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A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

Bevezetés

Magyarorszag és a szomszédos orszagok Eurdpai Unidhoz torténd csatlakozasaval az utdbbi
teriilete egy Onallo biofoldrajzi térséggel, a Pannon Biogeografiai Régioval gazdagodott. Szamos
egyediilallo faj és ¢élohely talalhaté e régidban, mely természeti értékekben tobb mas eurodpai
orszagnal gazdagabb.

Jelenleg az Europai Unids engedélyek koziil négy vonatkozik vetésre: burgonya-
fajtacsoportok koziil ilyennel rendelkezik az EH 92-527-1 (Amflora néven ismert), kukorica
fajtacsoportok koziil a MON 810 (YieldGard néven ismert) és ACS-ZM3-2 (T25 néven ismert),
valamint szegfii fajtacsoportok kozil a Moonshadow 1. Az elsOgeneracios GM-ndvények
rovarrezisztens valtozata, a MON 810, a Bacillus thuringiensis (Bt) kurtitott génjét (crylAb)
hordozza. Ezek révén a novények minden résziikben Cryl-toxint termelnek, melyek lepkefélék
larvain fejtenek ki 616 hatast. A novényvédd szereknél altalanosan elfogadott mellékhatés-
vizsgalatok ezen fajtdk esetében sem elhanyagolhatok, mivel a Bf-novényekkel ugyanugy

novényveédo hatdsu hatdanyagot juttatunk a kornyezetbe: igaz, specialis formulacioban.

Bacillus thuringiensis

A Bacillus thuringiensis kornyezetiinkben jelen 1év6 rovarpatogén baktérium. A legtobb Br-
torzs sporulacidja soran parasporalis testet formal. A parasporalis testet alkotd d-endotoxinok egyik
nagy csoportja a Cry-toxinok, melyek per os tipusuak, és rendszintli specifitast mutatnak (Cryl —
foként lepkefélék, Cry2 — elsédlegesen lepkefélék és kétszarnyuak, Cry3 — leginkabb bogarfélék,
Cry4 — kétszarnyuak larvain hatast kifejtd toxinok).

A Cry-toxinok hatasa, tobb Iépésben, a rovarok kozépbelében a sejtek liziséhez vezet,
melynek kovetkeztében az allatok szepszisben elpusztulnak. A letalis hatashoz a Cry-toxin jelenléte
is elégséges, nincs sziikség a B. thuringiensis baktériumra. A rovarfajok érzékenysége eltéré egy

adott toxinnal szemben, és a kiillonboz6 toxinoknak is eltérd a hatékonysaga egy adott fajra nézve.

A MON 810 Bt-kukorica féhatasai és alkalmazasanak elényei

A MON 810 Bt-kukorica DNS-¢ébe a toxintermelésért felelds crylAb-gén kurtitott valtozatat
tltetik, miéltal a ndvény minden részében modositott, lepke-specifikus ~Cryl Ab-toxint termel. A
permetezd szerhez képest a Bt-ndvények folyamatos védelmet biztositanak a célkartevd ellen. Ez
azonban azt is jelenti, hogy a ndvényben a Cry-toxin folyamatosan termelddik, s ezzel allando
kornyezeti terhelésként van jelen. A ndvényi sejt fala a toxint egyfajta kapszulaként védi. A

fajtatulajdonosok eldnyként emlitik a hernyokartétellel egylitt a Fusarium-fajok okozta
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csOfertdzések eléfordulasanak csokkenését is. A hazai vizsgalatok ezt pontositottak, amennyiben a
Fusarium fertézésnek csupan kisebb hanyada hozhatd 6sszefliggésbe a gyapottok-bagolylepke és a
kukoricamoly larvakkal. Osszességében a terméshozam novekedését szoktdk emliteni a Bt-
novények legfontosabb hasznaként, am ez Cryl-kukorica esetén a kukoricamoly-kartétel

fliggvénye, s mivel e kartétel hazankban nem jelentds, igy a terméshozam is valtozatlan marad.

A MON 810 Bt-kukorica mellékhatasai és alkalmazasanak hatranyai

A géntechnologiai Uton modositott Bf-ndvényekre automatikusan nem vonatkozik a
természetes Bt-torzseken szerzett tudasunk. A hasznalat alatt 4116, Cry-toxint termeld novényekkel
kapcsolatban tobb tudomanyteriilet kritikai is megjelentek.

