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1. BEVEZETES

A Bacillus thuringiensis (Bt) endotoxinjait tartalmazd rovarellenes készitmények (Bt-
inszekticidek) a bioldgiai névényvédd szerek egyik mind jelentGsebb felhasznalasu csoportjat
képviselik, melyeknek hatékonysaga hazankban is jol dokumentalt (DARVAS et al. 1979). Az
oralis hatasu Bt-szerek mellett a mez6gazdasagi biotechnoldgiai fejlesztések soran dolgoztak ki a
Cry-toxinokat termel6, géntechnol6giai Uton modositott (GM) Bt-ndvényeket is, melyek
Magyarorszag szamara figyelemre méltéan kukoricaban jelentek meg, kukoricamoly- és
kukoricabogar-rezisztens fajtak formajaban. A Bt-névények elonyei specifikus hatdsukon alapul:
a cry-gének természetben el6forduldé nagy szama, az altaluk termelt fehérjetoxin sokfélesége
biztositja a kiilonboz6 rovarrendek elleni alkalmazhatosagukat. A permetezd szerekhez képest —
melyeknek kedvezdtlen tulajdonsaga, hogy nem egyenletesen oszlanak el a védeni kivant néveny
feluletén, UV-fényben lebomlanak, illetve az esével lemosddhatnak (ROH et al. 2007) — a Bt-
novények sejtjeiben folyamatosan termel6dé Cry-toxinok &llandé védelmet jelentenek a
célkartevokkel szemben, és nincsenek kitéve a kedvezodtlen iddjarasi korilményeknek. A
folyamatos Cry-toxintermelés azonban Aallanddé kornyezeti terhelést jelent, és mint
novenyveédelmi technologia, nem felel meg az integralt novényvédelem alapelveinek. Elényként
emlitik, hogy a Bt-novények alkalmazasa elejét veszi a széles hatasspektrumt rovardlé szerek
hasznélatanak, azonban hazankban ez a kukoricamoly-rezisztens fajtacsoportokra nem
igazolhatd, hiszen a kartevé szamottevé terméskiesést okozo népességsiiriiségben torténd
elofordulasa tizévenként egyszeri-kétszeri, altalaban hazank déli részein és csak foltokban
jelentésebb, igy a gazdak nem védekeznek ellene (DARVAS et al. 2007). Ugyanezen okbdl a
0—5%-0s terméshozam-ndvekedés az izogenikus kontrollhoz képest sem a fajta sajat el6nye,
hiszen a terméshozam a kukoricamoly-kartétel fiiggvénye (BETZ et al. 2000, FUSTI MOLNAR
2007).

A GM novények hasznalata sordn fontos probléma az esetleges génmegszokés, melynek
sordn a modositott ndvény pollenje mas fajtak (intraspecifikus hibridképz6dés) vagy rokon
novények (interspecifikus hibridképzédés) viragait porozza be (HESZKY 2007). Tovabbi
problémét jelent, hogy a konstitutiv promoéternek koszonhetéen olyan novényi részekben is
termel6dik a Cry-toxin, ahol vedekezés szempontjabol nem indokolt. A MON 810 kukoricamoly-
rezisztens kukorica példaul még a gyokerében is jelentds mennyiségii Cry1Ab-toxint termel, s a
ndvényben termelt toxinmennyiség 1—8%-a a tarlomaradvanyban egy év mulva is visszamérhetd
(SZEKACS és DARVAS 2007), ezzel szintén megnévekedett és felesleges kornyezeti terhelést

okozva.
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Nem célzott szervezetek taplalkozasuk soran kerllhetnek kapcsolatba a Bt-ndvény altal
termelt toxinnal. Fitofagok a Bt-ndvény fogyasztdsdn vagy az elsodrddott, tapnovényiiket
szennyez6 pollenen; ragadozok és parazitoidok a Cry-toxint elfogyaszté zsakmany- és
gazdaallaton; lebontd szervezetek a ndvényi maradvanyokon; megporzo szervezetek
viraglatogatasukon; szimbionta szervezetek kolcsondsseégi kapcsolataikon keresztiil lehetnek
kitéve a Cry-toxinok hatasanak (DARVAS és LOVEI 2006). Kiemelkedé problémaét jelent a
célkartevd rokonsagi korébe esé nem célzott fajok érintettsége.

A szubletalis behatasok hozzajarulhatnak az esetleges Cry-toxinrezisztencia, illetve -
keresztrezisztencia kialakuldsdhoz, mely Plodia interpunctella (Hubner) modellallaton,
laboratdriumi korilmények koézott mar a 10. nemzedékben kialakul MON 810 GM kukorica
esetén (DARVAS és LAUBER 2007). A Cryl-rezisztencia kezelésére izogenikus vonallal
torténé 20—50% aranyl szegélyvetést ajanlanak a fajtatulajdonosok, ami fenntartja az érzékeny
kartevonépességet.

A jelenleg takarmanyként és taplalékként forgalomban 1évé GM ndvényeket az an.
Iényegi azonossag elve alapjan engedélyezték. A GM novények elelmiszer-biztonsagaban val6
kételkedést Pusztai Arpad és munkatarsainak kisérletei alapoztadk meg, melyek soréan
patkanyokban a hdviraglektin génjét tartalmaz6 GM burgonya fogyasztdsanak hatasara
visszamaradt ndvekedést, immunrendszeri zavarokat és tobb szerv szdveti rendellenességeit
tapasztaltak (EWEN és PUSZTAI 1999, PUSZTAI et al. 2003). Bt-készitmények alkalmazasa
utan a mezdgazdasagban dolgozoknal allergén és immunogén hatasokat (BERNSTEIN et al.
1999), patkanyok és egerek esetében az elfogyasztott Cry-toxin hatasara a kiilonboz6 fizioldgias
paraméterek normalistdl vald eltérését, meddbséget és az utdédok talélésének csOkkenését
figyelték meg (SERALINI et al. 2007, VELIMIROV et al. 2008).

Minden ndvényvédelmi technoldgia alkalmazasa soran fontos, hogy a megfeleld, a
hatéanyagok kimutatdsara kelld érzékenységii analitikai modszerrel rendelkezziink. A Cry-
toxinok mind a kornyezetkiméld ndvényvédelem, mind a mezdgazdasagi géntechnoldgia
szdmara fontos hatéanyagok. Kimutatadsuk fehérje jelleguk (lektinfehérjék) és az ezzel jard
bomlékonysagi és adszorptiv jellemz6ik miatt fokozott nehézséget jelentenek a szermaradék-
analitikaban. A ndvényvédelmi technoldgiak kornyezeti biztonsaganak vizsgalatdban azonban
elengedhetetlen a hatéanyag eloszlasanak és kornyezeti sorsanak felmérese. A Cry-toxinok
kimutatasanak elterjedt modszerét képviselik az enzimjelzéses immunoassay (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay, ELISA) eljarasok.
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Munkédm soran a MON-@@81@-6 (tovabbiakban MON 810) és DAS-59122-7
(tovabbiakban DAS-59122) Bt-kukoricak &ltal termelt CrylAb- és Cry34/35Abl-toxinok, illetve
a szunyoglarva-gyéritéskor alkalmazott Cry4-toxinok kimutatasra alkalmas ELISA rendszerek
vizsgalataval foglalkoztam. PhD-munkam célkitlizései az alabbiak voltak:

e a kereskedelmi forgalomban kaphat6, CrylAb-toxin kimutatasara alkalmas EnviroLogix
CrylAb/CrylAc QuantiPlate és QualiPlate, Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA és Agdia Bt-
CrylAb/1Ac ELISA rendszerek analitikai 6sszehasonlitasa (kalibracid, megbizhat6sag,
ismételhetdség),

e az ELISA, mint széles korben elterjedt analitikai eljaras alkalmazasabol eredd, a szakmai
irodalomban tapasztalhatd CrylAb-koncentraciora vonatkozd nagyfokd szorasok
mértékének kormérésben térténé meghatarozasa,

e a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA rendszerek (tesztcsomagok) novényi és
allati szovetek CrylAb-tartalmanak meghatarozasara vald alkalmazhatdssaganak
vizsgalata matrixhatasok leirasaval,

e Cry4-toxin kimutatasara alkalmas ELISA rendszer fejlesztése,

e A MON 810 genetikai eseményt hordoz6 GM kukorica toxintermelését befolyasold
kornyezeti tényezok meghatarozasa,

e a DAS-59122 genetikai eseményt hordoz6 GM kukorica kdrnyezeti hatdsvizsgalata
hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata) larvalis fejlodésére és teljes

életcikluséara és reprodukcids paramétereire vonatkozoan.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner 1915

A B. thuringiensis aerob, Gram-pozitiv, endospoOraképzé, rovarpatogén (entomopatogén)
baktérium. Ishiwata fedezte fel 1901-ben, majd 1915-ben Berliner irta le (ROH et al. 2007). A
kornyezetben valo elterjedése igen széleskorii, tobb ezer torzset izolaltak kiilonb6zo foldrajzi
régiokbol (LERECLUS et al. 1993). Talajlakd baktériumként tartjak szamon (MARTIN és
TRAVERS 1989), de szamos torzset kimutattak mar gabonaraktarakbol (MEADOWS et al.
1992), levélfelszini (filloplan) él6helyrél (SMITH és COUCHE 1991, DAMGAARD et al.
1997), illetve felszini vizekbél (ICHIMATSU et al. 2000). A ndvényvéedelmi gyakorlatban
felhasznalt B. thuringiensis-torzsek sporuléciéjuk soran parasporalis testet formalnak, melyek &-
endotoxinbol allnak. Az a-exotoxint (lekitinaz C) és B-exotoxint (héstabil adenin-nukleotid, az
RNS-polimeréaz gatloja) termeld torzseket az utobbi silyos mellékhatasa (mutagén és teratogén)
miatt kiz&rtdk a hasznositasbdl (DARVAS 1999). A vegetativ novekedési fazis alatt kiilonbozo
B. thuringiensis-torzsek un. ,,vegetativ rovaritd fehérjéket” (vegetative insecticidal protein, Vip)
valasztanak ki a kornyezetikkbe, melyek szintén rendelkeznek rovar6ld hatassal lepkefélék
(Lepidoptera), bogarfélék (Coleoptera) és félfedelesszarnylak (Hemiptera) fajain (CHOUGULE
és BONNING 2012, LOPEZ-PAZOS és CERON 2013, PALMA et al. 2014). A Vip fehérjékhez
hasonl6an a kevésbeé ismert un. ,,szekretalt inszekticid fehérjék” (secreted insecticid protein, Sip)
szintén a vegetativ névekedési szakaszban termelédnek és valasztodnak ki. A Vip fehérjék letalis
hatdstak krumplibogar (Leptinotarsa decemlineata) larvaira, illetve gatoljak a foltos
uborkabogar (Diabrotica undecimpuntata howardi) és az amerikai kukoricabogéar (Diabrotica
virgifera virgifera) fejlodését (DONOVAN et al. 2006). A fentiek mellet tovabbi, a B.
thuringiensis-torzs altal termelt fehérje ismert (szferolizin, alvelizin, enhanszin-szeri fehérje,
P19 és P20 segit6fehérjék, 41,9 kDa fehérje), melyeknek toxicitasa szekvencidjuk és szerkezetiik
alapjan valoszintsithetd (PALMA et al. 2014). Genomszintli és patogenitasi spektrumbeli
jellegzatességek alapjan a fajon beliil tobb valtozatot kiildnboztetnek meg, melyeket varietas-nak

(var.) neveznek (pl.: var. thuringiensis, var. kurstaki, var. israelensis).
2.2. Kristalyos (Crystalline vagy Cry) toxinok

A d-endotoxinnak két nagy csoportja ismert, a porusképzé hatasa Cry (crystalline)- és
Cyt (cytolytic)-toxinok. A Cry-toxinok a specialis kozépbéli receptorokhoz kétédve (SCHNEPF

et al. 1998), mig a Cyt-toxinok a membranlipidekkel kozvetlen kapcsolatba lépve formalnak
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porusokat a sejthartydn (PROMDONKOY és ELLAR 2003). A ndvényvedelemben nem

hasznositott Cyt-toxinok citolitikus és hemolitikus aktivitdst mutatnak, és féleg kétszarnyu
larvakra hatnak 6Gnmagukban, illetve a Cry-toxinokat szinergizaljak (BRAVO et al. 2007).

2.2.1. A Cry-toxinok csoportositasa

A Cry-toxinok egyik csoportjat rovardlé hatasuk miatt a mez6gazdasagi gyakorlatban Bt-
készitmények (Bt-bioinszekticidek) formajaban ndvényvédelmi célokra hasznaljak (SANCHIS
és BOURGUET 2008). Masik csoportjuk, az un. parasporinok (pl.: Cry31A, Cry4lA, Cry45A
stb.) nem rendelkeznek rovarpatogén tulajdonsaggal, viszont citocid aktivitdst mutatnak
kiilonb6z6 eredetii human rakos sejtek ellen (OHBA et al. 2009, OKUMURA et al. 2010).

Az elmdalt évtizedekben tébb mint 700 cry-gént azonositottak. A Cry-toxinokat, illetve a
megfeleld cry-géneket szerkezeti hasonlosaguk és célszervezeteik alapjan csoportositjak. Az elsé
rendszer négy nagy csoportot kilonitett el (CryI—CrylV), melyek a génszekvenciak homoldgidja
alapjan tovabbi alcsoportokra bonthatok (pl.: CrylA, CryIB) (HOFTE és WHITELEY 1989).
Néhany, Gjabban izolalt Cry-toxinnak ezen osztalyozas szerinti beillesztése problémaba (itkdzott.
Szamos torzs tobbféle toxint is termel (pl. a B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 térzs CrylAa-,
CrylAb-, CrylAc-, Cry2A- és Cry2B-toxinokat), illetve bizonyos homol6g fehérjék nem
toxikusak. Ezen problémak kikiiszobolésére Uj rendszert vezettek be, mely kizarlag aminosav-
szekvencian alapul. A romai szdmokat arab szamokra cserélték, ezentdl minden toxin szamokbdl
¢és betiikbél alld 4 rangu jeldlést kapott (pl.: CrylAbl), melyek sorrendben az aminosav-
szekvencia <45%, <78%, <95%, illetve >95% hasonldsagat mutatjak. A napjainkig leirt 783
Cry-toxint els6dleges szerkezeti hasonloésaguk (aminosav-szekvencigjuk) alapjan 73 (Cryl-
Cry73) fétipusba és tobb altipusba soroltak (CRICKMORE et al. 1998, 2009).

2.2.2. A Cry-toxinok szerkezete

A B. thuringiensis torzsek altal termelt Cry-toxinok tobbsége 7 doménbdl felépiilé
fehérjemolekula (protoxin), melyek a célszervezet béltraktusaban emészté enzimek hatasara egy
3-doménes konformaciova aktivalodnak (EVDOKIMOV et al. 2014). A 3-domén szerkezetii
fehérjecsaladba tartozio Cry-toxinok aminosav-szekvenciajuk alapjan jol elkiilonithetok
egymastol, azonban harmadlagos szerkezetik (térbeli konforméacié) megegyezik.
Fehérjealegységeik egy 7 a-hélixbél allo ,,perforacios domén” (1), mely a membranba épiilésben
és porusképzésben jatszik szerepet, egy 3 B-lemezbdl felépiil6 ,,centralis domén” (I1), melynek a

toxin—receptor-kdlcsonhatasban van szerepe, illetve egy 2 B-lemezt tartalmazé ,,galakt6zkoto
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domén” (I11), mely egyarant részt vesz a receptorhoz valo kétédésben és a membranba épiiléssel
a porusképzésben (SCHNEPF et al. 1998, JENKINS és DEAN 2000, LOPEZ-PAZOS és
CERON 2007, XU et al. 2014). A nem 3-domén szerkezetii toxinok az ETX MTX2 (Cryl5,
Cry23, Cry33, Cry38, Cry45, Cry51, Cry60, Cry64), a Toxin_10 (Cry35, Cry36) és az
Aegerolyzin (Cry34) fehérjecsalddokba tartoznak (GONZALES et al. 2008, KELKER et al.
2014). Utobbi hadrom fehérjecsalad tagjai néhany esetben nem dnmagukban fejtik ki toxikus
hatasukat adott célszervezetekkel szemben, hanem an. toxinparokat (binaris toxinok) alkotnak
(pl. Cry34/Cry35, Cry23/Cry37). Ezen toxinparok csak egymas jelenlétében képesek kifejteni
inszekticid hatasukat, hatasmechanizmusuk azonban még ismeretlen (DE MAAGD et al. 2003).
A PhD-munkam soran vizsgalt Cry-toxinok (CrylAb, Cry4, Cry34/35Abl) terbeli szerkezetét az
1. &bra szemlélteti.

xf:‘ " 7‘k

1. abra. A PhD-munkam soran vizsgalt Cry-toxinok sematikus térbeli szerkezete (PALMA et al.
2014). Az aktivalt CrylAb- és Cry4-toxin a 3-doménes fehérjecsaladba tartoznak.
Fehérjealegységeik: perforacios domén (I), centralis domén (II), galaktézkoté domeén (I11). A
Cry34/35Ab1 binaris toxinok az Aegerolyzin és Toxin_10 csalddokba tartozo fehérjék, melyek

entomopatogén hatasukat egyuttesen fejtik ki a célszervezet tapcsatornajaban.

2.2.3. A Cry-toxinok hatasmechanizmusa

A Cry-toxinok per os tipusuak, hatasmechanizmusukat két, egymastol eltéré folyamattal
magyarazzak. Az un. ,,egymast kovetd kotddés” modell (sequential binding model) szerint a
rovarok belébe keriil, a B. thuringiensis altal termelt parasporalis kristalyokat 6sszetartd
diszulfidhidak az ott talalhato ligos pH mellett (pH 9—12) elbomlanak. A kristalyos szerkezetb6l
Kiszabadul6 70—130 kDa tomegii protoxin-molekulékat a bélben termel6d6 protedzok (tripszin,
kimotripszin stb.) kb. 55—65 kDa méretii toxinokka aktivaljak. Az aktivalt Cry-toxinmolekulak

(lektin természetli vegyiilet) a bélham sejthartyajaban talalhatd transzmembran kadherinszerti

17



10.14751/SZIE.2016.009

fehérjéhez kotédnek és oligomerizalodnak. A kialakult oligomer méasodlagos receptorokhoz
kotddve beékelddik a lipidmembranba, igy nem szelektiv porusokat nyit a sejthartyan, melyen
keresztll bejutd szervetlen ionok, aminosavak, illetve cukormolekuldk megzavarjak a sejt
ionhaztartasat és a sejtek pusztuldsat okozzak. A bél perisztaltikaja leall, és a rovar felhagy a
taplalkozassal. A keletkez6 mikrosebzéseken jut be a larvak testiregébe a B. thuringiensis
vegetativ teste, de a kialakuld szepszist ekkor mar barmely, a bélben €16 mikroorganizmus eld
tudja idézni (KNOWLES es DOW 1993, SCHNEPF et al. 1998, KIROUAC et al. 2002,
VACHON et al. 2012). A ,jelatviteli modell” szerint a kadherinreceptorhoz valé kotédés
hataséara a sejten beliil egy Mg?*-fiiggé adenilat ciklaz — protein kinaz A fehérje alapl jelatviteli
at indul be, melynek eredménye a sejt nekrotikus sejthaldla (ZHANG et al. 2006a, BRAVO és
SOBERON 2008). Gyapjaslepkén (Lymantria dispar) végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a
béltraktusban ¢é16 baktériumok jelenléte is sziikséges a B. thuringiensis rovar6lé hatasanak
kifejezodéséhez. A larva szervezetébe keriilé B. thuringiensis baktériummal szemben az ott
jelenlévé Enterobacter sp. és Escherichia coli képes szaporodni a larva hemolimféjaban, igy a
halalt okozé szepszist elsGsorban természetes belmikroflora eredményezi (BRODERICK et al.
2006).

A Cry-toxinok gyakorlati szempontbdl rendszintli specificitast mutatnak. Ennek alapjan
Ot csoportba oszthatok: Cryl — féként lepkefélék (kurstaki, thuringiensis, aizawai, entomocidus
sth.), Cry2 — lepkefélék és kétszarnylak (kurstaki), Cry3 — bogarfélék (tenebrionis, morrisoni,
san diego stb.), Cry4 — kétszarnylak (israelensis) larvain fejtik ki hatasukat, Cry5 -
fonalférgekre hat6 specifikus toxinok (CRICKMORE et al. 2009, VAN FRANKENHUYZEN
2009). Mivel rovarpatogén hatasukat a célszervezetek larvalis fejlédési stadiumaban fejtik ki, a
B. thuringiensis endotoxinjait tartalmazé rovarellenes készitmények (Bt-inszekticidek)
novényvedelmi gyakorlatban a kornyezetkimélé biologiai névényvédd szerek egyik mind
jelentdsebb felhasznalasu csoportjat képviselik. Az oralis hatasu Bt-szerek (B. thuringiensis var.
kurstaki — DIPEL, BIOBIT, FORAY; var. aizawai — FLORBAC, AGREE, XENTARI; var. tenebrionis —
NOVODOR; var. israelensis — VECTOBAC, TEKNAR, BACTIMOS) nem ¢él6 baktériumokat
tartalmaznak, hanem a B. thuringiensis sporulécidja soran formalddott spdrakat és parasporalis
testeket, melyek tartalmazzak a 6-endotoxinokat. Az egyes torzsek altalaban tobbféle toxint is
termelnek, igy a beldliik eldallitott készitmények is kiilonféle toxinokat tartalmaznak (pl.: DIPEL:
CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa) (LI et al. 2005).

A Bt-készitmények mellett a mezdgazdasagi biotechnologiai fejlesztések soran dolgoztak
ki a Cry-toxinokat termel6 GM Bt-ndvényeket is, melyek Magyarorszag szamara figyelemre
méltdan kukoricaban jelentek meg, kukoricamoly- és kukoricabogar-rezisztens fajtak

formajaban.
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2.3. Géntechnologiai uton modositott (GM) névenyek

A GM ¢l6lény (genetically modified organism, GMO) olyan szervezet, mely esetében a
génkészlet médositasa az ivarsejtekre is Kiterjed, tehat az é161ény 6rokl6dé megvaltoztatasarol
van sz0. A transzgenikus ¢él6lény (transgenic organism, TGO) olyan tavoli rendszertani
egységbdl szarmazd orokletes informécioval (transzgénnel) rendelkezik, amely nem fordult eld
az eredeti fajban. A géntechnoldgiai Uton valé moddositds sordn a transzgént egy vektort
tartalmazd génkonstrukcio részeként juttatjak az atalakitando (recipiens) szervezet genomjaba. A
wolframrészecskék feluletét a genatvitelre szant génkonstrukcidval bevonjak, majd ezeket nagy
sebességgel (tbbb szaz km/oéra) belévik a sejtbe, illetve (b) az Agrobacterium — Ti
(tumorindukal®) plazmid rendszerrel valo fert6zés, ahol az Agrobacterium tumefaciens nevii
talajbaktérium Ti plazmidjat megszabaditjak a tumorképz6 képességétol, és 6sszekapcsoljak a
bevitelre szant gént tartalmazo vektorral (PUSZTAI és BARDOCZ 2006).

A mezbdgazdasagi termesztésbe vont GM ndvények legnagyobb csoportjat vilagszinten az
els6generacios GM novenyek képviselik, melyek genomjanak mesterseges dton val6 médositasa
novenyvédelmi célokat szolgél, illetve novényvédoszer-felhaszndldson alapul. Legnagyobb
csoportjuk tolerans kiilonb6zé (elsésorban glyphosate és glufosinate) gyomirté hatéanyagokkal
szemben, mig kisebb hanyaduk a B. thuringiensis valamely Cry-toxinjanak termeléséért felelés
cry-gént tartalmazza (TAKACS et al. 2009), igy azok bizonyos kértevokkel szemben ellenallok
(DARVAS és LAUBER 2006, DARVAS et al. 2013).

Transzgenikus novényt eldszor 1983-ban allitottak el6, miutan dohanysejteket
Agrobacterium — Ti plazmid rendszerrel modositottak. A legkorabbi termesztési célt kibocsatas
datuma 1993, amikor Kina virusellenallé dohany termesztését kezdte meg. A kereskedelmi
forgalomba is kerllt transzgenikus novényfajta, a FLAVR SAVR paradicsom 1994-ben jelent meg
az Egyesiilt Allamokban (DARVAS 1997, DARVAS 1999). Az elsé koztermesztésbe vont GM
novény megjelenése ota évrdl évre egyre tobb GM novény keriil mezégazdasagi felhasznalas ala
(DARVAS et al. 2014).

2014-ben a vilagon 181,5 millié hektaron termesztettek GM ndvényeket, mely a 2013-as
175,2 millié hektarhoz viszonyitva 3,6%-0s novekedést jelent. Az §sszes teriilet 89,7%-at az
Egyesiilt Allamok (73,1 milli6 ha), Brazilia (42,2 milli6 ha), Argentina (24,3 milli6 ha), India
(11,6 millié ha) és Kanada (11,6 millié ha) termesztése fedi le. A koztermesztésbe vont GM
novények tobbsége szb6ja-, kukorica-, gyapot-, olajrepce- és burgonyafajtakat érint. A
vilagvezet6 GM-fajtatulajdonos cégek: Monsanto, Syngenta, Sanofi-Aventis, DuPont, Dow és
BASF (CLIVE 2014).
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Europa hozzaallasa a GM noévényekhez, illetve azok koztermesztésbe vonasahoz
alapvetden elutasitd. Nincs ez igy a takarmanyként és az élelmiszerekben vald felhasznalést
illetden, bar ragaszkodik a GMO-tartalmi termékek jeléléséhez (DARVAS és SZEKACS 2010).
A GM termékek engedélyezésére vonatkozo dontéshozatalban részt vesz az Eurdpai Bizottsag,
(European Comission) az EU tudomanyos tanacsadd testiilete, az Eurdpai Elelmiszer-biztonsagi
Hivatal (European Food Safety Agency, EFSA) GMO-panelje és a tagallamok. A dontés el6tt
értékelik az adott termék kornyezeti és egeszségugyi biztonsagossdgat, majd az EFSA
tudomanyos és szakmai véleményt ad a termesztehetdségrél (cultivation), élelmiszerként és
takarmanykeént valo felhasznalhatosagrol (food and feed), illetve behozatali és feldolgozasi
(import and processing) lehet6ségrol. A korabbi engedélyezési folyamat soran az engedélyezésre
az Eurdpai Bizottsdg az EFSA véleménye alapjan tett javaslatot, amelyrél a tagéllamok
szavaztak. Magyarorszagnak ebben a rendszerben 12 szavazata volt a 27 tagallam 345 szavazata
kozott. Az Eurdpai Unid Tanacsa Otéves jogalkotasi eljarasa soran 2015. marcius 2-an elfogadta,
hogy a GM szervezetek termesztését a tagallamok sajat teruletikon szabadon korlatozhatjak,
vagyis az Eurdpai Uni6 szintjén engedélyezett GMO-k termelésének korlatozasarol vagy
megtiltasarol a tagallamok nemzeti szinten donthetnek (EUROPEAN PARLIAMENT AND
COUNCIL 2015). Jelenleg 147 egyszeresen vagy tobbszorésen modositott GM fajtacsoport
halad az eurdpai engedélyezés utjan, melyek ndvényfajtdk szerinti eloszlasat a 2. &bra
szemlélteti. A genom maodositasanak célja 49%-ban valamilyen gyomirt6 szer (glyphosate 28%,
glufosinate 20%, egyéb 1%) toleranciat, 44%-ban rovarrezisztenciat (Lepidoptera 27%,
Coleoptera 11%, egyéb 6%), 7%-ban Osszetételvaltozast eredményez (GMO COMPASS 2015).

1%
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2. abra. Az Eurdpai Unio engedélyezési eljarasaban résztvevd, géntechnologiai uton modositott

novenyek fajta szerinti eloszlasa.
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Az engedélyezési eljaras az Egyesiilt Allamokban az Gn. lényegi azonosséag elvén alapul,
amely kimondja, hogy ha a GM névény beltartalmi étrékei beleesnek elterjedési tertletén belil a
fajta Osszetételére jellemzd adattartomanyba, akkor lényegileg azonosnak kell tekinteni a
hagyomanyossal (HESZKY 2012), mig az EU-ban az Un. el6évigyazatossag elve van érvenyben,
mely a lehetséges kockazat esetén megel6z6 jellegii dontéshozatallal biztositja a kdrnyezet
magas szintli védelmét. Az Eurdpai Unidban eddig csak a MON 810 genetikai eseményt hordozé
GM kukorica (1998) és Amflora GM burgonya (2010) kdztermesztésbe vonasat engedélyeztek.
Magyarorszagon a MON 810 kukoricara 2005 6ta, az Amlfora burgonyara 2010 Ota vetési
moratorium van érvényben (VM RENDELET 53/2013. (VI. 17.)). Az Amflora GM burgonya
engedélyét 2013-ban Magyarorszag altal kezdeményezett jogi per eredményeként visszavontak
(GENERAL COURT OF THE EU 2013, GMO COMPASS 2015).

Az EU elzark6z6 magatartasa ellenére a termesztés ald vont teriletek nagysaga
Eurdpdban 2010 ota, kis mértékben, de folyamatosan emelkedett, 2014-ben az el6z6 évhez
képest 3% csokkenés volt megfigyelheté (3. abra). A termesztd orszagok kozé tartozik
Spanyolorszag, Portugalia, Csehorszag, Szlovakia és Romania (CLIVE 2014).
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3. abra. Az Eurdpai Unio teriletén, a géntechnoldgiai Gton (GM) névények termesztése ala vont
tertiletek nagysaga. 2014-ben a legnagyobb teriileten (100000 hektar) Spanyolorszag vetett GM

kukoricat, melynek GM vetésteriilete a vilag teljes GM teriletének 0,05%-a.
2.4. A MON 810 genetikai eseményt hordozé kukorica Cry-toxintermelése
A Monsanto Company (St. Louis, MO, USA) altal kifejlesztett, YIELDGARD markanéven
forgalmazott, a MON 810 genetikai eseményt hordoz6 GM kukorica genomjaba a B.
thuringiensis var. kurstaki (Berliner) crylAb-génjének roviditett valtozatat integraltak, igy a

kukorica ellenall6 az eurdpai kukoricamoly (Ostrnia nubilalis, Hibner) larvaival szemben. A
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crylAb-transzgent tartalmazé PV-ZMBKO7 plazmid a karfiol-mozaikvirus konstitutiv 35S

promoterét tartalmazza, mely a hozz tartozo gén folyamatos atirasast biztositja, igy a kifejez6d6
CrylAb fehérje folyamatosan jelen van a novényi sejtben. Az alkalmazott promoter nem
szovetspecifikus, a névény minden sejtjében bekapcsolt allapotban van (ODELL et al. 1985,
ANDOW et al. 2004). A Syngenta Seeds Inc. (Minneapolis, MN, USA) SYN-EV176-9 és SYN-
BT@11-1 GM kukoricAk genomja szintén a B. thuringiensis var. kurstaki crylAb-génjét
tartalmazza, azonban az eltéré géntechnolégiai eljaras kovetkezményeként mégsem ugyanazt a
fehérjet termelik. Mindharom genetikai esemény crylAb-génje a bakteridlis CrylAb-protoxinnal
(131 kDa, 1155 aminosav) kisebb, mig az aktivalt toxinnal (60—65 kDa, 594 aminosav) nagyobb
molekulatomegli toxinformat kodol (GILL et al. 1992, CANADIAN FOOD INSPECTION
AGENCY 1997, HILBECK 2001, SZEKACS et al. 2010, THEN 2010, CERA 2015). A GM
novények altal termelt Gn. preaktivalt toxinforma a genetikai esemény fiiggvényében eltérd
molekulakat jelent. A MON 810 91kDa (816 aminosav), a SYN-EV176-9 72,6 kDa (648
aminosav), a SYN-BT@11-1 65 kDa molekulatomegii fehérjét termel (KOZIEL et al. 1993,
CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY 1997, ANDOW et al. 2004, CERA 2015). igy
ezen a Bt-novények kornyezeti hatasai, az expozicids utvonalak, a termelt preaktivalt toxinforma
aktivitasa eltéréek lehetnek a megfelelé Bt-bioinszekticid-készitményekhez képest. A MON 810
GM kukorica altal termelt és a DIPEL Bt-bioinszekticidben jelen levé CrylAb-toxin kdzotti
klldnbséget a 4. dbra szemlélteti. Tovabbi kilonbség a két technoldgia kozott, hogy mig a DIPEL
készitmény a CrylAb mellett CrylAc és Cry2 endortoxinokat tartalmazo kristalyokat is
tartalmaz, addig a Bt-novény kiarolag a CrylAb-toxin preaktivalt formdjat termeli. A
transzgénben alkalmazott konstitutiv promoéter eredménye, hogy a Bt-ndéveény minden
szovetében, a tenyésziddszak teljes ideje alatt termeli a CrylAb-toxint, igy a kdrnyezeti terhelés
625—1930-szor magasabb a MON 810 ndvények esetében, mint a DIPEL alkalmazasakor
(SZEKACS és DARVAS 2012b), melyet a kartevék mennyiségének fiiggvényében, sziikség
esetén, évente legfeljebb néhany alkalommal hasznéalnak. Ennek kdvetkezménye, hogy a GM
ndvény nem teljesiti az integrélt novényvedelem feltételeit (integrated pest management, IPM).
Az IPM felismeri, hogy az agrofkoszisztémak — azon beliil is elsdsorban a mezdgazdasagi
monokultirak — 6kologiailag instabil rendszerek, ahol a természetes éléhelyek csokkenésével,
kiterjedt homogén mezdgazdasagi €lohelyek létrejottével, a kémiai ndvényvédelmi eljarasok
alkalmazasaval és a nagy terméshozamu fajtak kizarolagos termesztésével a biodiverzitas
csokkent. Az IPM célja az agrobioconodzis minden résztvevdjének megtartdsa, a kartevd
életciklusanak és az 6koldgiai kapcsolatrendszerben elfoglalt helyének ismeretével a kialakult
okologiai rendszer megzavarasanak minimalisra csokkentése (STERN et al. 1959, JERMY 1975,
DARVAS 1986, ALTIERI 1994). Ennek részekent az IPM a ndvenyvédelmi médszerek (kémiai,
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bioldgiai stb.) olyan kombinalt alkalmazasi gyakorlata, amely a technoldgia altal Kifejtett
kornyezetterhelést — a névényvédelmi hatékonysag fenntartdsa mellett — a minimalisra torekszik
szoritani. Az agrobioconodzis természetes szabalyzd tényez6it megkiilonboztetett szerephez
juttatja, és azokat az agrokémiai modszereken tal mas tipusu, szelektiv eljarasokkal egésziti ki. A
kémiai ndvényvédelemben egyrészt keriilli a széles hatasspektrumu vagy kedvezbtlen
mellékhatdst gyakorld szerek hasznalatat, mésrészt visszafogja az alkalmazott novényvédd
szerek mennyiségét a Kijuttatott ddézisok minimalisra csokkentésével és az alkalmazasok
szamanak visszaszoritasaval. Utobbi tekintetében, szem elétt tartva azt, hogy minden kijuttatas a
nem célzott szervezetekre is hatast gyakorol, alkalmazasi elvként lesz6gezi, hogy nem lehet cél a
kartevénepesség teljes Kkiirtdsa (eradikéacid), csupan egy, a technologia mikodtetéséhez
elfogadhato, kritikus kartételi kiszdbszint ala torténd szoritasara, vagyis a kartevOnépesség
szabalyozédsara szabad torekedni. Ehhez a kritikus Kkartételi szinthez tartozd kritikus
kartevonépességi szinteket allapit meg, s a kémiai ndvenyvédelmi beavatkozast csak akkor
engedi, ha az aktualis kartevOnépesség eléri vagy meghaladja ezt a kritikus szintet. Mindez a
vonatkozé hazai — és Eurdpai Unids — jogszabalyokban is tiikroz6dik: a 43/2010 FVM rendelet a
novényvédelmi tevékenységrdl kimondja, hogy ,,4 féldhasznalonak és a termelonek térekednie
kell a 8. mellékletben szabdalyozott integralt ndvényvédelem altalanos elveinek betartasara”,
melynek altalanos elve, a bioldgiai, biotechnikai, agrotechnikai, mechanikai, fizikai és kémiai
vedekezési eljarasok a kartevok megjelenésének megel6zése az erre jellemzé idészakban, illetve
megjelenése utan azok gazdasagi kart nem okoz6 szintre vald csokkentése a cél (FVM
RENDELET 43/2010 (IV. 23.)). Mindezen kilonbségek alapjan a Bt-ndvények és Bt-
bioinszekticidek nem tekinthetok egymasnak megfeleld, egymast helyettesitdé novényvédelmi
technoldgianak (SZEKACS és DARVAS 2011, 2012b).

