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1. Bevezetés és célkituzés

Vilagszerte fejlédés figyelheté meg a Juglans regia L., kozonséges did
termesztésében, bar a legtobb esetben a termésatlag €s a termésmennyiség az, ami ndvekedést
mutat, a terméteriilet egyes helyeken né (USA, Kina, Franciaorszag), egyes helyeken csokken
(Romania, Oroszorszag) vagy stagnalo tendenciat mutat (Magyarorszag, Ukrajna). Korabban
a novényvédelmi szakemberek alacsony igényli ndvények kozé soroltak a didt, ami hazikerti
viszonylatban meg is 4llja a helyét. Uzemi koriilmények kozott a legkisebb kartevd, illetve
koérokoz6 is hatalmas gondot okozhat, ha nem megfelel$ a ndvényvédelem.

A di6 termoteriiletének és az allomanystriségének novekedése, az import aru
ellendrzésének nehézségei, a nemzetkézi kereskedelem hatarnélkiilisége, az iddjarasi
koriilmények szélsdségessége, a novényvédelmi problémak ndvekedését vonja maga utan,
ami miatt a did az igényes kulturdk kozé Iépett eld az utobbi években. Egyre tobb, hazankban
a diérél még nem azonositott gomba- és baktériumfajt irnak le. Az utdbbi években 9 Uj
gombafajt irtak le hazai gylimolcsosokben, melyek nem feltétleniil okoznak egyértelmi
szimptomakat, hanem gyengiiltségi koérokozoként vannak jelen, igy a fak jo kondicidban
tartasa els6dleges fontossagu (Horvath, 2013). Hazank didiiltetvényeiben tobb baktériumfa;
okoz gondot. Az Agrobacterium tumefaciens, amely fert6zése a helyes faiskolai termesztéssel
elkeriilhetd, valamint a Xanthomonas arboricola pv. juglandis, amely az egyik legnehezebben
kezelhetd betegséget okozza és csapadékos években komoly terméskiesést okoz.

Kiilfoldi iiltetvényekben mar jelen van tobb baktériumfaj is, amit eddig hazankban
még nem irtak le, mint példaul a Brenneria rubrifaciens, a di¢ kérgének mélyrakja vagy a
Brenneria nigrifluens, a di6 sekély kéregrakja. 2012-ben t6bb helyen is megfigyelték
hazankban, hogy a diofak torzsén fekete folyas jelentkezik. Kiilfoldi szakirodalmi leirdsok
alapjan a korkép egyik okozoja lehet a hazankban még ismeretlen Brenneria nigrifluens
baktériumfaj. A korokozot 1955-ben figyelték meg eldszor Sacramento Valley teriiletén az
Egyesiilt Allamokban, de akkor még Erwinia nigrifluens néven irta le Wilson és tarsai 1957-
ben. Késébb Hauben ¢és tarsai 1998-ban molekularis modszerekkel bizonyitottak, hogy a
korokozd a Brenneria nemzetségbe tartozik. Mind a faipari, mind a héjas did

kereskedelemnek koszonhetéen vildgszerte elterjedt betegség. Jelenlétét igazoltdk tobbek



kozott Franciaorszagbdl (Menard és tarsai, 2004), Olaszorszagbol (Saccardi és tarsai, 1998),
Iranbol (Jamalzade és tarsai, 2009) €s 2011-ben Szerbidbdl is (Popovic és tarsai, 2013).
Célunk, hogy felmérjiik a beteg a fakat és azonositsuk a korokozét klasszikus és
molekularis modszerekkel. A korokozd azonositasa utdn szeretnénk megvizsgalni a hazai
nemesitésti didfajtdk fogékonysdgat a korokozoéra (hazai és egy torzsbaktériummal
mesterségesen fertézve). Tovabba célunk még a Brenneria nigrifluens baktériumfajt
elkiiloniteni mas gazdasagilag jelentds baktériumfajoktél gyorsteszt alkalmazéasaval is.
Ezekkel a vizsgalatokkal szeretnék elOsegiteni a kutatok, termeszték munkajat a

ndvényvédelem teriiletén.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A diotermesztés helyzete nemzetkozi viszonylatban

A vilagon koriilbeliil 965 ezer hektaron kozel 3,5 millio tonna diot termelnek, a
legnagyobb termesztok Kina, USA, Iran és Torokorszag. A termésatlagok eltéréek, mivel a
fejlett orszagokban, ahol az Ontozés kérdése megoldott, optimalis termdhelyi viszonyok
vannak, kidolgozott a termesztéstechnologia ¢€s teljesen természetes a 4 tonna feletti héjas did
termésatlag. Azokban az orszdgokban, ahol a fentebb emlitett feltételek nem adottak, nehéz
elérni a 2-2,5 tonnas termésatlagot is. A dié termése jol tarolhaté honapokig is, igy jelentds a
nemzetkdzi arumozgas. A nemzetkdzi exportban vezetd szerepet tolt be az Egyesiilt Allamok,
Mexiko, Kina és Ukrajna. Fébb héjas dié importérok Kina, Eurdpai Unid, Kanada, vezetd
béldio importdr az Eurdpai Unid. A nemzetkozi fajtahasznalat nem egységes, terjednek az uj
hibridfajtak, amelyek oldalriigyon is teremnek, de betegség ellenallosaguk nem kielégitd, igy
tovabbra is a termesztésben nagyobb ardnyban még a hagyomanyos fajtdk a jellemzdek
(FAO, 2013; Horvath, 2013).

Kalifornia allamban mér az 1800-as évek 6ta mitkkddnek értékesitd és a kereskedelmet
segitd szovetkezetek, ebbdl kifolydlag a mai napig ott folytatjdk a legkorszeriibb,
legintenzivebb, leghatékonyabb didtermesztést (1. abra), aminek a kovetkezménye a tobb
mint 4 t/ha termésatlag (Ramos, 1998). A termés mennyisége (480 ezer tonna) és a
termoOteriilet is folyamatosan ndvekedik (100 ezer ha), a megtermelt mennyiség 80%-a
értékesitd szovetkezeten keresztiil jut el a piacra. A nemzetkdzi arumozgés is jelentds, tobb
mint 120 ezer tonna héjas diot, valamint kozel 75 ezer tonna béldiot exportalnak, importra
szinte nincs sziikség (2 ezer t béldid), mivel az ott megtermelt mennyiség az Egyesiilt
Allamok diofogyasztasat teljes mértékben fedezi (FAO, 2013). F6 fajta a *Chandler’, amely
az Osszes lltetvény 30%-at alkotja, nagyaranyban oldalriigyon terem, igen mutatos ¢&s
egyontetli a gylimdlcse, sargasfehér bélallomanya tetszetds €s finom, bar rosszul tarolhato.
Emellett Hartley’, ’Tulare’, Franquette’, "Howard’, ’Serr’, *Tehama’, ’Cisco’ és ’Amigo’
fajtakat termesztik foként (Aleta és tarsai, 2004; Szentivanyi és Kallayné, 2006). A
novényvédelem szakszer, integralt, mar 1973-ban foglalkoztak a levéltetvek elleni biologiai

novényvédelemmel (Frazer és Van den Bosch, 1973; McGranahan és Leslie, 1991).



1. abra: Didiiltetvény Kalifornidban

(http://dioskonyv.bionuss.eu/08-54/1.htm)

Kina, a vilag didtermesztésében ugrasszerii termdteriilet (70 ezer ha-rél 400 ezer ha-
ra) és termésmennyis€g (216 ezer tonnarol 1,6 millid tonnara) ndvekedést mutatott az utdbbi
két évtizedben, ahol a termést a nemzetkozi piacon foként béldioként értékesitik (FAO, 2013).
Fobb termesztd korzetek Yunnan, Shichuan, Shaanxi, Shanxi és Hebei, ahol az orszag 6sszes
termésének 80%-t allitjak el6. Fajhasznalatra a Juglans regia és Juglans sigillata fajok a
jellemzdek, egyéb fajok csak vadon fordulnak eld. Fajtahasznalatra jellemzd, hogy korédbban
csak magoncokat liltettek és azok koziil szelektaltak foleg az iz alapjan, de az utobbi évek
nemesitéi munkdjanak koszonhetéen szamos fajta keriilt bejegyzésre, melyeket eldszeretettel
telepitik. Ilyen példaul a ’Liaoning’ sorozat, ’Lipin’, ’Jinlong’, ’Liibo’, ’Baokexiang’,
’Beijing 861, valamint a *Fenghui’ (Wang és tarsai, 2007). Igéretes fajtajelolt a 8515” kodu
hibrid is (2. abra). A termesztéstechnoldgia fejlett, maximum 8 méteres sortavolsag mellett a
tétavolsag 3 méterre is redukalodhat a talajviszonyoktol fiiggden (3. abra), valamint szinte
minden tltetvényben ki van épitve az ontdzdrendszer, amellyel az év barmely iddszakéaban
megoldott a felszini 6ntdzés, igy elérhetdvé valik a 4 tonnas termés hektaronként (Yonghong
és Baojun, 2005). A teriilet jobb kihaszndladsa érdekében bevett szokds a nagy térallasra
telepitett diotltetvények sorkozeinek elsd 3-4 évben torténd hasznositdsa gabonafélékkel,
szantofoldi kulttrdkkal, amelyek csekély mértékben hasznaljak fel a talajban taldlhato
tapanyagokat (4. abra)(Wang és tarsai, 2007). Korabban csak sajat termelésti diot
fogyasztottak, értékesitettek a nemzetkdzi piacra, csak exportaltak, am az utdbbi években
hé¢jas dio importalt mennyisége ndvekedik, amit torés utan béldidként exportalnak foéleg

Européba és Japanba (Raddczné, 2012; Rongting és Mengjun, 2003).


http://dioskonyv.bionuss.eu/08-54/1.htm

2. abra: '8515' igéretes dio fajtajelolt 3. abra: Didiiltetvény Kinaban
(http://www.csmp.cn/product/showproduct2  (http://lijiang.cncn.com/fuwu/40664305836)
1.html)

4. abra: Fiatal didiiltetvény sorkdzének hasznositdsa gabonaval Kinaban
(http://www.dioskonyv.byethost3.com/08-59/1.htm)

Iran foglalja el a 3. helyet a diotermesztésben mind termoteriilet (110 ezer ha), mind
termésmennyiség szempontjabol (270 ezer t). A termesztés szinvonala alacsonyabb, de az
iltetvények teljes teriilete nagy, a termésatlagok 1,5 - 2,5 t/ha kozott alakulnak (FAO, 2013;
Jamalzade és tarsai, 2012).

Eurépa didtermesztése fejlodd, kozel 158 ezer hektaron tobb mint 380 ezer tonnat
termelnek. Franciaorszagnak kiemelkedd szerepe van évtizedek oOta, de mellette jelentOs
termesztd orszdgok: Lengyelorszdg, Ukrajna ¢és Szerbia. Csokkend jelentdsége van
Olaszorszagnak, Gorogorszagnak, Spanyolorszagnak, mivel a termesztés lassan, de
folyamatosan északabbra tolddik. Europaban jelentés mennyiséget megtermelnek, de ez nem
elégiti ki a sziikségleteket, igy a legnagyobb importérok is, kozel 50 ezer tonna béldidt €s
ugyanennyi héjas diot széllitanak féleg azokba az orszagokba, ahol nincs megfeleld
kornyezeti adottsag megtermelni azt (Benelux allamok, Németorszag, Egyesiilt Kiralysag,
Skandinav orszagok) (FAO, 2013).

Franciaorszagban a termesztéstechnologia és az értékesités hatékonysaga hasonloan
fejlett (5. abra), mint Kalifornia allamban, valamint a termés felhasznalasa is széleskoriien

elterjedt (38 ezer t, 20 ezer ha) (FAO, 2013). Két jelentds termelési korzet alakult ki: dél-
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nyugaton, valamint dél-keleten. Az innen szarmazé di6 ,,Noix de Grenoble” és ,,Noix de
Perigord” (6. abra) foldrajzi markanévvel keriil forgalomba (Germain és tarsai, 1999). A
francia export kordbban is jelentds volt, de az utdobbi években megndvekedett a reexport
aranya, ami azt jelenti, hogy alacsony bérszinvonall orszdgokba (Romdnia, Moldévia,
Ukrajna) exportdlnak héjas diot, majd azt béldidként importaljak vissza Franciaorszagba.
Ezzel jelentdsen csokkenteni tudjak a feldolgozas koltségét, valamint ndvelni adott orszagban
a foglalkoztatottak szdmat (Radoczné, 2012). F6 fajtak a *Franquette’, amely kivalé mindségl
termést hoz, ha megfeleld pollenadé fajta van telepitve mellé, a ’Corne’, amely kivalo
gylimolcsmindségii, baktériumos betegségnek ellenalld, de lassan fordul termdre, a ’Lara’,
amelynek gyiimolcse 34-36 mm atmérdji €s mar az 5. évben termdre fordul, valamint a
"Fernor’, amely termesztési biztonsaga és aruértéke jobb a korabbi fajtaknal (Germain és
tarsai, 1995; Linard, 2013; Meynier, 1985). Felhasznalasa sokrétii, mindenki megtalalhatja a
szamara legmegfelelobbet, legyen az olajként, kandirozva, csomagolva, héjasdioként,

stiteményként, szépségapolasi termékként (6. abra) (Internet 1.).

