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1. Bevezetés és céelkitiizések

1.1. A téma jelent6ségének bemutatasa

XX. szazad végéig az emberiség a természet adta lehetdségekkel élve alakitotta a
novénynemesités fejlesztési iranyait, a XXI. szdzadtél viszont a géntechnologiat felhasznilva
képess¢ valt a gazdasigilag jelentés ndovények tulajdonsdgainak és képességeinek célirdnyos
megvaltoztatasara. A géntechnologia tehat lehetdséget ad arra, hogy a novények mitkodését iranyitd
genetikai program modositasaval az adott novény tulajdonsagait a gazdalkodo, illetve a fogyasztd
igényeinek megfeleléen megvaltoztathassuk (HESzKY 2011a). A géntechnoldogiai Gton modositott
(GM) névények a hagyomanyos ndvényektdl, illetve ndvényfajtaktol foként abban kiilonbdznek,
hogy minden sejtjiikben megtalalhatdo a géntechnologia mdédszerével bejuttatott gén vagy gének, a
bejutatott génrél vagy génekrél minden ndvényi rész sejtjeiben termeldédik az ) vagy modositott
fehérje vagy enzimfehérje. Transzgenikusnak nevezziik azt a novényt vagy ndovényfajtat, amely
valamely géntranszfer technikdval bejuttatott, rendszertanilag tdvoli fajokbol szarmazd gént vagy
géneket tartalmaz (HESzKY 2011b). A transzgént tartalmazd ndovényeket gazdasidgi szempontbol
csoportosithatjuk, amely alapjan beszélhetiink elsGgeneracios-, masodik generacios-, illetve
harmadik generacidés transzgenikus novényekrél. Az elsdgeneracios transzgenikus ndvények
eléallitasanak gazdasagi célja a ndvénytermesztés technoldgidjanak segitése, illetve a termésatlagok
novelése. A masodik generacios novények fejlédésikben és novekedésiikben, valamint az
anyagcsere folyamataikban modositott fajtak, mely modositasok célja specialis mindség eléallitasa
az élelmiszeripari és fogyasztoi igények kielégitésére. A harmadik generacios transzgenikus
novények, mint bioreaktorok nemesitésének célja a specidlis molekuldk, ipari alapanyagok,
enzimek, fehérjék eldallitasa (HESZKY 2005a).

Napjainkra a géntechnologiai Giton modositott nd vények mezd gazdasagban valo megjelenése
egyre jellemzObbé valt. A mezdgazdasagi termelés szempontjabol az elsé generacids transzgenikus
novények valtak a legjelentdsebbé, amelyek eldallitasanak 6 célja az agrotechnika és a
mezdgazdasagi termelés segitése volt. A modositdsok konkrét célja a biotikus (pl. gomba, virus,
rovar, baktérium) rezisztencia, illetve az abiotikus (pl. herbicid, szarazsag) tolerancia kialakitasa
(HESzKY 2005b). Az elségeneracios transzgenikus novények koziil a gyomirtdoszer-tolerans és a
kartevokkel szemben rezisztens fajtak keriiltek a kdztermesztésbe. A termés €s a ndvény megovasa
érdekében a kartevok, illetve a novényvédd szeres kezelések altal kivaltott karos hatasok elleni
védekezés soran elsOsorban ezeket a fajtdkat alkalmazzdk. A vilagon jelenleg 29 orszigban
termesztenek valamilyen GM-fajtat. Napjainkban az Europai Unidban csak a kukoricamoly-
rezisztens GM-kukorica termeszthetd, ezt a kukoricafajtat 6 tagallamban termesztik, de az Gsszes

termOteriilet igy sem éri el a 100 000 hektart (HESzKY 2012a). 2009-ben, az Eurdpai Unidban 110



egyszeresen vagy tobbszorosen modositott GM-fajtacsoport haladt az engedélyezés tjan (TAKACS
et al, 2009). Hazankban 2005-t61 moratorium van érvényben a MON 810 géntechnologiai iton
moédositott kukorica fajtakor termesztésével szemben. A GM-fajtak termesztése veszélyeztetné
orszagunk vetdmagtermesztésben betdltott vezetd szerepét, ezenkiviil a moratorium fenntartdsaval
szamos biologiai és Okologiai kockdzat is elkeriilhetd. 2012. januar 1-jét61 Magyarorszagon az
alaptérvényben megfogalmazva tiltja a géntechnologiai iton médositott ¢161ények mez6 gazdasagi
felhasznaldsat, mivel szakmailag megalapozottan kijelenthetd, hogy a jelenleg forgalmazott GM-
fajtak és hibridek félkész termékek és termesztésiik sok féle kockazattal jar (HESzKY 2012b).

A mezOgazdasagban hasznalt GM-fajtdk alkalmazisa soran kornyezeti problémat jelent,
hogy termelésiik, felhasznalasuk sordn nem ismert az dsszes kornyezetre, illetve emberi egészségre
gyakorolt hatds. Az adott fajtak koztermesztésbe keriilése el6tt szamos kockazatot kell
megvizsgalni. A rizik6tényezok harom 0 csoportra oszthatok: biologiai és dkologiai -, gazdasagi és
szocialis-, illetve élelmiszerbiztonsagi rizikd. Minden eléallitott géntechnologiai iton mddositott
novényt kiilon-kiilon meg kell vizsgalni minden kockazati tényezd szempontjabol, tehat a ,,lényegi
azonossag elvét” el kell vetni, amely szerint nincs szikség a GM-ndvények engedélyezésénél
tovabbi, kiegészitd vizsgalatokra, abban az esetben, ha a géntechnoldgiai Gton megvaltoztatott és a
sziilovonal kémiai Osszetétele lényegében azonos (PUSZTAI & BARDOCZ 2006). Biologiai és
okologiai szempontbol szamolni kell tobbek kdzott a rezisztens rovar- €s gyomndvény populaciok
kialakuldsaval, a transzgén aramlasaval, illetve megszokésével, amely kovetkeztében felmeriil a
koegzisztencia problémaja, igy a GM-fajtak ¢és a hagyomanyos fajtdk egyidejli és egy adott helyen
torténd termesztése ¢és nemesitése gyakorlatilag kivitelezhetetlen (HESzKY 2006). Gazdasagi
kockazatként kell tekinteni a genetikai gyarmatositas lehetdségére ¢és a vetdmagipar
globalizaciojara. Az ¢élelmiszerbiztonsagi rizikd vizsgalata soran szikség van szabvanyoknak és
cléirasoknak megfeleld toxikologiai és allergologiai vizsgalatok végrehajtasara (HESZKY 2006). A
herbicid-tolerans és rovarrezisztens géntechnologiai Giton modositott fajtak legnagyobb hatranya,
hogy a transzgén bejuttatdsa sordn konstitutiv prométert alkalmaznak, amelynek kdvetkeztében a
géntermék folyamatosan termelddik a GM-ndvény minden szovetének és szervének 6sszes sejtjében
a ndvény egész ¢lete alatt (HESzKY 2008, 2011b). A rovarrezisztens GM-fajtak esetében igy nagy
mennyiségben keriil a géntermék, vagyis a toxin kdrnyezetiinkbe. Bekeriilhet a talajba a novényi
maradvanyok bomldsa, illetve a talajlako 4llatok lebontd tevékenysége soran. A szél altal a
kiilonb6z6 ndvényi részek, ezaltal a toxin bekeriilhet a természetes vizekbe is, ahol karos hatast
fejthet ki a vizi 6koszisztémara. A viz minden ¢€161ény szdmara nélkiilo zhetetlen, ezért mindségének

megovasa kiemelt fontossagl feladat.



1.2. Célkitiizések

Az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének Okotoxikologiai és Kornyezetanalitikai
Osztalyanak kutatdsaihoz 2011-ben csatlakoztam, majd 2012. évtdél a Kozponti Kornyezet- és
Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézetben folytattam a vizsgalatokat, ahol két rovarrezisztens
kukoricafajta transzgenikus ¢és kozel izogenikus vonalainak vizi Okoszisztémara gyakorolt
hatasainak vizsgalataba kapcsolodtam be. Kutatasaink soran az alabbikérdésekre Kerestik a valaszt:

1. Van-e kiilonbség a vizsgalt kukoricafajtak transzgenikus ¢s kozel izogenikus vonalainak a
vizsgalt vizi szervezetek (nagy vizibolha (Daphnia magna), egyiptomi csipdszunyog (Aedes
aegypti)) mortalitasara gyakorolt hatasaikozott?

2. Milyen hatassal vannak a transzgenikus kukoricak a Daphnia magna, illetve az Aedes
aegypti larvak mortalitasara?

3. Van-e kiilonbség a vizsgalt kukoricafajtak transzgenikus és kozel izogenikus vonalainak a

Daphnia magna reprodukciojara gyakorolt hatasai ko zott?

4. Milyen hatassal vannak a transzgenikus kukoricak a Daphnia magna reprodukciéjara?

A kutatas alaphipotézisei:

A MON 810 transzgenikus kukoricafajta a Daphnia magna, illetve az Aedes aegypti larvak
mortalitasara nincs hatassal.

A DAS 59122-7 transzgenikus kukoricafajta a Daphnia magna, illetve az Aedes aegypti larvak
mortalitasara nincs hatassal.

A MON 810 transzgenikus kukoricafajta a Daphnia magna reprodukciojara hatassal van.

A DAS 59122-7 transzgenikus kukoricafajta a Daphnia magna reprodukcidjara hatassal van.

Eredményeinkkel szeretnénk hozzijarulni a rovarrezisztens GM-kukorica fajtak kornyezeti

kockézatainak ¢s mellékhatasprofiljainak részletesebb megismeréséhez.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A Bt-novények altalanos jellemzése

A géntechnologiai tton modositott €l6lény olyan Szervezet, mely esetében a genom
modositasa az ivarsejtekre is kiterjed, tehat az ¢él6ény oroklodé megvaltoztatasardl van szo
(DARVAS & LAUBER 2006). A kiilonbozo kartevokkel szemben ellenalld transzgenikus fajtakat
Osszefoglaloan Bt-novényeknek nevezzikk. A Bt elnevezés a rovarpatogén Bt-endotoxinokat termeld
Bacillus thuringiensis baktériumra utal (DARVAS & LAUBER 2006). A Bt-novények tehat olyan
novények (pl kukorica, szdja), amelyek genomjaba a Bacillus thuringiensis-bdl szarmazo Cry-
toxinok termeléséért felelds cry-géneket juttattdk be, eziltal a ndvény képes a toxin termelésére. A
toxintermelés utjdn a ndvény védett a kartevok tdmadasaival szemben.

A Bacillus thuringiensis egy aerob, Gram-pozitiv baktérium (ROH et al., 2007). SzE&Is6séges
korlilmények kozott ez a talajbaktérium parasporalis testet formal, mely soran rovarpatogén
fehérjéket, 6-endotoxinokat termel (HESzKY 2005b). A &-endotoxinoknak két fajtaja ismert, a Cyt
(cytolytic)-toxinok és a Cry (crystalline)-toxinok (SHNEPF et al., 1998). A novényvédelemben nem
hasznalt, porusképzé Cyt-endotoxinok citolitikus és hemolitikus hatasuak ¢és foként a kétszarnytak
(Diptera) rendjébe tartozo rovarlarvakra fejtik ki hatasukat (PROMDONKOY & ELLAR 2003, BRAVO
et al., 2007). A Cyt-toxin tipust endotoxinok citolitikus és hemolitikus hatasuak és fOként a
kétszarnytak (Diptera) rendjébe tartozo rovarlarvakra fejtik ki hatasukat (BRAVO et al., 2007). A -
endotoxinok masik tipusat a Cry-toxinok alkotjak. A Cry-toxinok specifikus hatasuak, az é161ények
szervezetébe foként szajon keresztiil, per 0s modon juthatnak be. A Cry-toxinokat 5 csoportba
sorolhatjuk aszerint, hogy milyen kartevok ellen nyujtanak védelmet. A Cryl-toxinok a lepkefélék
(Lepidoptera), a Cry2-toxinok a lepkefélék (Lepidoptera) és a kétszarnyuak (Diptera), a Cry3-
toxinok a bogarfélék (Coleoptera), a Cry4-toxinok a kétszarnytak (Diptera) larvain fejtik ki
specifikus toxikus hatasukat. A Cry5-toxinok a fonalférgek (Nematoda) osztalyaba tartozo fajok
karositasaival szemben hasznalhatoak fel (CRICKMORE et al., 2009, VAN FRANKENHUYZEN 2009).

A legelterjedtebb rovarpatogén Cry-toXxinok a rovar szervezetébe a Bt-novény kiilonb6zo
részeinek elfogyasztdsaval keriilnek be, a toxin a kozépbélbe keriilve kapcsolodik a hamsejteken
talalhato specifikus receptorokhoz. A kapcsolodas hatdsara a toxin oligomerizalodik, a keletkezett
oligomer a lipidmembranba ékelddik, ezaltal a sejthartyan porusok keletkeznek, a sejt ionhaztartasa
felborul, mely a sejtek liziséhez vezet. Végiil a bél perisztaltikaja ledll, melynek kovetkeztében a
rovar nem képes a taplalek felvételére és a tdpanyagok hasznositdsara, igy ¢hen hal, tovabba az
egyed elhullasahoz vezethetnek a mikrosebzéseken keresztiil kialakulo fertézések is (SCHNEPF et
al.,, 1998, HeEszkY 2005b). A toxin viszont semmilyen hatast nem képes kifejteni, ha nem képes a



rovar k6zépbelében talalhatd hamsejtek receptoraihoz kotdédni. A toxin specifikus hatasat tehat a
toxin szerkezete €s a rovar receptor molekuldja hatarozza meg (HESzZKY 2005b).

A Bt-névények eléallitisanak szamos modja lehet (SCHNEPF et al., 1998). Egyik mddja az
endotoxinok termeléséért felelds plazmidok izolalasa, mivel a cry-gének, amelyek a Cry-toxinkat
koédoljak a plazmidokon talalhatoak meg. A rovarrezisztencia vagy herbicidtolerancidért felelés gén
konstrukciot kozvetett (pl. virus kozvetitett-, Agrobaktérium kdzvetitett génatvitel) vagy kozvetlen
(pl. vakuummal, részecskebombazaissal, elektroporacidoval) géntranszfer technikaval juttatjak a
célszovet sejtjeibe (HESzKY 2011e). Az elballitas masik modja lehet a hibrid képzés. Ebben az
esetben a Bacillus thuringiensis két szerotipusat konjugaljak, amely soran a plazmidok uj
rekombinacioja allithatd eld, ezzel a médszerrel olyan transzgenikus névényeket hozhatnak 1étre,
amelyek egyszerre tobb 1j tulajdonsaggal is rendelkeznek. Transzgenikus novények elballithatok
CellCap eljaras soran is, ahol egy mikrokapszula tartalmazza az endotoxinokat (DARVAS & LAUBER
2006).

