipust agrarteriiletek (Foley
et al, 2011), és ez az arany novekvd tendenciat mutat (Kohler és Triebskorn, 2013). A
Kozponti Statisztikai Hivatal felmérése szerint Magyarorszag 79%-a (7 millio 356 ezer
hektar) volt termdteriilet 2018-ban, ennek jelentds részét (5,3 millio hektar) képezik a
mezOgazdasagi teriiletek (Kozponti Statisztikai Hivatal, 2018), amelyek az orszag egész

tertiletének kortilbeliil 44%-at teszik ki (Eurostat, 2015). A mezdgazdasagi novényvédd
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szerek nemcsak a kartevokre, hanem mas, nem célszervezetekre is karosak lehetnek.
Becslések szerint a peszticidek atlagosan 35-50%-a a talajra keriil kozvetleniil a
felhasznalast kovetéen (Chopra et al., 2010). Emellett tobb vizsgélat is megallapitotta,
hogy névényvédé szerek sz¢l altal szallitva, a felhasznalasi helyszint6l nagy tavolsagokra
is képesek eljutni (van Dijk és Guicherit, 1999) és negativan befolyasolni az ott ¢l
allatokat (Davidson ¢és Knapp, 2007). Legtobbjiik viszonylag perzisztens, azaz a
kornyezetben hosszi ideig megmaradnak, ¢és bioakkumulaciora is képesek, tehat
felhalmozodhatnak a taplaléklancokban, és az egyre magasabb taplalkozasi szinteken
talalhatd egyedekben egyre nagyobb koncentraciot érhetnek el, valamint interakcidba
keriilhetnek mas stresszorokkal is (Chopra et al., 2010.; Koéhler és Triebskorn, 2013;
Relyea és Hoverman, 2006).

A terbutilazint az atrazin (1. &bra) hatéanyag tartalmii gyomirtd szerek
helyettesitésére hasznaljak, foleg kukorica és napraforgd kétszikii gyomnovényei ellen
(Pethd et al., 2015). Mindkét vegyiilet a triazinok kozé tartozod talaj- és levélherbicid
(Almadi et al., 2011). Mind az atrazin, mind a terbutilazin kifejezetten vizveszélyes anyag
¢és bioakkumulacios képessége is ismert (Pethé et al., 2015; European Chemicals Agency,
2019). Szamos kutatds tdmasztja ald, hogy az atrazin endokrin diszruptorként hat
kiilonbozd éldlényekre, koztik az emberre is, azaz a hormonrendszer miikddését
befolyasolja és ezen keresztiil szdmos karos szubletélis hat4sai lehetnek (Rohr, 2018, Rohr
¢s McCoy, 2010, Orton és Tyler, 2014, Pathak, és Dikshit, 2011). Az atrazin tartalmu
szerek hasznalatat az Europai Unié 2004-ben tiltotta be, hazankban 2007-ig voltak
hasznalatban, mert ,,a mezOgazdasag szdmdara nélkiilozhetetlen" kategoriaba tartoztak az
Unidhoz val6 csatlakozas idején (vagyis nem volt megoldott a helyettesitésiik) (Pethd et
al., 2015). Betiltasa ellenére, mivel az atrazin rendkiviil perzisztens, ma is eléfordulhat a

talajokban és vizekben (Pethd et al., 2015).
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1. abra: Balra az atrazin (6-Chlor-N-ethyl-N'-isopropyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin), jobbra a
terbutilazin (6E)-4-Chlor-6-(ethylimino)-N-(2-methyl-2-propanyl)-1,6-dihydro-1,3,5-
triazin-2-amin) szerkezeti képlete (forras: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

A terbutilazin gyakran megtaldlhatd a felszini vizekben, altaldban alacsony
koncentracidban (europai folyokban atlagosan 9 ng/L) (Loos et. al., 2009), de a
novényvédo szerek alkalmazéasa utan, a lemosodas kovetkeztében a koncentracié ennek
tobb mint 50-szeresét, 0,5 ng/L-t is elérheti (Anti¢ et al., 2015; Wittmer et al., 2010),
kiilonosen a kétéltliek altal kedvelt sekély kisvizekben (Bokony et al., 2018). A terbutilazin
veszélyességét fokozza, hogy biodetoxifikdcidja a talajban nehézkes, nagyon kevés,
minddssze 3-4 mikroba torzs képes lebontani a terbutilazint, és a maradékanyagok ezutan
1s toxikusak maradnak (Hahn et al., 2017).

Az atrazint szdmos Okotoxikologiai tanulmanyban vizsgaltak, halakra és kétéltiiekre
gyakorolt kéros hatasai jol ismertek: befolyasolhatja a novekedést és fejlodést,
hiperaktivitast €s megvaltozott ragadozo elkeriild viselkedést valthat ki, ndstény-talsulyos
ivararanyhoz vezethet, valamint negativan befolydsolhatja az immunrendszer miikodését
(Rohr és McCoy, 2010; Van Der Kraak, 2014; Kohler és Triebskorn , 2013). Egy
szalamandra faj (Ambystoma tigrinum) esetén, az alacsony koncentraciot (0,075 mg/L
atrazin) tartalmazo kezelési csoportban az allatok késébb alakultak at, a magasabb
koncentracion (0,25 mg/L atrazin) pedig kisebb testméretiieck és alacsonyabb tomeglick
voltak. Ugyanebben a vizsgalatban azt is megfigyelték, hogy az egyedek plazma tiroxin
hormonszintje szignifikdnsabban magasabb, a kortikoszteron hormonszintje alacsonyabb

volt mindkét koncentracion (Larson et al., 1998). Ezek a fejlodési id6 lerdviditésével



hozhatoak 0Osszefliggésbe, ugyanis kétéltieknél ez a két hormon a metamorfozis fo
iranyitdja (Hayes, 1997; Rohr és McCoy, 2010; Van Der Kraak, 2014). Egy afrikai
karmosbékan (Xenopus laevis) végzett vizsgalatban az atrazin teljes feminizaciot okozott,
miutan a larvalis periodus alatt 0,0025 mg/L atrazinnak tették ki az allatokat. A
demaszkulinizacié kevésbé kifejezett masodlagos nemi jellegekben, csdkkent tesztoszteron
szintben és alacsony fertilitdsban nyilvanult meg (Hayes et al., 2010). Hasonlé hatast
figyeltek meg egy masik békafaj (Acris blanchardi) esetén, ahol 6koldgiailag relevans
(0,0001, 0,001 és 0,01 mg/L) atrazin koncentraciokat alkalmaztak. A kontroll csoporthoz
képest tobb, mint 50%-kal kevesebb him volt az atrazinos kezelési csoportban (Hoskins és
Boone, 2018). Az atrazin hiperaktivitast kivaltdo hatdsat tobb izben is kimutattdk. Egy
levelibéka faj (Osteopilus septentrionalis) esetén, a 178 mg/L atrazinnak kitett larvak
nagyobb aktivitdst mutattak a kontroll csoporthoz képest, és ez az aktivitds ragadozo
(szitakotd larva) szag jelenlétében sem csokkent (Ehrsam et al. 2016), ami arra utal, hogy
az atrazinnal kezelt csoportban 1év6 egyedek képtelenek voltak a ragadozd kémiai jeleinek
felismerésére és/vagy elkeriilésére, ami nagyobb predacids kockazattal jar (Skelly 1994).
Egy szalamandra fajnal (Ambystoma barbouri) is leirtak a megndvekedett aktivitast a
kisérlet 40 és 400 mg/L atrazint tartalmazé kezeléseinél, illetve ugyanezen csoportok
esetén az allatok vizvisszatartd képessége is csokkent 8 honappal a kezelés utan (Rohr és
Palmer 2005). Az atrazin hatdsara torténd lokomotoros aktivitds ndvekedés hatterében
hasonlé fiziologiai folyamatok 4llhatnak, mint emlésok esetében; a vegyiilet
kompetitorként 1éphet fel a gamma-aminovajsav gatldé neurotranszmitterrel szemben (Rohr
és McCoy, 2010) ¢és igy hatast gyakorolhat a kozponti idegrendszer dopaminerg
idegpalydira, amelyek a motoros miikddések szabalyozasaért felelnek.

Az atrazin alacsony koncentracidinak immunszupressziv  hatdsat  tobb
laborkisérletben is kimutattdk Ranidae csaladba tartoz6 békakon (Rohr et al., 2008). Egy
tanulmany, amelyben természetben el6fordulé koncentracidkat alkalmaztak, kimutatta,
hogy a korai larva stddiumban 6 napig atrazinnak kitett ebihalak fogékonyabbak a
vilagszerte nagy kétéltii pusztulast okozo Batrachochytrium dendrobatidis gombafajra, és
emiatt a mortalitasi esélyiik is megkétszerezddik (Rohr et al., 2013). Egy masik, terepi
vizsgalatban azt tapasztaltdk, hogy a parazitdkkal valo fertdzottség legjobb prediktora a
vizekben talalhato atrazin (és bomlastermékének) koncentracidja volt (Rohr et al., 2008).
Réaadasul az atrazin kdzvetve is novelheti a parazitdkkal vald fert6zottséget azaltal, hogy
elpusztitja az édesvizek fitoplanktonjait, igy a fény mélyebbre tud hatolni és perifiton
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novekedést eredményez, ez pedig taplaléka a parazitdk koztigazdainak, a csigaknak (Rohr
et al., 2008). Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogy a peszticidek szamos ponton
befolyasolhatjak az 6kologiai rendszereket, €s ezek a kozvetlen, illetve kozvetett hatasok
egymast erdsitve okozhatjdk a kétéltii populaciok csokkenését (Kohler és Triebskorn ,
2013).

A kétéltiiek és mas valtozd testhdmérsékletli gerinces allatok immunrendszerének
legfobb szerve a 1€p, amelynek mérete informaciot adhat az immunrendszer allapotardl
(Hadidi et al., 2008; Steinel és Bolnick, 2017). Egy kisérlet soran, melyben egy bizonyos
baktérium ellen rezisztens szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) vonalakat hoztak
l1étre, felfigyeltek arra, hogy a rezisztens egyedek Ilépe nagyobb volt a baktériumra
érzékeny allatokéhoz képest. Ezutan a rezisztensnek és érzékenynek jelolt vonalakbol
kialakitottak kis, kozepes €s nagy léppel rendelkezd csoportokat, megfertézték Oket a
baktériummal és vizsgaltak a talélést. Ahogy varhatd volt, a nagyobb 1éppel rendelkezd
egyedek tulélése magasabb volt (Hadidi et al., 2008). Egy vizsgélat soran, amelyben az
atrazin viszonylag magas koncentracidinak (1,5 13,5 mg/L) tettek ki halakat, azt talaltak,
hogy lépméretiik csokkent (Rohr és McCoy, 2010). A Iép mérete mellett annak
pigmentaltsdga is fontos mutatdja a kétéltiiek és halak immunfunkcidinak (Steinel és
Bolnick, 2017). Ezen fajok lépében az un. melanomakrofagok sotét szinli pigmentalt
foltokat alkotnak (2. 4bra). Ezek a sejtcsoportok valdsziniileg az emlésok limfoid
szoveteiben megtalalhatod csiracentrumokkal azonos szerepet toltenek be, azok ,,primitiv”
eléfutaranak tekinthetéek, tehat az adaptiv humoralis immunvalasz kialakitdsaban lehet
szerepiilk (Agius és Roberts, 2003). A melanomakrofagok melanint termelnek, amely
pigmentnek fontos szerepe van a szabadgyokok megkotésében és neutralizaldsaban halak
esetében (Pérez-lglesias et al., 2016). A melanomakrofag csoportok szamanak és
reagalhatnak a megvaltozott fizioldgiai vagy kornyezeti tényezdkre is (Van Der Kraak,
2014, Pérez-Iglesias et al., 2016). Egy Osszetett tanulmanyban két békafaj (Lithobates
palustris és Lithobates calamitans) ebihalait tették ki 0,117 mg/L atrazinnak egy
mezokozmosz kisérlet keretein beliil négy héten at, és azt tapasztaltdk, hogy a ma4j
melanomakrofagjainak szama csokkent az L. palustris esetén, mig a L. calamitans fajra
nem volt hatdssal. Ugyanebben a tanulmanyban a terepen végzett vizsgalatok alkalmaval
szennyezett vizekbdl begyijtott Rana pipiens faj egyedeinél (Rohr et al., 2008). Egy masik
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vizsgalatban egy dél-amerikai békafaj (Leptodactylus latinasus) egyedeinek adtak be egy
gyakran hasznalt gyomirtészer hatoanyagot, a glifozatot, ¢s mind a harom koncentracion
(100, 1000, és 10,000 pg/g) a melanomakrofag sejtek melanint tartalmazo pigmentalt
részeinek novekedését tapasztaltak 48 ora eltelte utan (Pérez-lglesias et al., 2016).

