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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A Bacillus thuringiensis (Bt) endotoxinjait tartalmazd rovarellenes
készitmények (Bt-inszekticidek) a bioldgiai n6vényvédd szerek egyik jelentds
felhasznalasu csoportjat képviselik, melyek hatékonysidga hazankban is jol
dokumentalt (DARVAS et al. 1979). Az oralis hatasu Bt-szerek mellett a
mezogazdasagi biotechnologiai fejlesztések soran dolgoztak ki a Cry-toxinokat
termeld, géntechnoldgiai uton modositott (GM) Bt-ndvényeket. A Bt-ndvények
elényei specifikus hatdsukon alapul: a cry-gének természetben eléforduld nagy
szama, az altaluk termelt fehérjetoxin sokfélesége biztositja a kiilonbdzo
rovarrendek elleni  alkalmazhatésagukat. A  Bt-ndvények sejtjeiben
folyamatosan termel6dé Cry-toxinok &llandé védelmet jelentenek a
célkartevokkel szemben, ¢és nincsenek kitéve a kedvezdtlen iddjarasi
kortlmeényeknek. A folyamatos toxintermelés azonban Aalland6 kdrnyezeti
terhelést jelent, és mint névenyvédelmi technoldgia, nem felel meg az integralt
novényvédelem alapelveinek. Elényként emlitik, hogy a Bt-ndvények
alkalmazasa elejét veszi a széles hatasspektrumu rovardld szerek hasznalatanak,
azonban hazankban ez a kukoricamoly-rezisztens fajtacsoportokra nem
igazolhat6, hiszen a  kartevd  szamottevé  terméskiesést  0kozo
népességsiiriiségben torténd el6fordulasa tizévenként egyszeri-kétszeri, igy a
gazdak nem védekeznek ellene (DARVAS et al. 2007). Ugyanezen okbdl a
0—5%-0s terméshozam-novekedés az izogenikus kontrollhoz képest sem a fajta
sajat elénye, hiszen az a terméshozam a kukoricamoly-kartétel fliggvénye
(BETZ et al. 2000, FUSTI 2007).

A GM novények hasznalata soran fontos probléma az esetleges
génmegszokes, melynek sordn a mddositott ndvény pollenje méas fajtak
(intraspecifikus  hibridképzédés) vagy rokon ndvények (interspecifikus
hibridképz6dés) viragait porozza be (HESZKY 2007). Tovabbi problémat
jelent, hogy a konstitutiv promoternek kdszonhetéen olyan novényi részekben
is termelddik a Cry-toxin, ahol védekezés szempontjabol nem indokolt. A MON
810 kukoricamoly-rezisztens kukorica példaul még a gyokerében is jelentds
mennyiségii CrylAb-toxint termel, s a névenyben termelt toxinmennyiség
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1—8%-a a tarlémaradvanyban egy év mulva is visszamérheté (SZEKACS és
DARVAS 2007).

Nem célzott szervezetek taplalkozasuk soran kerulhetnek kapcsolatba a
Bt-ndveny Altal termelt toxinnal. Fitofagok a Bt-ndveny fogyasztasan vagy az
elsodrodott, tapnovényliket szennyezé pollenen; ragadozOk és parazitoidok a
Cry-toxint elfogyaszté zsdkmany- és gazdadllaton; lebonté szervezetek a
névényi maradvanyokon; megporzé szervezetek viraglatogatasukon; szimbionta
szervezetek kolcsonosségi kapcsolataikon keresztiil lehetnek kitéve a Cry-
toxinok hatasanak (DARVAS és LOVEI 2006). Kiemelkedd problémat jelent a
célkartevé rokonsagi korébe esé nem célzott fajok érintettsége. A szubletélis
behatdsok hozzajarulhatnak az esetleges Cry-toxinrezisztencia, illetve -
keresztrezisztencia kialakulaséhoz, mely Plodia interpunctella (Hubner)
modelléallaton, laboratériumi korilmények kozott mar a 10. nemzedékben
kialakul MON 810 GM kukorica esetén (DARVAS és LAUBER 2007). A
Cryl-rezisztencia kezelésére izogenikus vonallal torténé 20—50% aranyd
szegélyvetést ajanlanak a fajtatulajdonosok, ami fenntartja az érzékeny
kartevOnépességet.

A jelenleg takarmanyként és taplalékként forgalomban 1évé GM
ndvényeket az Un. lényegi azonossadg elve alapjan engedélyezték. A GM
névények élelmiszer-biztonsagaban valo kételkedést Pusztai Arpad és
munkatarsainak kisérletei alapoztdk meg, melyek sordn patkanyokban a
hoviraglektin génjét tartalmaz6 GM burgonya fogyasztdsanak hatasara
visszamaradt novekedést, immunrendszeri zavarokat es tobb szerv szdveti
rendellenességeket tapasztaltak (EWEN és PUSZTAI 1999, PUSZTAI et al.
2003).