Az Okologiai hatdsokat tekintve a transzgénelszabadulas; a Cry-toxintermelés és a GM-
tarlomaradvanyok altal a talajéletre gyakorolt hatdsok; valamint a Cry-toxinrezisztencia kialakulasa
mellett kifejezett problémat jelent a B--ndvények nem célzott allatokon kifejtett hatdsa. Nem célzott
szervezetek taplalkozéasuk sordn keriilhetnek kapcsolatba a Bz-ndvény altal termelt Cry-toxinnal:
fitofagok az elsodrodott, tapnovényiiket illetve Eletterilket szennyezd pollen ¢és ndvényi
maradvanyok; ragadozok és parazitoidok a Cry-toxint elfogyasztd zsakmany- és gazdaallat; lebonto
szervezetek a novényli maradvanyok; megporzd szervezetek virdglatogatasuk; szimbionta
szervezetek kolcsondsségi kapcsolataik révén. Kiemelkedd problémat jelent a célkartevd rokonsagi
korébe es6 nem célzott fajok érintettsége, ami a MON 810 genetikai eseményii kukoricahibrideknél
a kiilonboz6 lepkefajokat jelenti. A kiszorddd pollen kiiilepszik a hernyok tapndvényére, amit
azutan a larvdk a pollennel egyiitt elfogyasztanak. Az ennek kdvetkeztében fellépd szubletalis
hatasok (kisebb larvatomeg, lassabb fejlodés, kisebb bab- és imagotomeg) csokkentik az érintett

egyedek, s kozvetetten a populacio életképességét. Ez kiilondsen a védett lepkefajoknal kritikus.

A MON 810 fajtacsoport Cryl-toxintartalma

Az elmult évtizedben csupan néhany cikk latott napvilagot a MON 810 hibridek altal termelt
~Cryl Ab-toxinrél, igy a valtoz6 toxintartalom hatterér6l még mindig nincs pontos ismeretiink.
Annyi bizonyos, hogy a MON 810 hibridek a ~Cryl Ab-toxint szovetspecifikusan, idében valtozo
mennyiségben termelik. Tudjuk, hogy a talaj mindsége, s kiemelkedden a nitrogén-ellatottsag
jelentdsen képes befolyasolni a megtermelddd Cryl-toxin mennyiségét; s nem csak termdhely, de
az évjarat okozta kiilonbségek is szdmottevok. Ismert, hogy a MON 810 mellett masik genetikai
eseményt is hordoz6 hibridekben a ~CrylAb-toxin termelddése akar kétszerese lehet az egy toxint
termeld hibridekének. A kozolt adatok gyakran igen tdg hatdrok kézott mozognak akar egyetlen

vizsgalatban is. A pollen tekintetében hasonldan sz¢élsdséges adatok lattak napvilagot.



A novényi ~CrylAb-toxin mérésénél technikai kérdések is felmeriilnek. A MON 810
genetikai eseményt hordozo fajtak a crylAb-gén roviditett valtozatat tartalmazzak, s a termelodd
~Cryl Ab-toxin is kisebb, 91 kDa, mint az eredeti gén altal termelt 131 kDa nagysagu protoxin.
Analitikai szempontbol nem helyes a protoxinnal nyert antitestekkel és protoxin standarddal
mukodé ELISA rendszereket a kurtitott, preaktivalt novényi ~Cryl Ab-toxin mérésére kozvetlentil

alkalmazni.

Célkitiizések
Vizsgalataink célja volt:

- Osszehasonlitani a CrylAb-toxin mérésére forgalmazott ELISA kiteket a toxin aktiv formdjanak
mérésére vald alkalmazhatdsdgukban, illetve egyazon ndvényi minta mérhetd toxintartalma
szempontjabol;

- MON 810 genetikai eseményt hordoz6 kukoricaban meghatarozni szervenként a termel6dd Cryl-
toxin mennyiségét, kovetni annak szezonalis alakuldsat a novény kiilonbozd részeiben, €s azonos
termOhelyen torténd tobb évnyi termesztés nyoman Osszehasonlitani a toxikus fehérje
kifejezodésének mértékeét;

- Felmérni a pollen termelddését és eloszlasat a MON 810 kukoricahibrid €s annak izogenikus
vonala esetén;

