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Magyarorszag legidosebb feher akac
egyedenek in vitro felszaporitasa
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Magyarorszag legiddsebb (302 éves) fehérakac (Robinia pseudoacacia L.)
példanyanak in vitro és ex vitro fenntartasat tiiztiik ki célul. A fa fizikai al-
lapota miatt riigykultirabél kiindulé in vitro jarulékos hajtastenyésztést
alkalmaztunk. A regeneralt nivényeket az akklimatizacié utan a SZIE Ge-
netika és Biotechnoldgiai Intézet Kisérleti Terére iiltettiik ki. A genetikai
stabhilitas megallapitasara DNS-t izolaltunk a felszaporitott egyedekhél és
12 Rohinia pseudoacacia specifikus SSR (Simple Sequence Repeat) pri-
merrel hasonlitottuk dssze az idds babolnai egyed DNS-ével. Az eredmé-
nyek alapjan a vizsgalt lokuszokon nem talaltunk eltéréseket, de a teljes
azonossag megallapitasahoz még tovabhi molekularis genetikai vizsgala-

tok sziikségesek.

Bevezetés
A fehér akac (Robinia pseudoacacia L.)
sokoldaltan és az egyik legnagyobb
mennyiségben hasznositott fis szaru faj
a Fabaceae csaladbol vilagszerte. Ha-
zank erdés tertileteinek kozel egyne-
gyedét az akac alkotja.

Eszak-Amerikaban, az Appalache-
hegységben Gshonos, de a szdrmazasi
tertlete keleti és nyugati régiora osztha-
t6 (Stephens, 1973). A fehér akicot az
Gshazajaban gyors novésd, rovid életd
fafajként, megkozelitsleg 90 évig €ls-
ként tartjak szimon (Farrar, 1995).

Az europai kontinensen 1601-ben
jelent meg Jean Robin (1550-1629)
francia kirdlyi kertésznek koszonhe-
téen, aki a parizsi Kirdlyi Gyogyno-
vény Kertet gazdagitotta egy, még a
mai napig €16 példannyal (Arbres Re-
marquables de Paris). Magyarorsza-
gon a jelenleg ¢l6 legidGsebb fehér
akdcfa 1710-bdl szarmazik, és a Ba-
bolnai Nemzeti Ménesbirtok udvaran
talalhato.

Hazankban a fehér akac elterjedése
a sokoldalt felhaszndlhatosdga miatt
gyors volt: 1885-ben 37 000, 1911-ben
109 000 és 1938-ban 86 000 ha. 1960-
ban Eurépan beltl Magyarorszagon
volt a legnagyobb az elterjedési teri-
lete, mely 2009-re elérte a 415 000 ha-t
(Rédei, 2003; Rédei et al., 2006, 2011).
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A 302 éves babolnai fa, a polyphyll
akdcok csoportjaba tartozik (1. dbra).
Figyelemmel a babolnai 6reg fa életko-
rara és fizikai allapotara (erGsen kor-
hadt, vasszerkezettel van 0sszefogva és
feltamasztva a koronaja) célul tdztik ki
a fa in vitro és ex vitro megGrzését a jo-
v6 nemzedék szamara.

Anyag és modszer
In vitro tenyésztés
Rédei és munkatarsai (Rédei et al., 2002,
2005) gyokér explantumbol sikeres in
vitro mikroszaporitisos modszert dol-
goztak ki a R. pseudoacacia L. fajra. A
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302 éves babolnai fehér akac fizikai alla-
pota miatt ezt a modszert nem tudtuk al-
kalmazni, igy rigymintakat gyUjtottink
az egyedrdl és ezekbdl inditottunk 7 vi-
ro tenyészetet. A rigyek sterilezése so-
ran 70%-os alkoholban 1 perc dztatast,
3:1 aranyG haztartasi HYPO (Na-hypok-
lorit) oldatban 30 perc riazatast; majd 3-
szoros steril desztillalt vizzel alapos mo-
sast alkalmaztunk.

