Acta Biol. Debr. Oecol. Hung. 21: 09-14, 2010

TOXICITASI TESZTEK ALKALMAZASA HAZAI KAGYLOFAJOKRA

NASSR-ALLAH ABDEL-HAMEID' - KOVATS NORA' - KOVACS
KATA' — ACS ANDRAS' - PAULOVITS GABOR?

'Pannon Egyetem, Limnolégia Intézeti Tanszék, 8200 Veszprém, Wartha Vince u.
1., Pf.: 158.
’MTA Balatoni Limnoldgiai Kutatéintézet, 8237 Tihany Klebelsberg Kuno ut 3.

ECOTOXICOLOGICAL TESTING ON NATIVE BIVALVE SPECIES

N.A. ABDEL-HAMEID'* — N. KOVATS' - K. KOVACS' - A.
Acs' - G. PAULOVITS?

1University of Pannonia, Department of Limnology, Wartha Vince u. 1., POB.
158., H-8200 Veszprém, Hungary

’HAS Balaton Limnological Research Institute, Klebelsberg Kuno str. 3., H-
8237 Tihany , Hungary

*Corresponding author, e-mail: toxlab@vein.hu

KIVONAT: Kagylékat tesztszervezetként alkalmazé szabvany protokollt elészor
az Egyesiilt Allamokban fektettek le. Ezek kéziil valamennyi tengeri faj,
amelyeknél stimulalassal (kilonbozé triggerek alkalmazasaval) egész évben
lehetséges embridk, ill. larvak kinyerése. Mar elfogadott az az ASTM protokoll,
amely édesvizi kagyldfajok glochidium larvainak, ill. juvenilis egyedeinek
alkalmazésat szabdlyozza toxicitds-vizsgalatok céljara. Részben ennek a
szabvanynak az Utmutatasai alapjan, részben sajat tapasztalatainkra alapozva
hazai kagyléfajok (Anodonta anatina, Unio tumidus, Pseudanodonta
complanata) glochidium larvainak érzékenységét vetettiik 6ssze a Balatonban
és vizgylijtéjén algicidként alkalmazott réz-szulfatra (CuSOQO4). Sajat
tapasztalataink alapjan a vizsgalt kagylofajok esetében az idézitett toxicitasi
vizsgalat nem Kkivitelezhetd. Ugyanakkor terepen begylijtdtt gravid kagylokbdl
kinyert glochidium larvakkal a toxicitasi tesztek kell6 precizitassal elvégezhetdk.
A harom faj CuSOsre mutatott mortalitdsat Osszevetve szamottevd
kilénbséget nem figyeltink meg, a gravid allatokbdl nyert glochidium larvak
szama, kezelhet8sége alapjan ugyanakkor mindenképpen a P. complanata
tinik a legmegfelel6bb ©kotoxikologiai tesztszervezetnek. Védett statusza
viszont korlatozza alkalmazhatésagat.

Kulcsszavak: toxicitas vizsgalat, Anodonta anatina, Unio tumidus,
Pseudanodonta complanata

ABSTRACT: Standard test protocols using bivalves as test organisms were
first initiated in the USA. These are marine species, which are able to produce
embryos and larvae the whole year long, under certain stimulating conditions
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(using different triggers). An ASTM protocol has already been introduced, which
regulates the usage of glochidia and juvenile individuals of freshwater bivalves
for toxicity testing. Partly regarding the instructions of this standard, partly
based on our experience, we compared the responses of glochidia of native
bivalve species (Anodonta anatina, Unio tumidus, Pseudanodonta complanata)
against copper sulphate (CuSOg), which is commonly used as algicide in the
watershed of Lake Balaton. We learned that a timed performing of the toxicity
test is not possible. Then again, using glochidia obtained from gravid bivalves
collected in the field, the toxicity test is well performable with adequate
accuracy. There are no significant differences amongst the mortality results of
the three bivalve species given against CuSO,, while considering the number
and conformability of the obtainable glochidia, P. complanata seems to be the
most suitable for ecotoxicity testing. On the other hand its protected status sets
limits to the usage of P. complanata.

Key words: toxicity testing, Anodonta anatina, Unio tumidus, Pseudanodonta
complanata

Bevezetés

Kagyldkat tesztszervezetként alkalmazd szabvany protokollt elészér az
Egyesiilt Allamokban fektettek le (ASTM 1998). Ez a protokoll tébb faj hasznalatat
megengedi: Crassostrea gigas Thunberg, C. virginica Gmelin, Mercenaria
mercenaria L. ill. Mytilus edulis L. (k6zuluk az els6 az ajanlott, a tdbbi elfogadott
tesztszervezet). Valamennyien tengeri fajok, amelyeknél stimulalassal (kilénb6zé
triggerek alkalmazasaval) egész évben lehetséges embriok, ill. larvak kinyerése
(LoosANOFF és DAvis 1963). Szabvany szerint ilyen stimulus a hdmérséklet hirtelen
5-10 °C-al tortén6 megemelése, plusz ingert jelenthet hével elolt kagylosperma
hozzaadasa. A toxicitas mértékét az abnormalisan fejl6édé D-alaku larvak és a
kontroll 1arvak aranyabdl lehet becsiilni.

