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OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatunk arra iranyult, hogy a névényvédelemben széles korben alkalmazott
harom peszticid, a BI 58 EC, a Dual Gold 960 EC és a Stomp 330 EC esetleges egyedi
embriokarosito hatasat feltarjuk. A toxikologiai vizsgadlat sordn két kiilonbézd —
injektalasos vagy bemeritéses — modot alkalmaztunk. A tyuktojasok kezelését a keltetés
megkezdésének napjan (0. nap) végeztiik. A feldolgozas két eltérd idoszakban tértént a
kisérlet soran. Az embriok egy részébdl a keltetés 2. és 3. napjan tartos preparatumot
készitettiink a korai fejlodési stadium vizsgalatara. A tobbi tojast a kelés eldtt két
nappal, a keltetés 19. napjan dolgoztuk fel az alabbiak alapjan: 1. szévettani
feldolgozas céljara mintat vettiink a majbol és a hosszu nyakizombol; 2. az embriok
csontvazrendszerében az  esetlegesen  eldfordulo  fejlodési  rendellenességek
kimutatasara festési eljarast alkalmaztunk; 3. FTIR és FT-Raman spektroszkopiai
modszerekkel torténd feldolgozas céljara szovettani mintat vettiink a majbol és az
agyvelobdl. A szévettani feldolgozas soran anyaghatasra utalo elvaltozast nem
tapasztaltunk egyik kezelési modnal sem. A korai fejlédési stadium vizsgdlatakor az
injektalasos kezelésben a legtobb anomdliat a Stomp 330 EC eredményezte. A
bemeritéses eljarasnal a rendellenességek azonos szamban jelentkeztek mindhdarom
peszticid esetében. Az elvaltozdasok a vérgyiirii megjelenése, az érhdlozat, valamint a
test fejlédésbeli elmaradasa voltak. Az altalunk alkalmazott csontvdzfestési eljards a
Stomp 330 EC-vel, illetve a desztillalt vizzel kezelt csoportban mutatott ki nagyobb
szamu fejlédési rendellenességet az injektalt csoportban. A bemeritésnél a Dual Gold
960 EC eredményezte a fejlodeési eltéerések legnagyobb ardanyat; melyek hibas lab,
enyhén gorbiilt nyak és novekedesi retardacio voltak. FTIR és FT-Raman
spektroszkopiai modszerekkel tortént elozetes feldolgozas utan elmondhato, hogy a
Dual Gold 960 EC tipusu novényvédo szer molekularis szinten elvaltozdasokat okozott
a csirke embriok mdj, illetve agy szévetében.

(Kulcsszavak: tyuk embrio, peszticid, fejlddési rendellenesség)
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ABSTRACT

Teratogenicity study of three pesticides in bird embryos
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A 38% dimethoate containing insecticide formulation (BI 58 EC) and a 33%
pendimetalin containing herbicide formulation (Stomp 330 EC) and a 960 g/l S-
metolachlor containing herbicide formulation (Dual Gold 960 EC) were studied in
chicken embryos after single administration of eggs by immersion and injection
technique. Treatments were done on the first day of incubation. Applied concentration of
pesticides were 0.1% (dimethoate) and 2.05% (S-metolachlor) and 1.25% (pendimetalin)
corresponding to that used in plant protection practice. Evaluations were done on day 2-
3 and 19 of incubation. Pesticides did not result demonstrable pathological change by
the histological processing after the injection and the immersion treatment. The
administration of pendimetalin caused the most developmental anomalies — from the
early embryogenesis study — after the injection treatment, but following the immersion
treatment the numbers of developmental anomalies were equal in the case of all
pesticides. The detected anomalies were blood ring, nanosomia and undeveloped
vascular system. The injection of pendimetalin and distilled water caused most
developmental anomalies — from the painted groups. In case of the immersion treatment
the S-metolachlor caused the most of anomalies. The anomalies were curved neck,
deformed leg and retarded growth. After the FTIR and FT-Raman determination we
concluded that the administration of S-metolachlor resulted changes by immersion and
injection technique on molecular level of chicken embryo liver or brain tissues.
(Keywords: chicken embryo, pesticide, developmental anomaly)

