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Osszefoglalé

Az ivarvaltas, amikor az egyedfejlodés kezdetén a genetikai ivarral ellentétes fenotipusos
ivar alakul ki, vizsgalata ektoterm gerincesek természetes populdcioiban az utébbi néhany
évben kezdett fellendiilni. Tobbféle kornyezeti hatas okozhat ivarvaltast, koztiik endokrin
diszruptor kemikalidk is. Ilyen endokrin diszruptorok lehetnek a kémiai szinyoggyéritésben
hasznalt rovarirtoszerek, melyek kiilondsen a vizes éldhelyek allatvilagat karosithatjak. Két
manapsag elterjedten hasznalt szintetikus piretroid alapu rovarirtdszer, a deltametrin és az
etofenprox korabbi kutatdsok eredménye alapjan é¢lettani és viselkedésbeli elvaltozasokat
okozhat vizi allatokban, azonban egyetlen tanulmany sem vizsgalta még, hogy befolyasoljak-
e az ivari fejlodést kétéltiekben. A kutatdsom célja e két piretroid kdrnyezetileg relevans
koncentracidinak hatasait felmérni az ivararanyra és az ivarfiiggé mortalitasra erdei békaknal
(Rana dalmatina). Terepen gytijtott petékbdl nevelt ebihalakat mezokozmoszban neveltiink
fel tgy, hogy a vizbe 0.03 vagy 0.3 pg /1 deltametrint vagy etofenproxot adagoltunk
haromszor, majd az atalakult allatok ivarat boncoléssal allapitottuk meg. Az eredményeink
mortalitdsat és/vagy ivarvaltast (maszkuliniziciot) okoz. Ennek pontos kideritésére a

kisérleti allatok genetikai ivaranak vizsgalatara lesz sziikség.



Bevezet)

Két nagyon gyakori ivarmeghatdrozasi rendszer az ¢l6vilagban a genetikai ivarmeghatarozas
¢s a kornyezeti ivarmeghatarozas. Az elobbi esetében a gének hatarozzak meg az egyed ivarat,
az utobbinal az egyedfejlédés korai szakaszaban tapasztalt kornyezeti hatasok [1]. Ujabb
kutatasok alapjan megallapitottak, hogy ez a két rendszer egy kontinuum két végpontja és
vannak olyan fajok, ahol e kettd vegyes rendszerén alapszik az ivarmeghatarozas. Az ilyen

vegyes rendszerek azok, ahol el6fordulhat ivarvaltas.

Ivarvaltasnak nevezziik azt a jelenséget, amikor az egyedfejlodés korai érzékeny stadiumaiban
a kornyezet feliilirja a gének altal meghatarozott ivart €s az attdl ellentétes ivar fenotipusat
alakitja ki. Szamos faj természetes populacidiban talaltak ivarvaltott egyedeket [2—4], de
laboratoriumi kisérletekkel tobbnél is sikeresen indukaltak ivarvaltast [1,5,6]. A két 6
kornyezeti hatds, ami ivarvaltast okozhat: az extrém magas vagy alacsony homérséklet ¢s a
kiilonbozé vegyszerek. Az ember altali kornyezet-atalakitds mindkét tényezon keresztiil, a
klimavaltozas és a kémiai kdrnyezetszennyezés révén is novelheti az ivarvaltas gyakorisagat az
erre érzékeny allatokban [1]. Hormonkezelés altal indukalt ivarvaltast évtizedek oOta

alkalmaznak haltenyészetekben gazdasagilag profitalobb ivararany kialakitasara.

Azokban a taxonokban van féleg 6kologiai jelentdsége az ivarvaltasnak, amelyeknek a larvai
vagy embridi a kornyezeti koriilményeknek viszonylag nagymértékben kitéve fejlédnek [1,7].
A halak és hiillok mellett ilyenek a kétéltiiek is, melyeknek sok faja kihalassal veszélyeztetett
[8]. Ezekben az allatcsoportokban tobb szempontbdl is fontos lenne minél kiterjedtebben
vizsgalni az ivarvaltast, hogy megérthessiik, melyik kornyezeti valtozasok melyik fajokra
jelentenek veszélyt, és hogy ennek a kovetkezményeit elOrejelezhessiik vagy akar
megelézhessiik. Az ivarvaltott egyedek tobb olyan tulajdonsagban kiilonbozhetnek a nem
ivarvaltott egyedekt6l, amelyek befolyasolhatjak a talélést vagy a szaporodasi sikert [7],
példaul tobb halfajban is alacsonyabb fitnesz mutatokat talaltak a hormonkezelés miatt
ivarvaltott egyedekben [1]. Miké és mtsai. [9]. kisérletében, amikor egy mesterséges
héhullammal indukaltak ivarvaltast, akkor az igy maszkulinizalt egyedeknek szignifikansan
romlottak a fitneszmutatéi. Az ivarvaltds nemcsak az egyes egyedek fitneszére, hanem a
populécid egészére is hatassal lehet. Egyrészt a populédcié ivarardnya kiegyenstlyozatlanna
valhat, ami csokkentheti az effektiv populacioméretet, a genetikai valtozatossagot, és ezek miatt