Az atrazinnal szemben, a terbutilazinnal kapcsolatos 0kotoxikoldgiai vizsgalatok
szama alacsony. A Scopus adatbazisaban 350, a Web of Science adatbazisaban 216
talalatot kapunk az atrazine AND ecotoxicolog* kulcsszavas keresésre, mig a keresést
terbuthylazine AND ecotoxicolog* szavakkal megismételve (2020. 04.10.), mindGssze 25,
illetve 18 cikket jelenitenek meg az adatbazisok. Ha ezt a keresést az atrazine AND
amphibian*, és a terbuthylazine AND amphibian* kulcsszdval végezziik el, akkor atrazin
esetén 187, illetve 244, terbutilazin esetén minddssze 2 talalatot kapunk mindkét adatbazis
esetén (2020. 04.10.). Ezek a szamok jol illusztraljak, hogy az atrazin jol ismert karos
hat4saival szemben a terbutilazinrdl aggasztéan kevés a publikalt ismeret. Néhany, halakon
végzett tanulmany megerdsiti, hogy a terbutilazin, az atrazinhoz hasonldan, negativan hat a
novekedésre, fejlodésre, illetve a viselkedésre. Egy 30 napos toxicitds teszt kereteiben,
amelyet ponty (Cyprinus carpio) larvakon végeztek el, Okologiailag relevans
koncentraciokkal (0,0009, 0,16, 0,52, 0,82 mg/L. terbutilazin), a két legmagasabb
koncentracionak kitett larvak esetén kimutattak, hogy mind a testhossz, mind a testtomeg
alacsonyabb volt a kontroll csoport egyedeihez képest (Stépanova et al., 2012). Egy masik,
zebradanion (Danio rerio) végzett kisérletben azt talaltak, hogy a terbutilazinnak kitett
larvak szignifikdnsan nagyobb aranyban mutattak abnormalis uszési viselkedést, bar
meglehetésen magas koncentraciokat (3,2, 6,5, 9,7, 13 és 16,2 mg/L) alkalmaztak (Pérez et
al., 2013). Az egyetlen altalam ismert tanulmanyban, amelyben kétéltliek kapcsan
toxikologiai szempontbol vizsgaltak a terbutilazin hatasait, azt talaltdk, hogy a terbutilazin
szignifikansan befolyasolta az epithelialis transzportot kioperalt Rana esculenta bor
darabok esetén, a natrium ionok bearamléasat fokozta, mig a kidramlasra nem volt hatassal
(Cassano et al., 2005). Tudomdsom szerint eddig egyetlen tudomanyos publikacido sem
foglalkozott in vivo a terbutilazin kétéltiiekre gyakorolt 6kotoxikologiai hatasaival.

Az in vivo kisérletekben okotoxikologiai szempontbdl kiilondsen fontosak az un.
apikalis végpontok, amelyek a szervezet vagy akar a populécid egészére gyakorolt
hatdsokat mérik. Ezek a tulajdonsdgok plasztikusak, tehat az allatok képesek reagalni a
kornyezetre ezek valtoztatasaval és trade off-ot kialakitani, példaul rovidebb id6 alatt, de
alacsonyabb testtomegnél érni el a metamorfozist a szennyezett viz elhagyasa érdekében
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(Heatwole et al., 2009). Az exogén anyagok okozta testtomeg csokkenés (Rohr és McCoy,
2010) kihat a kétéltiiek szaporodasi képességére és tulélésére egyarant, példaul a nagyobb
testtomeggel atalakult egyedek nagyobb eséllyel ¢€lik tal a téli hibernacidt (Vagi, 2014;
Uveges et al., 2016). A hiperaktivitas egyértelmiien noveli a predacio kockazatat (Skelly,
1994). Az ivararany eltolodasa, illetve a gonadok rendellenességei szintén fontos jelzéi a
reproduktiv potencial sériilésének (Orton és Tyler, 2015), a 1ép mérete és pigmentaltsaga
pedig az immunrendszer allapotdnak mutatéi (Hadidi et al., 2008; Steinel és Bolnick,
2017). Ezeket a tulajdonsagokat tehat fitnesz-befolydsolod szerepiik miatt a terbutilazin

esetében is fontos lenne vizsgalni.

3. CELKITUZESEK

Célunk a terbutilazin gyomirtd szer Okotoxikoldgiai vizsgélata volt barna
varangyok (Bufo bufo) és erdei békak (Rana dalmatina) esetében. A szubletalis hatasok
detektalasdhoz szamos olyan tulajdonsidgot vizsgaltunk, amelyek az allatok
ratermettségének szempontjabol fontosak a természetben: az atalakulédsig eltelt i1d6t, az
atalakulaskori testtomeget, az allatok viselkedését és ivararanyat, valamint a 1ép allapotat.
Predikcionk szerint a terbutilazin hasonld szubletalis hatasokat idézhet eld kétéltiieknél,
mint a hozza szerkezetileg nagyon hasonld atrazin, vagyis roviditheti/hosszabbithatja az
egyedfejlodés sebességét, csokkent testtomeget eredményezhet, hiperaktivitast okozhat,
illetve csokkentheti az immunfunkcidkat.

Ezeknek a tulajdonsdgoknak a vizsgalatara olyan kisérletet terveztiink, amelyben
kiilonbozd populacidokbdl szarmazo allatokat teljes larvalis fejléddéslik soran terbutilazint
tartalmazo, vagy nem tartalmazé vizben tartottunk, a terbutilazinnak két (egy alacsonyabb
természetes kornyezetre leginkabb jellemzd szennyezettség hatdsait minél pontosabban
modellezhessiik. Az allatok fejlodését és egészségi allapotat a kezelés végét kdvetden tobb
honapig kovettilk nyomon, hogy az esetlegesen hosszabb tavon megmaradd hatasokat is

vizsgalhassuk.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgalt fajok

Két vizsgalt fajunk, az erdei béka (Rana dalmatina) és a barna varangy (Bufo bufo),
Magyarorszag szinte teljes teriiletén jelen van (Agasyan et al., 2009; Kaya et al. 2009).
Mind az erdei béka, mind a barna varangy potencialisan veszélyeztetett gyomirtd szer
hasznalat szempontjabol, ugyanis barmely viztest kozelében képesek megtelepedni,
amelynek kozelében legaldbb egy kevés fas vegetacid taldlhatd, illetve gyakran
mérsékelten antropogén kornyezetben is megtalaljuk dket (Agasyan et al., 2009; Kaya et
al. 2009), igy agrarteriiletek kozvetlen kdzelében is. A szennyezett él6helyeken az egymast
kovetd generaciok ki lehetnek téve az artalmas vegyiiletek, ugyanis a kétéltiiekre jellemzd
a szaporodohely-hiiség (Semlitsch, 2008). Az ivarérett egyedek ugyanarra a teriiletre
térnek vissza szaporodni, ahol atalakultak. A feln6tt barna varangyok 79-96%-a, a juvenilis
egyedek 81%-a visszatér eredeti szaporodohelyére (Reading et al, 1991). Egy masik
vizsgélatban a Rana sylvatica faj esetén 100%-os helyhtiséget figyeltek meg (Berven és
Grudzien, 1990). Minden kétéltii faj védett Magyarorszagon, igy a két valasztott faj is. A
barna varangy és az erdei béka is gyakorinak szamit hazank tertiletén (Magyar Madartani
¢és Természetvédelmi Egyesiilet, 2019), az egész elterjedésiiket tekintve mindkét faj a ,,nem
fenyegetett” kategoriaba tartozik, a barna varangy populacidi stabilnak mondhatoak, az
erdei békak esetén az aktudlis populacié trend a cs6kkend besorolést kapta (IUCN Red list,

2019).

4.2. Terepi begyiijtés

A peték begylijtése erdei békak esetében 2018. marcius 13. és 16. kozott, barna
varangyok esetében 2018. aprilis 9-én tortént az adott faj altal szaporodohelyként hasznalt
helyszinekrdl. A rendszeres terepi ellenérzésekkel biztositani tudtuk, hogy minden esetben
frissen lerakott (egy napnal nem régebbi) petéket gytijthessiink. Osszesen hat befogasi
helysziniink volt, fajonként 3-3 t6. Az erdei békak esetén a kivalasztott harom viztest a
Szarazfarkas-t6 (47°44'4,12"N, 18°49'7,04"E), a Kerek-to (47°38'41,22"N, 18°46'31,59"E)
és a pilisvorosvari horgasztorendszer (47°36'40,02"N, 18°55'9,45"E) volt, varangyok
esetén pedig a nagykovacsi Békas-to (47°34'34,72"N, 18°52'8,06"E), a Garancsi-to

(47°37'25,38"N, 18°48'26,18"E), ¢és a pesthidegkati horgasztdé (47°34'9,38"N,
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18°57'17,09"E). Minden viztestb6l, amely a helyszinek kozotti tavolsagok miatt egy-egy
populacidonak felel meg, 6sszesen nyolc, véletlenszerlien kivalasztott petecsomobol vagy
petezsinorbol (azaz 8-8 csaladtol) gyljtottiink petéket, tehat nem az egész petecsomot,
illetve petezsinort gyijtottik be. A petéket kozvetleniil a begyiijtés utan az ATK

Novényvédelmi Intézet julianna-majori laboratériumaba szallitottuk.

4.3. A kisérlet menete

Amig a peteburok elhagyasa nem tortént meg, az embriokat 19 °C-on tartottuk,
csaladonként egy-egy kiilon miianyag dobozban. A peték és késdbb az ebihalak tartasara
RSW-t (reconstituted soft water) hasznaltunk, ami olyan, reverz-ozmoézis szlrdn
megtisztitott, UV-fénnyel fertdtlenitett lagy viz, melyhez literenként a kovetkezd sokat
adtuk hozza: 48 mg NaHCO3z, 30 mg CaSO4 x 2 H20, 61 mg MgSO4 x 7 H20, 2 mg KCI.
A laboratériumban a természetes fotoperiddust kovetd fényviszonyokat allitottunk be.

Amikor az ebihalak elérték a szabadon uszo6 larvastadiumot, vagyis a 25. fejlodési
stddiumot (Gosner, 1960), minden csaladbol 12 egyedet véletlenszertien kivalasztva,
egyenként helyeztikk el ¢ket 2 literes dobozokban, amelyek 1 liter RSW-t tartalmaztak,
valamit innentdl szdmitva 20 °C-ra allitottuk a laboratérium hémérsékletét. A kisérletbe be
nem vont ebihalakat visszaszallitottuk és szabadon engedtiik eredeti él6helyiikon. Osszesen
576 ebihallal indult a kisérlet (3 kezelési csoport x 3 populacié x 8 csalad x 4 egyed
csaladonként x 2 faj). A dobozok véletlen blokkos elrendezés szerint lettek elhelyezve a
laborban. A vizet egy héten kétszer cseréltiik, ugyanekkor az allatoknak ad libitum apritott
spenotot is adtunk (emberi fogyasztasra szant, fagyasztott spenot).