Minden novényvédelmi technoldgia alkalmazasa soran fontos, hogy a
hatéanyagok kimutatasdra kelld érzékenységli analitikai  modszerrel
rendelkezziink. A Cry-toxinok mind a kdrnyezetkimélé novényvédelem, mind a
mez6gazdasagi gentechnologia szamara fontos hatoanyagok. Kimutatasuk
fehérje jelleguk (lektinfehérjék) és az ezzel jar6 bomlékonysagi és adszorptiv
jellemz6ik miatt fokozott nehézséget jelentenek a szermaradék-analitikdban. A
novényvédelmi technoldgiak kornyezeti biztonsaganak vizsgalataban azonban
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elengedhetetlen a hatéanyag eloszlasénak és kdrnyezeti sorsénak felmeérése. A
Cry-toxinok kimutatdsénak elterjedt moddszerét képviselik az enzimjelzéses
immunoassay (ELISA) eljarasok. Munkdm sordn a MON-@@J810-6
(tovabbiakban MON 810) és DAS-59122-7 (tovabbiakban DAS-59122) Bt-
kukoricdk é&ltal termelt CrylAb- és Cry34/35Abl-toxinok, illetve a
szunyoglarva-gyéritéskor alkalmazott Cry4-toxinok kimutatasra alkalmas
ELISA rendszerek vizsgalataval foglalkoztam. PhD-munkam célkitiizései az
alabbiak voltak:

* 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 0sszehasonlitasa (kalibracié, megbizhatdsag,
ismételhetdség),

» az ELISA, mint széles korben elterjedt analitikai eljaras alkalmazasabdl
ered6, a szakmai irodalomban tapasztalhatdé CrylAb-koncentréciora
vonatkozd nagyfoku szordsok mértékének kormérésben torténd
meghatéarozasa,

 a kereskedelmi  forgalomban  kaphat6  ELISA  rendszerek
(tesztcsomagok) novényi és allati szovetek CrylAb-tartalmanak
meghatarozasara val6é alkalmazhatésaganak vizsgélata matrixhatasok
leirasaval,

» Cry4-toxin kimutatisara alkalmas ELISA rendszer fejlesztese,

» a MON 810 genetikai eseményt hordoz6 GM kukorica toxintermelését
befolyasolo kdrnyezeti tényezok meghatarozasa,

« a DAS-59122 genetikai eseményt hordoz0 GM kukorica kornyezeti
hatdsvizsgalata heétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)
larvalis fejlodésére és teljes életciklusara es reprodukcids paramétereire
vonatkozodan.



2. ANYAG ES MODSZER

A kereskedelmi  forgalomban kaphatdé ELISA tesztcsomagok
kalibraciojanak vizsgélata sordn 6sszehasonlitottuk a mennyiségi kimutatasra
alkalmas Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag (#PN 51001, Warminster,
PA, USA)! és az EnviroLogix CrylAb/Ac QuantiPlate (#AP 003; Portland,
ME, USA)?2 esetében a gyartd altal javasolt linearis kalibracios gorbét a
szendvics tipust rendszerekre altaldnosan jellemzd, négyparaméteres szigmoid
kalibralo gorbével. Osszehasonlitottuk tovabbid a mindségi kimutatasra
alkalmas az Agdia Bt-CrylAb/1Ac ELISA tesztcsomag (#PSP 06200, Agdia
Inc., Elkhart, IN, USA)? szigmoid kalibrald gorbéjét — melyet az Abraxis Inc.
cégtdl vasarolt standard oldattal vettink fel — az Abraxis és EnviroLogix
ELISA eljaradsok hasonld paramétereivel. Az Abraxis tesztcsomag esetében a
szigmoid Kalibralé gorbét harom kiilonb6z6 forrasbol szarmazé (Abraxis Inc.;
Szent Istvan Egyetem — Szoboszlay Sandor; Nemzeti Kutatdsi Tanacs — Luke
Masson) CrylAb-standard oldatbdl vettik fel 0 és 50 ng/mi
koncentraciétartomanyban. A tesztcsomag altal biztositott standard oldatokkal
felvett standard oldatokkal felvett lineéris standard gorbe alacsonyabb, de
sokkal sziikebb tartomanyban (0—4 ng/ml) teszi lehetdvé az analitikai
meghatarozast. A szigmoid es linearis gorbék értékeit normalizaltuk, majd
reprodukalhatésagukat vizsgaltuk, illetve a kimutatasi hatar értékét leirtuk.
Agdia Bt-CrylAb/1Ac ELISA tesztcsomag és EnviroLogix CrylAb/Ac
QuantiPlate esetében a szigmoid gorbéket az Abraxis Inc. cégtél vasarolt
CrylAb-toxinnal vettik fel szintén 0 és 50 ng/ml koncentracitartomanyban.
Mindket tesztcsomag esetében 3 flggetlen mérés atlagainak szigmoid
regresszidjat hasonlitottuk az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA tesztcsomag
ugyanezen forrasbol szarmazd toxinnal felvett gorbéjéhez.

A 2005-ben a piacrol visszavont (SZEKACS et al. 2010) EnviroLogix
CrylAb/CrylAc QuantiPlate 0,5, 2,5 és 5 ng/ml koncentracioju standard

! http://www.abraxiskits.com/moreinfo/PN510001USER.pdf
2 https://www.yumpu.com/en/document/view/18625470/quantiplatetm-kit-for-crylab-crylac-
envirologix
3 https://orders.agdia.com/Documents/m172.pdf
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oldatainak, illetve a jelenleg is forgalomban 1év6 EnviroLogix Cryl Ab/CrylAc
QualiPlate pozitiv és negativ kontroll oldatainak belsé mindségellenérzését
Shewhart—féle ellen6rz6 kartyaval (Shewhart Control Chart) végeztik el. A
CrylAb/CrylAc QualiPlate pozitiv és negativ kontrolljainak egy lemezen val6
ismételhetdségét a méréses ellendrzé kartydk koziil a terjedelemkartyaval
elemeztiik (Control Chart of the Range of Duplicates).