5. abra: Fiatal, mar termd dioiiltetvény Franciaorszagban
(http://dioskonyv.bionuss.eu/11-21/1.htm#t6bbi)

6. abra: Di6 védjegy Franciaorszagban ¢és a termés felhasznalasa olajként és kandirozva
(http://www.dordognemaison.com/?p=16&lang=eng, http://dioskonyv.bionuss.eu/11-
21/1. htm#t5bbi)

Korabban Olaszorszag didtermesztése is az els6k kozott volt az eurdpai piacon, és bar

a termeszt0 teriilet csokkend tendenciat mutat, de a termésmennyiség stagnal, mert a korszert,
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ontozhetd iltetvények termésatlaga meghaladja a 4 tonnat hektdronként, de importra igy is
sziiksége van az orszagnak. Hasonldak a didtermesztés mutatdi Gordgorszagban ¢&s
Spanyolorszagban is (Gara, 2011; Szentivanyi ¢s Kallayné¢, 2006).

Novekedést mutat az utdbbi évtizedben Lengyelorszag termesztd teriilete (2500
hektarrol 26 ezer hektarra), valamint Ukrajna termésmennyisége (55 ezer tonnarol 112 ezer
tonnara) (FAO, 2013). Ukrajna termesztd teriilete minddssze 14 ezer hektar és ez az elmult
években stagnal, a termésmennyiség pedig folyamatosan nd, vélhetden megnétt a szabad
gylijtésbol €s a hazi kerti termesztésbol szarmazd mennyiség (Andrienko €s tarsai, 1989).

Ausztridban és Németorszagban kisgazdasagok végzik a termesztést, a termelés
szétaprozodott, az értékesités a hazai piacon lezajlik, a fennmarad6 igényt importbol elégitik

ki (Metzner, 1985; Szentivanyi és Kallayné, 2006).
2.2. A diotermesztés helyzete hazai viszonylatban
2.2.1. A didtermesztés jelenlegi helyzete Magyarorszagon

Magyarorszag didtermesztése a 2000-es évek eleje ota folyamatosan fejlédik, lassan,
de novekvd tendenciat mutat mind a termdteriilet, mind a termésmennyiség szempontjabol. A
méretes héjas dio értékesitése jol iranyithatd, sikerterméknek szamit, a legnagyobb exportdr
szerint 1000-1500 tonnaval novelhet6 lenne a kivitel (Radoczné, 2012).

Bujdoso (2013a) szerint ¢lénk az érdeklddés a dio irant mind a kertészek, mind a
kereskeddk ¢és a vasarlok szemszogébdl is, mert ,,a magyar di6 a legjobb mindségli a
vilagon!”. Kivald6 mindséget lehet eldallitani és az utdbbi években kedvezd aron lehet
értekesiteni.

A termoteriilet a 2001-es évben KSH adatok szerint 3250 hektar volt, ez a teriilet a
2011-es évben megkdzelitette az 5400 hektart, ami részben az Europai Unids tamogatasoknak
koszonhetd, de nagyobb részben a sikeres hazai termékpalyanak, sikeres szaktandcsadasi
rendszernek, kivalé mindségli termést érleld hazai fajtdknak tudhatéo be (Radoczné, 2012;
Szentivanyi és Kallayné, 2006). A FAO (2013) adatai szerint a termdteriilet nagysaga az
utobbi 10-12 évben minimalisan valtozott, stagnal. (7. abra)

A termésmennyis€g nagy szOorast mutat az évjaratok fliggvényében, valamint rengeteg
a még fiatal, nem termdre fordult iltetvény. Befolyadsold tényezdk a tavaszi fagy, az éves
csapadékmennyiség, fOleg a nyari honapokban ¢és a jégverés (Bujdoso, 2013a). E
koriilményeknek koszonhetd, a kedvezotlen években a 6000 tonnas (2007) termésmennyiség,

kedvezd évben pedig 10000 tonna (2010) termésmennyiség is lehetséges. Atlagosan
8



elmondhato6, hogy Magyarorszag didtermésének mennyisége 7-8 ezer tonna koriil alakul (7.

abra) (FAO, 2013; Rad6czné, 2012).
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7. abra: Magyarorszag diotermesztésének helyzete 2000 és 2011 kozott (FAO, 2013)
2.2.2. Didtermeszté korzetek

Az egész orszagban taldlhatunk diofikat, szorvany gylimolcsosoket, de két igazi
didtermeszt6 korzet alakult ki: Somogy megye északi részén, valamint Szabolcs-Szatmar-
Bereg megyében (Toth, 2004). E két vidéken helyezkedik el a gylimolcsosok kozel 20%-a.
Nagyobb iiltetvények talalhatdéak még Gydr-Moson-Sopron, Bacs-Kiskun és Fejér megyékben
(Internet 3.). Magyarorszagon a didiiltetvények 6%-a 1 hektarnal kisebb, 50%-a 10 hektarnal
nagyobb, 30%-a 20 hektarnal nagyobb. A 20 hektarnal nagyobb iiltetvények tulajdonosai az
Osszes diotermesztd 3%-a (40 gazdasag). Az atlagos iiltetvénymeéret 3,6 ha, ez joval elmarad a
vildg vezetd termesztdihez képest (Radoczné, 2012).

A legnagyobb iiltetvény Lengyeltotiban taldlhatdé a Juglans Hungaria Kft.
tulajdonaban. Az iiltetvény koreloszlasa viszonylag egységes, 34%-a 40 éves, 26%-a 23 éves,
15%-a 19 éves, 19%-a pedig 9 éves. Ugyelnek a megfeleld fajtatarsitasra, fiatalitasra és
értékesitésre is, egyes tablarészeken elérték a 3 tonnds termésatlagot hektaronként (Horvath,
2010). A hazai f6 fajtdk mellett kisebb teriilten probalkoznak a {6 kiilfoldi fajtakkal is. llyen
fajtdk a ’Pedro’, ’Lara’, ’Franquette’. Az 1) fajtdk mellett tigyelnek a termesztéstechnologiai
fejlesztésekre is, igy vannak olyan tablarészek, melyek a franciaorszagi, kaliforniai

tiltetvények képét idézik (8. abra) (Horvath, 2010).



8. dbra: Diodiiltetvény Lengyeltotiban

(http://lengyeltotikepekben.mindenkilapja.hu/html1/24994772/render/legifotok-lengyeltotirol,
http://juglans.internettudakozo.hu/index.php?oldal=kepek)

2.2.3. Hazai diofajtak

A Nemzeti fajtalistan jelenleg 8 fajta szerepel: ’Alsdszentivani 117° (tovabbiakban
"A117%), *Alsoszentivani kései’ (kordbbi nevén Alsoszentivani 117-31), Bonifac’ (korabbi
nevén Alsoszentivani 117-15), "Milotai 10’ (tovabbiakban M 10”), *Milotai intenziv’ (korabbi
nevén Milotai 10-37), ’Milotai kései’ (korabbi nevén Milotai 10-14), *Milotai bétermd’
(korabbi nevén Milotai 10-9), *Tiszacsécsi 83’ (tovabbiakban *T83”) (Nemzeti Fajtajegyzék,
2012). Ezen fajtakat dr. Szentivanyi Péter szelektalta az 1950-es évektdl kezdddden, a
manapsag termesztésben nagyobb ardnyban 1évé fajtak ("M10°, A117°, *T83”) tajszelekciok
eredményei (Szentivanyi és Kallayné, 2006). A dio okologiai adaptacios képessége alacsony,
ezért a vilag minden részén a helyben szelektalt fajtak sokkal jobb termést produkalnak, igy
Magyarorszagon is a tajszelekcid vezetett j6 eredményhez (Raddoczné, 2012). Ujabban
nemesitett fajtak (*Alsoszentivani kései’, ’Bonifac’, ’Milotai intenziv’, ’Milotai kései’,
’Milotai botermd’) mar keresztezéses nemesitéssel keletkeztek. Az 1970-es években kezdte el
a keresztezést az amerikai 'Pedro’ fajta bevondsaval, ami azért volt értékes szamara, mert
nagy aranyban hoz termést oldalriigyeken is. E keresztezésnek meg lett az eredménye,
Osszesen 5 fajtat ismert el az allam 0j fajtaként 2005-ig (Bujdosd, 2003, 2013b; Szentivanyi és
Kallayné, 2006).

Az 1) hibridek termésatlaga magasabb, arumindségiik is kivald, de a betegségekre
fogékonyabbak, igényesebbek a termesztésben, valamint faiskolai kihozataluk 15%-al
alacsonyabb (Bujdoso, 2013b). A nemesitdi munka még ma is folyik az Allami Gyiimdlcs- és
Disznovénytermesztési Kutatd Fejlesztd Kozhasznlii Nonprofit Kft. érdi telephelyén, valamint
Alsoszentivanon, a nemesité gazdasdgaban (Szentivanyi és Kallayné, 2006). Emellett
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honositott fajtak is telepitésre keriiltek az utobbi évtizedekben, mint példaul a *Pedro’, *Lara’
¢s a ’Fernor’. Legnagyobb ardnyban a 'M 10’ ¢és az A 117’ fajtdkat termesztik kivalo
aruértekiik és termésbiztonsaguk miatt, valamint a *T 83’ aranya is szdmottevd, ami azonban
diobélként értékesithetd jobban, mert a termés héja kevésbé mutatos, egyenetlen. Kisebb, de
novekvd ardnyban vannak jelen az 0j hibridek, melyek nagyobb termésatlagot produkalnak,
sziikebb tdtavolsagra iiltetheték, mivel gyengébb novekedésiiek, de Ontdozést és preciz
novényvédelmet igényelnek. Az ’Alsdszentivani kései’, valamint a ’Milotai kései’ fajtak
késObb viragzanak, igy a tavaszi fagykar esélye minimalis, az utobbi évek tapasztalata alapjan
— részben Ontozott koriilmények kozott — a *Bonifac’ fajtaval egylitt nagyon jo eredmény
varhat6 az elkovetkezd években (Bujdosd, 2013b). Részletes fajtaleirds késobb a 3.2.4.

fejezetben.
2.2.4. A dié termesztésének hazai sajatossagai

A diét hazankban jelenleg dontd tobbségében hagyoméanyos modszerrel termesztik
még, 9-12 méteres sor ¢és tétavolsaggal, de a korszerii liltetvényekben mar torekednek arra,
hogy minél kisebb térallassal, ontdzéssel, metszéssel ndveljék a termesztés intenzitasat (Toth,
2004). Az 4j hibridek alkalmasak intenziv miivelésre, 6-7 méteres sor- és 3-4 m-es tétavolsag,
valamint 6 m-nél nem nagyobb magassag kialakitasara és fenntartasara, ugyanis ezek a fajtak
igénylik a metszést, a sikfal metszéssel pedig nem tavolitjuk el a termé riigyeket, mint a
hagyoményos fajtdknal (Bujdosod, 2013a). Kisebb tenyészteriileten pedig konnyebb,
hatékonyabb a ndvényvédelem és az 6ntdzés is (Szentivanyi és Kallayné, 2006).

Az intenziv termesztésben elengedhetetlen a fak metszése télen. Els6 osztalyl termést
csak megfelel6 metszéssel lehet elérni, igy a ndvényvédelem hatékonyabb, a megvilagitottsag
jobb. Nem termd években ajanlott a zoldmetszés elvégzése a nyar folyaman, legkésdbb
augusztus kozepéig, cél a sudaras dgcsoportos koronaforma. A termd iiltetvényekben a tél
végi, fas metszést kell alkalmazni 3-4 évente, amikor is foleg a sériilt, siiritd, fertézott,
miivelést akadalyozo, talvastagodott agakat kell eltavolitani ligyelve arra, hogy a generativ-
vegetativ arany ne boruljon fel (Bujdosd, 2012). A fejlettebb orszagokban gépi sikfalmetszést
is alkalmaznak, ennek a médszernek nagy eldnye a gyorsasag, a kivaldo megvilagitottsag és a
hatékonyabb novényvédelem. Ezt a modszert csak nagy aranyban oldalriigyon termd fajtaknal
lehet alkalmazni (Gara, 2011).

Jelenleg is zajlik termesztési kisérlet az orszagban tobb termesztovel egyiittmiikodve,

beleértve Erd-Elvirat is, ahol cél az 1j fajtdk integralt termesztésének kidolgozasa,
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tenyészteriilet, miivelésmod, novényvédelem optimalizalasa, értékesités eldsegitése (Andor,
2011; Bujdoso, 2013b; Kallayné és tarsai, 2012). Bujdosé (2002) szerint érdemes az
iiltetvényt vegyesen felépiteni, tobb fajta bevondsaval, csak a tilporzasra kell odafigyelni,
ugyanis ilyenkor kevesebb termés kotddik, mint porzo nélkiil.

