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Peszticid-polirezisztens hidegtűrő Trichoderma törzseket tartalmazó biofungicid készítmények előállítása
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Rövid cím: Peszticid-polirezisztens Trichoderma

Kutatási téma:

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


Trichoderma fonalasgomba izolátumok növénypatogén gombák elleni antagonizmusát a fejlett országokban (USA, Kanada, Németország, Franciaország, Svédország) már az 1980-as évek óta intenzíven kutatják. A biofungicidként történő felhasználási lehetőségükkel kapcsolatban több review, szabadalom (jelenleg mintegy 15 szabadalom világszerte, főleg az USA-ban) és forgalmazott készítmény született. Hazai kifejlesztésű készítményről vagy szabadalomról nem tudunk. Egy kivételével valamennyi szabadalmazott és forgalmazott készítmény mezoterm törzseket tartalmaz, így kicsi a hatékonyságuk a 10(C alatt is támadó növénykórokozó gombákkal szemben. Az egyetlen szabadalom, mely hidegtűrő törzseket tartalmaz, kanadai, és bár a törzsek között vannak peszticid-rezisztensek is, de ezek szelektáltan csak egy-egy fungicidre vagy herbicidre nézve biztosítanak toleranciát, így széleskörű használatuk nem lehetséges. 


Peszticid-polireszisztens Trichoderma törzsek mezőgazdasági alkalmazásában több környezetvédelmi és termésátlagfokozó lehetőség rejlik:

1. Hatékonyabb növényvédelem növénypatogén gombákkal szemben.

2. A törzsek olyan fungicid- illetve herbicidkezelt területeken is alkalmazhatóak, ahol a vad törzs nem. A kémiai fungicidek esetleg kisebb mennyiségben is biztosítják a megfelelő védelmet, illetve a Trichoderma + kémiai fungicid alkalmazásával közel 100 %-os védelem érhető el, és kisebb az esélye a kémiai fungiciddel szemben rezisztens növénypatogén gombatörzsek létrejöttének. Alkalmazásuk során a kémiai csávázószerek esetleg teljesen elhagyhatóak, és csak a levélszinten támadó gombák elleni szereket kell alkalmazni az adott területen.

3. Csökkenthető a foszfor- és nyomelemtartalmú műtrágyák használata. 

4. A területre kivitt Trichoderma a talajban folyamatosan kifejt egy növénypatogén gomba ellenes "fertőtlenítő" hatást, így az ilyen területek talajában ezen nemkívánatos gombák élőcsíraszáma évről-évre alacsonyabb lesz.

5. A Trichoderma törzsek jelentős növényi biopolimer (cellulóz, pektin, keményítő, xilánok) bontó képességük révén jelentékenyen hozzájárulnak a növényi hulladékanyagok mineralizációjához.

6. A törzsek természetesen tiszta biopeszticid-típusú növényvédelemben is alkalmazhatóak egyedül, vagy más szerekkel (pl. bioinszekticidekkel) kombinálva.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA


A fejlesztő-munka célja peszticid-polirezisztens hidegtűrő Trichoderma törzsek izolálása és nemesítése biofungicid törzsekké modern genetikai eljárásokkal 10(C alatt is támadó növénypatogén gombák ellen. A mutagenezissel és protoplasztfúzióval előállított törzsek mezőgazdaságban történő alkalmazása csökkenthetné a környezet kémiai fungicidekkel történő terhelését, mivel adott területen kevesebb kémiai fungicid alkalmazása mellett is elérhetjük a megfelelő szintű növényvédelmet, ha fungicidként gombaparazita Trichoderma törzseket és kémiai fungicideket együtt alkalmazunk.


A nemesítés során a hidegtűrő Trichoderma izolátumokból mutagenezissel a mezőgazdasági növényvédelem során gyakran alkalmazott, a Trichoderma törzseket is gátló fungicidekkel és herbicidekkel szemben hiperrezisztens vonalakat állítunk elő, és protoplasztfúzióval a törzsek rezisztencia-markereit polirezisztens utódtörzsekben egyesítjük.


A nemesítés során olyan törzsekhez juthatunk, melyeket biopeszticidként kémiai peszticidekkel kombinálva alkalmazhatunk a már hideg időszakban is támadó, búzában és kukoricában nagy veszteségeket okozó Pseudocercosporella (búza szártőbetegség), Fusarium és Pythium törzsek ellen. Reményeink szerint az ilyen típusú integrált növényvédelem alkalmazásával lényegesen kevesebb kémiai fungicid alkalmazása mellett is hatékony védelmet nyújthatunk a talajban támadó növénypatogén gombákkal szemben. A biofungicid hatáson felül, amennyiben a Trichoderma törzseket az elültetett növényi magvakon csávázószerként alkalmazzuk, a talaj ásványianyag-tartalmának feltárása révén a növények gyorsabban fejlődnek majd.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA


A fejlesztőmunka során magyarországi talaj- és avarmintákból származó, a Szegedi Tudományegyetem Természettudományi karának (SZTE TTK) Mikrobiológiai Tanszékén fenntartott Trichoderma izolátumok között hidegtűrőket keresünk, valamint további hidegtűrő törzseket izolálunk mezőgazdasági művelésbe vont talajokból származó mintákból is.


A törzsek rendszertani azonosítását követően megvizsgáljuk azok antagonizmusát talajban már hidegben is támadó, főleg kukoricában és búzában jelentős kelési veszteségeket okozó hidegtűrő növénypatogén gombákkal szemben. A vizsgálatokba a következő növénypatogén gombákat vonjuk be, melyek a Gabonatermesztési Kutató Közhasznú Társaság (GK Kht. Szeged) gyűjteményében rendelkezésre állnak: Fusarium culmorum, F. oxysporum, F. graminearum, F. moniliforme, F. nivale, Pseudocercosporella herpotrichoides és Pythium debaryanum.


A külöféle táptalajokon végzett kísérletekben legjobbnak bizonyuló törzsek egyéb ökofiziológiai képességét is megvizsgáljuk. Így tanulmányozzuk a törzsek szénforrás- és nitrogénforrás-hasznosítását, a különféle növényi hulladékanyagokban levő biopolimerek (cellulóz, xilán, keményítő, kitin és fehérjék) bontását, külső környezeti faktorok (hőmérséklet, pH, vízpotenciál) hatását a törzsek növekedésére és antagonista képességére.