A MON 810 GM kukorica toxintartalméara vonatkozoan a hivatalos dokumentumok a
levélre 7,93—10,34 pg/g, a teljes novényre 3,65—4,65 pg/g, a betakaritott szemtermésre
0,19—0,39 pg/g és a pollenre 0,09 ug/g Cryl Ab-tartalmat hatdroznak meg (EFSA 2009, CERA
2015). A leirt toxinkoncentraciok egy 1994-es mintavételi sorozat eredményei, melynek soran az
Amerika Egyesilt Allamok teriiletén, hat helyszinen termesztett MON 810 fajta szdveteit
mintdztak, reprezentdlva igy a kiilonboz6é termesztési feltételeket. A dokumentumban azt is
leirjak, hogy a tenyésziddszak soran a toxin kifejezddése csokken, illetve a novény altal termelt
CrylAb-toxin lebomlésanak DTse-ertéke 2, DTgo-értéke 15 nap. A Monsanto Inc. altal
nyilvanossagra hozott, korlatozott informécidtartalmi koncentraciotartomanyok megitélése

azonban az alkalmazott ELISA eljaras paramétereinek ismerete nélkiil nem lehetséges.
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4. dbra. A DIPEL Bt-bioinszekticid és a MON 810 Bt-ndvény CrylAb-toxinjai kdzotti Iényeges
kiilonbségek (SZEKACS és DARVAS 2012b).

A MON 810 genetikai esemény engedélyezése 6ta, annak ellenére, hogy a CrylAb-toxin

eloszlasa a novényben nem ismert, alig néhany tudomanyos vizsgalat iranyult a Bt-kukorica

CrylAb-tartalmanak meghatarozasara, melyeket az I. tablazat részletez.

|. tdblazat. A CrylAb-toxin eloszlasa a MON 810 fajtacsoporthoz tartoz6 GM kukoricak

szOveteiben.

fajta névényi szerv Cryl?&-}}g;talom hivatkozas
AGRIGOLD A6609Bt levél 0,76—2,30 ABEL és ADAMCZYK (2004)
ASGROW RX799Bt levél 0,77—2,39 ABEL és ADAMCZYK (2004)
Pioneer P31B13Bt levél 0,66—2,20 ABEL és ADAMCZYK (2004)
Pioneer P33V08Bt levél 0,66—2,17 BRUNS és ABEL (2003)
, ~ NGUYEN (2004)
level 0,44-11,07 NGUYEN és JEHLE (2007)
gyokér 0,34—2,31
szar 0,35—2,06
Monsanto NOVELIS portokfal 0,30-6,65 MOUYER (2009
mag 0,01—0,51
gyOKér 0,27—4,17
szar 0,08—2,61 ]
oortokfal 0.30—6.65 NGUYEN és JEHLE (2007)
mag 0,01—0,51
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Az irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a CrylAb-toxintermeles szdvetspecifikus a MON
810 GM kukorica esetében. DK440-BTY Bt-kukorica kiilonb6z6 szerveinek toxintartalma levél
> szar > termés > gyokér > portok > pollen sorrendben alakul. A névényi részekkel a névény
altal termelt CrylAb-mennyiség 8%-a visszamérhet6 sildmaradvanyként 11 honap utan is, majd
tartds 10% maradékszint alakul ki 200 nap utan. Tarlomaradvanyban ugyanezen érték 1—4% egy
év utdn (SZEKACS és DARVAS 2007). A novényi sejtekben termelédott toxin silo- vagy
tarlomaradvanyként bezarva a sejtekben tovabb jelen van a kdrnyezetben, mert a sejtfal megvédi
a kiilon6z6 bomlasi folyamatoktdl. A tenyészidészak soran a legintenzivebb CrylAb-termelés
DK440-BTY levél esetében az otleveles vegetativ szakaszban (V5)' volt (17,15+1,66 pg/g),
mely folyamatos csokkenést mutatott az viaszéréses (R4) generativ stadiumig. Gyoker esetében
kevésbé intenziv valtozasok figyelheték meg, a mag csirdzasat kovetden 5,32+0,49 pg/g
koncentraciot mértek, mely koriilbeliil felére csokkenve a tenyésziddszak végéig azonos szinten
mozgott. Széarban is allandd CrylAb-koncentracié mutatkozott, 2,25+0,30 pg/g szinten
(SZEKACS et al. 2010).

A talaj tipusa, elsdsorban annak nitrogéntartalma is nagyban befolydsolja a
toxintermelést, nitrogénmiitragya alkalmazasa mellett a CrylAb-koncentracié masfélszeresére
emelkedett (BRUNS és ABEL 2003). A nitrogénmiitragya emelkedett nitrogénszintet
eredményez a talajban, mely serkenti a fotoszintézis folyamatat (LEMCOFF és LOOMIS 1986,
BERZSENYI 1988). A fotoszintézis és CrylAb-termelés kozti pozitiv korrelaciot pedig ABEL
és ADAMCZYK (2004) irtak le.

A géntechnoldgiai Uton vald tdbbszoérés modositas (multistack fajtak) hatdsara a MON
862 x MON 810 eseményeket egyarant hordozd kukorica CrylAb-tartalma kétszer akkora, mint
az egyszeresen modositott, MON 810 eseményt hordoz6 kukoricanak (EFSA 2005).

2.5. A Bacillus thuringiensis var. israelensis jellemzése, a Cry4-toxintartalmua készitmenyek

alkalmazésa

A csip6sziinyog elleni védekezésnek lehetséges modja az imagok elleni permetezés
(féként szintetikus piretroidok alkalmazasaval) az imagomegjelenés helyén; illetve a
larvaalloméany gyéritése a vizes €lohelyeken. Szinyoglarvaalloméany-gyéritésre lehetdség van
egyrészt a juvenoid (juvenilhormon-analog) S-methoprene hatdéanyagu keszitmények
hasznalataval, azonban a nem célzott szervezetekre gyakorolt jelentés toxicitasa miatt ezen
hatbanyagot tartalmaz6 készitményeket csak zart rendszerekben (természetes vizekkel
osszekottetésben nem allé teriileten) lehet csak alkalmazni (DARVAS és POLGAR 1998,

1 A kukorica fenoldgiai stddiumait RITCHIE et al. (1992) szerint adom meg a disszertacioban.
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ERDOS et al. 2008). A gyakorlatban a B. thuringiensis var. israelensis-tartalm szerek terjedtek
el, melyeket elsésorban a malariaval fert6zott tertileteken alkalmazzak.

A B. thuringiensis var. israelensis (Bti) az els6 torzs, melyrdl toxikus hatast mutattak Ki
kétszarnyuak (Diptera) larvaival szemben (GOLDBERG és MARGALIT 1977, DE BARJAC
1978, MARGALITH és BEN-DOV 2000). A toxikus hatas kifejtéseért a Cry4Aa (134 kDa, 1180
aminosav), a Cry4Ba (128 kDa, 1136 aminosav), a Cryl1Aa (72 kDa, 643 aminosav) és Cyt1Aa
(27 kDa, 248 aminosav) fehérjék felelosek (BEN-DOV et al. 1999). A Cry4Aa-toxin erGsen
toxikus Culex, a Cry4Ba-toxin Anopheles és Aedes, a CryllAa Aedes és Culex larvaival
szemben (OTIENO-AYAYO et al. 2008, PONCET et al. 1995). A hatasok a toxinok egyuttes
jelenlétében szinergens modon er6sddnek mindharom nemzetség esetében (CRICKMORE et al.
1995). Az Eurdpai Unidban jelenleg a H-14 szerotipus SA-3, EG 2215, AM65-52 és SA3A
torzseket alkalmazzak ACROBE (BASF), BACTIMOS, GNATROL, SKEETAL, TEKNAR és VECTOBAC
(\Valent BioSciences) markanéven (MACBEAN 2012).

A Bti-készitmények esetében az egységre vonatkoztatott tiszta hatdéanyag-tartalom (pl.:
g/l, viv%, m/m%) értékének megadasat nehezitik a hatéanyag Cry-toxinok bomlékonysagabol és
szilard feliileteken vald erés megkotddési hajlamabol adddd analitikai pontatlansag és a
munkaigényes minta-feldolgozas miatti kdltsegesség. Emiatt, bar a forgalmazoknak a nyolcvanas
évek végeéig a Bt-készitményekre is meg kellett adniuk a pontos hatéanyagtartalmat, ezen a
helyzeten véltoztatott az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatalanak (US EPA) 1988-ban
hozott hatadrozata (US EPA 1988), amely elégségesnek mondta ki az elterjedt mennyiségi jel6lés,
a nemzetkdzi toxinegyenértékben meért bioldgiai hatékonysag (International Toxic Units,
ITU/mg) hasznélatat (TOMPKINS et al. 1990). A gyartok azota élnek is a jogi szabalyozas
nyujtotta lehetéséggel, s a Bt-készitmények tényleges toxintartalmat és -6sszetételét nem adjak
meg, csak biologiai aktivitasat. Ennek kovetkeztében az egyes gyartasi tételek csak rovarellenes
hataserdsségiikben egyeznek, tényleges biokémiai Osszetételilkben — killondsen a sok Bt-toxint
tartalmazo készitmeények esetében — nem. A helytelenil hatéanyagként feltlintetett B.
thuringiensis var. israelensis mennyiségi jellemzése értelmetlen a vizsgalatok soran, hiszen nem
a baktérium felel6s a hatasért, hanem az altala termelt toxinok, igy azok mennyisége jellemzi
ténylegesen a készitmény varhaté hatasat. A larvagyérités kivitelezésének ellendrzése és a
kornyezeti kockazatok értékelése miatt alapvetd fontossagl a felhasznalt szerek kimutathatdsaga.
A hatéanyag kimutatasara két lehetseges megoldas létezik: biokémiai eljaras alkalmazésaval
vizsgalni a Cry4-toxin mennyiségét; és bioldgiai hatastesztben mérni a tényleges aktivitast,
meghatéarozott kortlmények kozoétt, standardnek tekintett csipdsziunyogfajok alkalmazasaval
(DULMAGE 1981, WHO 2007). Mivel jelenleg a szunyogallomany-gyérités gyakorlataban

nincs rendelkezésre all6 specifikus analitikai modszer az endotoxin mennyiségének

26



10.14751/SZIE.2016.009

kimutatasara, a meghatarozas féként biotesztek segitségével torténik (FEKETE és ZOLDI 2009).
Mindez kiemelked6 fontossaguva tette a kvantitativ meghatarozast lehetové tevd analitikai

maodszerek fejlesztését.

2.6. A DAS-59122 genetikai eseményt hordoz6 kukorica Cry34/35Ab1-toxintermelése

A Cry34Abl (14 kDa)- és Cry35Abl (44 kDa) toxinokat 2002-ben izolaltdk a B.
thuringiensis PS149B1 torzsébol (NARVA et al. 2000, ELLIS et al. 2002). Az izolatum toxikus
hatasu volt amerikai kukoricabogar (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) larvaival szemben,
de nem volt hatdsos az eurdpai kukoricamoly (Ostrinia nubilalis Hubner), a gyapottok-
bagolylepke (Helicoverpa armigera Hibner), a kukorica-bagolylapke (Helicoverpa zea Boddie)
és az ipszilon bagolylepke (Agrotis ipsilon Hufnagel) larvaira. A két toxin un. binaris toxinok, a
kukoricaborgar elleni toxikus hatasukat egydtt fejtik ki (ELLIS et al. 2002). A két toxint kodolo
génszakaszok ugyanazon expresszios szabalyozas ald esnek (operon), egymastdl 100 bazispar
tavolsagra helyezkednek el. Pseudomonas fluorescens genomjdba bevitt génszakaszrol
kifejez0d6 Cry34/35Abl-toxinok, illetve a kukoricabogéar-rezisztens, DAS-59122 genetikai
eseményt hordozé Bt-ndvenyek (HERCULEX RW) altal termelt toxinok molekulatomegiiket,
immunogén felismerhetdségiiket, illetve N-terminalis szekvenciajukat tekintve nem kiilénbdznek
egymastdl (MOELLENBECK et al. 2001, GAO et al. 2004, HUANG et al. 2007, US EPA
2010), tovabba a molekuldk egyik esetben sem glikolizaltak. Hatdsmechanizmusukat tekintve a
Cry34/35Abl binaris toxinok is poOrusképzé hatdsuak. A toxinokra érzékeny szervezetek
tapcsatorndjaban a Cry35Abl-toxin a C-termindlis szakaszan hasitodik, az igy keletkezett 40
kDa nagysagi molekula erésiti a Cry34Abl-toxin hatasat (GAO et al. 2004). A két toxin
megfeleld aranya azonban eddig még nem tisztazott (HERMAN et al. 2002). A porusképzo
tulajdonsdg mindkét toxinra jellemzd, azonban csak a két toxin egyiittes jelenléte eredményez
allanddéan nyitvatartdé ioncsatorat, mely a bélhdm ionh&ztartasanak felboruldsat okozza. A
Cry35Abl-toxin C-termindlis szakaszanak lehasitasa kulcslépése a hatas kifejtésének. A
folyamat pH 5,5—6,0 korilmények kozott optimalis, mely korilmény a bogarfélék larvaira
jellemzé (MOELLENBECK et al. 2001, MASSON et al. 2004). A lepkefélék larvainak
bélcsatorngjaban a pH magasabb (pH 8,0—12,0), feltételezhetéen ez okozza a Cry34/35Abl-
toxinok bogarfelékre gyakorolt specifikus hatasat (MASSON et al. 2004).

A DAS-59122 genetikai eseményt hordozd, a Dow/DuPont (Pioneer) tulajdonaban allé
GM kukoricat 2005-ben engedélyezte, majd a regisztraciot 2010-ben 5 évre meghosszabitotta az
USA Kornyezetvédelmi Hivatala (US EPA 2010). Az Europai Tanacs 2007-ben adta ki a
2007/702/EC dontését, melyben a DAS-59122 GM kukorica behozatalra és feldolgozasra,
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valamint takarmanykent és élemiszerként vagy ezek alapanyagaként engedélyezi (EUROPEAN
COMISSION 2007). A hivatalos dokumentumok a DAS-59122 GM Kkukorica esetében is
ismertetik a novény toxintartalmat, mely adatok levél-, mag-, gyokér-, és pollenszdvetre
vonatkoznak a néveny V9 (kilencleveles allapot), VT (pollenszéras), R1 (néviragzas), R4, R5
(,,fog” allapot) és R6 (fizioldgiai érés) fejlédési stadiumaban (CERA 2013). Az ismertetett
értékek kozil a legmagasabbakat a I1. tdblazat mutatja be.

Il. tablazat. A DAS-59122 GM kukorica kiilonb6z6 széveteiben mért legmagasabb

Cry34/35Ab1-koncentraciok a hivatalos engedélyezési dokumentumok alapjan.

novényi szovet

ng Cry34Ab/mg szaraz témeg
(fejlodési stadium)

ng Cry35Ab/mg szaraz témeg
(fejlodési stddium)

levél 302 (R4) 126 (R4)
mag 117 (R6) 3,7 (R6)
gyokér 102 (R6) 15,4 (V9)
pollen 87,2 (VT) 0,15 (VT)
teljes noveny 88 (R6) 18,1 (R1)

Az engedélyezesi eljarasok sordn a GM Bt-novények, igy DAS-59122 genetikai eseményt
hordoz6 kukorica kornyezeti kockazatelemzése soran az adott Cry-toxin rekombinans
forméajanak nem célszervezetekre gyakorolt hatasat, illetve magan a kukoricanévényen végzett
vizsgalatok eredmenyeit ertékelik és veszik figyelembe. A ndveny altal termelt toxin nem all
rendelkezésre a vizsgalatokhoz. A DAS-59122 esetében a nem célszervezetek kozil a bogarak
rendjébe tartoz6 Hippodamia convergens (Guérin-Méneville) és Coleomegilla maculata (De
Geer) katicabogarfajok larvain végzett akut etetéses vizsgalatok soran nem volt mortalitas a
toxinok esetében, még a ndvény altal termelt koncentracidszinteket meghaladé mennyiségnel
sem. A Coleomegilla maculata esetében azonban a larvak fejlédésében 80%-0s visszamaradast
LCso(Cry34Abl) > 900 pg/ml,
LCso(Cry35ADb1) > 2 pg/ml, a ndvényi toxinokra vonatkozoan pedig LCso(Cry34Abl) > 58,50
Mg/g és LCso(Cry35Ab1) > 0,02 pg/g értékeket hataroztak meg C. maculata katicabogarfajra. A

figyeltek meg. Rekombinans toxinra vonatkozéan

novényi toxinra vonatkozo értékeket pollenetetéses vizsgalat sordn hataroztdk meg (US EPA
2010). Az EFSA tudomanyos allasfoglalasaban Kkijelentette, hogy a Cry34/35Abl1-toxinok
toxikusak lehetnek C. maculata larvaira, azonban csak a természetes kitettséget meghaladd
szinten; karos hatas nem volt tapasztalhatd, amikor a larvak GM kukorica pollenjét fogyasztottak
termeszetes taplalékukhoz keverve. A szakmai allasfoglalasban azonban tovabbi, szubletalis
hatasokat célzd vizsgalatok eredményeit kérte az EFSA az engedélyt kérd cégtol. A cég két,
hétpettyes katicabogéar (Coccinella septempunctata) egyedein végzett vizsgalat eredményét —

melybdl az egyik trirtofikus rendszerben tortént — nytjtotta be. A kiegészitd vizsgalatok
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eredményei alapjan az EFSA vélemenye szerint a DAS-59122 kukorica nem jelent veszélyt sem
a C. septempunctata, sem maés katicabogarfaj egyedeire vonatkozéan, s a katicabogarfajok
esetspecifikus vizsgalata nem szilkséges (EFSA 2013). A tritrofikus rendszerben valo
hatasvizsgalat — melynek sordn a Bt-ndvényen €16 levéltetveket fogyasztd katicabogar-egyedek a
tesztszervezetek — jelentésege abban all, hogy a Cry34/35Ab1-toxinok indirekt hatasat vizsgalja.
Bizonyitott, hogy a Bt-ndvény altal termelt toxin a leveltetveken keresztil magasabb trofikus
szinteken is kifejti kedvezétlen hatasat (ZHANG et al. 2006b).

2.7. A Cry-toxinok analitikai mérési modszerei

2.7.1. Miiszeres analitikai eljarasok

A Cry-toxinok — mint fehérje jellegli célvegyiiletek — Kkimutatidsara és mennyiségi
meghatarozasara szd&mos miuszeres analitikai eljards &ll rendelkezésre, melyek gyakorlati
alkalmazhatdsidgdnak azonban sok esetben korlatot szabnak a lektin tipust Cry-toxinfehérjék
egyedi jellegzetességei (nagyfok( adszorptiv jelleg, bomlékonysag). Kimutatasuk lehetséges
nagyteljesitményti folyadékkromatografias (YAMAMOTO 1983, WITTWER et al. 1990,
MASSON et al. 1998, KRAMAZ et al. 2007), ionkromatografias (WU et al. 2001), illetve
kapillaris elektroforézis (LIU és ZHENG 2001, LUNG et al. 2004) és gélelektroforézis
(CRESPO et al. 2008, BRUSSOCK és CURRIER 2009) technikéakkal, s emellett a toxinfehérje
nagy pontossagu azonositdsa megtdrténhet molekulatémeg vagy aminosav-szekvencia alapjan,
matrixasszocialt 1ézerdeszorpcids és ionizacios technika segitségével repiilésiido-analizatorral
(RANASINGHE és AKHURST 2002, GUIDI et al. 2013,) vagy proteomikaval kombinalva
(NGUYEN és RUSSEL 2010). A nagyteljesitményii folyadékkromatografias eljarasokat, azon
beliil is a forditott fazisu és anioncseréld elvalasztason alapulé modszereket elsd sorban a Bt-
toxinok elvalasztdsara €s azonositasara irtdk le, az UV detektorral torténd azonositas hatranya a
jelentkezé interferencia (CLARK et al. 2005), a tandem tdmegspektrométerrel kapcsolt eljaras
alkalmas a Bt-toxinok azonositasara (SUN et al. 2013, ZHANG et al. 2014).

A Bt-toxinok méret szerinti elvalasztasara és azonositasara a gélelektroforézis-technika is
széleskorben alkalmazott eljaras, melynek leggyakoribb véaltozata a natrium-dodecil-szulfat—
poliakrilamid-gelelektroforézis (SDS-PAGE), illetve az SDS-kapillaris elektroforézis (SDS-CE).
Denzitometridval kapcsolva a gélelektroforetikus eljaras alkalmas mennyiségi meghatarozasra is
(CRESPO et al. 2008, BRUSSOCK és CURRIER 2009). Az SDS-PAGE mddszerrel
meghatarozott CrylAb-koncentracié ugyanazon mintara vonatkozoan nem kilonbozik az
enzimjelzéses immunoassay eljarassal (melyet a 2.7.2. fejezet mutat be) meghatarozott ertéktdl, a
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két modszer relativ hibdja sem tér el szignifikdnsan egymastol (CRESPO et al. 2008). A
GIOVANNOLI és mtsai. (2008) altal kidolgozott versengé kapillaris elektroforézis-mddszer
immunoassay lézerindukalt fluoreszcens detektaldssal 0,5 nM kimutatési hatarral alkalmas
CrylAb-koncentracié meghatarozasra, mely — aktivalt CrylAb-toxin esetén — 33 ng/ml
koncentracionak felel meg.

A miiszeres eljarasok problémdja, hogy szlkséges minta-el6készitésiik penz- és
id6igényes, hiszen a Cry-toxinok lektin tipust fehérjék, igy — bioldgiai funkciojukbol is adodd —
igen er6s adszorptiv, kitapadasi képességuk miatt a minta-elokészités nemcsak munkaigényes, de
nehezen reprodukalhaté is (az edényzet falan megk6tddd toxinmennyiségbdl adodd veszteség
szamottevo és valtozo, vagyis a visszanyerés kedvezdtlen és pontatlan) (TOMPKINS et al. 1990,
WITTWER et al. 1990). A miiszeres eljarasokat a Cry-toxinok azonositasara és elvalasztasara
leirjak ugyan a szakirodalomban, azonban ezen modszerekkel torténé mennyiségi kimutatasukra
vonatkoz6 tanulmany kevés van. Azon vizsgalatok, melyek miiszeres analitikai moédszert
alkalmaznak mennyiségi meghatarozasra, nem reszletezik a hasznlt eljaras analitikai jellemz6it

(pl. kimutatasi hatar), igy egymassal val6 6sszehasonlitasuk csak a gyakorlatban lehetséges.

2.7.2. Immunanalitikai eljarasok

A miiszeres analitikai modszerek gyakorlati nehézségei (Id. fent) miatt a Cry-toxinok
kimutatasanak elterjedt modjat az ELISA eljardsok képezik (HUBER-LUKAC et al. 1983,
WALSCHUS et al. 2002, GROTHAUS et al. 2006, WANG et al. 2007), tovabba olyan
immunanalitikai eljarasok, mint a dot blot (TAPP és STOTZKY 1995), aramlé oldatos
(ERMOLLI et al. 2006a) és mikrogyongy alapd (ERMOLLI et al. 2006b, FANTOZZI et al.
2007) immunoassay eljarasok, illetve elektrokémiai szenzor (VOLPE et al. 2006).

Az ELISA rendszerek mérési alapelve az, hogy a mérendd anyaggal (célvegyiilettel)
szemben allati szervezetbdl nyert antitestet alkalmaz a célvegylilet szelektiv felismerésére. Az
antitest és az antigén kozott specifikus kapcsolat alakul Ki, az antitest felismeri és hozzakotodik a
megfeleld epitophoz. A poliklonalis antitest (nyul, kecske, birka eredetii) tobb B-sejtvonalbol
szarmaz6 immunoglobulinok kombinacioja, amelyek az antigén tobb epitopjat ismerik fel. Ezzel
szemben a monoklonalis antitest (egér vagy patkany eredetii) egyetlen B-sejtvonalbol szarmazo
immunoglobulinok 6sszessége, amelyek az antigén egyetlen epitdpjat ismerik fel.

Az ELISA eljarés az antigén—ellenanyag-kdtésen alapuld jelzéses technikak egyik, ma
legelterjedtebben alkalmazott médszere. Alkalmas antigének vagy ellenanyagok kimutatasara és
mennyisegi mérésére. A modszer lényege, hogy a szilard féazishoz kotott egyik

immunkomponens (antigén vagy ellenanyag) és az oldatban 1évé masik komponens (ellenanyag
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vagy antigén) kapcsolodasat az oldott komponenshez kovalensen kotott enzim miikodése jelzi.
Az antigén—ellenanyag-kapcsolodas kimutatdsahoz olyan kromoférra van szikség, amely az
enzimreakcié kovetkeztében szinvéltozason megy at. Igy az atalakitott kromogén mennyisége az
abszorbancia (optikai siirtiség; optical density, OD) mérésével kovethetd, és aranyos az
enzimaktivitassal, ami a megkotott antigen vagy ellenanyag mennyiségének fuggvénye. A
modszernek két tipusat kulonitjuk el. A direkt ELISA soran az enzimjel6lést kozvetlenul az
antigén—ellenanyag reagenspar egyikén helyezzlk el; az antigént vagy az ellenanyagot szilard
fazishoz kotott formaban, mig a masik, oldott fazisban 1évé komponenst jelolt formaban
alkalmazzuk. Az indirekt eljaras soran a szilard fazison lezajlé antigén—ellenanyag-reakciot
enzimmel jelzett masodik, el6hivo reagenssel mutatjuk ki. Ez lehet a reakcio ellenanyag-
komponense ellen irdnyuld jelzett ellenanyag (az ellenanyagot szolgéltatd faj
immunglobulinjaival reagald, enzimmel jelzett ellenanyag) vagy pedig olyan enzimmel jelzett
fehérjék, amelyek nagy KkotéserOsséggel képesek ellenanyagokhoz  kotddni.  Tobb
antigéndetermindns csoporttal (epitoppal) rendelkezd, nagy molekulatomegli célvegytiletek (mint
a Cry-toxinok) esetén mod nyilik a kettds ellenanyag-szendvics mddszer alkalmazésara: ennek
soran a szilard fazishoz koétott ellenanyaghoz kapcsol6dd antigén kimutatdsara egy masik,
ugyanazzal az antigénnel kapcsolodni képes, enzimmel jelzett ellenanyagot hasznalnak. A két
ellenanyagnak ebben az esetben az antigén két eltérd epitopja ellen kell iranyulnia. Az ELISA
eljarast széleskorben alkalmazzdk Cry-toxin meghatarozasra mikrobialis készitményekben
(TAKAHASHI et al. 1998, CRESPO et al. 2008), illetve Cry-toxint termel6 GM ndvényekben
és az ezeket tartalmazd élelmiszerekben (SIMS és BERBERICH 1996, STAVE 1999, 2002,
ADAMCZYK et al. 2001, XIE és SHU 2001, BRUNS és ABEL 2003, MENDELSOHN et al.
2003, ZWAHLEN et al. 2003, CHILCUTT és TABASHNIK 2004, BAUMGARTE és TEBBE
2005, DOUVILLE et al. 2005, HARWOOD et al. 2005, EZEQUIEL et al. 2006, MARGARIT et
al. 2006, NGUYEN és JEHLE 2007, CHEN et al. 2009).

A Cry-toxinok kimutatasara alkalmasak a szintén szelektiv antigén—antitest-kapcsolaton
alapulo, kapillaris elektroforézissel kapcsolt immunoassay (GIOVANNOLLI et al. 2008) (Id. fent)
és immunszenzorikai eljarasok, melyek elénye a nagysagrendekkel alacsonyabb kimutatasi hatar.
Utdbbiak alkalmazasa a Cry-toxin analitikdban, igy a Bt-novények kornyezetanalitikajaban
jelenleg kevésbe elterjedt. Az alkalmas modszer kifejlesztése Cry-toxinok kimutatasara és
alkalmazasuk a kornyezeti hatasvizsgalatokban indokolt lenne.

2.7.3. Az ELISA eljarasok Bt-ndvények toxintartalmanak meghatarozasaban vald

alkalmazésainak problémai

31



10.14751/SZIE.2016.009

A GM novények tobbsége, igy a MON 810 genetikai eseményt hordozo kukorica is, a
CrylAb-toxin egy kurtitott formajat (preaktivalt toxin) termeli. A kereskedelmi forgalomban
kaphatd ELISA tesztcsomagok (kitek) azonban analitikai standardként a CrylAb protoxin
forméajat alkalmazzak, és a felismerésre alkalmas antitest is protoxin-specifikus. Analitikai
szempontbdl tehat ezen ELISA rendszerek nem alkalmasak a ndvenyi toxin mindségi vagy
mennyiségi meghatarozasara. Megoldast jelentene a ndvenyi toxin analitikai standardként valo
alkalmazasa vagy a protoxin enzimatikus emésztés Gtjan valo aktivaldsa az anlitikai
meghatarozast megeldézéen. Az els6 megoldas kivitelezése technikailag nem oldhaté meg,
ugyanis a néveny altal termelt toxin — szellemitulajon-védelmi okokbol — nem all rendelkezésre
sem analitikai, sem kornyezeti kockazatelemzési vizsgalatokhoz. A protoxin enzimatikus uton
val6 aktivalasa részleteiben ismert folyamat, ilyen tipust eljardsokra kidolgozott protokollok
léteznek (LILLEY et al. 1980, LAMBERT et al. 1996, SHAO et al. 1998, MIRANDA et al.
2001, MOHAN és GUJAR 2003). A hivatalos engedelyezési dokumentumokban foglaltak
szerint a mikrobialis protoxin és a ndvényi preaktivalt toxin enzimatikus hasitasa ugyanazt a 63
kDa molekulatomegii, aktivalt toxinmolekulat eredményezi (EFSA 2005). Tovabba az is
bizonyitott, hogy az aktivalt toxint és a névenyi preaktivalt toxint a CrylAb-specifikus antitest
ugyanolyan mértékii Kkeresztreaktivitassal? ismeri fel (US EPA 2001). Az EnviroLogix
CrylAb/CrylAc QuantiPlate és az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag esetében
hatarozta meg SZEKACS et al. (2010) a protoxin kimutatasara alkalmas rendszerek aktivalt
toxinnal valo keresztreakcidjat. A CR-érték EnviroLogix ELISA rendszer esetében 0,412, az
meghatarozasakor az eredményeket, amennyiben az alkalmazott analitikai eljaras a protoxin
kimutatasara alkalmas ELISA rendszer, ezen CR-értékekkel korrigalni sziikséges. Fontos
hangsulyozni, hogy a szakirodalomban kdzolt adatok tobbsége (koztiik a fajtatulajdonosok altal
az engedélyezéshez készitett fajtadokumentaciok is!) ezt a korrekciot nem tartalmazza, igy a
tényleges toxintartalmakat — a megfelel6 keresztreaktivitasoktol fiiggd mértékben — alulértékeli.

A CrylAb-koncentraciok meghatarozasaban ugyanazon standard névényi minta esetében
is szignifikdnsan eltéré toxintartalmat mér két, felépitésében eltérd ELISA rendszer. Az
EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate ELISA rendszert a 2005-ben tortént piaci
vosszavonasa el6tt széleskorlien alkalmaztak a Bt-ndvények altal termelt CrylAb-toxinok
mennyiségi meghatarozasara, illetve a toxin élelmiszeripari termékekben es allati szovetekben
valé nyomon kovetésére (ADAMCZYK et al. 2001, HILBECK 2001, XIE és SHU 2001,
BAUMGARTE és TEBBE 2005, HARWOOD et al. 2005, ERMOLLI et al. 2006b,

2 Keresztreakcionak (CR) nevezziik azt a jelenséget, mikor egy adott analitikai rendszer a molekuldk hasonlésaga
miatt a célvegylethez hasonld molekulakat is valamilyen mértékben felismer és mennyiségileg kimutat.
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GROTHAUS et al. 2006, MARGARIT et al. 2006, CHEN et al. 2009). A visszavonas utan
kereskedelmi forgalomban, mennyiségi kimutatdsra az Abraxis (Bt-CrylAb/Ac ELISA
tesztcsomag) altal fejlesztett modszer allt rendelkezésre hasonl6 vizsgalatokhoz (CRESPO et al.
2008). Mindkét ceg altal piacra hozott eljaras szendvics tipusu ELISA rendszer, melyek protoxin
analitikai standard oldatokat és protoxin-specifikus antitesteket alkalmaz. A kildnbseg, hogy
mig az Abraxis poliklonalis nyudl antiszérumot és anti-nyul 1gG-peroxiddz konjugatumot hasznal,
addig az EnviroLogix antiszérum-peroxodaz konjugatumot, tehat ez utobbi esetben a kimutatas
folyamata két lepéssel rovidebb. Az immunkomplex felépiilésében jelenlévd kilonbség
megmutatkozik az aktivalt toxinnal val6 CR-értékben is. Standard ndvényi minta Cry-
toxintartalmanak meghatarozasakor az EnviroLogix ELISA tesztcsomag 2,36-szor, mig a CR-
értékkel korrigalt szinten 3,24-szer magasabb toxinkoncentraciot eredményezett (SZEKACS et
al. 2010).