A novényvédelmet nagy teljesitményli, axidlventillatoros, géppel végzik, igy
lehetséges a teljes lombkorona fedése permetszerrel (9. abra), bar a hagyomanyos, 10
méternél is magasabb fak esetében ez a mddszer sem mindig elég a megfeleld védelemhez
(Glits és Pénzes, 2004). Nagyon fontos az egészséges szaporitdbanyag haszndlata, riigypattanas
elotti réz tartalmu lemosopermetezés. Viragzastol a sziiretig a xanthomondszos és gnomonias
betegség ellen kell védekezni eldrejelzésre alapozottan, a kartevok ellen csak sziikséges
esetben kell, az akkor felhasznalhaté szerek szama korlatozott, de minden jelentés karosito

ellen van felhaszndlhat6 készitmény (Mako és Voigt, 2006; Ocskd, 2013).

o = = o R
Ry 3 s <7 WS 77

9. abra:Axialventillatoros permetez6gep 10. abra: Traktorra szerelhetd
(http://kapanyel.blog.hu/2011/09/17/toti_diofesztiv razdgép miikodés kozben
al_ott_voltunk) (http://kapanyel.blog.hu/2011/09/17/toti_d

iofesztival_ott_voltunk)

A betakaritas razogéppel, egy vagy két menetben torténik, igy a sziiret joval rovidebb
ideig tart, a termés értéke sem romlik a f6ldon elt6ltott id6 miatt, mint korabban (10. abra)
(Andor, 2011). ,,A legkedvezdbb betakaritasi idé akkor van, amikor a z6ld burok a termések
70%-an természetes uton felrepedt” (To6th, 2004). Ekkor a termés bélallomanya tetszetds,
fehér, a tomege pedig fajtara jellemz6. A gépi betakaritasnak vannak azonban olyan feltételei,
amelyek, ha nem teljesiilnek a betakaritds tobbmenetes lesz. Ilyen példaul az egyenletes
talajfelszin, legalabb 2,5 t/ha héjas did, kelld méretli traktor és munkagép. A razés ponyvara,
vagy a foldre torténik. A foldre hullott terméseket rendre sOprik, majd specidlis felszedd

géppel tartalyba gytjtik (Andor, 2006).
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2.2.5. A dio kereskedelme

Az érett diot két formaban értékesitik Magyarorszagon, héjas- és béldioként. A "M10’
és "A117 fajtakat foleg héjas dioként, a *T83’ fajtat pedig béldioként talalhatjuk meg az
aruhazakban, piacokon. Exportra csak nagyméretli (+34 mm), mosott, egyenletes felszinti és
szinli termést lehet kiildeni, a kisebb terméseket béldioként forgalmazzak, igy adva munkat a
gazdasag dolgozoinak a téli holtidoben. Az export mennyisége folyamatos ndovekedést mutat,
2010-ban elérte a 3500 tonnat héjas sulyban kifejezve, ennek egy része béldioként kertiilt
értékesitésre foleg Franciaorszagban (35%), Olaszorszagban (15%) és Ausztriaban (7%),
Németorszagba ¢s Romaniaba foleg héjas diot exportalunk. A héjas did exportjaban fontos a
koraisag, mivel november elején érik a dio Kalifornidban, addig magasak az arak, utana mar
inkdbb béldioként kell értékesiteni. Emellett ha megnézziik a 2010-es arakat (héjas dio 2,8 €,
didbél 5€) és az atlagos, 40%-os bélkihozatali aranyt, hazdnknak nem éri meg november elott
béldidként exportalni. Importbol szarmazo didmennyiség valtozd, héjas didbol folyamatosan
csokkend, diobélbdl pedig novekvé a tendencia. 2010 és 2011-ben nagyjabol azonos
mennyiség, 2900 tonna aru keriilt be héjas dié sulyban megadva. F§ beszallitdé hazankba
kordbban Franciaorszag (héjas did) és Romania (diobél) volt, de azéta Ukrajna ndvekvd
részesedést vesz ki mind a héjas did, mind a diobél importalasdban (Raddczne, 2012).
Diokereskeddk szerint a jovében az export mennyiségét névelni lehetne 1000-1500 tonnaval,
ami figyelembe véve az U telepitéseket és a kivant, 2-3 t/ha-os termésatlagot, igenis
lehetséges, csak ontozhetové kell tenni az liltetvényeket. Bar a rossz termdhelyi adottsdgokkal
rendelkezd teriiletre tortént telepités esetén ez nem segit, €s sajnos egyes gazdak nem a
novény igényeit, hanem a jovedelmezdséget tették az elsd helyre, aminek az lehet az
eredménye, hogy a termés mindsége nem fog megfelelni a kiilfoldi vasarlok igényeinek

(Vajna, 2013).
2.2.6. A dio felhasznalasanak lehetdéségei, beltartalmi értékei

A magyar termesztd azért biiszke didjara, mert beltartalmi adottsagai sokkal jobbak,
mint a vezetd didtermesztd orszagokban, amelyet Radoczné (2012) és Horvath (2013) is
alatamaszt. Foként kényelmi cikként fogyasztjak nyersen, omega-3 zsirsav tartalma, tokoferol
tartalma miatt és magas energia tartalma miatt kivalé csemege. Hivatalos adat nem all
rendelkezésre, de a szakértdk becslése alapjan, éves szinten koriilbeliil 0,25-0,30 kg/fé a
fogyasztds. Az omega-3 zsirsav esszencialis, az emberi szervezet szdmara nélkiilozhetetlen,

telitetlen zsirsavtartalma miatt vérrogképzOdés gatld, magas energiatartalma miatt a téli
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hoénapokban legyengiilt szervezetet tolti fel, vitamintartalma és polifenol tartalma miatt
immunrendszer erdsité (Radoczné, 2012).

Fajtak kozti kiilonbségrol szamolt be Horvath (2013), miszerint a hazai nemesitési
fajtak avasodasi ideje hosszabb, mint a kiilfoldi fajtaké, telitetlen zsirsav tartalma az A117°
fajtanak, tokoferol tartalma a ’Bonifac’ fajtdnak volt a legmagasabb, mig az olajtartalom
tekintetében nem volt kiillonbség sem a szaritott, sem a friss mintakban.

Felhasznalasi lehetdségei sokrétiiek, példaul a zold did felhasznalasa kompodtként,
likérként, fajanak felhasznaldsa asztalosiparban, héjanak felhasznalasa flitdanyagként,
levelének gyogyaszati alapanyagként vald hasznositdsa. Olaja gydgyaszati termék, kiilsdleg
bemasszirozva magas E vitamin tartalmanak kdszonhetéen gombadld €és boérpuhité hatasu
(Internet 1.). ,,A didlevelet a kozmetikai iparban 6sszehuzd szerként, csillapitd, lemoso
anyagként, borradirok eldallitasandl koptatd szerként, bérkondicionald és elfedd anyagként
hasznaljak. Erzékeny, aknés, szeboreis, zsir-és vizhianyos bor apolasara kifejlesztett
nyugtatd, regenerald borapold készitmények hatékony dsszetevdje.” (Internet 4.) Hasznaljak

samponok, szappanok krémek adalékanyagaként, salatdk izesitésére is, cukraszati alapanyag.

(11. abra).
A

<
=

11. abra: A di6 sokoldalu felhasznalhatosaga: didolajként, arckrémként vagy muftinként

(http://www.vitaminstation.hu/hu/csokkenti_a_sziv_es_errendszeri_kockazatot_a_dio
http://www.ilcsi.com/gyogynoveny/dio/
http://lakoma.gportal.hu/gindex.php?pg=23312725&nid=4880428)

2.3. A dié novényvédelme

Korabban a di6 hazikerti termesztése miatt alacsony novényvédelmi igényii novényfaj
volt, igy csak ritkan részesitették kezelésben. A gondosabb gazdak lefestették télre a torzsét
fehérre, ami csak részben ndvényvédelmi jelentdségli, a lehullott lombot elégették, amivel
egyes korokozok atteleld képleteit pusztitottak el (Hluchy és tarsai, 2007; Simon ¢és tarsai
2012). A nagyobb iiltevények kialakuldsa utan keriilt teritékre a ndvényvédelem kérdése. Az
tizemi tltetvényekben arutermelés folyik és mind a hazai, mind a kiilfoldi vasarlok igénylik a
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kivalé mindséget és elegendé mennyiséget, amit csak egészséges fakrol lehet szedni (Glits €s
Pénzes, 2004).

Szamos tényezd befolyadsolja a did ndovényvédelmét, foként az abiotikus tényezdok
(homérseklet, csapadék), de emellett novénypatogén korokozok, kartevok is. A fak
gombafaj is (Gnomonia leptostyla, Diaporthe eres, Microstroma juglandis, Citospora spp.,
Nectria galligena, N. cinnabarina, Fomes fometarius, Polyporus squamosus, Laetiporus
sulphureus, Rosellinia necatrix, Armillaria mellea) (Radécz, 2002; Szentivanyi és Kallayné,
2006; Véghelyi, 1976). Hazankban is megjelent az intenziv fajtdkon a BAN betegség (Brown
Apical Necrosis), a barna cstcsi elhalas, mely okat pontosan még nem lehet tudni, de a
tudomany mai allasa szerint Fusarium, Alternaria és Phomopsis gombafajok felelések a
termés csticsan kialakulo barna elhalasért (Gara, 2011). Uj gombafajok, melyek azonositottak
didtermésen, levélen, agon, de nem primer korokozok, csak polifag gyengiiltségi parazitak:
Botryosphaeria dothidea, Melanconium juglandinum, Phomopsis sp., Fusarium solani,
Colletotrichum acutatum (Horvath 2013).

A virusok és a ndvénypatogén gombdkra a dolgozatomban nem térek ki részletesen, az
irodalmi attekintés cimii fejezetben. Csak a baktériumokat részletezem, amelyek a dolgozat
témajdhoz szorosan kapcsolodnak vagy az okozott tlinetekben hasonlitanak az altalunk

megfigyeltekhez.

A dié xantomonaszos betegsége (korokozo: Xanthomonas arboricola pv. juglandis)

A didtermesztés legveszE€lyesebb karositoja, a csapadékos években jarvanyszeriien
fellépd betegség. A vilag minden didtermesztd orszagaban el6fordul, Magyarorszagon 1940-
es években okozott eldszor jelentds kart, azota minden évben komoly gondot okoz.
Hazinkban Hevesi Maria végzett kisérletet 2012-es évben, egyiittmiikddve az Allami
Gyilimolcs- és Diszndvénytermesztési Kutatd Fejleszté Koézhasznt Nonprofit Kft.-vel és a
termesztokkel, azzal a céllal, hogy felmérje a hazai gyiimolcsosok fertdzottségét. A begytijtott
mintak 70%-bol kimutathato volt a baktériumfaj (Kallayné és tarsai, 2012).

Palcika alak, xantan szinanyagot termeld baktérium (Glits és Folk, 2000).

Meleg, csapadékos iddjaras kedvezd szamara, a héoptimuma sziik (15-20 °C), de a
fertdzés tag hdmérsékleti intervallumban bekdvetkezhet (levél 4-30 °C, termés 5-27 °C). A faj

csak a Juglans nemzetségbe tartozo fajokat fertézi (Mulrean és Schroth, 1982).
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Fert6zési forras a fert6zott novényi maradvanyok mind a fan (4grészek, repedések,
gylimolcsmimidk), mind a talajon (lehullott gyiimdlcs, levél, 4g). Optimalis iddjaraskor a
sz¢llel, pollennel, esOcseppekkel, ontdzéssel tovabbterjed a baktérium és fertézi elsdsorban a
zsenge z0ld részeket (levél, fiatal gylimdlcs, hajtas), a fasodas utan, nyaron mar csak ontdzés
mellett fertézhet, de ez esetben is alacsony a fert6zés veszélye (Mikulic-Petkovsek és tarsai,
2011).

Védekezés Osszel kezdddik, amikor a fertdzott maradvanyokat -eltavolitjak,
megsemmisitik, lehullott lombot atpermetezik. Tavasszal riigypattanas eldtt érdemes lemoso
permetezést alkalmazni réz (rézszulfat, rézoxiklorid, rézhidroxid) hatdéanyagii szerrel.
Riigyfakadast kovetden pedig folytatni kell a védekezést féleg réz hatdanyagu szerekkel, erds
fertdz¢ési nyomast években 7-10 naponként érdemes permetezni (Radodcz, 2002). Kalifornia
még nem alakultak ki rezisztens torzsek (Kallayné és tarsai, 2012; Scortichini, 2001).

Tiinetekkel szinte minden fiatal, zsenge ndvényi részen taldlkozhatunk, a levélen apro,
szogletes, feketésbarna foltok jelennek meg, majd késébb Osszeolvadnak, nekrotizalodnak,
gyakran kitoredeznek. Levélnyélen és hajtdson hosszanti feketésbarna csikok, fekete foltok
mutatkoznak, ezek késObb felszakadnak, ridkos sebek keletkeznek. A him virdgok
megbarnulnak, feketednek, késobb torzulnak, lehullanak. Az epikarpiumon kezdetben kicsi,
barna, vizenyds foltok jelennek meg, késdbb ezek ndvekednek, megfeketednek, rothadnak,
paras 1d6 esetén fényes baktériumnyalka jelenik meg, ez a rothadis a bélallomanyra is
atterjed, a diobél elfeketedik, Gsszetopped (12. abra) (Radocz, 2002; Rozsnyay, 2006). A
nemesitk szerint a fajtak kozott eltérés figyelhetd meg a fogékonysag szempontjabol. Erd-
Elviran t6bb éves kisérlettel bizonyitottak, hogy a legellenallobb fajta az *A117’-es, fogékony
pedig a "Milotai intenziv’ és a ’Milotai kései’ (Szentivanyi és Kallayné, 2006).