A mezbgazdasagban elterjedt Bt-novények foként a vilag kukorica-, gyapot-, szdja- és
olajrepce-termelését érinti (DARVAS et al., 2009). Az Eurdpai Unidban egyedill a MON 810-es
transzgenikus kukorica vonal termesztése engedélyezett, amely CrylAb-toxint termel, ennek
koszonhetéen a kukorica védett a kukoricamoly (Ostrinia nubilalis) kartételével szemben.
Magyarorszagon az emlitett kukoricafajtaval szemben vetési moratérium van érvényben, ezért

vetése csak kutatasi célbol engedélyezett (TAKACS et al., 2009).

2.2 A Bt-novények alkalmazasanak elényei

A transzgenikus Bt-névények altal termelt Cry-toxinok specifikus és folyamatos védelmet
nyujtanak a ndvény szamara a kartevok ellen (TAKACS et al., 2009). Az ilyen tipust ndvényvédelem
nagyobb terméshozamokat eredményezhet (BETz et al., 2000). Az aktiv hatdéanyag pedig nincs
kit¢éve az olyan kedvezdtlen kornyezeti tényezok hatdsanak, mint az UV-sugarzas €s a csapadék
(TAKACS et al., 2009). Elonyt jelent az is, hogy a Cry-toxinok rendszintii specificitast mutatnak, igy
bizonyos fokl szelektivitast, specifikus védelmet biztositanak a nd vény szamara.

A rovarrezisztens GM-fajtak, hibridek monokulturaban is termeszthetové valnak, a
rovarkartétel veszélye nélkiil. Azokon a kukoricabogar vagy kukoricamoly fert6zott teriileteken,
ahol a gazdak korabban nem védekeztek, jelentds terméstobblet érhetd el a GM-hibridek
termesztésével, vegyszeres védekezés nélkiil is. A gazdak ezaltal jelentds vegyszer és permetezési
koltséget takarithatnak meg. A legtjabb fejlesztésti GM-kukorica hibridek, mar nem csak 1 gént,
hanem egyszerre tobb, akar 5-6 gént is tartalmaznak, amelynek kdvetkeztében tobb tulajdonsagban

modositottak. Lehetnek egy idében moly- és bogarrezisztensek, glyphosate és glufozinate



herbicidekkel szemben toleransak, igy a jovoben egyszerre megoldhatova valhat a gyomirtas és a

rovarkartevok elleni védelem (HESzKY 2008).

2.3. A Bt-névények alkalmazisanak hatranyai

A Bt-ndvények felhasznalasa bizonyos teriileteken jelentds elonyokkel jar, viszont
alkalmazasuk soran figyelembe kell venni szamos kockazatot is. Genetikai szempontbol a
transzgénaramlas ¢€s transzgénmegszokés jelentenek problémat. A transzgénaramlas kovetkeztében
a fajta- és fajhibridek képzddése is realis kockazatta valik. A transzgénmegszokés pedig azért
kockazatos mivel a transzgén viselkedése, kifejezodése Kontrollalhatatlanna valhat (HESzKY 2007).
A génaramlas, génmegszokés kockazatinak fennallasa esetén szamolni kell a koegzisztencia
problémakorével is. A koegzisztencia a GM-fajtak és a hagyomanyos fajtak egyideji és egy adott
helyen torténd termesztését és nemesitését jelenti ugy, hogy a termés az Eurdpai Unid
kovetelményeinek megfeleljen, miszerint a maximalis GMO tartalom 0,9% lehet a hagyomanyos
termékeknél és 0,0% a biotermékek esetében (HESZKY 2006).

A toxinnal szembeni rezisztencia viszonylag rovid id6én beliil kialakulhat (DARVAS &
LAUBER 2007). A rezisztencia kialakulasanak késleltetésére kidolgoztak a ,,nagy dézis/menedék”
termesztési modot, amely soran a GM-tdbla GM-fajta sorai k6z¢ meghatarozott tdvolsagokban
hagyomanyos fajtak sorait vetik el, ahol a nem rezisztens rovarok is tovabb élhetnek. A rezisztencia
recessziv tulajdonsag, tehat csak a homozigdta rovaregyedekre nincs hatassal a GM-novény altal
termelt toxin. A rezisztens homozigota egyedek a hagyomanyos sorokon él6 nem rezisztens
egyedekkel parosodva heterozigdta utddokat hoznak Ilétre, amelyeket a GM-fajta altal termelt toxin
mar képes elpusztitani. A kidolgozott technolégia viszont nem képes jelentds mértékben
csokkenteni a rezisztens populaciok megjelenését és tobblet koltségeket jelent a gazddk szamara
(HESzKY 2012c).

Okologiai szempontbdl szamolni kell azzal, hogy a toxin folyamatosan termelédik, minden
novényi sejtben a ndovény egész élete soran (HESZKY 2011b). Ennek kdszonhetéen a toxin hosszu
ideig a kornyezetben marad, ezzel veszélyeztetve az 6koszisztémat (SZEKACS & DARVAS 2007). A
kukoricabo gar-rezisztens novények esetében elég lenne, ha csak a gyokerekben termelédne a toxin,
mivel a jelent6s gazdasagikart okozo larvak csak a ndvényi gyokereket timadjak meg, de a kartétel
elleni védelem legegyszeriibb médja még mindig a vetésforgd alkalmazasa lenne. Gyokérspecifikus
prométer alkalmazasdval megoldhatova valna, hogy a gén csak a gyokérben miikddjon, igy a fold
feletti novényi részekben nem termelddne a toxin, amelynek kovetkeztében a génaramlas kockazata
nagymértékben csokkenne. A kukoricamoly szamottevd kartételével hazanknak csak kis teriiletén,

¢s idében korlatozottan kell szamolni és az érintett gazdak altaldban nem védekeznek ellene, igy a



molyrezisztens fajtak alkalmazisa nem eredményezne kisebb mértékii vegyszer koltséget (HESZKY
2008). A molyrezisztens kukorica fajtaknal is elegendd lenne, ha a toxin csak a ndvény szardban
termelddne, mivel a kukoricamoly larvai elsdsorban a ndovény szaraban fejtik ki karosité hatdsukat
(HESZKY 2011b).

A nem célzott szervezetek is ki vannak téve a Cry-toxinok hatasdnak a taplalkozas soran. A
fitofag ¢l6lények kozvetleniil elfogyaszthatjak a transzgenikus ndvények elsodort részetit, illetve a
Bt-ndvény lltetvények kozelében taplalékuk toxinnal szennyezddhet. A ragadozok és a parazitak
karosodhatnak a zsakmany vagy a gazdaszervezet altal, amelyek elézetesen fogyaszthattak Cry-
toxintartalmi taplalékot. A szaprofita szervezetek altal a toxintartalmi ndvényi maradvanyok
kozvetleniil fogyasztasra keriilnek. A beporzast végzd rovarok is kapcsolatba keriilnek a
toxintartalmua pollennel és a szimbidzisban €16 ¢é161ények is karosodhatnak a toxin altal, amennyiben
a szimbionta partner tartalmaz toxint (DARVAS & LOVEI 2006).

A toxint tartalmazé pollen szamos allat ¢lohelyét képes megvaltoztatni (DARVAS et al,
2006). Bizonyos védett lepke- (Lepidoptera) és egyéb rovarfajok is ki vannak téve a toxin karosito
hatdsanak, mivel a Cry-toxintartalmt pollen képes kiiilepedni a kukoricatablak szegély teriiletén
megtalalhaté csalanfélék (Urticaceae) leveleire., igy a leveleken ¢l és azokat fogyasztd
lepkehernyokat, mint példaul a nappali pavaszem (Inachis i0) hernyoit is érintik a toxin lehetséges
karos hatasai (DARVAS et al., 2004, LAUBER et al., 2007).

A pollent a szl és a viz képes szallitani. A pollen és ndvényi maradvanyok a vizi
toxin a felszini vizekbe keriilve karos hatast fejt ki a vizi lebontd szervezetekre, szamolni kell az
cutrofizacid kialakulasanak lehetdségével is, amely a vizminéség romlasahoz vezethet.
Kornyezetvédelmi szempontbdl ez szamottevd probléma lehet. Az é16 vizekbe keriilt toxintartalmi
novényi tormelék, illetve a toxintartalmu pollen igen hosszu utat is megtehet lebomlas nélkiil, a
novényi maradvanyok akar 180 m-t is megtehetnek, mig a pollen akar 2 km tadvolsdgbol is
kimutathat6 (ROSI-MARSHALL et al., 2007). Rosi-Marshall és munkatarsai kimutattak azt is, hogy a
vizsgalt Bt-kukoricafajta és a hagyomdnyos kukoricafajta ndvényi maradvanyainak vizben vald
lebomlasanak iitemében nincs kiilonbség, viszont a laboratoriumi etetési kisérletek sordn
megallapitottak, hogy a Bt-kukoricaval etetett egyes tegzes fajok sokkal lassabb fejlodést mutattak
(RosI-MARSHALL et al., 2007). Bohn és munkatarsai a vizmin6ség romlasat kitlinben jelzé nagy
vizibolhan (Daphnia magna) vizsgaltdk a Cryl Ab-toxintartalmi kukoricaszemek Orleményének
fejlodésre és szaporodasra gyakorolt hatdsait. Vizsgdlataik soran mindkét esetben gatlo hatést
tapasztaltak (BoHN et al., 2008).

Az okszertien szikséges, esetenkénti permetezéssel szemben a Bt-novények folyamatosan

termelik a toxint, akkor is, ha nincs ra szikség, illetve olyan névényi szervekben is, amely a



védekezés szempontjabol felesleges. A talaj esetében kiemelkedd probléma, hogy a gydkérben
termeldd0 nagy mennyiségli toxin a gyokérvaladékkal a tenyésziddszak teljes ideje alatt
folyamatosan a talajba keriil, illetve a gyokérsejtek hamlasaval is novekszik a talaj Cry-toxin
tartalma (SzZEKACS & DARVAS 2007, SZEKACS et al., 2010a ). A novényi sejtekben termelddott Cry-
toxin a sejtekbe zarva hosszu ideig megmarad, ezért fontos megvizsgalni, hogy milyen hatast
gyakorol ez a jelenség a tarlomaradvanyok lebontasara €s a talajt alkotd mikrobidlis kozdsségekre.
Mérések bizonyitjak, hogy a tarlomaradvannyal a talajba keriil6 Cry-toxin 1-8%-ka egy év mulva is
visszamérheté (TAKACS et al, 2009), ugyanis a toxinkoncentracido kezdetben gyorsan csokken,
viszont utana a toxin bomlasanak sebessége nagymértékben lelassul (PALM et al., 1994, 1996, SIMS
& REAM 1997, HERMAN et al,, 2002). A talajba jutd toxin adszorbealodhat a talaj alkotorészek
felilletén, fOként az agyagszemeséken (CRECCHIO & STOTZKY 1998, TAPP & STOTZKY 1998), ezaltal
a toxin védett a lebontassal szemben, viszont rovarpatogén tulajdonsagat kotott allapotban sem
vesziti el (KOSKELLA & STOTzKY 1997). Kiilonb6z0 vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a toxin
patogenitasa tobb mint 6 honap clteltével is igazolhatd (TAPP & STOTzKY 1998). Lathato tehat,
hogy a toxin nagy mennyiségben keriil a talajba, ezért érdemes vizsgalni a talaj ¢10vilagra gyakorolt
hatasait, mivel az ¢l61ényeket karosithatja, direkt illetve indirekt modon is. A Cry-toxinok talajban
valo felhalmozodasaval is szamolni kell, mivel nagylizemi koriilmények kdzott a monokultiras
termesztést gyakran alkalmazzak (TAPP & STOTZKY 1998).

A toxin karosithatja az emberi egészséget ¢s kiilonbozd allergias reakciokat valthat ki. A
szervezetben lejatszodd folyamatok még nem teljesen ismertek, ezért szdmos toxikologiai €s
allergologiai vizsgalat elvégzésére van szikkség minden egyes GM-fajta és termék esetén. A WHO
(World Health Organization — Egészségiigyi Vilagszervezet) allasfoglalisa szerint viszont a

transzgenikus novények nem veszélyesek az emberi egészségre (PUSZTAI & BARDOCZ 2006).

2.4. A transzgén integraciojanak, miikodésének és oroklodésének bizonyitasa

A transzgenikus fajtak nemesitése soran, a géntranszfert kovetéen a sejteket a markergén
altal kodolt rezisztenciara szelektaljak, mivel a markergén altaldban antibiotikum-rezisztenciat vagy
herbicid toleranciat kodol, a szelekciot a taptalajhoz letalis dozisban adagolt antibiotikummal vagy
herbiciddel végzik. A tulélo sejtekbdl regeneralt nd vényekben kiilonbdz6 molekularis médszerekkel
kimutathatd a transzgén beépiilése, miikodése, illetve oroklodése, ezekkel a vizsgalatokkal
bizonyithat6 a transzformacio sikeressége.

A transzgén sikeres integracidjarol akkor besz¢liink, ha a ndvény minden egyes sejtjének
sejtmagjaban 1év6 DNS-ben megtalalhatd a bejuttatott transzgén. A transzgén a ndvényi genomialis
DNS-ben DNS-DNS hibridizacion alapuld modszerekkel (Southern hibridizacio) illetve a DNS
polimeraz-lancreakcion (PCR) alapuld modszerekkel azonosithatdo (HESzKY 2011c).



A transzgenikus fajték eléallitasahoz csak azok a novények hasznalhatéak fel, amelyekben a
transzgén stabilan integralédott és megfelelden mikkodik. A miikddés bizonyitasanak legegyszertibb
modja a markergénre alapozott szelekcid, viszont ezzel a modszerrel a transzgén mitkodése csak
kozvetetten bizonyithatd. A transzgén mikddésének kozvetlen bizonyitdsa molekularis
modszerekkel torténhet. A transzgén miikodése azt jelenti, hogy a DNS-r6l mRNS szintetizalodik,
amelyr6l folyamatosan torténik a fehérjeszintézis, ezért a transzgén mikodése molekularisan
bizonyithatd a transzgénspecifikus mRNS ¢€s a transzgén altal kodolt fehérje kimutatasaval. A
transzgén altal kodolt fehérje elsdsorban a Western hibridizdcion alapuld modszerekkel
azonosithatd, mig a transzgénspecifikus mRNS kimutatdsa Northern hibridizaciéval torténhet
(HESzKY 2011d).

A markergénre alapozott szelekcid a géntranszfer sikerességének és a transzgén kozvetett
miikddésének bizonyitasa mellett hasznalhatd a transzgén 6roklddésének bizonyitasara is (HESZKY

2011d).

2.5. A toxin mindségi és mennyiségi meghatarozisa

A bejuttatott gén altal termelt lektin tipust, Cry-toxin fehérjék mindségi és mennyiségi
meghatarozasa, ezaltal a toxin novényi részekben, szovetekben vald eloszlasanak ¢és kdrnyezetben
valé degradaciojanak ismerete elengedhetetlen feltétele a kornyezeti kockazatbecslésnek, a
mindségellendrzésnek, €s nélkkiilozhetetlen ahhoz, hogy megallapithaté legyen a szabalyoknak és
eléirasoknak vald megfelelés.

