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Osszefoglalas

Kutatasunk soran a Zagyva folyd kerekudvari kiméleti szakaszar6l, harom mintavételi pontrél
szarmaz0 iiledékmintdkat vizsgaltunk tobb kiilonb6zd halmodellen. Vizsgélatainkat a
modellszervezet zebradanidoban (Danio rerio), illetve az adott folydszakaszon természetes modon
megtalalhato jasz (Leuciscus idus) és domolyko (Squalius cephalus) fajokban végeztiik. Két
kiilonb6zé embriodtoxicitasi tesztet végeztiink, egyrészt liledék kontakt tesztet masrészt az
iiledékmintdkbol késziilt szerves kivonattal akut toxicitasi tesztet. A jasz embriok az iiledék kontakt
teszt soran a legalacsonyabb vizsgalati koncentracion is 100%-0s mortalitast mutattak, igy ez a faj
nem hasznalhato ilyen tipusu tesztben. A zebradanidé és a domolykd esetében szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk mindharom mintavételi ponton és a legalacsonyabbat kivéve az 6sszes
vizsgalati koncentracion. A szerves kivonattal végzett teszt esetében is a jasz embriok mutattak a
legmagasabb mortalitast, mig a masik két faj esetében a pusztulas egyik vizsgalati koncentracion
sem érte el az 50%-ot. Mivel jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a laboratoriumi modell és az
alternativ modellek eredményei kozott mindkét alkalmazott teszt esetében, igy kovetkeztetésiink
szerint javasolt az liledéktoxikologiai felmérések sordn az alternativ modell fajok bevonasanak
megfontolasa.

Kulcsszavak: 6kotoxikologia, iledék toxikologia, toxicitasi teszt, zebradanio

Toxicological assessment of sediment samples from the protected Kerekudvar section of
the Zagyva River using classic and alternative fish models

Abstract

In the course of our research, we tested sediment samples from the protected Kerekudvar section
of the Zagyva River at three sampling points on different fish models. Our experiments were
performed in the model organism zebrafish (Danio rerio) and in two species naturally found in the
given river section, the orfe (Leuciscus idus) and the chub (Squalius cephalus). Two different
embryo toxicity tests were performed, a sediment contact assay and an acute toxicity test with
organic extract from sediment samples. The orfe embryos showed 100% mortality even at the
lowest test concentration during the sediment contact assay, so this species cannot be used in this
type of test. For zebrafish and chub, significant differences were observed at all three sampling
points and at all but the lowest test concentrations. In the case of the organic extract test, the orfe
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embryos showed the highest mortality again, while in the case of the other two species, the
mortality did not reach 50% at any of the test concentrations. Because we found significant
differences between the results of the laboratory model and the alternative models for both tests
used, we concluded that it is recommended to consider the inclusion of alternative model species
in sediment toxicology surveys.

Keywords: ecotoxicology, sediment toxicology, toxicity test, zebrafish

Bevezetés

Az antropogén eredetli vegyszerek példaul a peszticidek (Carazo-Rojas et al. 2018), a
policiklusos aromas szénhidrogének (PAH) (Sogbanmu et al. 2016) és a klorozott szénhidrogének
(Ankley et al. 2011) illetve nehézfémek (Dhanakumar et al. 2015) kibocsatasa a tengeri és édesvizi
rendszerek természeti er6forrasainak novekvo szennyez6dését eredményezi vilagszerte (Zhang et
al. 2016). A legtobb vegyi anyag molekulai adszorbealodnak, és végiil felhalmozdodnak az élévizek
tiledékében (Bellucci et al. 2016). Az tiledékek fontos szerves és szervetlen anyagok (példaul szén,
nitrogén, foszfor és kén) forrdsai lehetnek, viszont a bioakkumulacié révén akar olyan szennyezo
anyagok forrasai is, amelyek az taplaléklancba is bekeriilhetnek (Mac & Schmitt 1992). Specialis
kémiai, fizikai vagy biologiai korilmények kozott az tiledékszemcsékhez kotott anyagok
kioldodhatnak, majd a porus vagy felszini vizekbe ujra bejuthatnak (Schulze-Sylvester et al. 2016).
Ebbdl kifolyolag az iiledékszennyezések hosszu tava 6kotoxikoldgiai hatasokat eredményezhetnek
(Li et al. 2019). Kovetkezésképpen a vizi Okoszisztémak szennyezettségének jellemzésére a
vizfazis toxicitasanak meghatarozasa nem elegendd (Roig et al. 2015). Egy atfogd 6kotoxikologiai
értékeléshez az iiledékek toxicitasanak meghatarozasa is sziikségszerti (Patel et al. 2018).