BEVEZETES

A 1I. vilaghabora utan a vegyi anyagok gyartasa és felhasznalasa jelentdsen novekedett.
Ez a tendencia vilagviszonylatban és Magyarorszagon egyarant jellemz4 volt. A
termékek kozott egyre nagyobb aranyban voltak jelen a mezdgazdasagi felhasznalast
peszticidek, névényvédo szerek (Banki, 1976). A széleskori kemizalas egyre ndvekvo
egészségiigyi, allat-egészségiigyi, toxikologiai, kornyezetvédelmi kockazattal jart. Ennek
hatasara az altalaban toxikusnak, a felhasznalaskor veszélyesnek itélhetd ndvényvédo
szerek esetében sziikségessé valt a nagyobb biztonsigra vald torekvés (MEM
Novényvédelmi és Agrokémiai Osztaly, 1983).

Okotoxikologiai és teratologiai tesztelésre laboratoriumi koériilmények kozott jol
hasznalhatd a hazityuk embrié a kiilonbozd toxikus hatdsok megitélésére (Kertész és
Hlubik, 2002; Varnagy, 1995)

A madarteratologiai vizsgalatok soran a leggyakoribb kezelési mod a vizsgalni
kivant anyag injektalassal kozvetleniil a légkamrdba (a termékeny tojasba) torténd
bejuttatasa (Lutz, 1974; Meiniel, 1977; Varnagy, 1995). Amennyiben a vizsgalat soran
tapasztalhatd a felhasznalt vegyi anyag embriokarosito hatdsa, mindenképpen sziikség
van a tojasok bemeritéses (bepermetezéses) kezelésére. Ez a kornyezetben érvényesiild
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hatasokat jobban modellez6 kezelési mod, azonban hatranya, hogy a peszticidnek csupan
az embridra gyakorolt indirekt hatasat jelzi (Lutz és Osterag, 1973; Meiniel, 1973; Varga
et al., 2002).

Az altalunk elvégzett vizsgalat arra iranyult, hogy a névényvédelemben széles
korben alkalmazott harom készitmény, a Bl 58 EC (38% dimetoat) rovardld szer,
tovabba két gyomirtd szer, a Dual Gold 960 EC (960 g/l S-metolaklor) és a Stomp 330
EC (33% pendimetalin) esetleges egyedi embriokarosito hatasat feltarja.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalati anyagok

Kontroll: desztillalt viz az injektalaskor; csapviz a bemeritéses eljaras esetében.

— BI 58 EC (38% dimetoat hatéanyag tartalom) 0,1%-o0s vizes emulzidja.

— Stomp 330 EC (33% pendimetalin hatdéanyag tartalom) 1,25%-o0s vizes emulzidja.

— Dual Gold 960 EC (960 g/l S-metolaklor hatdanyag tartalom) 0,375%-os vizes
emulzidja a névényvédelmi gyakorlatnak megfelelden.

Kisérleti allat: SHAVER RUSTICBRO (Goldavis Kft. Sarmellék) hazityuk embrio.
Kelteté: RAGUS® (Wien) tipusu asztali keltetd.

Kezelés

A tojasok kezelésére kozvetleniil a keltetés megkezdése el6tt (0. nap) keriilt sor. A
kezelések megkezdése elbtt a tojasokat véletlenszeriien csoportokba osztottuk térekedve
arra, hogy a tojasméret és tomeg tekintetében kézel homoldg csoportokat képezziink Az
egyes novényveédo szerek gyakorlati permetlé toménységben keriiltek felhasznalasra.

Injektalas

Az injektalast megel6zden a légkamra felett, a tojas héjan at lyukat fartunk, majd ezt
kovetden tortént a vizsgalati anyagok 0,1 ml térfogatban torténd bejuttatasa és a nyilasok
paraffinnal val6 lezarasa. Az injektalast Ovijector automata adagoloval végeztik. A
kezelés befejeztével a tojasokat visszahelyeztiik a keltetdgépbe.

Bemerités

A tojasokat a vizsgalati anyagokbodl késziilt 37 °C-os homérsékleti emulzidkba
helyeztiik 30 perces idétartamra, majd a folyadék lecsepegtetése utan visszahelyeztiik
azokat a keltetdgépbe.