az evoluciés alkalmazkodo képességet is [10]. Masrészt elméleti modellek szerint az egyre
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szelekciot, és akar a populacio kihalasahoz is vezethet [11,12].

Olyan vegylileteket neveziink endokrin diszruptoroknak, amelyek befolyasoljak a szervezetben
talalhaté endokrin mirigyek altal termelt hormonok mukodését. Mivel a hormonok fontosak az
diszruptorként viselkedé szennyezOanyagok hatdsaira is [5]. Laboratoriumi kisérletek soran
szamos kornyezetszennyezd vegyiiletrél bebizonyosodott, hogy endokrin diszruptorként hat és
megvaltoztatja a fiatal egyedek ivararanyat, vagy interszexet okoz, ami azt jelenti, hogy him és
ndi ivaru szovetek is talalhatdéak ugyanabban az egyedben, akar egy ivarszerven beliil is [13].
Azonban kevés Okotoxikologiai vizsgalat bizonyitotta az ivarvaltas megtorténtét az egyedek
genetikai ivaranak meghatarozasaval, ehelyett tobbnyire csak a fenotipusos ivararanyok alapjan
kovetkeztettek a meglétére, amivel az a probléma, hogy nem lehet kizarni az ivarspecifikus
mortalitas lehetdségét [6]. Ugyanis az ivararany eltolodasok oka nemcsak ivarvaltas lehet,
hanem ivarspecifikus tolerancia is a kornyezeti stresszre [14]. Példaul a Salvelinus umbla
halfajnal szennyezett kdrnyezetben a néstény embriok mortalitasa nagyobb, mint a himeké [15].
Ezért fontos elkiiloniteni az ivarspecifikus mortalitasi ratat az ivarmeghatarozasi hatasoktol,

azaz ivarvaltastol [16].

Az endokrin diszruptor hatasu szerek kozé tartoznak a rovarirtdszerként hasznalt piretroidok is,
amik hatékonyan helyettesitik az organokloridokat és organofoszfatokat [17]. Utdbbiakhoz
képest a piretroidoknak kisebb a perzisztenciaja a kornyezetbe jutva és relative biztonsagosabb
madarakra és emberekre nézve [18], azonban magas toxicitast mutatnak vizi gerinctelenekre
[19] és halakra [20]. Mezbgazdasagi, haztartasi és allatorvosi hasznalatban alkalmazzak
leginkabb a piretroid rovarirtokat, de ezek a vegyszerek a f& hatéanyagai a kémiai
szunyoggyéritésnek is. Mindezek altal a piretroidok bejuthatnak felszini vizekbe [21],
legfoképp 0.01-1 pg/L nagysagrendben mozognak a mért értékek. Az egyik, régebb ota hasznalt
piretroid a deltametrin (DTM), ami az egyik legszélesebb korben alkalmazott rovarirtdszer a
vilagon [22]. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy szubletalis koncentraciokban toxikus lehet
halakra és kétéltiiekre is, befolyasolhatja a viselkedést [22], egyedfejlédési rendellenességeket
okoz és akar sejthalalt is el6idézhet az embriokban [23]. A halakra gyakorolt toxikus hatasok
csokkentésére fejlesztették ki az ijgeneracios piretroidokat, koztiik az etofenproxot (ETF) [24],
amelyeket kifejezetten vizes teriileteken (pl. rizsfoldeken, sziinyoggyérités soran) javasolnak