A vizes teriiletek toxikoldgiai felmérésekor kiilonbozé modszereket alkalmazhatunk a
toxikologiai mindsitési eljaras soran. Elterjedt modszer a halembrioval végzett akut toxikoldgiai
teszt (Embry et al. 2010), melyhez kiilonb6z6 laboratoriumi modellallatokat hasznalnak, mint
amilyen példaul a zebradani6 (Danio rerio) (Strihle et al. 2012). A zebradanio, mint modellallat,
alkalmazasa széles korben elterjedt, mivel ismert a faj egyedfejlodése és teljes genomja, illetve
tartdsa €s szaporitasa egyszeriien kivitelezhetd (Braunbeck et al. 2005). Mindezek mellet a
zebradani6 bizonyitottan jol alkalmazhaté a szennyezd anyagok hatdsmechanizmusainak
tanulmanyozasara (Kosmehl et al. 2006).

Kutatasunk sordn a Zagyva folyd kerekudvari kiméleti szakaszarol szarmazd
tiledékmintakat vizsgaltunk tobb kiillonbozd halmodellen. Egyrészt iiledék kontakt tesztet masrészt
az liledékmintakbol késziilt szerves kivonattal akut toxicitdsi tesztet végeztiink. A zebraddnid
embriokkal végzett tliledék kontakt teszt alkalmas az iiledékekbdl szarmaz6 szennyezd anyagok
potencialis toxicitasanak vizsgalatara (Hollert et al. 2003). A hagyomanyos zebradanié modell
mellett két olyan fajt vontunk be a vizsgalatokba, melyek az érintett folyoszakaszon természetes
koriilmények kozott is szaporodnak. Ezek a jasz (Leuciscus idus), mely vizi névényekre helyezi az
ikrait, illetve a domolyko (Squalius cephalus), mely az aljzatra ivik. A kiilonboz6 tesztek
eredményeinek 0sszehasonlitdsaval meg kivantuk vizsgalni, hogy a laboratoriumi modellallattal
végzett tesztek mennyire képesek reprezentalni az adott €léhelyen ténylegesen eldfordul6d fajokra
haté toxikus hatasokat.

A program eredményeként kozelebbi képet kaptunk a szabvanyos akut toxicitasi tesztek
validitasat illetve felhasznalhatosagat illetden. Ez hozzadsegit minket ahhoz, hogy pontosabb,
specifikusabb teszteket tudjunk tervezni a jovoben, és ahhoz, hogy megfelelden tudjuk az
eredményeinket kiértékelni és értelmezni. A komplex tesztek elvégzésébdl kapott eredmények
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felhasznalhatéak lehetnek egy adott él6hely vagy ivohely védelmének €s javitdsanak hatékonyabba
tételében.