- Elvégezni/folytatni a magyarorszagi védett lepkefajok analizisét, kiemelve a MON 810 kukorica
altal potencialisan érintett fajokat;

- Tobb védett lepkefajnak (Nymphalis io, Nymphalis c-album, Vanessa atalanta) meghatarozni a
Cryl-toxin érzékenységét, és ezt Osszevetni a két kukorican karositdo lepke, a kukoricamoly
(Ostrinia nubilalis) és a gyapottok-bagolylepke (Helicoverpa armigera) larvainak Cryl-toxin
érzékenységével;

- Kivélasztani egy modell fajt (N. io), s vizsgalni annak larvain a természetes pollenszérodas
nyoman jellemz6 pollenkoncentracié hatésat rovidebb (L1-L3) és hosszu tavu kitettség (L1-L5)

nyoman.



ANYAG ES MODSZER

A kukorica termesztése és mintavételezése

A Bt- és a kozel izogenikus fajtakat az MTA Novényvédelmi Kutatointézetének Okologiai
Kutatoallomasan (Julianna-major, Budapest) termesztettiik. A ndvényi ~Cryl Ab-toxin termel0dését
a vetést kovetd 4 honapban kovettilk nyomon. Ahogy a kukorica fejlédése lehetdvé tette, a vegetativ
¢és generativ szervekbdl mintakat vettiink (levél, szar, gydkér, portok, pollen, mag). A névénymintak

a vételt kovetden azonnal feldolgozasra kertiltek.

Cryl-toxin mérése

A kiilonboz6 Cryl-toxin méréseket két kereskedelmi forgalmu ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay — enzimjelzéses immunanalitikai vizsgalat) rendszerrel végeztik
(EnviroLogix Cryl Ab/Cryl Ac QUANTIPLATE® — #AP 003, Portland, MN, USA ¢és Abraxis Bt-
CrylAb/Ac ELISA kit — #PN 51001, Warminster, PA, USA).

A CrylAb-protoxin enzimatikus aktivalasa

Mikrobidlis eredeti CrylAb-protoxint tripszinnel emésztettiink. Higito pufferként
karbonatpuffer szolgalt, mely ditiotreitolt tartalmazott. A toxin/tripszin aranya 0,4 és 55 kozott
valtozott. Inkubdlds utan az enzimatikus reakcidt fenil-metanszulfonsav-fluorid hozzéadasaval
allitottuk meg. Megfeleld aranyu foszfatpufferes higitds utan az emésztett toxinoldatot kereskedelmi

forgalmu ELISA kitre pipettaztuk, s a kotddési aktivitast az eldirt gyartdi utmutatds szerint mértiik.

A kukorica pollentermelése és a kiszorodott pollen eloszlasa

A pollentermeld képesség meghatarozasdhoz papirtasakok felhelyezésével tovenként
gyljtottiink pollent. A kiszérodott pollent Ovatosan atszitaltuk, tomegét analitikai pontossaggal
mértiik. Hasonld modszerrel tovabbi jelentds mennyiségli pollent gyiijtottiink a lepkehernydkon
végzett érzékenységi vizsgalatokhoz.

A kukoricapollen vertikalis eloszlasdhoz a kukorica pollenszorasakor binokularis
mikroszkop alatt megszamoltuk egy-egy kukoricalevélen levélemeletenként a pollenszamot. A
méréseket szilikonolajjal kezelt fekete mérdlappal is elvégeztiik.

A horizontalis eloszlashoz az utolsé el6tti cimeres sorra, valamint a cimerezett 1. és 3. sorra
sugarirdnyban helyeztiink el mérélapokat. Az éves uralkodd széliranynak megfeleld korszeletben

200 méterig szilikonolajos mérdélapokat helyeztiink ki.



A gyomnovényeken kiiilepedd kukoricapollen mennyiségének vizsgédlatdhoz Zsambék és
Komloéd hataraban felvételeztiink. A kukoricapollen horizontalis eloszlasat cserepekbe iiltetett

hamvas szeder és kokény novények kihelyezésével vizsgaltuk.

Gyomfelvételezés és védett lepkék szempontjabdl valé kritikus mintavételezés

A hazai kukoricatablak legjellemzébb gyomfajainak vizsgalatdhoz az orszag jelentds
kukoricatermesztd Ovezeteiben a kukorica pollenszérasanak idépontjaban egy tucat, véletlenszertien
valasztott kukoricatablan, késobb egy Zsambék melletti tablan felvételeztiink. A tablaszegélyen és
az allomanyban gyom-fajlistat vettiink fel, valamint az egyes fajok boritottsagi értékeit (%)

becsiultiik.