12. abra: A Xanthomonas arboricola pv. juglandis altal okozott tiinetek a dié hajtasan, a zold
didn, a levélen és a termés belsejében
(http://www.dioskonyv.byethost3.com/09-02/1.htm)
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A dié pszeudomonaszos betegsége (kérokozé: Pseudomonas syringae pv. syringae)

Foként csonthéjas gyiimolcsfajokon okoz gazdasagi kart, de dion is eléfordul minden
évben, komoly gazdasagi kart nem okozva (Szentivanyi ¢és Kallayné, 2006). Minden
didtermesztd orszagban jelen van.

Pélcika alakt, Gram-negativ baktérium, foszforeszkalod szinanyagot és INA proteint
termel (Glits és Folk, 2000).

Hiivos, nedves, kora tavaszi 1d6 kedvez a kérokozonak, hoémérsékleti optimuma 12-25
°C. Polifag baktériumfaj, szamos sok gazdanovénye van, de foleg csonthéjas
gylimolcsfajokon karosit (Hiruno és Upper, 1990)

A baktérium a levelek feliiletén, talajon, vesszOkon €l anélkiil, hogy fert6zést okozna.
November elejétél kezdéddéen egészen marcius végéig sebzéseken keresztiil jut be a
novénybe, ott feléli a novény tartalék szénhidrat forrasait, mellyel kiszolgaltatja a
gazdanovényt a téli hidegnek, fagyoknak (Klaus, 1995). A szdmara optimalis kornyezeti
feltételek meglétekor keriilni kell a sebzések 1étrejottét, ha munkaszervezési okbol nem
megoldhato, akkor a keletkezett sebeket faseb kezel6 készitményekkel és rézzel kell kezelni
(Glits és tarsai, 1997).

Hiivos, csapadékos tavaszokon, nyar elején a levelek csucsanak barna elhalasat
okozhatja. A fas részekbe jutva csokkenti a novény fagy elleni védekezOképességét (Glits és
tarsai, 1997).

Irodalmi adat nem all rendelkezésre a didfajtdk fogékonysagat illetéen, vélhetden a

csekély gazdasagi jelentdségének koszonhetden.

A dié agrobaktériumos gyokérgolyvaja (Korokozo: Agrobacterium tumefaciens)

Karantén korokozo, a faiskolai termesztésben a fertdzott teriiletet kizarjak a termesztés
alol, az ott termelt aru eladésa tilos (Hrotkd, 1999). Az egész vildgon elterjedt, hazankban is
gyakori, a legtobb orszagban karantén korokozo.

A Dbaktérium palcika alakd, tumor indukalé (Ti) plazmiddal rendelkezik a
génallomanya. A baktérium akar 2 évig is életképes marad a talajban (Ott, 2007).

Talajlako baktérium, kedvezd szamara a nedves, pango vizes talaj, fagypont felett akar
37 °C-ig is fert6zképes, de héoptimuma 25-30 °C kozott van. Polifdg baktériumfaj, az

egyszikil novényeket kivéve az dsszes novényfajon eléfordulhat (Glits és tarsai, 1997).
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A faiskolai termesztésben keletkezett sebeken (gyokérmetszes, oltas) keresztiil fertdzi
a csemetéket, majd a korokozd bejuttatja Orokitd anyaganak egy részét a ndvény
génallomanyaba, ezzel auxin termelésre serkentve, aminek a kovetkezménye a tumorok a
gyokéren, gyokérnyakon, oltasi helyeken (Escobar és tarsai, 2002).

Védekezési lehetdség csakis a faiskolai vetésforgd, mivel a baktériumnak az egyszikii
novények nem gazdandvényei. Masik megoldas lehetne az Agrobacterium radiobacter
biologiai novényvédelemben hasznalhato baktériumfaj K84 vagy K1024 torzse, mely koloniat
képezve és antibiotikumot termelve megakadalyozza a fitopatogén faj terjedését, de a
biopreparatum hazankban nincs engedélyezve. Minden esetben a megel6zés az, ami
eredményre vezethet (Hrotkd, 1999).

A tiinetei jellegzetesek, rdkos sebek, tumorok keletkeznek, amelyben a golyvak
eldszor fehérek, késObb megsotétednek, majd elfasodnak és egyiitt élnek a ndvénnyel, ritkdn
okozzak a gazdandvény pusztuldsat (13. abra). Kartétele a tadpanyag- és vizszallitas
akadalyozasaban nyilvanul meg, aminek a kovetkezménye a legyengiilt kondicio, amit mar

konnyen fertéznek a gyengiiltségi parazitak, gombak (Véghelyi, 1999; Radocz, 2002).

13. abra: Az Agrobacterium tumefaciens altal okozott gyokérgolyva a diofa térzsen és az
oltvanyon
(http://www.dioskonyv.byethost3.com/09-02/1.htm)

A kovetkezokben ismertetek kettd, hazankban még nem leirt baktériumfajt, melyek a
kiilfoldi iiltetvényekben mar jelen vannak és sulyos karokat okoznak:
A dié kérgének sekélyrakja (korokozo: Brenneria nigrifluens)

A vilag diotermesztd orszagaiban jelen van. Mind a faipari, mind a héjas dio
kereskedelemnek kdszonhetden vilagszerte elterjedt betegség.
A korokozot 1955-ben figyelték meg eldszor Sacramento Valley teriiletén az Egyesiilt

Allamokban, de akkor még Erwinia nigrifluens néven irtdk le Wilson és tarsai 1957-ben,
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majd Hauben és tarsai 1998-ban molekularis modszerekkel bizonyitottak, hogy a kérokozo az
Enterobacteriaceae csaladba, Brenneria nemzetségbe tartozik.

Gram-negativ, palcika alaku baktérium, mely fehér szinii koléniat képez King-B
taptalajon (Hauben és tarsai, 1998; Végh ¢és tarsai, 2013a).

A korokozonak kedvez a kozepesen meleg, paras, csapadékos id6jaras. A szakirodalmi
adatok szerint csak a Juglans nemzetségbe tartoz6 fajokat karositja (Végh és tarsai, 2013a).

Fertdzési forras a beteg novényi rész, ahonnan csapadékkal, széllel tovabbterjed a
korokozd és a keletkezett sebzéseken (metszés, razogép, farontd kartevok, téli mikro
repedések) keresztiil a novénybe hatol és fertoz.

A védekezés ellene még nem kidolgozott, a prevencid nagyon fontos (sebzések
keriilése és kezelése, téli mikro repedések elkeriilése torzs fehérre festésével, beteg tovek
eltavolitasa, faront6 kartevok elleni védelem).

A korokozo tiinetei konnyen észrevehetdek, megjelennek a fiatal fakon és az idésebb
fakon is, foleg a torzson, vastagabb agakon. Jellegzetesen a sebzéseken, kartevok altal
1étrejott lyukakon, vagy egyszerilien a torzson keletkezd természetes mikro repedéseken fertéz
a korokozd, melyet barnas-feketés folyas jelez (14. abra). A korokozo nyéron aktiv, ekkor a
sebzések nagyobbodhatnak is, novelve a fert6zott részt. KésObb ezen a folyadékon
megtelepednek masodlagos kérokozok is, ezért csak alapos vizsgalat utan lehet megallapitani,
hogy valdjaban melyik faj okozta a betegséget (Menard és tarsai, 2004; Wilson ¢és tarsai,
1957).

Wilson és tarsai (1957) szerint a fajtak jelentOs része fogékony, amit Menard és tarsai

(2004) valamint Saccardi és tarsai (1998) is megerdsitettek.

14. abra: A kérokozo tlinete iddsebb fa torzsén
(Fot6: Borsos Gergely, 2013)

A dié kérgének mélyrakja (korokozo: Brenneria rubrifaciens)
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Hasonlo jelentdségli, mint a korabban emlitett sekély kéregrak. Hazankban még nem
jelent meg, kiilfoldi tiltetvényekben mar évek 6ta jelen van (Ménard és tarsai, 2004).

Pélcika alaku, rubrifacin nevil rozsaszines szinanyagot termeld baktériumfaj (McClean
¢s tarsai, 2008).

A korokozonak kedvez a kozepesen meleg, paras, csapadékos id6jaras. A szakirodalmi
adatok szerint csak a Juglans nemzetségbe tartozo fajokat karositja (Végh és tarsai, 2013a). E
baktériumfaj is a kéregrepedéseken, mikro repedéseken, sebzéseken keresztiil fertdzi féleg a
fiatalabb fakat (Gonzélez és tarsai, 2004).

Védekezés azonos a dio kérgének sekélyrakjanal leirtakkal. A tiinetek iS hasonloak a
sekély kéregrakhoz, azonban e kérokozé fertézése egészen a kambiumig hatol, a fert6zott fak
produktivitasa lassan leromlik, a fa pusztul. A sebzéseken sotét szinii folyas jelenik meg, ami
rozsaszines, pirosas szinanyagot tartalmaz, bar ez nem mindig jelenik meg (15. abra) (Wilson

¢s tarsai, 1967). Szakirodalmi adat a fajtafogékonysaggal kapcsolatban nem all rendelkezésre.

15. abra: A di6 kérgének mélyrakja
(http://dioskonyv.bionuss.eu/09-02/1.htm)
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3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalat helye, ideje

2012 nyaran kéregrepedést és barnas valadékfolyast figyeltiink meg Zankan, hazi
kertben, id6s didfa torzsén, melyrél mintakat vettiink. A fert6zott kéregdarabot és a valadékot
a Budapesti Corvinus Egyetem NoOvénykortani Tanszékére szallitottuk. A mesterséges
fertézési, fajtafogékonysagi kisérletekhez a zold diot az Allami Gyiimoles- és
Disznévénytermesztési Kutatd Fejlesztdé Kozhaszni Nonprofit Kft. budatétényi és érdi
telephelyén szedtik meg. Az 6sz folyaman, a faiskoldbdl, kitermeléskor az oltvanyok
fertézésére is sor keriil. A korokozo6 klasszikus és molekularis azonositasat, valamint a zold
di6 ¢és az oltvanyok fogékonysdganak vizsgalatat a Novénykortani Tanszék laboratoriumaban
végezziik és végeztik el. A korokozo riboszomalis DNS-ének 16S szakaszat tartalmazo
rekombinans plazmid nukleinsav szekvenciajat Szegeden a BAY-GEN Novénygenomikai,

Human Biotechnoldgiai és Bioenergiai Intézetben hataroztattuk meg.

3.2. A vizsgalat anyaga
3.2.1. Izolatumok
Hazai izolatum (Bn-WalnutZa-Hunl):

A korokozot Zankan, hazi kertb6l, diofa (Juglans regia) torzsérdl izolaltuk, tiszta tenyészetbe
hoztuk és fenntartottuk. A tiinetek alapjan feltételeztiik, hogy a Brenneria nigrifluens

baktériumfaj okozta a betegséget.

Torzsbaktérium:

Brenneria nigrifluens (Hauben és tarsai) DSM30175 (Erwinia nigrifluens, Wilson és tarsai,

1957) torzsét is hasznaltuk a mesterséges fert6zési kisérletekhez.

Zold dio gyors azonositasi vizsgalathoz hasznalt hazai baktériumfajok:

Baktériumfaj Izolalas ideje | Izolalas helye Gazdanovény Izolalta
Brenneria 2013 Budapest (Ulmus sp.) szil Végh Anita
goodwinii

Xanthomonas 2013 Balaton kornyéke | (Juglans regia) dio Zambo Agnes
arboricola pv.
juglandis
Erwinia 2013 Budapest (Aucuba japonica) Végh Anita
amylovora babérsom
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3.2.2. Baktériumok fenntartasa, tenyésztése

Tenyésztés: King-B és EMB taptalajon (King és tarsai, 1954), 26 °C-on tortént.

King-B taptalajt a korokozok izolalasahoz, tenyésztéséhez és fenntartasahoz, tenyészbélyegek
meghatarozasahoz hasznéltuk. Osszetétele: 20 g pepton, 10 pl glycerol, 1,5 g KoHPOy4, 1,5 g
MgSO4 X 7 H,0, 15 g agar 1 1 végtérfogatban; pH: 7,2.