Anyag és modszer

Teszthalak eredete, fenntartasa, szaporitasa, ikragytijtés és ikravalogatas

Zebradanio: A szaporitasra kijelolt zebradanidk a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodéasi
Tanszékén iizemeltetett zebradanid laboratoriumbol szarmaznak, ahol ZebTec Multilinking
haltarté rendszer (Tecniplast) miikodik, amely biztositja a halak szamara megfeleld
mikrokornyezeti feltételeket. A vizsgdlataink soran felhasznalt mesterséges viz a haltarto
rendszerbdl szarmazik, melyet a rendszer a godolléi vezetékes vizbol allit eld reverz ozmozis altal.
A szaporitasra kijelolt halakat a szaporitast megel6z6 nap délutan valaszfallal ellatott szaporitd
medencékbe helyeztilk. A szaporitas napjan a valaszfalakat -eltavolitottuk, az ikrakat
Osszegyljtottiik és sztereomikroszkop (Leica) alatt a termékenyiilt ikradkat levalogattuk.

Jasz és domolykd: A szaporitani kivant jaszok a Felsotarkanyi Horgadsztobol, mig a
domolykok a Budapesten talalhaté Hosszuréti-patakbol szdrmaztak. Az anyahalakat a Szent Istvan
Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének recirkuldcidos rendszerében tartottuk folyamatosan
ellendrzott koriilmények kozott. Az indukalt szaporitast kovetden az ikrdk 7 literes Zuger-iivegekbe
keriiltek, majd a termékenyiilt ikrakat szabad szemmel levalogattuk.

Uledék mintdk vétele, feldolgozdsa és taroldsa

A Zagyva foly6 kerekudvari kiméleti szakaszarol, hdrom mintavételi ponton vettiink tiledék
mintakat (Hid felett, Hid és Hid alatt). A mintakat az iiledékréteg felsé 5 cm-ébdl vettiik. A nedves
mintdkat a beszallitast kovetden szobahdmérsékleten teljesen kiszaritottuk majd egy 1 mm
lyukatmérdji szitan atszitaltuk a nagymeéretli névényi €s egyéb hulladékok eltavolitadsa érdekében.
A szaritott mintakat ezutan -20 °C-on taroltuk.

Szerves kivonat készitése

A szerves kivonatok elkészitése Hollert et al. (2003) leirasa szerint tortént. 20 g szaritott
tiledékmintabol acetonos (Sigma-Aldrich) kivonatot készitettiink Soxhlet-extraktor hasznalataval
(24 ora, 6 ciklus/6ra). Ezutan zart rendszerti mintabeparl6 (Turbovap 500, Biotage) segitségével az
acetonos kivonatot majdnem teljes szaradasig toményitettiik, majd az oldoészert DMSO-ra (Sigma-
Aldrich) cseréltiik. Az igy kapott torzsoldat 20000 mg szaritott iledékbdl szarmazo anyag volt 1
ml DMSO-ban feloldva (20000 mg/ml). Az elkésziilt kivonatokat -20 °C-on taroltuk.

Uledék kontakt teszt

Az iiledék kontakt teszt Hollert et al. (2003) leirasa alapjan tortént. A vizsgalat nyolc
kiilonboz6 tiledék koncentracioban zajlott, melyek minta tartalmai a kdvetkezok voltak: 3 g, 2,5 g,
29,1509,19,0509,0,2509, 0,1 g. Minden vizsgalat 3 g mintaval tortént, igy az iiledékmintakat
minden vizsgalt koncentracion kiegészitettiik 3 g-ra kvarchomokkal (Sigma-Aldrich). A mintakat
a kvarchomokkal dorzsmozsarban homogenizaltuk, majd a zebradanido esetében 6-lyukas
szovettenyésztd plate-ekbe (Biofil), a masik két faj esetében 5 cm-es petri-csészékbe (Biofil)
toltottiik oket. Ezutdn minden mintara 7 ml mesterséges vizet (ZebTec haltartd rendszerbdl
szdrmazo viz) mértiink. A negativ kontroll 3 g kvarchomok volt 7 ml vizzel feltdltve harom
ismétlésben. A pozitiv kontroll 3 g kvarchomok volt 7 ml 3,7 pg/ml 3,4-dikloranilin (Sigma-
Aldrich) oldattal feltoltve harom ismétlésben. Hogy elkeriiljik a mintakban keletkezo
oxigénhidnybol szarmazd problémaékat, a feltoltott vizsgalati plate-eket a vizsgalat megkezdése
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el6tt 72 oran at inkubaltuk, igy lehetdvé téve az oxigéncserét az liledék és a viz kozott (Strecker et
al. 2011). Az el6-inkubacios idészak leteltével tortént az embriok hozzaadasa. A zebradanioé
esetében minden vizsgalati plate minden lyukdba 10 embri6 keriilt (4-32 sejtes allapotban), €s
minden koncentraciot harom ismétlésben vizsgaltunk (n=30). A jasz és domolyko esetében minden
petri-csészébe 5 embrio keriilt négy ismétlésben (n=20). A vizsgalati plate-eket és petri-csészéket
120 6ran at inkubdltuk a zebradanio esetében 26 + 1 °C-on, a jasz és domolykd esetében
szobahdmérsékleten 20 + 1 °C-on. A mortalitdsokat 24, 48, 72, 96 és 120 ora elteltével rogzitettiik,
az eredményeket 120 o6ras talélési szazalékban abrazoltuk.