Megvizsgáljuk a legjobb törzsek érzékenységét különféle, búza- és kukoricatermő területeken gyakran alkalmazott fungicidekkel és herbicidekkel kapcsolatosan. Meghatározzuk a törzsek túlélési görbéit ultraibolya fény (UV-fény), mint mutagén jelenlétében. Rezisztens mutánsokat állítunk elő UV-fény felhasználásával az 5-30%-os túlélési sávban a leginkább gátló fungicidekkel és herbicidekkel szemben.


Megvizsgáljuk a monorezisztens törzsek antagonizáló képességét in vitro táplemezes kísérletekben a megfelelő peszticid különféle koncentrációinak jelenlétében.


A kiemelkedő képességű törzsekből protoplasztokat (enyhén hiperozmotikus közegben fenntartható sejtfal nélküli sejtek) készítünk sejtfalbontó enzimek segítségével, majd a törzsek protoplasztjait páronként fúzióra késztetjük PEG-CaCl2 (polietilén-glikol + kálciumklorid keveréke) segítségével. A fúziós termékeket a megfelelő két peszticidet együtt tartalmazó táplemezeken regeneráltatjuk, majd a kinőtt dupla-rezisztens heterokarionok konidiumait mindkét peszticidet tartalmazó táplemezekre szélesztjük, és így haploid rekombináns dupla-rezisztens törzsekhez jutunk. Ezekbe a harmadik rezisztenciagén beépítése ugyanezen folyamatsor analóg megismétlésével történik majd. Amennyiben szükség van rá, további rezisztenciagéneket is bevihetünk protoplasztfúzióval a tripla-rezisztens törzsekbe.


A nemesítő munka eredményeként kapott polirezisztens Trichoderma törzsek antagonizáló képességét in vitro és in vivo egyaránt megvizsgáljuk.


Tisztázzuk a legjobb törzsek esetén a spóratermelés optimális paramétereit, majd közepes volumenű spóratermelési technológiát dolgozunk ki a törzsek számára. A kísérleti üzemben elegendő mennyiségű spórát termelünk a legjobb két törzsből, és szántóföldi kísérletekben tanulmányozzuk hatékonyságukat.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

 A mintegy 650 megvizsgált Trichoderma izolátum között 14 olyan törzset találtunk, melyek növekedni voltak képesek 4°C-on is minimál és teljes táptalajon egyaránt. 
 A 14 törzs közül öt, hidegben is jelentős kitináz, ß-1,3-glukanáz és proteáz aktivitásokat mutatott. Ugyanezen törzsek amiláz, xilanáz és celluláz enzimrendszerei is igen jónak bizonyultak.
 In vitro antagonizmus tesztekben a 14 hidegtűrő törzs közül egy T. harzianum és egy T. aureoviride törzs bizonyult a leghatékonyabb parazitának Fusarium, Pythium, Rhizoctonia és Pseudocercosporella növénypatogén gombatörzsekkel szemben.
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Alsó-Kikötő sor 9.

A GOMBATERMESZTÉS FEJLESZTÉSE A MOLEKULÁRIS BIOLÓGIA MÓDSZEREIVEL

Szerződésszám: OMFB-00352/02 (BIO-00046/01)
Kezdési időpont: 2001.11. hó
Időtartam: 2 év 7 hónap
Összes költség: 48,139 MFt
OM támogatás: 28,883 MFt
Rövid cím: A gombatermesztés fejlesztése a molekuláris biológia módszereivel

Kutatási téma: A termésbiztonság fokozása biotechnológiai módszerekkel

A Quality Champignons Kft., mint Magyarország egyik legnagyobb gombatermesztő egysége, a hazai gombaipar bázisát képezi. Saját fajtakutató laboratóriummal, fajtakísérleti központtal, gombacsíraüzemmel, I.-II.-III. fázisú komposztáló üzemekkel, konzervüzemmel, tőzegbányával, hűtőházakkal és számos termesztőházzal illetve pincével rendelkezik az ország több pontján. Ez a gombatermesztési teljes vertikum teszi lehetővé, hogy számos kísérletet (fajtakísérletek, vegyszer- és kórokozótolerancia-vizsgálatok, biológiai védekezés, stb.) tudunk elvégezni.

Jelenlegi célunk, hogy az 1996-ban megnyitott Korona Fajtakutató Laboratóriumban ez idáig nemesített hibridek számát növeljük a következő szempontok érdekében:

· termésmennyiség növelése,

· termésminőség javítása,

· beltartalmi értékek fokozása,

· íz- és aromaanyagok javítása,

· a gomba megjelenésének esztétikusabbá tétele (szín, stb.),

· a konzerv, és frisspiaci igények kielégítése (kis, közepes és nagy méretű hibridek nemesítésével),

· pikkelyesedési hajlam csökkentése,

· betegségekre való tolerancia, rezisztencia vizsgálata

· bazídiumonkénti spóraszám nyomon követése,

· a nyári termesztés feltételeinek megteremtése újabb fajták által,

· eltarthatóság fokozása,

· ökológiai adaptációt fokozó tulajdonságok elősegítése,

· termesztési ciklus lerövidülése a gyorsabban termőre forduló fajták által, stb.

Ezeknek a céloknak a megvalósítását a Fajtakutató Laboratóriumunk jelenlegi helyzetében csak részben tudja kivitelezni. A hagyományos nemesítés módszereivel már több ígéretes kétspórás csiperke (Agaricus bisporus), illetve laska (Pleurotus sp.) hibridet sikerült előállítanunk. Nemesítői munkánkat Szili István, Gyurkó Pál, Koronczy Imréné – mint a hazai gombanemesítés szaktekintélyei - segítették.