Feldolgozas

A feldolgozas két eltérd iddszakban tortént a kisérlet soran. Az embriok egy részébdl a
keltetés 2. és 3. napjan tartos preparatumot készitettiink a korai fejlédési stadium vizsgalata
c€ljabol (Sinkovitsné és Benko, 1993). A tobbi tojast a kelés el6tt két nappal, a keltetés 19.
napjan dolgoztuk fel az alabbiak alapjan: 1. szovettani feldolgozas (Vetési, 2002) céljara
mintat vettiink a majbol és a hosszu nyakizombol (értékelés fénymikroszkoppal, festés:
hematoxilin-eozin mddszerrel); 2. az embridk csontvazrendszerében az esetlegesen
eléfordulé fejlodési rendellenességek kimutatasara festési eljarast alkalmaztunk (Dawson,
1926); 3. FTIR ¢és FT-Raman spektroszkdpiai mddszerekkel torténd feldolgozas céljara
szovettani mintat vettiink a majbol és az agyvel6bol, hogy a névényvédod szer molekularis
szinten okozott esetleges kovetkez-ményeit kimutassuk (Kalasinsky, 2005).

29



Keserti et al.: Novényvedo szerek méreghatasanak vizsgalata hazityuk embriokban

Spektroszkopiai mérési modszerek
A maj és agyszovet mintak liofilizalasat a SOTE Kozponti 1zotdp laboratdriumaban
végezték el. Az infravords méréseket egy Varian (Digilab) FTS-60 tipust infravoros
spektrométerrel végeztiik, ¢és egy Golden Gate feltét alkalmazasaval reflexios ATR
méréseket végeztiink. Az infravords mérések 4 cm™-es felbontéassal, 256 scan szammal
és 1-es érzékenységgel lettek elvégezve.

A Raman méréseket Nicolet Raman 950, illetve Varian (Digilab) dedikalt Raman
spektrométerrel végeztiik. A mérések paraméterei a kovetkezOk voltak: ~380mW
1ézerteljesitmény €s 128 scan szam.

EREDMENY ES ERTEKELES

Szovettani feldolgozas
A majban az ép parenchimdji hepatocitak jol elkiiloniiltek. A citoplazma sok apro
vakuolumot tartalmazott. A sejthatarok épek, a szinuszoidok kozepes tdgassagliak
voltak, a sejtmagok jol festodtek.

A nyakizomban a miofibrillumok jol elkiiloniiltek, a harantcsikolat megfeleld
modon lathato volt, a sejtmagok jol festodtek.

A kezelt embriokban — injektalasos és a bemeritéses eljaras vonatkozasaban
egyarant — sem a hosszu nyakizomban sem a majban szévettani vizsgalattal kimutathatd
anyaghatasra utalé elvaltozast nem tapasztaltunk a fénymikroszkopos értékeléskor.

Csontvazfestéssel tortént feldolgozas

A kezeléseket kovetden csak a desztillalt viz és a Stomp 330 EC felhasznalasakor
emelkedett egyértelmlien az alkalmazott festési technikaval kimutathaté rendellen-
ességek szama (3) az injektalasos eljaras soran (/. tablazat). A bemerités esetében csak a
Dual Gold 960 EC alkalmazéasa eredményezte a fejlodésbeli eltérések legmagasabb
szamat (3), a tobbi csoport esetében az anomalidk aranya alacsony szinten maradt (4.
tablazat). Fejlodési rendellenességként a hibas lab, az enyhén gorbiilt nyak ¢és a
novekedési retardacio jelentkezett (2., 5. tablazat) sporadikusan (3., 4. abra).

