Acta Acronomica OVARIENSIS VoL. 46. No. 1.
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A kukoricamoly magyarorszagi populdcidinak molekuldris genetikai vizsgdlata érdekében
az orszdg harom kiilonboz6 régidjanak 14 pontjdrdl gydjtottiink L,-0s stadiumdi larvakat.
A vizsgalatba Egyiptombdl szarmazé ldrvékat is bevontunk.

Akukoricamoly larvak SSCP-vel végzett molekuldris vizsgdlatdbol kideriilt, hogy a Magyar-
orszagon taldlhaté populdcidk ugyanolyan haplotipust képviselnek. Sét, az egyiptomi minta
sem mutatott genetikai kiilonbséget. Egyetlen esetben (székkutasi minta) taldltunk eltérést,
de ez sem a kétnemzedékes Okotipus genetikai kiilonbségét bizonyitja, mivel a tobbi
délkelet-magyarorszdgi minta nem mutatta ezt a genetikai eltérést.

Vizsgalataink alapjén kijelenthets, hogy az évi egy- és kétrajzdsu, illetve az évente tobb
nemzedékben megjelend populdcidk egységes genetikai dllomdnnyal rendelkeznek.
Kulesszavak: kukoricamoly, molekuldris vizsgélat.

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A kukoricamoly elterjedési teriiletének fiiggvényében eltér6 nemzedékszamban fejlédik.
Magyarorszagon egy teljes elsS (univoltin) és egy részleges masodik (bivoltin) nemzedék
kifejlédését figyelték meg (Nagy et al. 1997), mig Eszak-Amerika déli 4llamaiban
(Showers et al. 1975), illetve Eszak-Afrikdban (El-Adl 1983) a tobb nemzedékes
(multivoltin) Skotipus el6fordulésa a jellemzd.

A fent emlitett 6kotipusok esetleges genetikai kiilonbozségeire kiilonbdzd diapauza és
feromon vizsgélatok hivtdk fel a figyelmet.
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Kiilonb6z6 tulajdonsdgi kukoricamoly torzsek létezését mdr régebben gyanitottak (O’ Kane
és Lowry 1927), de els6ként Arbuthnot (1944) mutatta ki az Eszak-Amerika Corn Beltjébdl
a tobbnemzedékes homozigéta és az egynemzedékes heterozigdta torzseket. Az Eszak-
Amerika kiilonb6z8 teriileteir6l szdrmaz6 populdciok a diapauzaban, fejlodési sebességben
(Beck €s Apple 1961, Ellsworth et al. 1983), s6t fotoperiodus érzékenységben is kiilonboz-
nek (Chiang et al.1968). A kukoricamoly populdcidk genetikai vizsgédlatainak eredményei
a szakirodalmi adatok alapjan ellentmonddsos. Pornkulwat et al. (1998) DNS vizsgalatokkal
Eszak-Amerikdban az egy- és kémemzedékes (uni-, bivoltin) Skotipusokkal szemben a
tobb nemzedékes (multivoltin) Skotipus genetikai kiilonboz&ségét dllapitottdk meg. Marcon
et al. (1997) eurépai és észak-amerikai populdciok genetikai vizsgalatabdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a kiilonbdz6 nemzedékszamu populdcidk genetikai eltérése
nem kimutathatd, mivel az 6kotipusok kozti szaporodds kovetkeztében a folyamatos géncsere
elmossa az esetlegesen kialakul6 genetikai hatarokat. Arbuthnot (1949) és McLeod (1976)
szerint az eltér6 nemzedékszam oka a hémérséklet kiilonbozdsége mellett a diapauzdra
val6 hajlam genetikai rogzitettségében keresendd.

Az eltéré torzsek 1étezését megerdsitik az djonnan folytatott szexferomon vizsgdlatok
(Glover et al. 1992). Ezek a vizsgdlatok megerdsitették a szexferomon izomerek eltér6
aranyu keverékéhez vonzodo kukoricamoly torzsek 1étezését (Klun et al. 1975). Magyar-
orszdgon is kimutathaté volt biotipusbeli eltérés. Itt a martonvasari populdcié kender
kertilése volt a legfeltiinébb (Nagy 1959). Az elss rajzds idején hatékony 11 tetradecinil-
acetat keveréknek a mdsodik rajzas idején gyenge, vagy semmilyen hatdsa nem volt.

ANYAG ES MODSZER

A kukoricamoly ldrvagyiijtés helyszinei és idopontja

A vizsgélatot 2002. 4prilis 25-30. kozott végeztiik az orszag 14 kiilonb6z6 pontjan (/.
dbra). A felvételezés helyszineit tigy probaltuk megvélasztani, hogy egy régiobdl tébb
minta szdrmazzon. Minden teriiletr6l kukoricaszarak felhasitdsdval 3—4 db larvat gyfj-
tottiink, amelyeket abszolit alkoholban —20 Celsius-fokon taroltunk a molekuldris mun-
kdkig. A szdovet mintavétel megkonnyitése érdekében a gydjtést tigy iddzitettiik, hogy a
teriileteken kifejlett (L) larvdkat taldljunk.