A sterilezést kovetSen a rigyeket no-
vekedési hormonokat [0,2 mg/l NES
(naftilecetsav) és 1 mg/l BA (benzilade-
nin)], 20 g/1 szacharozt és 6 g/l agart tar-
talmazo MS (Murashige & Skoog, 1962)
taptalajokra helyeztik.

A megfelel6 hajtasregeneracidhoz
kilonbozé  Osszetételd  tdptalajokat
teszteltiink (1. tablazat).

A tenyészetek kontrollalt korilmé-
nyek kozott, 22+2°C-on, 16h fény/8h
sotét fenyperiddus, 40 W-os Tungsram
fénycsovek fényénél nevelkedtek.

A gyoOkeresedés kivaltasihoz a hajta-
sokat hormonmentes WPM taptalajra
helyeztik (Lloyd, 1980). A sikeres gyo-
kereztetést kovetGen a novényeket ,B”

1. abra: A— Az 1710-es bdbolnai Robinia pseudoacacia L; B— In vitro tenyészet léte-
sitése; C— In vitro novények regenerdldsa; D,E— Az akklimatizdlt egyedek fenntartdsa
a Kisérleti Téren.
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tipustu altalanos virdgfoldbe ltettik,
ahol tivegburis takarast alkalmazva si-
keresen akklimatizaltuk az egyedeket.
A novényeket a SZIE Genetika és
Biotechnologiai Intézet Kisérleti Terére
(tovabbiakban Kisérleti Tér) tiltettiik ki.

Genetikai vizsgalatok

A felnevelt regenerans novények és a
kontrollként szolgaloé babolnai anyano-
vény leveleib6l DNS-t izolaltunk Qi-
agen — Plant DNeasyR mini kit (Bio-
marker Kft., Godollé) felhasznalasaval,
ezt kovetGen NANODROP spektrofoto-
méterrel mértik meg a koncentraciojat.
A PCR fragmentum felszaporitasahoz
12-15 ng/pl-es koncentraciora felhigi-
tott DNS-t hasznaltunk.

A molekularis vizsgalatokhoz Chun-
lan et al. (2004) és Mishima et al. (2009)
alapjan 12 Robinia pseudoacacia fajra
specifikus SSR (Simple Sequence Repe-
at) primert alkalmaztunk. A PCR termé-
keket Bio-Rad Icycler™ Thermal Cycler
késziilék és a kovetkezd protokoll fel-
hasznalasaval szaporitottuk fel. 10 pl
végtérfogati termék tartalmazott: 1 pl
DNS templatot, 1,2 mMol dNTP-t, 1 pl
10X-es puffert (West Team Biotech), 0,5
Unit Taq polimerdzt (West Team Bio-
tech), 2 pl (10 pM) forward primert, 2 pl
(10 pM) reverz primert, 1 pl (10 pM)
M13 CY5 jelolt primert (Vallunen, 2006)
és 3,7 pl steril vizet (Millipore S.A.S.,
France). A reakciokortilmények koziil a
ciklusidsket és a homérsékletet a ko-
vetkezOképpen alkalmaztuk: 2 perc
95°C, majd 10 cikluson keresztil 10 mp
95°C, 30 mp 65°C ciklusonként 1°C
csokkenéssel, 1 perc 72°C , 34 cikluson
keresztil: 10 mp 95°C, 30 mp 56°C, 1
perc 72°C, végtl 5 perc 72°C.

Az SSR primerparokkal torténé PCR
felszaporitast kovetGen, a DNS frag-
mentumokat nagy felbontasu, vertikalis
poliakrilamid gélen, ALF express II (Au-
tomated Laser-Fluorometer) DNS anali-
zator felhasznalasaval elemeztik. A
pontos allélméretek meghatarozasihoz
az ALFwin Fragment Analyzer 1.03
szoftvert alkalmaztunk.