A felsorolt tengeri fajok embrionalis-larva fejlédésén alapulo tesztet elterjedten
alkalmazzak kulénb6zé szennyezdk kornyezeti kockazatanak becslésére,
els6sorban azokban az esetekben, amikor a szennyezdédés/szennyezd
komponensek tengerekbe is bejuthatnak. A teljesség igénye nélkil, ezek a
vizsgalatok kiterjedtek PAH-ok (pl. BELLAS et al. 2008), nehézfémek (pl. CALABRESE
et al. 1973), peszticidek (pl. BEIRAS és BELLAS 2008) toxicitasanak értékelésére.
Nemcsak egyes szennyezd komponensek toxicitasat becslik ezzel a teszttel, hanem
egyes éldhelyek (pl. torkolatok, 6blok) vizének minéségét is (pl. THAIN 1992).

Az Egyesiilt Allamokban kiilénds jelentésége van a kagylétesztek
alkalmazasanak, hiszen az Unionidae csaladba tartozé édesvizi kagyldkat a fauna
legveszélyeztetettebb tagjai kozé soroljak (WiLLiamMs et al. 1993). Kilénbdzé
tényez6k (tulhasznalat, egzoéta fajok, az él6helyek szennyezettsége) miatt
vilagszerte érzékeny, ill. veszélyeztetett taxonoknak mindsiiinek (LYDEARD et al.
2004).

Az E72494 jelzeti ASTM protokollnak, ill. az ebben felsorolt 4 tengeri
kagyléfajnak az az elénye, hogy a toxicitas tesztek barmikor elvégezheték. Edesvizi
kagylofajok esetében egyelére a Dreissena polymorpha esetében ismertek olyan
laboratériumi tesztek, amelyek soran a kiils6 megtermékenyités mesterséges
stimulus hatasara kdvetkezik be — ez leggyakrabban szerotonin (KENNEDY et al.
2006).
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Mar elfogadott az az ASTM protokoll, amely édesvizi kagyléfajok glochidium
larvainak, ill. juvenilis egyedeinek alkalmazasat szabdlyozza toxicitds-vizsgalatok
céljara (ASTM International standard guide for conducting laboratory toxicity tests
with freshwater mussels /E2455-05/). Részben ennek a szabvanynak az utmutatasai
alapjan, részben sajat tapasztalatainkra alapozva hazai kagyléfajok glochidium
larvainak érzékenységét vetettilk 6ssze a Balatonban és vizgy(jt6jén algicidként
alkalmazott réz-szulfatra (CuSQ,). Tovabbi célunk olyan tesztprotokoll kidolgozasa
volt, amelyet a késObbiek soran akar rutinjelleggel alkalmazhatunk egyes
szennyez8k kérnyezeti kockazatanak becslése soran.

Anyag és modszer
Tesztszervezetek gyljtése, a laboratoriumi tartas kérilményei

Az Anodonta anatina és Unio tumidus példanyokat a Balaton Keszthelyi-
Oblében és a Balatonmariafiirdé el6tt terileten gyd(jtottiik 2009 szeptemberében.
Mindkét helyszinen eléfordult mindkét faj, de a Keszthelyi-6bdlben tébb A. anatina,
mig Mariaflrdénél tébb U. tumidus egyedet talaltunk.

A P. complanata egyedeket a Marcali-tdrozon gydjtottik, 2009
novemberében. A tarozd ekkor éppen leeresztés alatt allt. Gy(jtés utan a kagylokat
egy hétig laboratoriumi korilmények kozott akklimatizaltuk (t = 16-18 °C, oldott
oxigén = 85-93%, pH = 7.98- 8.72). Az akvariumok vizét hetente cseréltik, az
utanpétlas természetes vizfolyasbdl, a Csigere-patakbdl szarmazott. Ez egyben
elegendd tapanyagot is tartalmazott.

Toxicitas-vizsgalat glochidium larvakkal

A glochidium larvak kinyerését JOHNSON et al. (1993) utmutatasai szerint
végeztik. A kagylok héjat kinyitottuk, a larvakat évatosan fecskenddvel kimostuk. A
kinyert larvakat tobbszor atmostuk mesterségesen beallitott keménységi vizzel: 170
mg/l CaCO; PH 8.38 (ASTM 2006), igy az elpusztult larvakat tavolitottuk el. Az
egyes glochidiumok életképességét koncentralt (240 g/l) NaCl oldatban ellendriztik:
megszamoltuk a nyitott héju egyedeket expozicid elbtt és utan. Azokat tekintettik
életképesnek, amelyek a sooldatban be tudték zarni a héjukat.