A hazai védett lepkék életmdédjanak elemzése

A védett lepkefajok életmodjanak analizise soran a Magyar Természettudomanyi Muzeum
Lepkegylijteményének ¢és gylijteményi adatainak felhasznéaldséval, szakirodalmi adatok alapjan
valamint a Lepkegylijtemény szakértdinek segitségével dolgoztunk. A védett lepkefajok
tapnovényeinek ismeretében kivalasztottuk azokat a fajokat, melyek a kukoricasokra jellemzo
gyomtarsulasokban, illetve az azokat hatarold6 mezévédd erddsavokban -eléfordulhatnak. A
gyljteményi példanyok gytjtési idejébol, valamint a fajok ¢életmodjanak ismeretében
meghatdroztuk a larvak fejlédési illetve taplalkozasi idejét. Kiemeltiik azokat a fajokat, melyek

tapnovénye kukoricasok kornyékén eléfordulhat, és a larva a kukorica pollenszérasakor taplalkozik.

Kisérletek MON 810 pollennel

Bt-pollennel 2002 és 2009 kozott végeztiink kisérleteket. A felhasznalt pollen ~Cryl Ab-
toxintartalmat ELISA modszerrel mértiik, eloszlasat sztereomikroszkop segitségével szamoltuk.
Kétféle kezelési modszert alkalmaztunk.

Porozés soran tapadasfokozoval tortént eldkezelés utdn mikroszitaval oszlattuk el a
kukoricapollent 1ladds csalanon. A pollen eloszlasat csalanlevélen illetve szilikonolajos
targylemezen szadmolva ellendriztiik. A nappali pavaszem esetén a kezelés utan helyeztiik a
novényre a tojascsomokat. Az allatok az elsé harom stadiumban fogyasztottak kezelt csalant, majd
kezeletlen csalanndvényekre helyeztiik at dket. Fejlodésiiket nyomon kdvettiik, tomegiiket tobbszor
mértiik. A babok tomege ivarok szerint keriilt mérésre, illetve nyomon kovettik az imagok
kelésének iddpontjat.

A permetezéshez pollenszuszpenziot készitettiink segédanyagok felhasznalasaval. A
segédanyagok hatéstalansagat a csupan ezeket tartalmazd oldat permetezésével végzett kontroll

kezelésben ellendriztiik. A kijutatott pollenmennyiséget szaradas utan csalanlevélen szdmolva
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ellendriztik. A kezelt levelekre frissen kelt els6 stadiumu larvak kertiiltek. A kisérleteket a fentiek

szerint ellendriztik.

Kisérletek DIPEL WP készitménnyel

A védett lepkék esetén a DIPEL WP-t megfeleld koncentraciokban ladas, illetve vagott
csalanra juttattuk pumpas mikropermetezovel. Kontrollként tisztavizes permetezés szolgalt. A
kisérletekhez tojascsomokat, frissen kelt elsd illetve kiilonbozo stadiumu, vedlés elott alld, mar nem
taplalkozo6 larvakat hasznaltunk.

A szubletalis hatasok vizsgalatdhoz DIPEL WP készitménnyel kezelt 1adas csalant
hasznaltunk, melyen az elsé harom larvastddiumban taplalkoztak a larvdk. A kisérleteket a
porozasnal leirtak szerint ellendriztiik.

crer

helyeztiink frissen kelt els6 stddiumu larvakat.

Statisztikai értékelés

Az adatokat STATISTICA szoftverrel (StatSoft Inc., USA) és R 2.10.1 programcsomaggal (R
Development Core Team) értékeltiik. A kémiai mérések eredményeinek elemzése soran linearis és
szigmoid regressziot hasznaltunk, és a homogén csoportokat Fisher-féle legkisebb szignifikans
differencia teszttel kiilonitettiik el. A biologiai vizsgalatok értékelése soran szilikség szerint egyutas
ANOVA-t, Tukey- vagy LSD-teszteket, y’-probat Monte-Carlo szimulalt p-értékkel, illetve

probitanalizist alkalmaztunk.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Eredményeinket dsszevetve a szakirodalmi adatokkal uj megvilagitasba helyezziik a névényi
Cryl-toxin mérését, és kovetkeztetéseket tesziink a MON 810 kukorica védett lepkéket érintd

kornyezeti hatasair6l, mely a hazai fajtaengedélyezés szdmara lehet hasznos.