Eredmények és értékelésiik

In vitro felszaporitas

A kezdetben alkalmazott taptalaj (T1, 1.
tabldazat) nem biztositott elegendd haj-
tashozamot, ezért a kallusz-tenyésze-
teket Gj, csokkentett hormonkoncentra-
at. A modositds nem hozta meg a vart
eredményt, ezért megemeltik a pH ér-
téket 5,6-r0l, 5,8-ra és csokkentettiik a
felhasznalt NES (0,1g/l-re) é&és agar
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1. tablazat: A felbaszndlt taptalajok dsszetétele

Taptalaj A e GA3 Agar | Szacharéz oH
(mg/l) | (mg/l) | (mg/) (g/) @/)
1 | %MS 1 0.2 - = 1
T %MS | 05 0.2 - = =
13| wms | o5 0.1 - THE
T4 1MS 0,5 0,1 0,3 4 20 5.75.9
T5 WPM - - 6 20 5,5-5,6

2. tablazat: A 302 éves babolnai fehér akdc, az in vitro felszaporitott egyedek SSR
adatai és a molekuldris genetikai vizsgdalatokhoz felbaszndlt primerek

(1 Mishima et al.; 2 Lian et al.

Primer név RP102°

RP 106"

RP 109’ RP 150°
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127 bp
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Invitro 1 v
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v
In vitro 3 v
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4 4 v Vv
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4 4 v 4

Primer név RP 206*
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v v
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Vv v
Vv Vv
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mennyiségét 4 g/1-re, igy lagyabb tapta-
lajt (T3, 1. tabldzat) biztositottunk a no-
vények szamara (Kirilla et al., 2010). Ez
a modszer gyors novekedést és hajta-
sindukciot eredményezett, melynek ko-
vetkeztében 2-3 hetente valt sziikséges-
s€ a passzalas Jamborné et al. (2005) és
Kirilla et al., (2010) eredményeihez ha-
sonloan.

A hajtashozam novelése érdekében
a T3-as taptalajt 0,3 mg/l GA3—mal (gib-
berellinsav) egészitettik ki (T4, 1. tab-
ldzat) (Kamlesh et al., 2009). A GA3 ha-
tisara ugrasszer(d hajtisnovekedés in-
dult meg. A levélhozam szintén erétel-
jesebbé valt (1. abra).

Novényregeneralas

A hajtasregenerild tiptalajon az atlag 5
cm-es magassag elérése utin a gyoke-
resedés WPM taptalajon (T5, 1. tabla-
zat) spontan modon megindult. Ekkor
a gyokereket korbevevs taptalajjal
egyutt a fiatal, in vitro novényeket atil-
tettik ,B” tipusa altalanos virdgfoldbe
és tuvegburaval fedtik le, megvédve a
paratartalom kulénbségébsl adodo ki-
szaradastol.

Miutdn a novények akklimatizalod-
tak az Gj kozeghez, 1-2 hét alatt, az
uvegbura fokozatos eltavolitasaval kel-
I6en megerdsodtek, majd 2-3 hét utin
kitltetésre kertltek a Kisérleti Térre.

Az els6 harom példany 2012. janius
16-an kertlt kitiltetésre és 2012. szep-
tember 11-én meghaladtak az atlag 50
cm-es magassagot. 2012. év nyaran
tovabbi példanyokat ultettiink ki és
mindegyik egyed életképes maradt
(1. abra).

Genetikai stabilitas

A novényregeneralds kallusz fazison
keresztiil valosult meg, igy mindenkép-
pen sziikségessé viltak a genetikai vizs-
galatok. A vegetativ Gton szaporitott
novények DNS-ujjlenyomatianak elké-
szitéséhez elterjedten alkalmazott mod-
szer az SSR analizis. Az SSR markerek
nagyfoka polimorfizmusanak koszon-
hetSen a kiilonbozé fajtak elkiilonitésé-
re mar 6 SSR primer alkalmazdsa is ele-
gendd (Galli et al., 2005; Halasz et al.,
2005). A fajtaazonossdg bizonyitdsira
12 Robinia pseudoacacia specifikus
SSR-16kuszon hasonlitottuk Ossze az in
vitro regenerdlt novények DNS-ét a
kontroll Babolna-1710 egyed DNS-ével.
A kezdeti eredmények alapjan megalla-
pithatd, hogy a vizsgalt l6kuszokban
nem mutathato ki eltérés a babolnai és
a Kisérleti Téren lévs egyedek kozott
(2. tablazat).