Minden egyes tesztoldathoz 100 larvat hasznaltunk. A teszteket 150 ml-es
lombikban, szobah&mérsékleten (20-22° C) végeztik, harom parhuzamossal. Az
expozicio 24 h volt.

A szamolas menete a kovetkez8 volt: el6szor rogzitettiik a nyitott héju
egyedek szamat (N), ezutan néhany csepp koncentralt NaCl-t adtunk a
mintaoldathoz. Az életben levd glochidiumok 6sszezarjak a héjukat, ezért a nyitott
héju egyedeket szamoljuk meg (M). A tuléldk szazalékos aranyat a kdvetkezd képlet
alapjan hataroztuk meg: (M-N/M) 100. Ebbé&l szamitottuk a mortalitasi szazalékot, az
Abott-formula (ABOTT 1925) segitségével: E=100(A-M)/(100-M), ahol E a
kontrollhoz korrigalt mortalitads, A az egyes mintdkban mutatott mortalitas, M pedig a
kontrollban tapasztalt 4tlagmortalitas.
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Eredmények

A harom tesztelt kagyléfajra (Anodonta anatina, Pseudanodonta complanata
és Unio tumidus) kapott ECs, értékeket az 1. tablazat mutatja be. 24 o6ras
expoziciéval az U. tumidus mutatkozott legérzékenyebbnek (ECsy = 26,85 ug/l).
Némiképp alacsonyabb de szamottevéen nem kiloénb6zé érzékenységet
tapasztaltunk a P. complanata és az A. anatina esetében (ECs, = 34,341 ill. 35,73
pgl/l). Figyelemreméltd ugyanakkor, hogy a P. complanata esetében lényegesen
kisebb volt a szoras.

48 oras expozicido esetében némiképp moddosult a sorrend. Gyakorlatilag
egyforma érzékenységet mutatott az A. anatina és az U. tumidus (ECsy = 18.972 és
19.022 ug/l). A P. complanata esetében kisebb érzékenységet tapasztaltunk (ECso =
29.396ug/l), de a kulénbség nem tekinthet® Iényegesnek.

1. tablazat. Akut ECsos értékek Cu-ra (95% konfidencia tartomany mellett) 24
és 48 oras expozicié esetében

. 24 h talélési rata a 48 h talélési rata
Faj kontrollban (%) 24 h ECso (ug/1) a kontrollban (%) 48 h ECs (ug/l)
. 35.73 18.972
A. anatina 91.59 £ 0.896 (20.12 - 70.20) 91.44 + 0.57 (10.095-31.145)
34.341 29.396
P. complanata 91.575 £ 0.705 (29.972 - 39.459) 90.85 + 0.537 (25.406-34.03)
U. tumidus 93.67 £ 0.782 26.850 90.50 £ 0.289 19.022

(23.256 - 30.953) (16.266 - 22.045)

Az adatok atlagos ECsy + szoraskeént kifejezve, a korrigalt mortalitasi értékek
alapjan, ahol korrigalt mortalitas = 100 (A-M)/(100-M); A: aktualis mortalitéas és M: a
kontrolban mért atlagos mortalitas.

A harom vizsgalt kagyléfajt nemcsak érzékenységik, hanem
shasznalhatésaguk” alapjan is dsszevetettik. Ez alatt azt értjuk, hogy rutinjellegl
toxicitas vizsgalatok esetén mennyire kdnnyen kezelheték a tesztszervezetek. A 2.
tabla fajonként adja meg a begyl(jtott egyedek méret szerinti megoszlasat,
mérettartomanyonként feltlintetve az egyedszamot, a gravid néstények szazalékat,
a kinyert glochidium larvak szamat és méretét.

Az adatok atlag + standard szérasban kifejezve. Az egyes fajokra kifejezett
atlageredmény szignifikans kildonbséget mutat P<0.05 mellett.

KonkllUzié

Sajat tapasztalataink alapjan a vizsgalat kagylofajok (Anodonta anatina,
Pseudanodonta complanata és Unio tumidus) esetében az id6zitett toxicitas
vizsgalat nem kivitelezhet6é — id6zitett alatt azt értjik, amikor a tesztszervezet az év
barmely szakaban képes valamilyen megfelel6 trigger hatasara embridk képzésére.
Ugyanakkor ,kész” (azaz terepen begy(jtétt gravid kagylokbdl kinyert) glochidium
larvakkal a toxicitas tesztek kelld precizitassal elvégezhetdk.

A harom faj CuSOsre mutatott mortalitasat Osszevetve szamottevé
kulénbséget nem figyeltink meg — nem jelenthetjik ki egyértelmiien, hogy egyik
vagy masik faj érzékenysége alapjan megfelelébb tesztszervezet lenne.
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