1998-tól egy amerikai gombacsíragyártó céggel szerződést kötöttünk piaci és kutatási együttműködés terén. Ez nemzetközi megítélésünk nagyon pozitív és bizalmas megnyilvánulása volt. Új, a piac szempontjából jó megítélésű magyar fajtáink azonban konkurens laboratóriumok által könnyen lemásolhatók, klónozással felszaporíthatók. Ugyanakkor további problémát jelent az, hogy a konkurens laboratóriumok mind eredményesebben alkalmaznak olyan molekuláris biológiai technológiákat, amelyek megsokszorozzák a nemesítési munkájuk hatékonyságát (bizonyos esetekben akár 40-szeres eredményességet is tapasztalunk).

Ez a két folyamat súlyosan veszélyezteti a jövőben fejlődésünk töretlenségét. Az új módszerek alkalmazása nélkül fajtáink továbbfejlesztése többletmunkával és idővel jár, hatékonyságbeli hiányosságaink révén az évi 1-2 új hibrid piaci bevezetése elégtelen a konkurenciával szemben.

Egy további probléma, hogy fajtáink jogilag nincsenek levédve, genetikai ujjlenyomat-vizsgálat híján nem tudjuk bizonyítani azok mások által való szaporítását. Sajnos mindkét probléma már napjainkban is megfigyelhető.

SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1. A pályázat egyik célja a különböző vad Agaricus törzsek - mint nemesítési alapanyag - begyűjtése a lehető legtöbb helyről (természetes begyűjtés, génbankokból).
A begyűjtött új törzsek bevonásával az eddigieknél kedvezőbb tulajdonságokkal rendelkező fajtákat szeretnénk kinemesíteni. A vad vonalak elsősorban a betegségekkel szembeni ellenállóság növelésében, ill. a nemesítést megkönnyítő négyspórás bazídiumok - ennél fogva a haploid spórák - gyakoriságának emelésében játszhatnak kiemelkedő szerepet.

2. Nélkülözhetetlen a hagyományos nemesítési munkánk idő- és munkaigényét lerövidítenünk, továbbá számos más korlátját átlépnünk egy korszerű molekuláris genetikai eszközpark létrehozásával, így az új hibridjeink DNS ujjlenyomat-vizsgálattal, jogilag levédve kerülhetnének piacra.

A gombanemesítés területén a legújabb molekuláris-biológiai módszereket szeretnénk alkalmazni (RFLP, RAPD, SCAR molekuláris markerek, stb.) elsősorban nemesítési céllal. Ezek segítségével megsokszorozhatjuk az új hibridek tesztelésének hatékonyságát. A molekuláris genetikai munka nagy részét már laboratóriumban, a molekuláris markerek segítségével elvégeznénk.

Az országban termő vad Agaricus bisporus, A. bitorquis és Pleurotus ostreatus törzseket, azok fajtajellegét (fenotípus) egyeztetnénk a genetikai (genotípus) tulajdonságokkal. A molekuláris-biológiai módszerekkel hazai vonalakból ízüket, beltartalmi értéküket és szárazanyag-tartalmukat mérve gasztronómiailag értékesebb hibrideket és termeszthető kultúrákat állítanánk elő, a jelenlegi hibridekkel szemben.

Az így előállított új gombafajtáink genetikai paramétereit a jogi levédésre szeretnénk felhasználni. Az elektroforézises ujjlenyomat-vizsgálat (fingerprint) alapján igyekeznénk megakadályozni fajtáink kontroll nélküli piaci terjedését, és jogi úton rendezni fajtáink hovatartozását.

MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Vad törzsek begyűjtése

Vadon termő Agaricus bisporus törzseket gyűjtünk be hazai, ill. külföldi génbankokból és hazai természeti környezetből. Ezekből szövettenyészeteket, ill. szaporítóanyagokat készítünk termesztési, nemesítési és molekuláris genetikai kísérletek céljából. Többek között az USA-ban (Agaricus Resource Program) és Franciaországban (INRA) begyűjtött törzsek igen értékes tulajdonságokat hordoznak. Magyarországon is célszerű egy ilyen génbank létrehozása a már meglévő (gén-)gyűjtemény kibővítésével.

A vad fajok spórafelvétele és szövettenyészete

A vadon begyűjtött fajról spórafelvételt, ill. szövetleoltást végzünk. A szövetleoltásból a szaporítóanyagon át termesztési kísérletet állítunk be a körülmények pontos regisztrálásával és a morfológiai jegyek, kedvező termesztési tulajdonságok pontos feljegyzésével. A begyűjtött fajokból spórafelvételt, ill. törzstenyészetet hozunk létre (krioprezerváció). A vad törzsek a nemesítés számára értékes alapanyagot jelentenek.

Az Agaricus bisporus dikariotikus spóráiból indított törzsek előállítása

A folyamat eredményeként a célunk, hogy egy változatos genetikai állományú nemesítési alapanyagot kapjunk, amiből a legjobbakat kiszelektáljuk. Ennek legegyszerűbb módja az egyedi diploid spórákból induló törzsek kitenyésztése és szelekciója, mely a kétspórás csiperke (A. bisporus) esetében már termőtestképzésre is alkalmas. A homokarionok kiválasztása a nemesítésben igen munkaigényes folyamat, melyet nagyban megkönnyít egy molekuláris genetikai laboratórium.

A kétspórás csiperke esetében a multispórás nemesítés nem használható.

Hibridizáció

A nemesítők ennek az eljárásnak különböző módozatait (hagyományos, kombinációs, protoplasztfúziós nemesítés) tartják a leghatékonyabbnak, a leginkább tervezhetőnek és a gyakorlatban a legszéleskörűbben alkalmazzák. Kiválóan alkalmas új, értékes tulajdonságok bevitelére, és új, értékes genetikai kombinációk létrehozására.

Egyre többet alkalmaznak vadon begyűjtött törzseket szülői partnerként, hogy megnöveljék a szelekciós alapanyag genetikai változatosságát. Korábban hangsúlyoztuk, hogy termesztett kultúrfajtáknál a közös származás és az egymás közötti keresztezések miatt a génkészlet leszűkült, ezért a vad törzsek hibridizációs nemesítésbe vonása igen aktuálissá vált.