EMB (Eosine-Methylene Blue) taptalajt a tenyészbélyegek meghatarozashoz hasznaltuk,
melyet dsszevetettiink kiilfoldi irodalmakban leirtakkal. Osszetétele: 10 g zselatin, 5 g laktoz,
5 g szachar6z, 2 g KoHPO,, 0,4 g eosin Y, 65 mg metilénkék, 13,5 g agar 1 1 desztillalt vizben
oldva; pH: 7,2

Megdrzés: A hazai izolatum és a torzsbaktérium fenntartdsa glycerolos tartdsitas tjan tortént
-18 °C-on Eppendorf cs6ében és/vagy -70 °C—on fagyasztd csOben. A kozeg Osszetétele: 3 g
Beaf extract, 5 g pepton, 20 g glycerol, 1 liter desztillalt viz.

3.2.3. A Kklasszikus bakterioldgiai vizsgalatokhoz hasznalt novények

A korokozd patogenitasanak teszteléséhez, a Koch-posztuldtumok vizsgdlatdhoz didfa
hajtasat; a hiperszenzitiv reakcio vizsgalatahoz egészséges dohanyndvényt (Nicotiana tabacum L.

cv. xanthi) hasznaltunk.

3.2.4. Diofajtak

A fertézési/fogékonysagi kisérletben a hazdnkban nemesitett, dllami elismerésben részesiilt
fajtakat, valamint egy 1j, igéretes fajtajeldltet €és a hazdnkban nem termesztett, de fliszerként
vagy alanyként hasznalatos fekete didt, a Juglans nigra fajt vizsgaltuk. A fajtaleirasokat

Szentivanyi és Kéllayné (2006), valamint Bujdos6 (2013b) alapjan végeztem.

’Alsészentivani 117° (A117) — Hazank egyik f0 fajtaja, kései
fakadasu, szeptember 2. dekadjaban érik, kordn termdre fordul.
Gyiimolcse kozépnagy (11-14 g, 33-36 mm), enyhén barazdalt,
magbele joizli, beltartalmi adottsagai kivaldak. Féaja erds

novekedésli, termbhelyi tényezdkkel szemben kevésbé igényes,

az orszag valamennyi tajan termeszthetd (16. abra). 16. abra: ’Alsészentivani
117’ diofajta
(Fotd: Borsos Gergely, 2012)
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>Alsoszentivani kései’ (A117-31) — A117’° és a ’Pedro’ fajta Eo Sass

keresztezésével allitottak eld, kései fakadasu, oktober 1.
dekadjaban érik, koran termdre fordul és a néivart viragok
30%-4t oldalriigyeken fejleszti. Gylimdlcse kozépnagy (11-14
0, 32-35 mm), hosszikas, finoman barazdalt, magbele vilagos
szinli, mely a f6 aruértékét adja. Faja erés novekedési, ritka,

feltorekvo koronat nevel (17. abra).

’Bonifac’ (Al17-15) - °Al117° és a ’Pedro’ fajta
keresztezésével allitottak eld, nagyon kései fakadasu, oktdber
2. dekadjaban érik, koran termdre fordul és a ndéivara virdgok
50%-4t oldalriigyeken fejleszti. Gyiimolcse kdzépnagy (12-14
0, 32-34 mm), hosszukas, barazdalt, magbele vilagos szini és
kivald izli, mely a f6 aruértékét adja. Faja erés novekedési,
stirlt koronat nevel, az ’Alsészentivani kései’ fajtaval jol
termékenyitik egymast, fogékony a did xantomondszos

betegségére (18. abra).

’Milotai 10> (M10) — Hazénk 6 fajtaja, kozépidejli fakadasq,
szeptember 3. dekaddjaban érik, kordan termdre fordul,
gyumolcseinek  20%-at hozza oldalrligyon. Gyiimdlcse
kozépnagy (13-17 g, 33-35 mm), szabalyos gomb alakud, sima

feliiletli. Magbele kivalo izii, vilagos szinii, etalon &runak
szamit. Faja kozéper6és novekedésii, termohelyre igényes,

fagytol védett helyre iiltetend6 (19. abra).

’Milotai intenziv’ (M10-37) - °'MI10° ¢és a ’Pedro’

keresztezésével allitottak eld, kozépkései fakadasu, *Milotai

17. abra: ’Alsoszentivani
kései’ diofajta
(Foto: Borsos Gergely, 2012)

18. abra: ’Bonifac’ diofajta
(Foto: Borsos Gergely, 2012)

19. abra: "Milotai 10’
didfajta
(Foto: Borsos Gergely, 2012)

kései’ fajtaval jol termékenyitik egymast, oktober 2. dekadjaban

érik, kordn termére fordul, ndivaru virdgainak 60%-at
oldalriigyein hozza. Gylimodlcse kozépnagy (11-12 g, 32-34
mm), tetszetds, magbelének mindsége feliilmulja sziileiét. Faja
kozepes-gyenge ndvekedésti, siirli koronat nevel, érzékeny a
di6 xantomonaszos betegségére (20. abra).
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’Milotai kései’ (M10-14) - "M10’ és a ’Pedro’ keresztezésével
allitottak eld, igen kései fakadasu, Milotai bétermd’ fajtaval jol
termékenyitik egymadst, oktober 2. dekadjaban érik, koran
termére fordul és bdven terem, ndivart virdgainak 55-609%-at

oldalriigyein hozza. Gyiimélcse kozépnagy (12-15 g, 32-34 mm),

tetszetds heju, magbele tetszetds. Faja kozéperSs ndvekedési 21 abra: "Milotai kései’
erélyll, szétteriild koronat nevel. A did6 gnomoénids betegségére didfajta

o ) ) . ) (Foto: Borsos Gergely, 2012)
kevésbé, a xanthomonaszos betegségre kdzepesen fogékony (21.

abra).

’Milotai bétermé> (M10-9) - °MI10° ¢és a ’Pedro’
keresztezésével allitottak eld, kozépkései fakadasu, oktober 1-2.
dekadjaban érik, igen koran termdre fordul és bdven terem,
néivara virdgainak 50-60%-at oldalriigyein hozza. Gylimolcse

kozépnagy (12-15 g, 33-37 mm), vallas gdmb alakq, tetszetOs,

vilagos héju. Féja kozéperds-erds novekedési erélyti, ritka, diofajta
hengeres koronat nevel. A di6 gnomonids betegségére (Foto: Borsos Gergely, 2012)
érzékeny, a xanthomonaszos betegségre kozepesen fogékony

(22. abra).

*Tiszacsécsi 83 (T83) — Hazankban a 3. legnagyobb aranyban
termesztett fajta, oktober 1-2. dekadjaban érik, igen koran
termOre fordul és bdven terem, ndivarti virdgainak 25-35%-at

oldalriigyein hozza. Gyiimolcse koézépnagy (11-12 ¢, 32-34

mm), bardzdalt, kevésbé tetszetds, magbele sargasbarna, jo
izti, 6 aruértéke ebben rejlik. Faja er8s ndvekedési erélyti, 23. abra: "Tiszacsécsi 83
. diofajta

ritka, hengeres koronat nevel (23. abra). (Foté: Borsos Gergely, 2012)

'BD6’ — Uj, igéretes fajtajelolt, dr. Bujdosé Géza nemesitette,
hosszukas, nagyméreti gyiimdlcsot terem, jelenleg is
vizsgaljak, terméshozasi, termOképességi, korokozokkal

szembeni fogékonysagi tulajdonsagait Erd-Elviran (24. dbra).

24. abra: "BD6’ diofajta
(Foto: Borsos Gergely, 2012)
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Juglans nigra — Didtermeld orszagokban elterjedt alany, foként az Amerikai Egyesiilt
Allamok kozéps6 és keleti részén hasznaljak. Ers novekedési erélyti, késoi fakadasu, faggyal
szemben ellenalld, f6 hazai fajtdkkal nehezen fér Ossze, ezért a ra oltott fak gyenge

novekedésliek vagy inkompatibilitasi tiineteket mutatnak.

3.2.5. Plazmid és baktériumtorzs a klonozashoz

A tisztitott PCR-termékeket a Promega 3015 bazispar hosszusagh pGEM-T Easy
plazmidjaba ligaltuk. A PCR-termékek klonozasahoz az Escherichia coli baktérium DH 5-a

torzsét hasznaltuk.

3.2.6. Taptalajok

A transzformalas soran steril 2TY (4 g tripton, 2,5 g élesztékivonat, 1,25 g NaCl, 250 ml
végtérfogatban) és steril ampicillines LB taptalajt (2,5 g tripton, 1,25 g éleszt6kivonat, 2,5 g NaCl
250 ml végtérfogatban + 500 ul ampicillin), a Minipreparatum készitéséhez steril ampicillines LB

szilard és folyékony taptalajt hasznaltunk (Maniatis €s tarsai, 1989).

3.2.7. A vizsgalat soran alkalmazott Kitek

A korokoz6 biokémiai tulajdonsdgainak meghatarozésa soran a Biomérieux (France) altal
gyartott API20E gyorstesztet hasznaltuk. A PCR-termék tisztitasat High Pure PCR Product
Purification Kit-tel (Roche) végeztikk. A szekvencia meghatarozashoz Quantum Prep Plasmid
Miniprep Kit-tel (Bio-Rad) tisztitottuk a rekombinans plazmidot.

3.2.8. Enzimek

A PCR-hez: Taq DNS polimeraz enzim (rekombinans) (5u/ul); puffere: 10x-es Taq
puffer + KCI — MgCl;, pH: 8,8 25 °C-on. A ligalashoz: T4 DNS ligaz enzim (5u/pl); puffere:
10x-es T4 DNS ligaz puffer pH: 7,8 25 °C-on. A plazmidot tartalmazo6 baktérium koldnidk
kék-fehér szin szelekcigjdhoz IPTG-t és Xgal-t hasznaltunk. Az inzertet a plazmidbol EcoRI
(10u/pl) restrikcios endonukleazzal vagtuk ki az inzert beépiilésének ellenéréséhez. Az enzim
puffere: 10x-es EcoRI puffer pH: 7,5 37 °C-on. A T4 DNS ligaz enzimet a Promega cégtdl,

mig a tobbi enzimet a Fermentas cégtdl vasaroltuk.
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3.2.9. Primerek

A molekularis vizsgalatok soran baktériumokra specifikus primereket (Osborn és
tarsai, 2000) hasznaltunk a PCR reakcidkban, amelyek a 16S rRNS-t koédoldé gén
bazissorrendjét hatarozzak meg. A moddszert ma mar széleskoriien hasznaljadk baktériumok
identifikalasara és taxonomiai vizsgalatok kivitelezésére (Choi ¢€s tarsai, 1996; Clarridge,

2004), amely alkalmas faj szintli identifikaciora (Van de Peer és tarsai, 1996).

1389r (reverse) primer 5’-ACG GGC GGT GTG TAC AAG-3’
63f (forward) primer 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’

3.2.10. Eszkozok

Petri-csésze, lombik, steril fogpiszkald, steril injekcids tii, steril milanyag doboz,
taptalajfozéshez sziikséges eszkozok, Leica MZ6 sztereomikroszkop, Applied Biosystem

GeneAmp 9700 tipustt PCR-késziilek, Sony DSC-W130 tipusu fényképezdgép.

3.3. A vizsgalat médszere
3.3.1. A betegség tiineteinek megallapitasa

Hézi kertben, 1d6s, didfa torzsén sekély, szabélytalan alaku fekélyesedést figyeltiink
meg a torzs és az agak kéregrészein. A fekélyes sebekbdl sotét, feketés szinli folyadék
szivarogott. A kéregdarabokat zacskoba, a valadékot steril Eppedorf csébe gytijtottiik és a
vizsgalatokig a korokoz6 szdmara kedvezd kornyezeti feltételek mellett tartottuk (paras,

meleg). A vizsgalatokat 1-2 napon beliil elvégeztiik.
3.3.2. A korokozo izolalasa, tenyésztése

A kéregdarabokat alkohollal fertStlenitettiik, majd steril koriilmények kozott az
egészseéges €s az elhalt novényi rész hatararol mintat vettiink. A névényi szovetet és a valadékot
steril desztillalt vizzel homogenizaltuk, majd az elegyet steril King-B agar taptalajon
szélesztettiik, és a Petri-csészéket 26 °C-on inkubaltuk 1-2 napon at. A kiilonallé kolonidkat tjra

leoltottunk, majd tiszta tenyészetbe hoztuk, majd a tiszta tenyészeteket 4 °C-on, hiitében taroltuk.
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3.3.3. A baktérium szuszpenzio eléallitasa

A hiperszenzitiv reakcidhoz, a patogenitdsi teszthez, a biokémiai vizsgalathoz, a zold
di6- és az oltvany fertézésekhez sziikséges baktérium szuszpenziot a korokozd 1 napos (26
°C) tenyészetébdl nyertiik. A spektrofotométert a vizsgélatok eldtt desztillalt vizzel
kalibraltuk. A 24 o6rés, friss, tiszta tenyészetbdl szarmazo baktérium szuszpenzidt a

spektrofotométerrel 107 sejt/ml tdménységiire allitottuk be.
3.3.4. Korokozo azonositasa klasszikus modszerekkel

Tenyészbélyegek megallapitasa

A sajat novénybdl izolalt és a Génbankbol szarmazo Brenneria nigrifluens izolatumok tiszta
tenyészetét altalanos és szelektiv taptalajokra szélesztettiik. A Petri-csészéket termosztatba
helyeztikk ¢és a korokozo szdmara kedvezd kornyezeti tényezOk mellett taroltuk. A
baktériumok tenyészbélyegeit a kolonia tipusai alapjan lehet megkiilonboztetni. 24-48 h
elteltével a taptalajokon kifejlodott kolonidkat mikroszkop alatt megfigyeltiik €s jellemeztiik.
A koldnidkat megkiilonboztethetjiik a telepek allaga, alakja, felszine, széle és szine alapjan,

mely modszert mindenki altalanosan alkalmazza (Klement és tarsai, 1990; Puskas, 1986).