Az egyedeket 3 kezelési csoportba osztottuk be, amelyek a kovetkezOk voltak: az
alacsony koncentracio 0,003 pg/L terbutilazint tartalmazott, amely az eurdpai folydkban
mért median (0,002 pg/L,) és atlag (0,009 pg/L) érték kozott helyezkedik el (Loos et al.,
2009). A magas koncentracio 0,3 pg/L terbutilazint tartalmazott, amelyet kutatocsoportunk
2017-ben, hazai kétélti szaporoddhelyeken végzett vizkémiai vizsgalatai alapjan
allitottunk be (Bokony et al., 2018); ez a koncentracid6 nagysagrendileg hasonld a
kisméretli patakokban mért atlaghoz (0,1 ng/L) (Lorenz et al., 2017) és a folyokban mért
maximumokhoz (0,2-0,57 pg/L) (Loos et al., 2009). A kontroll kezelés literenként 1 pL/L
etanolt tartalmazott, ugyanis a terbutilazin vizben valo felolddsdhoz etanolra volt sziikség
(tehat a terbutilazinos kezelések is tartalmaztdk ezt az etanol koncentraciot). Kordbbi

kisérletiink eredményei szerint ez a csekély mennyiségli alkohol nem befolyasolja az
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ebihalak fejlodését (Verebélyi, 2017). A kisérlet sordn minden vizcsere alkalmaval
megujitottuk a kezeléseket. A koncentraciok ellenérzéshez mindharom kezelésbdl harom
héten at egy-egy mintat vettlink, majd egy akkreditadlt analitikai laboratorium
folyadékkromatografia — tomegspektrometria (LC-MS) modszerrel meghatarozta a mintak
pontos koncentracioit (SynTech Research Hungary Kft). Mindkét terbutilazinos kezelésben
a nominalis koncentracid kozelében alakult a mért koncentracio (0,0031-0,0039, illetve
0,288-0,405 pg/L kozott), a kontroll kezelésben pedig nem volt detektalhato a terbutilazin
(<2 ng/L).

Az ebihalak viselkedését heti négy alkalommal figyeltik meg, erdei békaknal 6t
hétig, a rovidebb fejlédési idejli varangyoknal pedig négy héten at. Egy megfigyelési
napon kétszer jegyeztiik fel minden egyes ebihal viselkedését, az els6 megfigyelési kor
reggel, a masodik délutan zajlott. Minden megfigyelési kdrben ugyanabban a sorrendben
figyeltiikk meg az egyedeket, a dobozok véletlen blokkos elrendezését kovetve. Egy konkrét
megfigyelés egyedenként par masodpercig tartott, az egyedeket a dobozok folé tartott
teleszkopos tiikorrel figyeltilk meg, tligyelve arra, hogy ne riasszuk meg az allatokat. A
viselkedést 3 kategoriaba soroltuk: taplalkozas (ennek soran az ebihalak nem végeznek
helyvaltoztaté mozgast, de a farkuk mozog), uszas, é¢s mozdulatlansag (abban az esetben,
ha az egyed semmilyen aktivitdst nem mutatott a megfigyelés alatt).

Amint észleltiik az adott fajban az elsé egyednél az atalakulas megkezdését (42.
fejlodési stadium, a mellsd végtagok megjelenése, [Gosner, 1960]), a viselkedés
megfigyeléseket abbahagytuk. A metamorfozist megkezdett allatokat athelyeztiik
egyesével 0,1 liter RSW-t tartalmazo, enyhén megdontott dobozba, hogy az atalakulas
soran elhagyhassak a vizet. Az 4talakulds megkezdésekor mértiik az allatok testtomegét (+
0,1 mg), illetve feljegyeztiik a larvalis fejlddés idejét, azaz a kisérlet kezdete Ota (a 25.
larvastadium elérése Ota) az atalakulas megkezdéséig eltelt napok szamat.

Az atalakult egyedeket (46. fejlodési stadium, a farok teljes visszaszivasa, [Gosner,
1960]) egyesével, nedvesitett papirt és buvohelyként egy tojastarté karton darabot
tartalmazod, fedett dobozokba helyeztiik, és néhany honapos korukig neveltiik 6ket. Az
allatok heti kétszer kaptak élelmet ad libitum, eleinte terrariumi allatok szdmara tenyésztett
ugrovillasokat, majd 2-3 mm-es tiicskoket, amelyeket meghintettiink vitaminokat, asvanyi
anyagokat és aminosavakat tartalmazo készitményekkel (Reptiland 76280, Promotor 43,
3:1 aranyban). Az éllatokat addig neveltiik, amig a gonadok fejlettsége elérte azt a szintet,
amelynél a két ivar mar nagy bizonyossaggal elkiilonitheté (3-4 éabra), azaz amig az
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ivaréretlen egyedek fenotipusos szexalasa lehetévé nem valt. Ez a két fajnal eltérd idében
kovetkezik be; a Rana genusban a metamorfozis utani 4. héten, mig Bufo genushan ehhez
képest tovabbi 3,5 héttel késobb (Ogielska ¢s Kotusz, 2004). Amig az adott csaladban a
legkésobb atalakult allat el nem érte ezt a kort, addig nem kezdtiik meg az adott csalad
egyedeinek boncoldsat. Ezért az erdei békakat 1,5-3 honapig, a barna varangyokat 3,5-4,5
honapig neveltiik metamorfézisuk utan.

A boncolashoz humanus modon tulaltattuk az allatokat 6,6 g/L MS-222-t
tartalmazo vizfiirdében, amelybe azonos koncentracidban dinatrium-foszfatot adagoltunk,
hogy az altaté pH-ja semleges legyen, és ne irritalja az allatok borét. Ezutan felboncoltuk
Oket és sztereomikroszkop segitségével (Olympus SZX12) a Iéprdl fotokat készitettiink (a
mikroszkophoz csatlakoztatott Canon EOS 60D tipust fényképezdgéppel) 45x-0s
nagyitasban. Dokumentaltuk, hogy tapasztalhat6-e polysplenia (tobblépliség, 2. abra) az
adott egyednél, valamint feljegyeztiikk az allatok ivarat (3-4. abra). A boncolas soran az
emésztOtraktust a gyomor kezdetétdl a klodkaig kivagtuk, majd lemértiik, hogy az
esetlegesen a bélben taldlhatd tdplalék tomegével korrigalni tudjuk a boncolédskori
testtomeget, amelyet kdzvetleniil az eutanazia el6tt mértiink le (= 0.01 g).

A 1éprol készitett képeket JPEG formatumban elmentettiik, majd az ImagelJ szoftver
(Schneider et al., 2012) segitségével lemértem a 1¢ép teriiletét (“freechand selections”
eszkoz), illetve azt, hogy a 1ép feliiletének hany szazalékat boritjak pigmentalt foltok
(“threshold” eszkoz), kihagyva azokat az egyedeket, amelyeknél polysplenia vagy gyenge
képmindség miatt a mérés nem volt egyértelmii. A pixelben mért értékeket lefotdozott mm-
papir segitségével szamoltam 4t mm? értékre. A modszer érvényességének alatdmasztasara
vizsgaltuk a mérés személyen beliili ismételhetdségét, ezért a JPEG formatum mellett egy
veszteség mentes formatumban (Canon Raw) is lemértem ugyanazon 37 allat [épméretét és
pigmentaltsagat, majd a két mérés értékeit Osszevetve kiszamitottuk az osztalyon beliili
korrelacios egytitthatot (ICC) és annak 95%-0s konfidencia intervallumat (KI). Ez alapjan
mindkét valtozd esetén magas ismételhetdséget kaptunk (Iépméret: ICC = 0,989, 95% KI:
0,978 — 0,994, Fss37 = 173, p < 0,001; I&p pigmentécio: ICC = 0,856, 95% KI: 0,739 —
0,923, Fzs37=12,9, p < 0,001).
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2. abra: Lép; balra normal 1ép (Bufo bufo) (fehér nyil), jobbra polysplenia (fehér nyil)
(Rana dalmatina). A sotét, amorf alaku foltok melanomakrofag csoportok (fekete nyilak)
(foto: Verebélyi Viktoria)
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3. abra: Erdei béka ivarok; balra a him (fehér nyilak: bab alakt, sziirkésfehér herék a
vesén), jobbra a néstény (fehér nyilak; a petefészkek eltakarjdk a vesét)
(fotd: Verebélyi Viktoria)

4. abra: Barna varangy ivarok; balra a him (fehér nyilak; hosszikas alakt, sziirkésfehér
herék), jobbra a ndstény (fehér nyilak; a petefészkek) (fotd: Verebélyi Viktoria). Mind a
herék, mind a petefészkek eliilsé végén taldlhatd egy sargas-rdzsaszines, petefészekre
emlékeztetd szerkezetli szerv, a Bidder-szerv (fekete nyilak), amely a varangyfélékre
jellemzd, ismeretlen funkcidju szerv
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4.4. Adatelemzés

A két faj adatait kiilon elemeztem, az R 3.4.1 szoftver (R Core Team, 2018)
segitségével. Mivel a kisérlet soran az elpusztult egyedek szama igen alacsony volt,
valamint a polysplenia el6fordulasi gyakorisaga is alacsonyan alakult, ezt a két valtozot
Fisher-féle egzakt teszttel vizsgaltam. A szubletalis hatasokat linedris kevert (LME) és
altalanositott linearis kevert (GLMM) modellekkel elemeztem. A kevert modellekre azért
volt sziikség, mert az egy helyszinrél (egy populaciobol), és azon belill egy
petecsomobol/petezsindrbdl (azaz azonos sziiloktdl) szarmazd egyedek egymastdol nem
figgetlen adatpontok. Ezért a modellekben a szarmazasi hely és a csalad egymasba
agyazott random faktorként szerepelt. Az LME modelleknél, a csaladok kozotti jelentds
szoras kiilonbségek miatt, minden célvaltozd esetén a ,,varldent” fliggvény segitségével
lehetdvé tettem, hogy a modell az eltérd szorasokat figyelembe vegye. A GLMM modellek
(logisztikus regresszid) esetén megvizsgaltam a diszperzids paramétert, amely minden
esetben 1-hez kozeli értéket adott, ezért binomialis hibaeloszlast alkalmaztam a

modellekben. A linearis modellekhez az R program ,nlme” koényvtiranak ,,lme

fliggvényét, valamint ,,MASS” konyvtaranak ,,glmmPQL” fiiggvényét hasznaltam.