Szerves kivonat teszt

A legmagasabb vizsgalt koncentracié 60 mg/ml, amit a 20000 mg/ml-es torzsoldatbol
készitettlink el higitassal. A higitoviz a ZebTec haltarté rendszerbdl szarmazo viz volt. A 60 mg/ml-
es oldat megfelelt 0,30 %-os DMSO oldatnak, ami az olddszer maximalis alkalmazhato
koncentracioja embridtesztekben. A vizsgalt koncentraciok a kovetkezok voltak: 60 mg/ml, 30
mg/ml, 15 mg/ml, 7,5 mg/ml, 3,75 mg/ml (Hallare et al. 2005). Két kiillonb6z6 negativ kontrollt
alkalmaztunk a vizsgalat soran (mesterséges viz és 0,30 % DMSO oldat) valamint egy pozitiv
kontrollt (3,7 pg/ml 3,4-dikléranilin oldat). Minden vizsgalati koncentraciobdl és a kontroll
oldatokbol 2-2 mi-t t6ltottiink egy 24 lyukas szovettenyészté plate (Biofil) lyukaiba (zebradanio)
illetve 10-10 ml-t 5 cm-es petri-csészékbe (jasz és domolykd) 4 ismétlésben. A felhasznalt
oldatokat az oxigén-telitettség elérése érdekében a vizsgdlat megkezdése eldtt 24 oran 4t
szelloztettiik. A vizsgalati plate minden lyukaba és minden petri-csészébe 5 embri6 keriilt (n=20).
A vizsgdlati plate-eket 120 oran 4t inkubaltuk 26 + 1 °C-on (zebradanio), illetve 20 = 1 °C-on (jasz
¢s domolyko). A mortalitdsokat rogzitettiik 24, 48, 72, 96 és 120 ora elteltével, az eredményeket
tulélési szazalékban 4brazoltuk. A vizsgélati id6szak leteltével a rogzitett mortalitasi értékek
alapjan LC50 értékeket szamoltunk, ahol ez lehetséges volt.

Statisztikai értékelés

A statisztikai értékelést a GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software) szoftver segitségével
hajtottuk végre. Az LC értékek szamitasat a nem linearis regresszios modellel készitettiik el. A két
faj eredményeinek dsszehasonlitasahoz Mann-Whitney probat alkalmaztunk.