1. tablazat

Az alkalmazott peszticidek madarteratolégiai vizsgalata soran tapasztalt fejlédési
rendellenességek szama a csontvazfestett embriok esetében (injektalasos kezelés)

Kezelt csoportok (1) Deformaciok sza}ma/wzsgalt embriok
szama (2)

Kontroll 3/10
2,05% Dual Gold 960 EC (960 g/1 S-

. 2/10
metolaklor)
1,25% Stomp 330 EC (33% pendimetalin) 3/10
0,1% BI 58 EC (38% dimetoat) 2/10

Table 1: Number of developmental anomalies from the teratogenicity test of applied
pesticides after single administration (injection treatment)

Treated group(l), Developmental anomalies no./total embryos - painted with Dawson
technique(2)
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2. tablazat

Az alkalmazott peszticidek madarteratologiai vizsgalata soran tapasztalt fejlodési
rendellenességek tipusai a csontvazfestett embriok esetében (injektalasos kezelés)

Kezelt csoportok (1) Fejlodési rendellenességek tipusai (2)
Enyhén gorbiilt nyak (2)
Kontroll Novekedési retardacio (1)
2,05% Dual Gold 960 EC (960 g/1 S- Hibas lab (1)
metolaklor) Novekedesi retardacio (1)
1,25% Stomp 330 EC (33% H’..bajflzl? () Jicio (1
endimetalin) Novekedési retardacio (1)
p Enyhén gorbiilt nyak (1)
Hibas lab (1)

0,1% BI 58 EC (38% dimetoat)

Novekedési retardacio (1)

Table 2: Type of developmental anomalies from the teratogenicity test of applied
pesticides after single administration (injection treatment)

Treated group(l), Type of developmental anomalies — embryos painted with Dawson
technique(2)

3. tablazat

Az alkalmazott peszticidek madarteratologiai vizsgalata soran diagnosztizalt
fejlodési rendellenességek tipusai (korai embrionalis fejlédés, injektalasos kezelés)

Fejlodési rendellenességek tipusai (2)

Kezelt csoportok (1)

*2. nap *3. nap
Kontroll ) Gyengén fegée):tt érhalozat )
0
2,05% Dual Gold 960 EC Fejletlen test (1) Fejletlen test (1) 2

(960 g/1 S-metolaklor)
1,25% Stomp 330 EC (33%
pendimetalin)

0,1 % BI 58 EC (38%
dimetoat)

*A vizsgalt embriok szama mindig 5 volt,

Fejletlen test (1) Gyengén 3

Vérgyiri (1) fejlett érhalézat (1)

Table 3: Type of developmental anomalies from the early embryogenesis sutudy of
applied pesticides after single administration (injection treatment)

Treated group(1), Type of developmental anomalies 2-3 day of incubation(2)
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4. tablazat

Az alkalmazott peszticidek madarteratologiai vizsgalata soran tapasztalt fejlodési
rendellenességek szima a csontvazfestett embriok esetében (bemeritéses kezelés)

Kezelt csoportok (1) Deformaciok szz'}ma/vizsgélt embriok
szama (2)
Kontroll 1/10
2,05% Dual Gold 960 EC (960 g/1 S- 3/10
metolaklor)
1,25% Stomp 330 EC (33% pendimetalin) 1/10
0,1% BI 58 EC (38% dimetoat) 2/10

Table 4: Number of developmental anomalies from the teratogenicity test of applied
pesticides after single administration (immersion treatment)

See table 1(1-2)
5. tablazat
Az alkalmazott peszticidek madarteratologiai vizsgalata soran tapasztalt fejlodési

rendellenességek eloforduldsa a csontvazfestett embridk esetében
(bemeritéses kezelés)

Kezelt csoportok (1) Fejlodési rendellenességek tipusai (2)
Kontroll Enyhén gorbiilt nyak (1)
2,05% Dual Gold 960 EC (960 g/1 S- Enyhén gorbiilt nyak (2)
metolaklor) Hibas lab (1)
1,25% Stomp 330 EC (33% pendimetalin) Enyhén gorbiilt nyak (1)
0,1 % BI 58 EC (38% dimetodt) ﬁ’i‘ty)g:’fﬂg)o(rlb)”” nyak (1)

Table 5: Type of developmental anomalies from the teratogenicity test of applied
pesticides after single administration (immersion treatment)

See table 2(1-2)

Korai embrionalis fejlédési stadium vizsgalata

A korai fejlodési stadium vizsgdlatara készitett tartds preparatumok fénymikroszkopos
értekelése soran az injektalasos eljaras esetében legtobb anomaliat (3 db) a Stomp 330 EC-
vel kezelt csoport szolgaltatott (3. tdbldzat). A bemeritéses modszernél a rendellenességek
mindharom peszticid esetében azonos szamban (2) jelentkeztek (6. tdabldzat). Az
elvaltozasok kozott a vérgylri megjelenését, az érhaldzat, valamint a test fejlédésbeli
elmaradasat (nanoszomia) tapasztaltuk (3-6. tabldzat).
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6. tablazat