Nemzetkozi egyiittmikodés keretében vizsgaltuk kiilonbozé ELISA
rendszerek alkalmazhatésdgdt MON 810 GM kukorica CrylAb-tartalmanak
meghatarozasaban. A vizsgalat célja annak szamszeriisitése volt, hogy a
toxintartalom meghatarozéasakor alkalmazott ELISA rendszerek kiilonb6z6sége
mennyiben magyarazza a szakirodalomban el6fordulé CrylAb-koncentraciok
nagymértékii valtozékonysagat. Standard ndvényi mintak CrylAb-tartalmat
hataroztuk meg ugyanazon ELISA rendszer (Bt-CrylAb-1Ac ELISA
tesztcsomag (#PSP06200, Agdia Inc., Elkhart, IN, USA) alkalmazésaval, illetve
laboronként sajat ELISA eljarassal is. Az analitikai mérésekbdl szarmazo
eredményeket az 1ISO 5725-2 szabvany szerint értékeltik ki (ISO 1994).

Kukoricalevél-szovetben jelentkez6 esetleges matrixhatasokat —két
fuggetlen vizsgalat soran hatiroztuk meg. Az Abraxis Inc. cégt6l vasarolt
CrylAb-toxinnal felvett szigmoid kalibralo gorbét DK 440, kozel izogenikus
kukorica levélmatrixban felvettik, és ICso-értékét a pufferben felvett gorbe
azonos paraméteréhez hasonlitottuk. Meghataroztuk levélszovetre a kimutatasi
hatart is. Ugyanezen vizsgalatsor alkalmaval standard addiciés mddszerrel is
ellendriztik az esetleges matrixhatast (KEBEKKUS és MITRA 1998). A
Kézponti Kornyezet- és Elelmiszer-tudomanyi Kutatdintézet (KEKI) (jelenleg:
Nemzeti Agrarkutatasi és Innovécios Kozpont (NAIK), Elelmiszer-tudomanyi
Kutatdintézet (EKI), Bioldgiai Osztaly) az Eurépai Unié 7. Kutatasi
Keretprogramjan belll elnyert palyazat keretében (FP7/2007-2013) etetéses
kisérlet soran vizsgalta MON 810 (PR34N44) GM kukorica és kozel izogenikus
vonalanak (PR34N43) hatasat sertésegyedeken. Az analitikai vizsgalat
eredményeib6l minden vizsgalt szervre Kimutatasi hatart hataroztunk meg, és
értékeltik a meghatarozasok analitikai josagat.



A szendvics tipusi ELISA rendszer fejlesztéséhez szikséges 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- és Cry4B-fehérjék
keveréke volt, melyet a TEKNAR folyékony készitményb6l izolalt B.
thuringiensis var. israelensis kulturdbol tisztitott az Abbot Laboratorium
(Chicago, IL, USA). Az antitestek tormaperoxidaz enzimmel valdé kotodését
glutaraldehides és perjodatos moédszerrel hoztuk Iétre (HARLOW és LANE
1988). Az optimalizalt ELISA rendszert direkt, szendvics tipusi immunoassay
elve alapjan épitettik fel (TIJSSEN 1985). Az analitikai standard gorbét
VECTOBAC WDG (granulatum) és VECTOBAC 12AS (szuszpenz0) Bti-
készitménnyel is felvettik, majd a tiszta Cry4-toxint tartalmazé szigmoid
gorbéhez hasonlitottuk. A készitmények esetében meghataroztuk a kimutatasi
hatérokat.

A MON 810 GM kukorica CrylAb-termeléseének vizsgalata soran
meghataroztuk a toxin eloszlasat az egyes levélszinteken és adott levélszinten
belul. Tanulmanyoztuk tovabba az dregedés folyamatanak, a nitrogén-foszfor-
kalium kevert miitrdgya alkalmazisanak, a termesztési koriilménynek ¢€s a
talajtipusnak (FLoOrRIMO altalanos viragfold és agyagbemosddasos barna
erd6talaj) a CrylAb-termelésre gyakorolt hatasat.

A DAS-59122 Kkornyezeti hatasvizsgalata a Pioneer Hi-Bred
International Inc. (Ankeny, IA USA) megbizésaval valdsult meg. El6kisérletek
keretében meghataroztuk a hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)
fejlédési titemét harom kiilonb6z6 hdmérsekleten, zselnicemeggy-levéltetii
(Rhopalosiphum  padi) és zoldborso-levéltetli  (Acyrtosiphon  pisum)
zsakmanyallatok fogyasztasa esetén, illetve az egyes larvastadiumokban
elfogyasztott leveltetvek szamat. Ezt kdvetéen szabadfoldi korulmények kozott
vizsgaltuk a DAS-59122 GM kukorica hétpettyes katicabogar L1 és L2
larvastadiumaira, illetve a nem célszervezet teljes életciklusara gyakorolt
hatasat, melynek sordn mortalitast, fejlédési id6ét, imagosulyt, termékenységet
és tojasrakéasi paramétereket hasonlitottunk a kontroll kezelések ertékeihez.