Gram tulajdonsag

Az izolatum 24 o6rés friss tenyészetét Petri-csészében neveltiik, majd steril fogpiszkaldval
egy-két koloniat vesziink, majd targylemezre tessziik, 3%-os KOH oldatot cseppentiink ra és
homogenizaljuk. Finom dorzs6lés utan lathatova valik, hogy a vizsgalni kivant baktérium
sejtfala feloldddott (az elegy nyuldssa valt), tehat Gram-negativ, vagy nem oldddott fel (az

elegy vizszerll), tehat Gram-pozitiv tulajdonsagu.

Hiperszenzitiv reakcid

A baktérium szuszpenziot (5x107 sejt/ml) a dohanylevél (Nicotiana tabacum L. cv.
xanthi) szovetébe juttattuk injekcios tiivel. Majd 24-48 ora elteltével figyeltiik, hogy
megallapithaté-e a hiperszenzitiv reakcio kialakulasa, a gyors szdveti nekrozist vagy sem

(Klement, 1963).

Patogenitasi és gyors azonositasi teszt

A betegségek mikrobidlis eredetére vonatkozoan teljesiilniik kell a Koch-féle

posztulatumoknak, melyek a kovetkezéek (Koch 1876):
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1. A kérokoz6 minden beteg ndvénybdl kimutathatd

2. A koérokozé izoladlva mesterségesen tenyészthetd (nem obligat parazita esetében) vagy

obligat parazita esetén, fogékony gazdandvényen (tiszta tenyészet).

3. Az eredeti, de egészséges gazdandvény inokulalva a kérokozo a tiszta tenyészetébdl azonos

tiineteket hoz 1étre, mint a megfigyelt eredeti novényen.

4. A korokozo kimutathatd ezekbdl az inokulalt novényekbdl és ismét tiszta tenyészetbe
hozva ugyanazok a tenyészbélyegek figyelhetéek meg, mint a 2. 1épésben nem obligat

parazita esetén.

A patogenitasi tesztet hajtason kell elvégezni. Az alkohollal fertétlenitett fiatal didhajtasokat a
koérokozd 24 oras tiszta tenyészetébdl desztillalt vizzel készitett elegyével fertdztik. A
didhajtas cstcsi részEétél szamolva a 2. teljesen kifejlodott levél honaljdba juttattuk be
injekcios tiivel a 107 sejt/ml toménységli szuszpenzidt. A kontroll hajtast steril, desztillalt
vizbe martott tiivel szartuk meg, majd mind a fert6zott, mind a kontroll mintakat 26 °C-on és
80% relativ paratartalom alatt, steril mlianyag dobozban tartottuk. A megfeleld paratartalmat
nedves szlirOpapirral biztositottuk, az eredményeket a hajtadsokon 1-3 honap, elteltével

értekeltiik.

Moretti és Buonaurio (2010) gyorstesztet dolgoztak ki a korokozd gyorsabb azonositdsa
érdekében. A teszt soran éretlen didtermés burkat fert6zték Brenneria nigrifluens, Dickeya
chrysanthemi, Erwinia rhapontici, Ralstonia pickettii, Spingobacterium spiritovorum
baktériumfajokkal. Korabban a kutatok ezeket a baktériumokat veélték a kéregfolyas
korokozdjanak, mert e fajokat mutattak ki a mintakbol. Az inokulaciot kovetd 2. napon a
burok fert6zott részén nekrozis volt megfigyelhetd, és a sebbdl barnas folyadékeseppek tiintek
eld, amit csak a Brenneria nigrifluens faj okoz. Ezt a gyors modszert alkalmazzak a di6 egyik
legjelentdsebb betegsége, a Xanthomonas arboricola pv. juglandis baktériumfaj patogenitasi
vizsgalatara 1s. Ezeket a vizsgalatokat is elvégeztik a hazai ¢és torzsbaktériummal
Osszehasonlitva, valamint mas hazai izolatumokkal (Brenneria goodwinii, Xanthomonas
arboricola pv. juglandis és Erwinia amylovora) is.

Az alkohollal fertétlenitett zold didkat a korokozd 24 oOras tiszta tenyészetébdl desztillalt
vizzel készitett elegyével fertdztilk. A zo6ld did burkat megszirtuk a 10 sejt/ml toménységi
szuszpenzioba martott tlivel. A kontroll terméseket steril, desztillalt vizbe martott tiivel

szurtuk meg, majd mind a fertdzott, mind a kontroll mintdkat 26 °C-on és 80% relativ
28



paratartalom alatt, steril mlianyag dobozban tartottuk. A megfeleld paratartalmat nedves

szlrpapirral biztositottuk, az eredményeket a terméseken 7 nap elteltével értékeltiik.

Koérokozo azonositasa biokémiai mddszerrel

A biokémiai tulajdonsagok vizsgalata gyorsteszttel torténik. Az API csikok széaraz
formaban tartalmazzdk a mikrébdk enzimaktivitdsanak ¢€s cukorbontasi képességének
vizsgélatdhoz sziikséges szubsztratokat. Az enzimaktivitasi tesztet a baktériumok tiszta
tenyészeteinek szuszpenzidjaval inokuléltuk, ez végzi a szubsztratumok rehidratalasat (Toth
¢s Palatinszky 2012; Végh 2012). Az API20E esetében a gyartd utasitdsait (Biomérieux,
Marcy I’Etoile, France) végeztikk el. Az izolatum esetében a kitek mintahelyeinek
megtoltéséhez, a kitekhez tartozéd specidlis taptalajokhoz 107 sejt/ml toménységli baktérium
szuszpenziot hasznaltunk. A gyorstesztet 36 °C-on inkubaltuk és 24-48 h elteltével értékeltiik,
az indikator szinvaltozédsa vagy a megfeleld reagensek hozzdadasa utani szinvaltozas jelzi a
baktérium biokémiai tulajdonséagait. Az API20E kit értékelése soran az eredményeket a gyartd
altal rendelkezésiinkre bocsatott pozitiv és negativ minta-tesztcsikok alapjan értékeltiik (25.

abra).

L

25. abra: API20E pozitiv (felsé sr) ¢és negativ (alsé sor) teszt
(http://www.tgw1916.net/Tests/api.html)

3.3.5. Korokozo azonositasa molekularis modszerekkel

A molekularis vizsgalatok koziil a baktériumok identifikaldsara, taxondmiai
vizsgalatok kivitelezésére a legelterjedtebb moddszer a 16S rRNS-t kodoldo gén
bazissorrendjének meghatdrozasa szekvencia analizissel. A vizsgalat folyamata hosszadalmas,
¢és koltségigényes. El6szor a baktérium tiszta tenyészetébdl szarmazo szuszpenzidt polimeraz
lancreakcionak kell alavetni, amely megsokszorozza a baktérium, 6rokitd anyaganak vizsgalni
kivant részét. Ezutan a tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy vektorba ligdltuk, mely
lehet6vé tette, hogy a kdvetkezoé folyamatban Escherichia coli baktériumba transzformaljuk a
szekvenalni kivant szakaszt. A szekvenalés eltti utolsé miivelet a plazmid tisztitdsa, melyet
egy Kit-tel végeztiink.
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PCR vizsgalat
Primerek:

forward (63f) szekvencia: 5’-caggcctaacacatgcaagtc-3’

reverse (1389r) szekvecia: 5’-acgggcggtgtgtacaag-3’

Az elegy Osszetétele (50 ul végtérfogatra):

2 ul baktérium szuszpenzio (107 sejt/ml)
35,5 wl steril H,O

1 pl primer 63f (20 pmol/pl)

1 pl primer 1389r (20 pmol/ul)

3 ul MgCl; (25 mM)

5 ul 10x Taq puffer (+ KCI — MgCl,)
0,5 pl Taq polimerdz enzim (5 u/pl)

2 ul 5 mM dNTPs

A reakcid paraméterei:

1. 94 °C-on 3 perc kezd6 denaturalas (1 alkalommal)

2. 94 °C-on 15 masodperc denaturalas (a két komplementer DNS szal szétvaldsa)

3. 55 °C-on 0,5 perc anellalas (a primerként szolgalo oligonukleotid kapcsolodasa)

4. 72 °C-on 1,5 perc elongacio (lanchosszabbités)

A 2. - 4. reakciok 35 cikluson 4t ismétlédnek, majd egy zard szintézis kovetkezik 72 °C-on,

10 percig.

Gélelektroforézis

A PCR terméket GelRed-del (Biotium) festett 1%-os agar6z gélben, vizszintes mini
elektroforézis késziilékben valasztottuk el, 140 V-tal, TBE pufferben [1x TBE (12,11 g Tris,
5,135 g borsav, 0,372 g EDTA 1000 ml desztillalt vizben)]. A nukleinsav frakciokat ates6
ultraibolya fényben (254 nm) értékeltiik és fényképeztiik (UVP, BioDoc- ItTM System).

A PCR-termék tisztitasa

A PCR terméket a High Pure PCR Product Purification Kit-tel a gyarté (Roche) utasitasait

kovetve tisztitottuk.
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Ligalas

A tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy vektorba ligaljuk, melyet kifejezetten PCR-
termékekhez ajanlanak. A ligalashoz a kovetkezoket mértiik 6ssze (10 ul végtérfogatra):

5 wl steril H20

1 ul plazmid (pGEM-T Easy)

1 ul puffer (T4 DNS ligaz 10x-es puffere)

1 wl enzim (T4 DNS ligaz enzim, 5 u/ul)

2 ul inzert (tisztitott PCR-termék)

Ezt 6 6ran 4t szobahOmérsékleten ligaltuk.
Transzformalas Escherichia coli DH 5a torzsébe

A -70 °C-on tarolt kompetens sejtet jégen kiolvasztottuk, a ligdtumot szintén jégre tettiik. A
mar felolvadt kompetens sejtet hozzamértiik a ligaitumhoz, 30 percig hagytuk jégen allni,
majd egy percig 42 °C-on tartottuk, hogy kinyiljanak az Escherichia coli baktérium porusai és
a plazmid bejuthasson. Ezutan azonnal jégre tettiik és 6t percig jégen tartottuk. Ezt kdvetden
hozzdmértiink 500 pl antibiotikum-mentes 2TY folyékony taptalajt, és ezzel Gsszeforgattuk.
Egy 6ran at 37 °C-on razattuk. Ez alatt ampicillin tartalma LB szilard taptalajra 10 pl IPTG-t
¢és 40 ul X-Gal-t (Fermentas) szélesztettiink, és megvartuk, mig megszarad. A razatas utan az
elOkészitett taptalajra 100 pl, ill. 50 pl-t kikentiink a mar felszaporodott baktérium

tenyészetbdl. Szaradas utan a lemezeket egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.
Plazmid tisztitas szekvenalashoz

A kivalasztott klont 2 ml folyadékkultiraban (ampicillines LB) ujra felszaporitottuk (37 °C,
egész ¢jszakan at torténd razatas). A baktériumkultaraval toltott Eppendorf csovet 3 percig
centrifugaltuk szobahdmérsékleten, majd Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-tel (Bio-Rad)

a gyarto utasitasai szerint tisztitottuk.
Minipreparatum készitése

Harom egyedi fehér koloniabol 2-2 ml folyadékkultiraba (ampicillines LB) inokulaltunk, és
37 °C-on ¢jszaka razattuk. A baktériumkultarat 3 percig centrifugaltuk. A feliiluszot
ledntottiik, és a pellethez hozzaadtunk 200 ul ,,A” oldatot (15 mM TRIS HCI pH: 8, 10 mM
EDTA, 50 mM glikéz), Vortex segitségével 0Osszekevertik, majd o6t percig
szobahdmérsékleten allni hagytuk. Aztan hozzdmértiink 400 pl ,,B” oldatot (0,2 M NaOH, 1
% SDS), 6sszeforgattuk, majd 300 ul ,,C” oldatot (60 ml 5 M Na-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5
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ml steril H,O) és ezzel is Osszeforgattuk, 6t percre jégre helyeztik, azutdn Gt percig
szobahOmérsékleten centrifugaltuk. A feliiliszot ) Eppendorf csébe toltottik, igy 6t percig
centrifugaltuk, majd a feliiliszot ismét uj Eppendorf csébe toltottiik, és hozzaadtunk 600 ul
izopropanolt, ezzel 6sszeforgattuk, €és 0t percig centrifugaltuk szobahdmérsékleten. Elontottiik
a feliiluszot, lecsopogtettiik, és a pellethez hozzaadtunk 200 pl ,,D” oldatot (0,1 M Na-acetat
pH: 7, 0,05 M TRIS HCI pH: 8), ezt hagytuk szobahémérsékleten allni 10 percig, majd
Vortex segitségével kevertiik, végiil 400 pl etanollal 6t percig centrifugaltuk, a feliiliszot
elontottiik, és a pelletet beszaritottuk 30 perc alatt. Utolso 1épésként a pelletet visszaoldottuk