2.8. Az analitikai eljarasok belsé mindségellenérzésének modszerei

A laboratoriumi belsé mindségellenérzés (Internal Quality Control, 1QC) célja az
analitikai eljarasok reprodukalhatdsaganak (pontossaganak) és torzitasmentessegének vizsgalata.
Ennek egyik eszkdze a készilékhez, analitikai mddszerhez alkalmazott reagenskészletben
taldlhatd, a tesztcsomag gyartdja altal szolgaltatott kontrollanyag. Ez standardként szolgal,
amelynek pontos (nominalis) koncentracidértékét a kvantitativ tesztekhez a gyarté megadja, mig
kvalitativ tesztekhez nem.

Annak vizsgalata, hogy egy mérési modszer tobb mérés soran a standard minta nominalis
értékét kell6 pontossdggal adja meg, statisztikai szabalyoz6 kartydk segitségével torténik,
melyek kialakitasa Walter A. Shewhart nevéhez fiiz6dik (SHEWHART 1931). A Shewhart-féle
kétoldali szabalyzo kartyak az alabbi részekbdl allnak (5. abra):

o Pontok, melyek a fliggetlen mérések sordn meghatarozott valtozok (atlag, tartomany,
arany) értékei

o Kozépérték, mely a fiiggetlen mérésekbdl szarmazo valtozok, vagyis az dbrazolt pontok
atlaga

o Also és felso figyelmeztetési hatar (Lower and Upper Warning Limit, LWL and UWL),
mely a kozépértéktol 2 szorasnyi tavolsagra vannak

o Also és felso szabalyozasi hatar (Lower and Upper Control Limit, LCL and UCL), mely a

kozépértéktol 3 szordsnyi tavolsagra vannak
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———————————————————————— Fels6 szabalyozasi hatar

—————————————————————————————————————— Fels6 figyelmeztetési hatar

) 1 VU ¥ \/ \,1 v Kozépérték

-------------------------------------- Alsoé figyelmeztetési hatar

viltozd

________________________ Alsé szabalyozasi hatar

megfigyelések szdma

5. &bra. A Shewhart-féle kétoldali atlagkartya sematikus képe. A pontok a fliggetlen
mérések sordn meghatérozott valtozo értékei, a kdzépérték a valtozok atlaga, a figyelmeztetési
hatarok a kozépértéktdl 2 szordsnyi, a szabalyozasi hatarok a kozépértéktdl 3 szorasnyi

tavolsagra helyezkednek el.

A Shewhart-féle szabalyzé kértyak a vizsgalt adatsor szérasat, eloszlasat elemzik az éatlag
koral. A vizsgalt rendszert akkor tekinthetjik stabilnak vagy statisztikailag kézben tartottnak, ha
kozépértéke és szorasa idoben allandodsult. A gyakorlatban ha a pontok 95%-a a figyelmeztetési
hatarok kozé, illetve 99,7%-a a szabalyozasi hatarok kozé esnek, az analitikai rendszer
reprodukélhatonak és torzitdsmentes eredményeket biztositonak minésil. Barmilyen
szisztematikus mintdzat vagy a hatarokon kiviil es6 pont esetén a rendszer bizonytalan, az
eredmények megkérddjelezhetdek (FAO 1998).

A méréses ellendrzo kartydk masik tipusa az egyoldali terjedelemkartya, mely az aldbbi
részekbol all (6. abra):

. Pontok, melyek egy adott mérés soran mért valtozok legmagasabb és legalacsonyabb
értékei kozti kilonbség mértékét mutatjak
o Kozépérték, mely a fliggetlen mérésekbdl szarmazo valtozok, vagyis az abrazolt pontok

kilonbségeinek atlaga

o Figyelmeztetési hatar (Warning Limit, WL), mely a kozépértéktdl 2 szorasnyi tavolsagra
van
o Szabélyozasi hatar (Control Limit, CL), mely a kdzépértéktdl 3 szorasnyi tavolsagra van

A terjedelemkartya legalacsonyabb értéke nulla, mely esetben az adott mérés soran nincs
killénbség az ismétlések kozott. A rendszer stabilitisanak megitélése ebben az esetben

megegyezik a Shewhart-féle kartya kritériumaival.
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___________________ Szabalyozési hatar

-/\/x /\H\‘A m k\r/\ Kozépérték
VRV

0 5

Figyelmeztetési hatar

(=3

teriedelem mértéke

megfigyelések szdma

6. dbra. Az egyoldali terjedelemkartya sematikus képe. A pontok az egy adott mérés soran mért
valtozok legmagasabb és legalacsonyabb értékei kdzti killonbségek, a kozépértek a fliggetlen
mérések sordn meghatarozott kiilonbségek atlaga, a figyelmeztetési és szabalyozasi hatarok

elhelyezkedése megegyezik a Shewhart-féle kartya azonos hatarainak helyzetével.

Az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag és EnviroLogix CrylAb/CrylAc
QuantiPlate az analitikai megbizhatésadganak vizsgalata soran rendre az 1 ng/ml és 2,5 ng/ ml
koncentracioju  standard oldatok mindségellendrzése soran mindkét analitikai  pont
megbizhatonak és jol reprodukélhaténak bizonyult, atlagosan a nominalis koncentraciotdl 4,39%

4,82%-ban tért el a szamitott koncentracio a fiiggetlen mérések soran (SZEKACS et al. 2010).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgélatok soran alkalmazott pufferoldatok, miiszerek és szamitogépes programok

A kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztcsomagok kalibracidjanak vizsgalata,
illetve a kormérés soran a szigmoid kalibralé gorbéket Tween 20 detergenst tartalmaz6 vagy nem
tartalmazo foszfatpuffer-oldatban (PBST vagy PBS) vettik fel az Abraxis vagy az Envirologix
cégt6l vasarolt toxinnal. A foszfatpuffer Osszetétele a kovetkez6 volt 5 literre vonatkoztatva:
57,75 g dinatrium-hidrogen-foszfat (Na2HPO4-12 H20), 200 g natrium-klorid (NaCl), 5 g
kalium-dihidrogén-foszfat (KH2PQOs), 5 g kalium-klorid (KCI), 5 | desztillalt viz. A pH-t 7,2—7.4
értékre allitottuk be. A Tween 20 detergenst 0,05% (v/v) aranyban adtuk a pufferolfathoz.

A linearis, illetve szigmoid kalibracios gorbéket CrylAb-toxin meghatarozasara alkalmas
ELISA tesztcsomagok esetében Origin v. 7 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA),
mig a Cry34/35-toxinok esetében Microsoft Excel v. 2010 programcsomaggal abrazoltuk. Az
ELISA mérések kiértékelése soran az optikai siiriiséget (denzitast) iEMS MF lemezolvaséval
(LabSystems, Helsinki, Finnorszag) és Ascent v. 4.2 szoftverrel (LabSystems, Helsinki,
Finnorszag) mértuk és értékeltik. A Shewhart-féle kétoldali atlagkartyat és az egyoldali
terjedelemkartyat szintén Origin v. 7 szoftverrel abrézoltuk. A statisztikai elemzéseket Statistica
v. 6.1 programcsomaggal végeztik el.

3.2. Kereskedelmi forgalomban kaphat6, CrylAb-toxin kimutatasara alkalmas ELISA

=z =7

A kereskedelmi forgalomban kaphatd ELISA rendszerek kalibracidjanak vizsgalata soran

Osszehasonlitottuk a mennyiségi kimutatasra alkalmas Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA

tesztcsomag (#PN 51001, Warminster, PA, USA)
(http://www.abraxiskits.com/moreinfo/PN510001USER.pdf) és az EnviroLogix CrylAb/Ac
QuantiPlate (#AP 003; Portland, ME, USA)

(https://www.yumpu.com/en/document/view/18625470/quantiplatetm-Kkit-for-crylab-crylac-

envirologix.) altal biztositott standard oldatokkal felvett kalibracios gorbét a szendvics tipusu
rendszerekre  altalanosan  jellemz6, négyparaméteres szigmoid Kkalibralé  gorbevel.
Osszehasonlitottuk tovabba a mindségi kimutatasra alkalmas az Agdia Bt-CrylAb/1Ac ELISA
tesztcsomag (#PSP 06200, Agdia Inc., Elkhart, IN, USA)
(https://orders.agdia.com/Documents/m172.pdf) szigmoid kalibralo gorbéjét — melyet az
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Abraxis Inc. cégt6l vasarolt standard oldattal vettiink fel — az Abraxis és EnviroLogix ELISA
eljarasok hasonlé paramétereivel.

Az Abraxis tesztcsomag esetében a szigmoid kalibrald gorbét harom kiilonb6z6 forrasbol
szarmaz6 (Abraxis Inc.; Szent Istvan Egyetem, MKK, Kornyezetvédelmi és
Kornyezettoxikoldgiai Tanszek — Szoboszlay Sandor; Nemzeti Kutatasi Tanacs, Biotechnoldgiai
Kutatdintézet, Kanada — Luke Masson) CrylAb-standard oldatbél higitottuk és vettik fel 0 és 50
ng/ml koncentraciotartomanyban, PBS pufferben. A tesztcsomag altal biztositott standard
oldatokkal felvett linearis standard gorbe sokkal sziikkebb tartomanyban (0—4 ng/ml) teszi
lehetové az analitikai meghatarozast. A 37 fiiggetlen mérés soran felvett linearis gorbék értékeit
az (OD-ODmin)/(ODmax-ODmin) képlet alapjan normalizaltuk, majd reprodukalhatésagukat
vizsgaltuk. A normalizalas nem befolyasolja a kimutatasi hatart, azonban lehetévé teszi a
fliggetlen mérések soran felvett egyenesek dsszehasonlithatésagat. Meghataroztuk minden mérés
esetében a kapott gérbe meredekségeét, tengelymetszetét, illetve a regresszios egyutthatot, mely
megmutatta, hogy mennyire illeszkedik a pontokra a lineéris regresszios egyenes. A kovetkezd
Iépésben Osszesitettik a 37 mérés linearis kalibralé egyeneseit, és meghataroztuk az
atlagegyenes ugyanazon paramétereit. A kimutatasi hatar® értékét is leirtuk, mely a gyakorlatban
a hattér atlagos valaszjelének és a hozza tartozo tapasztalati szoras hAromszorosanak 6sszege. Az
atlagegyenest az egyes pontokban mért koncentraciok atlaga és szorésa jelentette. A szigmoid
regressziot a kiilonbozoé forrasbdl szarmazd Cryl Ab-toxinok esetében 3 fliggetlen mérés soran
hataroztuk meg, a kalibral6 gorbéket normalizaltuk, majd meghataroztuk az atlaggorbék ICso-
értékét, mely a gorbe athajlasi (inflexids) pontjdban mért koncentracidé. A kimutatasi hatar
értékét osszehasonlitottuk a linedris regresszioval kalibralt rendszer értékével.

Agdia Bt-CrylAb/1Ac ELISA tesztcsomag és EnviroLogix CrylAb/Ac QuantiPlate
esetében a szigmoid gorbéket az Abraxis Inc. cégtdl vasarolt Cryl Ab-toxinnal vettik fel szintén
0 és 50 ng/ml koncentracidtartomanyban. Mindkét tesztcsomag esetében 3 filiggetlen mérés
atlagainak szigmoid regresszidjat hasonlitottuk az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag
ugyanezen forrasbol szdrmazé toxinnal felvett gérbéjéhez. Meghatéroztuk az 1Cso és a kdzel
egyenes szakaszra illesztett egyenes meredekségét. A felvett szigmoid regresszidt EnviroLogix
CrylAb/Ac QuantiPlate esetében a tesztcsomag altal biztositott standard oldatokkal felvett
linearis kalibraciohoz hasonlitottuk, melyek legmagasabb koncentréacioja 5 ng/ml volt.

3 A kimutatasi hatar azt a koncentracioszintet jelenti, amelyhez tartoz6 valaszjel egyértelmiien megkiilonboztethetd
a hattértol.
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3.3. Kereskedelmi forgalomban kaphatd, CrylAb-toxin kimutatasara alkalmas ELISA

tesztcsomagok belsé minéségellendrzése

Vizsgélataink soran a 2005-ben a piacrél visszavont (SZEKACS et al. 2010)
EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate 0,5, 2,5 és 5 ng/ml koncentraciéju standard
oldatainak, illetve a jelenleg is forgalomban 1évé EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate
(http://www.envirologix.com/wp-content/uploads/2015/05/AP003-CRBS-QualiPlate-CrylAb-
CrylAc-011615.pdf) pozitiv és negativ kontroll oldatainak belsé6 minéségellenérzését végeztiik
el. Ez utébbi esetben az EnviroLogix cégtél vasarolt CrylAb-toxin alkalmazasaval linearis

kalibralo egyenest vettlink fel (0, 0,5, 2,5 és 5 ng/ml), és segitségével meghataroztuk mindkeét

= sz

ey

esetében 37, mig az EnviroLogix ELISA tesztcsomagok esetében 36 egymastol fuggetlen mérés
sorén. A meghatarozas sorén a kalibral6 egyenest az adott kalibral6 pont kihagyasaval vettiik fel,
és az egyedi mérésekben meért atlagkoncentraciokat abrazoltuk a Shewhart—féle ellen6rzo
kartyan. A CrylAb/CrylAc QualiPlate pozitiv és negativ kontrolljainak egy lemezen valo
ismételhet6ségét a méréses ellenérzd kartyak koziil a terjedelemkartyaval elemeztiik (Control
Chart of the Range of Duplicates). Ebben az esetben az adatok &brdzolasakor a mérés folyaméan
meghatarozott OD-értékeket tiintettiik fel.

3.4. CrylAb-toxin Kimutatasara alkalmas ELISA rendszerek alkalmazhatésaganak

o0sszehasonlitasa nemzetkozi kormérés keretében

Nemzetkozi egylittmiikodés keretében vizsgaltuk kiilonb6z6 ELISA rendszerek
alkalmazhatésagat MON 810 genetikai eseményt hordoz6 GM kukorica CrylAb-tartalmanak
meghatarozasaban. A vizsgalatban négy laboratérium vett részt: (a) Magyar Tudomanyos
Akadémia (MTA) Novényvédelmi Kutatdintézete (NKI) (Budapest, Magyarorszag), (b) Gengk
Centre of Biosafety (Tromsg, Norvégia), (c) Ecostrat GmbH (Berlin, Németorszag) és (d)
Department of Environmental Sciences, Institute of Integrative Biology, ETH (Zurich, Svéjc). A
korméréses vizsgalat célja annak szamszerisitése volt, hogy a toxintartalom meghatarozasakor
alkalmazott ELISA rendszerek kiilonb6z6sége mennyiben magyardzza a szakirodalomban
eléforduld Cryl Ab-koncentraciok nagymértékii valtozékonysagat. Meghataroztuk az emberi és
miiszeres forrasbol szarmazo, illetve a mérés kiilonbozd szintjein (lemezen beliili, lemezek
kozotti, laboron beliili és laborok kozotti) fellépd hibak mértékét ugyanazon ELISA rendszer
alkalmazasa esetén. Harom labor az un. kozos protokoll mellett sajat ELISA eljarassal is
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meghatarozta ugyanazon mintak toxintartalmat, igy lehetdvé valt a kiilonb6zé modszerek

0sszehasonlitasa.

3.4.1. Mintak

A MON 810 GM kukorica CrylAb-toxintermelését szamos tényezé befolyasolja (pl.
fajta, talajtipus, levélszint stb.), igy a kdrmerés soran standard ndvényi mintak toxintartalmat
hataroztuk meg, elkeriilve igy a biologiai tényezdk okozta eltéréseket. Négy kiilonb6z6 MON
810 kukoricafajta és két megfelel kozel izogenikus vonal levélmintai liofolizalast vagy levegén
szaritast és fagyasztast kovetd homogenizalas utan vettek részt a vizsgalatban. Az “A” és “D”
jeltt mintdk iiveghazi koriilmények kozott termesztett kukorica V9 fenoldgiai stddiumanak 5.
levelérdl szarmaztak, az “F” minta V6 (hatleveles allapot) fenologiai stadium 6. levélszintjérdl,
mig az “L” minta R1 stadium ndvirdg szintjének levélmintai voltak. Az “F” és “L” mintdk
szabadfoldon termesztett kukoricar6l szarmaztak (I1l. tablazat). A levélmintédk toxintartalmat

lemezenként harmas ismétlésben, dsszesen hat lemezen hataroztuk meg.

I11. tAblazat. A kdrmérés soran mért standard levélminték kddjai, illetve CrylAb-meghatérozas

elotti kezelésiik listaja.

minta kodja minta tulajdonsagai

A liofilizalt és homogenizalt levélminta — MON 810

,,B” liofilizalt és homogenizalt levélminta — kdzel izogenikus vonal
,,C” liofilizalt és homogenizalt levélminta — kozel izogenikus vonal
,,D” liofilizalt és homogenizalt levélminta — MON 810

F szaritott, fagyasztott és homogenizalt levélminta — MON 810
L liofilizalt és homogenizalt levélminta — MON 810

3.4.2. Minta-eldkészités

A toxintartalom-meghatarozas elsé 1épéseként a résztvevd laboratoriumok standard
minta-el6készitési eljarast alkalmaztak. 20+1 mg vagy 40+2 mg liofilizalt vagy szaritott
levélmintahoz 8:1 aranyban (2,5 vagy 5 ml) PBST pufferbe adagoltunk. Laboratoriumtdl
fliggben extrakcios zsakban (Bioreba AG, Reinach, Svajc; #90002) vagy dorzsmozsarban
homogenizaltuk a mintdkat és vontuk ki a mérend6 CrylAb-toxint (IV. tablazat). Az
extraktumbdl 1 ml térfogatnyi részt Eppendorf-cs6ben 12000 1/min fordulatszamon, 10 percig,

szobahOmérsékleten centrifugaltuk, majd mértiik a toxintartalmat.
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3.4.3. ELISA mobdszer

A CrylAb-tartalom mérésekor az un. kdzds ELISA eljards alapjaként mind a négy
laboratérium a Bt-CrylAb-1Ac ELISA tesztcsomagot (#PSP06200, Agdia Inc., Elkhart, IN,
USA) hasznalta a toxintartalom meghatarozasakor. Analitikai standardként a B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 tdrzsének Escherichia coli baktériumban termeltetett, majd enzimatikus
(tripszin) Gton aktivalt CrylAb-toxinjat alkalmaztuk, melyet liofilizalt forméban Marianne
Pusztay-Carey (Biochemistry Department, Case Western University, Cleveland, OH, USA)
biztositott a vizsgalathoz. A mennyisegi meghatarozashoz szikséges kalibrator oldatokat minden
laboratorium az elézetesen szétosztott standard CrylAb-oldatbdl higitotta és vette fel a
tesztcsomag altal biztositott higité pufferben. A mennyiségi meghatarozas soran szigmoid
kalibracids gorbét alkalmaztunk, melyet 16 pontbol vettink fel 0 és 50 ng/ml koncentracidk
kozott (0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,16, 0,31, 0,56, 1,6, 2,7, 4,4, 6,8, 10, 20 és 50 ng/ml). A mintakat
lemezenként harmas ismétlésben, minimum 2 lemezen, eltéré napokon mértiink meg.

A sajat ELISA modszerek alkalmazasakor a kozds protokolltdl eltéré eljarasok
eredményeit hasonlitottuk a kdzos protokoll eredményeihez. Az eltérések adott esetben a minta-
elokészitési eljarasban (pl. Tween 20 detergenst tartalmazo bikarbonét extrakcios puffer, BBST),
mas esetben méas gyartd ELISA eljarasanak (Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag)
alkalmazéasaban, illetve a kalibralé gorbe tulajdonségaiban (szigmoid, lineéris) nyilvanult meg.
Az eltéréseket, illetve a laborok altal hasznalt leolvasdk és szoftverek listajat a 1V. tablazat
részletezi. (A kérmérésekhez el6irt anonimitas biztositasara a résztvevd laboratériumokat Labl,

Lab2, Lab3 és Lab4 néven emlitem.)

3.4.4. Statisztikai elemzés

A fiiggetlen mérések soran felvett kalibracios gorbék Osszehasonlitdsakor elsd 1épésként
normalizéltuk a szigmoid gorbéket az (OD-ODmin)/(ODmax-ODmin) képlet alapjan, kikuszobolve
ezzel az esetleges hattérzajt, illetve a leolvasasig eltelt id6 hatasat. A kalibralo gorbék felvétele
sordn az 50 ng/ml CrylAb-oldat esetében a szigmoid gorbe felsé platdjan visszaesést
tapasztaltunk mind a négy laboratériumban, ezért a normalizalas soran a legmagasabb kalibralo
pont a 20 ng/ml koncentracioju oldat volt. A szigmoid gorbék esetében meghataroztuk az
athajlasi pontokra vonatkoz6 normalizalt értékeket. Egyutas variancianalizissel (ANOVA) és
Tukey post hoc teszttel 6sszehasonlitottuk a gorbék értékeit hdrom koncentracidszinten: (a) a
kozel egyenes szakasz kezdeti pontjaban (10% — 0,56 ng/ml), (b) az athajlasi pont koril (50% —
4,40 ng/ml), illetve a kdzel egyenes szakasz tetején (80% — 10 ng/ml). A harom pontot azon
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analitikai megfontolas alapjan valasztottuk, hogy a mennyiségi meghatarozas az athajlasi pont
kdzelében, illetve a kozel egyenes szakaszon a legmegbizhatdbb.

A négy laboratorium analitikai méréseibdl szarmazo eredményeket az ISO 5725-2
szabvany szerint értékeltik ki (ISO 1994). A mintak CrylAb-tartalmara vonatkozo statisztikai
elemzéseket a négy mintara parhuzamosan végeztilk el. A 95%-0s konfidenciaintervallumon
mért elsé (adott laboratériumon beliil mért koncentraciok kiugrd értékei) és masodik (a négy
laboratoriumban mért koncentraciok atlagainak sorabdl kilogd adatok) tipust kiugré adatokat
Grubb-féle teszt segitségével szlrtiik ki, és indokolt esetben kizartuk az elemzésbdl. Az
adatsorok normalis eloszlasat Shapiro—Wilk-teszttel ellendriztiik p=0,05 valosziniiségi szinten.
Normalis eloszlas esetén az dsszehasonlitast egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukey
post hoc teszttel végeztik el p=0,01 szignifikanciaszinten. Amennyiben az adatsor nem mutatott
normalis eloszlast, a nem paraméteres eljarasok kozll a Kruskal-Wallis-rangsorolason alapuld
prébaval elemeztik az adatsorokat 0,01 szignifikanciaszinten.

Meghataroztuk minden mintara a kozos ELISA eljarassal mért koncentraciok tapasztalati
szoOrasat (standard deviation, SD) és a becslés hibajanak nagysagat (standard error, SE) az egy
lemezen mért harmas ismétlések kozott, a lemezek kozott, adott laboratoriumon belil, illetve a
laboratériumok kozott. Az adott laboratériumon beliil a kdzos protokollal és a sajat modszerrel
kapott CrylAb-koncentraciokat paros t-probaval p=0,01 szignifikanciaszinten hasonlitottuk

0ssze.
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IV. tablazat. A kormérésben résztvevo laboratoriumok minta-elokészitési eljarasainak, illetve az

alkalmazott analitikai eljardsok paraméterei.

Labl Lab2 Lab3 Lab4
minta-
elokészités
homogenizalas extrakcios zsak (Bioreba AG, Reinach, Switzerland) dorzsmozsar
puffer
kdz6s modszer PBST PBST PBST PBST
sajat modszer BBST - PBST Abraxis puffer
analitikai mérés
ELISA
tesztcsomag
kdzds mbdszer Agdia Agdia Agdia Agdia
sajat madszer Agdia - Agdia Abraxis
ELISA Synergy HT VersaMax MR5000 IEMS MF
] (BioTek (Molecular (Dynatech (LabSystems,
lemezolvaso Instruments, Devices, Laboratories, Helsinki,
Winooski, VT, Sunnyvale, Chantilly, VA, Finnorszag)
USA) CA, USA) USA)
szoftver KC4 v3.4 SoftMax Pro MikroWin 2000 Ascent v.4.2
(BioTek v.5.0 (Mikrotek (LabSystems,
Instruments, (Molecular Laborsysteme, Helsinki,
Winooski, VT, Devices, Overath, Finnorszag)
USA) Sunnyvale, Németorszag)
CA, USA)
kalibréacio
kdzos modszer szigmoid szigmoid szigmoid szigmoid
sajat modszer szigmoid - szigmoid szigmoid+linearis
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3.5. Matrixhatés vizsgalata kukoricalevél- és sertésszévetekben

Kukoricalevél-szovetben jelentkez6 esetleges matrixhatasokat két fiiggetlen vizsgalat
soran is meghataroztuk. A 3.1. fejezetben részletezett kalibraciora vonatkozd mérések soran, az
Abraxis Inc. cégtél vasarolt CrylAb-toxinnal felvett szigmoid kalibraldo gorbét DK440,
géntechnoldgiai uton nem modositott kukorica levelmatrixban is felvettik, és ICso-értéket
hasonlitottuk a foszfatpufferben felvett gorbe azonos paraméterehez. Meghataroztuk
levélszdvetre a kimutatasi hatart is. Ugyanezen vizsgalatsor alkalmaval standard addicids
modszerrel is ellendriztiik az esetleges matrixhatast (KEBEKKUS és MITRA 1998). A merésnel
az MTA NKI Okotoxikoldgiai és Kornyezetanalitikai Osztalyanak MON 810 GM kukorica
referenciamintajat hasznaltuk, mely R1 fenoldgiai staddiumban gytijtott, liofilizalt levélminta volt.
A 15,61+0,41 pg/g CrylAb-toxint tartalmazo liofilizalt levélérlemény extraktumat 1:500-ra
higitottuk foszfatpufferben. 250 pl, 1,25+0,03 ng/ml toxintartalmu higitott extraktumhoz 100,
200 és 250 pl 4 ng/ml koncentrécidju standard oldatot adagoltunk, majd a térfogatot 500 pl
térfogatra egészitettiik ki. A kapott oldatok CrylAb-tartalma igy 0,8, 1,6, illetve 2 ng/ml voltak.
ELISA mérés utdn meghataroztuk a regresszios egyutthatot, illetve Student-féle t-prébaval
p=0,01 szignifikanciaszinten statisztikailag ellendriztiik a kalibracios gorbével, illetve a standard
addicidval mért koncentraciokat.

A Kozponti Kornyezet- és Elelmiszer-tudomanyi Kutatdintézet (jelenleg: Nemzeti
Agrarkutatasi és Innovacios Koézpont (NAIK), Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézet (EKI),
Bioldgiai Osztaly) az Eurdpai Unio 7. Kutatasi Keretprogramjan belul elnyert palyazat keretében
(FP7/2007-2013), nemzetkozi egyiittmikddésben rovid (31 nap) és hosszi (110 nap) tava
etetéses kisérlet soran vizsgalta MON 810 (PR34N44) genetikai eseményt hordoz6 kukorica €s
kozel izogenikus vonalanak (PR34N43) hatasat sertésegyedeken. A kisérletben sziv, vese, 1ép,
maéj, izom, nyirokcsomd, agy és vérszérum CrylAb-tartalmat hataroztdk meg kezelésenként 10-
10 egyed esetében. A méréseket EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate ELISA rendszerrel
vegeztek el, ahol a kalibrécidhoz sziikséges standard oldatokat szintén az EnviroLogix cégt6l
vasaroltak meg. A mennyiségi meghatarozas 0 és 5 ng/ml koncentraci6tartomanyban volt
lehetséges (WALSH et al. 2011, WALSH et al. 2012, BUZOIANU et al. 2012). A
matrixhatasok leirasanal a NAIK EKI Biolégiai Osztalyaval egyiittmiikodve a kisérletben a kozel
izogenikus kukoricat fogyasztd egyedek szOvetmintainak mérési eredményeit hasznaltuk fel.
Meghataroztuk 3 fliggetlen mérés eredményeként minden vizsgalt szervre a kimutatasi hatart,
illetve a legmagasabb standard oldathoz (5 ng/ml) viszonyitott relativ abszorbanciaértéket
(OD/ODmax).
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3.6. Cry4-toxin kimutatéasara alkalmas ELISA rendszer fejlesztése

A szendvics tipust ELISA rendszer fejlesztésehez sziikséges Cry4 fehérjét a New York
Egyetem, Mikrobialis Okoldgia Laboratériuma (New York, NY, USA), a Cry4-specifikus
antiszérumot az EnviroLogix Inc. (Portland, ME, USA) biztositotta. A Cry4-toxin Cry4A- (128
kDa) és Cry4B- (135 kDa) fehérjék keveréke volt, melyet a TEKNAR folyékony készitménybdl
izolalt B. thuringiensis var. israelensis (Bti) kulturdbdl tisztitott az Abbot Laboratérium
(Chicago, IL, USA) LEE et al. (2003) altal kozolt mddszer alkalmazasaval. A fehérjék
tisztasagat 1% natrium-dodecil-szulfat/10% poliakrilamid-gélen végzett
elektroforézistechnikaval ellendriztik. A B. thuringiensis var. israelensis NRRL HD-968
torzsbol szarmazo fermentalt mintat (U.S. Standard Bti isolate) Howard T. Dulmage (USDA,
Bronsville, TX, USA) biztositotta a modszerfejlesztési munkahoz, melyet a Corax-Bioner Zrt.
(Budapest, Magyarorszag) tartott fenn. A dializishez Spectra/Por MWCO: 12—14 kDa membrant
hasznaltunk (Spectrum Laboratories, Houston, TX, USA). A tobbi reagenst a Sigma-Aldrich
Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) szereztik be.

3.6.1. Cry4-specifikus antitest és jelélé enzim Osszekapcsolasa

Az antitest-tormaperoxidaz (horsereddish peroxidase, HRP)-konjugatumot HARLOW és
LANE (1988) alapjan az alabbi két madszerrel szintetizaltuk:

Az els6 modszer esetében glutaraldehidet hasznaltunk, mely Schiff-bazis
keresztkotéseket 1étesit a kiilonbozd lancokon 1évo lizinoldallancok kozott. 10 mg (250 nmol)
HRP enzimet adtunk 0,2 ml 1,25%-o0s glutaraldehidet tartalmaz6, 0,1 M natrium-foszfat-
oldathoz. A keveréket szobahOmérsékleten, 18 oran keresztiil razattuk, majd gélsziiréssel
szétvalasztottuk a frakciokat. A gélfiltraciot 20—50 kDa molekulatomegili gélmatrix-szal toltott
PD-10 oszlopon (Amersham Biosciences, Uppsala, Svédorszag) végeztik el, mozgd fazisként
0,15 M natrium-klorid-oldatot hasznaltunk. Az oszlop aljan az eluatumot 150 ul frakciokban
gyljtottik. Az oldott fehérjéket tartalmazd frakciokat 405 nm hulldmhosszon mért
abszorbanciaértékek alapjan valogattuk ki. A legtobb fehérjét tartalmazé frakciot 24-6ras
dializissel valasztottuk ki, ahol dializalé oldatként 0,05 M néatrium-karbonatot, 0,05 M néatrium-
hidrogénkarbonatot és 0,83 M szachar0zt tartalmazo oldatot (pH 9,5) hasznaltunk. A dializald
oldatot 4 6&ranként cseréltik. A dializalt oldatot vakuumcentrifugaval 1 ml térfogatra
tomeényitettiik, 0,1 ml Cry4-specifikus antiszérumot cseppenként hozzaadtunk, majd 4°C-on 24
oraig razattuk. A kondenzacios folyamatot 0,1 ml 0,2 M etanolamin-oldattal (pH 7,0) allitottuk
le, majd tovabbi két oran keresztll 4°C-on razattuk a keveréket. A nyers konjugatumoldatot
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szintén gélsziréssel tisztitottuk tovabb. A fehérjefrakcidét ebben az esetben is 405 nm
hulldmhosszon mért abszorbanciaértékek alapjan valasztottuk ki.

A masodik modszer sordn 1 mg (25 nmol) HRP enzimet oldottunk fel 0,25 ml ioncserélt
vizben, majd 1,26 mg (6 umol) natrium-perjodatot tartalmazd natrium-foszfat-oldatba (60 pl,
0,01 M) szuszpendaltuk. A szuszpenziot 20 percig szobahOmérsékleten razattuk. A kapott
oldatot 4°C-on dializaltuk 0,01 M natrium-acetat (pH 4,0) dializalé oldattal, melyet 4 éranként
cseréltink. A Cry4-specifikus antitestet 0,1 ml 0,4 M natrium-karbonat-oldathoz adagoltuk, majd
a dializdlt HRP-oldatot cseppenként hozzdadtuk. A keveréket 2 oOran keresztil
szobah6émérsékleten razattuk. Az oxidativ folyamatot 0,02 ml 0,1 M néatrium-borohidrid-oldattal
allitottuk le, majd az oldatot tovabbi 2 6ran keresztiil szobahOmérsékleten razattuk. Az antitest—
enzim-konjugéatumot tartalmazé oldatot gélsztiréssel tisztitottuk PD-10 oszlopon, a mozg6 fazis
ioncserélt viz volt. A tisztitott oldatot mindkét eljarasban 1:1 (v/v) aranyban higitottuk

etilénglikollal és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.6.2. Optimalis ELISA rendszer kialakitasa

Az ELISA rendszert 96-lyukd mikrotiterlemezen (Nunc, Roskilde, DK, #442404), a
direkt, szendvics tipust immunoassay elve alapjan épitettik fel (TIJSSEN 1985) (7. abra). A
mikrotiterlemezt 100 pl/lyuk Cry4-specifikus antitesttel érzeékenyitettlik 4°C-on egy éjszakan
keresztul a Cry4 antitest 0,1 M karbonatpufferben higitott (pH 9,6) sorozataval 1:100, 1:200 és
1:625 koncentraciokban. A lemez feliiletére nem kotodott antitesteket mosassal tavolitottuk el,
melyhez PBST puffert hasznaltunk. A mosasi szakaszt négyszer ismételtiik meg 250 ul/lyuk
mosoOfolyadékkal. A lemezen Uresen maradt felliletet 1% zselatint tartalmazé PBS pufferrel
blokkoltuk 38°C-on egy 6ran keresztul. A lemezre pipettazott analitikai standardot (0,06—-1000
ng/ml koncentraciotartomanyban 7 koncentracion) és a mintékat (50 ul/lyuk) 37°C-on 1 Orén
keresztiil inkubaltuk, majd mosast kovetden a PBST pufferben higitott antitest-HRP-
konjugatumot (50 ul/lyuk) 1:50 és 1:30000 higitasi tartomanyban, 8 koncentracidszinten
vizsgaltuk. A lemezt 37°C-on egy oran keresztiil inkubaltuk. Mosas utan 200 mM kalium-
dihidrogénfoszfat-pufferben oldott 1,2 mM H202 eés 3 mM 1,2-fenilén-diamint (OPD) adtunk a
rendszerhez. Az enzimatikus reakci6 eredményeként bekovetkezd szinreakciot a megfeleld
szinintenzitas elérése utan (10—60 perc) 4 N kénsavval allitottuk le (50 ul/lyuk). A
szinintenzitast 492 nm hulldmhosszon, IEMS mikrotiterlemez-olvasdval hataroztuk meg
(LabSystems, Helsinki, Finnorszag). A kalibracids gorbét a standard oldatok nyers eredményeire

illesztett négyparaméteres szigmoid gorbe adta. Meghataroztuk a kimutatasi hatart.
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7. abra. A direkt ELISA rendszer mitkkodési elve. Az abra 96-Ureges mikrotalca egy
uregét jelképezi, melybe az immunreagenseket adagoljuk. A kialakulé immunkomplex
szerkezete: az Ureg falan rogzitett Cry-specifikus antitest (A), Cry-toxin a mintaban (B),
enzimjelzett Cry-specifikus antitest (C), kolorimetrias szubsztrat (D). A szaggatott vonalak

mosasi lépést jelképeznek az ELISA meghatarozas kivitelezése soran.