3. EREDMENYEK

PhD-munkam soran CrylAb-toxinok kimutatadsara alkalmas ELISA
rendszerek  analitikai  megbizhatésagat  vizsgaltam, melynek  soran
megallapitottam, hogy az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate és
QualiPlate, illetve az Abraxis Bt-CrylAb/Ac ELISA kereskedelmi
tesztcsomagok altal biztositott standard oldatokkal felvett kalibracids egyenes
az ELISA rendszerekre jellemz6 szigmoid standard gorbék alsé gorbiileti
szakaszara esnek, ahol analitikai szempontbo6l a meghatarozas magbizhatdsaga
¢s ismételhet6sége nem optimalis. A linedris kalibracio a regresszios
koefficiensek alapjan jol reprodukalhat6 a mérések soran, azonban az alacsony
kimutatasi hatar kdzelében a relativ tapasztalati szoras nagyobb, mint az 1Cso-
érték kozelében, ami — a nagyfokd higitas figyelembe vételével — a novényi
mintdkra szamitott toxintartalom meghatarozasanak pontossagara is Kihat.
EnviroLogix CrylAb/CrylAc QuantiPlate és QualiPlate esetében belsd
mindségellendrzés alatamasztotta a szigmoid alsd gorbiilet szakaszara esd
linearis kalibracioval torténd meghatarozas bizonytalansagat. A 0,5 ng/ml
0,572+0,106 ng/ml, mely 18,5% relativ hibat jelent. Az egyedi mérések soran a
fellépo relativ hiba 0,0 és 141,4% kozott valtozott a mért optikai stiriség (OD)
szintjén, a szamitott koncentraciok esetében -1327,0%—595,4% volt. A
Shewhart-féle minéségellenérz6 kartyan harom pont esett a figyelmeztetési
hatarokon kivil, melyek kozil egy a szabalyozasi hatéaros is kivil volt. Ez azt
jelenti, hogy az alacsony meghatarozasi tartomanyban — a pozitiv kontroll
szamitott 1,45 ng/ml koncentrécio értéke folotti tartomannyal ellentétben — az
ELISA rendszer nincs statisztikai kontroll alatt. Ugyanez volt jellemzd az
EnviroLogix QualiPlate altal biztositott negativ kontroll esetében is, mely
esetleges hamis negativ eredményeket eredményezhet.

Nemzetkdzi kormerés keretében megallapitottuk, hogy standard
levélmintak toxintartalmanak meghatarozasa soran, ugyanazon ELISA eljaras
(k6zo6s protokoll) alkalmazéasa mellett is 15,5—31,6% relativ hiba adédik, mely
a kiilonboz6  laboratoriumokban  sziiletett  vizsgalatok eredményeinek
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0sszehasonlithatsagat kérddjelezi meg. A sajat protokollok (melyek minta-
elokészitést vagy ELISA rendszer felépitését tekintve tértek el a kozos
protokolltol) alapjdn végzett mérések eredményei a kozds protokollal
meghatérozott atlagértékekhez képest a -66,5%—160,1% tartomanyba estek.

A kereskedelmi ELISA tesztcsomagok alkalmazhatésaganak vizsgalata
soran novényi (kukorica) és allati (sertés) szdvetekben fellépd esetleges
matrixhatdsokat  hatdroztuk  meg.  Kukorica-levélszovetben  CrylAb-
meghatarozas sordn nem jelentkezett matrixhatas, mig a sertésszévetek kozil
izomban, harom fuggetlen merés sordn meghatérozott kimutatési hatar
7,95+7,99 ng/ml volt. A rendkivil magas szords azt mutatja, hogy ez a
szOvettipus bonyolult méatrixot jelent a CrylAb-koncentracié meghatarozasanak
szempontjabol, mely élelmiszer-biztonsdgi szempontb6l problémaként
jelentkezik.

A PhD-munk&m soran a szunyoglarvaallomany-gyéritésben alkalmazott
Cry4-toxin kimutatasra alkalmas ELISA rendszert fejlesztettiink. A direkt
szendvics tipusu eljards esetében az immunkomplex egyik eleme a
célvegyliletet specifikusan felismerd antitest €s az analitikai jelet adé enzim
konjugéatuma. A konjugécid soran a Cry4-specifikus antitestet glutaraldehid és
perjodat alkalmazasaval is kapcsoltuk a HRP enzimhez, melynek aktivitasa
egyik konjugacios moddszer esetében sem csokkent. Perjodat esetében a
kapcsolat stabilnak bizonyult, igy azt a mddszert alkalmaztuk az ELISA
fejlesztése sordn. Az otpimalis kalibracids gorbét az érzékenyitdé antiszérum
1:500, az antitest-HRP-konjugatum 1:200 higitasa mellett értiik el, melyet
analitikai tisztasagl Cry4-toxinnal, illetve két, a szUnyoglarvadlloméany-
gyeritési gyakorlatban alkalmazott Bti-készitménnyel (VeEcTOBAC WDG
granulatum és VECTOBAC 12 AS szuszpenzi0) vettik fel. A Kimutatasi hatar
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/ml.

A MON 810 GM kukorica CrylAb-termelésének vizsgalatakor
meghataroztuk a kiilonbozd levélszintek kozotti, illetve egy adott levélen beliili
toxineloszlast. A DK-440 BTY kukoricafajtaban a levélszintek toxintartalma
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4821 és 10054 ng/g koncentracidtartomanyban véltozott, melyek kozil a
legalso lathatd levél toxintartalma (4821+1042 ng/g) teért el szignifikans modon
a tobbi szinten mért eredményektdl. Adott levélen beliil a levéllemez kozépsd
részén mértik a legmagasabb koncentraciot (8924+1507 ng/g), mely érték
szignifikansan csokkent a levélcsics (4579+1864 ng/g) és levélnyél (1892+223
ng/g) iranydba. A levéllemez kozepén a legmagasabb érték a levélérnél
(98851877 ng/g), mig a legalacsonyabb a level szélén (8194+480 ng/g) volt
mérhetd. A CrylAb-koncentraciot a ndvényi levélszovetben jelentdsen
befolyésolja a levél dregedési folyamata. A félig elszéaradt (sérga) levélben a
friss levél toxintartalménak &tlagosan 68%-a, az elszaradt (barna) levélben
pedig 28%-a mérhetd.