Molekuláris markerek használata és előzményei

Az utóbbi években ugrásszerűen megnőtt az érdeklődés a gombák molekuláris biológiája iránt. A jelenleg is folyó Agaricus Resource Program (ARP)-nak ma már részei a különböző DNS-technikák. Ezek óriási lehetőséget teremtenek a legkülönbözőbb irányú molekuláris biológiai kutatások terén. A nemesítésben a homokarionok kiválasztásának igen munkaigényes folyamatát, továbbá a saját nemesítésű fajtáink levédését nagyban megkönnyíti egy molekuláris genetikai laboratórium. Egy molekuláris genetikai felszereltséggel rendelkező laboratóriumban egy fő egy-két nap alatt, egyidejűleg számos tenyészetet lenne képes megvizsgálni és az így izolált homokarionok alkalmazásával a nemesítési munka hatékonysága megsokszorozódik. A hazai nemesítési, kutatási munkát is nagyban segítenék. A pályázat keretein kívül is számos területen lehetne használni a technika által felkínált lehetőségeket. Ilyen például az egyes fajok rokonsági, filogenetikai, rendszertani kapcsolatainak felderítése, transzgénikus gombák létrehozása, stb.

A vizsgálataink során elsősorban molekuláris markerek használatával kívánjuk a nemesítési munkáinkat, kísérleteinket megvalósítani. A fenotípusos tulajdonságok önmagukban gyakran nem elegendőek a genetikai kölcsönhatásokból származó, vagy mutációkból eredő diverzitás igazolására. A fenotípusos illetve a genotípusos molekuláris markerek (RFLP, PCR) együttes értékelésével lehetővé válik olyan genetikai problémák vizsgálata, melyekre a molekuláris módszerek bevezetését megelőzően gondolni sem lehetett. Így precíz vizsgálatok folytathatók a gombák változékonyságával kapcsolatos genetikai háttér tisztázására, stb. A PCR (Polymerase Chain Reaction) alapú módszerek, a SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) MAS (Marker Assisted Selection) hasznos eszköznek bizonyultak szerte a világban, mert lehetővé teszik a szelektálást egy kívánt tulajdonságra olyan marker(ek) segítségével, melyek az adott tulajdonságot meghatározó lókusz(ok)hoz közel helyezkednek el. Tehát így az egyébként idő- és munkaigényes szelektálás már a termesztések előtt elvégezhető.

 MAT - ivari típus az Agaricus bisporus I. kromoszómáján található. A MAT-hez kötött markerek széles skálája már elérhető (PR2, PEP1, PEP2, p1n150SCAR marker). PCR-eljárás segítségével meghatározhatók a különböző homokarionok ivari típusai keresztezés előtt, mely a nemesítési munkálatokhoz nélkülözhetetlen. BSN - bazídiumonkénti spóraszám, az I. kromoszómán található Mendeli-öröklődést követ.

PPC1 - (Pílei-Pellis Color) kalapszín, VIII. vagy IX. kromoszómán ADH-izozim lókusszal kapcsoltan öröklődik. Távolság a két lókusz között 10 cM. L43-SCAR-markerrel kapcsolt.

Pseudomonas tolaasíi tolerancia, stb.

Potenciálisan új hibridek termesztésben történő kis- és nagyparcellás tesztelése.

A demjéni székhelyű Fajtakutató Laboratóriumunk és Gombacsíra Üzemünk lehetővé teszi a kísérletekhez szükséges jó minőségű kísérleti szaporítóanyag előállítását. A Fajtakísérleti Központunk a kisparcellás, míg az országban számos helyen lévő telephelyeink termesztőházaiban a nagyparcellás kísérleteket fogjuk lebonyolítani.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· Megtörtént a kapcsolatfelvétel az amerikai Amycel céggel, akik szintén Agaricus nemesítéssel, új markerek szelekciójával, stb. foglalkoznak.

· A Gödöllői Biotechnológiai Kutatóközponttal megtörténtek az eszközigényre és a munka speciális elvégzésére vonatkozó egyeztetések.

· Az eszközökre vonatkozó árajánlatok megérkeztek.
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Biológiai növényvédelmi módszerek kidolgozása és alkalmazása talajlakó kártevő fajok ellen entomopatogén fonálférgek alkalmazásával

Szerződésszám: OMFB- 00238/02 (BIO-0049/01)

Kezdési időpont: 2002. január

Időtartam: 3 év

Összes költség: 181,125 MFt

OM támogatás: 75 MFt

Rövid cím: Biológiai növényvédelem rovarpatogén fonálférgekkel
A szerződés témájának háttere

A célzott kártevők elsősorban Kelet-Magyarországon okoznak érzékeny veszteségeket olyan fontos kertészeti kultúrákban, mint a gyümölcs- (Nyírség és Bács megye) és zöldségfélék (Csongrád). Ellenük a kémiai védekezés lehetőségei erősen korlátozottak, környezetbarát növényvédelmi technika pedig egyáltalán nincs. A természetes ellenség eredményes bevetése (biológiai növényvédelem) az integrált növényvédelem keretein belül e kártevők ellen minden eddigi védekezési technikával szemben jó esélyeket kínál populációik kritikus szint alatti tartásához, a kártevőkre különösen érzékeny hazai változatok (hungarikumok) piaci versenyképességének megőrzéséhez. Pályázatunk célkitűzései összhangban vannak az OM - OKFHÁT élelmiszerbiztonsági, fogyasztói egészségvédelmi célkitűzéseivel, a hazai biotechnológiai kutatási és fejlesztési kapacitások vállalkozói környezetben való hasznosításának és fejlesztésének koncepciójával.

A rovarpatogén nematoda / baktérium komplexek hazai kutatóbázisa az ELTE Genetikai Tanszékén van. A Fodor András vezette Nematoda laboratóriumban található egy nemzetközi mércével mérve is jelentős törzsgyűjtemény. Az elmúlt három évben összesen 5 PhD értekezés, 12 biológus diplomadolgozat, egy amerikai monográfia-fejezet, több nemzetközi közlemény (Applied and Environmental Microbiology, Electrophoresis, Nematologica), számos nemzetközi kongresszusi anyag és a COST 819 illetve COST 850 akcióban való aktív részvétel fémjelzi a csoport munkájának eredményességét e területen. Élő kapcsolatban állnak a USDA és a wisconsini egyetem (USA) kutatóival is, akikkel évente a US - Hungarian EPN Meetingeken cserélik ki gondolataikat. Eddig három magyar – amerikai (MAKA) pályázatot nyertek el.