A Cry-toxinok analitikai médon torténd meghatarozasanak széles korben alkalmazott
modszere az enzimjelzéses immunoassay (ELISA) eljaras. Az ELISA rendszerek mérési alapelve az,
hogy a mérendd anyaggal (célvegyiilettel) szemben allati szervezetbdl nyert antitestet alkalmaz a célvegylilet
szelektiv felismerésére. A modszer alapja az antigén-ellenanyag kapcsolat, vagyis az immunkomplex
képzodés, ezért nagyfoku szelektivitas jellemzi (TAKACS et al., 2012a). A vizsgalat kivitelezése 96-
tiregli polisztirol mikrotdlcan torténik. A meghatarozas 1ényege, hogy a szilard fazishoz kotott egyik
komponens (antigén vagy ellenanyag) €s az oldatban 1¢v6 masik komponens (ellenanyag vagy
antigén) kapcsolodasat az oldott komponenshez kovalensen kotott enzim milkkodése jelzi. Az
antigén-ellenanyag kozott kialakult kapcsolat detektalasahoz olyan kromoforra van szikkség, amely
az enzimreakcio ko vetkeztében szinvaltozason megy at. Igy az atalakitott kromogén mennyisége az
optikai denzitds mérésével meghatirozhaté és ardnyos az enzimaktivitdssal, ami a megkotott
ellenanyag vagy antigén mennyiségét6l fligg. Az eldidézett analitikai jel intenzitasa, vagyis jelen
esetben a szinintenzitds spektrofotometrids eljarassal megfeleld hullimhosszon kozvetleniil

meghatarozhatd. A mintaban Iév6 antigén koncentracioja aranyos a szinintenzitassal. A modszernek
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két tipusat kiilonithetjiik el. A kdzvetlen ELISA soran az antigént vagy az ellenanyagot szilard
fazishoz kotott formaban, mig a masik, oldott fazisban vé komponenst jelolt formaban
alkalmazzuk. Az kozvetett eljaras soran a szilard fazison lezajldé antigén— ellenanyag reakciot egy
enzimmel jelzett masodik, eldhivd reagenssel mutatjuk ki ami lehet a reakcid ellenanyag
komponense ellen ranyulo jelzett ellenanyag (az ellenanyagot szolgaltatd faj immunglobulinjaival
reagald, enzimmel jelzett ellenanyag) vagy pedig olyan enzimmel jelzett fehérjék, amelyek nagy
kotéserosséggel képesek ellenanyagokhoz kotddni. Kettds ellenanyag szendvics mdédszer soran a
szilard fazishoz kotott ellenanyaghoz kapesolodd antigén kimutatasara egy masik, ugyanazzal az
antigénnel kapcsolodni képes, enzimmel jelzett ellenanyagot hasznilnak. Ebben az esetben a két
ellenanyag az antigén két eltéré antigén determindns csoportja (epitopja) ellen kell iranyuljon
(TAKACS et al., 2010, 2012a). Az ELISA rendszer osztalyozhato aszerint, hogy mennyiségi vagy
mindségi meghatarozast végziink, a reakcid fizisai alapjan lehet heterogén vagy homogén, az
immunkomplex képz6dés alapjan pedig lehet kompetitiv, vagy konszekutiv (TAKACS et al., 2012a).

A szakirodalomban ko6zolt, kiilonbdzé kutatdsok soran meghatarozott toxinmennyiségi
adatok kozott igen nagy eltérések figyelhetok meg, Takacs és munkatarsai egy 2012-ben megjelent
cikkiikben Osszefoglaltdk azokat az analitikai nehézségeket és biologiai szempontokat, amelyek
befolyasolhatjak a toxin, esetikben a Cryl Ab-toxin mennyiségi meghatarozasat és magyarazhatjak
a kozolt adatok jelentds mértékli szorasat (Takécs et al., 2012a).

Analitikai szempontbo6l a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA rendszerek altaldnos
hatranya, hogy ezek a rendszerek CrylAb-protoxinspecifikus antitesteken alapulnak, ezért a kitek a
gyartd altal biztositott Cryl Ab-protoxin standardokat tartalmazzak. A kitekkel végzett ELISA
mérések soran alkalmazott antitestek a mikrobialis protoxinra specifikusak, amelyet a Bacillus
thuringiensis torzsek cry-génjei kodolnak. Ezzel szemben a Bt-novényekben preaktivalt toxin
termelédik, ami nem mas, mint a protoxin N-terminalis fragmentje (SZEKACS et al., 2010a). A
baktérium altal termelt protoxin és a Bt-novények altal termelt preaktivalt toxin molekula mérete
kozott jelentds kiilonbség figyelheté meg, emiatt a kereskedelemben kaphaté ELISA kitek nem
alkalmasak a Bt-novényekben talalhatdé Cryl Ab-toxintartalom kozvetlen meghatarozasara. A
vizsgalatok soran kapott eredményeket korrigalni kell a protoxin és a preaktivalt toxin kozotti
kereszt-reaktivitas értékével (SZEKACS et al. 2010a, TAKACs et al., 2012a). A problémara megoldast
jelenthet az is, ha analitikai standarként Bt-novény altal termelt preaktivalt toxint hasznilnak, vagy
ha a protoxin standardet az analitikai meghatarozas elott aktiv toxinna alakitjak. Ez utobbi megoldas
konnyen kivitelezhetd enzimatikus (proteolitikus) emésztés alkalmazasaval (LAMBERT et al., 1996),
viszont az els6ként emlitett modszert megneheziti a Bt-ndvények altal termelt preaktivalt toxin

fehérjék hianya (MIRANDA et al., 2001, SZEKACS et al., 2010a).
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A kereskedelemben forgalmazott ELISA kitek esetében a gyartok altal biztositott Cryl Ab-
protoxin standardokkal torténé megfeleld kalibracio is nehézségeket okoz az analitikai
meghatarozas soran, mivel Cryl Ab-protoxin meghatarozisara alkalmasak. A masik jelentds
probléma, hogy a megvasarolhatd kitek az ELISA rendszerek kalibralasanal hasznalt szigmoid
gorbe also hajlitott, majdnem lineéaris részére linearis egyenest illesztenek a kalibracié soran, azért,
hogy a kimutatasi hatdir minél alacsonyabb legyen, ezzel viszont a koncentraci®é meghatirozas
pontossaga, igy a mérés reprodukalhatdosdga jelentds mértékben csokken. Tovabba a nagyon
alacsony kimutatasi hatdr a mintdk nagyfoku higitasi ardnyat igényli, amely soran nem csak a
pontossag, de a megbizhatosag és az ismételhetéség is romlik (SZEKACS et al., 2010a, TAKACS et
al.,, 2012a).

Az ELISA rendszerek esetében szamolni kell a matrixhatassal is, mivel a meghatarozando
komponens fizikai és biologiai kornyezete hatassal lehet analitikai meghatarozasara. A matrixhatas
kétfele médon hatdrozhaté meg. A genetikailag modositott ndvények vizsgalata sordn a matrixhatas
kifejezhetd, ha kontrollként az adott transzgenikus fajta kozel izogenikus vonalat hasznaljuk. Ebben
az esetben, a Cryl Ab-toxin megjelenése barmelyik kozel izogenikus mintdban matrixhatasra vagy
az ELISA eljarasban bekovetkezett hibara utalhat. A masik modszer a matrixhatds bizonyitasara a
standard addici6 moddszere, mely soran CrylAb standard oldattal mesterségesen szennyezik a
mintat. Abban az esetben nincs matrixhatds, ha a puffer és az adott matrix oldat esetében kapott
kalibracids gdrbék kozott nincs szignifikans kiilonbség (Takacs et al., 2012a).

A kiilonb6z0 tanulmanyokban egy adott Bt-kukorica fajta esetében is igen nagy eltérések
figyelhet6k meg a kozolt Cry-toxin koncentraciok kozott, ezért 2009-ben négy kiilonb6z6 orszag
laboratoriuma vett részt egy olyan kormérésben, ahol négy, kiilonboz6 MON 810 kukorica vonalbol
szarmazd kukoricafajta levél mintdiban vizsgaltdk a Cryl Ab-toxintartalmat. A kdrmérés célja az
volt, hogy feltarjdk a ko6z0lt koncentraciok kozotti eltérések analitikai okait. A kiilonbozd
laboratéoriumok a mintdk vizsgalatdhoz standardizalt referencia mintdkat hasznaltak, méréseiket
pedig egységesitett ELISA moddszer alapjan és a sajat, altaluk gyakorlatban alkalmazott ELISA
protokoll alapjan is elvégezték. Az elemzés soran a laborok eltéré ELISA mikrotiter lemez leolvaso
késziilekkel és szoftverekkel értékelték ki a kapott eredményeket. A kalibracid soran a kalibralo
pontokra szigmoid gorbét illesztettek, amelyek lefutdsa szignifikdnsan nem kiilonbozott a
laboratoriumok kozott (SZEKACS et al., 2011), tehat az ismételhet6ség ebbdl a szempontbol
megfeleld. A kozos, standardizalt protokollok alkalmazisakor egy adott laboratériumon beliil is
jelentkeztek eltérések ugyan azon ndvényi minta Cryl Ab-tartalmara vonatkozoan, mely eltéréseket
kiilonb6z6 emberi tényezok, illetve a modszerek és berendezések pontatlansiga eredményezheti,
ezért nyilvanvald, hogy a kapott eredmények kozott joval kevesebb eltérés figyelhetd meg

automatizalt extrakcio ¢és pipettdzas alkalmazisdval, a manualis technikdkhoz képest. Az
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egységesitett miiveleti leiras alapjan elvégzett vizsgéalatok soran kapott toxin koncentracidkban is
megfigyelhetdek szignifikdns kiilonbségek, de jelentdsen kisebb mértékben, a laborok sajat
modszertani leirdsai alapjan elvégzett vizsgalati eredményekhez képest, ebbdl is latszik, hogy egy
laborok kozott egységesitett, szabvanyositott modszer javitand a vizsgalatok ismételhetoségét és
lehetdvé tenné a vizsgalatok kiilonb6z0 laboratériumok eredményeinek jobb 6sszehasonlithatosagat
(SzEKACS etal., 2011, TAKAcS etal., 2012a).

Székacs és munkatarsai 2010-ben szamoltak be az ELISA rendszer bels6 analitikai mindség
ellenérzésének elvégzése soran szerzett tapasztalataikrol A vizsgalataik soran a MON 810
géntechnoldogiai Uton moddositott, rovarrezisztens kukoricavonalbdl szarmazo referencia minta
CrylAb-toxintartalmat hataroztdk meg két kiilonbozé cég altal forgalmazott ELISA kit
felhasznalasaval, két kiilonbozé évben. Eredményeik alapjan megallapithato, hogy a kétféle ELISA
modszer esetén kapott eredmények egymassal kdzvetleniil nem hasonlithatoak 6ssze, még akkor
sem, ha az eredményeket korrigaljuk a kereszt-reaktivitas értékével (SZEKACS et al., 2010a, TAKACS
et al., 2012a), ezért a szakirodalomban k6zolt eredmények Osszehasonlitdsa soran figyelembe kell
venni az adott kutatd altal hasznalt ELISA rendszer tipusat, gyartojat is.

A géntechnologiai Gton mddositott ndovények vizsgalata soran figyelembe kell venni a
kiilonb6zd bioldgiai szempontokat is, tobbek kozott a ndvény fajtdjat, a mintavétel idépontjat és a
mintavétel helyét. A kiilonb6z6 kutatasokban meghatarozott toxin koncentracio értékek ugyanazon
genetikai eseménybdl szarmazo fajtak kozott is nagyfoku eltérést mutatnak. A toxin koncentracioja
a kiillonb6z0 novényi részekben eltérd, mennyisége egy adott ndvényi részben évenként is eltérhet.
(TAKACS et al, 2012a). Sz€ékacs és munkatarsai kutatasaik soran meghataroztak a DK-440 BTY
kukorica kiilonb6z0 ndovényi részeinek a kereszt-reaktivitas értékkel korrigalt toxintartalmat. Az
altaluk kozolt adatok megfelelnek az Nguyen és munkatirsai altal korabban kozolt adatoknak
(NGUYEN et al., 2007), viszont a szakirodalomban k6zolt adatok nagy részéhez képest magasabb
koncentracié értékeket hataroztak meg, ami a fent emlitett kereszt-reaktivitdssal vald korrekcid
eredménye (SZEKACS et al., 2010a). A MON 810 genetikai eseményii kukorica ndvényi részeiben
mért Cryl Ab-koncentracio a kovetkezoképpen valtozik: levél > portok fala > gyokér > szar > mag
> pollen (SzeKAcs et al.,, 2010a). A MON 810 kukorica esetében a Cryl Ab-toxin termelése szovet-
¢és id6-specifikus (BURNS & ABEL 2003, SZEKACS et al., 2010a). A talaj mindsége, elsésorban annak
nitrogén tartalma is hatassal van a crylAb-gén milkkodésére. A nitrogén tartalmu tragyak intenziv
hasznélata akar haromszorosara ndvelheti a Cryl Ab-toxintartalmat a Bt-kukoricaban (BURNS &
ABEL 2003).

A DK440-BTY kukorica CrylAb-toxintartalmaban jol meghatarozhatdé idobeli ingadozas
figyelhetd meg a fejlédési periddus alatt. A legintenzivebb toxintermelés a korai vegetativ fejlodési

szakaszokra jellemz6. A levelekben a toxin tartalom a V5 (6t kifejlodott levél) fejlédési stadiumban
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éri el a maximumot, a V5 és az R4 (viaszEerés) fenofazisok kozott folyamatos csokkenés figyelhetd
meg. Az R4 stadiumban a Cryl Ab-toxintartalom a kezdeti szintet kozeliti meg, majd egy wjabb
emelkedés figyelheté meg az R5 (dent) allapotig. Hasonld tendencia figyelheté meg a gyokér és a
szar toxin tartalmanak valtozasaiban is, azonban ezen novényi részek esetében nem figyelhetd meg
intenziv novekedés a V5 stadium elétt (RITCHIE et al., 1992, SZEKACS et al., 2010a, TAKACS et al.,
2012a). Székacs ¢és munkatarsai altal elkészitett, 2010-ben megjelent tanulmany alapjan
kijelenthet6, hogy a CrylAb-toxin koncentracioja a kiilonboz6 években is eltérd értéket mutat a
MON 810 kukorica levél- és gyokérmintaiban (SZEKACS et al., 2010a, TAKACS et al., 2012a).