A termesztési kortlmények és talajtipus CrylAb-tartalomra gyakorolt
hatdsat vizsgaltuk ket MON 810 Kkukoricafajta esetében. Az (veghazi
korulmények kozott termesztett ndvenyek szOveteiben a toxintartalom
alacsonyabb volt, mint a szabadféldi kérilmény esetében, illetve a két MON
810 genetikai eseményt hordozo fajta sem egyforma mennyiségli CrylAb-
toxint termelt szOveteiben, annak ellenére, hogy genomjukba ugyanazon
genetikai eseményt épitették be. Nitrogén-foszfor-kalium kevert miitragya
alkalmazasa nem eredményezett emelkedett toxinkoncentraciot a MON 810
kukorica levélszdvetében, azonban a névények biomasszaja mind a médositott,
mind a kdzel izogenikus vonal esetében kdzel masfélszeresére emelkedett, igy
az egy hektaron megtermelt CrylAb-mennyiség is magasabb mitragya
alkalmazasa mellett.

A DAS-59122 GM Kkukorica kornyezeti kockazatelemzése soran a
hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata) L1, L2 larvastadiumat,
illetve a teljes ¢€letciklusat vizsgaltuk tritr6fikus rendszerben, ahol a névényevo
résztvevd a zselnicemeggy-levéltetti (Rhopalosiphum padi) volt, a tenyeészetek
fenntartasara pedig zoldborso-levéltettit (Acyrtosiphon pisum) hasznaltunk. A
kisérletsorozat elején meghataroztuk a katicabogar larvalis fejlodésének idejét 3
kiilonb6zé hémérsékleten, két levéltetiifaj (R. padi és A. pisum) fogyasztasa
esetén. A fejlédés allando 30°C-on volt a leggyorsabb, A. pisum esetében
9,17£0,41 nap, R. padi fogyasztasakor 11,00+0,63 nap telt el a teljes fejlettség
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eléréséig. A kikelt imagok altal elert testtomegek esetében nem taldltunk
kilonbségeket a két levéltetiifajon torténé taplalkozasra vonatkozodan.
Meghataroztuk tovabba az egyes larvastadiumok (L1-L4) altal elfogyasztott
levéltetvek mennyiségét, mely eredmények a kornyezeti kockazatelemzés
szempontjabol R. padi esetében hasznosultak.

A DAS-59122 Kkukorica és kozel izogenikus vonalanak (PR36D79)
vizsgélata sordn nem tapasztaltunk szignifikans kulénbséget az L1 és L2 larvak
tulélésére és egyedfejlédésére vonatkozoan, egyik vizsgalt levélszinten sem. A
teljes életciklus-vizsgalat soran a kdzel izogenikus vonal mellett hdrom maésik
hibrid (PR36V52, PR37N01, PR37M34) is kontrollként szolgalt. A levéltetiivel
fertézott, izolalt kukoricanovényeken fejlodé katicabogar-larvak babozddasat
kovetéen a kikelt imagok testtomegét mértilk. A ndstények esetében a
legalacsonyabb atlagos testtdmeget a DAS-59122 és PR36V52 hibrid esetében
mértiink (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 PR37NO1 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 kilénbség
a kozel izogenikus vonal (43,76+4,50), a PR37M34 (40,54%+4,85 mg), a
PR36V52 (42,94+3,14) és a PR37N01 (41,98+5,20) hibridek értékeihez képest
szignifikans eltérést jelentett. A szaporodasi paraméterek (termékenység és
tojasrakasi képesség) vizsgalata sordn az egy tojascsomoban lerakott tojasok
szdma 5 és 80 kozott valtozott, a tojascsomok atlagos mérete DAS-59122 esetén
25 tojas volt, a kdzel izogenikus kukorican 33, a tovabbi 3 hibrid kukorican
pedig 25 és 32. A tojasokbdl atlagban 17—30 L1 larva kelt ki. A fertilitas
ardnya a kezelések kozott 58 és 77% koOzé esett, statisztikailag szignifikans
kilénbsegeket nem tapasztaltunk.
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1.Tézis:

2. Tézis:

3. Tézis:

4. Tézis:

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A kereskedelmi forgalomban kaphaté Abraxis Bt-CrylAb/Ac
ELISA tesztcsomag altal biztositott standard oldatokkal felvett
linearis kalibracio a szendvics tipusit ELISA rendszerekre jellemzd,
négyparaméteres szigmoid kalibralé gorbe also gorbiiletére esik,
ahol az analitikai meghatarozds megbizhatdséaga, pontosséga és
ismételhet6sége rosszabb az athajlasi pont kornyékéhez képest. A
fuggetlen mérések soran felvett linearis kalibralo gorbek jol
reprodukélhatok, azonban az 5 ng/ml helyett alkalmazott 0,125
ng/ml kimutatasi hatar a mérés pontossagat csokkenti, torzitasat
pedig noveli.