A szerződés témájának célja

Biológiai növényvédelmi technológia kidolgozása hazai talajlakó mezőgazdasági kártevő – elsősorban cserebogár (Melolontha spp.) és gyökérgubacs fonalféreg (Meloidogyne spp.) fajok – ellen elsősorban rovarpatogén fonalférgek (entomopatogén nematodák, a továbbiakban: EPN) alkalmazásával.

A munka tartalmi leírása

Cserebogár-pajorok ellen megfelelően hatékony EPN törzs kiválasztása 

Irodalmi ismereteink és saját tapasztalataink szerint cserebogarak ellen a legígéretesebb nematodák az Egyesült Államokból (Steinernema glaseri faj különféle törzsei, S. ohioensis) származnak. Újabb fejlemény, hogy időközben S. glaseri törzseket Európában is izoláltak, így az Azori szigeteken (AZ26) és Szlovákiában (Dr. Z. Mracek). A potenciálisan alkalmazható törzsek közé sorolják újabban a S. arenaria (eddig Oroszországban és Lengyelországban talált) törzseit. Nemzetközi és saját tapasztalatok alapján csak másodlagos esélyt adhatunk a Magyarországon is megtalált Heterorhabditis megidis H. bacteriophora és H. downesii fajoknak. A munka első szakaszában az ELTE törzsgyűjteményből 9 törzset tesztelünk cserebogarak ellen laboratóriumi (Keszthely) illetve izolátoros (Nyíregyháza, Újfehértó) kísérletekben, s kiválasztjuk közülük a 3 legígéretesebbet. Nagyon fontos részfeladat hazai, cserebogár ellen hatásos EPN izolátumok – esetleg új fajok – keresése, törzsek nemesítése hagyományos genetikai módszerekkel.

Gyökérgubacs-fonalférgek ellen megfelelően hatékony EPN törzs kiválasztása

Eddigi kísérleteinkben egy közép-amerikai faj (S. riobrave) egyedeit használtuk sikerrel. Arra törekszünk, hogy találjunk olyan hazai fajokat, amelyek ugyancsak eredményesen használhatóak lesznek. Elő-kísérleteink tanúsága szerint erre van esély. A kísérletek Hódmezővásárhelyen folynának, a nematodák Budapestről érkeznek.

Genetikai nemesítő munka a pajorok elleni védekezés sikerének érdekében.

Ennek a munkának a célja kettős: olyan fizikai tulajdonságú infektív lárvák kifejlesztése, amelyeknek a nagytestű pajorokba való bejutása jobb, mint a jelenlegi természetes izolátumok egyedeinek; olyan nematoda / baktérium szimbiotikus komplexek kifejlesztése, amelyek a jelenleginél sikeresebben veszik fel a harcot a pajorok immunrendszerével. A genetikai nemesítés az ELTE Genetikai Tanszék Nematoda Laboratóriumának feladata. Egyidejűleg a baktérium szimbionták virulencia-faktor termelését is fokozzuk az ipari mikrobiológiában bevált genetikai módszerekkel. A stratégia az, hogy miközben a kiválasztott standard törzzsel folynának a mezőgazdasági alkalmazás optimalizálását célzó kísérletek Szabolcsban és Csongrádban, a nemesítési munka folyik Budapesten. Amint ígéretes törzset (mutánst) nyerünk, és az a „quality control” tesztekben megbízhatónak bizonyul, felváltjuk a standard törzset ezzel az új variánssal.

EPN termelő fermentációs üzem felépítése Újfehértón

Ez a munka több fázisból illetve részfeladatból áll. Be kell szerezni a megfelelő fermentort, amely EPN termelésre alkalmas. A fermentációs technológia kifejlesztése és adaptálása elsősorban az ELTE Genetikai Tanszék Nematoda laboratóriumának, a Kaposvári Egyetem Műszaki Kémiai Kutató Intézetének és részben az ELTE Mikrobiológiai Tanszékének közös feladata. Ennek stratégiája: a laboratóriumi fermentálás reprodukálhatósági feltételeinek biztosítása; léptéknövelés és inokulum - fermentor kifejlesztése az újfehértói üzem számára. A megfelelő méretű (100-150 l térfogatú) üzemi fermentor kiválasztása, beszerzése és üzembe helyezése Újfehértón. Ez utóbbi lépés előfeltétele az infrastruktúra kialakítása a kiszemelt épületben, személyzet (kezdetben egy technikus, később egy diplomás és egy technikus) szakmai kiképzése. A kiszemelt jelöltek kiképzésre Budapesten (Fodor laboratórium), Veszprémben (Sisak laboratórium) és Debrecenben (Szentirmai laboratórium) kerül sor.

EPN mezőgazdasági alkalmazástechnológiájának kifejlesztése 

Ez a feladat is többfázisú. Az ELTE-n kiválasztott illetve kifejlesztett törzsek első laboratóriumi vizsgálatára a Veszprémi Egyetem keszthelyi Georgikon Mezőgazdaság-tudományi Karának Növényvédelmi Intézetben, a “quality control” vizsgálatokra Hódmezővásárhelyen, illetve Nyíregyházán kerül sor. A rendelkezésre álló EPN mennyiség függvényében izolátoros, kisparcellás illetve szabadföldi kísérleteket végzünk Újfehértón az almaültetvények vonatkozásában, illetve Hódmezővásárhelyen a zöldségfélék relációjában. 