Az analitikai standard gorbét VEcToBAC WDG (granulatum) és VECTOBAC 12AS
(szuszpenzd) Bti-készitménnyel is felvettiik, majd a tiszta Cry4-toxint tartalmazé szigmoid
gorbéhez hasonlitottuk. A VECTOBAC 12AS esetében maga a szuszpenzio, mig VECTOBAC WDG
esetében a granultiumokrol desztillalt vizzel lemosott Cry4-oldat higitasi sorat vizsgéltuk. A
vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozzuk, hogy a két Cry4-tartalmua készimény, melyek pontos
toxintartalma nem ismert, mely higitasi tartomanyban alkalmasak analitkai standard gdrbének.

Mindkét készitmény esetében meghataroztuk a kimutatasi hatarokat.

3.7. Cry34/35Abl-toxinok kimutatasara alkalmas ELISA rendszer kalibral6 gorbéinek

vizsgalata

A vizsgélat soran Cry34Abl kimutatdsara a QualiPlate for Cry34Abl (#AP054,
EnviroLogix Inc., Portland, ME, USA), Cry35Abl kimutatasara pedig a Cry35Abl Plate
tesztcsomag (#ABS-011, Acadia BioScience LLC, Portland, ME, USA) ELISA rendszereket
alkalmaztuk, melyek kereskedelmi forgalomban kaphatd, mindségi kimutatasra alkalmas
eljarasok. A mennyiségi meghatarozashoz a Dow AgroSciences LLC (Indianapolis, IN, USA)
biztositotta az analitikai standard oldatokat mindkét toxin esetében. Az alkalmazott eljarast
pollen-, szar- és levélmintakra a Pioneer Hi-Bred International Inc. (Ankeny, IS, USA) GLP
laboratériuma fejlesztette ki és validalta. Munkank soran vizsgaltuk a PBST pufferben felvett

standard gorbék stabilitdsat mindkét toxinra. A kapott analitikai standerdeket fagyasztoban (-
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20°C), illetve hiitében (4°C) StabilZyme SELECT oldattal stabilizalt forméban taroltuk, majd
hasonlitottuk 0Ossze ismételhetdségiiket a mérések soran. A StabilZyme SELECT oldatot
(SurModics Inc., Eden Prairie, MN, USA) — mely egy olyan bioldgiailag aktiv dsszetevd, ami
biztositia az ELISA rendszerben a tormaperoxidaz-antitest konjugatum aktivitdsanak
allandosagat — 25%-ban adtuk a foszfat-pufferhez. A kalibralé gorbéket 0, 0,3, 0,6, 1,2, 2,4, 3,6,
4,8 és 6,0 ng/ml standard oldatokkal vettik fel. A 3.8. fejezetben ismertetett kisérletsorozat
alkalmaval mértiik a pollen, a levélalap és a levéllemez toxintartalmat, meghataroztuk az
esetleges matrixhatasokat, illetve a jelentkezé matrixhatasok elkeriiléséhez sziikséges minimalis
higitasokat. A szabadfoldi kisérleti parcellakrol gyiijtott kontrollkukoricak pollen és zold levél
novényi szovetmintakat mesterségesen szennyeztik a kalibralé goérbe 0, 0,6 és 4,8 ng/mi
1:10, 1:100, és 1:1000 higitasokban vizsgaltuk. A kiilonb6z6 matrixokban felvett standard
gorbéket a foszfatpufferben felvett standard gorbékkel hasonlitottuk dssze, illetve meghataroztuk
kimutatési hatarokat mindkét matrixra. A mérés végén az abszorbanciat, vagyis az OD-értékeket
IEMS mikrotiterlemez-olvasoval (Labsystem Oy, Helsinki, Finnorszag) és Ascent v.2.4.
szoftverrel detektaltuk, 450 nm hulldmhosszon. A standard gorbék 6sszehasonitdsahoz a kapott
OD-értékeket normalizaltuk az (OD-ODmin)/(ODmax-ODmin) képlet alapjan, majd masodfoku
polindmot illesztettiink rajuk.

3.8. AMON 810 GM kukorica CrylAb-toxintermelését befolyasol6 tényezék

3.8.1. A CrylAb-toxintartalom horizontélis és vertikalis eloszlasa

A vizsgalat soran meghataroztuk, hogyan valtozik a MON 810 GM kukorica egyes
levélszintjeinek a CrylAb-toxintermelése (vertikalis eloszlas), illetve hogyan valtozik egy adott
levélszinten beliil a toxinkoncentréacid (horizontalis eloszlas). Tanulmanyoztuk tovabba a levél
Oregedési folyamatanak hatasat a CrylAb-termelésre vonatkozoan, melynek soran zéld, sarga
(félig elhalt) és barna (elhalt) levelek toxintartalmat mértiik. A levelek toxintartalmat Abraxis
ELISA tesztcsomag segitségével, a benne meghatarozott protokoll alapjan hataroztuk meg. A
vizsgalathoz a MON 810 (DK440-BTY) és kozel izogenikus vonalanak (DK440) magjait a
Monsanto Hungéaria Kft. (Budapest, Magyarorszag) biztositotta szamunkra. A ndvényeket
szabadféldi korilmények kozott, az MTA NKI Okoldgiai Kisérleti Allomasan termesztettiik
(Julianna-major, Nagykovécsi, Magyarorszag). A bediltetett teriilet 400 m? volt, ahol
kdpenyvetésnek 6 sor izogenikus kukoricat vetettiink. A termesztés 25 cm-es tétavval és 70 cm-

es sortavval tortént.
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Az egyes levélszintek CrylAb-tartalmanak vizsgalatahoz a kukorica R3 fenoldgiai
stidiuméban vettiink mintat, minden levél kozépsd részébdl egy koriilbelil 5 mm vastag
keresztiranyd csikot, melynek tdmege megkdozelitéleg 80 mg volt. A mintakat mérésig -20°C-on
taroltuk.

Az adott levélen bellli toxineloszlas vizsgalatahoz a kukoricanévenyek alulrol szamitott
10. levélszintjét mintaztuk, mely az elsé néviragot tartd levelet jelentette. A mintadkat R4
fenoldgiai stadiumban vettik. A toxineloszlast hosszirdny( és keresztirany(d mintdk CrylAb-
toxintartalmanak mérésével hataroztuk meg. Hossziranyban 5 mm vastag keresztiranyu csikokat,
mig keresztiranyban 5 mm atmér6jii korongokat vagtunk ki a levélbdl (8. abra). A levél csucsi
részét a mar félig vagy teljesen elhalt szovettel egyitt, illetve anélkil is mintdztuk. A mintakat
mérésig -20°C-on taroltuk.

8. abra. A CrylAb-toxin levélen belili eloszlasanak vizsgalatakor vett mintak elhelyezkedése a
levéllemezen és a levélhiivelyen. Az 5 mm vastag keresztirany( csikok mérésével a hosszanti,
mig az 5 mm atmérdji korongok vizsgalataval a keresztiranyu toxineloszlast hataroztuk meg. A
levél csucsi részén a félig vagy teljesen elhalt szovetet a levél még zéld részével, illetve anélkil

is mintaztuk. (rajz: Kugler Nikolett)

A Kkukorica kesébbi (R4) fenologiai stddiuméban z6ld, sarga (félig elszaradt) és barna
(elszaradt) levélmintakat gyijtottiink, hogy a szaradasi folyamat CrylAb-termelésre gyakorolt
hatdsat vizsgaljuk. A mintavétel soran olyan levelekbdl vettiink mintdkat, ahol mindhdrom
elszaradasi fazis jelen volt. A CrylAb-koncentraciot Abraxis ELISA tesztcsomag segitségével

mértik, a mintakat mérésig -20°C-on taroltuk.

3.8.2. A CrylAb-toxintartalom valtozasa kiilonbozd termesztési koviilmények kozott

Vizsgalatunk soran két MON 810 genetikai eseményt hordozd kukorica (MON 810 ,,A”
és MON 810 ,,B”) CrylAb-toxintermelésének valtozasat elemeztilk szabadféldi (Nagykovacsi,
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Julianna-major), ,,félszabadfoldi” és tiveghazi koriilmények kozott. Az iiveghazi kisérlet soran
mindkét MON 810 GM kukoricavonalat tenyészedényekben (d=30 cm cserepekben),
virdgfoldben neveltik (FLorimoO altalénos virdgfold, pH 6,4—6,9), mely Sphagnum mohatézeg,
siklaptézeg, biohumusz, komposztalt marhatrdgya, agyag és mitragya keveréke. A
,.félszabadfoldi” koriilmény esetén tenyészedényekben virdgfoldben és agyagbemosodasos barna
erdbtalajban is vetettink kukoricat. Ezen talajtipusndl a humuszosodas, a kilugzas és az
agyagosodas folyamatait az agyagos rész vandorlasa és a kozepes mértékii savanyosodas kiséri.
Jellemz6 tovabba a kedvezd vizgazdalkodas, illetve a kozepes tapanyag-gazdalkodas.
,Félszabadfoldi” koriilményt jelentett a tenyészedények kihelyezése a szabadfoldi parcella
mellé. A tenyészedényekbe 1-1 kukoricamagot Ultettlink. A szabadféldi parcelldba, mely
agyagbemosodasos barna erd6talaj, csak a MON 810 ,B” kukoricat vetettlk 25 cm-es
tétavolsaggal és 70 cm-es sortavolsdggal. Minden vizsgalt kezelést 10-10 ismetlésben végeztink
el. A mintavétel soran a kukoricandvények vegetativ (levél, levélhiively, szar, gyoker,
csuhélevél) és generativ (bibe, cimer) részeit is mintaztuk a kukorica R2 fenoldgiai stadiumaban.
A toxintartalom tenyészidészak soran bekovetkezO valtozasanak vizsgalatahoz a CrylAb-
koncentraciot a levelek szaradasi folyamataban is nyomon kovettik. A zo6ld levélmintat a
ndvirag szintjén, a félig nekrotizalddott (sarga) levelet a ndvirdg alatti 2., a teljesen
nekrotizalddott (barna) levelet a ndvirag alatti 4. szinten 1évo levél jelentette. A mintdkat az
analitikai mérésig -20°C-on taroltuk, a CrylAb-toxintartalmat Abraxis tesztcsomag segitségével
hataroztuk meg. Az eredményeket egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukey post hoc
teszttel értékeltiik, mivel az adatsorok eloszlasa minden esetben normalisnak adddott (Shapiro—
Wilk-teszt, p=0,05).

3.8.3. Miitragyakezelés hatasa a CrylAb-toxintermelésre

Vizsgélatainkat MON 810 (DK440-BTY) kukorican végeztiik, ,,félszabadfoldi”
tenyészedényes (d=30 cm) Kkisérletben (Julianna-major, Nagykovécsi. Magyarorszag). A
cserepeket barna homoktalajjal  toltottiik meg (Orbottyan), tenyészedényenként 1-1
kukoricamagot Ultettink. A kisérletet 10 ismétlésben végeztiik. A CrylAb-toxin méréséhez R4
fenologiai allapotban az elsé ndvirag levélszintli friss levélkozépi mintdkat Abraxis ELISA
tesztcsomag segitsegevel mertik. Korulbelil 5 tonna/ha termésre beéllitva 130 kg N/ha
(NH4NO:s), 60 kg P20s/ha és 110 kg K>O/ha mitragyat adagoltunk, melyet az MTA Talajtani és

Agrokémiai Kutatointézete hatdrozott meg a vizsgalt talaj tdpanyagtartalmanak megfelelden.
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3.9. DAS-59122 kukorica kornyezeti kockazatelemzése nem célszervezeten

3.9.1. A DAS-59122 GM kukorica termesztése

A kornyezeti hatasvizsgalat a Pioneer Hi-Bred International Inc. (Ankeny, 1A USA)
megbizasaval valosult meg, aki biztositotta a vetdbmagokat, illetve a szilkséges felszerelések
beszerzését. Az altaluk biztositott vetdmagok az alabbiak voltak: DAS-59122 GM kukorica és
PR36D79 kozel izogenikus vonala, tovabbd PR36V52, PR37NOl és PR37M34 (Ribera)
hibridfajtak. A vizsgalatok szabadféldi korilmények kdzott valdsultak meg Julianna-majorban
(Nagykovécsi, Magyarorszag), az MTA NKI Okotoxikoldgiai és Kornyezetanalitikai Osztalyan.
A magokat minden esetben 25 cm-es t6tavval és 70 cm-es sortavval vetettik. A vetések

alkalmaval a GM kukoricak koré 6 sor szegélyt ltettiink nem GM fajtaval.

3.9.2. A hétpettyes katicabogéar (Coccinella septempunctata L.) tenyészetben tartasa

A hétpettyes katicabogar levéltetveket fogyaszto, ragadozo szervezet, igy taplalasukra két
levéltetiifajt neveltink tveghazban. A zselnicemeggy-levéltetii (Rhopaloiphum padi L.) (1. kép)
tenyészetét arpan (Hordeum vulgare L.) neveltik. A ndvényeket haromleveles stadiumban
fertdztiik, majd az erre a célra kialakitott, haloval boritott ketrecben tartottuk (2. kép). A
tapvaltas okozta stressz elkerulése érdekében, minimum 10 nappal a kisérletek beallitasa el6tt az
arpan nevelt levéltetvek 500 egyedét szabadfdldi kukorica-tapnévényre vittik at. A zéldborso-
levéltetii (Acyrthosiphon pisum Harris) (1. kép) tenyészetét l6bab (Vicia faba L.) tApnovényen
neveltlik szintén haléval boritott ketrechen.

1. kép. A DAS-59122 GM kukorica hétpettyes katicabogar L1 és L2 larvaira és a nem
célszervezet teljes életciklusara gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran taplalékként nevelt
levéltetvek. Balra a zselnicemeggy-levéltett (R. padi L.) (forrés: http://www.pbase.com), jobbra

a zOldborso-levéltetii (A. pisum Harris) (forras: http://www.potatovirus.com).
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2. kép. A levéltetii-tenyészetek tapnovényei, balra az arpa (Hordeum vulgare, L.), jobbra a I6bab
(Vicia faba L.), illetve a tenyészet fenntartasara hasznalt, erre a célra kialakitott, haldval boritott
ketrecek (40x40x80 cm) (PIONEER HI-BRED INC. 2010).

A hétpettyes katicabogar tenyészetét okologiai gazdasagbol szarmazé feln6tt (imago)
egyedek begylijtésével inditottuk el (Fejér megye, Magyarorszadg). Az iiveghazba szallitott
egyedeket a 2. képen lathato ketrecekben neveltiik, melyekben a levéltetiivel fertézott arpa- vagy
l6babnévények voltak. Az imagok altal lerakott tojasokat eltavolitottuk a ketrecbdl, €s a
nevel6szobaban (L:D 16:8, 20°C) keltettiik. A kikelt L1 és L2 stddiumu larvédk egy részét a

kisérletekben hasznaltuk fel, masik részével a tenyészetet tartottuk fenn.
3.9.3. A hétpettyes katicabogar életciklus-vizsgalta

A hétpettyes katicabogar larvalis fejlddése fligg a hdmérséklettdl, illetve a fogyasztott
taplalék mindségétdl. Harom kiillonbozé hémérsékleten (allandd 20°C, allando 30°C, valtozd
18—30°C) vizsgaltuk a két tenyészetben tartott levéltetiifajnak (A. pisum, R. padi) a katicabogar
fejlodésére gyakorolt hatasat. A kisérletet 10-10 ismétlésben végeztik el fémvazra rogzitett
haloval boritott, in. cserépizolatorokban (magassag: 25 cm, atmérd: 10 cm) (3. kép), melyekbe a

frissen kelt L1-es larvakat egyesével helyeztik el.

3. kép. A héldval boritott cserépizolatorok alkalmasak egy cserépbe Ultetett ndvény teljes
izolalasara (PIONEER HI-BRED INC. 2010).
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Napfényspektrum-lampékat hasznaltunk mindharom hémérsékleten a névények normalis
fejlodése érdekében, a megvilagitas hossza nappalos (16:8) volt. A katicabogar larvak etetése ad
libitum volt, melyet minden nap ellendriztiink. A fejlodési iitemet a 20°C-0s és a 18—30°C-0s
beallitas esetében kétnaponta, mig 30°C-on naponta jegyeztik fel. A kisérlet végén a babokbol
kikelt, szklerotizalodott (feddszarny megkeményedése) és melanizalodott (végleges szinezet
kialakuldsa) iméagok tdmegét mértiik. Utobbi két folyamat meglehetds gyorsasaga (1-2 6ra) miatt
a kikelés utan a tdmegmérésig a felnétt egyedek nem kaptak taplalékot, igy az Osszehasonlitas

lehetséges volt.

3.9.4. Taplalékfogyasztas

A vizsgélat célja az volt, hogy a meghatarozzuk a katicabogar larvalis fejlédése soran
elfogyasztott levéltetvek szamat annak érdekében, hogy a kés6bbi kisérleteink soran a megfeleld
mennyiségii taplalékot tudjuk biztositani a fejlodé egyedeknek (pl.: ad libitum etetés). A
vizsgalat soran zoldborso-levélteti (A. pisum) L1 larvait, illetve a kisebb méretii zselnicemeggy-
levéltetti (R. padi) L4 larvait kindltuk fel a katicabogar-larvaknak. A tojasokbdl frissen kelt,
egyesével cserépizolatorba helyezett katicabogar-larvaknak naponta 20 L1 A. pisum és 30 L4 R.
padi levéltetvet adtunk. A napi ellenérzések soran nyomon kovettiik az elfogyasztott taplalék
mennyiségét, és ad libitum etetésnek megfeleléen emeltiik a napi adagot (V. tdblazat). Az
elfogyasztott levéltetvek szamolasa soran binokularis mikroszkop alatt szamoltuk a katicabogar-
larvak altal kiszivott egyedeket, melyek kutikulaja sotét, igy jol elkiilonithetd a levedlett, szinte
atlatszo kiiltakarotol. Meghataroztuk a teljes larvalis fejlodés alatt fogyasztott levéltetvek szamat,
illetve a larvastddiumonként fogyasztott prédadllatok mennyiségét. A  kisérletet
levéltetiifajonként 10-10 ismétlésben végeztik, 25+1°C-on és hosszu nappalos megvilagitas
mellett (L:D 16:8).

V. tablazat. A hétpettyes katicabogér taplalékfogyasztasanak vizsgalata soran, a kiilonb6z6

larvalis fejlédési stadiumokban (L1-L4) adagolt levéltetvek faja és szdma.

A katicabogar fejlodési L evéltetiifai Naponta felkinalt levéltetvek szama (db)
stadiuma eveltetufaj és fejlédési stidiuma
L1 A. pisum ~20L1
L2 A. pisum ~40 L1
L3 A. pisum ~60 L1
L4 A. pisum ~100 L1
L1 R. padi ~30 L4
L2 R. padi ~40 L4
L3 R. padi ~70 L4
L4 R. padi ~120 L4
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3.9.5. A Cry34/35Abl-toxinok hatasa hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)

larvaira

A kétéves vizsgalat elsé évében a DAS-59122 GM kukorica és kozel izogenikus
vonalanak (PR36D79) katicabogar L1 és L2 stddiumu larvaira gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
tritrofikus rendszerben. A kisérlethez 4-4 kisérleti parcellat vetettink, egyenként 10 x 10 m
nagysagu teriileten. A bedllitasok sordn a megfelelé kukorican el6nevelt zselnicemeggy-
levéltetvek szolgaltak taplalékul a neveldszobaban keltetett L1 és nevelt L2 larvaknak.

Az L1 larvak vizsgalata soran 4 kiilonb6z6 taplalék-kombinaciot kinaltunk fel a larvak
szamara: levéltetli + pollen, csak pollen, csak levéltetd, illetve mindkettd hidnya. A szabadfoldon
termesztett kukoricak kozul, Kisérleti parcellanként 7 GM és 7 kozel izogenikus kukoricat
izolaltunk teljesndvény-izolatorral (magassag: 5 m, atmérd: 0,5 m ) (4. kép balra), melyek kozul
2-2 még a cimerhanyas elotti fejlettségi allapotban volt, 5-5 t6 pedig a VT fenologiai
stddiumban. Az izolalt novényekre 3 levélszinten (cimer alatti levélszint, elsé ndvirag melletti
levélszint, legalsé z6ld levélszint) dsszesen 21 levéltetii-izolatort (4. kép jobbra) helyeztiink el a

levelek fonékjara.

4. kép. Balra a teljesnéveny-izolator, mellyel minden kisérletbe bevont kukoricaegyedet

izolaltunk; jobbra a levéltetii-izolator, melyet a hétpettyes katicabogar L1 és L2
larvastadiumainak vizsgalata soran alkalmaztunk a levéltetvek és a katicabogar larvak
izolalasahoz (PIONEER HI-BRED INC. 2010).

Izolatoronként 2 R. padi szarnyatlan néstényt helyeztiink el egy héttel a kisérlet el6tt. A
ndstények utddprodukcidja sok esetben nem volt megfelelé a kisérlet beallitasdhoz, ezért a
szabadf6ldon, a megfeleld kukoricafajtan nevelt tenyészetbdl 5 szarnyatlan néstényt és 10 L1-L4
larvat helyeztiink a levéltetli-izolatorokba egy héttel a beallitas el6tt. A pollent is tartalmazo

kezelésekben ecsettel nedves szlirOpapirra vittik fel az adott levélszintnek megfeleld
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pollenmennyiséget: 800—1000 pollen/cm? a cimer alatti levélszinten, 500—600 pollen/cm? az
elsd névirag melletti levélszinten, illetve 200—300 pollen/cm? a legalsd zold levélszinten. Az
ecsettel  kiszort pollenmennyiségeket minden esetben mikroszkop alatti  szamoléssal
ellendriztiink. A kisérlet beallitasakor minden levéltetii-izolatorba 1 L1 stadiumd katicabogar-
larva keriilt. Négy nappal késébb az izolatorokat hordozé leveleket levagtuk a novényekrol, és a
laboratériumban mortalitast, fejlettségi stddiumot, illetve az elfogyasztott levéltetvek szamaét
jegyeztik fel. Az eredményeket normalitasvizsgalat utdn egyutas variancianalizissel (ANOVA)
és Tukey post hoc teszttel, illetve t-teszttel ertékeltik.

A masodik kisérletben mindkét kukoricafajta L2 larvakra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A
levéltetti-izolatorokat az L1-es vizsgélatban részletezett 3 levélszinten, kukoricafajtanként 21
egyeddel helyeztik el, a levelek szini részén. A korabbi tapasztalatoknak megfeleléen ezen
vizsgalat esetében is egy héttel a katicabogar-larvak kisérletbe vonasa elétt 5 R. padi szarnyatlan
ndstényt és 10 L1-L4 stadiuma larvat helyeztiink az izolatorokba. A neveld szobdban frissen kelt
L1 larvakat 20°C-on, L:D 16:8 megvilagitdas mellett neveltik, és vedlés utdn vontuk be a
kisérletbe. Ezen vizsgalat sordn nem vizsgaltunk kiilonboz6 taplalékkombinaciokat: a larvak
minden esetben R. padi levéltetvet és a levél felszinén el6forduld, természetesen szorodo
pollenmennyiséget fogyasztottak. A kisérlet beallitasa el6tt polleneloszlast szamoltunk a
vizsgalatban haszndlt levélszinteken. Harom nap elteltével, a kisérlet értékelésekor az L2 larvak
mortalitasat, az elért larvastadiumokat, illetve az elfogyasztott levéltetvek szamat hataroztuk meg
binokularis mikroszkop alatt. A statisztikai elemzés soran a szignifikans kilonbségeket egyutas

variancianalizissel (ANOVA) és Tukey post hoc teszttel hataroztuk meg.

3.9.6. A Cry34/35Abl-toxinok hatasa hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)

teljes egyedfejlodésére, illetve szaporoddsara

A szabadfoldi kisérlet soran, szintén tritrofikus rendszerben vizsgaltuk a Cry34/35Abl-
toxinokat termelé DAS-59122 GM kukoricanak, kdzel izogenikus vonalanak (PR36D79), illetve
harom egyéb hibridnek (PR36V52, PR37N01, PR37M34) a hétpettyes katicabogar teljes
¢letciklusara gyakorolt hatdsat, a tojasbol vald kikeléstdl az imagova fejlédésig. A ndstény
egyedek termékenységét (fertilitas) és tojasrakasi sikerességét (fekunditas) is 6sszehasonlitottuk
a kukoricafajtak esetében, mint szaporodast meghatarozé tényezoket. A kisérleti parcellak ebben
az esetben is az MTA NKI Okoldgiai Kisérleti telepén, Julianna-majorban (Nagykovacsi,
Magyarorszag) kerultek kialakitasra, Wintersteiger szemenkénti precizios vetégéppel. A 5
kukoricafajtat 4-4, egyenként 14,25 m x 14,25 m nagysagu parcellakba Gltettik. A fajtak

elosztasa a 20 kisérleti parcella kozott véletlenszerlien tortént. A parcellak kozott 1,5 m széles
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izolacios folyosot hagytunk, a teljes teriilet koré 6-8 sor DK440 hibridkukoricat vetettlink
szegélysavnak (5. kep).

i 3 i i" AR

5. kép. Légi felvétel az MTA NKI Okoldgiai Kisérleti telepén, Julianna-majorban (Nagykovacsi,

Magyarorszag) kialakitott kisérleti parcellakrol. A kisérlet soran DAS-59122 GM, kozel
izogenikus vonala (PR36D79), illetve tovabbi 3 hibrid (PR36V52, PR37N01, PR37M34)
parcellai kertltek kialakitdsra (PIONEER HI-BRED INC. 2010).

Teljesndvény-izolatorok segitségével parcellanként 2-2, azaz kukoricafajtanként dsszesen
8-8 ndvényt izolaltunk a pollenszorasi fejlodési stadium el6tt. A ndvényeket a parcellak kozepén
jeloltik ki, hogy elkeriiljiik a fellépd szegélyhatasokat. Az izolalt novényeket az {iveghdzban
fenntartott R padi-tenyészetbdl korilbelil 500-500 egyeddel fert6ztink csdizolatorok
segitségével. Az erdsen fertdz6dott arpaleveleket a csdizolatorokba helyeztiik, majd a kisérletben
résztvevl kukoricak cs6kezdeményeire, illetve az ahhoz tartozd levélre huztuk (6. kép). A
csoizolatorokat nem rogzitettiik a szdrhoz semmilyen modon, lehetdséget adva igy levéltetvek

elterjedésének az izolalt névényen.

6. kép. A kukoricak levéltetiivel valo fertézésekor hasznalt csbizolatorok (PIONEER HI-BRED
INC. 2010).
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Az izolalt novények csOkezdeményei €s a hozzajuk tartozd levelek 2 hét utan teljes
fertdzottséget értek el, igy a csoizolatorokat eltavolitottuk. Egy héttel késobb minden izolalt
novényre 20-20, frissen kelt, a genetikai valtozatossag érdekében minimum harom kiilonb6z6
tojascsomobdl szarmazd, L1 stddiumu katicabogar-larvat helyeztink ki. A larvakat finom
ecsettel, egyesével raktuk ki a kukorica levéltetvekkel erésen fert6zott részére (7. kép). A kirakas
mar a kukorica pollenszorasi fazisanak végén tortént, igy a kisérletben résztvevd egyedek

taplalékaként a pollen is jelen volt.

s,
4 250
7. kép. Az életciklus-vizsgalat soran az L1 stddiumu katicabogér-larvakat a kukorica erdsen
fert6zott részére (csuhélevél, bibe) raktuk ki (balra) finom ecset segitségevel (jobbra)
(PIONEER HI-BRED INC. 2010).

8. kép. Az életciklus-vizsgalat utdn behozott teljesndévény-izolatorok feldolgozésa soran az
imago katicabogar-egyedeket kezelésenként kiilon 6sszegyjtottiik (balra), tomegmérés és
ivarmeghatarozas utan egy ndstény és két him egyedet raktunk levéltetiivel fertdzott
kukoricacsdvekre. A kukoricacséveket Erlenmeyer-lombikokba tettilk, majd haléval izolaltuk
(jobbra) (PIONEER HI-BRED INC. 2010).
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A Kkaticabogar-larvak babozodasaig, majd az imagok keléséig ket hét telt el. Két héttel a
kelést kovetéen az izolalt novényeket a laboratoriumba szallitottuk. A katicabogar-imagokat
Osszegylijtottiik az izolatorokbol, majd meghataroztuk minden egyed tomegét, illetve ivarat. A
termékenységi (fertilitds) ¢és tojasrakasi sikerességi (fekunditas) vizsgéalathoz a megfeleld
kukoricafajtak érett csoveit, az azokat boritd csuhéleveleket, illetve a z6ld levelet R. padi
levéltetiivel fertdztiik. A fertdzott novényi részt Erlenmeyer-lombikba helyeztik, majd haloval
boritottuk (8. kép). Minden Erlenmeyer-lombikban 1év6 kukoricara, azonos kezelésbdl szarmazo
1 néstény és 2 him hétpettyes katicabogar-imagot raktunk.

A tojasrakast naponta ellendriztiik, a lerakott tojascsomok méretét meghataroztuk, majd
Petri-csészében a nevelészobaban (L:D 16:8, 20°C) keltettiik. Kelést kovetden feljegyeztik a
kikelt egyedek szamat. Minden tojascsomo egy adott ndstényhez tartozott, igy a fekunditas
ndstény egyedekre visszavezethetd volt.

A Kkisérlet szabadfoldi (kukorica fert6zése levéltetiivel, katicabogar-larvak Kkirakasa,
fejlodése) és laboratoriumi (fertilitas és fekunditas vizsgélata) szakaszainak lépéseit a sematikus

9. 4bra foglalja 6ssze:

A

2011 W Rfenologiai
! stadiomu

kukorica izolalt

fertozése katicabogar S kukoricak
R.padi larva TEPTIRN SN szallitasa a
levéltetiivel izolatorokba  gosqe. Ot afertézése  4pjapot kifejlett laborba
helyezése Jodese R padi felnott
: levéltetiivel egyedek

szabadfoldi fazis
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1 him és 2 nostények tojascsomok szamlalasa
parogitasa

ivarmeghatarozas
sulymeérés

laboratoériumi fazis

9. abra. A szabadf6ldi és laboratériumi szakasz f6 1épései a teljes életciklus-vizsgalat soran.

A kisérlet soran a kukoricandvények R1 és R2 fejlédési stadiumaban levél-, levélhively-
¢s pollenmintdkat gyiijt6ttiink, melyekben immunanalitikai eljarassal meghataroztuk a
egyedet a laboratériumba széllitottunk, majd az els6 ndvirag szintjén 3—5 cm széles savot
vagtunk ki a z6ld levéllemez, illetve a levélhiively k6zépso részébdl. A pollenmintédkat 50 cm x
50 cm méretli papirzacskokba gyiijtottiik reggel, mielétt a cimerek elszortdk volna a friss
pollenszemeket. A mintakat folyékony nitrogénben fixaltuk, majd liofilizalas utan (5-shelf Apha
12LD) a mérésig -20°C-on taroltuk. A mintdk tomegét friss és liofilizalt allapotban is
feljegyeztuk. A toxinkoncentriciot a 3.6. fejezetben bemutatott ELISA eljaréssal hataroztuk
meg. A minta-el6készités soran a pollen és zold levél esetében 100 mg, a levélhively esetében
300 mg liofilizalt mintat 6 ml foszfatpufferben — mely 0,05% Tween 20 detergenst tartalmazott —
extrahaltuk, majd 4000 fordulatszdmon, 10 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A feluliszé
toxintartalmat PBST pufferben vald higitas utdn meghataroztuk.

Az adatok statisztikai elemzését normalitasvizsgalat utan (Shapiro—-Wilk-teszt, p=0,05)
faktorialis egyutas varianciaanalizissel (p=0,05) és Tukey post hoc (p=0,05) teszttel végeztik,

ahol a faktor az imago katicaegyedek ivara volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. A CrylAb-kimutatasara alkalmas, kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA

“ 7=z

Az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag és az EnviroLogix CrylAb/Ac
QuantiPlate altal biztositott standard oldatokkal felvett linearis kalibraciot (0—4 ng/ml Abraxis és
0—5 ng/ml EnviroLogix esetében) hasonlitottuk a szendvics tipusut ELISA rendszerekre
jellemzd, négyparaméteres szigmoid gorbével valo kalibraciohoz. Az 6sszehasonlitd vizsgalatok
soran az Abraxis Inc., a Szent Istvan Egyetem MKK Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi
Tanszek és a Kanadai Nemzeti Kutatasi Tanacs Biotechnoldgiai Kutatdintézete altal biztositott
analitikai  CrylAb-standardoldatokkal vettiik fel a szigmoid gorbéket 0—50 ng/ml
koncentraciotartomanyban. A mérésekhez minden esetben az Abraxis ELISA tesztcsomag
mikrotiterlemezét hasznéltuk. 37 fliggetlen mérés soran megéllapitottuk, hogy a tesztcsomag
altal biztositott standard oldatokkal felvett kalibralo egyenes jol reprodukalhatd, az é&tlag
normalizalt egyenes regresszios koefficiense (R?) 0,997 volt, mely az egyes mérések soran 0,964
és 0,999 kozott valtozott (10. abra).
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10. abra.. Az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA teszcsomag altal biztositott standard oldatokkal 37
fliggetlen merés soran felvett, atlagos kalibral6 egyenes.