4.4.1. Metamorfozis adatok

Fiiggd valtozo6im az atalakulaskori testtomeg (mg) €s a fejlodési 1d6 (atalakulasig
eltelt napok szdma) voltak. Magyarazo valtozé volt a kezelés (3 csoport), valamint zavar6
tényez0 lévén fix hatdsként a hOmérséklet. Bar a laboratériumban dallando volt a
homérséklet, az egyes dobozok kozotti kismeértékii kiilonbségek befolyasolhattak a
fejlodést €s novekedést, és ezért a larvalis fejlddés ideje alatt tobbszor mértiik a viz
hémérsékletét (= 0,1 °C). Hogy ne zavarjuk az ebihalakat, és a mérOmiszerrel ne
szennyezziik keresztbe a kiilonbozd kezeléseket kapd egyedek tartovizét, a mérést az
ebihalak dobozai kozé helyezett, vizzel teli poharakban végeztiikk el. Minden egymas
melletti 6 dobozhoz (melyek két sorban helyezkedtek el a polcon) egy-egy félliteres pohar
tartozott, amelyben erdei békak esetén 4-szer, barna varangyok esetén 3-szor mértiik meg a
hémérsékletet (a két faj eltéré hosszusag larvafejlodési ideje miatt). Az elemzésben

minden ebihalhoz a hozza tartozé poharban mért hdmérsékletek atlagat hasznéaltam.
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4.4.2. Viselkedés adatok

A larvalis viselkedés elemzéséhez két bindris (igen/nem) valtozot hoztam létre. Az
aktivitas valtozoban az ebihalak minden mozgasa, beleértve az Uiszast €s a taplalkozast is
igent kapott, a mozdulatlansag nemet. A taplalkozas valtozd esetén csak a taplalkozasi
viselkedés kapott igent, az Uszas ¢és mozdulatlansag pedig nemet. Az aktivitast és
taplalkozasi viselkedést is binomidlis GLMM modellel elemeztem. Mivel a viselkedést
befolyasolhatja a megfigyeld személye, az eltéré fényviszonyok (laboron beliil, az egymas
folotti polcok kozott), a hdmérséklet, az allatok napi ritmusa (reggeli vagy délutani kor), a
legutobbi vizeserétol (és friss taplalék beadasatol) eltelt napok szama, €s az allatok kora (az
elsd viselkedés megfigyelés napja ota eltelt napok szamaként megadva), ezért ezek a
valtozok fix hatasként szerepeltek a modellekben. Mivel egy ebihalhoz tobb viselkedés
leolvasas is tartozott, az egyed azonositojat is random faktorként vettem be a modellekbe, a

helyszin €s azon beliil a csalad random faktorba agyazva.

4.4.3. Ivarardany

Logisztikus regresszios (GLMM) modellel teszteltem, hogy a kezelési csoportokon
beliili ivararany szignifikdnsan eltér-e a kontroll csoport és a terbutilazinos csoportok
kozott. Fliggd valtozd az ivar (ndstény, him) volt, magyardzo valtozok pedig a kezelés, az
allatok boncolési kora (az atalakulas oOta eltelt napok szama) €s boncoldsi testtomege
voltak. A boncolasi testtomeget tigy kaptam meg, hogy az allatok boncolas elétt mért
testtomegébdl kivontam a kivagott béltraktus tomegét. Erre azért volt sziikség, mert a
boncolast megel6z6 néhany napos €¢heztetés ellenére az allatok gyomraban, illetve beleben

eldéfordult kiilonb6zd mennyiségli taplalék.

4.4.4. Lép adatok

A 1ép méretét és pigmentaltsagat LME modellekkel elemeztem, magyarazo valtozo
volt a kezelés, az ivar, az allatok boncoldsi kora €s testtomege. A polysplenia alacsony
eléfordulasi gyakorisaga miatt ezt a valtozot Fisher-féle egzakt teszttel hasonlitottam Ossze

a kezelési csoportok kozott.
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5. EREDMENYEK

5.1. Mortalitas

A Kkisérlet teljes ideje alatt alacsony volt a mortalitas, az indulaskori 576 allatbol
534 maradt ¢letben a boncolasig. Az elpusztult egyedek szama egyik fajnal sem fliggott a
kezelésektdl (Fisher-féle egzakt proba, erdei béka: p = 0,102, barna varangy: p = 0,780). A
kontroll csoportban az egyedek 8,9 %-a, az alacsonyabb koncentraciot tartalmazo kezelési
csoportban 6,8 %, a magasabb koncentracid esetén 4,2 % pusztult el. A pusztuldsok
ismeretlen okbol, tulnyomorészt a kezelés befejezése utan (a metamorfoézis alatt vagy

azutan) kovetkeztek be.
5.2. Metamorfozis adatok

A fejlodési 1d6t a terbutilazin egyik faj esetén sem befolyasolta szignifikansan, sem
az alacsony, sem a magas koncentracion (1-2. tibldzat, 5. &bra). Erdei békaknal a
terbutilazin nem hatott szignifikdnsan az atalakulaskori testtomegre (3. tablazat). Ellenben
allatok testtomegét (4. tablazat, 6. abra), atlagosan 25 mg-mal (9,58 %-kal) a kontroll
csoporthoz képest; a magasabb koncentracionak azonban nem volt szignifikans hatasa. A
hémérséklet, mint zavard tényez6 szignifikans hatassal birt, a magasabb hémérséklet
mindkét faj esetén roviditette a fejlodési 1dot, és ez az erdei békak esetében alacsonyabb

testtomeggel is jart egyiitt az atalakulaskor (1-4. tablazat).
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Erdei béka Barna varangy
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5. abra: A fejlodési id6 atlaganak modell altal becsiilt értékei a harom kezelési csoportban

(a bajusz a becslés standard hibajat jeloli).
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6. abra: Az 4tlagos testtomeg modell 4ltal becsiilt értékei a harom kezelési csoportban (a
bajusz a becslés standard hibajat jeloli) (***p < 0,001).
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1. tablazat: A fejlodési 1d6 (napok) linearis kevert modelljének paraméterbecslései erdei
békaknal (az ,,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli 0°C hdémérséklet
esetén, a tobbi paraméter az intercept-tol valo eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-érték
Intercept (féatlag) 7740 384 258 2017 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L 0,20 0,38 258 0,51 0,607
Terbutilazin 0,3 pug/L 0,08 0,38 258 0,21 0,833
Homérséklet (°C) -1,87 0,20 258 -9,38 <0,001

2. tablazat: A fejlodési id6 (napok) linearis kevert modelljének paraméterbecslései barna
varangynal (az ,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli 0°C homérséklet
esetén, a tobbi paraméter az intercept-tol valo eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-értck
Intercept (féatlag) 56,85 7,30 257 7,79 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L 0,20 0,23 257 0,87 0,386
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,10 0,22 257 -0,44 0,657
Homérséklet (°C) -1,16 0,39 257 -2,95 0,003

3. tablazat: Az 4talakulaskori testtdmeg (mg) linearis kevert modelljének
paraméterbecslései erdei békaknal (az ,,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat
becsli 0°C hémérséklet esetén, a tobbi paraméter az intercept-tol valo eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-érték
Intercept (foatlag) 1078,71 76,28 256 14,14 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L -12,61 7,55 256 -1,67 0,096
Terbutilazin 0,3 pg/L 511 6,98 256 0,73 0,465
Homérséklet (°C) -31,35 411 256 -7,63 <0,001

4. tablazat: Az atalakuldskori testtdmeg (mg) linearis kevert modelljének
paraméterbecslései barna varangynal (az ,.intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat
becsli 0°C hémérséklet esetén, a tobbi paraméter az intercept-tdl valo eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-érték
Intercept (foatlag) 422,52 156,85 256 2,69 0,008
Terbutilazin 0,003 pg/L 25,96 5,15 256 5,04 <0,001
Terbutilazin 0,3 pug/L 3,73 4,78 256 0,78 0,435
Hoémérséklet (°C) -8,76 8,47 256 -1,03 0,302
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5.3. Viselkedés adatok

Az erdei békak esetén a 0,3 pg/L terbutilazint tartalmazo kezelés szignifikédnsan,
11 %-10l 8,6 %-ra csokkentette a mozgassal toltott idot (5. tablazat), barna varangyoknal a
larvéak aktivitdsdra nem volt szignifikdns hatdssal a terbutilazin (6. tdblazat). Az alacsony
koncentraci6 esetén nem tapasztaltunk ilyen hatasokat, illetve a taplalkozasi viselkedésben
sem voltak szignifikans kiillonbségek a kezelési csoportok kozott egyik faj esetén sem (7-8.
tablazat).

A zavard tényezOk (5-8. tablazat) kozil a megfigyelok hatdsa mindig
szignifikansan eltért egymastol, emellett erdei békak esetén a homérséklet pozitivan hatott
az allatok aktivitasara. Ellenben a felsé polcokon kisebb aktivitast mutattak. Barna
varangyoknal a napszak, a vizcsere utan eltelt id6 és az allatok kora befolydsolta az
aktivitast; délutan illetve a vizcsere utani 2. illetve 3. napon aktivabbak voltak az egyedek,
ezen kiviil az id6 eldrehaladtaval csokkent a varangy ebihalak aktivitdsa. Erdei békaknal a
hémérséklet, az allatok kora pozitivan, a késdbbi napszak és a felsé polcok helyzete
negativan hatott a taplalkozési viselkedésre. A barna varangyok a délutdni napszakban és a
vizcsere utani 2. és 3. napon mutattak fokozottabb taplalkozasi viselkedést, mig az id6sebb

allatok az idejiik kisebb részét toltottek taplalkozassal.
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5. tablazat: Aktivitassal (Gszéssal vagy taplalkozassal) toltott id6 aranyanak altalanositott
(binomialis) linearis kevert modelljének paraméterbecslései erdei békaknal (az ,,intercept”
paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az 0sszes tobbi magyarazo valtozo elsé vagy
nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-t6l valo eltérést adja meg, logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték
Intercept (féatlag) -4,92 1,35 5434 -3,64 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L 0,00 0,11 257 0,04 0,968
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,31 0,12 257 -2,60 0,010
Hoémérséklet (°C) 0,19 0,07 257 2,67 0,008
Megfigyelo B 0,34 0,11 5434 3,03 0,002
Megfigyeld C -0,62 0,16 5434 -3,94 <0,001
Megfigyeld D -0,09 0,13 5434 -0,67 0,504
Polc 2 -0,34 0,14 257 -2,50 0,013
Polc 3 -0,38 0,15 257 -2,57 0,011
Polc 4 -0,72 0,15 257 -495 <0,001
Polc 5 -0,49 0,14 257 -3,48 0,001
Kor: délutan -0,14 0,11 5434 -1,29 0,197
Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 2 -0,07 0,10 5434 -0,71 0,479
Kor (eltelt napok szama) -0,02 0,01 5434 -1,49 0,135
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6. tablazat: Aktivitassal (Gszéssal vagy taplalkozassal) toltott id6 aranyanak altalanositott
(binomialis) linedris kevert modelljének paraméterbecslései barna varangynal (az
»intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az dsszes tobbi magyarazé valtozo
elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-t6l valo eltérést adja meg,
logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték
Intercept (foatlag) -3,80 5,67 4310 -0,67 0,503
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,16 0,09 257 -1,72 0,087
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,03 0,09 257 -0,30 0,765
Hémérséklet (°C) 0,16 0,31 257 0,53 0,598
Megfigyelo B 0,02 0,11 4310 0,14 0,887
Megfigyelé C 0,30 0,18 4310 1,71 0,088
Megfigyeld D 0,63 0,16 4310 3,99 <0,001
Polc 2 0,02 0,11 257 0,22 0,829
Polc 3 -0,04 0,15 257 -0,28 0,780
Polc 4 -0,07 0,18 257 -0,42 0,677
Polc 5 -0,07 0,22 257 -0,32 0,747
Kor: délutan 0,27 0,11 4310 2,43 0,015

Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 2 1,78 0,14 4310 12,30 <0,001
Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 3 1,77 0,13 4310 13,54 <0,001
Kor (eltelt napok szama) -0,14 0,02 4310 -6,54 <0,001
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7. tablazat: Taplalkozassal toltott id6 aranyanak altalanositott (binomialis) linearis kevert
modelljének paraméterbecslései erdei békanal (az ,.intercept” paraméter a kontroll csoport
atlagat becsli az Osszes tobbi magyarazo valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi
paraméter az intercept-t6l valo eltérést adja meg, logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték

Intercept (foatlag) -8,86 1,96 5434 -451 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L 0,01 0,15 257 0,06 0,951
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,24 0,15 257 -1,58 0,116
Homérséklet (°C) 0,34 0,11 257 3,17 0,002
Megfigyelo B 0,41 0,13 5434 3,18 0,002
Megfigyeld C -1,16 0,22 5434 -5,26  <0,001
Megfigyeld D -0,23 0,17 5434 -1,30 0,193
Polc 2 -0,24 0,18 257 -1,34 0,183
Polc 3 -0,39 0,20 257 -1,95 0,053
Polc 4 -0,59 0,19 257 -3,08 0,002
Polc 5 -0,43 0,19 257 -2,27 0,024
Kor: délutan -0,13 0,13 5434 -1,01 0,314
Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 2 0,00 0,13 5434 -0,01 0,993
Kor (eltelt napok szama) 0,07 0,02 5434 3,91 <0,001
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8. tablazat: Taplalkozassal t6ltott idé aranyanak altalanositott (binomidlis) linearis kevert
modelljének paraméterbecslései barna varangynal (az ,,intercept” paraméter a kontroll
csoport atlagat becsli az 6sszes tobbi magyarazéd valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a
tobbi paraméter az intercept-t6l valo eltérést adja meg, logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték
Intercept (féatlag) 202 557 4310 -036 0,717
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,06 0,09 257 -0,67 0,504
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,13 0,09 257 -1,45 0,149
Hémérséklet (°C) 0,03 0,30 257 0,11 0,914
Megfigyelo B -0,11 0,13 4310 -0,86 0,389
Megfigyelé C 027 022 4310 125 0212
Megfigyelé D 0,65 0,18 4310 3,55 <0,001
Polc 2 0,02 0,11 257 0,20 0,843
Polc 3 0,08 0,14 257 0,56 0,579
Polc 4 0,15 0,17 257 0,86 0,389
Polc 5 0,08 0,22 257 0,37 0,708
Kor: délutan 0,11 0,13 4310 0,82 0,411

Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 2 1,47 0,17 4310 8,79 <0,001
Vizcsere 6ta eltelt napok szama: 3 1,37 0,15 4310 9,05 <0,001
Kor (eltelt napok szama) -0,11 0,02 4310 -4,75 <0,001

5.4. Ivarardany

A boncoléas soran az allatok nagy részének meg tudtuk allapitani a fenotipusos
ivarat. A kiils6 jegyek alapjan nem egészséges, fejlddésben visszamaradott egyedeket,
amelyek ivaranak megallapitasa bizonytalan volt, kihagytuk az elemzésbdl (a kontroll és a
0,003 pg/L terbutilazinos kezelésben 1-1 barna varangy, a 0,3 pg/L terbutilazinos
kezelésben 1 erdei béka ivara volt bizonytalan). A kezelés nem volt szignifikans hatassal
az ivararanyra egyik faj esetében sem (9-10. tablazat). Varangyok esetén 1:1-hez kozeli
volt az ivarardny minden kezelési csoportban (7. dbra). Azonban az erdei békaknal azt a
nem szignifikans (p-érték = 0,125) tendenciat tapasztaltuk, hogy az alacsony

crer

44,6%-4hoz képest (7. abra).
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Erdei béka Barna varangy
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7. abra: A himek aranyanak modell altal becsiilt értékei a kezelési csoportok kozott (a
bajusz az becslés standard hibajat jeldli)

9. tablazat: Az ivararany (himek ardnya) Aaltalanositott (binomialis) linearis kevert
modelljének paraméterbecslései erdei békaknal (az ,,intercept” paraméter a kontroll csoport
atlagat becsli az 6sszes tobbi magyarazo valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi
paraméter az intercept-tol valo eltérést adja meg, logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték

Intercept (foatlag) -0,69 1,02 229 -0,67 0,501
Terbutilazin 0,003 pg/L 0,48 0,31 229 1,54 0,125
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,05 0,31 229 -0,18 0,861
Boncolasi kor (eltelt napok szdma) 0,02 0,03 229 0,57 0,567
Testtomeg (g) -0,47 0,92 229 -0,51 0,612
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10. tablazat: Az ivararany (himek ardnya) altalanositott (binomidlis) linedris kevert
modelljének paraméterbecslései barna varangynal (az ,,intercept” paraméter a kontroll
csoport atlagat becsli az 6sszes tobbi magyaraz6 valtozo elsd vagy nulla értéke mellett, a
tobbi paraméter az intercept-t6l valo eltérést adja meg, logit skalan)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték
Intercept (féatlag) 0,47 2,02 244 0,23 0,818
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,12 0,30 244 -0,40 0,688
Terbutilazin 0,3 pg/L 0,23 0,30 244 0,78 0,436
Boncolasi kor (eltelt napok szama) -0,01 0,02 244 -0,44 0,659
Testtomeg (g) 0,15 0,20 244 0,75 0,451

5.5. Lép adatok

szignifikansan (p érték = 0,076), 12,1 %-kal csokkentette a [épméretet (11.tablazat, 8.abra),
azonban a 1ép pigmentaltsagat egyik kezelés sem befolyasolta szignifikansan (13.tablazat,
9. abra). Barna varangyoknal a 1ép mérete és pigmentaltsiga nem fiiggétt Ossze a
kezelésekkel (12 és 14. tablazat, 8-9. dbra). Mig erdei békak esetén a lépméretre egyetlen
zavard tényez6 sem hatott szignifikdnsan, addig barna varangyoknal az 4llatok
boncolaskori testtdomege €s a kora is pozitivan befolyasolta azt (11-12. tablazat). A Iép
pigmentaltsaga mindkét faj esetén csokkent az idésebb egyedeéknél (13-14. tdblazat). A
polysplenia eléfordulasi gyakorisaga (15. tablazat) egyik fajnal sem fliggott a kezelésektol
(Fisher-féle egzakt proba, erdei béka: p = 0,145, barna varangy: p = 0,573).
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Erdei béka Barna varangy
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8. abra: Az atlagos Iépméret modell altal becsiilt értékei a harom kezelési csoportban (a
bajusz az becslés standard hibajat jeloli).

Erdei béka Barna varangy
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9. abra: A 1ép atlagos pigmentaltsiganak modell altal becsiilt értékei a harom kezelési
csoportban (a bajusz az becslés standard hibajat jeldli).
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11. tablazat: A lépméret (mm?) linearis kevert modelljének paraméterbecslései erdei
békaknal (az ,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az Osszes tobbi
magyarazd valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-tdl valo
eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték
Intercept (féatlag) 0,41 0,14 75 2,87 0,005
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,02 0,04 75 -0,35 0,725
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,08 0,04 75 -1,80 0,076
Boncolasi kor (eltelt napok szama) 0,00 0,00 75 1,11 0,269
Testtomeg (g) -0,05 0,13 75 -0,38 0,707

12. tablazat: A lépméret (mm?) linearis kevert modelljének paraméterbecslései barna
varangyoknal (az ,,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az Osszes tobbi
magyarazo valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-tdl vald
eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés  SE df t p-érték

Intercept (foatlag) -0,51 0,27 239 -1,86 0,064
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,01 0,03 239 -0,41 0,681
Terbutilazin 0,3 pg/L 0,03 0,03 239 0,82 0,414
Boncolasi kor (eltelt napok szama) 0,01 0,00 239 3,97 <0,001
Testtomeg (g) 0,14 0,02 239 6,16  <0,001

13. tablazat: A 1¢p pigmentaltsag (%) linearis kevert modelljének paraméterbecslései erdei
békaknal (az ,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az Osszes tobbi
magyardzo valtozé elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-tdl valo
eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-érték

Intercept (foatlag) 7,82 0,91 71 8,56 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,18 0,26 71 -0,70 0,484
Terbutilazin 0,3 pg/L -0,07 0,31 71 -0,21 0,834
Boncolasi kor (eltelt napok szama) -0,08 0,02 71 -3,05 0,003
Testtomeg (g) -0,16 0,80 71 -0,20 0,844
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14. tablazat: A 1¢ép pigmentaltsag (%) linedris kevert modelljének paraméterbecslései
barna varangyoknal (az ,,intercept” paraméter a kontroll csoport atlagat becsli az 0sszes
tobbi magyardz6 valtozo elsé vagy nulla értéke mellett, a tobbi paraméter az intercept-tol
valo eltérést adja meg)

Paraméterek Becslés SE df t p-érték
Intercept (foatlag) 6,06 148 213 409 <0,001
Terbutilazin 0,003 pg/L -0,18 0,18 213 -1,00 0,317
Terbutilazin 0,3 ng/L 0,04 0,21 213 0,18 0,855
Boncolasi kor (eltelt napok szama) -0,04 0,01 213 -2,88 0,004
Testtomeg (g) 0,09 0,13 213 0,67 0,505

15. tablazat: A polysplenia el6fordulasi gyakorisdga (egyedszam) a kezelési csoportokban

Polysplenia
Faj Kezelés Igen nem
Erdei béka Kontroll 4 29
Terbutilazin 0,003 pg/L 2 40
Terbutilazin 0,3 pg/L 7 31
Barna varangy Kontroll 3 76
Terbutilazin 0,003 pg/L 1 84
Terbutilazin 0,3 pg/L 3 81
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6. DISZKUSSZIO

A terbutilazin gyomirtd hatéanyag kisérletiinkben nem okozott szamottevd
mortalitast sem az erdei békak, sem a barna varangyok esetén. Ez megegyezik korabbi,
mas ¢lélénycsoportokra vonatkozd irodalmi adatokkal, melyek szerint a mg/L alatti,
okologiailag relevans koncentraciok nem indukalnak letalis hatasokat terbutilazin
(Stépanova et al., 2012) és atrazin esetén sem (Kerby és Storfer, 2009; Rohr és McCoy,
2010). Ugyanakkor kisérletiinkben szamos szubletalis hatast figyeltiink meg.

6.1. Metamorfozis adatok

Vizsgalatunk soran nem tapasztaltunk kiilonbségeket a terbutilazin hatdsara a
metamorfozishoz sziikséges id6 tekintetében, egyik faj esetén sem. Ez az eredmény
megegyezik tobb atrazinnal kapcsolatos tanulmany eredményével (Hayes et al. 2006; van
der Kraak et al., 2014), azonban szamos mas vizsgalatban kimutattak eltéréseket a fejlodési
idében atrazin hatdsara kiillonbozo kétélti- €s halfajokban (Rohr és McCoy, 2010). Az
atrazin a vizsgalatok egy részében novelte, mas részében csokkentette a fejlodés sebességét
(Rohr ¢és McCoy, 2009), feltehetdleg a fajok eltérd életmenet stratégiai miatt. A
larvastadium mind az erdei béka, mind a barna varangy esetében viszonylag rovid (erdei
békaknal a metamorfozishoz sziikséges napok szdmanak medianja 43, barna varangyoknal
35 nap volt), ezek a fajok tehat relative gyors fejlddésre vannak szelektalva, emiatt
elképzelhetd, hogy kevéssé hajlamosak a fejlédési id0 megvaltoztatisaval reagilni a
kornyezeti artalmakra.