Jelenlegi helyzet, eredmények

A fonálféreg törzsek kiválasztása elkezdődött a Tudományegyetemen a feladattervnek megfelelően. A törzs kiválasztásánál a cserebogár elleni hatékonyság mellett a fermentálhatóság és tárolhatóság szempontjait is figyelembe kell venni. További szempont – tekintettel a nyári hőmérsékleti viszonyokra az Alföldön – melegtűrő változat kifejlesztése. A fermentáció sikeréhez elkerülhetetlenül fontos a legmegfelelőbb baktérium szimbionta kiválasztása. Ezek a kutatások megkezdődtek, és gőzerővel folynak. A fermentáló üzem kialakítása folyamatban van, a megfelelő fermentor beszerzése és átalakítása a pályázatban vállalt feladatokkal összhangban elkezdődött.
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MIKORRHIZA ÉS SZAPROFITA GOMBA TÖRZSEK IDENTIFIKÁLÁSA ÉS ALKALMAZÁSA A KÖRNYEZETKÍMÉLŐ GYÜMÖLCSTERMESZTÉS ÉRDEKÉBEN, KÜLÖNÖS TEKINTETTEL A TALAJUNTSÁGRA

Szerződésszám: OMFB-00222/2002 (BIO-00059/01)
Kezdési időpont: 2002. 01. 01.
Időtartam: 39 hónap
Összes költség: 95,6 M Ft
OM támogatás: 47.8 M Ft
Rövid cím: Identifikált mikorrhizával a talajuntság ellen
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A mikorrhiza gomba elsősorban stressz-helyzetben javítja, a növények fejlődését a gyökerek tápanyag- és vízfelvételének elősegítésével.

A szelektált mikorrhiza törzzsel történő infektálás különös jelentőségű a steril körülmények között előállított mikroszaporított növények esetében, ahol kedvezően befolyásolja az üvegházi kiültetésből adódó stressz-hatás csökkentését, és elősegíti a gyors fejlődést.

Az új gyümölcsösnek a régi helyére való telepítése a talaj egyoldalú kihasználásához vezet, ami a talaj biológiai aktivitásának csökkenésével, a gyökérszimbionta szervezetek számának jelentős redukálódásával és az egyes kórokozó mikrobák veszélyes méretű felszaporodásával jár együtt.

A Európai Unió kiemelt programként kezeli a mikorrhiza gombákkal kapcsolatos kutatásokat, amelyeket a COST 838 együttműködés keretében koordinál. A projekt részvevői a COST munkacsoportnak létrejöttétől kezdve aktív tagjai.

A gyümölcsfajok talajuntsága az esetek többségében az alany hajszálgyökér betegsége. A betegségtől a károsodott hajszálgyökerek felülete, működőképessége csökken, aminek következtében a fák növekedése és terméshozama is jelentősen romlik.

A talajuntságot különböző tényezők alakíthatják ki. A talajban jelenlévő mikroflóra összetételének kedvezőtlenné válása jellegében különbözik aszerint, hogy fonalférgek, baktériumok, gombák elszaporodása idézi-e elő.  A kutató munkánk során ezekre is tekintettel többirányú megoldást tervezünk.

A talajuntság kiküszöbölése vegyileg, energetikailag szabadföldi méretekben gazdaságtalan és a diverzitás csökkenés miatt (a talaj hasznos élő szervezeteinek szám- és aránybeli kedvezőtlen változása) a környezetkímélés szempontjából is káros.

Megfigyeléseink szerint a mikorrhiza szimbiózis természetes úton csökkentheti a talajuntság kockázatát, és a gyökerek tápanyag-hasznosításának javításával mérsékelheti a felhasznált műtrágya mennyiségét.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA
A kutatómunka célja a környezetkímélő gyümölcstermesztésen belül a növények kedvezőbb tápláltságát, jobb egészségi állapotát és stressz tűrőképességét eredményező endo- és ektomikorrhiza gombák alkalmazásával a vegyi anyag (növényvédőszer, műtrágya) felhasználás csökkentési lehetőségek megteremtése. 

Cél továbbá a biológiai/mikrobiológiai hatásokra kialakult talajuntság ellensúlyozásának és megelőzésének vizsgálata környezetbarát biológiai módszerekkel, mikorrhiza gombák, gomba-kombinációk felhasználásával.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA
A célkitűzésben megjelölt feladatok megvalósításához folytatni kell a hazai ökológiai körülmények között leghatékonyabb, szabadföldi viszonyok között is versenyképes, dominanciájukat megőrző mikorrhiza törzsek kiválasztását.

Mikroszaporított és magonc őszibarack, valamint kajszi alanyokon az inokulálás eredményességének folyamatos vizsgálata a gyökérinfekció megállapításával.

A pozitív hatású mikorrhiza törzsek vizsgálata a talajuntság megoldására tenyészedényes kísérlet sorozatban és szabadföldi környezetben is.

A kiemelt, pozitív hatással bíró ekto- és endomikorrhiza törzsek esetében genus szinten túlmenően, fajszinten történő meghatározás a munka alapja. A szelekció során kezdetben ez a spóratípusok részletes leírását jelenti (AMF gombák), majd fokozatosan a genetikai molekuláris szintű fajmeghatározás kerül előtérbe.

Az eredményes inokulálás és az eredmények kísérleti és üzemi reprodukálhatósága és megbízhatósága érdekében fontos az oltóanyag titerének meghatározása. Az oltóanyag titer meghatározásának módszerei az AMF gombák és a Morchella fajok esetében rendelkezésünkre állnak, az EM gombáknál kidolgozásuk folyamatban van. 

Fenti feladatok elvégzését követően kerülhet sor a tartósan azonos minőségű inokulumok előállítási és fenntartási módjának kidolgozására, az oltóanyag alkalmazási körülményeinek, feltételeinek, hatékonyságának meghatározására.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Elkezdődött és folyamatosan halad:

- A mikorrhiza törzsek izolálása, szaporítása, értékelése és szelektálása.

- A mikorrhiza gomba és gazdanövény kompatibilitás vizsgálata.

- Földminta gyűjtés a gyümölcsfák talajuntságának kimutatásához.
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A szimbiotikus nitrogénkötés kiterjesztésének első lépését biztosító receptor kináz gén molekuláris biológiai vizsgálata

Szerződés szám: OMFB- 00229/02 (Bio-0109/01)

Kezdési időpont: 2002.01.01.