A CrylAb-toxintartalom a MON 810 Bt-kukorica esetében a levélszintek kozott és az egyes
leveleken beliil is eltérd. SzEékdcs €s munkatdrsai meghataroztdk, hogy egy adott ndovény
levélszintjeit megvizsgdlva a szar alsé részein elhelyezkedd levelek esetében a toxin tartalom sokkal
alacsonyabb volt a magasabban elhelyezkedd levelek toxin tartalmdhoz képest. Az egyes leveleken
beliil a levélerezet kdzelében figyelhetd meg a legnagyobb toxin koncentracid, ami a levelek széle
felé¢ fokozatosan csokken. Az egyes levelek hosszanti vizsgalatanal a levél lemez k6zEépso részEén
hatdroztdk meg a legmagasabb koncentraciot, a levélalapnal és levélhiivelynél alacsonyabb
koncentracid értekeket allapitottak meg. A levélcstcs esetében kiilon vizsgaltak az elsziradt
részekkel egyiitt és azok nékkiil is a toxin koncentraciojat, azért, hogy a természetes levélszaradas
(nekrotizacid) toxin tartalomra gyakorolt hatdsait meg tudjak allapitani. Az elszaradt részeket nem
tartalmazo levélcsucs esetében a levél alaphoz hasonlo értékeket kaptak. Vizsgaltdk tovabba a késodi
R4 fejlédési allapotban 16vo MON 810-es kukorica kiilonboz6 mértékben elszaradt leveleinek toxin
tartalmat.. Megallapitottdk, hogy a zold, nem nekrotizalodott levelekben szignifikdnsan nagyobb a
Cryl Ab-tartalom, mint a teljesen (barna), illetve felig nekrotizalodott (sarga) levelekben (SZEKACS
et al., 2010b, TAKACS et al, 2012a). Az egyes leveleken beliil a Cryl Ab-toxintartalom aranyos a
klorofill tartalommal, tehat azokban a szovetekben alacsony a Cryl Ab-tartalom, amelyekben
alacsony a klorofill tartalom (ABEL & ADAMCZYK 2004).

Lathat6 tehat, hogy a toxin mennyiségi és mindségi meghatdrozasat szamos analitikai és
biologiai tényezd befolyasolhatja, amelynek kovetkeztében a szakirodalomban kézolt adatok és
eredmények 0sszehasonlitasa, értékelése soran igen koriiltekintének kell lenni.

Az ELISA modszer mellett mas modszerekkel is elvégezhetd a toxin (pl.CrylAb)
meghatdrozasa, ilyen meghatdrozasra alkalmas modszer tobbek kozott az ionkromatografia
(MIRANDA et al., 2001), a nagyteljesitményti folyadék kromatografia (YAMAMOTO 1983) ¢és a
kapillaris elektroforézis (LIU et al, 2001). A transzgén altal termelt toxin kimutatisa torténhet
tovabba gélkromatografiaval, gélelektroforézissel és az Gn. lamindris aramlasa teszt csikokat

alkalmaz6 technikaval is (SPIEGELHALTER et al., 2001).
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2.6. A toxin toxikus hatasainak meghatarozisa

A toxin kornyezetre és az ¢€lo szervezetekre gyakorolt, lehetséges toxikus hatdsainak
meghatdrozasa kiemelten fontos feladat, mivel a toxin a Bt-novényekben folyamatosan termelédik,
hosszu ideig a kornyezetben marad, ezzel veszélyeztetve az dkoszisztémat (SZEKACS & DARVAS
2007). A talaj esetében figyelembe kell venni, hogy a gyokérben termelédo jelentés mennyiségii
toxin a tenyészidészak teljes ideje alatt folyamatosan a talajba keriil a gyokérvaladékon, illetve a
lehamlott gyokér sejteken keresztiil (SZEKACS & DARVAS 2007, SZEKACS et al., 2009), ezért karos
hatast fejthet ki a talajlaké szervezetekre és a lebontd folyamatokra. A talajba jutott toxin a talaj
alkotorészeinek feliiletén adszorbealodhat (CRECCHIO & STOTzKY 1998, TAPP & STOTZKY 1998),
amelynek kovetkeztében védetté valik a lebontassal szemben, anélkiill, hogy elvesztené
rovarpatogén hatasat (KOSKELLA & STOTzZKY 1997). A toxin tartalmi ndvényi maradvanyok és a
pollen a vizi 6koszisztémaba lebontas nélkiil bekeriilhetnek, tovabba a sz&é1 vagy a viz altal szallitva
nagy tavolsagokra elsodrodhatnak (ROSI-MARSHALL et al., 2007). A felszini vizekbe jutd toxin
letalis vagy szubletalis hatdst fejthet ki a vizi €l6lényekre, ezaltal sériilhet a taplalék lanc és
romolhat a vizmindség Lathatd tehat, hogy a toxin toxikus hatdsainak megismerése
nélkiilo zhetetlen az 6koszisztéma megdvasdhoz és a megfeleld kockazatbecsléshez.

A toxin kiilonb6zé fajokra, populacidkra, a fajok kozotti kolcsonhatasokra, illetve az
Okoszisztémara gyakorolt karos hatasait toxikologiai és Okotoxikologiai tesztekkel vizsgaljak. A
hatas jellege szerint megkiilonboztethetiink fokozatos, illetve ,minden vagy semmi” tipust, a
karositas modja alapjan pedig fizikai, kémiai, biokémiai és fizioldgiai hatasokat. A toxikus anyag
tamadaspontjanak megfeleléen a hatas lehet altalainos vagy specifikus (pl sejt-, szovetspecifikus)
(LEHEL & LACZAY 2011a). A toxikus hatasnak vald kitettség alapjan beszélhetiink akut (heveny),
illetve kronikus (idiilt) toxicitasrol. Az akut toxicitds a mérgezo, toxikus anyaggal torténd, altalaban
egyszeri, kdozvetlen, meghatarozott idejii kitettség kdvetkezménye, ezzel ellentétben a kronikus
toxicitas tartos, tobbszori kitettség eredménye (POLGAR 2006).

A toxikus hatdsok megismerésére iranyuld vizsgalatok elvégzését altaladban nemzetkdzi
érvényességli iranyelvek szabalyozzak, annak érdekében, hogy a vizsgdlatok soran kapott
eredmények nemzetkozileg elfogadhatoak és Osszehasonlithatoak legyenek. Az alkalmazott
iranyelvek kozott kiemelt fontossaguak az OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development, Gazdasagi ¢és Fejlesztési Egyiittmikodési Szervezet) altal kidolgozott modszertani
utmutatok, amelyek szabvanyszerlien hatarozzak meg a vizsgalatok kivitelezése sordn iranyado,
alapvetd szempontokat. Az OECD iranyelvek ennek ellenére nem tekinthetéek szabvanynak,
szempontjaikk alapjdn viszont minden toxikologiai laboratorium kidolgozhatja a sajat

koriilményeinek megfeleld vizsgalati modszert.
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A kiilonboz6 toxikologiai vizsgalatok lehetnek akut, szubakut, szubkronikus illetve kronikus
vizsgalatok. Az akut moédszerek rovid idejii, egyszeri dozist alkalmazo vizsgalatok, mig a kronikus
vizsgalatok sordn a vizsgalati anyagot altaliban tobb dozisban juttatjadk a kisérleti rendszerbe ¢€s a
teszt szervezetek tartosan, akar honapokig, évekig ki vannak téve a potencidlisan toxikus anyag
expozicidjanak. A toxikologiai vizsgalatok kiterjedhetnek a kiilonb6zo letdlis (pl mortalitas,
immobilizacid) és szubletalis (pl reprodukcio gatlas, ndovekedés gatlas) hatdsok meghatarozasara,
illetve elvégezhetéek laboratoriumi, flig szabadfoldi vagy szabadfoldi koriilmények kozott. A
kronikus toxicitas vizsgalatok alkalmasak a reprodukcids, teratogén, mutagén hatdsok kimutatasara.
Az okotoxikologiai vizsgalatok soran a vizsgalt anyag bejuttatdsa torténhet belélegeztetés altal
(inhalacio), béron keresztiil (dermalis ut), illetve szajon at etetés Gtjan (per 0s). Cry-toxinok és Cry-
toxin tartalmii ndvényi részek esetében a toxin tartalmu taplalék vagy a toxinnal szennyezett
taplalékkal, illetve az ivovizbe, vizi é161ények esetében a vizbe keverve juttatjak be a vizsgalando
anyagot. (LEHEL & LACzZAY 2011b).

A kiilonboz6 vizsgalati anyagok toxikus hatdsainak meghatdrozasa sordn tobbféle
tesztszervezet alkalmazhat6. A vizsgalatok elvégezhetéek tobbek kozott alacsonyabb rendii
szervezeteken is, mint példaul rovarokon, vizi gerinctelencken, baktérium és gomba torzseken
illetve a talajlako szervezeteken. A rovarok esetében kiilondsen fontos a megporzas folyamatiban
jelent6s fajokra (hazi méh - Apis mellifica) gyakorolt karos hatasok meghatarozasa. A vizi
gerinctelenek esetében a meghatirozis torténhet az tliledékhez kotott tarsulasok képviseldin kérész
(Ephemeroptera sp.)- és tegzes (Trichoptera sp.) fajokon illetve csévajo féreg (Tubifex tubifex)
egyedeken, tovabba a vizben lebegd életmodot folytatd vizibolha (Daphnia sp.) fajokon (POLGAR &
SCHMERA 2006). A talajlako ¢€l6lényekre gyakorolt toxikus hatdsok meghatarozasdhoz tobbek
kozott foldigiliszta (Lumbricidae sp.) -, ugrovillas (Collembola sp.) - és atka (Acari sp.) fajok
hasznalhatoak fel (BAKONY12006).

Az alacsonyabb rendli fajok mellett a toxicitds meghatarozhatdé tobbek kozott gerinces
tesztszervezeteken. Emldsok koziil a leggyakrabban alkalmazott fajok a vandorpatkdny (Rattus
norvegicus), a hazi egér (Mus musculus), tengerimalac (Cavia porcellus), illetve a mezei nyul
(Lepus europeus) albind valtozata. A madarak esetében altalaban a t6kés réce (Anas platyrhynchus),
firj (Coturnix coturnix) és hazityik (Gallus domesticus) egyedeken torténik a toxikus hatasok
meghatarozasa. A vizi gerincesek koziil a ponty (Cyprinus carpio), a szivarvanyos pisztrang (Salmo
gairdnerii) (DARVAS 2006) és a zebra danié (Danio rerio) fajok a leggyakrabban alkalmazott
tesztszervezetek.

A Cry-toxinok nem célzott szervezetekre gyakorolt toxikus hatasait tobb kutatd vizsgalta,

tobbek kozott talajlako é161ényeken, vizi szervezeteken, illetve kiilonb6z6 rovarfajokon (Insecta).
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A talaj Okoszisztémara gyakorolt hatasok kutatasa soran Clark és Coats kétféle CrylAb-
toxint termelé Bt-kukoricafajta és kozel izogenikus vonalaibol szarmazd novényi tormelékek
szubakut hatasait vizsgalta Folsomia candida és Eisenia fetida (tragyagiliszta) tesztszervezeteken.
Vizsgalataik soran a tragyagiliszta (Eisenia fetida) esetében egyik kukoricafajtat sem talaltak letalis
hatastunak, tovabba minden egyed esetében tomegndvekedés volt megfigyelhetd. A vizsgalt
kukorica vonalak a Folsomia candida esetében sem voltak letalis hatasuak és nem fejtettek ki karos
hatast a reprodukciora sem (CLARK & COATS 2006). Az Eisenia fetida tesztszervezet esetében Ahl
Goy és munkatarsai sem mutattak ki letalis hatast a Cryl Ab-toxin vizsgalata soran (AHL GoY etal.,
1995), viszont Zwahlen és munkatarsai a transzgenikus Bt-kukoricaval etetett foldigiliszta
(Lumbricus terrestris) egyedek esetében csokkent testtomegrol szamoltak be (ZWAHLEN et al.,
2003). Bakonyi ¢és munkatarsai a MON 810 genetikai esemény(i DK-440 BTY (YieldGard)
kukoricat és kozel izogenikus vonalat hasonlitottak Ossze egy preferencia tesztben, amely soran
harom ugrévillas faj (Heteromurus nitidus, Folsomia candida, Sinella coeca) esetében vizsgaltak
meg, hogy az egyedek melyik kukoricat fogyasztjak el illetve melyik ndvényi maradvanyon
talalhatbak meg nagyobb szamban. 12 ora elteltével kevesebb Heteromurus nitidus wvolt
megfigyelheté a transzgenikus kukorica koriil a kdzel izogenikus vonalhoz képest. A masik két
ugrovillas faj esetében nem volt kimutathaté kiilonbség. A Folsomia candida esetében az tiriilékek
szama a Bt-vonal esetében szignifikinsabb kevesebb volt az izogenikus vonalhoz képest, tehat
igazoltak, hogy a vizsgalt egyedek a kozel izogenikus kukoricat preferaltak a taplalék valasztas
soran. A masik két ugrovillas esetében nem volt kimutathato kiilonbség (BAKONYI et al., 2006).
Hoss és munkatarsai a Bt-kukorica altal termelt Cryl Ab-toxin hatasait vizsgaltak Caenorhabditis
elegans fonalfereg egyedeken. A C. elegans reprodukcioja lassabb, ndvekedése szignifikansan
visszamaradt a CrylAb-toxint termeld transzgenikus kukoricat tartalmazo talajmintak esetében a
kozel izogenikus vonalhoz képest (HOsS et al, 2007). Clark és munkatarsai vizsgalataik soran
bizonyitottak, hogy az altaluk vizsgalt Bt-kukorica negativ hatast gyakorol a talajlako marvanyos
aszka rak (Trachelipus rathkii) novekedésére, a kozel izogenikus vonalhoz viszonyitva (CLARK et
al., 2006).

A vizi okoszisztémara gyakorolt kdros hatasok vizsgalatai soran Bohn és munkatarsai a
vizmindség romlasat kitiinden jelzd nagy vizibolhan (Daphnia magna) hataroztak meg a Cryl Ab-
toxin tartalmi kukoricaszemek Orleményének fejlédésre és szaporodasra gyakorolt kronikus
hatasait. Kutatasaik soran mindkét esetben gatlo hatast tapasztaltak (BoHN et al., 2008), ezzel
szemben a Mendelson és munkatdrsai dltal elvégzett 48 o6ras akut vizsgdlat alapjan bizonyitottak,
hogy a CrylAb-toxin tartalma kukorica pollen nem fejtett ki karos hatast a vizsgalt Daphnia magna
egyedeken (MENDELSON et al., 2003). Bohn és munkatarsai egy késobbi vizsgalatuk alkalmaval a

Daphnia magna egyedek telijes ¢letciklusan keresztil vizsgaltdk a  Cryl Ab-toxin
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populaciddinamikara gyakorolt hatasait. A vizsgalat soran a tesztelt egyedeket adott Bt-kukorica-,
illetve kozel izogenikus valtozatanak szem érleményével etették. Eredményeik alapjan kijelentheto,
hogy a vizibolha egyedek a juvenil és fiatal felnétt fejlédési allapotban a legérzékenyebbek a toxin
karos hatasaira. A populaciddinamikai elemzEs soran kapott eredmények alapjan bizonyitottak,
hogy a transzgenikus vonalaval etetett egyedek tulélési aranya, illetve utddprodukcidja alacsonyabb
volt a kozel izogenikus kukoricaval etetett egyedekhez képest. Ugyanez kijelenthetd a populacid
novekedési rataja esetében is (BOHN et al., 2009). Laboratoriumi etetési kisérletek soran Rosi-
Marshall és munkatarsai megallapitottak, hogy a Bt-kukoricaval etetett egyes tegzes fajok sokkal
lassabb fejlodést mutattak (ROSI-MARSHALL et al., 2007).