Az alkalmazott peszticidek madarteratologiai vizsgalata soran diagnosztizalt
fejlodési rendellenességek tipusai (korai embrionalis fejlodés, bemeritéses kezelés)

Fejlodési rendellenességek tipusai(2)

Kezelt csoportok(1) *2. nap *3. nap 5
Kontroll - Vérgytiri (1) 1
2,05% Dual Gold 960 EC . Gyengén fejlett
(960 g/l S-metolaklér) Fejletlentest (1) | =2y 416 7at (1 2
1,25% Stomp 330 EC . Gyengén fejlett
(33% pendimetalin) Fejletlen test (1) |~y 416 7at (1) 2
0,1% BI 58 EC (38% i Vérgytri (1) )
dimetoat) Fejletlen test (1)

*A vizsgalt embridk szima mindig 5 volt.

Table 6: Type of developmental anomalies from the early embryogenesis sutudy of
applied pesticides after single administration (immersion treatment)

See table 3 (1-2)

FTIR és FT-Raman spektroszképiai médszerekkel tortént feldolgozas

Az eldzetes spektroszkopids mérések célja az volt, hogy az egyes névényvédd szerek
molekularis szinten indukalt esetleges valtozdsainak tendencidjara vonatkozoan
tajékozodjunk, és amennyiben az adott peszticid karositd hatasa beigazolodik, tervezziik
a vizsgalat nagyobb mintaszammal vald elvégzését, adatszeri Osszehasonlitasat és
kozlését.

A jelen modszerrel elvégzett elozetes vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a
Dual Gold 960 EC-vel kezelt embridk liofilezett majanak vizsgalata soran, jol lathato
szinképi eltérések mutatkoztak a kezelt és a kontroll csoport mintainak szinképei kozott,
mind a bemeritéses (/. dbra), mind az injektalasos kezelési technika alkalmazasa utan. A
bilirubin és a koleszterin szintvaltozasara kovetkeztettiink a szinképekbdl. Mig a
bilirubin szintje nodtt, addig a koleszterin esetében csokkenést tapasztaltunk.

Az agymintdknal a vizsgalat soran kapott adatok értékelésekor nem kaptunk olyan
jol lathaté eredményt (2. abra), mint a majmintak esetében, de bizonyos savintenzitas
eltérés itt is megjelenik (Severcan et al., 2000). A Stomp 330 EC és a BI 58 EC esetében
a szerek hatasara utald6 molekularis szinten jelentkezd elvaltozast, jol lathatd szinképi
eltérést nem tapasztaltunk egyik kezelési mod esetében sem.

KOVETKEZTETESEK

A peszticidek egyedi méreghatasanak vizsgalata soran megallapithatd mindkét
feldolgozasi idépontra vonatkozoan, hogy a gyakorlati expozicids viszonyokat jobban
modellezd bemeritéses kezelés esetében a Dual Gold 960 EC felhasznalasaval
egyértelmilen emelkedett a fejlédési rendellenességek szama, mig az injektalasnal az
anomalidk legmagasabb szamban a Stomp 330 EC-vel kezelt csoportban jelentkeztek a
csontvazfestés és a tartds preparatumok vonatkozasaban egyarant.

A szovettani feldolgozas — az injektalasos és a bemeritéses eljarasnal egyarant —
kimutathaté anyaghatasra utal6 elvaltozast nem eredményezett.
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1. abra

FTIR és FT-Raman spektroszképiai médszerekkel tortént feldolgozas eredménye
majszovetben bemeritéses kezelésnél
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Raman Intenzitas / Hullamszam (cm™)

a - Piros (red) - S-metolaklor (S- metolachlor) - Dual Gold 960 EC; b - Kék (blue) —
Kontroll (Kontrol); ¢ - Sziirke (grey) — Irodalmi referencia (maj) szinkép (Literary
reference spectrum /of liver/) — Wolthius et al., 1999.