Az EnviroLogix CrylAb/CrylAc QualiPlate pozitiv és negativ
kontroll oldatainak bels6é mindségellendrzése soran a pozitiv
kontroll esetében a szdmitott CrylAb-toxinkoncentréacié 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 mindségellenérz6 kartya alapjan
megbizhaté és pontos referenciapontnak bizonyult. A negativ
kontroll nominalis CrylAb-koncentraci6ja 0,00 ng/ml, szamitott
érteke 0,0009+0,08 ng/ml volt. A mindségellendrzo kartya alapjan a
negativ kontroll nem mindsiilt megbizhato6 referenciapontnak.
Nemzetkdzi kormérés keretében az analitikai eljaras sajatsagaibdl
fakadd 15,5—31,6% relativ tapasztalati szérast hataroztunk meg a
laboratériumok kodzott ugyanazon standardizalt ELISA rendszer
alkalmazéasa esetétn MON 810 GM kukorica levélmintajaban a
CrylAb-toxintartalom meghatarozasa soran. Adott laboratoriumon
beltl a sajat protokollok esetében végzett mérések eredményei a
koz6s protokollal meghatarozott atlagértékekhez képest a -
66,5%—160,1% tartomanyba estek.

Meghataroztam sertés sziv-, nyirokcsomo-, agy-, izom-, maj-, vese-,

lép-, placentaszovetében, valamint szérumban ¢és elGtejben a
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5. Tézis:

6. Tézis:

7. Tézis:

kimutatési hatarokat CrylAb analitikai standarddel hitelesitett
EnviroLogix  CrylAb/CrylAc QualiPlate ELISA  rendszer
kvantitativ alkalmazésa eseten.

Cry4-toxin kimutatasara alkalmas, direkt, szendvics tipusd ELISA
rendszert fejlesztettem. Az optimalizalt rendszer paraméterei az
érzékenyitd  Cry4-specifikus  antitest 1:500, antitest-HRP
konjugatum 1:100 higitdsa. A kimutatasi hatér tiszta Cry4-toxin
esetében 2 ng/ml, VEcTOoBAC WDG granulatum és VECTOBAC 12
AS szuszpenzi6 esetében 170 ng/ml és 900 ng/ml.

Meghataroztam MON 810 GM kukorica altal termelt CrylAb-toxint
eloszlasat az egyes levélszinteken, illetve egy adott levélen belil.
Vizsgaltuk a levél Oregedésének, a virdgfoldnek és az
agyagbemosodasos barna erdétalajnak, illetve a termesztési
kérilménynek a hatdsdt a ndvény CrylAb-toxintartalméra
vonatkozéan. Nitrogén-foszfor-kalium kevert mitragya
alkalmazasakor nem tapasztaltunk szignifikans emelkedést a
CrylAb-toxinkoncentracioban, azonban a GM és kozel izogenikus
vonaldnak biomasszdja masfélszeresére emelkedett, igy az egy
hektaron megtermelt toxinmennyiség is ilyen mértékban nagyobb
miitragya alkalmazasa mellett.

A DAS-59122 GM kukorica tritrofikus rendszerben torténd
kornyezeti hatdsvizsgélata sordn nem tapasztaltam szignifikéns
kilonbséget a hétpettyes katicabogar (Coccinella septempunctata)
L1 és L2 larvainak talélésére vonatkozdan a kozel izogenikus
vonalhoz (PR36D79) képest. A teljes életciklus vizsgalata soran a
him egyedeknél a legalacsonyabb testtémegeket a DAS-59122
esetében (36,74+5,42 mg) tapasztaltam, mely kilénbség a kozel
izogenikus vonal, a PR37M34, a PR36V52 és a PR37NO01 hibridek
értékeihez keépest szignifikans eltérést jelentett. A szaporodési
paraméterekben nem tapasztaltam szignifikans kilonbseégeket.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szendvics tipusit ELISA mobdszerrel torténd koncentrécio-
meghatarozas a legjobban reprodukélhato, a legmegbizhatobb és a legpontosabb
a rendszerre jellemzd, négyparaméteres szigmoid kalibracidés gorbe kozel
egyenes szakaszan, vagyis az athajlasi pont (ICso) kozelében. Az altalunk
vizsgalt, kereskedelmi ELISA rendszerek altal biztositott standard oldatokkal
felvett kalibral6 egyenes 0—4 ng/ml és 0—5 ng/ml koncentraciotartomanyban
biztosit mennyiségi meghatarozast. Az analitikai szempontokat figyelembe
véve a linearis kalibracié ismételhetOségének és precizitdsanak vizsgalata
mindenképp indokolt volt. A linearis regresszid jol ismételhetd a fiiggetlen
mérések soran, azonban a szigmoid gorbe alsé gorblileti szakaszéra esik. Ezen
analitikai megfontolast tamasztotta ald az EnviroLogix CrylAb/CrylAc
QualiPlate pozitiv és negativ kontroll pontok, illetve az EnviroLogix cégtdl
vasarolt CrylAb-analitikai standard oldataival felvett kalibralé pontok (0,5, 2,5
és 5 ng/ml) esetében elvégzett belsé mindség-ellenérzést. A negativ kontroll
(melynek elméleti koncentracioértéke 0 ng/ml) és a 0,5 ng/ml koncentracioju
standard oldat esetében az ELISA rendszer nem volt statisztikai kontroll alatt. A
magasabb vizsgalt koncentréacidk a szigmoid gorbe kozel egyenes szakaszanak
also részére estek, igy ezekben az esetekben a mindségellendrzés soran nem
jelentkezett Kiugro érték. Az alacsony koncentracidk esetében a kiugréan magas
relativ tapasztalati szérasok az egyedi mérések kdzott médosithatjak a lineéris
regresszié meredekségét, igy a mérés eredményét egyarant. A jelenleg is
forgalomban 1év0, mindségi kimutatasra alkalmas EnviroLogix ELISA
tesztcsomagok negativ kontrollja sem bizonyult megfelel referenciapontnak.
Ez problémakeént jelentkezhet kdrnyezet- és élelmiszerbiztonsagi esetekben is,
ahol egy hamisan GMO-mentesnek itélt novény vagy élelmiszer esetlegesen
tartalmaz Cry-toxint. Elelmiszer-biztonsagi vonatkozasban tovabbi nehézséget
jelent, hogy a sertés izomszOvetében, harom flggetlen 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 matrixhatds csokkenthetd a minta kell6 mértékii
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higitasaval, azonban Cry-toxint tartalmaz6 takarmany fogyasztasa esetén az
izomszovetben jelentkezd toxin varhatd alacsony mennyisége miatt ez nem
jelent megoldast. Novényi minta esetében matrixhatassal nem kell szamolni az
altalunk vizsgalt levélszdvet vizsgalatakor 1:10 higitas mellett.