Takacs és munkatarsai megvizsgaltak, hogy milyen hatassal van a hétpettyes katicabogar
(Coccinella septempunctata) termékenységére ¢s reprodukciojara a Cry34Abl- és Cry35Abl-
toxinokat termelé kukorica transzgenikus és izogenikus vonalain felnevelt zselnicemeggy-levélteti
(Rhopalosiphum padi) elfogyasztasa, kisérletiik soran sem a termékenységre, sem a reprodukciora
nem bizonyult kiarosnak a levéltetiik fogyasztasa (TAKACS et al, 2012b). A lepkefélékre
(Lepidoptera) gyakorolt potencialis veszélyek vizsgalata soran Losey és munkatarsai a Bt-kukorica
transzgenikus, illetve kozel izogenikus vonalanak pollenjével boritott gyermeklancfii (Taraxacum
officinale) leveleken fejlédé Danaus plexippus (csaszar pillangd) hernyok esetében a transzgenikus
kukoricanak pollenje jelentds hatassal volt a hernyok mortalitdsara (LOSEY et al., 1999). Ramirez-
Romero és munkatirsai kutatisaik sordn bebizonyitottdk, hogy a CrylAb-toxin karos hatast
gyakorol a hazi méhek taplalkozisi szokésaira ¢és csOkkentette teljesitményiiket a tanulasi
folyamatokban (RAMIREZ-ROMERO et al., 2008). Hilbeck és munkatarsai altal végrehajtott etetéses
teszt alapjan bizonyitotta val, hogy a kozonséges fatyolka (Chrysoperla carnea) mortalitasa n6,
fejlodési liteme csokken a Bt-kukorica tartalmu taplalék elfogyasztasanak kovetkeztében (HILBECK
etal., 1998).
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3. Anyag és modszer
3.1. A kisérleti rendszer
3.1.1. Iszap- és vizmintavétel

Vizsgalataink sordan elsédleges szempont volt, hogy a bedllitott kisérleti rendszer minél
jobban reprezentdlja a természetes vizes €lohelyeket, ezért a kialakitdsdhoz felhasznalt iszap- és
vizmintakat a Velencei-to egyik kazettajabol (E 47.135903°, K 18.365236°), illetve a Duna érdi
szakaszarol, egy holtag jellegii, nem aramlé teriiletrdl (E 47.363689°, K 18.948755°) (1. kép, 2.
kép) gyljtottik be. Magyarorszdg masodik legnagyobb tava, a Velencei-to6 Fejér megyében, a
KozEép-Dunantuli tijegységen megtalilhatd Velencei-hegység labanal helyezkedik el. A
kontinentalis éghajlatnak megfeleléen 10,5°C koriil van az évi kozéphdmérséklet. Az évi csapadék
mennyiség 357-828 mm ko zott van. (VKKI és KODU KOVIZIG 2010). A misik mintavételi hely
Erd, egy Pest megyében, a Duna jobb partjan, tehat a Dunantalon elhelyezkedd telepiilés. A két
mintavételi hely kozott koriibeliil 32 km a tavolsag, igy a jellemzd évi kdzEéphdmérséklet itt is
10,5°C koriill van. A csapadék atlagos mennyisége viszont 543 mm volt 1949 és 1994 kozott
(KUBASSEK 2004).

1. kép: A Duna érdi szakasza 2. kép: A Velencei-t6 egyik nadasos kazettaja

A mintavételt a két teriileten 2011. majus 25-én végeztiik el. Az id§jaras napos és szaraz
volt, 29-30°C koriili nappali atlaghdmérséklet jellemezte. A vizmintakat nagyméretli miianyag
kannakba gytjtottiik, amelyeket eldzetesen desztillalt vizzel, majd a mintavétel soran azzal a vizzel
oblitettiink ki, amely a konkrét mintavételi helyrdl szirmazik. Az iszap mintdkat zirhato befOttes
ivegekbe gyljtottikk, amelyeket elézetesen szintén desztillalt vizzel Oblitettiink ki A mintak
begytjtésekor mind a két teriilet legalabb 5 jellemzd pontjardl vettiink viz-, illetve iszapmintat,
ezaltal kevert mintdkat képeztiink. Az iszapmintdk gyljtésekor kiilonds figyelmet forditottunk arra,

hogy ne keriiljenek nagyobb méretii ko vek, kavicsok, kagylok a mintaba.
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3.1.2. A kisérletirendszer kialakitasa

A vizsgalat soran az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének Okotoxikologiai és
Kornyezetanalitikai Osztalyan 8 db akvariumot rendeztiink be a Dunabdl, illetve a Velencei-tobol
szarmazo vizzel és iszappal (3. kép). Minden akvariumba kb. 3 cm-es iszapréteg és kb. 12 1 viz
keriilt. Az akvariumokban a megfeleld megvilagitast (16:8) és 1égmozgast automatikus 1égkeringetd

rendszer biztositotta. A hdmérséklet 25+2°C koriil volt.
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3. kép: A kisérleti rendszer

A tesztek soran kétféle géntechnologiai uton modositott transzgenikus Bt-kukoricafajtat és
kozel izogenikus vonalaikat vizsgaltuk. A kisérletben vizsgalt egyik kukorica a Monsanto cég altal
forgalmazott kukoricamoly-rezisztens MON 810-es kukoricavonal, ami CrylAb-toxint termel, a
masik vizsgalt fajta a Pioneer cég altal eléallitott kukoricabogar-rezisztens DAS 59122-7, amely
Cry34Abl- és Cry35Abl-toxinokat termel.

Harom héttel a kisérleti rendszer kialakitdsat kovetéen 500 mg sziraz kukoricalevél-
tormelék keriilt minden egyes akvariumba. Két-két akvariumba a DAS 59122-7 Bt-kukorica,
valamint k6zel izogenikus vonalanak, mig a masik két-két akvariumba MON 810-es kukorica és
kozel izogenikus vonaldnak levéltormeléke keriilt. A tarlomaradvanyokbdl begyjtott
levéltormelékek a szaraz levél felsd, elkeskenyedd részébdl szarmaznak, mivel a levélnek ez a része
a legsériilékenyebb, és a természetben a levéltormelékek konnyen elérhetik a talaj felszinét, illetve
bekeriilhetnek a felszini vizekbe is (ROSI-MARSHALL et al., 2007). A leveleket kézzel morzsoltuk el,
majd az irodalmi adatok alapjan, és a vizfelszinhez viszonyitva meghatirozott levéltormelék
mennyiséget, 500 mg-ot mértiink ki, majd juttattunk a vizbe minden egyes akvarium esetében. Ezt

kovetden meghatarozott idokozonként viz- €s levélmintat vettiink minden akvariumbol.
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3.2. Mintavételek

A kisérlet 0., 1., 2., 3., és 7. napjan tortént a viz és a nedves levélmintdk begylijtése az
akvariumokbol a Cryl Ab-toxin koncentracié id6ébeni valtozisanak vizsgalatdhoz ¢és az
Okotoxikologiai tesztekhez.

A 0. napon (a kisérlet beallitasat megel6zoen) a MON 810-es és a DAS 59122-7-es kukorica
fajtak és kozel izogenikus vonalaik szaraz leveleib6l 1000 mg-ot mértiink ki analitikai mérleg
hasznalataval tigy, hogy eldtte 2 db levélhegybdl atlagmintat készitettiink. Ebb6l 500 mg keriilt az
akvariumokba, a masik 500 mg szaraz allapotban keriilt fagyasztasra. A Dunabol és a Velencei-
tobol szarmazo vizmintakbdl pedig 100-100 ml vizet kiilonitettiink el analitikai vizsgalatra.

A tobbi mintavételi napon minden akvariumb6l 100-100 mg nedves levélmintat gyjtottiink
Eppendorf-csdvekbe, amelyeket ezt kovetden, az immunanalitikai vizsgalatig fagyasztva taroltunk,
valamint 100-100 ml vizmintat kiilonitettiink el az 6kotoxikologiai tesztekhez. Ezeket a mintakat is
fagyasztoban taroltuk. Minden mintavétel alkalmaval tovabbi 50-50 ml vizmintat vettiink ki a MON
810-es ¢és a kozel izogenikus kukoricalevelet tartalmazd akvariumbol, a vizbe beoldodott toxin
mennyis€égi meghatarozdsidhoz. A vizben 1évo toxin koncentracid6 megallapitdsahoz a vizmintakat
liofilizaltuk, ez alol kivételt képeznek a 48. ordban levett vizmintdk, ugyanis azokat technikai
problémak miatt nem sikeriilt az emlitett médszerrel tartdsitani. A liofilizalas (fagyasztva szaritas)
olyan tartdsitasi eljaras, amely sordn a tartdsitani kivant anyag viz, illetve jég tartalmat szublimacio
soran tavolitjuk el (BEKE 2002). Az eljaras lehetové teszi a mintdkban talalhatd toxin koncentracio

toményitését, ezzel megkdnnyitve a kimutathatosagot.

3.3. A mintak immunanalitikai és 0kotoxikologiai vizsgalata
3.3.1. A toxinmennyiség meghatarozasa ELISA modszerrel

A MON 810-es kukorica altal termelt CrylAb-toxin koncentracid valtozasainak
vizsgalatdhoz a vizmintakban, illetve a nedves levélmintdkban a toxin mennyiségét ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) modszerrel hataroztuk meg a MON 810-es Bt-kukorica és kozel
izogenikus vonala eset¢ben. Az ELISA modszert leginkdbb tendencidk vizsgalatara, illetve
Osszehasonlitasra érdemes haszndlni. Mivel mi két Okologiai rendszeren beliili folyamatot
kivantunk vizsgalni és 6sszehasonlitani, a magunk szdmara alkalmasnak itéltik ezt a modszert.

A vizsgalt toxin a MON 810-es kukorica esetében a CrylAb-toxin volt. A CrylAb
méréseket az Abraxis cég altal gyartott Kitekkel (Abraxis Bt-CrylAb/CrylAc Kit, Abraxis,
Warminster,PA, USA) végeztik el, a cég altal mellékelt protokoll alapjan. A toxin mennyiség
meghatarozashoz a cégek altal érzékenyitett, 96-iireges polisztirol mikrotalcat hasznaltunk fel. A
DAS 59122-7 esetében a Cry34/35Abl-toxintartalmat nem tudtuk meghatarozni, mivel nem allt
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rendelkezésiinkre a toxin mennyiségi meghatarozasara alkalmas ELISA rendszer, ezért ebben az
esetben irodalmi adatokra tamaszkodtunk.

A vizmintakban 1év6 Cryl Ab-toxin koncentracio az ELISA rendszerek kimutatasi hatara ala
esett, ezért meghatirozdsidhoz a mintdkat eldzetesen fagyasztva sziritdssal koncentraltuk. A
begyljtott 50 ml térfogati vizmintakat liofilizaltuk, majd a szaraz liofilizatumokhoz Eppendorf
csében 1 ml extrakcids puffert adagoltunk és vortex keverdvel alaposan dsszekevertiik. Az igy nyert
szuszpenziot centrifugaltuk 1200 fordulat/ perc sebességgel 10 percig MLW TH21 tipust
eppendorfcentrifugdval. A feliiliszobol hatdroztuk meg a toxintartalmat. A  matrixhatas
kikiiszobolésére a 0. napos, még ,,iires” vizmintat is alavetettiik a fenti minta elokészitési eljarasnak,
¢s az abban mért ,,vak érték’-kel korrigaltunk az értékelés soran.

A nedves levélmintak esetében a vizsgalat a cég altal forgalmazott, illetve eldirt extrakcios
pufferrel torténd extrakcidoval kezdddott. A nedves levélmintakat analitikai mérlegen lemértiik, majd
a tomeghez viszonyitva adtuk hozzd a mintdkhoz az elfirt mennyiségli extrakcios puffert. A
levelekbdl a toxint dorzsdléssel vontuk ki, dorzsmozsarban a levelek és a puffer homogén
szuszpenziojat allitottuk eld, amelyet Eppendorf-csdovekbe helyeztiink. Az Eppendorf-csdvekben a
mintakat ezutdn 10 percig centrifugdltuk 1200 fordulat/percen MLW TH21 tipusu centrifugaban. A
centrifugalas utan a feliiliszot pipetta segitsé gével tiszta Eppendorf-csdvekbe helyeztiik at.

A mintak elokészitését ko vetden elkészitettiik a megfeleld higitasokat, a vizmintak esetében
10x-es, 100x-os higitasok, mig a nedves levelek esetében 100x-os és 1000x-es higitasokat
alkalmaztunk. A mintakat és standardeket 100 ul mennyiségben, 2 ismétlésben vittik fel a 96-
tireges mikrotdlcara. A tovabbiakban a cégek altal leirt modszer szerint végeztikk a meghatdrozast.

A Cryl Ab-toxin meghatarozasat az Abraxis cég altal forgalmazott Cryl Ab/CrylAc Kit-tel
végeztikk el a mellékelt leiras alapjan (Abraxis LLC 2005). Miutan felvittikk a szilkséges mintakat a
mikrotdlcara, a lemezt letakartuk, hogy elkeriiljiik a parolgast, illetve a mintak szennyezddését. A
mintadkat 20-30 masodpercen keresztiil finom, korkords mozdulatokkal asztali keverdgép
segitségével kevertik dssze, ezt kovetden a mikrotalcat szobahdmérsékleten inkubdltuk 30 percen
keresztiil. Az inkubaciot kdvetden, a feddt dvatosan eltdvolitottuk és a talca iiregeinek tartalmat
kiontottik. Ezt kovetden a mikrotalcat 1:5 ardnyban desztillalt vizzel higitott moso pufferrel
haromszor atmostuk. A felesleges nedvességet papir torlokenddvel tavolitottuk el A mosasi
szakaszt kovetden minden tiregbe 100 pl Cryl Ab/Cryl Ac antitest oldatot juttattunk. A mikrotalcat
ismét 20-30 masodpercig razattuk asztali keverdgép segitségével, finom korkords mozdulatokkal és
30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden egy jabb mosasi szakasz kovetkezett az
elobb ismertetett mosasi folyamatnak megfelelden. Ezutdn minden {regbe 100 pl
enzimkonjugatumot juttattunk pipetta segitségével A tdlcat ismét 20-30 masodpercig finoman

razattuk, majd 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd ismét egy mosasi folyamat
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kovetkezett. Ezt kovetden tortént a 100 ul szubsztrat oldat iiregekbe pipettazasa, majd 20 percig
inkubaltuk a mintakat szobahdmérsékleten. A talcat 20-30 masodpercig ismét finom mozdulatokkal
razattuk asztali keverdgép segitségével Végiil 50 pul stopreagenst adunk minden egyes mintdhoz, ez
a lépés sarga szinreakciot eredményez, 15 perc elteltével. Az analitikai jel (szin) intenzitasat
mindkét toxin esetében 450 nm hullamhosszon Labsystem iEMS Reader MF tipusu mikrotitralo
lemezt leolvaso spektrofotométer hasznalataval hatdroztuk meg.