Kiilcsoportként egyiptomi kukoricamoly ldrvdkat is bevontunk a vizsgélatba, amelyeket
Prof. Dr. Hessein A. Boraei, a Tampai Egyetem munkatarsatol kaptuk.

A molekularis bioldgiai vizsgdlat metodikdja

A mitokondridlis DNS joéval gyorsabban véltozik id6ben, mint a sejtmagi genom, ami
populéciészintd elkiilonitésekre is enged kovetkeztetni. A mitokondridlis DNS citokrom b
génjének analizisét gyakran alkalmazzdk rovar populdcidk elkiilonitésére, evoliicios kap-
csolatuk vizsgdlatdra (Rokas et al. 2003). Ezért valasztottuk mi is a citokrém b gén mole-
kularis vizsgalatt.
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A kiilonboz6 gydjtShelyrdl szarmazé példanyok citokrém b génjének 6sszehasonlitdsdt
SSCP-vel végeztiik, ami elég érzékeny eljdrds mar egy—két bézis eltérés kimutatdsara is
(Hodgkinson et al. 2002).

DNS izoldcio

A kukoricamoly larvak tor izomzatabol steril szikével kivagott 1-2 mm-es darabok, egyen-
ként tiszta eppendorf csdbe keriiltek, amelyet 1XTAE-ben torténd 1,5 6rds dztatds kivetett
szobahSmérsékleten. Ezutdn 200 ul 5% Chelex 100 DNS kivonas kovetkezett, amihez
3,5 pl Proteindz K-t (50 pg/pl) adtunk mintdnként, majd steril miianyag homogenizaloval
(Sigma) eldorzsoltiik a mintdkat. A szovetek minél teljesebb feltdrasa érdekében egy
kevés steril szénporral végeztiik az eldorzsdlést.

Az extrakci6s keverékben 12 6rdn 4t inkubdltuk a mintdkat 56 Celsius-fokon, gyakori
vortexes keverés mellett. Ezutdn a feliildszot levettiik, melyet 95 fokon 10 percig tartottuk,
hogy a proteindz enzimek inaktivdlédjanak. A kész DNS mintikat —20 Celsius-fokon
taroltuk felhasznalasig.

PCR reakcio

A citokrém b gén PCR-es felszaporitdsdhoz az aldbbi primer part hasznaltuk (Jermiin és
Crozier 1994):
CB1: 5’-TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATA TC-3’
CB2: 5’-ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3’
A PCR reakcidkat 25 pl végtérfogatra készitettiik, mely a kovetkezéket tartalmazta: 200
HM dNTP, 0,15 uM CB1 és CB2 primerek, 1xPCR puffer, 2 mM MgCl és 1,2 U Taq
DNS polimerdz (Zenon), 1 ul template DNS. MJ Research PTC 100 PCR gépet
haszndltunk.
Az alkalmazott h6mérsékleti 1épések:

1. 10 perc elinkubalas 94 °C-on,

2. 36 ciklus 30 sec. 94 °C-on, 1 perc 46 °C-on, 2 perc 72 °C-on,

3. végsd elongdci6 10 perc 72 °C-on.

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) analizis

A kb. 430 bp hosszii PCR termékek dsszehasonlitasat SSCP-vel végeztiik. Az elektro-
forézist 12% végkoncentrécidju akrilamid gélen végeztiik TBE pufferben.

Az akrilamid gélt az aldbbiak szerint készitettiik el: 2955 ul 0,5xTBE, 1200 pl szrt
akrilamid (30%), 5 ul TEMED, 40 ul 10% amménium perszulfat.

A gél lemezeket 95%-os etanollal tisztitottuk.

Akész gélt el6zbleg tiresen futtattuk 1 6rdn 4t 0,5x TBE-ben (Tris, borsav, EDTA). Az 5-5 ul
PCR termékeket az aldbbi keverékkel 100 °C-on tartottuk 10 percig: 10 ul (95% formamid,
20 mM EDTA, 0,05% brémfenol kék, 0,05% xylen cyanol).

A hédenaturédlt DNS szdlakat tartalmazé csoveket ezutan hirtelen jégre tettiik, hogy a
hémérséklet-csokkenéssel ne alakuljanak vissza eredeti kettGssz4ld formava. Az egyes-
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sz4la denaturalt konformdci6 fennmaraddsat a formamid segiti. Az igy egyesszald formava
alakitott PCR termékeket vittiik fel az el6bb emlitett vertikalis akrilamid gélre. A gélt 15 °C-on
futtattuk 45 V-on 24 6ran 4t. Ezutdn, etidium bromidos oldatban dztattuk az akrilamid
gélt, hogy UV fényben lathatéva és fotézhatéva valjanak a DNS sdvok.

EREDMENYEK

Az univerzalis citokréom b primerekkel (CB1/CB2) elegend6 mennyiségii PCR terméket
kaptunk a kukoricamoly hernyék DNS mintdibdl (1. dbra).