A nemzetkodzi korvizsgdlat eredményei a standardizalt ELISA
protokollok alkalmazésanak fontossagat hangsulyozzak, melynek révén a
kilonbozé laboratoriumok altal végzett kornyezetanalitikai vizsgalatok
0sszehasonlitoak. Az eredmények azt is mutatjdk, hogy még egy standardizalt
eljards  esetében is adddhatnak szignifikdns eltérések a CrylAb-
toxinkoncentracié meghatérozédsa sordn, azonban az adatok varianciaja
lényegesen alacsonyabb, mint egymastdl eltéré modszerek alkalmazasa soran.
A jelen vizsgalatban tapasztalt, szignifikans eltéréseket okozd, 15,5—31,6%-05S
relativ tapasztalati szérasok alacsonyabbak, mint mas hasonld szisztematikus
kérméres esetében (NGUYEN et al. 2008). Hasonlé mértékii variabilitas all
fenn a CrylAb-koncentraciokban a MON 810 kukorica esetében a ndvény
egyedei kozott is, vagyis a természetes sokféleség a GM novények esetében a
megtermelt toxin mennyiségeben is megmutatkozik (THEN és LORCH 2008).
A sajat vizsgalatunkban egységes ELISA tesztcsomagot, egységes protokollt és
azonos analitikai standard oldatokat alkalmaztunk a mérések soran. A tapasztalt
relativ hibak tovabb csokkenthet6k, amennyiben a fennmaradd kiildnbségeket
(minta-el6készités, mikrotiterlemez-olvasd, szoftver) is egységesitjuk. A minta-
elékészités és mérési folyamat automatizalasa (automata extrahald berendezes,
ELISA-robot) nyilvanvalé médon tovabb csokkentené a jelen vizsgélatunkban
fellépd tapasztalati szordsokat, mert igy az emberi hibak, illetve a dorzsmozsar
hasznalataval elért egyenetlen mintaelokészités is Kikiiszobolhets. A jelen
vizsgalatban sajat protokollként alkalmazott ELISA eljarasok Aaltal
meghatarozott, a kozds protokolltdl sok esetben szignifikansan eltérd
koncentraciok felhivjadk a figyelmet a kereskedelmi forgalomban kaphato
tesztcsomagok alkalmazésanak korlataira (kalibracio, toxin—protoxin—
keresztreakcio), illetve az altaluk kapott eredmenyek atgondolt ismertetésere.

A MON 810 GM kukorica toxintermelésének vizsgalatakor szignifikans
mértéekben kulonbozott a CrylAb-toxinkoncentracio a kiilonboz6 MON 810
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fajtdk azonos szerveiben, egyazon fajta esetén a levélszintek kozott, adott
levélen beliil, kiilonb6z6 talajtipusokon, eltérd termesztési koriilmények kozott
¢s mitragya alkalmazasa mellett. A befolyéasol6 tényezdk parhuzamos jelenléte
fokozott kilonbségeket eredményezhet a CrylAb-koncentracié meghatérozasa
soran. A kiilonb6zd laboratériumok altal végzett vizsgalatok kiillonbozdsége —
az analitikai eltérésekbdl adodd hibak mellett — tobbek kozott ezen tényezdkre
vezethetOk vissza, igy az eredmények Gsszehasonlitasa nem mindig lehetséges.
Szamos tényezO, példaul a talaj tipusa vagy a klimatikus viszonyok adott
esetben nem kikiiszobdlhetd eltérések, azonban egy jol részletezett mintavétel
dsszehasonlitasra alkalmassa teheti az eredményeket. Mindezen megfontolasok
indokoljak annak fontossagat, hogy a GM ndvények engedélyezési folyamatai
sorén az eseti vizsgalatoknak ki kell terjednilik fajtkra, a nem célszervezet
fajok kijelolésére, illetve az adott biofdldrajzi régidra. Jelenleg az EU-ban a
tagallamok sajat tertletikon szabadon korlatozhatjak bizonyos GM szervezetek
termesztését, vagyis az Eurdpai Unids szinten engedélyezett GMO-k
termelésének korlatozasarol vagy tiltdsarél a tagallamok nemzeti szinten
donthetnek (EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL 2015).