A természetes vizekb61l adodo matrixhatas meghatirozasahoz a Dunabdl, illetve a Velencei-
tobol szarmazd vizmintdkat mesterségesen toxinnal szennyeztik. 50 ml Duna és Velencei-to
vizmintahoz, illetve 50 ml desztillalt vizhez 50 pL kiindulasi levél extraktumot adtunk, tehat a
spikolas a kiindulasi levélben megtalalhato CrylAb-toxin mennyiségével tortént. Az elszennyezett
mintakbol ezt kovetéen desztillalt vizzel 10x és 100x higitdsokat készitettink. A spikolast
elvégeztik a liofilizalas elott és utan is, azért, hogy meghatarozhat6 legyen a minta elokészités

hatdsa a visszanyerhetd toxin tartalom kimutatasara.

3.3.2. Okotoxikologiai vizsgalatok

A vizsgalt toxinok akut és kronikus toxicitasdnak meghatdrozasa okotoxikologiai tesztekkel
tortént. A vizsgalatokat kétféle tesztszervezeten végeztiik el, nagy vizibolhan (Daphnia magna) és
egyiptomi csipdszunyog larvakon (Aedes aegypti). A két valasztott tesztallat jo indikator faj, ezért a
vizbe keriilt novényi részek altal kivaltott hatasok jelzésére megbizhatéoan alkalmazhatéak. A
Daphnia fajok nagyon érzékenyek a vizmindség romlasara. A vizsgalatokat a Kozponti Kornyezet-

és Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézet Okotoxikologiai Osztalyan végeztiik el.

Mortalitds vizsgalata eqyiptomi csipdszinyog (Aedes aeqypti) larvakon

A csipészunyog (Diptera, Culicidae) tenyészetiink az Orszagos Epidemiologiai Kozpontbol
szarmazik. Az allatok tartdsa 26-28°C-on és napi 16 Ords megvilagitds mellett, erre a célra
kifejlesztett ketrecekben tortént. A ndstény imagok vért szivnak, ezért etetésikk soran fehér egereket
helyeztiink el a ketrecekben. A ndstény egyedek csak vérszivast kovetden képesek fertilis tojasokat
lerakni (FEKETE 2005). A him imagdk a természetben ndovényi nedveket fogyasztanak ezért
cukoroldatba aztatott vattat biztositottunk a szdmukra. A szaporitds soran a ketrecekben talalhato
vizes talkdkba sziirdpapirhengereket helyeztiink el, amelyekre a ndstény imagok le tudtdk rakni a
tojasaikat. A hengereket ezt kovetden eltavolitottuk, majd 24 oran keresztiil szaritottuk, amelyre
azért volt szikkség, hogy az embriondlis fejlodés befejezddhessen. A kiszaritott hengereket ezutan
befdttes livegbe tettiik, amelybe elézetesen egy telitett sdoldatot tartalmazé talkat helyeztiink el. A
telitett sooldat folyamatos parolgasa biztositja, hogy a hengerek ne sziradjanak ki, illetve ne

penészedjenek be. A teszt soran a csipOsziunyog larvakat klormentes csapvizben tartottuk €s szaraz,
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Orolt szojamentes ragesalod tappal (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Germany) etettiik. A larvak
kedvezd koriilmények kdzott 7-9 nap alatt babba, majd tovabbi 2 nap elteltével imagova fejlddnek
(FEKETE 2005).

A csipészinyog larvakon elvégzett etetéses tesztet a WHO (WHO 2007) ajanlas alapjan
végeztik el, viszont par részletben eltértiink az ajanlasban leirtaktol. A teszt sorana larvak az L3-as
larva stadiumban voltak. A teszt sordn ilivegbdl késziilt faeces poharakba helyeztikk el a vizsgalt
vizmintat, a vizsgalt nedves levélmintat ¢és a véletlenszeriien kivalasztott egyedeket. A WHO
ajanlastol eltéréen a teszt kozegeként nem csapvizet vagy mesterségesen eldallitott vizet
hasznaltunk fel, hanem az akvariumokbdl szirmazd vizmintakat, azért, hogy a levelekbdl
esetlegesen a vizbe keriilt toxin hatasat is vizsgalni tudjuk. Etetd anyagként nem toxintartalmu
szuszpenziot, hanem az akvariumokbdl szairmazd nedves levél tormeléket hasznaltunk. A levél
tormelék vizben oldodd komponensei topikdlisan, a larvak kiiltakardjan keresztiil felszivodva
fejthetik ki hatasukat, mig a vizben nem oldodé Osszetevokkel a larvak a szerves tormelék
elfogyasztasa soran (per 0s) soran keriilnek kapcsolatba (ZOLDI et al., 2005). Minden edénybe 8 db
csipdszinyog larvat, 10 ml vizmintdt és megkdzelitdleg egyforma mennyiségli nedves levél
tormeléket helyeztiink. Az Gsszes vizminta esetében a vizsgalatot 4 ismétlésben végeztik el
Kontroll csoportnak a kozel izogenikus vonalak viz- és nedves levélmintait tekintettiik. Az elvégzett
teszt egy 24 oOras akut teszt, ahol a vizsgalt végpont a mortalitas volt, tehat 24 és 48 oOra elteltével

meghataroztuk az elpusztult egyedek szamat minden egyes poharban.

Mobilitasgatlds vizsgalata nagy vizibolhan (Daphnia magna)

A Daphnia magna (Cladocera, Crustacea) tenyészet tartasa az MSZ EN ISO 6341 szabvany
alapjan 22°C-on és napi 16 ords megvilagitais mellett tortént. Az egyedeket Daphnia-oldatnak
nevezett oldatban tartottuk, amely kiilonb6z6 sok (MgSO4, KCIl, NaHCO3; és CaCl) eltérd
subcapitata) tortént. Az algatenyészet fenntartdsahoz az MSZ EN 28692 szabvany alapjan eldirt
tapoldatot hasznaltuk, illetve napi 16 6ra megvilagitast €s folyamatos levegdztetést biztositottunk. A
tenyészetb6l az anyaallatokat kisméreti Daphnia-oldatot tartalmazd Erlenmeyer lombikokba
helyeztiik, minden lombikba 2-3 egyed keriilt Az anyadllatok kivalasztdsa szabad szemmel tortént
az alapjan, hogy mennyi tojas figyelhetd meg a koltdtasakban. A kikelt utodokat elkiilonitettiik,
majd 24 6ran belill felhasznaltuk a vizsgalatokhoz.

A nagy vizibolhan végzett immobilizaciés vizsgalatot az MSZ EN ISO 6341 szabvany elvei
alapjan végeztikk. A teszt soran hasznalt egyedek életkora nem haladta meg a 24 6rat. A Daphnia-
tenyészet érzékenységét eldzetesen kalium-dikromat (K2Cr,O7) oldattal hataroztuk meg A teszt

alapjan a tenyészet kevésbé érzékenynek bizonyult, mivel a LCsq (24 h, 48 h értékkel korrigalt)
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érték nem az elvart 0,6 és 1,7 mg/l koz¢ esett. Az altalunk szamitott LCsg érték 2,06 mg/l volt ami a
vizmintak vizsgalata sordn kapott eredmények kiilonboz6 irodalmi adatokkal valo 6sszehasonlitasa
soran nem hagyhat6 figyelmen kiviil.

A tényleges vizsgalat soran livegb6l késziilt faeces poharakba helyeztik el a vizsgalt
vizmintat és a véletlenszertien kivalasztott egyedeket. A szabvanytol eltéréen a teszt kozegeként
nem a meghatdrozott sdoldatot haszndltunk fel, hanem az akvariumokb6l szarmazd vizmintakat.
Minden faeces poharba 10 db vizibolhat és 10 ml vizmintat helyeztiink, a kontroll csoport esetében
10 ml Daphnia-oldatba keriiltek a vizsgalt egyedek. Az Osszes minta esetében 4 ismétlésben
végeztik el a vizsgalatot. A kisérlet soran az allatokat a szabvany eldirasainak megfeleléen nem
etettik ¢és az edényeket 20+2°C koriili hdmérsékleten tartottuk. Kontroll csoportnak a kozel
izogenikus vonalak vizmintait, illetve az elkészitett Daphnia-oldatot tekintettik. Tehat a
transzgenikus levelet tartalmazd akvariumokbol szarmazd mintadkat a kozel izogenikus levelet
tartalmazo akvariumbdl szarmazd vizmintakhoz hasonlitottuk. Az elvégzett teszt egy 48 6ras akut
teszt, ahol a vizsgalt végpontja az immobilizacid volt, tehat 24 és 48 ora eltelté vel meghataroztuk a

mozgasképes egyedek szamat minden egyes poharban.

A reprodukciora gyakorolt hatds vizsgalata nagy vizi bolhan (Daphnia magna)

A vizsgalat megkezdése elott az anyaallatokat a tenyészetbdl kisméretli, Daphnia-oldatot
tartalmazo Erlenmeyer lombikokba helyeztik, minden lombikba 2-3 egyed keriilt, az anyaallatok
kivalasztasa szabad szemmel tortént az alapjan, hogy mennyi tojas figyelhetd meg a koltétasakban.
A kikelt utodokat elkiilonitettik, majd 24 oran beliil felhaszndltuk a vizsgalatokhoz. A toxin
reprodukciora gyakorolt hatasanak nagy vizibolhan (Daphnia magna) végzett vizsgalatat az MSZ
ISO 10706 szabvany elvei alapjan végeztiikk. A teszt soran hasznalt egyedek életkora nem haladta
meg a 24 orat. A vizsgalat soran a MON 810 és a DAS 59122-7 kukoricafajtak és kozel izogenikus
vonalaik leveleiben talalhaté toxin reprodukciora gyakorolt hatdsat vizsgaltuk a Daphnia magna
esetében a fent bemutatott kisérleti rendszerto1 fliggetleniil, a vizsgalt levelek ugyanis nem kiszaradt
tarldomaradvanyok, hanem még zdlden begyijtétt és kiszaritott levelek voltak. Az el6zetesen
ledardlt levélérlemény 250 pm-nél kisebb szemcseméretli frakcidjat, az erre a célra megfeleld
szitaval valasztottuk el. A vizsgalat soran 100 ml-es Erlenmeyer lombikokba 60 ml Daphnia-oldatot
toltottlink, majd ezt kovetdéen minden lombikba véletlenszeriien 1 db vizibolhat helyeztiink. Az
Osszes kukoricafajta (Bt-kukorica és kozel izogenikus vonalaik) és a kontroll (levélérleményt nem
tartalmazo Daphnia-oldat) csoport esetében is 10 ismétlésben végeztiik el a vizsgalatot (4. kép). A
tesztszervezetek a taplalek utjan és topikalisan kertiltek kapcsolatba a vizsgdlt anyaggal A kontroll

csoport taplalasa algaval tortént (Pseudokirchneriella subcapitata), mig a kezelt csoportok
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etetéséhez a kiilonbozo kukorica vonalak levelébdl eldallitott leszitalt kb. 4-5 mg levélorleményt
hasznéltuk. Az etetésre kb. 3-4 naponta, illetve a teszt kozeg cseréjét kovetden minden esetben sor
keriilt. A teszt kozeget hetente kicseréltik. Az elvégzett teszt egy 21 napos kronikus teszt, ahol a
vizsgalt anyag reprodukciora gyakorolt hatasait elemeztikk. A vizsgalat soran megfigyelt végpontok
az anya egyedek mortalitasa, illetve a sziiletett fiatal egyedek szama volt, amelyeket heti hAromszor

rogzitettiink.

4. kép: A DAS 59122-7 transzgenikus kukoricafajta reprodukciora gyakorolt hatdsanak
vizsgalata Daphnia magna tesztszervezeten.

3.4. Az adatok szamitasa, értékelése

Adatainkbol a Microsoft Excel programmal tablazatokat és grafikonokat készitettiink. Az
ELISA moddszer sordn a kulonbozd mintak esetében az Ascent Software for iIEMS version 2,4
program altal meghatarozott optikai denzitds értékeket a Microsoft Excel program segitségével
értékeltik ki. A lemezre felvitt standard koncentraciok atlag optikai denzitasat abrazolva az
az egyenes egyenlete alapjan szamoltuk Ki.

Az okotoxikologiai tesztek esetében is tablazatokat készitettiink, amelyekben a vizsgalatok
kiilonbdz6 napjain csoportonként feltiintettiik a tuléld egyedek szamat, a mortalitast, a talélés %-0s
értékét, illetve a reprodukcios teszt esetében a csoportonkénti atlagos egyed és utod szamokat mind
a két kukoricafajta esetében. Az eredményeket grafikonokon abrazoltuk ¢és statisztikailag
kiértek eltiik.
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3.5. Az adatok statis ztikai elemzése

Az eredmények statisztikai kiértékeléséhez a StatSoft Inc. Statistica v.6 szoftverét és a
Microsoft Excel programot hasznaltuk.

A nedves levélmintakban kimutatott CrylAb-toxin koncentracié értékek idébeni
csokkenését, tehat az eltelt id6 és a kapott koncentracid értékek kozotti Osszefiliggést linedris
regresszioval értékeltik ki a Microsoft Excel program alkalmazasaval, az adatok logaritmikus
transzformalasat ko vetden.