100 pl RNase TE-ben (1 ml 10x TE, 9 ml steril H,O, 10 ul RNase (10 mg/ml)).
Az inzert ellenérzése

A Minipreparatum modszerrel tisztitott rekombinans klonok plazmidjaibol EcoRI enzimmel
ellendriztiik a PCR-termék beépiilését. Az ECORI enzim jol hasznéalhaté erre a célra, hiszen a
beépiilés helye mellett mindkét oldalon megtalalhat6 ez a specifikus hasitohely. A reakcidohoz

az alabbiakat mértiik 0ssze (10ul végtérfogatra):

2 ul plazmid (0,5 pg)

1 ul 10x EcoRI puffer

0,2 pl EcoRI enzim (10 u/ul)

6,8 ul H,O

Az Eppendorf csoveket 1 oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a mintakat 1 % agar6z gélben

elektroforetizaltuk, és ellendriztiik a megfeleld hosszusagu inzert kivagodasat.
A nukleinsav szekvencia meghatarozasa és analizise

A tisztitott PCR termékeket Szegedre, a BayGen Novénygenomikai, Human Biotechnologiai
¢s Bioenergiai Intézetbe kiildtlink a szekvencia meghatdrozasara. A szekvencidk
Osszeillesztéséhez a CLC SEQUENCE Viewer 6.5.1. szekvencia analizalé programcsomagot
hasznaltuk. A szekvenciak Osszehasonlitasahoz az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) adatbazist hasznaltuk fel. A filogenetikai torzsfa elkészitéséhez és a szekvencidk

Osszehasonlitasdhoz a CLC szekvencia analizalo programcsomagot hasznaltunk.
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3.3.6. Diofajtak fogékonysagi vizsgalata

A korokozd hazai megjelenése magéval vonta a termeldk, kutatok érdeklddését az
egyes fajtak fogékonysagaval kapcsolatban. Ennek eleget téve kezdtiink vizsgalatokat, s
teszteltiik a hazankban forgalomban 1év6 hazai nemesitési fajtakat, egy fajtajeldltet, valamint
az alanyként Magyarorszagon kevésbé hasznalt fekete diot (Juglans nigra). Fajtanként 20-20
darab éretlen zold di6 termést gyiijtottiink az Allami Gyiimdles- és Disznovénytermesztési
Kutatdo Fejlesztd Kozhaszni Nonprofit Kft. érdi és budatétényi telephelyén, majd azt
felcimkézve, hitott korilmények kozott tarolva a Budapesti Corvinus Egyetem
Novénykortani Tanszékének laboratériumaba szallitottunk. A laboratériumban alkohollal
alaposan fertdtlenitettiink a termést, 15 db-ot inokulaltunk a baktérium 24 o6rés tenyészetébol
desztillalt vizzel készitett, 10" sejt/ml tdménységli szuszpenzidjaval steril fogpiszkaloval,
kontrollként 5 darabot pedig steril desztillalt vizzel inokulaltunk a sebzés egyontetiisége miatt.
Ezutan steril milanyag dobozba helyeztiik, ahol biztositottuk a baktérium szaméra optimalis
feltételeket (24-26 °C, 80% RH). A fert6zés eredményét 7 nap utan értékeltiik, a termések
szétvagasaval és a tiinetek megallapitdsaval (Moretti €s Buonaurio, 2010). A sajat

értékeléseink soran 2 csoportot kiilonboztettiink meg (26. abra):

l. tlinetmentes;

. vizeny0s, nekrotikus folt jelentkezett a szrasnyom koriil; az egész
termés megfert6zodott, a dio belseje barnult, feketedett és eléfordult,
hogy elfolyositotta a termést és valadék tort a felszinre.

26. abra: A zold dio fogékonysagi kategoriai
(L= tiinetmentes, I1.= részleges, teljes nekrotizacio)
(Fot6: Borsos Gergely, 2012)

A nyér folyaman 2 alkalommal végeztiik el a fertdzést, els¢ alkalommal a hazai
izolatummal, masodik alkalommal a Génbankbdl szarmazé referencia izolatummal
(DSM30175). Az 6sz folyaman tervezziik a hajtas fert6zését is oltvanyokon, ugyanazokon a

fajtakon, amelyeken a zold di6 fertdzést is elvégeztik.
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4. Eredmények
4.1. A korokozo azonositasa klasszikus modszerekkel
4.1.1. A Brenneria nigrifluens okozta tiinetek

A korokozo tiinetei konnyen észrevehetdek, megjelennek a fiatal fadkon és az idésebb
fakon is, foleg a torzson, vastagabb agakon. Jellegzetesen a sebzéseken, kartevok altal
1étrejott lyukakon, vagy egyszeriien a torzson keletkezo természetes mikro repedéseken fertéz
a korokozo, melyet barnas-feketés folyas jelez. Késobb ezen a folyadékon, valadékon

megtelepednek masodlagos kérokozok is (27. és 28. abra).

27. abra: A Brenneria nigrifluens 28. abra: A korokozo tiinete idds diofak
okozta tiinet idds diofa térzsén torzsén
(Foto: Borsos Gergely, 2013) (Foto: Végh Anita, 2012; Toth Annamaria,
2012)

4.1.2. A korokozo tenyészete

A korokozé King-B taptalajon, 24 ora elteltével ép széli, sima feliiletii fehéres
koloniat, mig az EMB taptalajon 2-3 nap elteltével 27+1 °C-on fémes-zdlden fényld, lilas

szin(i, sima feliiletd, ép szélii koloniat képez (29. abra).

g

29. abra: A hazai izolatum (Bn-Walnut-Zn-Hunl) tenyészete King-B (I.) és
EMB taptalajon (IL.)
(Foto: Borsos Gergely, 2013)
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4.1.3. Gram-féle tulajdonsag

A 3%-o0s kalium-hidroxid feloldotta a baktérium sejtfalat, igy az altalunk vizsgalt

izolatum Gram-negativ volt.
4.1.4. Hiperszenzitiv tulajdonsag

Az izolatumok 107 sejt/ml tdménységii szuszpenzidjaval inokulalt Nicotiana tabacum
cv. "White Burley’ dohany novények levelein 48 6ra elteltével sem alakult ki a hiperszenzitiv

reakciot jelzé szoveti nekrézis (30. abra).

30. abra: A korokozo hiperszenzitiv reakcidja dohanyndvény levélén
(.- hazai izolatum-Bn-Walnut-Zn-Hun1; Il.- kontrollként Erwinia amylovora)
(Foto: Végh Anita, 2012)

4.1.5. Patogenitasi teszt, gyors azonositasi modszer

Kisérletiinkben visszafertdztiink diovesszoket, illetve éretlen (z6ld did) terméseket a
baktérium szuszpenzioéval. Az inokulalt ndvényi részek kiilonbdz6é mértékben fertdzodtek.
Megallapitottuk, hogy a z6ld di6 10 nap alatt intenziven reagalt a fertézésre, a did
bélallomanyaban barnas elhalds volt megfigyelhetd, fekete folyadék is kialakult, mely
alkalmas a korokoz6 gyors azonositdsi modszerére. A didhajtdsok esetében 1-3 honap
elteltével alakultak ki, nagyon gyenge, kevésbé tipikus tiinetek. A hajtasokat kettévagva
tapasztaltunk nagyon halvany, feketés csikokat, de a barnds-feketés valadék a fertdzést
kovetden 3 honappal sem jelent meg. A hajtasokrdl és a zold diordl is visszaizolaltuk a

korokozot (31. abra).
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31. abra: Patogenitasi teszt eredménye z6ld dion (1.) és vesszon (11.)

(Foto: Végh Anita, 2012; Borsos Gergely, 2012)

4.1.6. A koérokozo biokémiai jellemzdi

Az API 20E kit alapjan az altalunk vizsgalt izolatum pozitiv reakciokat adott citrat
hasznositasra, H,S termelés, ureaz termelés, acetoin termelésre valamint gliikkdz, inozit,
szachardz és arabindz vizsgalatokban (1. tablazat). Az oxidaz-teszt soran az izolatum negativ

reakciot adott. Az éaltalunk vizsgalt baktérium biokémiai vizsgalatok alapjan nagy

valoszintiséggel az Enterobacteriaceae csaladba tartozik.

1. tablazat: Az API20E 24 6rés teszt eredménye a diordl szdrmazo

Bn-WalnutZa-Hun! izolatum esetében

ONPG 3-galaktozidaz GEL | Gelatinaz
ADH arginin-dihidrolaz GLU Glukoéz
LDC | Lizin DeCarboxilaz MAN Mannit
ODC | Ornitin DeCarboxilaz INO Inozit

CIT Citrat hasznositas SOR Sorbit
H,S H,S termelés RHA | Rhamnoéz
URE Ureadz SAC | Sacharoz
TDA | Triptofan DeAminaz MEL | Melibidz
IND Indol termelés AMY | Amygdalin
VP Acetoin termelés ARA | Arabinoz

4.2. A korokozo molekularis vizsgalata

A diorol szarmazo izolatum 16S rRNS gén molekularis vizsgélata soran, a reakcid

eredményeként kb.1300 bp hosszusagu PCR-termék keletkezett (32. abra).
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~1300 bp

32. abra: Dior6l szarmazo6 izolatum (Bn-Walnut-Zn-Hun1) PCR analizise

Jelmagyarazat: 1.- 1 kB méretmarker,
2.- Di6rol szarmazo6 izolatum (Bn-Walnut-Zn-Hunl)
3.- Negativ kontroll

Minipreparatum

A harom minipreparatum mindegyikénél a plazmid tartalmazta a kivant hosszusaga
PCR-terméket. Az 3-as szamu klont valasztottuk ki, és szaporitottuk fel a szekvencia

meghatarozasahoz.

Tisztitott, ECORI enzimmel emésztett plazmid

Az EcoRI enzimmel emésztett rekombinans plazmidokboél a vart 1300 bp hosszusagh
inzertek vagodtak ki (33. abra).

3000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

33. abra: A diérdl szarmazo6 izolatum hasitott plazmidja

Jelmagyarazat: 1. — 1 kb méretmarker, 2.,3., 4. — rekombinans plazmid
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Rokonsagi kapcsolatok feltardsa

A magyar izolatum (Bn-Walnut-Zn-Hunl) részlegesen meghatarozott 16S rDNS
nukleotid szekvencidjat (1325 bazis) elkiildtik a nemzetkdzi adatbankba, amely az
HE936707 hivatkozési szamon talalhato.

A nemzetkodzi adatbazisban talalhaté szekvencidkkal Osszehasonlitottuk a didrél
szdrmazo6 izolatum szekvencidjat. Az Osszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 100%
homologiat nem mutatott egyik adatbankban felleheté mas Brenneria nigrifluens
izolatummal sem. Az NCBI adatbazisban megtalalhat6 izolatumokkal 98-99%-o0s homologiat
mutatott. Az 6sszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 99% homoldgiat mutatott a hazai
izolatum a JX484739 és a JX484740 hivatkozasi szamon talalhato szerbiai izolatumokkal, a
FJ611884 és a 296095 hivatkozési szdmon taldlhatd amerikai izolatumokkal és az AJ233415
hivatkozasi szamon talalhaté német izolatummal. 98% homologiat mutatott a hazai izolatum
az NR 026048 hivatkozasi szamon talalhaté izolatummal. Az adatok alapjan elkészitettiik a
filogenetika torzsfat (34. abra). A filogenetikai fan megfigyelhetd, hogy a diordl szarmazo
hazai izolatum eltér az eddigi kiilonb6z6 orszagokban azonositott, leirt Brenneria nigrifluens

torzsekhez képest.

<+ Bn-Walnut-Zn-Hun1

621 JX484739

s JX484740
FJ611884

58 7 96095

—— NR026048

— AJ233415

0,003

L J
L )

34. abra: Brenneria nigrifluens izolatumok filogenetikai torzsfaja, adatbanki hivatkozasi
szammal, Bn-Walnut-Zn-Hunl a sajat izolatumunk

Magyardzat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymastdl vald genetikai tavolsagat
mutatjak, a fliggéleges vonalak az izolatumok egyezOségét jelzik az eldgazasokig. Az
elagazasoknal feltiintetett szdmok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel
esetén, mely filogenetikai fa megbizhatésagat mutatja. A torzsfa alatti skala 3 bazisvaltozast
mutat 1000 bazisonként.
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4.3. A diofajtak fogékonysaganak vizsgalata

A vizsgélatokat 2013. julius honapjaban végeztiik, a did héjanak keményedése elott.
Fajtanként 20-20 db termés begyiijtése, megfeleld elokészitése utdn 15-15 darabot fertdztiink
meg a baktérium 10 sejt/ml toménységli szuszpenziodjaval, 5-5 darabot pedig steril desztillalt
vizzel inokulaltunk. A zold didkat 7 nap utan félbevagva értékeltiik. Az értékelés soran 2

csoportot kiilonboztettiink meg (35. abra):

l. tlinetmentes;

Il. vizenyOs, nekrotikus folt jelentkezett a szurasnyom koriil; az egész
termés megfert6zodott, a did belseje barnult, feketedett és eléfordult,
hogy elfolyositotta a termést és valadék tort a felszinre.