Bar az atrazinnal kapcsolatos tanulmanyok nagy része testtomeg csokkenést irt le
kétéltiick és halak esetén is (Rohr és McCoy 2010; van der Kaak et al., 2014), az erdei
békaknal nem tapasztaltunk testtomegvaltozast a terbutilazin hatisira, és a magasabb
koncentraci6 esetében a barna varangyoknal sem. Az utobbi fajnal azonban mintegy 10%-
kal nétt a testtdomeg a metamorfozis kezdetén az alacsony koncentracid hatdsara. Ez az
eredmény azt jelenti, hogy nem-linearis dozisfiiggést mutat a terbutilazin hatasa ebben az
esetben. A kétéltlieknél a metamorfozis ideje €és egy adott kemikdlia mennyisége kozti
nem linedris kapcsolat egy gyakori jelenség, amit a metamorfozis komplexitasaval
magyaraznak, amely sordn rengeteg folyamat zajlik parhuzamosan (detoxifikacio,
novekedés, hormonszint valtozas, 0j szervek kifejlodése, Rohr és McCoy 2009). Brodeur

¢s tarsai (2013) hasonld nem linearis jelenséget irtak le az atrazinnal kapcsolatban, ahol
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Rhinella arenarum (amely szintén a Bufonidae csaladba tartozik) ebihalakat tettek ki az
legalacsonyabb (0,1 pg/L), illetve a két legmagasabb koncentraci6 (100, 1000 pg/L) nem
volt hatassal a testtomegre ¢és a testhosszra, viszont a kozepes koncentraciok (1, 10 pg/L)
szignifikdnsan novelték mindkét testméret paramétert. Emellett a két magasabb
koncentracion ezek a tulajdonsdgok mar csokkend tendenciat mutattak a kontroll
csoporthoz képest, habar nem szignifikans mértékben (Brodeur et al., 2013). Ebben a
vizsgalatban ugyanezt a mintazatot figyelték meg a metamorfozishoz sziikséges idében is,
tehat a nagyobb tOmeg a tovabb tartd fejlédés eredménye lehetett. A szerzok hipotézise
szerint az atrazin, hormon-modulans vegyiiletként val6 viselkedése miatt, komplex mdodon
avatkozhatott bele a tiroid ¢és gliikkokortikoid hormonok milkddésébe, amely az
egyedfejlodést és a metamorfozist is szabalyozza. A varangyok alacsony koncentracion
tapasztalt testtomeg novekedése mogott is allhatnak hasonléan Osszetett folyamatok
(hormonrendszerrel kapcsolatos hatasok), tehat lehetséges, hogy azért nem tapasztaltunk
kiilonbséget a testtdmegben a magas koncentrdcion, mert ezzel a mennyiséggel a szer
atlépte azt a szintet, ahol mar negativ hatidsokat valtott ki, és ez ellenstlyozhatta az
alacsony koncentracid pozitiv hatésait.

Vizsgalatunkban azonban a hosszabb fejlddési 1d6 nem okozhatta a nagyobb
testtomeget, mert a fejlddési idében nem kaptunk szignifikans eltérést. Az sem valoszind,
hogy a taplalékfelvételi ratat ndvelte volna a terbutilazin, mivel a viselkedés vizsgalatok
alapjan nem tapasztaltuk a taplalkozasi viselkedés megnovekedett aranyat, vagyis nem a
tobb elfogyasztott taplalék jarult hozza a nagyobb testtomeghez. Egy lehetséges
magyarazat a testtomeg novekedésére a bélhossz plaszticitasa, vagyis az, hogy az ebihalak
emésztOtraktusanak hossza valtozhatott meg a terbutilazin hatdsara. Tobb tanulméany
megallapitotta, hogy az ebihalak az életmenetiik, morfologidjuk és viselkedésiik mellett a
bélhosszukat is képesek valtoztatni az aktudlis kornyezetnek megfeleléen (Relyea és Auld,
2004). Példaul rossz mindségli €élelemforrds vagy erdsebb taplalék-kompeticid esetén az
emésztOtraktus nagyobb, hosszabb lesz, amely a tapanyagok hatékonyabb felszivodasat
teszi lehetévé (Relyea és Auld, 2004). Lehetséges, hogy a terbutilazinnak az atrazinhoz
hasonlé endokrin diszruptor hatdsai vannak, igy befolyasolhatta a hormonrendszert,
amelyen keresztiil hathatott a bél fejlédésére és novekedésére. Elképzelhetd tehat, hogy
kisérletiinkben az alacsonyabb terbutilazin koncentracié ndvelte a varangy ebihalak
bélhosszat, ezaltal hatékonyabb emésztést és nagyobb ndvekedési ratat tett lehetdve, igy a
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fejlodési id6 és a taplalkozasi rata megvaltoztatasa nélkiil is nagyobb testtomeget érhettek

el az ebihalak az 4talakulasig. Ennek igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

6.2. Viselkedeés

Az erdei békaknal a terbutilazin magas koncentracidja csokkentette a mozgassal
toltott id6t, az alacsony koncentracidnak nem volt hatdsa az ebihalakra. Hasonl6 eredményt
kaptak egy tanulmanyban, amelyben hal larvakat (Salvelinus namaycush, Oncorhynchus
kisutch) tettek ki rovidebb ideig (1-4 nap), de magasabb koncentracioja (3,3-16,2 mg/L)
terbutilazinnak; a larvak Uszasi mozgasa sériilt és kisebb aktivitast mutattak (Pérez et al.,
2012). Azok az ecbihalak, amelyek apatiat mutatnak, keresgélés hianyaban hatranyba
keriilhetnek a taplalékért folyd kompeticioban, ez pedig csokkent novekedéshez és
fejlédéshez is vezethet. Tovabba olyan esetekben, amikor a ragadozok elkeriiléséhez nem
rejtézkodés, hanem aktiv mozgas sziikséges, a csokkent aktivitds novelheti a predacios
kockézatot, ha az 4llatok nem reagdlnak megfelelden a ragadozd jelenlétére.
Kisérletiinkben ilyen kdvetkezmények nem voltak, mivel az ebihalak versenytarsak és
ragadozok nélkiil nevelkedtek, de természetes koriilmények kozott a terbutilazin

aktivitdscsokkentd hatasa karos lehet.6.3. Ivararany

cre

crer

egy bioldgiailag jelentds kiillonbség, azonban az aranyok statisztikai elemzéséhez igen
nagy mintaszamok sziikségesek: a jelen kiilonbséget 80%-o0s statisztikai erdvel
csoportonként 254 egyed vizsgalataval lehetett volna detektalni, ami kortilbelil két és
félszerese annak a mintaszamnak, amit a kisérletiinkben biztositani tudtunk
("power.prop.test" R fliggvény). Az altalunk talalt maszkulinizaciés tendencia ellentmond
azoknak a korabbi vizsgalatoknak, amelyek az atrazin feminizalo hatésat figyelték meg
(Rohr és McCoy, 2010). Ez az eredmény tovabbi vizsgdlatokat tesz sziikségessé a
terbutilazin, mint alacsony koncentracioban potenciélis endokrin diszruptorként viselkedd
vegyiilet hatdsainak detektalasara, az ivarardny ¢és a populaciok életképességének

Osszefliggése miatt.
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6.4. Lép

A Iépen mért valtozok (1ép méret és pigmentaltsag, valamint polysplenia)
egyikében sem tapasztaltunk eltéréseket az alkalmazott teributilazin koncentraciok hatasara
marginalisan nem szignifikans mértékben csokkentette a lépméretet. Ez parhuzamba
allithato korabbi tanulmanyok eredményeivel, amelyekben az atrazin negativan hatott az
immunfunkciokra és novelte a parazitak altali fertézottséget (Rohr és McCoy, 2010).
Ezekben a tanulmanyokban altalaban nagyobb koncentraciokat alkalmaztak, ez lehet az
oka annak, hogy vizsgalatunk esetében csak enyhe hatast figyeltiink meg. Ugyanakkor az

is lehetséges, hogy a terbutilazin valoban kevésbé immunszupressziv, mint az atrazin.
6.5. Konkluziok

Osszességében elmondhatd, hogy a korabbi irodalmi adatokkal Osszevetve, az
atrazin hatdsai nem prediktaltak jol a terbutilazin kisérletlinkben megfigyelt hatasait: az
esetek egy részében a vart hatas elmaradt, mas részében pedig ellentétes tendenciakat
figyeltiink meg a két gyomirtd hatéoanyag kozott. Vizsgalatunk eredményei ramutatnak
arra, hogy a hasonl6 kémiai szerkezet, illetve azonos kémiai csoportba valé besorolds nem
adhat alapot arra, hogy hasonld Okotoxikologiai hatasokat feltételezziink egy adott
vegyliletrdl, tehat sziikséges minden szer kiilon torténd Okotoxikoldgiai vizsgalata. Az
olyan nagy mennyiségben hasznalt anyagok esetében, mint a novényvédd és gyomirtd
szerek, erre fokozottan sziikség van, mivel elkeriilhetetlen a természetes kozegbe keriilésiik
. Tovabba, a barna varangyok és erdei békak eltérd reakcioi ravildgitanak arra, hogy az
egyes kétéltll fajok szennyezdanyagokra vald érzékenysége kiilonbozhet, ezért populacidik
megorzéséhez tobb informéciora van sziikség a szennyezd anyagoknak valo kitettségrol és
a kornyezetben eléforduld koncentraciok fajspecifikus hatasair6l. Ez egy kiemelten fontos
feladat, amikor soha nem latott mértékii, folyamatosan stlyosbodd globéalis biodverzités

csOkkenéssel néziink szembe.
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7. OSSZEFOGLALO

A mezdgazdasagi tevékenységbOl szarmazd novényvédd és gyomirtd szerek
nagymértékii terhelést jelentenek az agrarteriileteken vagy azok kozelében €16 allatok
populacioira. Természetvédelmi €és humdan-egészségligyi szempontbol is fontos, hogy
minél tobb informécionk legyen a kiilonbozd peszticidek oOkotoxikoldgiai, nem cél-
szervezetekre gyakorolt hatasairol. A terbutilazin egy széles spektrumi gyomirtd szer,
amelyet hazdnkban és vilagszerte is nagy mennyiségben hasznalnak. A hasonld kémiai
szerkezetli €s hatasmechanizmusu, az Eurdpai Unidban betiltott atrazin esetében a nem-
célszervezetekre gyakorolt karos hatdsok jol ismertek, példaul kétéltliek esetén
befolyasolhatja az egyedfejlédés sebességét és az immunrendszert, csokkent testtomeget
eredményezhet, hiperaktivitast és ndstény-tilstlyos ivararanyt is okozhat. Ezzel szemben a
terbutilazin  hasznalatanak ilyen jellegli kockazatair6l nagyon keveset tudunk.
Vizsgalatunkhoz barna varangy (Bufo bufo) és erdei béka (Rana dalmatina) petéket
gyujtottiink kiilonb6zé populaciokbol, majd laboratoriumi koriilmények kozott neveltiik
Oket. Az ebihalakat a larvalis fejlodés teljes id6tartama alatt olyan vizben tartottuk, amely a
ug/L; 3 ng/L), vagy csak olddszer kontrollt (1 pL/L etanol) tartalmazott. Kisérletiink soran
mértiik azokat a tulajdonsdgokat, amelyek az dallatok fitnesze szempontjabol

meghatarozoak a természetben.