alkalmazni. Bar a kezdeti 6kotoxikologiai vizsgalatok szerint az ETF kevésbé toxikus halakra
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kimutattak akut toxikus ETF hatasokat algakon, halakon és vizi gerincteleneken [25-27]. Az
ivari fejlodéssel kapcsolatos endokrin diszruptor hatasokat nagyon kevés tanulmanyban
vizsgaltak: ETF esetén egyetlen ilyen publikacié sem taldlhat6, DTM esetén pedig egyetlen
relevans cikk jelent meg. Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) egyedeken végzett kutatasban
0.22, 0.44, 0.88 ¢s 1.76 ng/L DTM koncentraciok mellett szignifikans endokrin diszruptor
hatast figyeltek meg: csokkent tesztoszteron és megnovekedett Gsztrogén szintet, valamint
szovettani elvaltozasokat figyeltek meg a magasabb koncentracioknal a gonadokban, koztiik
relevans koncentraciok mellett kétéltiekre kifejtett hatasairél még nincs publikalt kutatas, és
sem a DTM, sem az ETF esetében nem vizsgaltdk, hogy a kétéltliek ivari fejlodését
befolyasolhatjak-e. Mivel a kémiai szunyoggyéritést kifejezetten olyan éldhelyeken és olyan
idészakban végzik, ahol és amikor a kétéltliek larvai fejlédnek és ivarmeghatarozasuk érzékeny
szakaszaban lehetnek [28], ezért kiilondsen relevans lenne annak vizsgalata, hogy a DTM és

ETF okozhatnak-e ivarvaltast kétéltiiekben.

A TDK kutatasom célja erdei béka fiatal egyedein feltarni, hogy kornyezetileg relevans
koncentraciokban a DTM ¢és az ETF milyen hatassal van a fenotipusos ivarardnyra és az
ivarspecifikus mortalitasra. Ezen faj természetes, hazai populacidiban korabbi kutatasok
alapjan a fenotipusos himek kozott az ivarvaltottak (genetikai ndstények) aranya 20% [4],
laborban pedig magas homérséklettel is indukaltak ivarvaltast korabban, ahol kezelést6l
fiiggben 30-100% volt az ivarvaltott (maszkulinizalt) ndstények aranya [9]. Tovabba ebben a
fajban rendelkezésre all genetikai marker az ivarvaltas megallapitasahoz [29]. A kisérletben az
ebihalakat mezokozmoszokban a két piretroid valamelyikével kezeltiik, majd az atalakulas utan
laboratoriumi koriilmények kozott neveltiik tovabb az allatokat, hogy megallapithassuk a

kialakul6 fenotipusos ivarukat és nyomon kovethessiik a mortalitasukat.

Anyagok és modszerek

Kisérlet menete

A kisérletet a Nagykovacsi-tobol 2022. aprilis 29-én begyijtott erdei béka petéken végeztiik.
Hét petecsomobol (csaladbol) hoztunk be fejlédésnek indult embridkat a laboratériumba, ahol
a homérséklet 19 °C-ra volt allitva, és a sotét-vilagos periddusok hosszat a természetes
fotoperiddushoz igazitottuk. A begytijtést kovetden a petéket a kisérlet kezdetéig csaladonként
egy-egy 5 literes mlianyag dobozban taroltuk, amit fél liter mesterségesen eldallitott 1agy vizzel

(RSW, reverz-ozmozis sziirt, visszasozott lagy viz, 48 mg/l NaHCO3, 30 mg/l CaSO4 x 2H>0,



61 mg/l MgSQO4 x 7TH20, 2 mg/l KCI) toltottiink meg. Amikor elérték az ebihalak a szabadon
usz6 allapotot (25-06s  fejlodési  stadium, [30], atkeriiltek szabadban elhelyezett

mezokozmoszokba. Ezt tekintettiik a kisérlet kezdetének, ami majus 5-én tortént.