A kimutatasi hatar 0,125 ng/ml a kereskedelmi tesztcsomag altal biztositott standard
oldatokkal felvett linearis regressziot alkalmazva. A 3 kiilonbozé forrasbol szarmazo CrylAb-
toxinnal felvett szigmoid gorbék ICso-értékei nem kilonboztek egymastol (VI. tablazat). A

Kimutatasi hatar mindharom toxinforras esetében 5 ng/ml volt.
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VI. tablazat. Az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag alkalmazasaval kapott szigmoid

gorbék paraméterei és ICso-értékiik. A gorbéket 0—50 ng/ml koncentracidtartomanyban vettiik
fel.

tesStI;:Is?)gag analitikai standard forrasa ICso (ng/ml)
Abraxis Abraxis Inc. 12,28+0,53
Abraxis Szent Istvan Egyetem 12,61+0,63
Abraxis Kanadai Nemzeti Kutatasi Tanacs Biotechnoldgiai Kutatdintézet | 13,25+0,37

Egyltt abrazolva az Abraxis ELISA tesztcsomag altal biztositott standard oldatokkal
felvett linearis és a rendszerre jellemzé szigmoid kalibrald gorbéket lathato, hogy a tesztcsomag
egyenese a szigmoid gorbe alsé gorbiletére esik. A 4 ng/ml koncentracié még a kozel egyenes
szakaszon helyezkedik el, azonban az alacsonyabb koncentraciok mar nem. Agdia és
EnviroLogix tesztcsomagok vizsgalatakor a szigmoid gérbéket minden esetben az Abraxis Inc.
cégtél vasarolt CrylAb-toxinnal vettik fel, majd ICso-értékiiket hasonlitottuk az Abraxis
tesztcsomag esetében tapasztalt ICso-értékhez (VII. téblazat). A szigmoid gorbéket és a
tesztcsomagok altal biztositott standard oldatokkal felvett linearis regresszid elhelyezkedését a

11. dbra szemlélteti.
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11. dbra. Az Abraxis Inc. CrylAb analitikai standard-jével felvett szigmoid gorbék az Abraxis
Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag (#PN 51001, Warminster, PA, USA) (#), az Agdia Bt-

CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag (#PSP 06200, Agdia Inc., Elkhart, IN, USA) (V) és az
EnviroLogix CrylAb/Ac QuantiPlate (#AP 003; Portland, ME, USA) ( A) esetében. A négyzet
jeloli a gyartok altal biztositott standard oldatokkal felvett linearis kalibracid helyzetét a
szigmoid gorbén, mely Abraxis esetében 0—4 ng/ml, EnviroLogix esetében 0—5 ng/ml

koncentraciotartomanyt jelent.
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VII. tablazat. Az Abraxis Inc. CrylAb analitikai standardjével felvett szigmoid gorbék 1Cso-
értékei az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag, az Agdia Bt-CrylAb/Ac ELISA

tesztcsomag és az EnviroLogix CrylAb/Ac QuantiPlate esetében.

tesstlglsiﬁag analitikai standard forrasa ICs0 (ng/ml)
Abraxis Abraxis Inc. 12,28+0,53
Abraxis Abraxis Inc./BSA 1,76+0,06
Agdia Abraxis Inc. /BSA 3,34+0,20

EnviroLogix | Abraxis Inc. /BSA 7,5+0,57

A kimutatas lehetséges analitikai torzitasanak fontos tényez6i a Cry-toxinok
bomlékonysaga és jelentds feliileti megkotddd képessége (adszorptivitasa). Annak érdekében,
hogy az analitikai standardban (illetve a mintakban) a CrylAb-toxin célvegyulet koncentracioja
az ELISA kivitelezése soran ne csdkkenjen, a standard oldatokat (és mintakat) hiitve sziikséges
tarolni, s a beméréseket minél rovidebb id6 alatt sziikéges végezni. Annak érdekében, hogy a
standard- és minta-el6készitési 1épések soran a Cryl Ab-toxin a taroloedények (pl. Eppendof-csd)
falara torténd megkdtddését visszaszoritsuk, a standard oldatokhoz indifferens stabilizald fehérje
(fetélis borjuszérum-albumin, BSA) hozzaadasa célszeri (FERNANDO RUBIO, Abraxis Inc.,
védofehérjeként torténd hozzdadasa a kimutatést jelentdsen javitotta (hétszeres javulds az ICso-
értékben (VII. tablazat).

A kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztcsomagok altal biztositott standard
oldatokkal felvett kalibréacids tartomany a rendszerre jellemz6 szigmoid gorbével meghatarozott
Kimutatasi hatar alatt biztosit mennyiségi meghatarozast, ez azonban analitikai szempontbdl igen
jelentés kompromisszumot tikrdz. Habar a kimutatési hatéar a kivitelezés pontossagéatol fligg, az
alkalmazott kalibracios gorbe befolyasolhatja annak mértékét. A gyartok altal biztositott standard
oldatokkal felvett linearis kalibraci6 meredeksége nem olyan nagy, mint a szigmoid gorbe
esetében a kozel egyenes szakaszon, igy a hattér ugyanakkora szérdsa mellett is magasabb
kimutatasi hatart kapunk szigmoid gorbeillesztés esetén, mint a linearis kalibracional. igy
tulajdonképpen indirekt médon, a gyartok a lineéris kalibracio alkalmazasaval csokkentik a
kimutatasi hatart. Annak érdekeben, hogy az adott ELISA tesztcsomag minél tobbféle — csekeély
Bt-toxintartalmi — ndvényi mintaban is alkalmazhaté legyen, a forgalmazok a linearis
kalibracidval a kimutatasi hatart mind alacsonyabb értékre allitjak be. Azonban a kereskedelmi
érdekeket tdmogatva a kimutatasi hatar ilyen mértékben valé csokkentése (linearis kalibracid
esetében 40-szer alacsonyabb, mint szigmoid gorbeillesztés esetében) a méres pontossagat

csokkenti, torzitasat pedig noveli.
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A Kkereskedelmi eljaras lineéris regressziojanak 4 vagy 5 ng/ml és 2,5 ng/ml
koncentracidju kalibral6 oldataink — melyek a szigmoid gorbe kozel linearis szakaszara esnek —
vonatkozd szamitott érték relativ hibaja 5,5%, illetve 5,4%. A mennyiségi meghatérozas relativ
hibaja a szigmoid alsé gorbiileti szakaszara esé kalibralé pontok esetében viszont 18,5% és
8722% voltak. A felvett szigmoid gorbek esetében a szamitott 1Cso-érték relativ hibaja 2,8—7,6%
kdzé esett. Ez is bizonyitéka annak az elméleti analitikai szempontnak, hogy a meghatérozas a
legpontosabb az 1Cso kozelében. Vagyis a kimutatdsi hatar csokkentésének ,,ara” a mérés
josagéanak csokkenése. Ezt mutatjak a kereskedelmi rendszerek belsd mindségellendrzése soran

kapott eredmények (Id. 4.2. fejezet) is.

4.2. CrylAb-toxin Kimutatdsara alkalmas, kereskedelmi forgalomban kaphat6 ELISA

rendszer belsé mindség ellenérzése

Az EnviroLogix CrylAb-toxin kimutatasra alkalmas ELISA  moddszerének
(CrylAb/CrylAc QualiPlate ELISA) bels6é mindségellendrzése soran a tesztcsomag Altal
biztositott pozitiv (C+) és negativ (C-) kontroll oldatok, illetve az EnviroLogix cégtél kiilon
visszavont EnviroLogix CrylAb/Ac QuantiPlate standard oldatai voltak) ismételhetdségét
ellenériztiik Shewhart-féle kétoldali atlagkartya segitségével. A pozitiv és negativ kontroll
esetében egyoldali terjedelemkartyaval ellendriztiik a fiiggetlen méréseink soran a lemezen belUli
ismételhetdséget.
abra mutatja be, jol szemléltetve a 4.1. fejezetben ismertetett analitikai szempontot a CrylAb-
meghatarozas soran. Az 5 ng/ml standard a szigmoid gorbe kozel egyenes szakaszanak also
részére esik (13. abra), igy ezen koncentracié kozelében a koncentraciomeghatarozas
megbizhatd. A kereskedelmi forgalomban kaphaté tesztcsomagok standard oldataival felvett
kalibral6 egyenes abréazolasakor az abszcissza lineéris, mig a szigmoid gorbe abréazolasakor
logaritmikus. A 13. abra mindkét gorbét logaritmikus skalaju abszcissza mellett abrazolja,

melynek célja az egymashoz viszonyitott helyzetlik szemléltetése.
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12. dbra. Az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate kalibral6 pontjainak (0,5, 2,5 és 5

“ s/

alkalmazasaval.
100 | E{
804
£
fa)
Q
5 60
1S
)
e ¢
“E 404 K
a ¥
Q *
Q 204 E
u
B 71_,,§
b TSR S : : :
0.001 0,01 01 1 10 100

CrylAb-koncentraci6 (ng/ml)

13. &bra. A lineréas (m) és szigmoid () kalibracios gorbék viszonya az EnviroLogix

CrylAb/CrylAc QualiPlate esetében logaritmikus skalaju abszcissza mellett abrazolva. A

kalibracids gorbéket a gyart6tdl vasarolt CrylAb-toxinnal vettik fel.
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A Shewhart-féle kartya is ezt tdmasztja ald: 36 fiiggetlen mérés soran a szamitott
koncentracié 4,96+0,27 ng/ml, a méréssorozat soran fellép6 relativ hiba 5,5%, mely az analitikai
mérések soran elfogadhaté mértékii. A 36 pontbdl egy sem esett kiviil a figyelmeztetési és
szabalyozasi hatarokon, a rendszer ezen standard oldat esetében statisztikai kontroll alatt volt.
Ugyanezt tapasztaltuk a 2,5 ng/ml standard esetében is, mely szintén még a szigmoid gdrbe
kozel egyenes szakaszara esik. A szamitott koncentracié ebben az esetben 2,54+0,14 ng/ml volt,
mely 5,4%-o0s relativ hibanak felel meg. A 0,5 ng/ml koncentrécié esetében azonban mar
tapasztalhaté volt az analitikai bizonytalansag. Harom pont esett a figyelmeztetési hatarokon
kiviulre, melyek kozil egy a szabalyozasi hataron is kivil volt. Ebben az esetben a rendszer nem
volt statisztikai kontroll alatt, igy az eredmények megkérdéjelezheték. A meghatarozott
szamitott koncentracidé 0,57+0,11 ng/ml, mely 18,5% relativ hibat jelent. Az egyedi mérések
soran a fellépd relativ hiba 0,0 és 141,4% kozott valtozott a mért OD szintjén, a szamitott
koncentraciok esetében -1326,9%—595,3% volt. A Shewhart-féle kartya értékeit mind az 5

vizsgélt pontra vonatkozdan a VIII. tablazat részletezi.

VIII. tablazat. A Shewhart-féle mindségellenérzo kartyak statisztikai paraméterei a vizsgalt
referencia CrylAb-oldatok esetében (0,5, 2,5 és 5 ng/ml koncentracidju standard oldatok, pozitiv
és negativ kontroll). Az els6 oszlopban a 36 fiiggetlen mérés soran mért, szamitott koncentraciok
atlagértékei lathatok (+szoras). A figyelmeztetési hatarok 2 szorasnyi, a szabalyozasi hatarok 3

szorasnyi tavolsagra vannak az atlagtol.

CrylAb-koncentracio (ng/ml)

felsd felsd also alsé
atlag szabalyozéasi | figyelmeztetési | figyelmeztetési | szabalyozasi

hatar hatar hatar hatar
St 0,5 0,57+0,11 0,89 0,78 0,36 0,25
St2,5 2,55+0,14 2,96 2,82 2,27 2,13
St5 4,96+0,27 5,78 5,51 441 4,14
C- 0,0009+0,0785 0,24 0,16 -0,16 -0,23
C+ 1,45+0,22 2,11 1,89 1,01 0,79

A negativ kontroll esetében, melynek nominalis ertéke 0 ng/ml, szintén 3 pont esett a
figyelmeztetesi hatarokon kivilre, kéziluk 1 pedig a szabalyozasi hataron is kival is (14. abra).
A 0,5 ng/ml koncentrécioju standard oldathoz hasonléan ebben az esetben is a pontok 91,7%-a

esett a figyelmeztetési hatarokon belil, igy a rendszer a negativ kontrollra nézve sincs statisztikai
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kontroll alatt. A szamitott koncentracioérték 0,0009+0,0785 ng/ml volt. Habar a nominélis 0,00
ng/ml koncentraciotol valo eltérés atlagosan csak a negyedik tizedesjegy szintjén jelentkezett, a
relativ tapasztalati szords 8722% volt. Ez a kiugréan magas hibatartomany azt mutatja, hogy
ebben a mindségi meghatarozasra alkalmas ELISA rendszerben a negativ kontroll alkalmatlan
referenciapontnak, és a nagy tapasztalati szoras eredményeként hamis negativ eredményt
szolgaltathat adott mérés sorén.

A pozitiv kontroll esetében 1 pont esett a szabalyozasi hataron kivil (14. abra), mely
alapjan a rendszert ebben az esetben is megbizhatatlannak kellene tekintentink. A kilégd pontot
eltavolitva a rendszerbdl, a negativ kontrollal ellentétben, tovabbi pontok nem estek sem a
figyelmeztetési, sem a szabalyozési hatarokon kivil, igy ez a pont nem szisztematikus hiba
része. A mérések utdlagos ellenérzése soran kiderult, a kiugré mérés alkalmaval pipettazasbol
eredé emberi hiba 1épett fel. A szdmitott koncentracié a pozitiv kontroll esetében 1,45 ng/ml volt
15,1%-o0s relativ hibaval (IX. tablazat). Az egyedi méréseknél jelentkezé hiba mértéke OD-
szinten 0,0%—14,1%, mig a szamitott koncentraciok szintjén 0,0%—28,8% Vvolt.

Az egyoldali terjedelemkartydk értékeit a IX. tablazat részletezi. Negativ kontroll
esetében az adott lemezen mért ismétlések kozott Kisebb eltérések adodtak, mint a pozitiv

kontroll esetében, azonban eldbbi esetben egy pont szintén Kivil esett a szabalyozasi hataron (14.

abra)
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14. dbra. Az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate tesztcsomag pozitiv (C, D) és negativ
(A,B) referenciaoldatainak belsé mindségellenérzése. Shewhart-féle atlagkartya (A, C) az adatok
eloszlasat vizsgalja az atlag koril, az egyoldali terjedelemkartya (B, D) az adott lemezen beliili

hibatartomanyok eloszlasat vizsgalja.
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IX. tablazat. Az egyoldali terjedelemkartyak statisztikai paraméterei a poztitiv és negativ kontroll
CrylAb-oldatok esetében. Az elsé oszlop a 36 fliggetlen mérés soran, a lemezen beliili
ismétlések kozott fellépd eltérések atlagat tartalmazza. A figyelmeztetési hatar 2 szorasnyi, a

szabalyozasi hatar 3 szdrasnyi tavolsagra van az atlagtol.

CrylAb-koncentracid (ng/ml)

eltérések atlaga szabaly,ozaSI flgyelqutete3|
hatar hatar
C- 0,01 0,09 0,06
C+ 0,03 0,10 0,08

A mennyiségi meghatarozasra alkalmas, kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA
tesztcsomagok esetében az altalunk vizsgalt 0,5 ng/ml koncentraciéju standard oldat esetében
tapasztalt analitikai megbizhatatlansag, a jelentkez6 magas tapsztalati szérasok a standard
oldatokkal felvett linearis regresszié paramétereit is befolyasolja. 36 fuggetlen mérés soran az
egyenesek meredeksége 0,36+0,05, mig a tengelymetszet 0,03+0,02 volt. A levélextraktumok
toxintartalmanak meghatarozasa soran, azonos minta-clokészitési eljaras és higitds mellett,
14,0%—52,5% relativ hibak adddtak, melyek a lineéris regresszid paramétereinek eltéréseibdl
erednek.

A mindségi kimutatasra alkalmas ELISA teszcsomagok estében kimutatasi hatar nem
értelmezhetd, a kapott mérési eredménybdl csupén jelenlét/hiany valaszt kapunk. A belsd
mindségellenérzés sordn megallapitottuk, hogy a negativ kontroll referenciaként vald
alkalmazésa statisztikailag bizonytalan. Bizonyos, hogy egy anlitikai meghatarozas soran az
alacsonyabb koncentraciok meghatarozasa nagyobb tapasztalati szoréassal jar, az eredmények
azonban arra is ravilagitottak, hogy olyan esetben, ahol csak negativ és pozitiv
referenciaoldatokat biztosit a tesztcsomag, a kimutatas magas tapasztalati szords mellett nem

megbizhato.
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4.3. CrylAb-toxin kimutatasara alkalmas ELISA rendszerek dsszehasonlitdsa kérméreses

vizsgalat keretében

4.3.1. K6z0s protokoll

A kormérés sordn a kozos protokollal val6 mérésnél a standard gorbét aktivalt CrylAb-
toxinnal vettuk fel, 15 pontban, 0,01-50 ng/ml koncentraciétartomanyban. A kalibracios gorbét,
mely a szendvics tipusit ELISA rendszerekre jellemzd négyparaméteres szigmoid gorbe,
foszfatpufferben és a kozel izogenikus kukoricavonal levélszovetében is minden résztvevd
laboratorium felvette (15. abra). A fliggetlen mérések soran nyert standard gorbéket az egyes
laboratériumokon belll &tlagoltuk, majd a laboratériumok kozott a mért OD-értékek
normalizalasaval hasonlitottuk dssze. A mérések soran néhany esetben a legmagasabb (50 ng/ml)
masodik legmagasabb (20 ng/ml) standard oldatot tekintettiik a szigmoid gorbe felsé platdjaként.
A gOrbék abrazoldsa soran lathatd, hogy a résztvevd laboratoriumok mindegyikében jol
reprodukalhato volt, illetve a laborok k6zott sem volt kilonbség. Az analitikai meghatarozas a
gorbe kozel egyenes szakaszan a legmegbizhatobb, igy a 10, 50 és 80%-0s normalizalt
koncentracioértékeknek megfeleld 0,56, 4,4 and 10 ng/ml koncentriciokndl mért értékeket
hasonlitottuk 6ssze. Az ICso-értékek 3,19+0,23, 4,92+0,12, 4,01+0,10 és 3,98+0,17 ng/ml voltak
sorrendben a Labl, Lab2, Lab3 és Lab4 esetében. A statisztikai vizsgalat soran nem talaltunk
szignifikans eltéréseket a foszfatpufferben felvett standard gorbék kdzott. Ez azt jelentette, hogy
a kormérés soran a résztvevd laboratoriumok egyforma mddon mérték a kalibraciés gorbe
kalibraciébdl eredtek. A kodzel izogenikus levélmatrixban felvett standard goérbe sem kilénbdzott
a pufferben felvett gorbétdl, igy a GM kukoricdk mérése soran nem kellett matrixhatassal

szamolnunk.
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15. &bra. A kérmérés soran a kozos protokoll esetében felvett normalizalt standard gorbék a

résztvevo laboratoriumokban: Labl —m,Lab2 —e, Lab3 — A ésLab4— V.

A MON 810 genetikai eseményt hordoz6 kukorica standard levélmintaiban (,,A”, ,,.D”,
,F7és L), a kozos ELISA protkollal mért CrylAb-toxinkoncentraciok értékeit (atlag+szoras) a
X. tdblazat mutatja be. A tablazat utols6 oszlopa az egyes laboratériumokban mért koncentraciok
atlagat (laboratériumok kozotti atlag) tartalmazza, az egyes laboratériumok esetében a zéaréjelben
talalhatd %-os érték, pedig az ezen atlagtol valo eltérést. A laboratériumok kozott atlagtol valo
eltérés -33,5% (Lab3, ,,A” jelti minta) és +60,1% (Lab4, ,,.D” jelii minta) k6z6tt valtozott, vagyis
az egyes laboratériumokban mért koncentracidk a kozos atlag kétharmada és masfélszerese
kozott valtoztak. A statisztikai elemzés is szamos esetben szignifikans kuldnbségeket
eredményezett, bar az eltérések nem voltak konzekvensek az egyes mintak esetében. Az ,,A” jelti
minta esetében a Labl (12,17+£91,77 ug/g) és Lab2 (11,66+0,75 ug/g) statisztikailag hasonld
CrylAb-koncentracidt hatarozott meg, mig a Lab3 (8,34+1,40 ug/g) szignifansan alacsonyabb, a
Lab4 (19,67+1,59 pg/g) pedig szignifikansan magasabb értékeket. A ,,D” jelii minta mérésekor
mind a négy laboratérium egymastol eltéré koncentraciokat hatarozott meg. Az ,,F” minta
esetében nem talaltunk szignifikans eltérést a Lab3 (29,18+3,96 pg/g) és Lab 4 (29,03+1,35
Mg/g) esetében, mig a Labl (19,74+1,13 pg/g) jelentésen alacsonyabb értékeket mért. Az ,,L”
mintara vonatkozoan a Labl altal mért 49,05+2,15 ug/g és a Lab3 altal mert 55,67+6,66 ug/g
koncentraciok szignifikansan nem kiilonboztek, ezzel szemben a Lab4 83,37+7,10 ug/g értéket

hatarozott meg.
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X. tdblazat. A kdzos ELISA protokollal meghatarozott CrylAb-koncentracié a MON 810

GMKkukorica standard levélmintaiban az egyes laboratériumokban

Cry1Ab-koncentrécié (ug/g)

minta kodja Labl Lab2 Lab3 Lab4 laborok
kozotti atlag

N 1217177 | 11.66%0,75 | 834+140 | 19.67+159
A (-2.9%)* ba** | (-7.0%)ba | (-33,5%)an | (+56,9%)ca | L2OHE3

N 17,3240,07 | 14324088 | 1053105 | 24.44%089
»D (+134%) co | (-6.2%)bp | (-31.0%)ap | (+60,1%)dp | L2058

. 19,74+1,13 . | 2918+396 | 29,03%1,35
oF (-28,9%) a na (+5,1%) b | (+45%) b | 2770F429

N 49,05+2,15 55 676,66 | 83,37+7.10
oL (-32,5%) a na (-234%) a. | (+14,8%)c. | '2OAELNT3

* a laborok kozotti atlagtol (utolso oszlop) valé relativ eltéres
** a kiilonb6z6 kisbetiik egy mintara vonatkozodan szignifikéns eltérést jelentenek

*** nincs adat

A fiiggetlen mérések eredményeib6dl adott mintara vonatkozdan az egy lemezen mért
triplikatumokon belili, a lemezek kozotti, az adott laboratériumon belili és a laboratériumok
kozotti hibdk mértékét hataroztuk meg, melyeket a relativ tapasztalati szérassal (standard
deviation, SD) és a becslés hibajanak relativ nagysagaval (standard error, SE) jellemeztiink (XI.
tablazat).

Az adott lemezen mért triplikdtumokon beliil jelentkezd hibak a pipettazas pontossagat és
megbizhatosagat tikrozik. Az SD-értékek a triplikatumok esetében 0,4—7,0%, 0,0—4,7%,
0,3—10,5% ¢és 0,1—7,7% kozott alakultak rendre a Labl, Lab2, Lab3 és Lab 4 esetében.
mindGssze egy esetben (Lab3, ,,L” jelii minta) tapasztaltunk kiugrd, 10,5%-0s hibat, mely azt
jelenti, hogy ezen a szinten az alkalmazott ELISA eljaras soran az egyes laboratoriumok Kis
hibahatarok kozott vitték fel az adott mintat az egyes lemezekre. A mérés hibaja ezen a szinten
az analitikai mérések soran elfogadott hibahatarok kézott mozgott.

Az adott laboratériumon bellli fliggetlen mérések, vagyis a lemezek kdzotti hiba mértéke
minden esetben a triplikatumok esetében tapasztalt hibahatarok k6zott maradtak, kivéve ,,F”
minta esetében a Lab3 és Lab4, illetve a ,,D”” minta Lab4 mérései soran. A minden esetben 10%

alatti hiba az ELISA protokoll j6 ismételhetdségét mutatja.
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XI. tablazat. A kozos ELISA eljaras alkalmazasa soran fellép6 hibak (relativ tapasztalati szoras,

%SD és a becslés hibajanak relativ nagysaga, %SE) mértéke.

minta hiba forrasa ? Lab1 Lab 2 Lab 3 Lab 4
kddja %SD (%SE) %SD (%SE) %SD (%SE) %SD (%SE)
LA”  triplikdtum 0,8—6,5 0—4,4 1,4—2,9 0,1-1,4

(0,4—3,7) (0—2,5) (0,8—1,7) (0,1—0,8)
lemezek kozott 5,0 (3,6) 0,6 (0,4) 2,7 (1,6) 4,6 (3,2)

laboron belul 14,5 (3,2) 6,4 (1,2) 16,8 (4,0) 8,1(2,1)
laborok kozott 31,6 (3,5)
,D”  triplikdtum 1,2—7,0 0—4,7 0,3—4,2 0,8—1,8

(0,7—4,1) (0—2,7) (02—2,4)  (0,4—1,0)
lemezek k6z6tt 3,3 (2,3) 46 (2,7) 2,3 (13) 43(3,0)

laboron belil 5,3(1,2) 6,1 (1,2) 9,9 (1,9) 3,6 (1,0)
laborok kozott 29,9 (3,2)

»F’ triplikatum 0,4—0,6 n.a. 0,6—3,7 0,9—2,5

(0,3—0,4) (0,3—2,2) (0,5—1,4)

lemezek kozott — n.a. 6,2 (3,6) 4,0 (2,3)

laboron belil 5,7 (2,3) n.a. 13,6 (3,2) 4,6 (1,1)
laborok kozott 15,5 (2,4)

L7 triplikatum 0,6—2,4 n.a. 0,8—10,5 0,6—7,7

(0,3—1,4) (0,5—6,1) (0,4—5,5)

lemezek kozott — n.a. 2,8 (1,6) 6,6 (3,8)

laboron belil 4,4 (1,8) n.a. 12,0 (2,9) 8,5 (1,5)
laborok kozott 22,5 (3,0)

Az adott laboratoriumon belll ad6dd hibak mértéke, mely egy tipusi minta 6sszes mért
eredményére vonatkozik, mar magasabb eltéréseket mutat. Labl esetében 4,4—14,5%, Lab2
esetében 6,1—6,4%, Lab3 esetében 9,9—16,8% és Lab4 esetében 6,3—8,5% kozott valtoztak a
relativ hibaértékek mintétol fiiggden.

A négy laboratorium eredményeit dsszesitve az A jelll minta esetében 31,6%, a ,,D” jelii
mintanal 29,9%, az ,,F” mintanal 15,5% és az ,L.” mintanal 22,5% relativ hiba adddott a
CrylAb-koncentracié meghatarozasa soran.

4.3.2. Sajéat protokoll

A kozos protokoll mellett a Labl, Lab3 és Lab4 sajat ELISA modszerével is megmérte a
vizsgalatban résztvevé MON 810 kukoricalevelek CrylAb-toxintartalmat. A sajat protokollok
eredményeinek eltéréseit a k6zos modszerhez képes a XIll. tablazat részletezi (atlag+szoéras), a
tablazatban a zarojelben 1évo relativ értékek az ugyanabban a laboratériumban, a kozos ELISA
modszerrel mért atlageredményektdl valod eltérést mutatja. A statisztikai elemzés eredményet,
vagyis, a probastatisztikak p értékét is bemutatja a tablazat. Szignifikans volt az eltérés p<0,01

esetén.
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. .- Cry1Ab-koncentréci6 (ug/g)
minta kodja Labl Lab? Lab3 Lab4
13,07+£1,08 15,93+3,39 5,10+1,57
LA (+7,5%)* n.a. (+91,7%) (-74,1%)
p=0,1661** p<0,0001 p<0,0001
17,05+1,72 21,89+5,24 5,00+£1,52
,D” (-1,5%) n.a. (+107,8%) (-79,5%)
p=0,5828 p<0,0001 p<0,0001
39,64+3,96 11,86+3,28
»F” n.a. n.a. (+35,9%) (-59,1%)
p<0,0001 p<0,0001
80,41+29,17 26,28+5,13
L n.a. n.a. (+44,4%) (-68,5%)
p=0,0022 p<0,0001

* a kozos ELISA protokollal meghatarozott koncentracioértékek laborok kozotti atlagatol
(tAblazat utolsé oszlop) valo relativ eltérés
** a relativ eltérés statisztikai mértéke, a kiilonbség szignifikans p<0,01 esetben

Az 16. dbran 0sszesitve lathatok a kozos és sajat protokollal mért CrylAb-koncentraciok
eredmeényei. A Labl statisztikailag ugyanazt a koncentraciot mérte az ,,A” és ,,D” jelii mintak
esetében, mely eredmény egyértelmiien mutatja, hogy a kozos ELISA rendszerben hasznalt
foszfatpuffer lecserélése bikarbonatpufferre nem befolyasolta a mérés eredményét. Ezzel
szemben a Lab3 szignifikansan magasabb CrylAb-toxinkoncentracidkat mért a sajat eljarasaval,
mint a kozos protokollal. Ezen tilmenden a relativ tapasztalati széras (%SD) jelentésen
magasabb volt a sajat protokoll esetében, mely azt a tényt erdsiti, hogy a k6zds ELISA eljaras
megbizhatobb és reprodukalhatobb adatokat eredményez, mint a Lab3 sajat modszere. Ennek
magyarazata, hogy a kérmérés sordn minden laboratérium altal alkalmazott kz6s protokoll a
Lab3 sajat prtokolljanak optimalizalt verzidja volt. A Lab4 mind a négy standard minta esetében
szignifikansan alacsonyabb CrylAb-toxinkoncentraciokat mért a sajat madszerrel, mely ebben
az esetben egy masik gyarté (Abraxis Inc.) altal forgalmazott CrylAb kimutatasara alkalmas
ELISA tesztcsomag volt. A legalapvetdbb és analitikai szempontbol nagyon fontos kiilonbség
Lab4 esetében a keét ELISA eljards kozott az analitikai standardként hasznalt CrylAb-toxin
formaja volt. A kozos protokollként hasznélt Agdia Bt-CrylAb-1Ac ELISA tesztcsomag
protoxin-specifikus antitesteket tartalmaz, de az optimalizalt k6zos eljaras soran az analitikai
standard a CrylAb aktivalt formaja volt. A Lab4 sajat protokollja az Abraxis Bt-CrylAb/Ac
ELISA tesztcsomag esetében szintén protoxin-specifikus antitestek vesznek részt az
immunkomplex kialakitasaban, azonban ebben az esetben az analitikai standard is protoxin volt.

A meghatarozas Abraxis esetében protoxin-ekvivalens, és minden esetben korrigalni sziikséges a
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protoxin-toxin CR-értékével (SZEKACS et al. 2010). Tovabbi kiilénbség a kalibracioban lelhetd
fel. Agdia esetében a Kkalibracié szigmoid gorbével tortént, melyet 0 és 50 ng/ml
koncentraciétartomanyban vettiink fel. Abraxis esetében a gyart6 Aaltal biztositott standard
oldatokkal felvett kalibralo oldatok linearis kalibracioét tesznek lehetévé a 0-4 ng/ml
koncentracidtartomanyban. A  kimutatasra alkalmas alacsony koncentraciotartomany
kdvetkezmeénye, hogy az Abraxis tesztcsomag esetében a magas toxintartalmu levélminték
nagyobb higitésa szukséges. A 4.1. fejezetben részletezett eredmények és kalibracios problémak
CrylAb-meghatarozasban megnyilvanuld hatasa jelentkezett itt is, vagyis a szigmoid gorbe alsé

gorbuleti szakaszan a meghatarozas bizonytalan és rosszul reprodukéalhato.
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16. dbra. A koz0s (¢) és sajat (m) ELISA eljarasok altal meghatarozott CrylAb-
toxinkoncentraciok (atlagtszéras) a standard MON 810 GM kukorica levélmintaiban.

A mérés kiilonb6z6 szintjein fellépé hibak mértékét a XI11. tAblazat tartalmazza. A hibak
mértékei is jol mutatjak a sajat protokollok eltéréseinek fontossagat a kézds ELISA eljarashoz
képest. A Labl eseteben, ahol a mérés soran hasznélt pufferoldat volt a kilénbség, nem
tapasztaltunk kozés modszerhez képest nagymértéki eltérést a hibatartomanyokban. A Lab3
esetében a laboron belili hiba nagyobb volt a sajat protokoll esetében, mely a kézés ELISA
rendszer még nem optimalizalt valtozata volt. A legnagyobb kilonbséget a Lab4 esetében
tapasztaltuk, ahol a linearis kalibracié sajatsagai miatt, vagyis hogy a kalibracié a szigmoid
gOrbe alsé szakaszara esik, illetve a mintak nagyfokd higitasat igényli, a meghatarozas is

bizonytalan, a hibaratoményok mar a triplikdtum szintjén is kiugréan magasak (4,1—18,2%).
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XI1I. tblazat. A sajat ELISA eljarasok alkalmazasa soran fellépé hibak (relativ tapasztalati

sz0ras, %SD és becslés hibajanak relativ nagysaga %SE) mérteke.

minjta hiba forrasa ? Lab1 Lab 2 Lab 3 Lab 4
kddja %SD (%SE) %SD (%SE) %SD (%SE) %SD (%SE)
LA”  triplikdtum 2,9—10,2 n.a. 2,147 4,1—-15,6
(1,6—5,9) (1,2—-2,7) (2,4—9,0)
lemezek kozott - n.a. 4,2 (3,0) 35,3 (24,9)
laboron belul 8,3 (2,8) n.a. 21,3 (5,5) 30,9 (7,3)
laborok kozott* n.a.
,D”  triplikatum 2,0-5,1 n.a. 1,7—7,0 5,9—10,9
(1,2—3,0) (1,0—4,0) (3,4—6,3)
lemezek kozott - n.a. 3,0(2,1) 35,6 (25,2)
laboron beliil 10,1 (3,4) n.a. 9,8 (2,4) 30,5 (8,8)
laborok kozott n.a.
LF7 triplikatum n.a. n.a. 2,8—7,8 2,7-8,4
(1,6—4,5) (1,6—4,8)
lemezek kozott n.a. n.a. 11,6 (8,2) 35,2 (24,9)
laboron beliil n.a. n.a. 13,2 (3,8) 27,7 (11,3)
laborok kozott n.a.
L7 triplikdtum n.a. n.a. 13,5—19,6 3,3—18,2
(7,8—13,9) (1,9—10,5)
lemezek kozott n.a. n.a. 46,4 (32,8) 13,5 (9,6)
laboron belil n.a. n.a. 36,3 (10,9) 19,5 (4,6)
laborok kozott n.a.