Időtartam: 36 hónap
Összes költség: 60 M Ft
OM támogatás: 30 M Ft
Rövidcím: NORK gén vizsgálata

A szerződés témájának háttere

A pillangósvirágú növények és a Rhizobiaceae családba tartozó baktériumok által létrehozott szimbiotikus nitrogénkötésnek meghatározó szerepe van a Föld nitrogén körforgásában. A szimbiotikus nitrogénkötés helyszíne a növényi gyökérgümő, melynek létrejöttéhez és aktív működéséhez a szimbiotikus partnerek kölcsönös felismerése és kommunikációja szükséges. Az új növényi szerv kialakulásának elindítója a mikrobiális partner által termelt Nod-faktor, amelynek érzékeléséért feltételezések szerint egy receptor felelős. A Szegedi Biológiai Központ Lucerna Genetikai Csoportja több évtizede tanulmányozza a Sinorhizobium meliloti baktérium és a lucerna (Medicago sativa) között kialakuló szimbiotikus kapcsolatot. A csoport egyik legjelentősebb kutatási eredménye a genetikai térképezésen alapuló génklónozással azonosított NORK (nodule specific receptor kinase) gén. A NORK gén által kódolt receptor kináz típusú fehérje feltehetően a S. meliloti által kibocsátott ún. nodulációs faktor (Nod faktor) felismerésében játszik szerepet, és a gümőképződés biológiai folyamatának beindításáért felelős.

A szerződés témájának célja

A pályázat célja a Szegeden izolált NORK gén és az általa kódolt fehérje többoldalú molekuláris biológiai analízisének elvégzése a gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológia Kutatóközpontban. A vizsgálatok magukban foglalják a gén kifejeződésének térbeli és időbeli meghatározására irányuló kísérleteket, a receptor kináz fehérje sejten belüli lokalizációjának meghatározását, valamint in vivo módszerekkel, azaz különböző kombinációjú mozaik gének összeállításával annak megállapítását, hogy a NORK fehérje képes-e a Sinorhizobium meliloti termelt specifikus Nod faktorok kötésére. 

A munka tartalmi leírása

A NORK promóter aktivitását a luciferáz riporter génnel, a NORK fehérje lokalizációját pedig zöld fluoreszkáló (GFP) fehérjével készült fúziós termék segítségével tervezzük vizsgálni. A vizsgálatokhoz ezért olyan plazmid konstrukciókat szerkesztünk, amelyben a lucerna egy közeli rokonának, a pillangósvirágú növények molekuláris biológiai modellnövényének, a Medicago truncatula–nak NORK gén promóterét építjük össze a luciferáz fehérjét kódoló DNS fragmentummal, illetve egy olyan plazmidot, amely a NORK és a zöld fluoreszkáló fehérjét kódolják fúzióban. A konstrukciókat Agrobacterium-alapú növényi transzfomációs vektorba építjük, majd az így elkészült konstrukciót Agrobacterium tumafeciens baktérium közvetítésével Arabidopsis thaliana és Medicago truncatula növények genomjába juttatjuk. A bejuttatott DNS szakaszról termelődő luciferáz fehérje aktivitását az erre alkalmas digitális kamerával detektáljuk a növényekben, ahol is a fényemisszió a NORK génre általában jellemző, és az integrálódott DNS pozíciójától többé-kevésbé független időbeli és térbeli expressziót fogja mutatni. A GFP által kibocsátott jel nyomonkövetésével pedig meghatározzuk a NORK fehérje sejten belüli lokalizációját az egyedfejlődés és a szimbiotikus nitrogénkötés különböző stádiumaiban.

Vad és mutáns típusú NORK fehérjét túltermeltetett mennyiségben tartalmazó Medicago truncatula növényeket állítunk elő a karfiol mozaik vírus 35S promótere mögé klónozott mutáns és vad fenotípusú NORK cDNS-t tartalmazó konstrukciók transzformációjával. A transzformáns egyedek vizsgálatával választ keresünk arra, hogy az endogén NORK fehérjét tartalmazó növényekbe bevitt további vad, illetve mutáns NORK fehérje okoz-e változást a növények Nod-faktor koncentrációra való érzékenységében. 

In vivo rendszerben mozaik génkonstrukciók segítségével, melyeket különböző receptor kináz fehérjék jel-érzékelő (pl. brasszinoszteroid, Nod-faktor) extracelluláris és jeltovábbító feladatot ellátó intracelluláris kináz doménjének kombinációjából állítunk elő, vizsgáljuk a mozaikfehérjék biológia aktivitását lucernában és heterológ rendszerekben (más pillangósok, illetve nem pillangósvirágú növények). 

JELENlegi helyzet, eredmények 

• Létrehoztuk a NORK gén promóterét és a luciferáz gént tartalmazó DNS konstrukciót és azt növényi transzformációs vektorba építettük. 

• Kísérletek folynak a NORK gén promóterét és a luciferáz gént tartalmazó DNS konstrukció Arabidopsis th. növényekbe juttatására, jelenleg a jelölt transzformáns növények felnevelése zajlik. 
• Létrehoztuk a NORK cDNS-t és a zöld fluoreszcens fehérjét (GFP) kódoló szakaszt fúzióban tartalmazó plazmid konstrukciót, amit növényi transzformációs vektorba építettünk.

• Transzformációs kísérletben Arabidopsis th. növényekbe juttattuk a NORK cDNS_GFP fúziós proteint kódoló DNS szakaszt. Jelenleg a jelölt növények válogatása és vizsgálata folyik. 

• A karfiolmozaik vírus (CaMV) 35S promóterét vad és mutáns NORK allélekkel építettük össze.
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BIOLÓGIAI NÖVÉNYVÉDELEM A ZÖLDSÉGHAJTATÁSBAN

Szerződésszám: OMFB- 00236/02 (BIO-0111/2001)

Kezdési időpont: 2001.01.01
Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 40 MFt

OM támogatás: 20 MFt
Rövid cím: Árpád Biocontrol

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A zöldséghajtatás a mezőgazdasági termelés talán legintenzívebb ágazata, és széles körben úgy tartják, hogy jelentős környezetszennyezéssel járó tevékenység. A technológiai fejlődés a hajtatásban viszont egyre inkább a környezetkímélő eljárások kialakulását hozza, részben a kertészek felelősségtudatának, részben a kialakulóban lévő fogyasztói elvárásoknak, és legfőképpen a gazdaságossági szempontoknak köszönhetően, de nem elhanyagolhatóak az ilyen irányú fejlődésben a szigorodó környezetvédelmi és élelmiszer biztonsági előírások sem.