A mezokozmoszok kialakitasa korabban sikeresen alkalmazott protokoll szerint tortént, 90
literes milanyag tarolokat hasznalva [31]. A tarolokba a kisérlet kezdete el6tt két héttel 65 liter
csapviz keriilt, majd két nappal eldtte 1 liter toviz €s 40 g Szaritott biikkfalevél. A tarolokat
héaléval lefedtiik, hogy megakadilyozzuk mas fajok betelepiilését. Osszesen 56 mezokozmosz
lett kihelyezve, 4x4-es blokkokban (1. kép), randomizalt blokk elrendezésben (mindegyik
blokkban egy adott kezelés csak egyszer fordult eld), €s a mintaszam dobozonként 14 4llat, 7
csaladbol 2-2 egyed volt. Hat kezelési csoportba osztottuk a mezokozmoszokat, melyek koziil
négy volt piretroid kezelés: DTM 0.03 ug/l, DTM 0.3 ug/l, ETF 0.03 ug/l, ETF 0.3 pg/l
(kezelésenként 10 mezokozmosz). Mivel a piretroidokat kis mennyiségii etanolban feloldva
adagoltuk a vizbe, ezért az 6todik csoport (enatol-kontroll) ugyanilyen mennyiségii etanolt
kapott a vizébe (0.3 pl/l 96%-0s etanol; 10 mezokozmosz). A kezelések megnevezése
késobbiekben etanol-kontroll (EK), deltametrin alacsony koncentracio (DA), deltametrin
magas koncentracié6 (DM), etofenprox alacsony koncentraci6 (EA), etofenprox magas
koncentraci6 (EM). Tovabbi 6 mezokozmoszt allitottunk be olddszer nélkiili kontroll
kezelésbe, azonban ezeket a jelen dolgozat célkitlizéseihez nem vizsgaltuk, igy az itt bemutatott
elemzésekben Gsszesen 50 mezokozmosz adata szerepel. Az anyagok koncentracioit az alapjan
valasztottuk ki, hogy a 0.03 pg/l a felszini vizekben mért piretroid koncentraciok kozépso
tartomanyaba esik [21], a 0.3 pg/l pedig abba a tartomanyba, ami Eni és mtsai. [18] halakon
kapott eredményei szerint ivari diszruptor hatasu lehet. A vegyiileteket harom alkalommal: a

kisérlet 1., 15. és 35. napjan adagoltuk a mezokozmoszokba a fenti koncentraciokban.

A metamorfozist megkezdd egyedeket (42-es fejlddési stadium), amiknek legalabb az egyik
mellsé 1labuk mar lathatova valt, szabadtéri tartbdobozokba helyeztiik at. A dobozokba kevés
lagy vizet ontottiink és enyhén megdontottiik, hogy legyen szaraz feliilet, amire ki tudnak menni
az atalakuld békak. Azok az egyedek, amik befejezték az atalakulast (45-6s fejlédési stadium)
¢s teljesen visszaszivtak a farkukat, testtomegmérés utan a 19°C-0s laboratériumba keriiltek,
ahol egyesével kiilon tartodobozokban nevelkedtek. Mind az 6t kezelési csoportbol 60-60
allatot neveltiink tovabb (a tobbi atalakult békat visszavittilk a Nagykovacsi-toba). A dobozok
2 liter Urtartalmuak voltak, lyuggatott tetdvel és az aljara benedvesitett papirtorld, illetve egy
darab tojastartd keriilt, buvohely biztositasara. Etetést heti kétszer, kedden ¢és pénteken

végeztiink kisméretli barna tiicskokkel (Acheta domesticus), amiket kétéltiick fejlodését és



novekedését segitd taplalékkiegészitdvel (Trixie Reptiland 76280 és Promotor 43 por 3:1
aranyu keverékével) meghintve adtunk a békaknak. A dobozokat ilyenkor takaritottuk és

nedvesitettiik az optimalis fejlodési koriilmények megtartasa érdekében.

A fenotipusos ivar meghatarozadsahoz augusztus 15-19. kozott végeztiink boncolast az
egyedeken. A boncolési sorrend néhany kivétellel egybeesett az atalakulasi sorrenddel. Az
egyedek testtomegét megmértiik, majd egy orara MS-222 altatéoldatba meritettiik 6ket az
eutanazidhoz. Az altatdszert a kovetkezok alapjan allitottuk eld: 2 g MS-222-t és 2 g NaH2PO4-
ot (a pH semlegesitése végett) kevertiink el 300 ml RSW-ben. Az elaltatott allatoknak a labfejeit
langban sterilizalt eszkozokkel eltavolitottam, és egyedenként kiilon eppendorf csébe, 1 ml
96%-0s etanol oldatba elhelyeztem, hogy a késébbiekben ez alapjan hatarozhassuk meg a
genetikai ivart. Ezt kdvette az egyedek felnyitasa és az elsddleges ivarszervek (herék, illetve
petefészkek) azonositasa APOMIC SHD200 digitalis mikroszkop alatt. Mindegyik felboncolt
egyedet egy-egy 40 ml-es csébe, 13 ml formalinba (4%-os formaldehid oldat foszfat pufferrel
stabilizalva) helyeztiik, hogy a késébbiekben szovettani vizsgalatot is végezhessiink az

ivarmirigyeken.