35. abra: A zold di6 fogékonysagi kategoriai
(I.-tiinetmentes, II.-mesterségesen fert6zott zold didtermés tiinetei)
(Foto: Borsos Gergely, 2013)

A kiértékelés soran fajtdk kozti tényleges kiilonbséget nem taldltunk, minden fajta
termése egyontetlien fogékony a korokozora. A kontroll terméseken latszik az inokulalés
helye, de nem alakult ki a kdrokozora jellemz6 tiinet (35. abra). Bar a leger6sebb tiineteket a
Juglans nigra esetében tapasztaltunk, mely teljesen elfeketedett és amelyen baktériumnyalka
is megjelent (36. abra). A fert6zott termésekrdl a korokozot vissza is izolaltuk. A baktérium
szamara az éretlen di6 belseje optimalis kdzegnek bizonyult, a termések bélallomanya laza,
vizzel teli, a megfelelé hdmérsékletet biztositva konnyen kialakul a baktériumra jellemzd

rothadas, feketés folyadék kivalas.

36. abra: Mesterségesen fert6zott zo1d dio termések
(I.-’Milotai bétermé’, II. *Juglans nigra’)
(Foto: Borsos Gergely, 2013)
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A z6ld dio mesterséges fertdzési kisérlet soran osszehasonlitottuk a hazai Bn-Walnut-
Zn-Hunl izolatumot egy referencia izolatummal a DSM30175 szamuval. Az eredmények
alapjan nem tapasztaltunk kiilonbségeket (37. abra). Minden vizsgalt diofajta, a fofajtak az
A 117°, ’Alsoszentivani kései’, ’Bonifac’, "M 10°, ’Milotai intenziv’, ’Milotai kései’,
’Milotai bétermd’, *T 83°, egy fajtajelolt ("BD6’) valamint az alanyként Magyarorszagon
kevésbé hasznalt fekete di6 (Juglans nigra) is fogékonynak bizonyult, mert kialakultak a

baktériumra jellemz0 tiinetek.

37. abra: Mesterségesen fert6zott *Milotai intenziv’diofajta zold diodi

(I.-hazai izolatummal és a II.- DSM30175 torzsbaktériummal inokulalt zold diok)

(Fot6: Borsos Gergely, 2013)

A z06ld dié mesterséges fertdzése alkalmas a koérokozd gyors azonositisara és mas,
nem Brenneria nemzetségbe tartozd baktériumfajoktol vald elkiilonités tesztelésére is.
Kisérleteink soran nemcsak a Bn-Walnut-Zn-Hunl és a DSM30175 referencia izolatummal
végeztiink vizsgalatokat, hanem mas hazai 2013-ban izolalt Brenneria goodwinii,
Xanthomonas arboricola pv. juglandis és egy Erwinia amylovora baktériumfajjal is (38.
abra). A Brenneria nemzetségbe tartozo fajok fertézték a zold diot, amelyet a Xanthomonas
arboricola pv. juglandis is fert6zott. A tiinetek hasonloak, de a Xanthomonas faj esetében
kevésbé voltak intenzivek és nem folyosodtak. Az Erwinia amylovora baktériumfaj azonban
egyaltalan nem fertdzte a z6ld didt, az inokulalast kovetd 10. napon sem. Tehat a zold did
fertézés alkalmas a Brenneria nigrifluens baktériumfaj gyors azonositasara, tesztelésére €s

mas baktériumfajoktol valo elkiilonitésre.
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38. abra: Kiilonboz6 baktériumfajokkal inokulalt z61d diok
(1.-Brenneria goodwinii, Il.- Xanthomonas arboricola pv. juglandis, I1l. Erwinia
amylovora)
(Fotok: Zambo Agnes, 2013; Végh Anita, 2013)

A fajtak fogékonysagi vizsgalatat a hajtasfertézésekkel folytatjuk november folyaman,
ahol konténerezés utan mesterségesen fertdziink fiatal, kereskedelmi forgalomban kaphato
oltvanyokat. Mivel a korokozo a di6 torzsén okoz tiineteket, ezért fontosnak tartjuk a hajtasok
fogékonysagat tesztelni, mivel a fajtak fogékonysdganal elsOsorban ezen eredmények

lennének a legfontosabbak.
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5. Kovetkeztetések levonasa, osszefoglalas

A di6 termdteriiletének ¢és az allomanysiriségének novekedése, az import aru
ellendrzésének nehézségei, a nemzetkdzi kereskedelem hatarnélkiilisége, az iddjarasi
koriilmények szélsdségessége, a novényvédelmi problémak ndvekedését vonja maga utan,
ami miatt a dié az igényes kultirak kozé 1épett elé az utobbi években. 2012-ben tobb helyen
1s megfigyelték hazankban, hogy a diofak torzsén fekete folyas jelentkezik. Kiilfoldi
szakirodalmi adatok (Wilson és tarsai, 1957; Hauben és tarsai, 1998) kutatasa utan a tiinetek
alapjan nyilvanvalova valt egy 0j baktériumfaj, a Brenneria nigrifluens hazai megjelenése.

A korokozo tiinetei megjelennek a fiatal fakon és az idésebb fakon is, féleg a térzson,
vastagabb 4gakon. Jellegzetesen a sebzéseken, kartevOk 4altal 1étrejott lyukakon, vagy
egyszerien a torzson keletkezd természetes mikrorepedéseken fertéz a korokozd, melyet
barnas-feketés folyas jelez. Késébb ezen a folyadékon, valadékon megtelepednek masodlagos
korokozok is. Ezeket a tiineteket mar Wilson és tarsai 1957- ben feljegyezték Kalifornidban.
A korokozo6 King-B taptalajon, 24 ora elteltével ép szEli, sima feliiletli fehéres koloniat, mig
az EMB taptalajon 2-3 nap elteltével 271 °C-on fémes-zolden fényld, lilds szindi, sima
feltileti, ép szEélii koloniat képez, melyet Jamalzade és tarsai (2009) €s Menard €s tarsai
(2004) is megallapitottak. Az API 20E kit alapjan az &ltalunk vizsgélt izoldtum pozitiv
reakciokat adott citrat hasznositasra, H,S termelés, ureaz termelés, acetoin termelésre
valamint gliikoéz, inozit, szachar6z ¢€s arabinoz vizsgalatokban. Az oxiddz-teszt soran az
1zolatum negativ reakciot adott. Az altalunk vizsgalt baktérium biokémiai vizsgalatok alapjan
nagy valoszinGséggel, az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, mely eredmények
megegyeznek a kiilfoldi kutatok altal leirt biokémiai tulajdonsagokkal (Menard és térsai,
2004; Saccardi és tarsai, 1998; Jamalzade és tarsai, 2009; Popovic ¢és tarsai, 2013). Gram
tulajdonsagat tekintve Gram-negativ a baktérium, és dohanyndvényen nem ad hiperszenzitiv
reakciot (Klement és tarsai, 1964, Wilson és tarsai, 1957). Klement ¢és tarsai (1964) azt
allapitottak meg, hogy csak azok a baktériumok adnak hiperszenzitiv reakciot, melyek
novénypatogének. Azon baktériumfajok, melyek nem adnak gyors szdveti nekrozist, azok
szaprofita szervezetek (Klement és tarsai, 1964). Ma mar szamos olyan baktériumfaj létezik
és keriilt leirasra nemzetkozi folyoiratokban (pl.: Acidovorax avenae subsp. citrulli torzsei),
melyek nem adnak hiperszenzitiv reakciot és mégis patogén szervezetek.

A didrol szarmazo hazai izolatum 16S rRNS gén molekuléris vizsgalata soran, a
reakcié eredményeként kb.1300 bp hossziisagi PCR-termék keletkezett (Osborn és tarsai,
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2000). Az izolatum (Bn-Walnut-Zn-Hunl) ezen 6rokité anyag szakaszanak meghatarozott
szekvenciajat (1325 bazis) elkildtik a nemzetkozi adatbankba, amely az HE936707
hivatkozasi szamon talalhat6. Az NCBI adatbazisban megtalalhat6 izolatumokkal 98-99%-0s
homologiat mutatott. Az adatok alapjan elkészitettilk a filogenetika torzsfat, melyen
megfigyelhetd, hogy a didrdl szarmazé hazai izolatum eltér az eddigi kiillonbozd orszagokban
azonositott, leirt Brenneria nigrifluens izolatumokhoz képest.

A Brenneria nigrifluens a természetben nem okoz tiineteket a zold dion (Wilson és
tarsai, 1957; Hauben ¢és tarsai, 1998), de a korokozd hazai megjelenése magaval vonta a
termeldk, kutatok érdeklodését az egyes fajtak fogékonysagéaval kapcsolatban. Wilson és
tarsai (1957) szerint a diofajtak jelentés része fogékony, amit Menard és tarsai (2004)

valamint Saccardi és tarsai (1998) is megerdsitettek.

Mesterséges fertdzési kisérleteket végeztiink a hazdnkban forgalomban 1évd, hazai
nemesitésti fajtdk CA 117°, ’Alsdszentivani kései’, 'Bonifac’, "M 10°, ’Milotai intenziv’,
"Milotai kései’, Milotai botermd’, *T 83’), egy fajtajelolt ("BD6’) valamint az alanyként
Magyarorszagon kevésbé hasznalt fekete dio (Juglans nigra) termésén. Fajtanként 15-15
darabot fertéztiink meg a baktérium 107 sejt/ml toménységii szuszpenzidjaval, 5-5 darabot
pedig steril desztillalt vizzel inokulaltunk kontrollként. A z6ld didkat 7 nap utan félbevagva
értékeltiik. A kiértékelés soran fajtak kozti kiillonbséget nem taléltunk, minden fajta termése
egyontetien fogékony a korokozor, bar a Juglans nigra termésén intenzivebb tiinetek
alakultak ki és baktériumnyalka is megjelent. A baktérium szdmara az éretlen di6 belseje
optimalis kozegnek bizonyult, a termések bélallomanya laza, vizzel teli, a megfeleld
homérsekletet biztositva konnyen kialakul a baktériumra jellemz6 feketés folyadék kivalas
(Wilson és tarsai, 1957; Hauben ¢és tarsai, 1998; Menard és tarsai, 2004), amelyet Moretti és
Buonaurio (2010) is feljegyzett mar. A hazai izolatum és a referencia izolatum
Osszehasonlitdsa sordn azt tapasztaltuk, hogy nincsen kiilonbség a baktériumok kozott a
tiinetek tekintetében. Moretti és Buonaurio (2010) kisérletben alatdmasztotta, hogy a zo6ld did
termésének fertdzésével konnyen azonosithatjuk a Brenneria nigrifluens baktériumfajt, mely
egyben alkalmas mas baktériumfajoktol valo elkiilonitésre, gyors azonositdsra is, melyet a
sajat vizsgalataink eredményei is alatamasztanak. A mesterségesen fert6zott zold diot a
Brenneria nigrifluens, a Xanthomonas arboricola pv. juglandis fert6zte, azonban az Erwinia
amylovora nem. A fajtak fogékonysagi vizsgalatat a hajtasfertézésekkel folytatjuk &sszel.
Mesterségesen fertdziink fiatal, kereskedelmi forgalomban kaphatd oltvanyokat. Mivel a

koérokozo a did torzsén okoz tlineteket, ezért fontosnak tartjuk a hajtdsok fogékonysagat
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tesztelni, mert a fajtadk fogékonysaganal elsOsorban ezen eredmények lennének a
legfontosabbak.

Mind klasszikus, mind molekularis modszerekkel bizonyitottuk, hogy a hazankban
begylijtott mintaban, a korabban hazankban ismeretlen Brenneria nigrifluens baktériumfaj
volt a tiinetekért felelés korokozo.

Eredményiink 0j tudoméanyos eredménynek szamit, mert a Brenneria nigrifluens
baktériumfaj diofa torzsén torténd megjelenésérdl hazankban még nem szamoltak be,
valamint fajtafogékonysagi vizsgalatokat sem végeztek. Megallapitottuk, hogy a zold dio
mesterséges fert6zése alkalmas a Brenneria nigrifluens baktériumfaj gyors azonositasara és
mas baktériumfajoktol valé gyors és olcsod elkiilonitésére. A diofa sekély kéregrak
betegségének megjelenése a spontdn fert6zddésének ¢€s a koérokozd fennmaradasanak
lehetdségét, valamint jarvanyszer(i fellépését vetiti eld, mely gazdasagi karokat okozhat a
fiatal és id6sebb diofa iiltetvényekben, faiskoldkban egyarant. Ezért a késdbbiekben fontos a

korokozé elleni védekezési lehetdségek kidolgozasa is.
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