Az erdei békak testtomegét és a két faj fejlodési idejét nem befolyasolta a
metamorfozisig elért testtomegét. A varangyok viselkedését nem befolyésolta a kezelés,
viszont az erdei béka ebihalak csokkent aktivitdst mutattak a magasabb koncentracid
hatdsara, amely ellentmond az atrazin megfigyelt hatdsainak. A csokkent aktivitds karos
kovetkezményekkel jarhat: ezek az egyedek hatranyba keriilhetnek a limitalt taplalékért
folyé kompeticioban, illetve ndvelheti a predacids kockézatot, ha az allatok lassabban
reagalnak a ragadozokra. A 1ép mérete €s pigmentaltsiga (az immunrendszer mutatoi),
valamint a polysplenia (t6bblépliség) eléfordulasi gyakorisaga nem volt dsszefliggésben a
kezelésekkel egyik faj esetén sem, bar a terbutilazin magas koncentricidja az erdei
békaknal marginélisan nem szignifikans mértékben, 12%-kal csokkentette a 1ép méretét. A
kezelés az ivararanyt nem befolyasolta szignifikansan, bar erdei békaknal az alacsony

crer
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ellentétes az atrazin hatasdval. Az egyenl6tlen ivarardny veszélyeztetheti a populécio
fennmaradasat, kiilondsen gyenge terjedd képességgel rendelkezd fajok esetén, mint
amilyenek a békdk. Eredményeink raviladgitanak, hogy nem altalanosithaté hasonld kémiai
szerkezet alapjan a peszticidek Okotoxikologiai hatdsa, és hogy a hatdsok fajonként

eltéréek lehetnek, igy minden egyes vegylilet célzott vizsgalatara van sziikség.
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8. ABSRACT

Contaminants originating from agricultural areas reach natural water bodies and
thus have considerable environmental impacts and can cause lethal and sublethal effects in
non-target organisms, including wildlife and humans. In this study, we investigated the
herbicide terbuthylazine used in agriculture worldwide and in Hungary as well. The
herbicide atrazine which has similar chemical? structure to therbuthylazine is banned in the
European Union, because several studies suggest it is an endocrine disruptor. Atrazine can
affect amphibians’ development rate and immune system, and it can cause decreased body
mass, hyperactivity, and female-biased sex ratio. However, the ecotoxicological effects of
terbuthylazine are poorly known. We exposed two anuran species throughout their larval
development to each of two environmentally relevant concentrations of terbuthylazine (0,3
pug/L and 3 ng/L; the control group received 1 pL/L ethanol as solvent control), and
recorded several sub-lethal endpoints that are relevant for fitness in nature.

In common toads (Bufo bufo), we found that treatment with 3 ng/L terbuthylazine
increased body mass at metamorphosis, but treatment with 0.3 pg/L terbuthylazine had no
effect on body mass. In agile frogs (Rana dalmatina), treatment with 0.3 pg/L
terbuthylazine decreased tadpole activity; this result contradicts the previously reported
effects of atrazine. Reduced activity may have deleterious effects in nature: in competition
for limited food it may put these individuals at a disadvantage, and predation risk may
increase if the animals respond to the predators too slowly. The prevalence of polysplenia,
and the spleen's size and pigmentation were not affected by the treatments, although in
agile frogs we found that treatment with the higher concentration decreased spleen size by
12% (a marginally non-significant effect). Neither treatments affected the time to
metamorphosis or sex ratios significantly, although in agile frogs the proportion of males
increased from 44,6% in the control group to 57% in the low-concentration treatment.
Unequal sex ratio may threat to viability of populations especially in taxa like anurans
which have limited dispersal.

These results show that environmentally relevant levels of terbuthylazine can have
several sub-lethal effects on anurans, which may be harmful to individual fitness and
population persistence in natural conditions. Our experiment highlights that toxic effects

cannot be generalized between chemicals of similar structure, because the terbuthylazine
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effects we observed do not conform with previously reported effects of atrazine. Therefore,
it is important to study the ecotoxicological effects of every pesticide.

40



9.

Agasyan, A., Avisi, A., Tuniyev, B., Isailovic, J. C.,
Lymberakis, P., Andrén, C., Cogalniceanu, D.,
Wilkinson, J., Ananjeva, N., Uziim, N., Orlov, N.,
Podloucky, R., Tuniyev, S., Kaya, U., (2009). Bufo
bufo. The IUCN Red List of Threatened Species URL:
https://www.iucnredlist.org/species/54596/11159939
Megtekintve: 2019.10.20.

Agius, C., & Roberts, R. J. (2003).
Melano-macrophage centres and their role in fish
pathology. Journal of fish diseases, 26(9), 499-509.

Almadi, L., Béres, 1., Berzsenyi, Z., Horvath, Z.,
Hunyadi, K., Kazinczi, G., Lehoczky, E., Mikulas, J.,
Németh, 1., Petranyi, 1., Reisinger, P., Szemén, L.,
Szentey, L., Szdéke, L., Téth, E., Varga, Sz. (2000).
Gyomnovények, gyomirtds, gyombiologia. Mezdgazda
Kiado.

Anti¢, Nikolina, et al. "Pesticide residues in the Danube
River Basin in Serbia-a survey during 2009-
2011." CLEAN-Soil, Air, Water 43.2 (2015): 197-204.

Berven, K. A., & Grudzien, T. A. (1990). Dispersal in
the wood frog (Rana sylvatica): implications for genetic
population structure. Evolution, 44(8), 2047-2056.

Békony, V., Uveges, B., Ujhegyi, N., Verebélyi, V.,
Nemeshazi, E., Csikvari, O., & Hettyey, A. (2018).
Endocrine disruptors in  breeding ponds and
reproductive health of toads in agricultural, urban and
natural landscapes. Science of  The Total
Environment, 634, 1335-1345.

Brodeur, J. C., Sassone, A., Hermida, G. N. &
Codugnello, N. (2013). Environmentally-relevant
concentrations of atrazine induce non-monotonic
acceleration of developmental rate and increased size at
metamorphosis in Rhinella arenarum
tadpoles. Ecotoxicology and environmental safety, 92,
10-17.

Cassano, G., Bellantuono, V., Ardizzone, C., & Lippe,
C. (2006). Atrazine increases the sodium absorption in
frog (Rana esculenta) skin. Environmental Toxicology
and Chemistry: An International Journal, 25(2), 509-
513.

Chopra, A. K., Sharma, M. K., & Chamoli, S. (2011).
Bioaccumulation of organochlorine pesticides in
aquatic system—an overview. Environmental
monitoring and assessment, 173(1-4), 905-916.

Collins, J. P., Crump, M. L., & Lovejoy I, T. E.
(2009). Extinction in our times: global amphibian
decline. Oxford, Oxford University Press.

Davidson, C., & Knapp, R. A. (2007). Multiple
stressors and amphibian declines: dual impacts of

41

IRODALOMJEGYZEK

pesticides and fish on yellow-legged frogs. Ecological
Applications, 17(2), 587-597.

Ehrsam, M., Knutie, S. A., & Rohr, J. R. (2016). The
herbicide  atrazine induces hyperactivity —and
compehrromises tadpole detection of predator chemical
cues. Environmental toxicology and chemistry, 35(9),
2239-2244.

European Chemichals Agency (2019). Atrazine. URL:
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-
[substanceinfo/100.016.017 Megtekintve: 2019.10.20.

European Chemichals Agency (2019). Terbuthylazine.
URL.: https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-
/substanceinfo/100.025.125? disssubsinfo WAR_disss
ubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.euro
pa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-

chemicals%3Fp p_id%3Ddisssimplesearch. WAR_diss
searchportlet%26p p_lifecycle%3D0%26p p_state%3
Dnormal%26p p_mode%3Dview%26p p col id%3D
column-

1%26p _p_col count%3D1%26 disssimplesearch WA
R_disssearchportlet_sessionCriteriald%3DdissSimpleS
earchSessionParam101401571643274974 Megtekintve:
2019.10.20.

Eurostat (2015). Land cover statistics. Eurostat, 2015,
URL: https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-

explained/index.php/Land_cover_statistics#Land_cover
in_the EU Megtekintve: 2019.10.20.

Fiorentino, M., Pinelli, C., D'Aniello, B., lela, L., di
Meglio, M., & Rastogi, R. K. (2001). Development and
distribution of FMRFamide-like immunoreactivity in
the toad (Bufo bufo) brain. Journal of chemical
neuroanatomy, 21(3), 201-213.

Foley, J. A., Ramankutty, N., Brauman, K. A., Cassidy,
E. S., Gerber, J. S., Johnston, M., ... & Balzer, C.
(2011). Solutions for a cultivated
planet. Nature, 478(7369), 337.

Gosner, K. L. (1960). A simplified table for staging
anuran embryos and larvae with notes on
identification. Herpetologica, 16(3), 183-190.

Hahn, J., Toth, G., Szoboszlay, S., Kriszt, B. (2017).
Novényvédd  szerek képes
mikrobat6rzsgylijtemény kialakitasa, VIIL.
Okotoxikologiai Konferencia eléadas és poszter kotete,
24 November 2017, Budapest, Hungary. URL:
https://www.biokontroll.hu/wp-
content/uploads/2018/11/okotoxikologiai_konferencia
2018.pdf Megtekintve: 2019.10.20.

Hadidi, S., Glenney, G. W., Welch, T. J., Silverstein, J.
T., & Wiens, G. D. (2008). Spleen size predicts
resistance of rainbow trout to Flavobacterium
psychrophilum challenge. The Journal of
Immunology, 180(6), 4156-4165.



https://www.iucnredlist.org/species/54596/11159939
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.016.017
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.016.017
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://echa.europa.eu/hu/substance-information/-/substanceinfo/100.025.125?_disssubsinfo_WAR_disssubsinfoportlet_backURL=https%3A%2F%2Fecha.europa.eu%2Fhu%2Fsearch-for-chemicals%3Fp_p_id%3Ddisssimplesearch_WAR_disssearchportlet%26p_p_lifecycle%3D0%26p_p_state%3Dnormal%26p_p_mode%3Dview%26p_p_col_id%3Dcolumn-1%26p_p_col_count%3D1%26_disssimplesearch_WAR_disssearchportlet_sessionCriteriaId%3DdissSimpleSearchSessionParam101401571643274974
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php/Land_cover_statistics#Land_cover_in_the_EU
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php/Land_cover_statistics#Land_cover_in_the_EU
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php/Land_cover_statistics#Land_cover_in_the_EU
https://www.biokontroll.hu/wp-content/uploads/2018/11/okotoxikologiai_konferencia_2018.pdf
https://www.biokontroll.hu/wp-content/uploads/2018/11/okotoxikologiai_konferencia_2018.pdf
https://www.biokontroll.hu/wp-content/uploads/2018/11/okotoxikologiai_konferencia_2018.pdf

Hayes, T. B. (1997). Steroids as potential modulators of
thyroid hormone activity in anuran
metamorphosis. American zoologist, 37(2), 185-194.

Hayes, T. B., Case, P., Chui, S., Chung, D., Haeffele,

C., Haston, K., .. & Tsui, M. (2006). Pesticide
mixtures, endocrine disruption, and amphibian
declines: are we underestimating the

impact?. Environmental health perspectives, 114(Suppl
1), 40-50.

Hayes, T. B., Khoury, V., Narayan, A., Nazir, M., Park,
A., Brown, T., ... & Gallipeau, S. (2010). Atrazine
induces complete feminization and chemical castration
in  male African clawed frogs  (Xenopus
laevis). Proceedings of the National Academy of
Sciences, 107(10), 4612-4617.

Heatwole, H. (2013). Worldwide decline and extinction
of amphibians. The Balance of Nature and Human
Impact, ed. Klaus Rohde. Cambridge University Press.
Cambridge , Cambridge University Press.

Hoskins, T. D., & Boone, M. D. (2018). Atrazine
feminizes sex ratio in Blanchard's cricket frogs (Acris
blanchardi) at concentrations as low as 0.1
pg/L. Environmental toxicology and chemistry, 37(2),
427-435.

Kaya, U., Kuzmin, S., Sparreboom, M., Ugurtas, 1. H,
Tarkhnishvili, D., Anderson, S., Andreone, F., Corti,
C., Nystrom, P., Schmidt, B., Anthony, B.,
Ogrodowczyk, A., Ogielska, M., Bosch, J., Tejedo, M.,
(2009). Rana dalmatina. The IUCN Red List of
Threatened Species URL:
https://www.iucnredlist.org/species/58584/11790570
Megtekintve: 2019.10.20.