A kisérlet sordn idonként elpusztult egyedet talaltunk az atalakulast megkezdett allatok, illetve
a mar atalakult kisbékak kozott. Ilyenkor az elhullott egyedet felboncoltuk és megprobaltuk
azonositani a fenotipusos ivart a gonddok alapjan. Ez nem minden esetben volt lehetséges,
mivel az erdei békadk ivarmirigyeinek differencidlodéasa csak az atalakulds utan kb. 4 héttel
fejez6dik be [32]. Ezért a metamorfozis kozben (42-45. fejlodési stadium kozott) elpusztult
allatok esetében 6tféle kategoridba soroltuk a fenotipusos ivart: him, néstény, bizonytalan him,
bizonytalan ndstény, nem megallapithato. Végiil eltettiik a tetemeket etanolba, hogy késébb
vizsgalhassuk a genetikai ivart. Az ebihalkorban (42-es stadium el6tt) elpusztult allatok (N =
80) zome a mezokozmoszokban elbomlott, de az ilyen fiatal egyedeknél a gonadok

fejletlensége miatt nem is lehet fenotipusos ivart hatarozni.

Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéseket az R programban végeztem el, egységei az erdei béka egyedek
voltak. Minden modell esetében a kezelési csoportot, mint magyardzo valtozot vettem bele a
modellbe. Az eredmények értelmezésekor 5%-os szignifikancia kiiszobot vettem figyelembe.
Az interakciokat tartalmazd modellek eredményét 2-es tipusu szorasfelbontds tablaval

jelenitettem meg (,,Anova” fliggvény a ,,car” csomagbdl).



Az els6 modellben azt teszteltem, hogy a fenotipusos ivararany fiiggott-e a kezeléstol. Ehhez
egy altalanositott linearis modellt hasznaltam binomidlis hibaeloszlassal (,,glm” fiiggvény). A
boncolasig tulélt, 100 napnal idésebb egyedek ivara (him vagy ndstény) volt a fiiggd valtozo és
a ndsténny¢ valas esélyét elemeztem. A modell feltételeinek teljesiilését a ,,DHARMa” csomag
segitségével ellendriztem (,,simulateResiduals” fiiggvény). A négy piretroidos kezelés és az
etanol-kontroll csoport kozti kiilonbségekre kapott szignifikancia értékeket az FDR (,,false

discovery rate”) modszer szerint korrigaltam az 6sszehasonlitdsok szaméaval.

A masodik és harmadik modellben ivarspecifikus mortalitast vizsgaltam, kétféle modon. Az
egyik elemzésben csak a 42-45. fejlédési stadium kozotti pusztulasokat vettem figyelembe,
mivel a mortalitdas legnagyobb része ekkor tortént. Az ivararany elemzéséhez hasonldan
binomialis modellt hasznaltam, melyben a fiiggé valtozom az volt, hogy az egyed a
metamorfozis kozben pusztult-e el (N = 122) vagy sem (azaz tovabb lett nevelve kisbékaként,
N = 300). A magyarazo valtozok a kezelés és az ivar (biztos him vagy biztos ndstény) voltak,
valamint ezek interakcioja. Az elemzést kiilon elvégeztem azokat az egyedeket is belevéve,
ahol az ivar nem volt teljesen biztos. Azok az elpusztult egyedek, amelyeknél egyaltalan nem

lehetett megallapitani az ivart boncolaskor, kimaradtak az elemzésbdl.

A harmadik modellben a talélési id6t vizsgaltam a kisérlet végéig Cox modellel (,,proportional
hazards model”, ,,coxph” fliggvény a ,,survival” csomagbdl). Ebben az elemzésben tehat
elpusztultként szerepeltek azok az egyedek is, amelyek az 4talakulas befejezése utan hullottak
el (N = 3). A magyaraz6 valtozok itt is az ivar és kezelés, valamint azok interakcidja volt, és
ezt az elemzést is elvégeztem ugy is, hogy a biztos ivar egyedek mellett a bizonytalanokat is
bevettem. Azok az allatok, amelyek eutanazia altal pusztultak el, valamint egy kisbékaként

elszokott egyed cenzoralt megfigyelésként szerepeltek a modellben.

Az ebihalkori mortalitas esetén ivar adatok hianyaban csak a kezelés hatasat vizsgaltam. Ehhez
khi-négyzet probaval hasonlitottam ssze a mezokozmoszokban elpusztult és a metamorfozisig
tulélt egyedek aranyat az 6t kezelési csoport kozott. A mezokozmoszokban elpusztult egyedek
szamat ugy kaptam meg, hogy a kiinduldsi mintaszdmbol kivontam azoknak az egyedeknek a
szamat, amelyek elérték a metamorfozis kezdetét. Ezt az elemzést azért végeztem el, mert az
ivararanyokat befolyasolhatja egy esetlegesen ivarfiiggd ebihalkori mortalitas is, amennyiben

egyes kezelések novelték a mortalitast az olddszer kontrollhoz képest.