Az altalunk elvégzett korméréesben, a kozos protokollok alkalmazésa mellett 15,5-30%-0s
relativ szorasok mutatkoztak ugyanazon MON 810 genetikai eseményt hordozd kukoricaminta
esetében, egységes, standardizalt ELISA tesztcsomag alkalmazéasa mellett. A tapasztalt relativ
hibak, melyek egyébként szigfikans eredményeket eredményeznek a meghatarozott
toxintartalmakban, az altalunk végzett kormérésben alacsonyabbak, mint egy hasonld
szisztematikus vizsgalat esetében, ahol a laborok kozotti relativ hiba mértéke 36,3% volt
(NGUYEN et al. 2008). Az eredmények értékelésekor figyelembe kell venni, hogy a mi
vizsgélatunk soran a standardizalt ELISA moddszer mellett a minta-elokészitési folyamat és a
teszt végén az optikai siiriiség mérésere alkalmazott ELISA olvasok egymastdl eltértek,
ugyanlgy, ahogy a kiértékeld szoftver is. Ennek fliggvényében a tapasztalt hibdk a
miiszerezettség standardizalasaval esetlegesen tovabb csokkenthetok, de Ugy vélem nem
szamottevd mértékben. A Cry-toxint termeld GM novényeknél a Cry-toxin termelésében valo
eltérések megjelennek fajtaszinten is, mikoris ugyanazon fajtahoz tartozd, ugyanazon genetikai
eseményt hordozd ndvények esetében egymastol eltérd toxintartalmak mérheték (THEN és
LORCH 2008). Az egyedi kilonbségek mértéke azonban nem nagyobb, mint a kdrmérésben
tapasztalt hibaértékek, igy ilyen esetben nem egyértelmii, hogy az egyedi jelleg vagy az

analitikai eljaras okozza-e az eltéréseket.
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4.4. Matrixhatas vizsgalata CrylAb-meghatarozas soran névényi és allati szovetekben

4.4.1. Kukorica-levélszovetben jelentkezd matrixhatds

A 4.1. fejezetben bemutatott eredmények mellett, ugyanazon kisérletsorozat keretében
vizsgaltuk DK440 kukorica levélszovetében fellépé matrixhatast. A levélmatrix extraktumaban
felvett szigmoid kalibralé gorbe 1Cso-értékét hasonlitottuk a pufferben felvett standard gérbéhez,
az analitikai standard az Abraxis Inc. cégtél vasarolt CrylAb-toxin volt (17. abra). A
géntechnoldgiai uton nem mddositott DK440 kukorica levélszdvetében, az Abraxis Inc.-t61
vasarol CrylAb-toxinnal felvett standard gorbe I1Cso-értéke 11,93+0,55 ng/ml volt, mely nem
koélonbozott szignifikansan a pufferben felvett szigmoid gorbe azonos paraméterétdl (12,28+0,53
ng/ml), mutava ezzel, hogy kukoricalevél esetében nem jelentkezik matrixhatas CrylAb-toxin

meghatarozasa soran. A kimutatasi hatar kukoricalevél esetében 6 ng/ml.

N
1

OD (492 nm)
1

& L 3

HLRRL | T LR | LA | e LA |
1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100

CrylAb-koncentracio (ng/ml)

17. &bra. Matrixhatés vizsgalata DK440 kukorica levélszovetében. A CrylAb analitikai
standardet (Abraxis Inc.) 0—50 ng/ml koncentraciotartomanyban vettik fel foszfatpufferben (m)

és kukoricalevélszovet-extraktumban (A).

A matrixhatast standard addiciés modszerrel is vizsgaltuk, melyhez az Abraxis ELISA
tesztcsomag altal biztositott standard oldatokkal felvett lineéris kalibralo gorbét hasznaltuk (0—4
ng/ml). A MTA NKI Okotoxikologiai és Kornyezetanalitkai Osztalyanak R1 fenoldgiai
stadiumban gytjtott, liofilizalt kukoricalevel referenciamintgjat hasznaltuk a matrixhatas
vizsgalata soran. A levélminta extraktumanak (1:500 higitas) toxintartalma 1,25+0,03 ng/ml volt,
mely a liofilizalt mintara vonatkoztatva 15,61+0,41 pg/g CrylAb-toxint jelent. A friss
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kukoricalevél szarazanyagtartalma 19,2+1,1%, igy a friss level toxintartalma 3,00+0,08 ng/g
volt. A mesterséges szennyezéshez az Abraxis ELISA tesztcsomag 4 ng/ml koncentracioju
standard oldatat hasznaltuk, melyet 0, 0,8, 1,6 és 2 ng/ml koncentracioban adagoltunk a higitott
levélextraktumhoz. A mesterségesen szennyezett levélmatrixban felvett kalibracidés gorbére
illesztett egyenes regresszios egyiitthatdja (R?=0,9982) igen jo illeszkedést mutatott. A mérés
utdn, a szennyezés mértékével szdmolva, a kukoricalevél-extraktum CrylAb-toxintartalma
1,29+0,04 ng/ml értéktinek adodott, mely a liofilizalt mintara vonatkoztatva 16,20+0,47 ug/g,
friss levélre pedig 3,12+0,09 pg/g. A statisztikai elemzés soran (Student-féle t-teszt, t=1,56,
p<0,01) a levélextraktum CrylAb-toxintartalma kozott talalt 3,9%-os kilénbség nem
mutatkozott szignifikdnsnak az extraktum 1:500 higitasa esetében. Tehat az altalunk vizsgalt

higitas mellett nem jelentkezik matrixhatas a levélszdvet esetében.

4.4.2. Sertes kiilonbozd szoveteiben jelentkezd matrixhatdsok

A sertésszovetekben fellépd esetleges matrixhatasok vizsgalata soran sertésszervek koziil
sziv-, vese-, lép-, maj-, izom-, nyirokcsomoé-, agy- és vérszérumszoveteket, valamint a
tapcsatorna tartalmat vizsgaltuk a gyomorban, a vakbélben és a vastagbélben. Harom fiiggetlen
mérésbél meghatarozott relativ. OD-értékekek (ODre), melyek az 5 ng/ml koncentracioju
standard esetén mért OD-érték széazalékos aranyai, illetve a kimutatasi hatarok a 18. abran

lathatdk a vizsgalt szdvetekre vonatkozdan.
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18. abra. Kiilonbz6 sertésszovetben meghatarozott kimutatasi hatar (KH) és relativ OD-értékek
(ODrer) CrylAb-toxin koncentracidjanak meghatarozasa soran EnviroLogix CrylAb/CrylAc
QualiPlate tesztcsomag eseteben. (* az izomszdvet kimutatasi hatarara vonatkozo 7,99 ng/ml

relativ tapasztalati szoras az abra skalazasa miatt nem lathatd.)
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A vérszérum esetében a 0 ng/ml koncentracioju standard oldat esetében meghatarozott
kimutatasi hatarnal alacsonyabb értéket tapasztaltunk. Az ELISA modszer kivitelezése soran az
elsé 1épés az érzékenyités, melynek soran specifikus antitestet vagy antigént kotink a
mikrotiterlemez felszinére. Méasodik lépés az érzékenyités utan, a lemez felliletén esetlegesen
maradt iires kotéhelyek hatékony blokkolasa, hogy megeldzziik a mért matrix kiilonb6zd, nem
mérendd elemeinek kotédését. Ez a blokkolasi folyamat sokszor nem tokéletes, egyéb molekulak
(pl.: antitest-enzim-konjugatum, nem célvegyiilet) bekdtédése kdvetkeztében minimalis hattérjel
a vakminta esetében is tapasztalhatd a kereskedelmi tesztcsomagok esetében is. A plazma
esetében a minta szamos kiilonb6z6 antitestet tartalmazott, amely az allat ¢életében az 6roklott és
szerzett immunitas soran termelddott a szervezetben.

A legmagasabb atlagos kimutatasi hatart (7,95+7,99 ng/ml) az izomszovet esetében
hataroztuk meg. A rendkivil magas szoras azt mutatja, hogy ez a szdvettipus bonyolult matrixot
jelent a CrylAb-koncentracié meghatarozasanak szempontjabdl. Ez a nehézség a toxintartalom
pontos meghatarozasaban fontos problémaként jelentkezik élelmiszer-biztonséagi esetekben:
mindségellendrzés vizsgalat soran, ahol a hdsipari termék GMO-mentességének igazolasa a cél,
a magas matrixhatds miatt nem mutathatd ki a husban esetlegesen megjelené CrylAb-

toxintartalom.

4.5. Cry4-toxin Kimutatésra alkalmas optimalizalt ELISA rendszer

Az immunanalitikai eljarasok alapja a vizsgalt célvegyulet kotése gerinces szervezetben
termelddo specifikus ellenanyaggal. A modszer az immunrendszer azon sajtatsagat hasznalja ki,
hogy egy idegen anyag ellen olyan ellenanyagot termel védekezésképpen, mely szelektiven
képes az idegen anyagot felismerni és hozzakapcsolddni. Minthogy Cry4-toxinspecifikus ELISA
tesztcsomag kereskedelmi forgalomban a mai napig nem kaphatd, a Cry4-toxin kimutatasra
alkalmas szendvics tipusi ELISA modszert fejlesztettink, melyhez a Cry4-specifikus,
nyulszérumbol tisztitott antitestet enzimmel jel6ltik meg. A jeléléshez az ELISA rendszerekben
leggyakrabban alkalmazott tormaperoxidaz (horseraddish peroxidase, HRP) enzimet hasznaltuk,
melynek enzimatikus aktivitasa magas és kevéshé sériilékeny a bioldgiai mintak vizsgalata soran
esetlegesen fellépd gatlo hatasokkal szemben (TIJSSEN 1985). A Cry4-specifikus antitesthez
kovalens kotéssel rogzitettiik a HRP enzimet kétlépéses glutaraldehides konjugacioval, illetve
perjodatos maddszerrel. Az HRP enzimaktivitasat a konjugacio eldtt és utan, a gélsziirést és
dializist kovetden is meghatiroztuk el6bb szubsztratteszttel, majd az optimalizalt ELISA
rendszer eredmenyei altal. A HRP enzimatikus aktivitdsa nem csokkent a konjugacios

folyamatok soran sem a glutaraldehides, sem a perjodatos modszer esetében. A konjugacio
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hatékonysagat a direkt ELISA rendszer analitikai paramétereivel jellemeztik, az optimalizalt
ELISA rendszer felépitéséhez sziikséges konjugatum higitasi aranyaval, mellyel a leheto
legérzékenyebb rendszert tudtuk felépiteni.

A glutaraldehides modszer soran — HARLOW és LANE (1988) eredményeivel
megegyezden — a Cry4-specifikus antitest és HRP konjugacio hatékonysaga alacsonyabb volt a
korlatozott szamu, a kotédés kialakitisahoz sziikséges aminocsoportok szama miatt. A
konjugatum, 1:100 higitasa érzékenyité Cry4-specifikus antitest mellett, a direkt ELISA
rendszerben higitatlanul minimalis analitikai jelet adott, mely mar 1:2 higitdsnal nem volt
mérhetd. A perjodatos maodszerrel szintetizalt konjugatumot 8 kocentracidban 1:50 és 1:30000
higitasi tartomanyban vizsgéltuk, melyek kozul optimalisnak az 1:100 higitds adodott. A
fejlesztett direkt ELISA rendszer analitikai paraméterei rosszabbak voltak a glutaraldehides
konjugalasi modszer esetében, mint a perjodatos eljaras soran, igy az optimalizalt ELISA
rendszer Kkialakitasaban ez utobbi modszerrel létrehozott Cry4-specifikus-antitest—HRP-
konjugéatumot hasznaltuk.

Az analitikai standard gorbét 7 pontban, 0,06 és 1000 ng/ml koncentraciotartomanyban
vettuk fel analitikai tisztasagu Cry4-toxinnal. Negativ kontrollként foszfatpuffert hasznaltunk. A
standard gorbét a Cry4-specifikus antitest 1:100, 1:200 és 1:625 higitasaval érzékenyitett
lemezen vizsgaltuk. Az otpimalis Kkalibracios gorbét az érzékenyité antiszérum 1:500, az
antitest-HRP-konjugéatum 1:100 higitasa mellett értik el.

A VECTOBAC WDG Bti-készitménnyel felvett standard gérbe 10 és 1000 ng/ml, mig a
VECTOBAC 12 AS készitmény 8 és 10000 ng/ml koncentraciétartomanyban eredményezett
szigmoid gorbét (19. dbra). A granuldtum formatumd készitménnyel felvett szigmoid gorbe a
tiszta Cry4-toxin gorbéjével egyiitt fut, ennek oka, hogy a granulatum esetében a higitasi sort a
granultatumok felszinér6l leoldott tomény toxinoldattal készitettiik el. A kimutatasi hatar tiszta

Cry4-toxin esetében 2 ng/ml értékiinek adddott.
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19. &bra. Analitikai standard gorbe az optimalizalt ELISA rendszerben: tiszta Cry4-toxin (e),
Cry4-tartalma, granulatumkészitmény (VecToBAC WDG) (A) és Cry4-tartalmd,
szuszpenzidkészitmény (VECTOBAC 12 AS) (V). Az optimalizalt ELISA rendszer paraméterei:
érzékenyité Cry4-specifikus antitest 1:500 higitasban, antitest-HRP konjugatum 1:100
higitasban.

A Bti-készitmények Cry4-tartalma kodzott 40-szeres kiuldnbséget mértiink, VECTOBAC
WDG esetében 54,5+2,02%, mig VECTOBAC 12 AS 1,23+0,21% volt a Cry4-toxin
koncentracidja. A szuszpenzid esetében jelentds matrixhatdst tapasztaltunk, melynek oka
valosziniileg a készitményhez adott antikoagulans adalékanyag volt. Biologiai hatékonysaguk
3000 ITU/mg a granulatum és 1200 1TU/mg a szuszpenzo esetében.

Felszini vizben fellép6 esetleges matrixhatas vizsgalatakor mindkét Bti-készitmény
standard gorbéjét felvettik, a granulatum esetében 0,192-2000 pg/ml, a szuszpenzid esetében
0,128-3000 pg/ml koncentracidtartomanyban. A vizmintat Hévizrél hoztuk a maétrixhatas
vizsgalatdhoz. A granulatum esetében csekély mérték(i matrixhatast tapasztaltunk, ezzel szemben
— hasonloan a foszfatpufferben felvett kalibraciésgorbéhez — a szuszpenzional a nominalis
koncentraci6 minddssze 26,3+4.3%-at tudtuk visszamérni. A gyakorlati kimutatasi hatar
granulatum esetében az optimalizalt ELISA rendszer esetében 170 ng/ml, szuszpenzid esetében
900 ng/ml. A fejlesztett ELISA rendszer magas kimutatasi hataranak oka (2 ng/ml tiszta Cry4-
toxin esetében), hogy a mérés soran a lemez erzékenyitéséhez, illetve az antitest-HRP-
konjugatum kialakitasahoz ugyanazt a Cry4-specifikus antitestet hasznaltuk. A kimutatasi hatar

ELISA rendszerek estében egy nagysdgrenddel csokkenthetd, amennyiben kiilonb6zd eredetii
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antitesteket alkalmazunk az erzékenyitési és antitest—enzim-konjugéacios folyamatok soran. Jelen
ELISA-fejlesztési munkank soran nem &lltak rendelkezésiinkre kiilonb6z6 eredetii antitestek, igy
a kidolgozott moddszer kornyezeti vizmintdk Cry4-tartalmédnak meghatarozdsara csak
koncentralast kovetéen alkalmazhatdo, mivel a gyakorlatban alkalmazott dézis granulatum
esetében 0,4 ug/ml, szuszpenzio esetében 1 ug/ml.

A kornyezeti vizmintakat szilard fazisu extrakcioval, C18-as oszlopon (#20515, SepPak
Plus C18; Waters Associates, Milford, MA, USA) koncentraltuk eldszor. A Cry-toxinok lektin
tipust fehérjék, igy kitapadasi képességik igen magas. Ezen tulajdonsdguk miatt a C18 oszlopon
valé koncentralas nem eredményezett visszamérheté Cry4-koncentraciot a mintakban. Ezért a
mintak stritését liofilizalast koveté (Alpha 12LD liofilizalé berendezés; Christ GmbH Osterode,
Németorszag), desztillalt vizben vald visszaloldassal értik el. A vizsgélt 11 vizminta
szarazanyag-tartalma 1,47+ 0,19 mg/ml volt, a modszer 250-szeres toményitést eredményezett.

A kidolgozott, Cry4-toxin kimutatasara alkalmas ELISA eljaras jelent6sége abban all,
hogy jelenleg kereskedelmi forgalomban nem kaphaté ezen toxin kimutatasara alkalmas

immunanalitikai eljaréas.

4.6. Cry34/35Abl-kimutatasara alkalmas ELISA rendszerek standard gorbéinek

stabilizalasa, alkalmazhatosaganak vizsgalata

A 4.8. fejezetben bemutatasra keriil6 kdrnyezeti hatasvizsgalat része volt a Cry34/35Ab1
toxinok mennyiségének maghatarozasa a kukoricandveny levelében és a pollenben. A harom
szerv kivalasztasanal figyelembe vettlk, mely novényi részeken kezdédik, illetve hol a
legintenzivebb a fertézottség. A toxinkoncentraciokat ELISA eljardssal hataroztuk meg
(EnviroLogix QualiPlate™ for Cry34Abl és Acadia BioScience Cry35Ab1 Plate), melyhez az
analitikai standardet a Dow AgroSciences biztositotta.

A mérés soran fellépd esetleges matrixhatasok csokkenthetok vagy megsziintethetdk a
mintdk megfeleld higitdsaval. A két valasztott levélszovet esetében a kozel izogenikus
kukoricarol szarmazd mintakat szennyeztiik mesterségesen az analitikai standard 0, 0,6 és 4,8
ng/ml koncentracioju oldataival. A szovetmintakat higitatlan és 1:1000 higitasban vizsgaltuk. A
pufferben felvett standard goérbéhez hasonlitva a mért abszorbanciaértékeket, mindharom
szOvettipus esetében 1:10 minmalis higitast allapitottunk meg, melynél matrixhatas mar nem
jelentkezik. A kimutatasi hatar a két szOvettipusra Cry34Abl-toxin esetéen 0,22 ng/ml,
Cry35Ab1-toxin esetén 0,12 ng/ml. Ez utobbi alacsonyabb érték a Cry35Abl-toxin mérésekor
jelentkezd alacsonyabb hattérjelnek koszonhetd. A fliggetlen mérések soran felvett kalibracios

gorbék stabilitdsanak vizsgalatakor a standard oldatokat fagyasztéban -20°C-on, illetve
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StabilZyme SELECT hozzaadasaval hitdben 4°C-on taroltuk. Az &sszehasonlitdshoz a
kalibracios gorbéket normalizaltuk. Mindkét toxin esetében a standard gorbék jol
reprodukalhatok mindkét tarolas esetén, illetve a tarolasi modok kiilonbozésége nem eredményez

eltérd kalibracios gorbét a frissen készitett standard oldatokhoz képest (20. és 21. abrak).
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20. dbra. EnviroLogix QualiPlate kit for Cry34Ab1 ELISA eljardssal mért Cry34Ab1 analitikai
standard (Dow AgroSciences) foszfatpufferben (PBST) felvett masodfoku polindm kalibréacios
gorbéje: — frissen készitett, — -20°C-on tarolt, — StabilZyme SELECT hozzaadasaval 4°C-on

tarolt.
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21. &bra. Acadia BioScience Cry35Ab1 Plate tesztcsomag ELISA eljarassal mért Cry35Abl
analitikai standard (Dow Agro-Sciences) foszfatpufferben (PBST) felvett masodfokd polinom
kalibracids gorbéje: — frissen készitett, — -20°C-on tarolt, — StabilZyme SELECT

hozzdadasaval 4°C-on tarolt.
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4.7. AMON 810 GM kukorica CrylAb-toxintermelését befolyasolo tényezéok

4.7.1. A toxin eloszlasa a levélben

A MON 810 GM kukorica kiilonb6z6 levélszintjein, Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA
tesztcsomag segitsegével meghatarozott atlagos CrylAb-toxintartalom az R3 fenoldgiai
stddiumban 4821—10054 ng/g koncentraciotartomanyban véltozott (22. &bra). A kozel
izogenikus vonal levélmintaiban, melyet negativ kontrollként hasznaltunk, nem mutattuk ki a
CrylAb-toxint. Az Abraxis ELISA tesztcsomag, gyartd altal allitott kimutatasi hatara 0.12
ng/ml, ami azt jelenti, hogy 156 ng CrylAb/g friss tdémeg alatt kukorica-levélszovetben nem
mutathat6 ki a toxin. A CrylAb-koncentraciok meghatarozasakor 0,6—6,2% relativ hiba adodott
egy novény mintajanak egyszeri mérése soran, az el6készitett minta harom ismétlésben vald
mérésekor. Ugyan ezen minta tobb, egymastol fuggetlen mérése soran 19,2—21,4%-o0s relativ
hiba adodott. Mindkét esetben a hibaforrds a minta-el6készitési folyamatot, a személyi
munkafolyamatokat, illetve az Abraxis tesztcsomag altal mért eredmények ismételhet6ségét
jelentette. Az ugyanazon genetikai eseményt hordozo kukoricak tobb egyedérdl vett mintak
kozott a hiba mértéke 22,3% volt. A statisztikai elemzés soran megallapitottuk, hogy a legalsé
levél CrylAb-tartalma szignifikansan alacsonyabb volt a tobbi levélszinthez képest. Az étlag-
toxinkoncentracié 4821+1042 ng CrylAb toxin/g, mig a tobbi levélszintet nézve a
toxinkoncentraciéo 5090 és 11050 ng CrylAb toxin/g kozotti erték (atlag: 7990+1530 ng/g). A

levélszintek kdzotti kiilonbségeket a 22. abra szemlélteti.
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22. dbra. A MON 810 genetikai eseményt hordozo6 kukorica altal termelt CrylAb-toxintartalom
az egyes levélszinteken. A zardjelben 1év6 betlik eltérése szignifikdns kildnbséget jeldl, a

szignifikans differencia 1823 ng Cry1Ab toxin/g friss levéltémeg p=0,01 szignifikanciaszinten.

A MON 810 GM kukorica levélszoveteiben termelédd CrylAb-toxin eloszlasanak
vizsgalata soran meghataroztuk a kukorica els6 névirdgjat hordozd levélen belil a
toxinkoncentracié valtozdsat. Kereszt- és hosszirdnyl eloszlast vizsgaltunk, melynek
eredményeit a XIV. tablazat részletezi. A keresztirdnyld mintakat a levéllemez kézepén vettlk, a
levélértdl a levél széle felé. A mért koncentraciok 8200 és 10550 ng CrylAb toxin/g friss levél
tartomanyban valtoztak. A statisztikai elemzés sordn megallapitottuk, hogy a levél széle felé
haladva 20%-0s csokkenés mutatkozik a CrylAb-toxinkoncentraciokban, mely szignifikans
eltérést jelent (a szignifikans differencia 1155 ng CrylAb toxin/g friss levél p=0,01
szignifikanciaszinten).

A hossziranyu toxineloszlas vizsgéalata soran a legalacsonyabb koncentraciét a
levélhively-mintakban hataroztuk meg 1892+223 ng/g értékkel, mig a legmagasabb érték a z6ld
levéllemez kozepén vett mintaban adddott (8924+1507 ng/g). A statisztikai analizis a négy
mintazott hely kozott szignifikans kilonbséget mutatott (a szignifikans differencia 2220 ng
CrylAb toxin/g friss levél p=0,01 szignifikanciaszinten). A level csucsi részérdl vett mintaban,
eltavolitva az elszaradt barna szoveti részeket, a mért koncentracio a levéllemez kdzepen mért
koncentraciomennyiséghez kozelit, de nem tér el szignifikansan a levélalapnal vett mintak
toxintartalmatol sem. A jelentkez6 59,1+24,1%-0s ndvekedés a CrylAb-tartalomban az elszéradt

rész eltavolitasat kovetden jol korreldl az elszaradt rész nagysagéaval, mely a mintazott részek

39,9+4,3%-at tette ki.
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XIV. tablazat. A MON 810 GM kukorica R3 fenoldgiai stadiumaban mert CrylAb-toxintartalma
a névirag szintjén elhelyezked6 levél kereszt- s hosszirdnyu mintéiban, illetve az R4 fenoldgiali

stddiumban mintazott z6ld, sérga és barna levélmintak toxintartalma.

Mintazott levélrész Cryl1Ab.koncentrécié (ng/g)

keresztiranyd mintak? levéler 9885+877 (b)
kdzvetlen a levélér mellett 10552+1065 (b)

2 cm-re a levélértol 8509+351 (a)

3 cm-re a levélértol 8571+480 (a)

levélszél 81941480 (a)

hossziranyl mintak® levélhlvely 1892+223 (c)
levélalap 5535+1073 (e)

levéllemez kdzepe 8924+1507 (f)

levélcstcs™ 457941864 (d)
z6ld levélcsucs 774941598 (ef)

szar 1071+£101

szaradasi mintak® zold levél 9023+1697 (i)
sarga levél 6089+1229 (h)

barna levél 2550+153 (g)

2 A mért CrylAb-koncentraciok (atlagtszoras) mogott, a zarojelben 1évé betiik (a,b) eltérése
szignifikans kilonbségeket jeldl. A szignifikans differencia p=0,01 szignifikanciaszinten 1,155
ng CrylAb toxin/g friss leveltomeg
bA mért CrylAb-koncentraciok (atlagtszoras) mogott, a zardjelben 1évé betiik (c-f) eltérése
szignifikans kilonbségeket jeldl. A szignifikéns differencia p=0,01 szignifikanciaszinten 2,220
ng CrylAb toxin/g friss levéltomeg
¢ A mért CrylAb-koncentraciok (atlagtszoras) mogott, a zardjelben 1évo betiik (g-i) eltérése
szignifikans kilonbségeket jeldl. A szignifikans differencia p=0,01 szignifikanciaszinten 2,230
ng CrylAb toxin/g friss levéltdmeg

" A levélcsUcs tartalmazta az elszaradt, barna szovetrészt is

Az elszaradasi folyamat CrylAb-toxinszintekre gyakorolt hatdsanak vizsgélatakor a
mintazott harom fazis (z6ld, sérga, barna) kdzott minden esetben szignifikans kilonbség adodott
a statisztikai elemzés soran (a szignifikans differencia 2230 ng CrylAb toxin/g friss levél,
p=0,01 szignifikanciaszinten). A zold levél toxintartalmahoz képest (9023+1697 ng/g) atlagosan
32%-0s (6089+1229 ng/g) és 72%-os (2550+153 ng/g) csokkenes mutatkozott a szaradasi
folyamat soran. A folyamat fiziol6giai magyarazata meég ismeretlen, feltételezheté a toxin
bomlasa a szaradés sorén, illetve lehetséges folyamat, hogy a szarado részekbol a novény a tobbi
fehérjével egyutt a Cry-toxint is transzportalja a még €16 szovetekhez (CHRISTENSEN et al.
1981). Eredményeink jol egyeznek szakirodalmi adatokkal, mely szerint a CrylAb-
toxinkoncentracio aranyos a novényi szovet klorofilltartalmaval gyapot esetében (ABEL és
ADAMCZYK 2004).

85




10.14751/SZIE.2016.009

Az eltérd toxintartalmak magyarazata lehet a klimatikus viszonyok véltozasa a kukorica
fejlédése soran. A korai novekedési szakaszban a novény Cry-toxintermelését bizonyitottan
befolyasolja a talaj nitrogéntartalma (BRUNS és ABEL 2003). Kiilonb6zé mennyiségi,
biologiailag hozzaférhetd nitrogénmennyiség tobbszords kiilonbséget okoz a novény Cryl Ab-
toxintartalmaban. A valtozé csapadékmennyiség kovetkeztében a kukorica levélszintjeinek
fejléddése soran valtozik a talajban a hozzéaférhetd nitrogén mennyisége, igy ezzel parhuzamosan
a fejlodo levél toxintartalma is. A jelen vizsgalatban mért toxinkoncentraciok egyezést mutatnak
a MON 810 hivatalos dokumentacidjaban kozolt adatokkal (CERA 2015) és bizonyos
szakirodalmi eredményekkel, melyekben a mért CrylAb-koncentraciok az altalunk mért
tartomanyba esnek, habar a fellépd szordsok meglehetdsen nagyok (NGUYEN 2004, NGUYEN
¢s JEHLE 2007). Az also6 és felso levelek toxintartalmaban jelentkezd szignifikans kiillonbséget
NGUYEN és JEHLE leirta (2007). Mas vizsgalatok azonban alacsonyabb CrylAb-
koncentréaciokrdl szamolnak be, levél esetében pl. 350—534 ng/g (BRUNS és ABEL 2003).

A MON 810 GM kukorica CrylAb-termelése tehat nem egységes adott névényi szovetre
vonatkozéan sem. A kornyezeti hatasvizsgalat soran fontos, hogy megfeleld, egymassal
0sszahasonlithatd mintakat elemezziink. Vizsgalataink eredményei felhivjak a figyelmet a
pontosan megtervezett mintavételi folyamat fontossagara, illetve esetlegesen megkérddjelezhetik

a szakirodalomban mar publikalt eredményeket.

4.7.2. A termesztési kdrtlmény hatasa a CrylAb-koncentraciora

A kildnboz6 talajtipusok Cryl Ab-termelésre gyakorolt hatdsat két MON 810 genetikai
eseményt hordozo6 kukoricavonal esetében vizsgaltuk (MON 810 ,,A”, MON 810 ,,B”). Mintaztuk
a vegetativ (levél, szar, gyokér, csuhélevél) és genarativ (csutka, cimer, bibe) szerveket. A
levelek esetében a szaradasi folyamatot is vizsgaltuk, mintaztuk a zold, sarga (félig elszaradt) és
barna (elszaradt) leveleket. A vizsgalt talajtipusok a viragfold és az agyagbemosodasos barna
erdédtalaj (I113) (tovabbiakban: agyag) voltak, melyeket két termesztési kérilmény, igy Uveghéazi
(tenyészedényben) és félszabadfoldi (tenyészedényben szabadfdldi kitettség mellett) viszonyok
kozott vizsgaltunk. A MON 810 ,,B” fajtat szabadfoldi korilmények kozott is termesztettik,
agyagtalajban. A levél szaradasi folyamata hasonloképpen befolyasolta a CrylAb-toxinszinteket
a vizsgalt MON 810 fajtak esetében, mint a 4.7.1. fejezetben bemutatott kisérlet soran, kivéve két
esetben. A toxintartalom csékkend sorrendben: zold levél > sarga levél > barna levél. A zold
levelek toxintartalmat tekintve a MON 810 ,,B” fajta esetében mindkét talajtipus €és mindharom

termesztési korlilmény esetében magasabb toxinszintet mértink. A viragfoldben nevelt
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kukoricak toxintartalma magasabb volt, mint az agyagos talajban ugyanazon termesztési
korulmény mellett. Az Uveghazi koérulmények melletti termesztés alacsonyabb CrylAb-
toxinkoncentraciot eredményezett zold és sarga levél esetében (23. és 24. abrak). Ennek oka az
tiveghazban fellépd korlatozott fényviszonyok, melyek alacsonyabb fotoszintetikus akivitast
eredményeznek a levélszovetben. Az eredmenyek felhivjdk a figyelmet a GM kukorica
kornyezeti hatasvizsgélata soran a talajtipus és termesztési koriilmény megfontolt kivalasztasara,
mert nagyban befolyasolhatjdk a hatasvizsgalat eredményét, ezen keresztiil pedig engedélyezési

indokokat is.

FSZF agyag FSZF viragfold UH viragfold
termesztési helyszin, talajtipus

23. dbra. A MON 810 ,,A” géntechnoldgiai iton maédositott kukoricafajta levélmintaiban mért
CrylAb-toxinkoncentraciok a vizsgalt talajtipusok és termesztési koriilmények
(FSZF="félszabadfold”, UH= iiveghaz) soran. e barna (elszaradt) levél, sarga (félig elszaradt)

levél, e zold levél
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24. dbra. A MON 810 ,,B” géntechnoldgiai Uton modositott kukoricafajta levélmintaiban mért
CrylAb-toxinkoncentraciok a vizsgalt talajtipusok és termesztési koriilmények
(FSZF="félszabadfold”, UH= iiveghaz, SZF=szabadf5ld) soran. e barna (elszaradt) levél,

sarga (félig elszaradt) levél, e zold levél
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A levélszdvet mellett mintdzott és vizsgalt vegetativ és generativ szervek CrylAb-
toxintartalmanak véltozasat a kiilonbozé kisérleti koriilmények kozott a két MON 810 fajta

esetében a 25. abra és 26. dbra szemlélteti.
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25. dbra. A MON 810 ,,A” géntechnolodgiai Gton madositott kukoricafajta vegetativ (csuhélevél,
levélhiively, szér, gyokér) és generativ (csutkabél, cimer, bibe) szerveiben mért CrylAb-
toxinkoncentréacidk a vizsgalt talajtipusok és termesztési korilmények (FSZF="félszabadfo1d”,

UH= liveghaz) soran.
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26. dbra. A MON 810 ,,B” géntechnoldgiai titon modositott Kukoricafajta vegetativ (csuhélevél,
levélhiively, szar, gyokeér) és generativ (csutkabél, cimer, bibe) szerveiben mért CrylAb-
toxinkoncentraciok a vizsgalt talajtipusok és termesztési korilmények (FSZF="félszabadf61d”,
UH= iveghéz, SZF=szabadfold) soran.
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4.7.3. Nitrogén-foszfor-kalium kevert miitragya hatasa a toxintermelésre

Meéréseink soran kismértékli emelkedést tapasztaltunk az egységnyi nedves levéltomegre
es6 Cryl Ab-toxinkoncentracioban a mitragyazott MON 810 GM kukorica esetében, azonban az

emelkedés nem jelentett szignifikans kilonbséget (27. abra).
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27. abra. A mitragya nélkiili és mitragyazott MON 810 GM kukorica nedves levélmintaiban

mért CrylAb-toxinkoncentraciok.