A fajtdk elkiilonitéshez 6 SSR marker
is elegendd, de az azonossag bizonyita-
sahoz ennél joval tobb, 30-32 primerre
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lenne sziikség, ezért tervezziik tovabbi
primerek bevonasat is a vizsgilatokba.

Ertékelés, megvitatas

A babolnai 1710-es Robinia pseudoaca-
cia L. egyed helyi jelentGségi védett ter-
mészeti emlékként van nyilvantartva. Ezt
az egyedet a godollGi Szent Istvan Egye-
tem Genetika és Biotechnologiai Intéze-
tében in vitro és ex vitro sikertlt felsza-
poritani. Az eddigi eredményeink alap-
jan nem mutathato ki genetikai variabili-
tas a regeneransok kozott, de a teljes
azonossag bizonyitasihoz még tovabbi
DNS alapt vizsgalatok sziikségesek.
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Tarkavirdg Kereskedelmi és Szolga

A Kkertészeti dendrologia doyenje, Toéth
Imre a fas szarG novények terén szerzett
szakmai ismeretanyaganak ¢és ¢lettapasz-
talatinak Osszegzésére vallalkozott a
most napvilagot latott mivével. A szerzé
dolgozott dendrologusként a vacratoti
botanikus kertben, a Févarosi Kertészeti
Vallalat diszfaiskolajanak vezet&jeként, s
cimzetes egyetemi docensként két évtize-
de oktatja a dendrologiat a Budapesti
Corvinus Egyetem Disznovénytermeszté-
si és Dendrologiai Tanszéke keretében.
Munkalkodasa kozben 12 konyvet, tan-
konyvet irt — részben tarsszerzokkel — ta-
nuloknak, hallgatoknak, kertészeknek és
kertbaratoknak. E konyv alapjat a Mezs-
gazdasigi Kiadonal az & tollabol 1969-
ben megjelent Diszfak, diszcserjék c. md
képezi, amelyet kozel fél évszazad bévii-
16 ismeretanyaga tesz most teljessé. Az
alapvetS alaktani fogalmak utan csalad-
és nemzetséghatarozot talalunk, amit 255
nemzetség, 911 faj és 1390 fajta jellemzé-
se kovet. Ezekben a morfologiai sajatos-
sagok megadasa utan az elterjedési terti-
let, okologiai igény, kertészeti felhaszna-
las, gondozas, fontosabb korokozok és

kartevok, szaporitasi mod tomor bemuta-
tdsat olvashatjuk 856 levél dbrajanak koz-
readasaval. A kotetet a szakkifejezések
szotdra, a taxonok lefréinak révid életraj-
zi adatai, a tudomanyos nemzetség-, faj-
és fajtanevek jelentésének megfejtése, to-
vabba térképek, irodalomjegyzek és név-
mutatok teszik teljessé.

Az olvaso a kotet kézbevételekor bi-
zonyara hianyolni fogja a szines fényké-
peket, latvanyos abrakat, az ,olvasoba-
rat” szerkesztést, amelyekkel a mostana-
ban megjelent ,pazar kulfoldi mivek” —
gyakran gyatra — magyar forditasaiban ta-
lalkozhat. Lassuk be, hogy hazai szerzé —
hacsak jelentGs anyagi hozzajaruldssal
nem tamogatja a kiadot — nem tud ilyen
mivet manapsig megjelentetni. Ezért is
lehet az, hogy Toéth Imre nagyszerd
konyvének megjelentetését maginak a
szerzének kellett felvallalnia.

Mivel az erdészkollégak kozil sokan
foglalkoznak diszfiakkal, diszcserjékkel,
jo szivvel ajanlhatjuk nekik e remek
konyvet a kertészeti dendrologiai isme-
reteik elmélyitésére.

Dr. Bartha Dénes
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