Eredmeények

lvararany

Az 1. tdblazat alapjan lathato, hogy tobb volt a ndstény egyed az EK és a DM csoportban, mig
a DA kezelés mellett kdzel azonos volt a két ivar aranya, az ETF mindkét csoportjaban pedig
him tobbség volt (1. abra). A binomialis modell alapjan az EK csoporthoz képest mindegyik
kezelésben alacsonyabb ndsténnyé valasi esély figyelheté meg, de ezek a kiilonbségek nem
szignifikansak, kivéve az EA csoportot (2. tdblazat). Azonban FDR korrigalast végezve ennél
a csoportnal sem volt megfigyelhetd szignifikans ivararany valtozas a kontrollhoz képest (2.
tablazat). Az 1. abran és az 1. tablazatban bemutatott eredményeken tul a DM csoportban egy
olyan egyedet is talaltam, amelynek az egyik ivarmirigye petefészek volt, a masik viszont a
herékre jellemz6 kiilsé morfologiat mutatta (1. kép, ezt az egyedet a statisztikai szamitasokbol

kihagytam).

1. kép: A DM kezelési csoportban taldlt interszex egyed gonddjainak fotdja.

1. tablazat: A kisérlet végén felboncolt allatok fenotipusos ivara (mintaszamok) a gonadok
morfologidaja alapjan az 6t kezelési csoportban.

Fenotipusos ivar EK DA DM EA EM
Him 25 30 27 36 32
NGstény 35 29 32 24 27
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1. abra: A kisérlet végén felboncolt, 100 napnal idésebb egyedek fenotipusos ivaranak
eloszlasa a kezelési csoportok kozott. A szaggatott vonal az 1:1 ivararanyt jelzi.

2. tablazat: A binomialis modellel becsiilt ivararanyok és azok standard hibdja (SE), és az
etanol-kontroll csoporttol vett kiilonbségek szignifikancidja.

Kezelés NGstények aranya SE P-érték FDR-korrigalt P-érték
EK 0.583 0.0636 0.1988 -
DA 0.492 0.0651 0.3159 0.4212
DM 0.542 0.0649 0.6525 0.6525
EA 0.400 0.0632 0.0458 0.1833
EM 0.450 0.0642 0.1451 0.2902
Mortalitds

Ebihalkorban kismértékii (8.6-19.66%) mortalitast tapasztaltunk, amelynek mértéke nem
kiilénbozott szignifikansan az 5 kezelési csoport kozott (khi-négyzet teszt: y?= 6.49, df = 4, P
= 0.165). A 42- 45, fejlodési stadium soran elpusztult 122 egyedbdl 12-nek nem tudtuk
megallapitani az ivarat, 21 him és 54 ndstény volt, tovabba bizonytalanul 24 him és 11 ndstény.
Csak a biztosan meghatarozhatd ivart egyedeket vizsgédlva a binomialis modell azt mutatta,
hogy az atalakulds kozbeni mortalitas a kezeléstdl nem filiggott, viszont szignifikans kiilonbség
van a himek és a néstények tulélési aranyai kozott (3. tablazat): a ndstények nagyobb ardnyban

pusztultak el (2A. abra).



A) Csak a biztosan megallapithato ivaru egyedek
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B) A bizonytalan ivara egyedekkel egyiitt
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2. abra: A 42-45. fejlodési stadium kozotti egyedek mortalitasi aranya a két ivarban,
kezeléesekre bontva.

o

Ugyanezeket az elemzéseket elvégezve azon egyedek adataival egyiitt kibOvitve (2B. abra),
akiknek az ivara nem volt egyértelmiien megallapithato, a modell nem mutatott szignifikans
eltérést sem a kezelések, sem a két ivar mortalitdsa kozott (3. tdblazat). A kezelés és az ivar

hatasa kozotti interakcid marginalisan szignifikans lett, ami annak tudhato be, hogy az EA



csoportban relative magas ndstény mortalitas lathato a himekéhez képest (2B. abra); ez utobbi

kiilonbség FDR-korrekcid utan is szignifikans maradt (P = 0.005).

3. tablazat: A fenotipusos ivar és a kezelés hatasa a mortalitdsra.