A nedves levéltomeg ugyanakkor szignifikansan eltért, amennyiben mind a MON 810 és
mind a kozel izogenikus vonalanak tomege is kozel masfélszeresére emelkedett optimalis NPK
adasa utan (28. és 29. abrak).
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28. abra. Az els6 ndvirag szintjén 1évo levél nedves tdbmege a GM és kozel izogenikus vonal
esetében a miitragya nélkiili és nitrogén-foszfor-kalium (NKP) kevert miitragyat tartalmazo

kezelésekben. A zardjelben 1év6 betiik kiilonbozdsége szignifikans eltérést jelol.
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29. dbra. A GM és kozel izogenikus vonal teljes ndvénytdmege a mitragya nélkiili és nitrogén-
foszfor-kalium (NPK) kevert miitragyat tartalmazo kezelésekben. A zarojelben 1év6 betitk

kiilonbozésége szignifikans eltérést jelol.

BRUNS és ABEL (2003) vizsgalataik soran pozitiv korrelaciot allapitottak meg a N-
miitragya és a MON 810 Bt-kukorica toxintermelése kozott, azonban az A&ltaluk adagolt
miitragyamennyiség az altalunk vizsgalt mennyiség 0,9, 1,7, illetve 2,6-szorosa volt. Az éltalunk
vizsgalt nitrogén-foszfor-kalium mitragyamennyiség hatasara a levélszOvetben tehat nem
emelkedett a megtermelt CrylAb-toxinkoncentracio, azonban a miitragydzas hatdsara kozel
masfélszeresére emelkedett biomasszaval ilyenkor is emelkedik a terlletegységen megtermd
CrylAb-toxintartalom (9. kép).

9. kép. A tenyészedényes kisérlet soran az nitrogén-foszfor-kalium (NPK) kevert miitragya
esetében, mind a GM, mind a kozel izogenikus vonal ndvényeinek biomasszaja megkozelitéleg

masfélszeresére emelkedett. (fotd: Takacs Eszter)
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4.8. A DAS-59122 GM kukorica hatasa hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)

fejlodésére

Természetes koriilmények kozott a hétpettyes katicabogar egyedei a kukorican €16
prédaallatok (indirekt Kitettség) és a kukoricapollen (direkt Kitettség) fogyasztasaval lehetnek
kittve a DAS-59122 GM kukorica altal termelt toxinoknak. A vizsgalatainkban felallitott
tritrofikus rendszerekben mind a direkt, mind az indirekt kitettség jelen volt, igy a valos
természeti rendszert tudtuk vizsgalni a larvalis fejlodés korai szakaszaban, illetve az egyedek

teljes élettartamara vonatkozéan egyarant.

4.8.1. A hétpettyes katicabogar larvilis fejlédése a taplalék és homérséklet fiiggvényében

A hétpettyes katicabogar életciklus-vizsgalata soran meghataroztuk, hogy két levéltetiifaj
fogyasztasa esetén hogyan valtozik a fejlédés iiteme. A vizsgalatot 3 homérsékleten végeztik el
10-10 ismétlésben. A zdldbordso-levéltetii (A. pisum) és a zselnicemeggy-levéltetii (R. padi)
esetében is egyértelmii homérsékletfiiggés mutatkozott a katicabogar-egyedek fejlodésében (30.

abra).

35

30

) /
/,:// & A. pisum 20°C
20 //

H A. pisum 18-30°C
A. pisum 30°C

/ / +R. padi 20°C
10

R. padi 18-30°C
5 R. padi 30°C

0 T T T T 1
L2 L3 L4 bab imago

eltelt napok szama

fejlédési stddium
30. &bra. A hétpettyes katicaborgar larvalis fejlédésének (L1-L4) Uteme z6ldborso-levéltetii (A.

pisum) és zselnicemeggy-levéltetii (R. padi) fogyasztasa esetén harom vizsgalt hdmérsékleten.

A leglassabban az alland6 20°C-on, mig leggyorsabban az alland6 30°C-on fejlodtek az
allatok. Az A. pisum 20°C-on rosszabb mindségii taplaléknak mindsiilt, az allatok 29 nap alatt

fejlodtek imagova, mig R. padi esetében a tojascsomobol valo kikelést6l 26 nap telt el a teljes
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fejlettség eléréséig. Ezen a hémérsékleten azonban a 10 egyed fejlédése teljes szinkronban volt:
ugyanazokon a napokon érték el a kiilonbozé stadiumokat. A 18—30°C-0s kezelésnél, mely a
kisérlet bedllitasakor jellemzd természetes nyari homérsékletviszonyokat tiikrozte, a két
levéltettifaj esetében nem volt kiilonbség a katicabogar-egyedek fejlédési titemében. A pisum
esetén 16,3+0,7 nap alatt, R. padi esetén 15,1+0,4 nap alatt érték el az imagdallapotot. Allando
30°C-on, mikor a fejlédés a leggyorsabb volt, azonban az R. padi bizonyult rosszabb minéségii
taplaléknak, a teljes fejlettség 11,0+0,6 nap telt el. A pisum esetében ez 9,2+0,4 nap volt. A
homérséklet szignifikans eltéréseket (p=0,01 szignifikanciaszinten) okozott a katicabogar-

egyedek fejlodésében, p<0,01 volt minden esetben (31. abra).
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31. abra. Az imagodstadiumig eltelt napok szama a hétpettes katicabogar egyedfejlédésében A.
pisum (feliil) és R. padi (alul) esetében. A zarojelekben feltiintetett betiik kiilonbozosége

szignifikans eredményt jeldl p=0,01 szignifikanciaszinten.
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A kikelt imagok altal elért testtomegek esetében nem talaltunk kulonbséget a két
levéltetiifajra vonatkozoan. A. pisum fogyasztdsakor az elért testtomegek 36,03+4,12 mg,
33,7445,72 mg és 43,10+3,58 mg voltak rendre a 20°C, 18—30°C és 30°C esetében. R. padi
esetében ugyanezen értékek sorrendben 33,48+10,25 mg, 37,98+6,34 mg és 34,14+0,87 mg
voltak (32. abra). A két levéltetiifaj kozott jelentkezd testtomegbeli eltérések csak a 30°C-0s

kezelés esetében voltak szignifikansak p=0,01 szignifikanciaszinten (p=0,001).
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32. dbra. A kikelt imagok testtomege a harom hémérsékleten végzett egyedfejlodés-vizsgalatban
A. pisum (felul) és R. padi (alul) taplalék fogyasztasa esetén. A zarojelekben feltiintetett betiik

kiilonbozdsége szignifikans eredményet mutat p=0,01 szignifikanciaszinten.

4.8.2. A hétpettyes katicabogar taplalékfogysztasa a larvalis fejlédés sordn

A kisérlet soran A. pisum L1 stadiumd és R. padi L4 stadiumd larvait kinaltuk fel a
hétpettyes katicabogar larvainak. A kisérleti terv 6sszeéallitdsakor szempont volt, hogy 6ssze

tudjuk hasonlitani az elfogyasztott tetvek mennyiségét a két levéltetiifaj esetében, igy méretben
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megegyezO levéltetli larvastadiumokat valasztottunk taplalék céljabdl. A stadiumonként naponta
fogyasztott leveltetvek szdma jol mutatja, hogy az R. padi levéltetii rosszabb mindségl taplalék a
katicabogar-larvak szamara (XV. tablazat).

XV. tablazat. A hétpettyes katicabogar larvalis fejlédése soran naponta elfogyasztott levéltetvek

szama
et o A naponta elfogyasztott levéltetvek szama (db)
Leveltetiifaj a hétpettyes katicabogar fejlodési allapota szerint
L1 L2 L3 L4
A. pisum 13,4+3,8 19,1+74 31,1+10,7 51,6£25,4
R. padi 20,8+3,3 29,244,1 56,2+4,3 102,0+16,0

A fejlodési stadiumonként Osszesitett adatok mutatjak, hogy a korai stadiumok (L1 és L2)
A. pisum fogyasztasa esetén tovabb tartottak, mig a késébbi fejlédési (L3 és L4) fazisok R. padi
taplalék esetén voltak hosszabbak (33. és 34. abrak).
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33. dbra. A hétpettyes katicabogar A. pisum L1 levéltetii-fogyasztasa a larvalis fejlédés soran.
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34. dbra.. A hétpettyes katicabogar R. padi L4 levéltetii-fogyasztasa a larvalis fejlédés soran.
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A fent bemutatott két Kisérletsorozat célja az volt, hogy megallapitsuk a hétpettyes
katicabogar fejlddéséhez sziikséges napok szamat, illetve a fejlodés soran larvastddiumonként
elfogyasztott levéltetvek szamat. A DAS-59122 GM kukorica kdrnyezeti hatasvizsgélata soran az
eredmények kozil az R. padi taplalékra vonatkozé adatok felhasznalasa a kisérlettervezés soran
elengedhetetlen volt. Az eéletciklus-vizsgalat eredményei kozil a 18—30°C-on tapasztalt
értékeket vettiik alapul, mivel a szabdfoldi vizsgalatok esetében ez a hdmérséklettartomany volt
relevans A kiilonbozo fejlodési stadiumokban elfogyasztott levéltetvek mennyisége alapjan

biztositottunk ad libitum etetési kérilmenyt a kdrnyezeti hatasvizsgalatok soran.

4.8.3. A DAS-59122 GM kukorica hatas a hétpettyes katicabogar L1 stadiumu larvaira

A DAS-59122 GM kukorica és kozel izogenikus vonalanak vizsgalata sordn négy
taplalékkombinéacidt kinaltunk fel a hétpettyes katicabogar frissen kelt L1 larvainak. Azokban a
kezelésekben, ahol a larvak nem kaptak taplalékot, az 6sszes egyed elpusztult a 4-napos
vizsgalati idészak alatt. A csak pollent fogyasztd egyedek 90%-a L1 stadiumban, mig a maradék
10% L2 éallapotba vedlést kovetden elpusztult. A pollen tehat nem létfenntartd taplalékforras a
hétpettyes katicabogar szdmara a korai fejlédési szakaszban. A levéltetli és pollentlevéltetli
taplalékkombinaciok kozott nem volt kiilonbség a larvak fejlédési allapotaban, ahogy a vizsgalt
kukoricafajtdk esetében sem talaltunk szignifikéns eltérést egyik vizsgalt levélszinten sem (XVI.
tablazat). A kisérletben résztvevd larvak mindegyike elérte az L2 stddiumot, harom esetben 1
vagy 2 egyed éppen atvedlett L3 stddiumba. A DAS-59122 GM kukorica Cry34/35Ab1 toxinjai,
melyek bogarlarvakon fejtik ki letalis hatasukat, nem okoztak pusztulast (mortalitas) hétpettyes
katicabogar L1 larvain tritrofikus rendszerben.
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XVI. tablazat. A DAS-59122 GM kukorica es kdzel izogenikus vonalanak hatasa hétpettyes
katicabogéar L1 stddiuma larvaira

kezelés levélszint taplalék elért fejlodési elfogyasztott
levéltetii | pollen/cm? stadium levéltetvek szama
DAS-59122 felsG R. padi - 2,0 10,8+1,7
DAS-59122 r;;vrﬁ?eg R. padi - 2,0 12,3+1,5
DAS-50122 also R. padi - 2,.2% 12,0+2,3
DAS-59122 felsG R. padi | 800—1000 2,0 12,0+0,9
DAS-59122 r;‘;f;ﬁ‘eg R.padi | 500—600 2,0 11,241,9
DAS-59122 also R.padi | 200—300 2,0 11,2¢15
izo‘;‘;ﬁei:(us felsé6 | R.padi - 2,0 10,8+1,7
kozel ndvirag :
izogenikus szintje R. pad ) 2,0 105+1.1
izozzﬁ:(us also R. padi - 2,0 11,243,9
izozzﬁ:(us fels6 | R.padi | 800—1000 2,2% 15,2+3,8
_ kozel nOVIrag | p padi | 500—600 2,3%* 15,3454
izogenikus szintje
izo‘;‘gﬁei:(us alst R.padi | 200—300 2,0 14,545 4

* egy hétpettyes katicabogar-egyed elérte az L3 stadiumot

** két hétpettyes katicabogar-egyed elérte az L3 stadiumot

4.8.4. A DAS-59122 GM kukorica hatasa a hétpettyes katicabogéar L2 stadiumu larvéaira

Az L2 larvastadium vizsgalata soran a 4.8.2. fejezetben tapasztalt eredmények alapjan a
hétpettyes katicabogar larvai szaméara taplalékul minden esetben R. padi levéltetvet
biztositottunk. A pollen, mint kiegészitd taplalék szintén a larvak rendelkezésére allt, mivel a
levéltetii-izolatorokat ebben az esetben a level szini részére helyeztiik a kukorica VT fenologiai
allapotaban. A DAS-59122 genetikai eseményt hordozd kukorica estében magasabb mortalitast
(10+4%) tapasztaltunk az L2 larvak kozott, azonban a magasabb mortalitds nem volt szignifikans
a kozel izogenikus vonalhoz képest (6+4%) (35. abra).
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35. dbra. A hétpettyes katicabogar L2 larvainak mortalitasa a vizsgalt kukoricafajtakon.
Szignifikans kulénbség nem mutatkozott a GM és a kdzel izogenikus vonal kozott (ANOVA
F=0,51).

A kiilonbo6z6 levélszinteket is figyelembe véve a DAS-59122 GM kukorica szintén nem

befolyasolta a katicabogar-larvak fejlodését a beallitott tritofikus rendszerben (36. abra).
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36. abra. A heétpettyes katicabogar L2 larvainak mortalitasa a vizsgalt kukoricafajtakon, a
kiilonb6z6 levélszinteken. Szignifikans kiilonbség nem mutatkozott a GM és a kdzel izogenikus
vonal kozott (ANOVA F=0,91).

97



10.14751/SZIE.2016.009

A kiserlet soran az L2 larvak altal elért fejlettsegi allapotot és az elfogyasztott levéltetvek
szdmét a XVII. tablazat ismerteti, sem a levélszintek kozo6tt, sem a kukoricafajtdk kdzott nem
talaltunk szignifikans eltéréseket a statisztikai vizsgalat soran (ANOVA, F=0,41 az elért

stadiumok esetében; F=0,65 az elfogyasztott levéltetvek esetében).

XVII. tablazat. A DAS-59122 GM kukorica és kozel izogenikus vonalénak hatdsa hétpettyes
katicabogar L2 stadiumda larvaira.

kezelés levélszint elért fejlodési elfogyasztott levéltetvek
stadium szdma
DAS-59122 felso 2,9* 10,8+1,7
DAS-59122 | POVITaS 3,0%* 12,3415
szintje
DAS-59122 also 3,1%** 12,0+2,3
_ kozel felsé 3,0 10,8+1,7
izogenikus
kozel novirag
izogenikus szintje 3,0 10,511
) kiizel als6 3,0%* 11,243,9
izogenikus

* 2 hétpettyes katicabogar-egyed nem érte el az L3 stadiumot (vedlés el6tt voltak)
** 1 hétpettyes katicabogar-egyed nem érte el az L3 stadiumot (vedlés el6tt voltak)

*** 2 hétpettyes katicabogar-egyed elérte az L4 stadiumot

A hétpettyes katicabogar L1 és L2 stadiumu larvain  végzett kornyezeti
hatasvizsgalatokhoz kidolgozott mddszerek, az alkalmazott izolacids eljarasok, illetve
vizsgalatok eredményei a Pioneer Hi-Bred Inc. hozzajarulasaval tudomanyos (TAKACS et al.
2010) és ismeretterjeszté (PIONEER HI-BRED INC. 2010) publikécioban jelentek meg.

4.8.5. A DAS-59122 GM kukorica hatasa a hétpettyes katicabogar életciklusara

A szabadfoldi kisérlet soran, a parcellakon kihelyezett egésznéveny-izolatorok kozil a
PR36V52 és PR37NO1 hibridek esetében a szélsdséges idGjarasi viszonyok miatt 1-1 izolator
kizarasra kerllt. A szabadfoldi szakaszban a vizsgalt hibridkukoricak izolalasa utan a
noveényeket R. padi levéltettivel fert6ztiik, majd a megfeleld szintii fertdzottség elérése utan 20
L1 hétpettyes katicabogéar-larvat helyeztiink az izolatorokba. A larvak fejlodésiik soran a
kukorican 1évé levéltetveket, illetve a kukorica cimerviragzdsa soran kiszérodott pollent
fogyasztottak. A larvak babozdédasa, majd az imagok kelése utan az izolatorokat a

laboratoriumba szallitottuk, hibridenként az imdagdkat Osszegytjtottik. A DAS-59122 GM
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kukoricar6l 78 imagot, a kozel izogenikus vonalrol és a 3 egyéb hibridrél 59—73 imagot sikerilt
begylijteni. Az imagok ivararanya az irodalmi 1:1 aranyhoz képest (HODEK és HONEK 1996) a
kovetkezOképpen alakult: DAS-59122 esetében 0,73:1, a kontroll kukoricdk esetében 0,71:1 és
0,83:1 kdzott valtozott (XVIII. tablazat).

XVIII. tdblazat. A kisérlet szabadfoldi szakasza utan kukoricafajtanként begyijtott katicabogar-
egyedek szdma és ivararénya.

DAS-59122 | PR36D79 | PR37M34 | PR36V52* | PR37NOL*
imagok szama 78 73 66 59 65
lvararany 33/45 33/40 30/36 25/34 27/38
(ndstény/him)

* 1-1 megrongalddott egészndvény-izolatort kizartunk a kisérletb6l

Az imagok testtomege a DAS-59122 kukorica esetében szignifikansan alacsonyabb volt a
kdzel izogenikus vonalhoz és a 3 egyéb hibridhez képest. Tovabbi szignifikans eltérések adodtak
a kontroll kukoricafajtk kozott is, melynek oka valdsziniileg a kukoricafajtak beltartalmi

OsszetevOiben jelentkezo kiilonbségek lehettek (XIX. tablazat).

XIX. tablazat. A kiilonb6z6 kukoricafajtankon nevelt hétpettyes katicabogar-imagok testtdmege.
A zardjelben 1év6 betlik eltérése szignifikans kiilonbséget jelent (ANOVA, Tukey post hoc teszt
p=0,05 szignifikanciaszinten).

kukoricafajta | imagok testtdmege (mg)
DAS-59122 40,35+7,12 (a)
PR36D79 47,76+6,07 (c)
PR37M34 44,34+6,35 (b)
PR36V52 44,69+5,15 (b)
PR37NO0O1 46,10+6,92 (bc)

Irodalmi adatok igazoltak, hogy a ndstény egyedek testtomege nagyobb, mint a himeké
(HODEK és HONEK 1996), valamint az ivararanyok az altalunk végzett kisérletben nem
egyeztek meg a kukoricafajtdk esetében, igy ivaronként is elemeztilk a testtdmegeket. Az
irodalmi adatokhoz hasonléan a mi vizsgalatunkban is minden esetben a ndstények testtomege
szignifikansan nagyobb volt a him egyedekénél. A néstények esetében a legalacsonyabb atlagos
testtomeget a DAS-59122 es PR36V52 hibrid esetében mertlink (45,28+6,18 mg és 47,07+6,34
mg), mig a legmagasabb értékeket a kdzel izogenikus kontroll (52,61+3,70 mg) és a PR37N01
hibrid (51,90+4,38 mg) esetében. A him egyedeknél a legalacsonyabb testtomegeket szintén a
DAS-59122 esetében (36,74+5,42 mg) tapasztaltunk, mely kilonbseég a kdzel izogenikus vonal
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(43,76+4,50), a PR37M34 (40,54+4,85 mg), a PR36V52 (42,94+3,14) és a PR37NO1
(41,9845,20) hibridek ertékeihez képest szignifikans eltérést jelentett (37. &bra).
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37. abra. A him (m—e) és néstény (f—0) hétpettyeskaticabogar-imagok atlagos testtémege a
vizsgalt kukoricafajtakon. Az abran az atlag és a 95%-o0s konfidenciaintervallumok lathatok. Az
eltérd betilik szignifikans eltérést jeldlnek kilon a himek (pAm—Cm=0,000017—0,02644) és kilon

a ndstények (pAr—Dr=0,000017—0,042043) eseteben.

A szaporodasi paraméterek (termékenység és tojasrakasi képesség) vizsgalatahoz
kukoricafajtanként 1 ndstény és 2 him egyedet parositottunk Ossze, majd a tojasrakasi
periodusban R. padi levéltetiivel fertézott kukoricacsdveken tartottuk az egyedeket. A parzasi és
tojasrakasi folyamatot egy honapig figyeltiik. Az elsé két hétben a néstények egyharmada, mig
az egyhonapos nyomonkdovetési szakaszban a néstények fele rakott tojast. Az egy tojascsomdban
lerakott tojasok szama 5 és 80 kozott valtozott, a tojacsomdk atlagos mérete DAS-59122 esetén
25 tojas volt, a kdzel izogenikus kukorican 33, a tovabbi 3 hibridkukorican pedig 25 és 32. A
ndstények tobbsége egy tojascsomot rakott az egyhdnapos perddus alatt, minden kezelésben egy
olyan ndstény volt, amelyik két tojascsomot, illetve DAS-59122 esetében tovabbi egy néstény 3
tojascsomét is rakott. A tojasokbol atlagban 17—30 L1 larva kelt ki. A fertilitds ardnyanak
szamitasa sordn a kikelt larvak szamat hasonlitottuk a lerakott tojascsomdék méretéhez. A
szamitas soran a tojast nem rako néstényeket, illetve a ki nem kelt tojascsomokat elhagytuk. A
fertilitas aranya a kezelések kozott 58 es 77% koze esett, szignifikans kilonbsegeket nem
tapasztaltunk (XX. tablazat).
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XX. tablazat. A fertilitas és fekunditas valtozasa a vizsgalt kukoricafajtakon. A zarojelben 1évo

szazalékos ertékek a relativ tapasztalati szorast mutatjak.

DAS-59122 PR36D79 | PR37M34 | PR36V52 | PR37NO1
tojasrakd/tojast
nem rako 11/10 11/9 8/10 8/9 8/11
nostények szama

tojasszam/ 0 0 0 0 0
tojascsomok széma 25 (38%) 33 (63%) | 32(63%) | 25 (54%) | 28 (58%)
k'ke';z';n 'j‘“’ak 22 (48%) | 30 (56%) | 25(72%) | 17 (49%) | 19 (68%)

fertilitas aranya /7 73 67 58 62

%) y (65—89) (57—90) | (47—87) | (33—84) | (45—80)

° nk: 4* nk: 5 nk: 2 nk: 3 nk: 1

* ki nem kelt tojascsomdk szdma

A teljes szabadféldi vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozzuk a DAS-59122 GM
kukorica esetleges rovid (akut) és hossz( tavld (kronikus) hatésait hétpettyes katicabogar
egyedein. A kisérlet soran a GM kukorican é16 R. padi levéltetvet fogyasztd katicabogarak him
imagoinak az elért testtomege szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kbzel izogenikus vonalon
vagy a 3 masik vizsgalt hibriden nevelkedett egyedek esetében. Az alacsonyabb testtémeg
csokkent fitnesszértéket eredményez, mely az egyedi tulélést csokkentheti, igy a populacio
csokkenését, azonban ez a kilénbség nem eredményezett alacsonyabb utédprodukciot, igy a
fajfenntartast nem befolyéasolja.

A Kkisérlet részeként meghataroztuk a kukorica R1 és R2 fejlettsegi stddiumaban a
Cry34/35Ab1-toxintartalmat a pollenben, illetve a levéllemez kozéps6é részén és a levél
alapjanal. A levelet a 4.7.1. fejezetben bemutatott eredmények alapjan mintaztuk két helyen,
mely szerint a MON 810 GM kukorica adott levelén beliil a levélhiively és a levéllemez k6zéps6d
részén mért CrylAb-toxintartalomban 5-sz6rdés kilénbség addédott. A MON 810 GM
kukoricdhoz hasonl6an mindkét toxin koncentracidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a levél
alapi részén, mint a levél kbzepén. A kildnbség Cry34Abl esetében 3,1-szeres, mig Cry35Abl
esetében 2,7-szeres. A két fenologiai stadiumban (R1 és R2) mért eredmények kozott nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést. A liofilizalt szaraz tomegre vonatkozo6 koncentraciokat a XXI.
tablazat mutatja be. A varakozasnak megfeleléen a kozel izogenikus vonal és a 3 masik,
kontrollkent hasznalt hibrid levél- és pollenszdveteiben nem mutattunk ki egyik toxin jelenlétét

sem.
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XXI. tablazat. Cry34/35Abl1-tartalom a DAS-59122 GM kukorica leveél- és pollenszoveteiben a

kukorica R1 és R2 fenoldgiai stadiumaban

toxintartalom (ng/mgq)
fenoldgiai stadium
levéllemez k6zEpso része levélalap pollen
R1 81,52+17.73 27.45+1051 | 47,44+12.33
Cry34Abl R2 98,21+24,31 30,20+4.67 -
R1 7514+11,89 28,10+6.13 <KH*
Cry35Abl R2 78.73+16.56 29 14+5 62 :

* KH=kimutat&si hatéar, mely pollenmétrixra 0,12 ng/mg

ZHANG és munkatarsai (2006b) a CrylAb/Ac-toxinokat termelé GK-12, és a CrylAc-
toxint termeld NuCOTN 33B Bt-gyapot fajtak hatasat vizsgaltak, szintén tritrofikus rendszerben,
Propylea japonica (Thunberg) teljes életciklusara. lgazoltak a ndvényi toxinok &tjutasat és
felhalmozddasat az uborka-levéltetii (Aphis gosspii Glover), illetve az ezen levéltetvet fogyasz6
P. japonica szervezetében. A katicabogar larvak talélését, az imagok parzasi viselkedését és a
ndstény egyedek tojasrakasi paramétereit vizsgalva nem tapasztaltak szignifikans kilonbséget a
Bt-gyapotok és a kontroll fajta kdzott. CrylC- és Cry2A-toxinokat termeld Bt-rizs pollenjét
fogyasztva P. japonica larvalis fejlédése szignifikansan lassabb volt a kontrollhoz képest. A
babozddasi arany, a kikelési arany, az imagok testtomege, illetve a tojasrakasi paraméterek
mindkét Bt-rizs esetében alacsonyabbak voltak a kontrollhoz képest, azonban a kilénbségek
egyik esetben sem jelentettek szignifikans eltérést (LI et al. 2014). Rekombinans CrylAb- és
Cry3Bb-toxinok szignifikansan magasabb halélozasi ardnyt eredményeztek kétpettyes
katicabogdr (Adalia bipunctata L.) larvalis fejlodése soran, a kontrollhoz viszonyitva
(SCHMIDT et al. 2008). A CrylAb-toxint termel6 MON 810 és Cry3Bb-toxint termel6 MON
88017 GM kukorica — kiilonboz6 atkafajok — kétpettyes katicabogar tritrofikus rendszerben a
két GM kukorica azonban nem okozott szignifikans eltérést a katicabogar larvainak talélésében,
testtomegében ¢és fejlodési idejében a kontroll kukoricdhoz képest (ALVAREZ-ALFAGAME et
al. 2010). Az altalunk végzett szabadfoldi vizsgalat és a szakirodalomban megtalalhatd
tudomanyos publikaciok eredményei mutatjadk a GM novények kdrnyezeti hatasvizsgalata soran
a vizsgalt nem célszervezet es az alkalmazott kisérleti elrendezés megvalasztasanak jelentdségét.
A DAS-59122 GM Kkukorica Cry34/35Abl1-toxinjainak kimutatasara alkalmas immunanalitikai
eljarasok kalibrald gorbéinek stabilizalasat célzo vizsgalatok eredményei, illetve a DAS-59122
GM kukorica hétpettyes katicabogar teljes eletciklusara és reprodukcios paramétereire gyakorolt
hatdsdnak eredményei, a vizsgalati modszerek és izolacios eljarasok a Pioneer Hi-Bred Inc.
hozzajarulasaval tudoméanyos (TAKACS et al. 2012) és ismeretterjeszté (PIONEER HI-BRED
INC. 2010) publikécidban jelentek meg.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.Tézis: A kereskedelmi forgalomban kaphat6 Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag
altal biztositott standard oldatokkal felvett linearis kalibracié a szendvics tipusu
ELISA rendszerekre jellemz6, négyparaméteres szigmoid kalibralo gorbe alsé
gorbuletére esik, ahol az analitikai meghatarozas megbizhatosaga, pontossaga és
ismételhetésége rosszabb az athajlasi pont kornyékéhez képest. A flggetlen
meérések soran felvett linearis kalibralé gorbek jol reprodukalhatok, azonban az 5
ng/ml helyett alkalmazott 0,125 ng/ml kimutatasi hatar a mérés pontossagat

csokkenti, torzitasat pedig noveli.

2. Tézis: Az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate pozitiv és negativ kontroll oldatainak
belsé mindségellendrzése soran a pozitiv kontroll esetében a szamitott CrylAb-
toxinkoncentracio 1,45+0,22 ng/ml volt, az egyedi méréseknél jelentkezd
tapasztalati szorasok mértéke OD-szinten 0,0—14,1 %, a szdmitott koncentraciok
szintjén 0,0—28,8% volt. A Shewhart-féle mindségellen6rz6 kartya alapjan
megbizhat6 és pontos referenciapontnak bizonyult. A negativ kontroll nominalis
CrylAb-koncentréciéja 0,00 ng/ml, szamitott értéke 0,0009+0,08 ng/ml volt. A
mindségellendrzd kartya alapjdn a negativ kontroll nem mindsiilt megbizhato

referenciapontnak.

3. Tézis: Nemzetkdzi kormérés keretében az analitikai eljaras sajatsagaibdl fakado
15,5—31,6% relativ tapasztalati sz6rast hataroztunk meg a laboratériumok kdzott
ugyanazon standardizalt ELISA rendszer alkalmazasa esetén MON 810 GM
kukorica levélmintajaban a CrylAb-toxintartalom meghatarozasa soran. Adott
laboratériumon bellll a sajat protokollok esetében végzett mérések eredményei a
kdzos protokollal meghatarozott atlagértékekhez képest a -66,5%—160,1%

tartomanyba estek.

4. Tézis: Meghataroztam sertés sziv-, nyirokcsomo-, agy-, izom-, maj-, vese-, lép-,
placentaszvetében, valamint szérumban ¢és eldtejben a kimutatdsi hatarokat
CrylAb analitikai standarddel hitelesitett EnviroLogix CrylAb/CrylAc

QualiPlate ELISA rendszer kvantitativ alkalmazasa esetén.

5. Tézis: Cry4-toxin kimutatasara alklalmas, direkt, szendvics tipusi ELISA rendszert

fejlesztettem. Az optimalizalt rendszer paraméterei az érzékenyitd Cry4-
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specifikus antitest 1:500, antitest-HRP konjugatum 1:100 higitasa. A kimutatasi

hatar tiszta Cry4-toxin esetében 2 ng/ml, VECTOBAC WDG granulatum és
VECTOBAC 12 AS szuszpenzi0 esetében 170 ng/ml és 900 ng/ml.

6. Tézis: Meghataroztam MON 810 GM kukorica altal termelt CrylAb-toxint eloszlasat az
egyes levélszinteken, illetve egy adott levélen beliil a levélhiivelytél a
levélcsucsig, és a levélértol a levél széléig. Vizsgaltam a levél dregedésének, a
viragfoldnek és az agyagbemosodasos barna erdétalajnak, illetve a termesztési
korilménynek a hatasat a novény CrylAb-toxintartalmara vonatkozoan. Nitrogén-
foszfor-kalium kevert miitragya alkalmazasakor nem tapasztaltam szignifikans
emelkedést a CrylAb-toxinkoncentracioban, azonban a GM és kdzel izogenikus
vonaldnak biomasszaja masfélszeresére emelkedett, igy az egy hektaron
megtermelt toxinmennyiség is ilyen mértékben nagyobb mitragya alkalmazasa

mellett.

7. Tézis: A DAS-59122 GM kukorica tritrofikus rendszerben torténd kornyezeti
hatasvizsgélata soran nem tapasztaltam szignifikans kilénbséget a hétpettyes
katicabogar (Coccinella septempunctata) L1 és L2 Ilarvainak talélésére
vonatkozoan a kozel izogenikus vonalhoz (PR36D79) képest. A teljes életciklus
vizsgéalata sordn a him egyedeknél a legalacsonyabb testtdmegeket a DAS-59122
esetében (36,74+5,42 mg) tapasztaltam, mely kilénbség a kdzel izogenikus vonal,
a PR37M34, a PR36V52 és a PR37NO1 hibridek értékeihez képest szignifikans
eltérést jelentett. A szaporodasi paraméterekben szintén nem tapasztaltam

szignifikans kulonbségeket.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az elségeneracios GM novények egyre szélesebb korben valdo mezdgazdasagi
alkalmazasa sziikségessé teszi, hogy az altaluk termelt vagy termesztésiik sordn alkalmazott
ndvényvédodszer-hatdbanyagok kimutatasara alkalmas, megfeleld érzékenységli analitikai
modszerrel rendelkezziink. Az un. Bt-novények altal termelt Cry-toxinok kimutatasnak elterjedt
modszeret képviselik az enzimjelzéses immunoassay (ELISA) eljarasok, melyek a miiszeres
analitikai mddszerekkel szemben gyors és kdltséghatéekony minta-elokészitést és meghatérozast
tesznek lehetdvé. A Bt-novények esetében fontos a novény altal termelt Cry-toxinok
eloszlasanak és kornyezeti sorsanak nyomonkdvetése kornyezet- és élelmiszer-biztonsag
szempontjabol egyarant. A GM ndvények termesztésekor felmeriild problémak a
génmegszokes/génaramlés jelensége, a tarlémaradvanyban vald6 megmaradoképesség, a nem
célszervezetekre gyakorolt esetleges karos hatdsok megjelenése, illetve a megndvekedett
kornyezeti terhelés, melyek nyomon kovetéséhez és a kornyezeti kockazatok felmérésehez
elengedhetetlen a megfeleld analitikai rendszer kialakitasa, illetve a meglévd rendszerek
korlatainak ismerete. Elelmiszer-biztonsagi szempontbdl a hagyomanyos termények 0,9%-0s, a
biotermékek 0,0%-0s maximéalis GMO-tartalméanak igazolasa elengedhetetlen, illetve a hasipari
termékek, melyek GMO-tartalmanak jelolése nem Kkotelez, bevizsgalasa soran sem
elhanyagolhat6 a kelléképpen érzékeny kimutatasi eljaras megléte.