A reprodukcios vizsgalat sordn a kiilonb6zd kukoricafajtdk levelével torténd etetés hatasat
vizsgaltuk az anyak tulélésére, illetve az utddok szamara vonatkozoan. A kezelés hatasat a vizsgalat
harom napjan (12., 16. és 21. nap) értékeltiik ki az utddok és az anydk esetében is. A kezelések
hatasanak meghatarozasahoz e gytényez0s variancia-analizist (One-way ANOVA) végeztiink 5%-0s
szignifikancia szinten. Az ANOVA egyik feltétele az adatok normalitasa, ennek ellenére az anyak
szamanak statisztikai kiértékelése soran nem végeztiik el a normalitas vizsgalatot, mivel az anyak
szama minden esetben csak két értéket vehet fel (1-még élt az anya, 0-mar nem élt az anya az adott
lombikban). A normalitas vizsgalatot elvégeztik a kiindulasi adatokon és a reziduumokon is
Saphiro-Wilk teszttel (5%-0s szignifikancia szinten) és Q-Q plot-on torténd abrazolassal is. A
kiilonb6z6 napokon a kezelési és kontroll csoportokat ANOVA és post-hoc tesztek elvégzésével,
5%-0s szignifikancia szinten hasonlitottuk Ossze. A csoportok Osszehasonlitasanal post-hoc
tesztként nagyrészt a Tukey-probat alkalmaztuk, viszont azokban az esetekben ahol a normalités
feltételezhetden a kis ismétlés szam miatt nem teljesiilt Newman-Keuls probat végeztiink el
(KEMENY et al., 2004). Az anyak esetében elvégeztiink egy tulélési vizsgalatot, a Kaplan-Meier
elemzést is, amely elvégzésével kiértékelhettik a kezelés anyak tulélésére gyakorolt hatisat és a
csoportok Osszehasonlitdsat az Osszes leolvasott eredmény alapjan, a vizsgalat teljes idejére

vonatkoztatva.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A levél-, illetve a Dunabdél és a Velencei-tébol szarmazo vizmintak toxintartalma a MON

810-es Bt-kukorica esetében

4.1.1 Cryl Ab-toxintartaloma MON 810-es kukorica ¢s kozel izogenikus vonalanak levél- és

vizmintaiban a Velencei-to esetében

A MON 810-es kukorica levélmintaiban meghataroztuk a kiindulasi Cryl Ab-toxintartalmat
az akvariumokba helyezes eldtt, azért, hogy meghatarozhaté legyen a kiilonb6z0 mintavételi
idépontokban a levelek toxintartalmanak valtozasa és a vizbe beoldddott toxin mennyisége. A MON
810-es kukorica kozel izogenikus vonalaban a CrylAb-toxin tartalom nem volt kimutathat6. A
transzgenikus kukorica esetében a toxintartalom 4986,58 ng/g volt.

A vizmintak Cryl Ab-toxintartalma a kimutatasi hatar alatt volt mind a MON 810-es, mind a
kozel izogenikus kukorica esetében. A kimutatasi hatar a vizmintak esetében 0,20 ng/ml volt. A
kiilonb6z6 mintavételi idopontokbol szarmazd nedves levélmintak Cryl Ab-toxintartalmanak
meghatarozasa sordan a kimutatasi hatar 13,87 ng/g volt.

A kozel izogenikus vonal levélmintaiban nem volt kimutathaté a Cryl Ab-toxin jelenléte, de
ez nem meglepd, mivel a kozel izogenikus levelében az akvariumba helyezés eltt sem volt
kimutathaté Cryl Ab-toxin.

A transzgenikus levélmintak esetében a toxintartalom csokkené mennyisége figyelhetd meg.
24 ¢6ra elteltével, a toxin jelentds mennyisége kioldodott, a kioldodas mértéke ezt kdvetden sokkal

kisebb volt a tobbi napon (1. abra).
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1. ébra: Cryl Ab-toxin tartaloma MON 810-es transzgenikus kukorica levélmintaiban a

Velencei-to esetében
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1 hét elteltével a kimutatott toxin mennyis€ég megkozeliti a kimutatasi hatart viszont a mérési
hatar alatt (MH=33,69 ng/g) volt, tehat 1 hét elteltével az ELISA mddszerrel csak a toxin jelenléte
bizonyithatd, a kapott koncentracio érték nem tekintheté pontos értéknek. A CrylAb-toxin
koncentracié értékek idObeni csokkenését, tehat az eltelt id6 és a kapott koncentracid értékek
kozotti Osszefliggést linearis regresszioval értékeltikk ki, az adatok logaritmikus transzformalasat
kovetden. A linearis regresszio elvégzésével igazolhato az eltelt id6 és a csokkend koncentracid

értékek kozotti dsszefiiggést (p=0,00000076, R>=0,9593 ) (2. 4bra).
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2. abra: Linearis regresszio a MON 810-es transzgénikus kukorica levélmintaiban meghatarozott

Cryl Ab-toxin értékekre a Velencei-to esetében

4.1.2 Cryl Ab-toxintartaloma MON 810-es ¢és kdzel izogenikus Vonalanak levél- és vizmintaiban a

Duna esetében

A MON 810-es ¢és a kdzel izogenikus kukorica levélmintaiban meghataroztuk a kiindulasi
CrylAb-toxintartalmat az akvariumokba helyezés elott, azért, hogy meghatarozhatd legyen a
kiilonb6z6 mintavételi idopontokban a levelek toxin tartalmanak valtozasa és a vizbe beoldodott
toxin mennyisége. A MON 810-es kukoricavonal kozel izogenikus vonalaban CrylAb-
toxintartalom nem volt kimutathato. A transzgenikus kukorica esetében a toxin tartalom 4986,58
ng/g volt.

A Velencei-tohoz hasonléoan a Duna esetében is kijelenthetd, hogy az Osszes vizminta

CrylAb-toxintartalma a kimutatasi hatar alatt volt a MON 810-es és a kozel izogenikus vonala
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esetében. A kimutatdsi hatar a vizmintak esetében 0,20 ng/ml volt. A kiilonb6z6 mintavételi
idépontokbol szirmazd nedves levélmintdk CrylAb-toxintartalmdnak meghatdrozisa soran a
kimutatasi hatar 13,87 ng/g volt.

A kozel izogenikus vonal levélmintaiban nem volt kimutathatd a Cryl Ab-toxin jelenléte a
Duna esetében sem, de ez nem meglepd, mivel a kdzel izogenikus kukoricalevelében az akvariumba
helyezés el6tt sem volt kimutathatd Cryl Ab-toxin.

A transzgenikus kukorica levélmintainak esetében a toxintartalom csokkené mennyisége
figyelhetd meg. 24 ora elteltével, a toxin jelentés mennyisége kioldodott, a kioldodas mértéke ezt
kovetden sokkal kisebb volt a tobbi napon (3. dbra). 72 6ra elteltével a kimutatott toxinmennyiség
megkozeliti a kimutatdsi hatart viszont a mérési hatar alatt (MH=33,69 ng/g) volt, tehat 72 6ra
elteltével az ELISA modszerrel csak a toxin jelenléte bizonyithatd, a kapott koncentracio érték nem

tekinthetd pontos értéknek. 1 hét elteltével a toxin jelenléte nem volt kimutathat6 a levélmintakban.
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3. abra: Cryl Ab-toxin tartaloma MON 810-es transzgenikus kukorica

levélmintaiban a Duna esetében

A Cryl Ab-toxin koncentracio értékek idobeni csokkenését, tehat az eltelt id6 és a kapott
koncentracio értékek kozotti Osszefliggést linearis regresszioval értékeltik ki, az adatok
logaritmikus transzformalasat kovetden. A linearis regresszio elvégzésével igazoltuk az eltelt id6 és

a csokkend koncentracio értékek kozotti dsszefliggést (p=0,0000005, R*=0,9887) (4. abra).
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4. abra: Linearis regresszio a MON 810-es transzgenikus kukorica levélmintaiban meghatarozott

Cryl Ab-toxin értékekre a Duna esetében

4.2. A matrixhatas vizsgalatinak eredményei

A természetes vizekb61l adodo matrixhatas meghatarozasahoz a Dunabol, illetve a Velencei-
tobol szarmazd vizmintdkat mesterségesen a kiindulasi levélben megtalalhatdo Cryl Ab-toxin
mennyiségével szennyeztik a liofilizalas elétt és utan. A liofilizalt vizmintakhoz hozzaadott toxin
mennyiséget a Velencei-td esetében nagyobb mennyiségben, 98,7%-ban sikeriilt visszanyerni, a
Dunabol szarmazé vizmintabol a mesterséges elszennyezéshez hasznalt toxin mennyiség 74,6%-at
sikeriilt kimutatni a meghatidrozast ko vetden. A liofilizalas elott elvégzett mesterséges elszennyezés
esetében a természetes vizekbdl nem volt visszamérhetdé a hozzdadott Cryl Ab-toxin mennyiség. A
liofilizalas elott elszennyezett desztillalt vizbél viszont az elézetesen hozzaadott toxin mennyiség

69,9%-a volt visszamérhetd.

4.3. Az okotoxikologiai tesztek eredményei
4.3.1. Az akut tesztek eredményei

Egyik altalunk vizsgalt kukoricafajta (MON 810, DAS 59122-7) esetében sem tudtunk akut
toxikus hatast kimutatni. A csipdszunyog larvak mortalitasanak vizsgalata soran egyik kukorica
esetében sem volt megfigyelhetd az egyedek pusztulisa 24, illetve 48 ora elteltével. A nagy
vizibolhdk mobilitdsgatlasanak vizsgalata soran, egyik kukorica esetében sem volt megfigyelhetd az

egyedek pusztuldsa vagy immobilizacioja 24, illetve 48 Ora elteltével.
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4.3.2. A kronikus teszt eredményei

A reprodukcios vizsgalat soran a kiilonbozo kukoricafajtak levélmintaival torténd etetés
hatasat hataroztuk meg az anyak talélésére, illetve az utddok szamara vonatkozdan. A kronikus
etetéses teszt esetében hasznalt MON 810-es kukorica Cryl Ab-toxin tartalma 4986,58 ng/g volt. A
DAS 59122-7 kukoricafajta transzgenikus kukorica levelében a toxintartalmat korabban Takacs és
munkatarsai hataroztak meg (TAKACS et al., 2012b) eredményeik alapjan a levél lemez Cry34Abl-
toxin tartalma 81,1 + 17,7 ng/mg volt, a Cry35Ab1 tartalom pedig 75,1 + 11,9 ng/mg volt.

A kezelések anya egyedek tulélésére gyakorolt hatasait 5%-0s szignifikancia szinten
egytényezOs variancia-analizissel (One-way ANOVA), a vizsgalat harom kiilonb6z6 napjan (12.,
16. és 21. nap) hasonlitottuk Ossze, illetve a kapott eredményeket a Kaplan-Meier elmezés
elvégzésével a vizsgalat teljes idejére vonatkoztatva is kiértékeltiik.

A DAS 59122-7 kukoricafajta esetében a vizsgalat 9. napjaig nem volt megfigyelhetd az
anya egyedek pusztuldsa a kontroll csoport (levélérlemény nékkiili Daphnia-oldat), illetve a kozel
izogenikus vonallal etetett csoport esetében. A transzgenikus Kukorica esetében mar a vizsgalat 7.
napjan megfigyelhetd volt mortalitds a vizsgalt egyedek kozott (5. abra). A kisérlet végére a
kontroll csoportban volt megfigyelheté a legkisebb mértékli mortalitds, mig az anya egyedek

szazalékos tulélése a kozel izogenikus vonal esetében volt a legalacsonyabb.
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5. dbra: Az anya egyedek szazalékos tulélése a DAS 59122-7 kukorica esetében

Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a DAS 59122-7 kukorica és kdzel izogenikus vonala
esetében az anyak tulélésében, mivel a p érték nagyobb, volt 0,05-nél (p=0,693). A vizsgalat 12.,
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16. és a 21. napjan elvégzett Osszehasonlitds sordn egyik nap

kiilonbség a kezelések kozott (6. abra).
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6. abra: A kezelések hatasanak 0sszehasonlitdsa a vizsgalat kiilonbdzo napjain

A vizsgalat teljes idejére vonatkozo Kaplan-Meier elemzés elvégzésével sem tudtunk

esetében sem volt kimutathato
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a DAS 59122-7 esetében

DASizo

kimutatni szignifikans kiilonbséget a kiilonb6z0 kezelések anya egyedek tulélésére gyakorolt hatdsa

kozott.

A MON 810-es kukoricafajta esetében a vizsgalat 9. napjadig nem volt megfigyelhetd az anya

egyedek pusztulasa a kontroll csoport esetében. A transzgenikus és kozel izogenikus vonalak

esetében viszont mar az 5. napon megfigyelhetd volt mortalitas a vizsgalt egyedek kozott (7. 4bra).

A legjelentésebb mortalitas a transzgenikus kukorica esetében volt megfigyelhetd, ahol a vizsgalat

14. napjara az Osszes anya egyed elpusztult. A kisérlet végére a kontroll csoportban volt

megfigyelhetd a legkisebb mérték{i mortalitas.
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7. abra: Az anya egyedek szazalékos tulé¢lése a MON 810-es kukorica esetében

Szignifikdns kiilonbség mutatkozott a MON 810-es kukorica és kozel izogenikus vonala

esetében az anyak tulélésében, mivel a p értek kisebb, volt 0,05-nél (p<0,000001). A vizsgalat 12.,

16. és a 21. napjan elvégzett Osszehasonlitds soran a 12. napon statisztikailag igazolhatd

kiilonbséget csak a transzgenikus kukoricaval etetett csoport és a kontroll csoport kdzott tudtunk

kimutatni (8. abra).
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8. dbra: A kezelések hatdsanak Osszehasonlitdsa a vizsgalat kiilonboz6 napjain

a MON 810 esetében
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A 16. és a 21. napon elvégzett 6sszehasonlitds soran a kontroll csoport mind a két nap
esetében kiilonbozott a kiilonbozé kukorica vonallal etetett csoportoktol, a kiilonb6zé kukorica
vonalak hatasai k6zott viszont nem tudtunk statisztikailag igazolhato kiilonbséget kimutatni (8.
abra).

A vizsgdlat teljes idejére vonatkozdo Kaplan-Meier elemzés elvégzésével szignifikdns
kiilonbséget tudtunk kimutatni a kontroll csoport és a kiilonbdzé kukoricavonalakkal etetett
csoportok kozott, tovabba a MON 810 ¢és izogenikus vonala esetében is szignifikdns volt a
kiilonbség az anya egyedek mortalitdsa ko zott.

A DAS 59122-7 kukorica esetében az utdodprodukcidé a kontroll csoportban volt a
legjelentésebb, mar a 9. napon megfigyelheté volt az anya egyedek reprodukcidja. A kiilonbozo

kukoricavonalak esetében a 12. napig nem volt megfigyelheté az utodok jelenléte (9. abra). Az

atlagos utddszam a kozel izogenikus kukorica esetében volt a
legalacsonyabb.
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9. abra: Az utdodok atlagos szama naponként a DAS 59122-7 kukorica esetében

A MON 810-es kukorica esetében szintén a kontroll csoportban volt a legjelentdsebb és
ebben az esetben is a 9. napon jegyeztiink fel eldszor utddprodukciot. A transzgenikus €s kozel
izogenikus vonalak esetében jelentéktelen mennyiségii utdod keletkezett, amely az anya egyedek

jelentds mértékli mortalitdsdval magyarazhaté (10. abra).
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10. dbra: Az utddok atlagos szama naponként a MON 810-es kukorica esetében

Az utdédprodukciora gyakorolt hatasok statisztikai kiértékelését csak a DAS 59122-7
kukoricafajta esetében tudtuk elvégezni, mivel a MON 810-es kukorica fajtinal az anyak
nagymértékli elhullasa miatt az utddprodukcio statisztikai értékelésére nem volt lehetség.