Csak biztos ivaru egyedek: Bizonytalan ivardak is:
¥2 df P v df P

Atalakulas kézbeni mortalitas:

Kezelés 5.0976 4 0.277428 6.6601 4 0.15498
Ivar 10.8859 1 0.000969 2.0918 1 0.14809
Kezelés x ivar 5.2406 4 0.263487 8.4899 4 0.07519
Mortalitas a kisérlet végéig:

Kezelés 48412 4 0.303985 6.4055 4 0.17084
Ivar 9.7022 1 0.001841 1.6661 1 0.19678
Kezelés x ivar 6.179 4 0.186172 9.068 4 0.05942

Az atalakulas kezdetétdl a kisérlet befejezéséig a mortalitas csak a biztosan megallapitott ivara
egyedekre 20.3 % volt, a bizonytalan ivartakat bevéve 27.1 %, a nem meghatirozhatd
ivaruakkal egyiitt pedig 6sszesen 30.7 %. A Cox modellben a biztosan meghatarozott ivart
egyedek adatai alapjan a kezelés nem hatott szignifikansan a mortalitasra, viszont szignifikans
volt a talélési valoszinliségek kozotti kiillonbség a két ivar kozott (3. tablazat): magasabb volt a

ndstények mortalitasa (3. abra).
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3. dabra: Kumulativ mortalitasi arany a két ivarban a kisérlet befejezéséig, Kezelésektil
fiiggetleniil. Ezen az abran csak azoknak az egyedeknek az adatai szerepelnek, akiknek a
fenotipusos ivara biztosan megallapithato volt.



Ugyanezen elemzést elvégezve a bizonytalan ivara egyedeket is belevéve azonban a Cox
modell nem mutatott szignifikans kiilonbséget sem a kezelési csoportok, sem az ivarok kozott
(3. tablazat). Az atalakulas kdzbeni mortalitashoz hasonldan a kisérlet végéig mért tulélési id6
esetében is marginalisan szignifikans lett a kezelés €s az ivar hatasa kozotti interakcid (3.
tablazat), amit az EA kezelés néstény-talsulyos mortalitisa okozott (4. abra) Ebben a

csoportban az ivarok kozotti kiilonbség FDR-korrekcid utan is szignifikans maradt (P = 0.008).
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4, abra: Kumulativ mortalitasi arany a két ivaron beliil (feliil himek, alul ndstények),
Kezelésekre kiilon lebontva. Ezen az abran azoknak az egyedeknek az adatai is szerepelnek,
akiknek a fenotipusos ivara bizonytalanul volt megallapithato.



Diszkusszid

Az eredményeket 0sszefoglalva elmondhato, hogy a kontroll csoporthoz képest a négy piretroid
kezelés koziil csak az EA kezelés befolyasolta az ivararanyt, enyhe mértékben novelve a himek
aranyat. Ugyanez a kezelés ndstény-talsulyos mortalitast is okozott az atalakulas megkezdése
utan, azonban ez a hatas (a kezelés és az ivar hatasa kozotti interakcid) csak a bizonytalanul
meghatarozhaté ivart egyedek bevétele esetén volt szignifikdns. Ha a talélés elemzésébdl
kihagytam ezeket az egyedeket, akkor az ivarspecifikus (ndstény-tulstilyos) mortalitasra a

kezeléseknek nem volt szignifikdns hatasa.

Az EK csoportban tapasztalt enyhén néstény talsulyos ivararany egyezik korabbi, erdei békan
végzett kutatasok eredményeivel [9,33]. Az ehhez képest az EA és EM csoportokban tapasztalt
enyhe him tlsaly bioldgiai értelemben nem elhanyagolhato: 58% ndstény helyett csak 40-45%.
Annak, hogy a kiilonbség nem lett szignifikans (FDR korrekcié utan), egy lehetséges oka a
viszonylag alacsony statisztikai erd, mert az aranyok Osszehasonlitisa nagyon nagy
mintaszamokat igényelne. A kisérletben csoportonként csak 60 allatot tudtunk nevelni az
atalakulas utan, ez kb. 50%-o0s er6t biztosit az 58-40% kozti kiilonbség detektalasara. Tehat
nem zarhat6 ki, hogy az ETF a himek iranyaba tolja el a fenotipusos ivararanyt, azonban ennek

igazolasara nagyobb elemszam vizsgalat sziikséges.