Figure 1: The FTIR and FT-Raman determination at liver by immersion technique

FTIR és FT-Raman spektroszkopiai modszerekkel tortént értékelés utan végso
kovetkeztetésként elmondhatd, hogy csak a Dual Gold 960 EC tipusi novényvédo szer
okozott molekularis szinten elvaltozast a csirke embridok maj, illetve agy szdveteiben
koleszterinszint-csokkenést és bilirubinszint-ndvekedést tapasztaltunk, ami az alabbiak
szerint értelmezendo.

— A koleszterin eléfordul minden sejtben és a vérplazmaban is, de novo allando
bioszintézis folyik. A mdj parenchima sejtjeinek karosodasakor (toxikozis, elhalas)
csokken a méj koleszterintartalma. (Mendel et al., 1949; Feldman és Grantham, 1964).

— A hemoglobinbdl az RHS-sejtekben képzddik a pusztuld vordsvértestek lebontasakor az
indirekt bilirubin, amely a majban jelenik meg (Wolthius et al., 1999). Egyértelmiien
adott (Dual Gold 960 EC) ndvényvédo szer alkalmazasaval. Toxikus hatas miatt a maj a
normalis mennyiségben képz6dé indirekt bilirubint nem tudja kelld mértékben
feldolgozni (Varnagy, 2002). Mindez azonban a szakirodalomban nem embrionalis
szervezetre leirt folyamat, amit a jelen vizsgalat eredménye is alatamaszt. Az embrionalis
vér vizsgalata és a spektroszkopos mérés dsszekapesolasa tovabbi kutatasi irany lehet.
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2. abra

FTIR és FT-Raman spektroszképiai médszerekkel tortént feldolgozas eredménye
agyszovetben injektalasos kezelésnél
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Raman Intenzitas / Hullamszam (cm™)

a - Piros (red) - S-metolaklor (S- metolachlor); b - Z6ld (green) — Kontroll (Kontrol); ¢ -
Sziirke (grey) - Irodalmi referencia (agy) szinkép (Literary reference spectrum /of brain/) —
Krafft et al., 2005.

Figure 2: The FTIR and FT-Raman determination at brain by injection technique

Az eldzetes mérések eredményei alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy molekularis szinten
jelentkezett novényvédo szer okozta valtozasok alaposabb megismerésére sziikséges egy
nagyobb mintaszammal beallitott kisérletet, és adatszerli 6sszehasonlitast elvégezni, igy
pontosabb képet kaphatunk az esetleges karos hatasokra vonatkozoan. A tovabbiakban
célszerli volna elvégezni a koleszterin majszovetben vald kimutatdsat hisztokémiai
moddszerrel, és az igy kapott eredményt Osszevetni a spektroszkopids mérések
eredményeivel.

A gyakorlatban hasznalatos 6kotoxikologiai vizsgalati modszerek elsdsorban csak
az egyedi méreghatds vizsgalatara szoritkoznak, ezért a névényvédod szerek interakcios
hatésaira vonatkozo adatok, kiilondsen madar szervezetekben hianypotlonak tekinthetok.
Tervezziik a jelen tanulmanyt kiegésziteni a vizsgalt peszticidek egyiittes méreghatas
vizsgalataval. Az altalunk hazityikon elvégzett madarteratologiai vizsgalat eredményei
felhasznalhatoak mas madar fajok esetleges mérgezési veszélyének jellemzésére,
azonban a vadmadar fajok fokozott érzékenysége miatt javasolhatdé ugyanezen
vizsgalatok facanon, japan fiirjon vagy vadkacsan torténd elvégzése is.
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3. abra

Az alkalmazott peszticidek madarteratolégiai vizsgalata soran (a csontvazfestett
embriok esetében) tapasztalt fejlodési rendellenesség (gorbiilt nyak)

Figure 3: Type of developmental anomalies from the teratogenicity test after the painting
(curved neck)

4. abra

Az alkalmazott peszticidek madarteratolégiai vizsgalata soran (a csontvazfestett
embriok esetében) tapasztalt fejlodési rendellenesség (végtag deformitas)

Figure 4: Type of developmental anomalies from the teratogenicity test after the painting
(deformated leg)
IRODALOM
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