Az 5-5 pl PCR termék SSCP analizis gélfotjat mutatja a 2. €s 3. dbra.

A gélfotok DNS sdvjainak vizsgédlataibdl elmondhaté, hogy a 14 magyarorszagi gyjto-
helyrdl szdrmazé kukoricamoly herny6k mitokondridlis citokrom b génjeinek SSCP-vel
végzett elemzése gyakorlatilag egy haplotipust mutatott. Még a jéval tavolibb, egyiptomi
kukoricamoly is hasonlé DNS sdvokat adott. Ez feltételezi, hogy a kukoricamolynak
térségiinkben egy kiterjedt egységes populicidja élhet. Ezek az eredmények 0sszhangban
vannak egy kordbbi vizsgdlattal, ami Eurépdban és Eszak-Amerikdban €16 Ostrinia
nubilalis példanyokat hasonlitott ssze DNS markerek alapjan (Marcon et al. 1997).

1. dbra 18 kukoricamoly DNS minta citokrém b PCR terméke
(CB1 és CB2 primerekkel). 1,5%-0s agar6z gélen 5-5 ul PCR terméket futtatva.
A PCR fragment ~430 bp hosszu.

Figure 1. Cytochrome b PCR products (with CB1 and CB2 primers) of 18 DNA
samples of European corn borer. PCR products (5 pl each) loaded on 1,5% agarose gel.
The PCR fragment is ~430 bp long.
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2. abra Mitokondridlis citokrém b PCR fragmentek SSCP analizise. 9 magyarorszagi
¢s egy egyiptomi gydjtShelyrdl szdrmaznak az Ostrinia nubilalis DNS mintak.
A DNS sdvok kozel azonos haplotipust mutatnak.

Figure 2. SSCP analysis of mitochondrial cytochrome b PCR fragments.
The Ostrinia nubilalis DNA samples came from 9 collecting places in Hungary and
place in Egypt. The DNA bands show nearly the same haplotype.
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3. dbra Mitokondridlis citokrém b PCR fragmentek SSCP analizise. 10 magyar-
orszagi gyljtShelyrS] szarmaznak az Ostrinia nubilalis DNS mintdk. A Székkutasrél
szdrmaz6 minta kivételével azonos haplotipust mutatnak a DNS savok.

Figure 3. SSCP analysis of mitochondrial cytochrome b PCR fragments. The
Ostrinia nubilalis DNA samples originate from 10 collecting places in Hungary. With
the exception of the sample from Székkutas the DNA bands exhibit the same haplotype.
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A székkutasi minta az egyetlen, mely ,kivalt” a tobbi koziil. Ha genetikailag kissé kiilon-
bozik is ez az egyed, semmiképpen sem a kiinduldsi ,két rajzdscsiccsal érvényesiild
okotipus” 1étét bizonyitja. Ugyanis ez esetben a hddmezSvésérhelyi, tatahdzi €s csorvési
példdnyoknak is a székkutasihoz hasonlé DNS savokat kellett volna adniuk. Azt, hogy mi
lehet az oka a székkutasi minta citokrém b kiilonboz8ségének, nem tudjuk, de az eredeti
kérdésfeltevésiinkre adott vilaszt Iényegében nem befolyédsolja. Azaz a hazai évi egy €s két
rajzdscsticcsal érvényesiilé kukoricamoly populdcidk egységes dllomanyt alkotnak.

KOVETKEZTETES

A Magyarorszag kiilonbozg teriileteirdl szarmaz6 kifejlett (Ls) kukoricamoly lérvdk mole-
kuldris genetikai vizsgalatdbol kideriilt, hogy a hazdnk teriiletén €16 kukoricamoly popula-
ciék egységes genetikai dllomdnnyal rendelkeznek. Igy igazolédtak Pornkulvat et al.
(1998) észak-amerikai és Marcon et al. (1997) eurépai kukoricamoly populdciokkal vég-
zett kisérletei, miszerint az egy- és kétnemzedékes (uni-, bivoltin) dkotipusok génallo-
ménya nem kiilonbozik.

Vizsgdlataink szerint, Magyarorszagon az egyes kukoricamoly populdcick kozbeiktatott
diapauza nélkiili fejlédése és szexferomon-polimorfizmusa tehdt nem genomikusan meg-
hatérozott.

Genetic (DNS) examination of Hungarian European corn borer
(Ostrinia nubilalis Hiibner) populations
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L, stadium larvae were collected in interests of molecular genetic examination of European
corn borer Hungarian populations from 14 points of three different regions of country.
Egyptain larvae have been attached to this examination too.

It tourned out from SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) molecular
genetic examination of corn borer larvae, that Hungarian corn borer populations has got
similar haplotype. What is more, neither Egyptain larvae showed genetical difference. A
single difference was found (Székkutas sample), but genetical difference of bivoltin
ecotype is not proved, because more south-western Hungarian samples not showed this
genetical difference.
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It can be declared on the basis of our examinations, uni-, bi-, multivoltine ecotypes has
got unified genetical information.
Keywords: European corn borer, molecular genetic examination.
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