Az EA csoportban tapasztalt ivararany eltolodasnak az egyik lehetséges magyarazata az lehet,
hogy a kezelés jobban novelte a néstények, mint a himek mortalitasat. Az eredményeink egy
része ezt alatamasztja, azonban tobb nehézséget is figyelembe kell venni az ivarspecifikus
mortalitassal kapcsolatos eredmények pontos értelmezéséhez. Egyrészt nem tudtuk az
elpusztult ebihalak ivarat megéllapitani, mivel ahhoz a hullak genetikai szexalasara lett volna
sziikség, azonban a mezokozmoszos tartdsban ez nem volt megoldhat6 a tetemek gyors
lebomlasa miatt. Az atalakulds kozben elhullott egyedeknek sem minden esetben tudtuk
(biztosan) megallapitani az ivarat, mivel ekkor még nem differencidlodnak teljesen az
ivarmirigyek. Mindezen okbodl az ivarspecifikus mortalitaishoz rendelkezésre allo adatok
torzitottak lehetnek. Az eredményeket tovabba az is befolyashatja, ha az erdei béka himek
ivarszerve lassabban differencialédik, mint a ndstényeké, mivel ismertek olyan ektoterm
gerinces fajok, amelyeknél a gonadok el8szor mindkét ivarban atesnek egy petefészekszerti
fejlodési stadiumon, és a himekben csak késobb alakulnak ki a herék [34] Ha az erdei békakra
is ez a fajta gonadfejlédés jellemzd (ezt jelenleg nem tudjuk), akkor az atalakulas kozben

elpusztult allatok esetében nagyobb bizonytalansdggal ismerjiik fel a himeket. Ezt



alatamasztani latszik az, hogy vizsgalatunkban t6bb volt a bizonytalanul himként azonositott
elpusztult hulla, mint a néstény. Ez magyarazatot adhat a csak biztos és a bizonytalan ivarokkal
is végzett elemzések eredményei kozti kiillonbségekre, azaz a latszolag ndstény-tulsulyos
mortalitast valdjaban a himek nehezebb felismerésébdl fakado adathianya okozhatta. Eddigi
eredményeink alapjan tehat nem zarhato ki egyértelmiien, hogy az EA csoport ndstény-
tulstilyos mortalitast okozott, azonban ennek megerdsitésére sziikséges lesz az elpusztult

egyedek ivaranak pontos meghatarozasa genetikai markerek hasznélataval.

A masik lehetséges magyarazat az EA csoportban talalt enyhe ivararany eltolodasra az, hogy
az ETF ivarvaltast, maszkulinizaciot indukalt az egyedekben. Ez egy meglepd eredmény lenne,
mert ellentétes lenne DTM-mel kezelt halakban tapasztalt feminizald hatasokkal, bar ivarvaltast
abban a kisérletben sem igazoltak, csak a hereszovetekben megjelend petesejtek utaltak ra [18].
Ugyanakkor nem feltétleniil varhatd, hogy a két vegyiilet ugyanolyan hatast fejtsen ki az ivari
fejlédésre, mivel az endokrin hatdsok még rokon vegyiiletek kozott is kiilonbozhetnek a
kiilonb6z6é fajok kozott [35]. Raadasul a DM csoportban a fenotipusos ivarmeghatarozas
kozben az egyik egyednél két kiilonbozo ivarunak 14tszé gonadot talaltam, ami szintén utalhat
ivarvaltas meglétére a kisérlet soran. Az ilyen megjelenésii erdei békdk a kutatécsoport korabbi
kisérleteiben ivarvaltottnak bizonyultak genetikai elemzéssel, és szovettani vizsgalatuk soran a
herének latszo gonadokban petesejteket is talaltak [4,9] Ezért akar az is lehetséges, hogy
mindkét piretroid okozott zavarokat az ivari fejlddésben (részleges vagy teljes ivarvaltast),
aminek ivararanyok alapjan torténd detektalasat nehezithette a kezelések esetleges hatdsa az
ivarspecifikus mortalitasra. Mindennek a kideritésére és megerdsitésére az egyedek genetikai
ivarmeghatarozasara és az ivarmirigyek szdvettani vizsgalatara lesz sziikség. A boncolas soran

eltett mintak segitségével ebben az irdnyban fogjuk folytatni a vizsgalatot.



Szerz8i hozzajarulas

“Ezuton nyilatkozom, hogy TDK konferencian korabban nem értem el helyezést. Ha a jelen

BTDK Konferencia elott masik TDK konferencian helyezést érek el, arrol a BTDK szervezdit

Petéket gytijtdttem be tereprol.
Ebihalak ¢s juvenilis békak nevelését és etetését végeztem.
Fenotipusos ivarmeghatarozast végeztem boncoléssal, gonad alapjan.

Statisztikai elemzéseket elvégeztem.

még a konferencia elott értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.”
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