Az integrált termesztési technológia azt jelenti, hogy a sikeres növényvédelem érdekében együttesen kell alkalmazni kémiai, biológiai és termesztés technikai eljárásokat. Ezek eredményessége esetén lényegesen kevesebb vegyszer felhasználásával biztonságosabban lehet nagy termésátlagot és ezzel együtt jó minőséget elérni, valamint szermaradékoktól mentes árut előállítani. 

A kertészeti termesztés területén az integrált termesztés kutatásának, fejlesztésének több éves múltja van. Észak-Nyugat-Európa zöldséghajtatásban meghatározó országaiban a termesztés döntő része az utóbbi tíz évben biológiai védekezést felhasználva történik. Magyarországon zöldséghajtatásban az utóbbi években történtek kísérletek a biológiai védekezési módszerek kidolgozására, ezek többsége az Árpád Rt területén zajlott. 

A biológiai növényvédelem a természetben is előforduló kapcsolatokat használja fel, biológiai egyensúlyt hoz létre mesterségesen a termesztő berendezésben, és a vegyszerfelhasználást jelentősen csökkenti. A termesztés során 4-5 kémiai beavatkozásra van szükség, és ehhez a nemzetközi egyezményekben engedélyezett, környezetkímélő anyagokat kell alkalmazni. A veszélyes hatóanyagok használata kizárt. A monitoring jelzései alapján a károsítók megjelenésekor közvetlenül lehetőség van foltkezelésekkel, minimális szerfelhasználással megakadályozni a fertőzéseket. A legnagyobb vegyszerterhelés mindig a permetezést végző dolgozókat éri. Az integrált növényvédelem biztosítja egészségük megóvását. 

A biológiai védekezés ugyanakkor nagy kockázattal jár. Csak akkor gazdaságos, ha az egész szezonon keresztül fenntartható. Ez csak nagy szakértelemmel, folyamatos ellenőrzéssel, illetve hatékony tanácsadással érhető el.

Az Árpád Agrár Rt 1999-ben alakult, jogelődje az Árpád Szövetkezet, amely a 60-as évektől folyamatosan fejlesztette a zöldséghajtatást, ennek következtében Magyarországon a legnagyobb összefüggő hajtató felülettel rendelkezik, és a hazai körülmények között jelenleg legmagasabb technikai színvonalon termelő üzemek egyike.

Az Árpád Agrár Rt. ebben az évben 23 ha üvegház, 23 ha fűtött fólia, 40 ha fűtetlen fólia és 50 ha szabadföldi zöldségtermesztő felülettel rendelkezik. A berendezések fűtése termálvízzel történik. A megtermelt zöldség termés mennyisége mintegy 10 000 tonna. Az Árpád Agrár Rt értékesítési ágazatának éves forgalma 1,2 Mrd Ft, ebből export 4 millió dollár. Ebben az évben 9 ha üvegházban alkalmazunk biológiai  növényvédelmet.

Az Árpád Agrár Rt mintegy 800 termelő munkáját integrálja különböző szinten. A fejlesztés igazi célja ezeknek a termelőknek átadható és menedzselhető technológiai változatok, valamint a monitoring rendszer kidolgozása.

A fejlesztést végző részleg az Árpád Szaktanácsadó Csoport. A csoport elsődleges feladata a biológiai növényvédelem szervezése, megvalósítása, a hasznos szervezetek beszerzése, kihelyezése, működésük biztosítása a tenyészidő folyamán az Árpád kertészetben, valamint az erre vállalkozó privát termelőknél A csoport feladata ezen kívül az Árpád Rt integrációjában dolgozó termelők ellátása növényvédelmi tanácsadással, valamint a laboratóriumi vizsgálatokra alapozott trágyázási javaslatokkal.  

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA ÉS A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A munka célkitűzése a biológiai növényvédelem hazai körülmények között alkalmazható módszereinek kidolgozása, a jelenleg folytatott különböző színvonalú zöldséghajtatási technológiákba illeszthető integrált növényvédelem kifejlesztése, és a Szentes vonzáskörzetében dolgozó termelők számára elérhető tanácsadó és monitoring feladatokat ellátó rendszer felállítása és működtetése.

A projektet a következő részfeladatokra lehet osztani:

1.feladat  Helyzetfelmérés, információszerzés

Helyzetfelmérés szükséges a megcélzott termelői körben a jelenleg folytatott növényvédelmi eljárásokról, a különböző termesztési módszerekre jellemző kártevőkről, kártételi szintről. Külföldi anyagok alapján felmérést kell készíteni a lehetséges biológiai védekezési módszerekről, hasznos szervezetekről, monitoring módszerekről. 

2.feladat  Növényvédelmi technológia fejlesztés

A biológiai védekezésre alapozott integrált növényvédelmi technológiákat dolgozunk ki hajtatott paprika, paradicsom és uborka termesztésére, a különböző termesztési módszerekre (talaj nélkül és talajon folytatott termesztés, üvegház és fólia, hosszú kultúra, fűtött és fűtetlen termesztés), a külföldi eredményeket a hazai környezeti és technikai feltételekhez adaptálva.

3.feladat  Monitoring rendszer kiépítése

Teljeskörű monitorig rendszert kell kiépíteni a védekezési technológia támogatására. Ki kell dolgozni a kártevők és hasznos szervezetek észlelésére és követésére alkalmas módszert. A termelők által működtethető formában kell kialakítani a monitoring és dokumentációs rendszert.

4.feladat  Tanácsadás

A kidolgozott technológiákat terjeszteni, tanítani kell az Árpád Agrár Rt vonzáskörében tevékenykedő kertészeknek. A termelőket folyamatosan el kell látni növényvédelmi és trágyázási tanácsadással, egyben kiépíteni és működtetni kell náluk a monitoring rendszert. 
JELENLEGI HELYZET

A helyzetfelmérés és adatgyűjtési munka folyamatban van. 

Ebben a szezonban 12 hektár üvegházi termesztő felületen tervezzük a biológiai növényvédelem alkalmazását. A növényvédelmi technológiai kísérleteket elkezdtük.

KOORDINÁTOR

ZENTAI Ákos

Árpád Szaktanácsadás vezetője

Árpád Agrár Rt 

6600 Szentes Apponyi tér 12.

Tel: 63-313-355, e-mail: szaktan@arpad.hu