A DAS 59122-7 kukoricaval és kozel izogenikus vonalaval torténé etetés utodprodukciora
gyakorolt hatasa statisztikailag igazolhatd volt, mivel a p érték kisebb 0,05-nél (p<0,0001). A
vizsgalat 12., 16. és a 21. napjan elvégzett 0sszehasonlitds soran mindegyik nap esetében
kijelenthetd, hogy a kontroll csoport szignifikansan eltér a kiilonb6z6 kukoricakkal etetett
csoportoktol, a kiilonboz6 kukorica vonalak hatasai kozott viszont nem tudtunk statisztikailag

igazolhato kiilonbséget kimutatni (11. bra).
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11. dbra: A kezelések hatdsanak 6sszehasonlitasa a vizsgalat kiilonbdz6 napjain a
DAS 59122-7 esetében
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Eredményeinket 6sszefoglalva a ko vetkezoket allapithatjuk meg:

— A MON 810-es kukorica levéltdrmelékeit tartalmazo akvariumokbdlszadrmazo vizmintakban
sem a Duna, sem a Velencei-t6 esetében nem volt kimutathaté a Cryl Ab-toxin jelenléte. A
kiilonb6z6 akvariumokbol szarmazo vizmintakban sem a transzgenikus kukoricafajtak, sem
kozel izogenikus vonalaik esetében sem volt kimutathatd a Cryl Ab-toxin jelenléte.

— A MON 810-es kukorica kdzel izogenikus nedves levélmintdiban nem volt kimutathatd a
Cryl Ab-toxin jelenléte.

— A MON 810-es transzgenikus kukoricafajta nedves levélmintaiban mindkét esetben (Duna
¢és Velencei-t0) szignifikansan csokkent a Cryl Ab-toxin mennyisége, tovabba az eltelt id6 és
a csokkend Cryl Ab-toxin mennyiség kozott igazolhatd dsszefliggés van.

— Cryl Ab-toxinnal mestersé gesen elszennyezett liofilizalt vizmintakbol, és a liofilizalas elott
mesterségesen elszennyezett desztillalt vizbdl a toxin visszamérhetd volt, a liofilizalas eldtt
elszennyezett természetes vizmintakbol viszont nem.

— A vizsgalt kukorica fajtak (MON 810, DAS 59122-7) akut toxikus hatasa az altalunk vizsgalt
tesztszervezeteken nem igazolhato.

— A DAS 59122-7 kukoricaval és kdzel izogenikus vonalaval torténd etetés hatasa az anyak
mortalitdsara nem volt eltérd, a kiilonbozo kezelések kozott nem volt statisztikailag
igazolhato kiilonbség.

— A MON 810-es kukoricaval és kozel izogenikus vonalaval torténd etetés hatasa az anyak
mortalitasara eltérd volt, a kiilonboz0 kezelések kozott statisztikailag szignifikdns
kiilonbsé get tapasztaltunk.

— Az utddprodukciora gyakorolt hatasok statisztikai kiértékelését a MON 810-es kukorica
fajtanal nem lehetett elvégezni az anydk nagymértékii elhullasa miatt.

— A DAS 59122-7 kukorica ¢és kozel izogenikus vonala esetében szignifikinsan kisebb
utddprodukciot tapasztaltunk a kontrollcsoporthoz képest, viszont a kiilonb6z6 kukorica

vonalak hatiasaik6zott nem tudtunk statisztikailag igazolhat kiilonbséget kimutatni.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok
5.1. Kovetkeztetések

A MON 810-es és kozel izogenikus kukoricalevél-Orleményt tartalmazé akvariumokbdl
szarmazo vizmintakban nem volt kimutathato a Cryl Ab-toxin jelenléte, aminek oka lehet, hogy a
vizben 1vO toxin erdsen kotddik a természetes viz szarazanyag tartalmahoz, erre utal, hogy a
liofilizalt vizmintdk ¢és a liofilizdlas elott mesterségesen elszennyezett desztillalt vizbél a
szennyezéshez felhasznalt toxin tartalom visszamérhetd volt, mig a liofilizalas elétt elszennyezett
természetes vizmintakbol nem.

A MON 810-es kukorica kozel izogenikus vonalanak nedves levélmintaiban nem volt
kimutathatd a Cryl Ab-toxin jelenléte, ami azt jelenti hogy a transzgenikus levélmintdk
toxintartalmanak mérése soran matrixhatassal nemkell szamolnunk.

A nagy vizibolha (Daphnia magna) és egyiptomi csip6sziinyog (Aedes egypti) larva egyedek
immobilizacidjara, illetve mortalitasara az altalunk vizsgalt kukorica fajtdk nem voltak hatassal,
tehat akut vizsgdlataink soran a Mendelson és munkatarsai altal elvégzett 48 6ras akut Cryl Ab-
toxintartalmi kukorica pollen Daphnia magna egyedeken tortén6 vizsgalathoz hasonloan mi sem
tudtunk kimutatni akut toxikus hatdst. A kapott eredményeink magyarazatanal figyelembe kell
venni, azt is, hogy az dkotoxikologiai tesztek kozegeként felhasznalt kiilonbozd akvariumokbol
szarmazd vizmintdkban az altalunk hasznalt médszerrel nem tudtuk kimutatni a toxin jelenlétét,
feltételezhetden a természetes vizek szdrazanyag tartalmihoz vald kotddés miatt. A csipdszinyog
larva etetéses teszt sordn a nedves kukorica tormelékkel torténd etetésnek sem volt hatasa, amely
magyarazhatd azzal, hogy a kétszarnyuak (Diptera) rendjébe tartozd csip6szinyog larvak nem
célszervezetei az altalunk vizsgadlt toxinoknak, igy feltételezhetéen a toxin nem képes a rovar
kozépbelében talalhatd hamsejtek receptoraihoz kotédni (HESZKY  2005b).  Korabbi
feltételezéseink alapjan felallitott hipotéziseink egy részét igazoltuk, mivel a MON 810 és DAS
59122-7 Bt-kukoricafajtak a Daphnia magna, illetve az Aedes aegypti larvak mortalitisara nem volt
hatassal.

A Daphnia magna kronikus vizsgalata soran sem a DAS 59122-7, sem a kozel izogenikus
vonala esetében az anyak mortalitasara vonatkozoan nem talaltunk szignifikans eltérést a kontroll
csoporthoz képest, illetve a két kukorica kozott sem. A reprodukciora gyakorolt hatdsok
vizsgalatdnal azonban mindkét kukorica esetében szignifikdnsan kevesebb volt az utédok szama a
kontrollhoz képest, a két kukorica kozott azonban itt sem volt statisztikailag igazolhato eltérés. Az
utdd reprodukcid kisebb mértéke elsésorban a kukoricaval vald taplalassal magyarazhato, igy azt a
hipotézisiinket, mely szerint a DAS 59122-7 kukoricafajta transzgenikus vonala hatassal van a

Daphnia magna reprodukciojara elvetettiik.
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A MON 810-es kukorica és a kdzel izogenikus vonala kronikus etetéses vizsgalata soran a
Cryl Ab-toxint termelé kukorica esetében szignifikinsan tobb anya egyed pusztult el a kisérlet
soran, mint a kozel izogenikus vonal esetében. A két kukorica hatdsa ebben a vizsgalatban is
statisztikailag eltért a kontroll csoporttdol. Az utdd produkciora gyakorolt hatdsok statisztikai
kiértékelését viszont a MON 810-es kukorica fajtanal nem lehetett elvégezni az anyak nagymértékii
elhullasa miatt. A MON 810-es kukorica esetében az eldzetesen felallitott hipotézisiinket igazoltuk,
miszerint a MON 810 kukoricafajta transzgenikus vonala a Daphnia magna reprodukcidjara
hatassal van. A Bohn és munkatarsai altal a nagy vizibolhan (Daphnia magna) elvégzett hossza
tava vizsgalatokhoz hasonlo (BOHN et al., 2008, 2009) eredményeket kaptunk.

5.2. Javaslatok

A CrylAb-toxin meghatarozasahoz elvégzett vizsgalataink alapjan nyilvanvalova valt, hogy
a kisérletek ismétlése el6tt célszeri lenne olyan extrakcios modszert fejleszteni, amivel a
liofilizdtumhoz ko t6tt toxin visszanyerhetd, igy a kiilonb6zo liofilizalas elott a toxin expozicidjanak
kitett természetes vizmintakbol is kimutathatova valna a toxin jelenléte.

Az altalunk elvégzett vizsgalatok ¢és a szakirodalomban megtaldlhato adatok alapjan
kijelenthetd, hogy akut tesztek elvégzésére csak magasabb toxintartalmat eredményezo
moédositasoknal latszik sziikségesnek, jelen modositasok esetében nagyobb hangsulyt kell fektetni a
hosszabb tavl vizsgalatok elvégzésére.

A Daphnia magna egyedeken elvégzett reprodukcids vizsgalatot meg kell ismételni
lehetdség szerint nagyobb ismétlés szammal. A kisérleti rendszer fejlesztésre szorul, annak
érdekében, hogy a kukoricaval valo taplalas hatasa és a toxin hatasa egyértelmiien elkiilonithetové

valjon.
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6. Osszefoglalas

A mezOgazdasdgban hasznalt géntechnologiai uton mddositott novényfajtak altal termelt
toxinok kornyezetre és az €16 szervezetekre gyakorolt lehetséges toxikus hatdsainak meghatarozasa
kiemelten fontos feladat, mivel a toxin a Bt-névényekben folyamatosan termelédik, ezért a toxin
hosszl ideig a kornyezetben marad, ami befolyasolja az 6koszisztémat.

Vizsgalataink soran két rovarrezisztens transzgenikus kukoricafajta (MON 810, DAS 59122-
7) és kozel izogenikus vonalaik vizi okoszisztémara gyakorolt hatdsait vizsgaltuk. A kisérleti
rendszer kialakitasa soran elsédleges szempont volt a természetes vizes él6helyek reprezentalasa,
ezért nyolc darab akvariumot rendeztiink be a Dunabol, illetve a Velencei-to6 egyik nadasos
kazettdjabol szarmazo vizzel és iszappal. Harom héttel a rendszer beallitasa utan a két vizsgalt Bt-
kukorica és kozel izogenikus vonalaik levelébdl szarmazo levéltormelékeket helyeztik el a
Dunabdl, illetve a Velencei-t6 kazettajabol szarmazo viz és iszap mintat tartalmazd ak variumokba.
Ezt kovetéen folyamatosan tortént a mintavételezes, a kisérlet 0., 1., 2., 3., és 7. napjan viz és
levélmintakat gy(jtottiink be a CrylAb-toxin tartalom idébeni valtozasainak vizsgalatahoz és az
okotoxikologiai tesztekhez. A MON 810-es kukorica altal termelt Cryl Ab-toxin koncentracié
idébeni valtozdsainak Vizsgalatdhoz a vizmintdkban és a levélmintdkban ELISA mddszerrel
hataroztuk meg a toxin mennyiségét. A természetes vizekbdl adodd matrixhatds vizsgalatahoz a
Velencei-t0 egyik nadasos kazettajabol szarmazd és a Dunabdl szarmazo vizeket, illetve
meghatarozott mennyiségii desztillalt vizet mesterségesen a kiindulasi levélben talalhatd toxin
mennyiséggel elszennyeztik (spike-oltuk). A spikolast elvégeztik a liofilizalas el6tt és utan is,
azért, hogy meghatarozhat6 legyen a minta elokészités hatdsa a visszanyerhetd toxintartalom
kimutatasara. Az 6kotoxikologiai teszteket mind a két kukoricafajta esetében elvégeztik. A MON
810 altal termelt Cryl Ab-toxin és DAS 59122-7 altal termelt Cry34/35Abl1 toxinok akut és kronikus
hatasait kiilonb6z0 vizi szervezeteken hataroztuk meg. Az akut hatdsokat nagy vizibolha (Daphnia
magna) és egyiptomi csipdszinyog (Aedes aegypti) larvakon, a kronikus (reprodukciora gyakorolt)
hatdsokat nagy vizibolha egyedeken allapitottuk meg. A valasztott tesztszervezetek jo indikator
fajok, ezért a vizbe keriilt ndvényi részek 4altal kivaltott hatdsok jelzésére megbizhatdan
alkalmazhatoak.

A CrylAb-toxin koncentracio id6beni valtozasanak vizsgalata soran a Kkiilonbdzo
akvariumokbol szarmazo vizmintdkban a toxin jelenlétét nem tudtuk kimutatni, amely a
matrixhatassal magyaradzhatd, ugyanis feltételezhetben a toxin kotddik a természetes vizek
szarazanyag tartalmahoz A transzgenikus kukorica levélmintaiban szignifikansan csokkent a toxin
mennyisége a Duna és a Velencei-to esetében is. Az akut 6kotoxikologiai tesztek esetében egyik

kukorica valtozat esetében sem volt kimutathatd toxikus hatds a vizsgalt tesztszervezeteken. A
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kiilonb6z6 kukoricafajtak kronikus hatdsait vizsgalva megallapitottuk, hogy: (i) a DAS 59122-7
kukorica és kozel izogenikus vonala hatassal voltak az utddok szamara a kontrollhoz viszonyitva,
viszont a két vonal k6zott nem volt szignifikans eltérés, tehat az utédprodukciora gyakorolt hatas
nem egyértelmiien a toxin jelenlétének az eredménye, (ii) az anyak tulélésére a DAS 59122-7
kukorica és izogenikus vonala nem voltak hatassal, (iii) a MON 810-es és kozel izogenikus vonala
hatassal voltak az anyak tulélésére a kontrollhoz képest, és a két vonal hatasai kozott is igazolhatd
volt a kiilonbség. Az anyak nagymértékii elhullasa miatt az utdd produkcio értékelésére ebben az
esetben nem volt lehetdség,

A géntechnologiai uton modositott Bt-novények altal termel Cry-toxinok és a kdrnyezet
kozott lejatszodo teljes folyamatok, illetve a Bt-novények szabadfoldi termesztésének pontos
hatdsai még nem ismertek, ezért szdmos tovabbi vizsgilat elvégzésére van még sziikség.
Eredményeinkkel szeretnénk hozzijarulni a rovar rezisztens Bt-kukorica fajtdk kornyezeti

kockézatainak jobb megismeréséhez
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NYILATKOZAT

Alulirott ... , a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar .............Szak nappali/levelez0 tagozat végzds hallgatdja nyilatkozom,

hogy a szakdolgozat/diplomadolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt
irodalmat korrekt moédon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz,
hogy szakdolgozatom/diplomadolgozatom egyoldalas dsszefoglaloja felkeriiljon a Kar / Intézet /
Szak honlapjara.

A szakdolgozat/diplomadolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem.

GOAB1I8, 2009. ..., ho.......nap

hallgato alairasa

A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arr6l, hogy a szakdolgozatot attekintettem, a
felhasznalt rodalmat a hallgatd korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezelte, a
szakdolgozatot/diplomadolgozatot zarévizsgan torténd védésre javaslom.

A szakdolgozat/diplomadolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

GOdO1IB, 2009, ..o ho.......nap

témavezetd alairasa
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