1. Bizonyitottuk, hogy a két vizsgalt kereskedelmi forgalmt, a CrylAb-protoxin mennyiségi
mérésére szolgald ELISA rendszer (az EnviroLogix Cryl Ab/Cryl Ac QUANTIPLATE és az Abraxis
Bt-CrylAb/Ac ELISA kit) az aktiv toxint eltérd immun-reaktivitassal mérik (a protoxin/aktiv
toxin kereszt-reaktivitassal korrigalva 3,2-szeres eltérés). Tehat a kiilonb6z6 ELISA rendszerekkel

végzett mérések eredményei nagysagrendileg hasonloak, de kdzvetleniil nem dsszevethetdk.

2. Megallapitottuk, hogy a MON 810 genetikai eseményt hordoz6 kukorica ~Cryl Ab-toxintartalma
szervenként és fenologiai stadiumonként eltérést mutat. A legmagasabb a levél toxintartalma

(6tleveles stadiumban ~17 ug/g).

3. Igazoltuk a kukoricatabldk szegélyét ovezd ruderdlidk gyomnodvényeinek eltéré pollenfogo
képességét, amelyek koziil a nagy csalan (Urtica dioica; 328 + 200 pollen/cm?), a hamvas szeder
(Rubus caesius, 431 + 334 pollen/cmz) ¢€s a csattan6 maszlag (Datura stramonium, 339 £ 266

pollen/cm?) bizonyult gyakori eléfordulasu, j6 pollenfogonak.

4. A kukorica pollenszorasi idészakanak, a védett lepkék tapnovény és €ldhely preferencidjanak
Osszevetésével meghataroztuk a Pannon Biogeografiai Régioban MON 810 kukorica révén
jelentds ~Cryl Ab-toxin kitettségli védett lepkefajok korét: nagy csalanon taplalkoznak az atalanta
lepke (Vanessa atalanta), a c-betiis lepke (Nymphalis c-album), a kis rokalepke (Nymphalis
urticae) és a nappali pavaszem (Nymphalis io); szedren taplalkoznak az ibolya-gyongyhézlepke
(Argynnis niobe), a lapi gyongyhazlepke (Brenthis ino), a nyugati torpebusalepke (Spialia
sertorius) €s a zoldes gyongyhazlepke (Argynnis pandora) hernyo6i; tovabba csattan6 maszlagon

fejlodik a halalfejes lepke (Acherontia atropos) hernyoja.

5. A vizsgalt védett lepkék hernyodinak Cryl-toxin (DIPEL) érzékenységi sorrendje (LCso-értékek):
Nymphalis io L2 (1,93 ppm), N. io L3 (2,99 ppm), N. io L1 (4,39 ppm), N. io L4 (5,74 ppm), N. io
L5 (6,17 ppm), Nymphalis c-album L1 (7,24 ppm) és Vanessa atalanta 1.1 (15,14 ppm).



6. Laboratoriumi koriilmények kozott feltérképeztiik a kukoricatablak szegélyén jellemzo6 stirliségii
~100 ng/g ~Cryl Ab-toxintartalmi MON 810 pollen L1-L3 (20-40 % mortalitéds, kisebb larva- és
babtomeg, lassabb fejlodési idd) és L1-L5 stadiumok kozotti etetésének (>80% mortalitas, kisebb
larva- és babtomeg, lassabb fejlddési 1d0) hatdsait nappali pavaszemen. A 30 ng/g-nél kisebb
~Cryl Ab-toxintartalomnal a MON 810 pollen hatasara csak magas (~1000 pollen/cm?)

koncentracioban jelentkeztek hatasok.

7. Vizsgalataink alapjan modell fajnak ajanljuk a nappali pavaszemet (Nymphalis io) a
kukoricamoly-rezisztens MON 810 ¢és az ehhez hasonld Bt-kukoricahibridek kornyezeti

hatasvizsgalatara a Pannon Biogeografiai Régidban.



AZ ERTEKEZES TEMAJABAN MEGJELENT TUDOMANYOS KOZLEMENYEK
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