Kerby, J. L., & Storfer, A. (2009). Combined effects of
atrazine and chlorpyrifos on susceptibility of the tiger
salamander to Ambystoma tigrinum
virus. EcoHealth, 6(1), 91-98.

Kohler, H. R., & Triebskorn, R. (2013). Wildlife
ecotoxicology of pesticides: can we track effects to the
population level and beyond?. Science, 341(6147), 759-
765.

Kozponti Statisztikai Hivatal (2018). Statisztikai tiikor -
A fontosabb ndvények vetésteriilete. KSH, 2018, URL:
http://www.ksh.hu/docs/hun/xftp/gyor/vet/vet1806.pdf
Megtekintve: 2019.10.20.

Larson, D. L., McDonald, S., Hamilton, S. J., Fivizzani,
A.J., & Newton, W. E. (1998). Effects of the herbicide
atrazine on Ambystoma tigrinum metamorphosis:
duration, larval growth, and hormonal
response. Physiological Zoology, 71(6), 671-679.

Loos, R., Gawlik, B. M., Locoro, G., Rimaviciute, E.,
Contini, S., & Bidoglio, G. (2009). EU-wide survey of
polar organic persistent pollutants in European river
waters. Environmental pollution, 157(2), 561-568.

Lorenz, S., Rasmussen, J. J., Si}, A., Kalettka, T.,
Golla, B., Horney, P., ... & Schifer, R. B. (2017).
Specifics and challenges of assessing exposure and

42

effects of pesticides in small water

bodies. Hydrobiologia, 793(1), 213-224.

Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet
(2019) Magyarorszag kétélttii és hiilléi: Barna varangy
http://www.mme.hu/keteltuek-es-hullok/barna-varangy
Megtekintve: 2019.10.20.

Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet
(2019) Magyarorszag kétéltiii és hilléi: Erdei béka
http://www.mme.hu/keteltuek-es-hullok/erdei-beka
Megtekintve: 2019.10.20.

Ogielska, M., & Kotusz, A. (2004). Pattern and rate of
ovary differentiation with reference to somatic
development in anuran amphibians. Journal of
morphology, 259(1), 41-54.

Orton, F., & Tyler, C. R. (2015). Do
hormone-modulating chemicals impact on reproduction
and development of wild amphibians?. Biological
Reviews, 90(4), 1100-1117.

Pathak, R. K., & Dikshit, A. K. (2011). Atrazine and
human health. International Journal of
Ecosystem, 1(1), 14-23.

Pethé Agnes (szerk.) et al. (2015)., Novényvéds szer
felhasznalas Magyarorszagon, NEBIH, 2015 URL:
http://www.kornyezetvedok.hu/vgt/vgt2/orszagos/3_4
hatteranyag Novenyvedoszer felhasznalas Magyarors
zagon_.pdf?pi Megtekintve: 2019.10.20.

Pérez-Iglesias, J. M., Franco-Belussi, L., Moreno, L.,
Tripole, S., de Oliveira, C., & Natale, G. S. (2016).
Effects of glyphosate on hepatic tissue evaluating
melanomacrophages and erythrocytes responses in
neotropical anuran Leptodactylus
latinasus. Environmental ~ Science and  Pollution
Research, 23(10), 9852-9861.

Pérez, J., Domingues, 1., Monteiro, M., Soares, A. M.,
& Loureiro, S. (2013). Synergistic effects caused by
atrazine and terbuthylazine on chlorpyrifos toxicity to
early-life  stages of the zebrafish  Danio
rerio. Environmental Science and Pollution
Research, 20(7), 4671-4680.

R Core Team (2018). R: A language and environment
for statistical computing. URL:  http://www.r-
projectorg/ Megtekintve: 2019.10.20.

Reading, C. J., Loman, J.,, & Madsen, T. (1991).
Breeding pond fidelity in the common toad, Bufo
bufo. Journal of Zoology, 225(2), 201-211.

Relyea, R. A., & Auld, J. R. (2004). Having the guts to
compete: how intestinal plasticity explains costs of
inducible defences. Ecology Letters, 7(9), 869-875.

Relyea, R., & Hoverman, J. (2006). Assessing the
ecology in ecotoxicology: a review and synthesis in
freshwater systems. Ecology Letters, 9(10), 1157-1171.

Rohr J.R. (2018) Atrazine and Amphibians: A Story of
Profits, Controversy, and Animus. In: Dominick A.
DellaSala, and Michael I. Goldstein (eds.) The


https://www.iucnredlist.org/species/58584/11790570
http://www.ksh.hu/docs/hun/xftp/gyor/vet/vet1806.pdf
http://www.mme.hu/keteltuek-es-hullok/barna-varangy
http://www.mme.hu/keteltuek-es-hullok/erdei-beka
http://www.kornyezetvedok.hu/vgt/vgt2/orszagos/3_4_hatteranyag_Novenyvedoszer_felhasznalas_Magyarorszagon_.pdf?pi
http://www.kornyezetvedok.hu/vgt/vgt2/orszagos/3_4_hatteranyag_Novenyvedoszer_felhasznalas_Magyarorszagon_.pdf?pi
http://www.kornyezetvedok.hu/vgt/vgt2/orszagos/3_4_hatteranyag_Novenyvedoszer_felhasznalas_Magyarorszagon_.pdf?pi
http://www.r-projectorg/
http://www.r-projectorg/

Encyclopedia of the Anthropocene, vol. 5, p. 141-148.
Oxford: Elsevier.

Rohr, J. R., & McCoy, K. A. (2010). A qualitative
meta-analysis reveals consistent effects of atrazine on
freshwater fish and amphibians. Environmental health
perspectives, 118(1), 20-32.

Rohr, J. R., & Palmer, B. D. (2005). Aquatic herbicide
exposure increases salamander desiccation risk eight
months later in a terrestrial
environment. Environmental Toxicology and
Chemistry: An International Journal, 24(5), 1253-
1258.

Rohr, J. R., Schotthoefer, A. M., Raffel, T. R., Carrick,
H. J., Halstead, N., Hoverman, J. T., ... & Schoff, P. K.
(2008). Agrochemicals increase trematode infections in
a declining amphibian species. Nature, 455(7217),
1235.

Rohr, J. R., Raffel, T. R., Halstead, N. T., McMahon,
T. A., Johnson, S. A., Boughton, R. K., & Martin, L. B.
(2013). Early-life exposure to a herbicide has enduring
effects on pathogen-induced mortality. Proceedings of
the Royal Society B: Biological Sciences, 280(1772),
20131502.

Schneider, C. A., Rashand, W. S., & Eliceiri, K. W.
(2012). NIH Image to ImageJ: 25 years of image
analysis. Nature methods, 9(7), 671.

Semlitsch, R. D. (2008). Differentiating migration and
dispersal processes for pond-breeding amphibians. The
Journal of wildlife management, 72(1), 260-267.

Skelly, D. K. (1994). Activity level and the
susceptibility of anuran larvae to predation. Animal
Behaviour, 1994, 47, 465-468

Steinel, N. C., & Bolnick, D. 1. (2017).
Melanomacrophage centers as a histological indicator
of immune function in fish and other
poikilotherms. Frontiers in immunology, 8, 827.

10. KOSZONETNYILVANITAS

Stépanova, S., Plhalova, L., DoleZelova, P., Prokes, M.,
Marsalek, P., Skori¢, M., & Svobodova, Z. (2012). The
Effects of subchronic exposure to terbuthylazine on
early developmental stages of common carp. The
Scientific World Journal, 2012.

The IUCN Red List of threatened species (2019).
iucnredlist.org, 2019, URL:
https://www.iucnredlist.org/ Megtekintve: 2019.10.20.

Uveges, B., Mahr, K., Szederkényi, M., Bokony, V.,
Hoi, H., & Hettyey, A. (2016). Experimental evidence
for beneficial effects of projected climate change on
hibernating amphibians. Scientific reports, 6, 26754.

Van Der Kraak, G. J., Hosmer, A. J., Hanson, M. L.,
Kloas, W., & Solomon, K. R. (2014). Effects of
atrazine in fish, amphibians, and reptiles: An analysis
based on quantitative weight of evidence. Critical
reviews in toxicology, 44(sup5), 1-66.

van Dijk, H. F., Van Pul, W. A. J., & De Voogt, P.
(Eds.). (1999). Fate of pesticides in the atmosphere:
implications for environmental risk assessment (pp. 1-
276). Dordrecht, Kluwer Academic Publishers.

Vagi, B. (2014). Az okoldgiai és szocialis kornyezet,
valamint fiziologiai kényszerek szerepe kétéltiiek
szaporodasaban. PhD  értekezés. Budapest, ELTE
Kornyezettudomanyi Doktori Iskola

Verebélyi, V. (2017). Barna varangy (Bufo bufo)

szaporodasi sikerének és szennyezOanyag
rezisztencidjanak Osszehasonlitasa kiilonb6z6
szennyezettségii ¢l6helytipusok
kozott. Diplomadolgozat. Budapest,

Allatorvostudomdnyi Egyetem

Wittmer, |. K., Bader, H. P., Scheidegger, R., Singer,
H., Lick, A., Hanke, 1., ... & Stamm, C. (2010).
Significance of urban and agricultural land use for
biocide and pesticide dynamics in  surface
waters. Water research, 44(9), 2850-2862.

Szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Bokony Veronikanak a rengeteg

tiirelmet, segitséget és tdmogatast, amit az elmult években kaptam, megtiszteld, hogy egy

ilyen kivaldé kutatdéval dolgozhatok egyiitt. Tovabba szeretnék koszonetet mondani a

Lendiilet Evoluciés Okolégiai Kutatécsoport munkatarsainak, akikkel a terepi, illetve

labormunkdban is segitettilk egymast. Koszondm Dr. Kosztolanyi Andrasnak, belsd

konzulensemnek, hogy hasznos tanidcsokkal latott el és munkdmat figyelemmel kisérte az

elmult évek folyaman. Csoporttarsaimnak is szeretném megkdszonni, hogy szinte mindig

kozésen megvitattuk a tananyagot, ez nagyban segitette annak megértését, illetve az itt

toltott évek alatt kialakult barati 1égkort, amely a vizsgaiddszakok atvészeléséhez is erdt


https://www.iucnredlist.org/

adott. Végiil pedig szeretném megkoszonni sziileimnek, hogy rendiiletleniil mellettem
allnak és tAmogatnak.

Vizsgalatunkat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacidos Hivatal (115402 sz.
projekt) és az Emberi Eréforrasok Minisztériuma megbizdsabol az Emberi Erdforras
Tamogataskezeld 4ltal meghirdetett, ,,Nemzet Fiatal Tehetségeiért Osztondij” (NTP-
NFTO-18 kodjelii palyazati kiirdsra, NTP-NFTO-18-B-0412 palyazati azonosito).

44



Alulirott Dr. Békony Veronika igazolom, hogy Verebélyi Viktoria Terbutilazin 6kotoxikologiai
vizsgélata két hazai kétéltli fajon cimii diplomamunkajat ismerem, azt beadasra és védésre

alkalmasnak tartom.

Budapest, 2020.04.17.

Bokony Veronika
Agrartudomanyi Kutatokozpont,

Novényvédelmi Intézet

45



Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott  Dr. Kosztolanyi Andras Igazolom, hogy Verebélyi Viktéria Terbutilazin
kotoxikologiai vizsgalata két hazai kétéltii fajon cimii diplomamunkéjét ismerem, azt beadédsra

és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2020. 04. 21.

Dr. Kosztolanyi Andras
belsé konzulens

ATE Okoldgiai Tanszék

46