Eredmények

Uledék kontakt teszt

A jasz embridk az iiledék kontakt teszt soran a legalacsonyabb vizsgalati koncentracion is
100%-0s mortalitdst mutattak, ugyanakkor a kvarchomokkal végzett kontroll esetében
elhanyagolhatd volt a pusztulas. Kovetkeztetésiink szerint a jasz talérzékenysége miatt nem
hasznalhato ilyen tipust tesztben. A zebradanié és a domolykd esetében tapasztaltunk
kiilonbségeket a talélési szazalékokban mindhdrom mintavételi pontra vonatkozoan. A 120 6rés
tulélési eredmények a két fajra egyiitt, mindharom mintavételi pontra megadva lathatok (1. dbra).
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1. abra: Az iiledék kontakt teszt tiulélési eredményei a hirom mintavételi pontra
vonatkozoan
Uledék kontakt teszt R Domolyks
120+ B Zebradanio
100 T ro ere .

@
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(F H AyF H AyF H AayF H AyF H AyF H AyF H A F H A,
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(F — Hid felett, H — Hid, A — Hid alatt) a kiilonb6z6 koncentraciokon, harom ismétlés atlagaban a szoras

1717 "

koncentraciokon és mintavételi pontokon, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltiik.

Szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk 0,25 g koncentracion a két Hid eredmény kozott (p
<0,05), 0,5 g koncentracion a két Hid eredmény (p <0,01) és a két Hid alatt eredmény (p <0,05)
kozott, 1 g koncentracion a két Hid felett (p <0,05) és a két Hid alatt eredmény kozott (p <0,05),
1,5 g koncentracion a két Hid felett (p <0,01) és a két Hid alatt eredmény kozott (p <0,01), 2 g
koncentracion a két Hid felett (p <0,01) és a két Hid alatt eredmény kozott (p <0,0001), 2,5 g
koncentracion a két Hid felett (p <0,0001) és a két Hid alatt eredmény kozott (p <0,0001) valamint
3 g koncentracion a két Hid felett (p <0,0001) és a két Hid alatt kapott kozott (p <0,0001).

Szerves kivonat teszt

A szerves kivonattal végzett toxicitasi tesztekben mindharom vizsgélt faj eredményei
kozott tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket is. A 120 o6ras LC50 értékek a jasz esetében a Hid
felett mintdban 4,00 mg/ml, a Hid mintaban 1,29 mg/ml és a Hid alatt mintdban 16,60 mg/ml
voltak. A domolyko €s a zebradanio esetében a pusztulds egyik vizsgalati koncentracion sem érte
el az 50 %-ot. A 120 oras koncentracio-hatds gorbék mindharom fajra egyiitt, mindharom
mintavételi pontra megadva lathatok (2. abra). Mivel a pusztulasi szazalékok mindharom faj
esetében egyértelmli kiilonbségeket mutattak, igy ez is megerdsiti az alternativ modellallatok
hasznalatanak sziikségességét.
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2. dbra: A szerves Kivonat teszt tulélési eredményei a harom mintavételi pontra
vonatkozodan a kiilonb6z6 koncentraciokon, négy ismétlés atlagaban a szoras
feltiintetésével, 120 oras expozicio utan
/Az egymashoz viszonyitott szignifikans kiilonbségeket betiikkel jeloltiik (a, b)/
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Mint az az abrakbol is lathatd, tapasztaltunk kiilonbséget a laboratoriumi modell és a
vizsgalati helyszinen természetes koriilmények kozott szaporodd faj eredményei kozott, ami
igazolja, hogy sziikséges lehet alternativ modellallatokat felhasznalni az tledéktoxikologiai
felmérések soran. Az eredményeink alapjan a domolykd alkalmas faj erre a célra, mivel az altalunk
alkalmazott tesztekben statisztikailag értékelhet6 eredményeket adott.

Eredmények értékelése

Az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az iiledéktoxikoldgiai
vizsgalatok soran javasolt a toxicitasi tesztekbe a hagyomanyos laboratériumi modellek mellett
alternativ modell fajokat is bevonni, amennyiben ez lehetséges. A vizsgalataink alapjan a két
alternativ modell faj koziil elsdsorban a domolyké alkalmas erre, mivel természetes koriilmények
kozott is az aljzatra ivik, igy kiilondsen alkalmas az liledék kontakt tesztben vald alkalmazasra.
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