A Cry4-toxin kimutatasra fejlesztett, direkt, szendvics tipusi ELISA
rendszeriink kimutatési hatéra tisztitott Cry4-toxin esetében 2 ng/ml, mig a
Cry4-toxinokat tartalmazé VectoBAc WDG granulatum- és VECTOBAC 12 AS
szuszpenzidkészitmények esetén 170 ng/ml és 900 ng/ml. A fejlesztett ELISA
rendszer jelentdsége abban all, hogy jelenleg kereskedelmi forgalomban nem
kaphatd Cry4-toxin kimutatdsara alkalmas ELISA eljarés. Az Altalunk
fejlesztett rendszer kimutatasi hatdrai a készitmények esetében meglehetdsen
magas, igy a gyakorlatban alkalmazott dozis bomlasdnak nyomon
kovethetdsége a kimutatasi hatar alatt sziunyoglarvatesztek segitségével
kovetheté nyomon (FEJES 2015).

A DAS-59122 GM kukorica hatasat hétpettyes katicabogar (Coccinella
septempunctata) L1, L2 Ilarvastddiumaiban, illetve a teljes életciklusban
vizsgaltuk tritrofikus rendszerben. A fitofdg szervezet a vizsgélati
rendszeriinkben a zselnicemeggy-levélteti (Rhopalosiphum padi) volt. Mivel a
Bt-inszekticidek a célszervezet fiatal larvain fejtik ki hatdsukat, a nem

18



célszervezetek esetében is a korai larvastddiumok vizsgalata elsddleges.
Vizsgélataink soran nem tapasztaltunk mortalitast az L1 és L2 larvak fejlddése
sorédn sem a GM, sem a kozel izogenikus kukorica esetében. Akut hatdsa a nem
célszervezet larvaira a DAS-59122 genetikai eseményt hordoz6 kukoricanak
nincs. Teljes életciklus vizsgélata soran a tojasbol kikelt larvak fejlodésiik
kezdeti szakaszatél az imagdova fejlodésen keresztiil egészen a tojasrakasi
periddusig az adott kukoricafajtan ¢él6 levéltetveket fogyasztottdk. A vizsgalat
sordn az kozel izogenikus kukorica mellett 3 konvencionalis hibrid is
kontrollként szolgalt. A kifejlodott imagok szamaban és ivararanyaban nem volt
kilénbség az 5 vizsgélt kukoricafajta esetében, azonban a him imagok
testtdmege szignifikansan alacsonyabb volt a 4 kontroll kukoricdhoz képest. A
reprodukcios paramétereket tekintve sem volt kiilonbség a kukoricavonalak
kozott. A kornyezeti hatdsvizsgalatok célja, a GM és nem GM fajtak
osszevetése, melynek alapveté modszere a GM és kozel izogenikus vonalanak
Osszehasonlitasa. A 1ényegi azonossag elve — melyet az ilyen tipust vizsgalatok
soran alaptételként kezelnek — azt feltételezi, hogy egy biotechnol6giai eljaras
nem hozhat 1étre olyan valtozast a genomban, ami alapvetGen megvaltoztatja a
fajta tulajdonsagait. A GM és kozel izogenikus vonalakon végzett vizsgalatok
hamar megcéfoltak ezt a feltételezést, vizsgalatok eredményei igazoltak
szignifikans kllonbségeket Osszetétel vagy bioldgiai hatés tekintetében. Az
EFSA a kornyezeti kockéazatelemzés értelmezésebe az ,,6sszehasonlito
kockazatelemzés™ koncepcidjat vezette be, mely eldirja a kozel izogenikus
vonal mellett ,,élelmiszerként biztossagosak bizonyult”, egyéb fajtak bevonasat
a kockazatelemzésbe. Az értékelés soran az izogenikus vonal és a kereskedelmi
vonalak kozotti eltéréseket beépiti a negativ kontrollba, megndvelve igy a
LHhattér” szorasat, ami altal lesziikiti a GMO ¢és a hattér kozotti szignifikans
eltérések korét (SZEKACS és DARVAS 2012). A DAS-59122 GM kukorica,
hétpettyes katicabogar teljes eletciklusara gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran
a him imagok esetében egyértelmiien alacsonyabb testtdmeget hataroztunk meg,
mely kulonbség még a négy negativ kontroll mellett is szignifikdnsnak
bizonyult. A vizsgalat eredményei a hétpettyes katicabogarra vonatkozik,
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altalanositasuk és kiterjesztésiik méas katicabogéar-fajokra csak tovabbi vizsgalati
eredmenyek alapjan lehetséges.

PhD-munkam eredményei felhivjak a figyelmet a jelenleg rendelkezésre
allo ELISA rendszerek alkalmazhatdsdganak korlataira a MON 810 GM
kukorica CrylAb-tartalmanak meghatirozasa soran. Analitikai, biologiai és
egyéb tényezOk egyarant szerepet jatszanak a tudomanyos szakirodalomban
tapasztalhatd ~ nagymértékti  eltérésekben a  CrylAb-koncentraciok
meghatdrozdsa soran. A kiilonb6z6  kutatdcsoportok — eredményeinek
Osszehasonlithatosaga nagymértékben ndhet ezen tényezok ismeretével, illetve
minimalis szintre vald csokkentéséval.
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4 a folydirat elmult 5 éves impakt faktoranak atlagaval szamolva
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Osszesitett impakt faktor: 5,20

25



	1. A MUNKA ELŐZMÉNYEI, A KITŰZÖTT CÉLOK
	2. ANYAG ÉS MÓDSZER
	3. EREDMÉNYEK
	4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK
	5. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK
	6. HIVATKOZÁSOK
	7. AZ ÉRTEKEZÉS TÉMAKÖRÉHEZ KAPCSOLÓDÓ PUBLIKÁCIÓK