A kereskedelmi forgalomban szamos, Cry-toxinok kimutatasara alkalmas ELISA
rendszer érhetd el, azonban ezen eljarasok a Cry-toxinok bakterialis protoxin formjat hasznaljak
analitikai standardként, illetve a célvegyuilet felismerése is protoxin-specifikus antitestekkel
torténik. MON 810 GM kukorica esetében azonban a novény a protoxin Kkurtitott valtozatat
termeli, mely molekulaméret tekintetében a protoxin- és az aktivalt toxinforma kozott van.
Analitikai szempontbdl tehat a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztcsomagok nem

alkalmasak a novényben termel6d6é CrylAb-toxin kimutatésara.

PhD munkam soran CrylAb-toxinok kimutatasara alkalmas ELISA rendszerek analitikai
megbizhatosagat vizsgaltam, melynek sordn megéllapitottam, hogy az EnviroLogix
CrylAb/CrylAc QuantiPlate és QualiPlate, illetve az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA
kereskedelmi tesztcsomagok altal biztositott standard oldatokkal felvett kalibracios egyenes az
ELISA rendszerekre jellemz6 szigmoid standard gorbék also gorbiileti szakaszara esik, ahol
analitikai szempontbol a meghatarozads megbizhatosaga és ismételhetdsége nem optimalis. A
linearis kalibracié a regresszids koefficiensek alapjan jol reprodukalhatd a mérések soran,

azonban az alacsony kimutatasi hatar kdzelében a relativ tapasztalati sz6ras nagyobb, mint az
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ICso-érték kozelében, ami — a nagyfokd higitas figyelembe vételével — a ndvényi mintékra
szadmitott toxintartalom meghatarozdsanak pontossagéara is kihat. EnviroLogix CrylAb/CrylAc
QuantiPlate és QualiPlate esetében belsé mindségellendrzés alatamasztotta a szigmoid gorbe alsé
gorblleti szakaszara esO linearis kalibracioval torténé meghatarozas bizonytalansagat. A 0,5
ng/ml koncentracioju standard oldat esetében meghatarozott szamitott koncentracié 0,57+0,11
ng/ml, mely 18,5% relativ hibat jelent. Az egyedi mérések soran a fellép6 relativ hiba 0,0 és
141,4% Kkozott valtozott a mért OD szintjén, a szamitott koncentrécidok esetében -
1326,9%—595,4% volt. A Shewhart-féle mindségellendrz6 kartyan harom pont esett a
figyelmeztetési hatarokon kivil, melyek kozll egy a szabalyozasi hataron is kivil volt. Ez azt
jelenti, hogy az alacsony meghatarozasi tartomanyban az ELISA rendszer nincs statisztikai
kontroll alatt. Ugyanez volt jellemz6 az EnviroLogix QualiPlate &ltal biztositott negativ kontroll
esetében is, mely esetleges hamis negativ eredményeket eredményezhet.

Nemzetkdzi kormérés keretében megallapitottuk, hogy standard levélmintak
toxintartalmanak meghatarozasa soran, ugyanazon ELISA eljaras (kdzos protokoll) alkalmazasa
mellett is 15,5—31,6% relativ hiba adodik, mely a kiilonb6z6 laboratoriumokban sziiletett
vizsgalatok eredmeényeinek 0sszahasonlithatosagat kérddjelezi meg. A sajat protokollok (melyek
minta-elokészitést vagy ELISA rendszer felépitését tekintve tértek el a kozos protokolltol)
alapjan végzett mérések eredményei a kdzos protokollal meghatarozott atlagertékekhez képest a
-66,5%—160,1% tartomanyba estek.

A kereskedelmi ELISA tesztcsomagok alkalmazhatdsaganak vizsgalata soran novényi
(kukorica) és allati (sertés) szovetekben fellépd esetleges matrixhatdsokat hatdroztuk meg.
Kukorica-levélszovetben CrylAb-toxinmeghatarozas soran nem jelentkezett matrixhatas, mig a
sertésszOvetek kozil izomban, harom fuggetlen mérés sordn meghatarozott kimutatasi hatéar
7,95£7,99 ng/ml volt. A rendkivil magas szoras azt mutatja, hogy ez a szdvettipus bonyolult
matrixot jelent a CrylAb-toxinkoncentracié meghatarozasanak szempontjabdl, mely élelmiszer-

biztonsagi szempontbdl problémakeént jelentkezik.

A PhD munkam soran a szunyoglarva-gyéritésben alkalmazott Cry4-toxin kimutatasra
alkalmas ELISA rendszert fejlesztettink. Az immunkomplex egyik eleme, egy direkt szendvics
tipusu eljaras esetében, a célvegyliletet specifikusan felismerd antitest €s az analitikai jelet add
enzim konjugatuma. A konjugacié soran a Cry4-specifikus antitestet glutaraldehid és perjodat
alkalmazésaval is kapcsoltuk a HRP enzimhez, melynek aktivitasa egyik konjugacios maddszer
esetében sem csokkent. Perjodat esetében a kapcsolat stabilnak bizonyult, igy azt a modszert
alkalmaztuk az ELISA fejlesztése soran. Az optimalis kalibraciés gorbét az érzékenyitd

antiszérum 1:500, az antitest-HRP-konjugatum 1:200 higitasa mellett értiik el, melyet analitikai
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tisztasagu Cry4-toxinnal, illetve két, a szunyoglarvaallomany-gyéritési gyakorlatban alkalmazott
Bti-készitménnyel (VecTOBAC WDG granulatum és VECTOBAC 12 AS szuszpenzio) vettik fel. A
Kimutatési hatér tiszta Cry4-toxin esetében 2 ng/ml-nek adodott. A gyakorlati kimutatasi hatar
granulatum esetében az optimalizalt ELISA rendszer esetében 170 ng/ml, szuszpenzid esetében
900 ng/mll.

A MON 810 GM kukorica CrylAb-termelésének vizsgalatakor meghataroztuk a
kiilonboz6 levélszintek kozotti, illetve egy adott levélen belili toxineloszlast. A DK440-BTY
kukoricafajtdban a levélszintek toxintartalma 4821 és 10054 ng/g koncentraciotartomanyban
valtozott, melyek kozil a legalsé levél toxintartalma (4821+1042 ng/g) tért el szignifikans
moddon a tobbi szinten mért eredményektdl. Adott levélen beliil a levéllemez kozEépsd részén
mértik a legmagasabb koncentraciot (8924+1507 ng/g), mely érték szignifikansan csokkent a
levélcsucs (457911864 ng/g) és levélnyél (1892+223 ng/g) iranydba. A levéllemez kozepén a
legmagasabb érték a levélérnél (98851877 ng/g), mig a legyalacsonyabb a levél szélén
(81941480 ng/g) volt mérhet6. A CrylAb-toxinkoncentraciét a ndvényi levélszdvetben
jelentésen befolydsolja a levél oregedési folyamata. A félig elszéradt (sarga) levélben a friss
levél toxintartalmanak atlagosan 68%-a, az elszaradt (barna) levélben pedig 28%-a mérhetd.

A termesztési korlilmények és talajtipus CrylAb-toxintartalomra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk két MON 810 kukoricafajta esetében. Az Uveghézi kortlmények kodzott termesztett
novények szoveteiben a toxintartalom alacsonyabb volt, mint a szabadféldi koriilmény esetében,
illetve a két MON 810 genetikai eseményt hordozo fajta sem egyforma mennyiségli CrylAb
toxint termelt szdveteiben, annak ellenére, hogy genomjukba ugyanazon genetikai eseményt
épitették be. Nitrogén-foszfor-kalium kevert miitragya alkalmazdsa nem eredményezett
magasabb toxinkoncentraciét a MON 810 GM kukorica levélszovetében, azonban a névények
biomasszaja mind a modositott, mind a kozel izogenikus vonal esetében kozel masfélszeresére
emelkedett, igy az egy hektaron megtermelt CrylAb-toxinmennyiség is ilyen mértékben

nagyobb miitragya alkalmazasa mellett.

A DAS-59122 GM kukorica kdrnyezeti kockazatelemzése soran a hétpettyes katicabogar
(Coccinella septempunctata) L1, L2 larvastadiumat, illetve a teljes életciklusat vizsgaltuk
tritrofikus rendszerben, ahol a névényevo résztvevé a zselnicemeggy-levéltetii (Rhopalosiphum
padi) volt, a tenyészetek fenntartasara pedig zoldborsd-levéltetiit (Acyrtosiphon pisum)
hasznaltunk. A kisérletsorozat elején meghataroztuk a katicabogar larvalisfejlédésének idejét 3
kiilonb6z6 hémérsékleten, két levéltetiifaj (R. padi és A. pisum) fogyasztasa esetén. A fejlodés
allando 30°C-on volt a leggyorsabb, A. pisum esetében 9,2+0,4 nap, R. padi fogyasztasakor
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11,0+0,6 nap telt el a teljes fejlettség eléréséig. A kikelt imagok altal elért testtomegek esetében
nem talaltunk kiillonbségeket a két levéltetiifajon torténd taplalkozasra vonatkozoan.
Meghataroztuk tovdbba az egyes larvastadiumok (L1-L4) Aaltal elfogyasztott levéltetvek
mennyiségét, mely eredmények a kérnyezeti kockézatelemzés soran hasznosultak.

A DAS-59122 kukorica és kozel izogenikus vonalanak (PR36D79) vizsgalata soran nem
tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget az L1 és L2 larvak talélésére és egyedfejlédésére
vonatkozoan, egyik vizsgalt levélszinten sem. A teljes életciklus-vizsgalat sordn a kozel
izogenikus vonal mellett harom masik hibrid (PR36V52, PR37N01, PR37M34) is kontrollként
szolgalt. A levéltetiivel fertézott, izolalt kukoricandvényeken fejlédé katicabogar-larvak
babozodasat kovetden a kikelt imagok testtomegét mértiik. A ndstények esetében a
legalacsonyabb atlagos testtomeget a DAS-59122 és PR36V52 hibrid esetében tapasztaltuk
(45,28+6,18 mg és 47,07+6,34 mg), mig a legmagasabb értékeket a kozel izogenikus kontroll
(PR36D79, 52,61£3,70 mg) és a PR37NO01 hibrid (51,90+4,38 mg) esetében. A him egyedeknél
a legalacsonyabb testtomegeket szintén a DAS-59122 esetében (36,74+5,42 mg) tapasztaltunk,
mely kuldénbség a kozel izogenikus vonal (43,76+4,50), a PR37M34 (40,54+4,85 mg), a
PR36V52 (42,94+3,14) és a PR37NO0O1 (41,98+5,20) hibridek értékeihez képest szignifikans
eltérést jelentett. A szaporodasi paraméterek (termékenység és tojasrakasi képesség) vizsgalata
sorén az egy tojascsomaban lerakott tojasok szama 5 és 80 kdzott valtozott, a tojacsomok atlagos
mérete DAS-59122 esetén 25 tojas volt, a kozel izogenikus kukorican 33, a tovabbi 3
hibridkukorican pedig 25 és 32. A tojasokbol atlagban 17—30 L1 larva kelt ki. A fertilitas aranya
a kezelések kozott 58 és 77% kozé esett, statisztikailag szignifikans kilonbségeket nem

tapasztaltunk.

Az eredmények jol mutatjak, hogy a Cry-toxinok kimutatasa soran alkalmazott analitikai
eljarés, az egyazon genetikai eseményt hordozo fajtak kozotti, illetve azonos fajtan belil a
novények kozotti egyedi kiillonbség, adott ndvényen belill a toxintermelédés id6- és
szovetspecificitasa, illetve a kiilonbozd termesztési koriilmények egyarant befolydsoljak a
novényben mért koncentracioértékeket. A szakirodalomban tapasztalhaté nagymértékii szoérasok
a CrylAb-toxinkoncentraciokban tobbek kozott ezen okokra vezethetdk vissza. Nemzetkozi
korméréses vizsgalatunk eredményei alapjan az analitikai okokbdl szarmazd hibak mértéke
optimalizalt és standardizalt ELISA eljaras alkalmazéasaval jelent6sen csokkenthetd, ahogy a
novényi szovetek szisztematikus mintavételezése is csokkenti a hibak mértékét. A befolyasolo
tényezOk  sokfélesége megneheziti a  kiilonb6zd  kutatocsoportok  eredményeinek
0sszahasonlitasat, ami sok esetben indokolja a GM ndvények engedélyezése soran az eseti

vizsgalatok jelentOségét.
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7. SUMMARY

The expanding worldwide application of first generation genetically modified (GM)
crops prompts the need for proper analytical methods feasible for determination of pesticide
active ingredients being produced by or applied with GM plants. The method of choice for the
analytical determination of Cry toxins produced by so-called Bt-crops, are enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) systems that provide, in contrast to instrumental analytical
methods, cost-effective and quick sample preparation and analytical determination.
Determination of the distribution and the environmental fate of Cry toxins produced by Bt-plants
is essential regarding both environmental and food safety. Gene flow and gene escape,
persistence in stubble, adverse effects on non-target organisms and increased environmental load
may occur during GM crop cultivation, thus development of sensitive analytical methods or
information on the limitations of existent methods are essential for monitoring the effects and
assessment of environmental risks. For food safety and legality issues it is important to confirm
GM content not exceeding 0.9% in conventional products and 0.0% GM content of ecological
(organic) agricultural products. In addition, although labelling the GM content of meat products
is not obligatory, the availability of analytical methods of sufficient sensitivity is far not
negligible for meat product inspection, either.

Numerous commercial ELISA systems are available on the market for detection of Cry
toxins, however, these methods apply bacterial protoxin as analytical standard and protoxin-
specific antibodies in determination. GM corn belonging to the MON 810 genetic event produce
a truncated version of the protoxin, called preactivated toxin form, which is smaller in molecule
size than the protoxin, but larger than the activated toxin form. Thus, commercial ELISA
systems for CrylAb toxin are not directly appropriate, in the analytical sense, for determination

the plant produced toxin.

The objective of my PhD work was to investigate analytical reliability of different
commercial ELISA systems feasible for CrylAb toxin determination. On the basis of ELISA
method assessment, it has been pointed out that manufacturer supplied linear calibration of
EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate and QualiPlate, and Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA
have located on the lower curvature of the sigmoid calibration curve typical for ELISA systems,
where reliability and reproducibility of the determination is not optimal.

Linear calibration is well-reproducible during determinations on the basis of the
regression coefficients, but relative standard deviations are higher near the low limit of detection

than at the 1Csg level, which affects — with the high dilution rate considered — the precision of the
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toxin content determination in the plant samples as well. Internal quality control of the
EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate és QualiPlate has confirmed the uncertainty of the
measurement on the lower curvature of sigmoid calibration. For 0.5 ng/ml standard solution the
calculated concentration values were 0.5724+0.1061 ng/ml, corresponding to an 18.5% relative
standard deviation. Relative standard deviations in individual measurements ranged between
0.0% and 141.4% and between -1326.9% and 595.4% at the level of OD values detected and
concentrations calculated, respectively. On the Shewhart Control Chart 3 points have fallen out
of warning limits and 1 point out of control limit, reflecting that the analytical determination in
the lower CrylAb concentration is not under statistical control. The same phenomenon occurred
for the negative control of the EnviroLogix QualiPlate that may lead to false negative results in
CrylAb determination.

In the scope of an international inter-laboratory ring trial test it was established that the
same ELISA method (joint protocol) led to 15.5—31.6% relative standard deviation, making the
comparability of the results from different laboratories questionable. Average CrylAb toxin
content determined in the maize samples in the laboratories by their own protocols (differing
from the joint protocol in sample preparation and the setup of the ELISA system) were in the -
66.5%—160.1% range compared to the average values determined in the same laboratory with
the joint protocol.

Matrix effects were determined in plant (maize) and animal (porcine) tissues in the
evaluation of the analytical applicability of commercial ELISA kits. No matrix effect occurred in
CrylAb determination in maize leaf, however, among porcine tissues, the limit of detection in
muscle tissue, determined in three independent measurements, was quantified to be 7.95+7.99
ng/ml. This extremely high standard deviation indicates that this tissue is a complex matrix in

CrylAb determination, which may cause difficulties in a food safety context.

My PhD work also included the development of an ELISA for quantitative determination
Cry4 toxin applied in larval mosquito control. In a direct, sandwich type immunoassay, a
conjugate of the analyte-specific antibody to a reporter enzyme is a component of the
immunocomplex of major importance. Cry4-specific antibodies were conjugated to horseradish
peroxidase (HRP) by two methods: a condensation reaction using glutaraldehyde and an
oxidative process using sodium periodate. The enzymatic activity of HRP was retained during
the conjugation process in both cases. Conjugation by periodate coupling was found to be stable,
thus, it was successfully applied in the sandwich ELISA system. Parameters of the optimal
method were: coating Cry4-specific antibody coating dilution 1:500, antibody—HRP conjugate
dilution 1:200. Standard curves were obtained with analytical standard of Cry4 toxin, granulated
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toxin formulation (VECTOBAC WDG) and suspension toxin formulation (VECTOBAC 12 AS) in
water. The limit of detection was found to be 2 ng/ml for pure Cry4 toxin, practical LOD were
170 ng/ml and 900 ng/ml for Bti preparations VECTOBAC WDG granulate and VECTOBAC 12 AS

suspension, respectively.

Investigating CrylAb production in MON 810 maize we determined toxin distribution
among leaf levels and within a single leaf. Average CrylAb toxin content in the leaves of MON
810 maize cultivar DK440-BTY ranged between 4.821 and 10.054 ng toxin/g fresh leaf weight.
The lowest CrylAb toxin content (4.821+£1.042 ng Cry1Ab toxin/g) determined at the lowest leaf
level differed significantly from all other leaf levels. As for longitudinal toxin distribution within
a single leaf, the highest toxin concentration (8.924+1.507 ng CrylAb toxin/g fresh leaf weight)
was measured in the middle section of the leaf, significantly decreasing towards the leaf tip
(4579+£1864 ng/g) and the sheath (1.892+223 ng CrylAb toxin/g fresh leaf weight). As for
diagonal toxin distribution within a single leaf, the highest toxin concentration (9885+877 ng/g)
was determined near the leaf vein and the lowest (8194+480 ng/g) at the leaf edge. Actual
CrylAb content in leaf tissue is strongly affected by necrotisation: 68% and 28% of fresh green
leaf CrylAb content was determined in yellow (half-necrotized) and brown (necrotized) leaf
tissues, respectively.

Effects of cultivation conditions and soil type were determined on CrylAb production of
two MON 810 varieties. CrylAb production in plants grown in the greenhouse was lower than
that under plants cultivated open field conditions. Moreover, further differences were detected in
the toxin production of the two MON 810 maize varieties as well. Despite of the same genetic
event integrated their genome, determined CrylAb production were not equal in the tissue
samples. Application of nitrogen-phosphor-potassium fertilizer did not cause higher CrylAb
concentration in MON 810 maize leaf tissue, however nearly 1.5-fold increase in the biomass of
GM and near isogenic lines was detected, thus, CrylAb production per hectare was also higher
in case of fertilizer application.

Environmental risk assessment of DAS-59122 GM maize was performed on the L1 and
L2 larval development and entire life cycle of the seven-spotted ladybird (Coccinella
septempunctata) with the bird cherry-oat aphid (Rhopalosiphum padi) as the herbivore species in
a tritrophic system and the pea aphid (Acyrtosiphon pisum) in colony maintaining. Larval
development time was determined at three different temperatures on the two aphid prey species
(R. padi and A. pisum). Development was the most intensive at 30°C, 9.2+0.4 days until adult
emergence for consumption of A. pisum and 11.0+0.6 days for R. padi. There were no significant
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differences in adult body weights when the predator was raised on these two aphid species. Prey
consumption at larval stages (L1-L4) was also determined for both aphid species, results were
applied in environmental risk assessment.

No significant differences in survival and development of L1 and L2 C. septempunctata
at different leaf levels of the isoline (PR36D79) and DAS-59122 GM maize. Three further
negative control hybrids (PR36V52, PR37N01, PR37M34) were also used in the full lifecycle
study. Body weights of ladybird imagoes from larvae reared on previously infected maize plants
under whole plant isolator were determined. The weight of adult females occurred to be the
lowest in the DAS-59122 and PR36V52 treatment (45.28+6.18 mg and 47.07+6.34 mg,
respectively), while the highest values were determined for the isoline (PR36D79) and PR37N01
treatment groups (52.61+3.75 mg and 51.90+4.38 mg, respectively). The weights of adult males
were the lowest also in the DAS-59122 maize treatment group (36.74+5.42 mg), representing a
significant decrease relative to the near isogenic (43.76+4.50 mg), PR37M34 (40.54+4.85 mg),
PR36V52 (42.94+3.14) and PR37N01 (41.98+5.20 mg) hybrid maize lines. Investigations of the
reproduction parameters (fertility and fecundity) showed that egg batch sizes ranged between 5
and 80, average size of eggs batches were 25 eggs for DAS-59122, 33 for the near isogenic line,
and 25—33 for the three conventional hybrid maize lines. At an average, 17—30 L1 larvae
hatched from the eggs. Average fertility rates among treatments on maize lines differed from 58
to 77% with no statistically significant differences.

Results show that toxin concentrations measured in GM plants are influenced by the
analytical method applied for Cry toxin determination, by differences among cultivars carrying
the same genetic event, by plant-to-plant variation in given cultivars, by time- and tissue-
specificity of toxin production and by cultivation circumstances. These factors, among others,
account for the high variability in CrylAb concentration values reported in the scientific
literature. Results of our international ring trial indicated that analytical errors can be
significantly reduced by application of an optimised and standardized ELISA method.
Systematic sampling of plant tissues also decrease the errors appearing in toxin concentration.
Diversity of the affecting factors makes inter-laboratory comparison of results difficult, and

justifies case-specific studies during GM crop authorization.
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8. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az ELISA tesztcsomagokat gyartd cégek piaci érdekektél vezérelve csokkentik a
kereskedelmi tesztcsomagok kimutatasi hatarat, azonban ezt az elméleti analitikai kémiai
megfontolasok nem indokoljadk. A koncentracidémeghatarozds a legjobban reprodukalhatd, a
legmegbizhatobb ¢és a legpontosabb a szendvics tipusu ELISA rendszerekre jellemzo,
négyparaméteres szigmoid kalibracids gorbe kozel egyenes szakaszan, vagyis az athajlasi pont
(ICso) kozelében. Az altalunk vizsgélt, kereskedelmi ELISA rendszerek altal biztositott standard
oldatokkal felvett kalibralé egyenes 0—4 ng/ml és 0—5 ng/ml koncentraciotartomanyban biztosit
mennyiségi meghatarozast. Az analitikai szempontokat figyelembe véve a linearis kalibracio
ismételhetdségének és precizitdsanak vizsgalata mindenképp indokolt volt. A lineéris regresszio
jol ismételhetd a fliggetlen mérések soran, azonban a szigmoid gorbe also gorbiileti szakaszara
esik. Ezen analitikai megfontolast tdmasztotta ald az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate
pozitiv és negativ kontroll pontok, illetve az EnviroLogix cégtél vasarolt CrylAb-analitikai
standard oldataival felvett kalibraldo pontok (0,5, 2,5 és 5 ng/ml) esetében elvégzett belso
minéség-ellenérzés. A negativ kontroll (melynek elméleti koncentrécioértéke 0 ng/ml) és a 0,5
ng/ml koncentracioju standard oldat esetében az ELISA rendszer nem volt statisztikai kontroll
alatt. A magasabb vizsgalt koncentraciok a szigmoid gorbe kodzel egyenes szakaszanak alsé
részére estek, igy ezekben az esetekben a mindségellenérzés soran nem jelentkezett kiugro érték.
Az alacsony koncentraciok esetében a kiugréan magas relativ tapasztalati szorasok az egyedi
mérések kozott modosithatjadk a linearis regresszié meredekségét, igy a mérés eredményét
egyarant. A jelenleg is forgalomban 1év6, mindségi kimutatasra alkalmas EnviroLogix ELISA
tesztcsomag negativ kontrollja sem bizonyult megfeleld referenciapontnak. Ez problémaként
jelentkezhet kornyezet- és élelmiszer-biztonsagi esetekben is, ahol egy hamisan GMO-
mentesnek itélt novény vagy élelmiszer esetlegesen tartalmaz Cry-toxint. Elelmiszer-biztonsagi
vonatkozasban tovabbi nehézséget jelent, hogy a sertés izomszdvetében, harom fliggetlen mérés
soran meghatarozott kimutatasi hatar 7,95+7,99 ng/ml volt. A 100%-os relativ hiba azt mutatja,
hogy az izomszOvet CrylAb-meghatarozas soran bonyolult matrixot jelent. A jelentkezd
matrixhatas csokkentheté a minta kellé mértékii higitasaval, azonban Cry-toxint tartalmazo
takarmany fogyasztasa esetén az izomszovetben jelentkez6 toxin varhatd alacsony mennyisége
miatt ez nem jelent megoldast. Névényi minta esetében matrixhatassal nem kell szamolni az
altalunk vizsgalt levél-, szar-, levélhlvely- gyokér-, portok-, csuhélevél- és pollenszdvet
vizsgalatakor az ELISA tesztcsomag altal javasolt 1:10 higitas mellett.

A Kkorvizsgalat eredményei a standardizalt ELISA protokollok alkalmazasanak

fontossdgat hangsulyozzak, melynek eredménye a kolonbozd laboratoriumok altal végzett
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kornyezetanalitikai vizsgalatok 6sszehasonlithatosaga. Az eredmények azt is mutatjak, hogy még
egy standardizalt eljards esetében is adddhatnak szignifikdns eltérések a CrylAb-
toxinkoncentracié meghatérozasa soran, azonban az adatok variancidja lényegesen alacsonyabb,
mint egymastol eltéré modszerek alkalmazasa soran. A jelen vizsgalatban tapasztalt, egyébként
szignifikans eltéréseket okozo, 15,5—31,6%-0s relativ tapasztalati szorasok (%SD) azonban
alacsonyabbak, mint mas hasonld szisztematikus kdrmérés esetében, ahol Cry3Bbl-toxin
kimutatasra alkalmas ELISA rendszer alkalmazhatosagat vizsgéltdk (NGUYEN et al. 2008).
Hasonlé6 mértékii variabilitds all fenn a CrylAb-toxinkoncentracibkban a MON 810 GM
kukorica esetében a novény egyedei kozott is, vagyis a természetes sokféleség a GM ndvények
esetében a megtermelt toxin mennyiségében is megmutatkozik (THEN és LORCH 2008). A sajat
vizsgalatunkban egységes ELISA tesztcsomagot, egységes protokollt és azonos analitikai
standard oldatokat alkalmaztunk a mérések sordn, azonban a tapasztalt relativ hibak tovabb
csokkenthet6k, amennyiben a V. tabladzatban (3.3.3. fejezet) ismertetett fennmarado
kilonbségeket (minta-el6készités, mikrotiterlemez-olvaso, szoftver) is egységesitjuk. A minta-
elokészités és mérési folyamat automatizalasa (automata extrahaldo berendezés, ELISA-robot)
nyilvanval6 modon tovabb csokkentené a jelen vizsgalatunkban fellépd tapasztalati szorasokat,
mert igy az olyan emberi hibdk, mint a pipettazas és higitas kikiiszobolhetok, illetve a
dorzsmozsar hasznalataval elért egyenetlen minta-elékészités is. A jelen vizsgalatban sajat
protokollként alkalmazott ELISA eljarasok altal meghatarozott, a kozds protokolltdl sok esetben
szignifikansan eltéré koncentraciok felhivjak a figyelmet a kereskedelmi forgalomban kaphatd
tesztcsomagok alkalmazasanak korlataira (kalibracid, toxin—protoxin-keresztreakcio), illetve az
altaluk kapott eredmények pontos és atgondolt ismertetésére.

A MON 810 GM Kkukorica toxintermelésének vizsgalatakor szignifikdns mértékben
kialonbozott a CrylAb-toxinkoncentracio a kiilonbozé MON 810 fajtdk azonos szerveiben,
egyazon fajta esetén a levélszintek kdzott, adott levélen belll a levélalap — levéllemez kdzepe —
levélcstcs iranyban, kiilonboz6 talajtipusokon, eltérd termesztési koriilmények kozott (iiveghaz
¢s szabadfold) és mutragya alkalmazasa mellett. A befolyasold tényezOk parhuzamos jelenléte
fokozott kulonbségeket eredményezhet a CrylAb-koncentracié meghatarozasa soran. A
kiilonboz6 laboratoriumok altal végzett vizsgéalatok kiilonbozdsége — az analitikai eltérésekbdl
adodo hibdk mellett — tobbek kozott ezen tényezOkre vezethetdk vissza, igy az eredmények
Osszehasonlitasa lehetetlenné valik. Szamos tényez6, példaul a talaj tipusa vagy a klimatikus
viszonyok adott esetben nem Kkiklszobolheté eltérések, azonban egy szisztematikus, jOl
részletezett mintavétel 0Osszehasonlitasra alkalmassa teheti az eredményeket. Mindezen
megfontolasok indokoljak annak fontossagat, hogy a GM ndvények engedelyezési folyamatai
soran az eseti vizsgalatoknak ki kell terjednitik fajtakra, a nem célszervezet fajok kijel6lésére,
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illetve az adott bioféldrajzi régiora. Jelenleg az EU-ban a tagallamok sajat teruletiikon szabadon
korlatozhatjak bizonyos GM szervezetek termesztését, vagyis az EurOpai Unids szinten
engedélyezett GMO-k termelésének korlatozasardl vagy tiltasarol a tagallamok nemzeti szinten
donthetnek (EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL 2015).

A Cry4-toxin kimutatasra fejlesztett, direkt, szendvics tipusu ELISA rendszerlink
Kimutatasi hatéra tisztitott Cry4-toxin esetében 2 ng/ml, mig a Cry4-toxinokat tartalmazo
VECTOBAC WDG granulatum- és VECTOBAC 12 AS szuszpenziokészitmények esetén 170 ng/ml
és 900 ng/ml. A fejlesztett ELISA rendszer jelent6sége abban all, hogy jelenleg kereskedelmi
forgalomban nem kaphaté Cry4-toxin kimutatadsara alkalmas ELISA eljards. Az Altalunk
fejlesztett rendszer kimutatasi hatarai a készitmények esetében meglehetdsen magas, igy a
gyakorlatban alkalmazott dozis bomlasanak nyomon kovethetésége a kimutatasi hatar alatt

szinyoglarvatesztek segitségével kovethetd nyomon (FEJES 2015).

A DAS-59122 GM kukorica hatasat hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)
L1, L2 larvastadiumaiban, illetve a teljes életciklusban vizsgaltuk tritrofikus rendszerben. A
fitofdg szervezet a vizsgélati rendszeriinkben a kukoricat gyakran fert6z6 zselnicemeggy-
levéltetii (Rhopalosiphum padi) volt. Mivel a Bt-inszekticidek a célszervezet fiatal larvain fejtik
Ki hatasukat, a nem célszervezetek esetében is a korai larvastadiumok vizsgalata elsédleges.
Vizsgalataink soran nem tapasztaltunk mortalitast az L1 és L2 larvak fejlédése soran sem a GM,
sem a kdzel izogenikus kukorica esetében. Akut hatasa a nem célszervezet larvaira a DAS-59122
genetikai eseményt hordoz6 kukoricanak nincs. Teljes életciklus vizsgalata soran a tojasbol
kikelt larvak fejlodésiik kezdeti szakaszatol az imagova fejlédésen keresztiil egészen a
tojasrakasi periodusig az adott kukoricafajtan €16 levéltetveket fogyasztottak. A vizsgalat soran
az kozel izogenikus kukorica mellett 3 konvencionalis hibrid is kontrollként szolgalt. A
kifejlodott imagok szaméban €s ivarardnyaban nem volt kiilonbség az 5 vizsgalt kukoricafajta
esetében, azonban a him imagok testtdmege szignifikdnsan alacsonyabb volt a 4 kontroll
kukoricdhoz képest. NOstények esetében ilyen kiilonbségeket nem tapasztaltunk. A reprodukcids
paramétereket (lerakott tojasok szama, tojasokbdl kikelt larvak aranya) tekintve sem volt
kilonbség a kukoricavonalak kozott. A kornyezeti hatasvizsgalatok célja, a GM és nem GM
fajtdk Osszevetése, melynek alapvetd modszere a GM ¢és kozel izogenikus vonalanak
Osszehasonlitdsa. A 1ényegi azonossag elve — melyet az ilyen tipust vizsgalatok soran
alaptételként kezelnek — hibasan azt feltételezi, hogy egy olyan biotechnoldgiai eljards, melynek
soran a transzgén bejuttatasa a névenyi sejtbe nem célzott folyamat, a genom barmely részébe

beépllhve nem hozhat létre olyan véaltozast abban, ami alapvetéen megvaltoztaja a fajta
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tulajdonsagait. A GM és kozel izogenikus vonalakon végzett vizsgalatok hamar megcafoltak ezt
a feltételezést, vizsgélatok eredményei igazoltak szignifikans kilonbségeket Osszetétel vagy
biol6giai hatds tekintetében. Az EFSA a kornyezeti kockézatelemzés értelmezésébe az
,»0szehasonlitd kockazatelemzés™ koncepciodjat vezette be, mely eldirja a kozel izogenikus vonal
mellett ,.¢élelmiszerként  biztosnagosak bizonyult”, egyéb fajtadkat is bevonni a
kockazatelemzésbe. Az értékelés soran az izogenikus vonal és a kereskedelmi vonalak kdzotti
eltéréseket beépiti a negativ kontrollba, megnovelve igy a ,,hattér” szorasat, ami altal leszlikiti a
GMO és a hattér kozétti szignifikans eltérések korét (SZEKACS és DARVAS 2012a). A DAS-
59122 GM kukorica, hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata) teljes életciklusara
gyakorolt hatdsénak vizsgalata sordn a him iméagok esetében egyértelmiien alacsonyabb
testtomeget hataroztunk meg, mely kilénbség még a négy negativ kontroll mellett is
szignifikansnak bizonyult, tehat statisztikailag nem a véletlen eredménye A vizsgalat eredményei
a hétpettyes katicabogarra vonatkoznak, altalanositasuk és Kiterjesztésiik mas katicabogar-

fajokra csak tovabbi vizsgalati eredmények alapjan lehetséges.

PhD-munkam eredményei felhivjak a figyelmet a jelenleg rendelkezésre all6 ELISA
rendszerek alkalmazhat6saganak korlataira a MON 810 GM kukorica CrylAb-tartalmanak
meghatarozasa soran. Analitikai, bioldgiai és egyéb tényezOk egyarant szerepet jatszanak a
tudomanyos szakirodalomban tapasztalhatd nagymértékii eltérésekben a Cryl Ab-koncentraciok
meghatarozasa soran. A kiilonb6z6 kutatdcsoportok eredmeényeinek 6sszehasonlithatosaga

nagymértékben néhet ezen tényezok ismeretével, illetve minimalis szintre valo csokkentésével.
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