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BIOLOGIAI VEDEKEZES A PARADICSOM RIZOKTONIAS
PALANTADOLESE ELLEN TRICHODERMA TORZSEK FELHASZNALASAVAL

HARCZ PETER' - KOVICS GYORGY' - NAAR ZOLTAN’
'Debreceni Egyetem, Agrartudoményi Centrum MTK, Névényvédelmi Tanszék, Debrecen
*Eszterhazy Karoly Tanarképz6 Foiskola, Novénytani Tanszék, Eger

A modern mezdgazdasag egy-egy novényfajt nagy teriileteken termeszt, felboritva ezzel a kényes
okologiai egyensulyt, ami el6idézheti egyes betegségek -elterjedését, melyek fellépése esetén
hagyomanyosan fungicideket hasznalnak. A fogyasztok félelme né az ¢€lelmiszerekben marado
szermaradvanyok miatt, a termeszték pedig szembekeriilnek a rezisztens patogének okozta
problémakkal. Sziikség van tehat hatékony 1épésekre a talajbdl fert6zé koérokozok és inokulumaik
ellen, ezért mind a fogyasztd, mind a termeld kozos célja, hogy alternativ eljarasokat talaljanak a
novénybetegségek elleni védekezésre.

A biologiai védekezés torténete szorosan Osszefiigg a ndvénytermesztés évezredes fejlodésével. A
novényi korokozokkal szembeni biologiai védekezésre iranyuld kutatasok a hetvenes évektol valtak
kiterjedtté, amikor a kdzvéleményben is tudatosulni kezdett az egyre fokozodo kornyezetszennyezés
veszélye.

A Rhizoctonia solani KUHN talajainkban igen gyakori polifig korokozo, amely — tobbek
kozott — a kertészeti ndvények palantadélésének eldidézéje. A R. solani a vetések foltos kelését, majd
a kelés utani palantaddlést okozza, amely a patogén esetében szikleveles kortol 4-6 leveles korig
veszélyezteti a novényeket. SZIRMAI (1941) és KASZONYI (1956) szerint a melegagyi palantak
szartérothadasat tilnyomorészt a Rhizoctonia solani okozza.

HADAR és munkatarsai (1979a,b) hatasosan védekeztek trichodermakkal a Rhizoctonia solani
altal okozott palantad6lés ellen bab, paradicsom, és tojasgylimoles kultarakban, iiveghdzban.

CHET és munkatarsai.(1979, 1982) izolaltak hatékony Trichoderma térzseket a talajbol
fert6z6 R. solani ellen, melyeket sikeresen hasznaltak iriszhagymak megvédésére is.

ELAD ¢és munkatarsai (1981) a szamoca Rhizoctonia solani okozta gyokérrothadasa ellen
védekeztek Trichoderma harzianummal, igy a fertdzottség 18-46%-kal csokkent. A kezelt palantakon
21-37%-os termésndvekedést értek el.

ELAD és munkatarsai (1981) a szegfii Rhizoctonia solani okozta betegsége ellen vizsgaltak a
Trichoderma harzianum fajt, igy 70%-kal csdkkent a novények fertdzottsége. A leghatasosabb akkor
volt a védekezés, amikor a preparatumot a dugvanyok gyokereztetésére hasznalt tapkozegkeverékbe
juttattak.

A Rhizoctonia solani ellen burgonyanal BEAGLE és PAPAVIZAS (1985) végezetek
vizsgalatokat T. viride fajjal. A kezelés 50%-kal csokkentette a betegség el6fordulasat.

BELDAN (1988) a Trichoderma viride-vel torténd, a salata gyokérrothadasa elleni védekezést
akkor talalta sikeresnek, ha a kezelés utan ontdzést végzett, igy 40%-kal is meg tudta novelni a
terméshozamot.

LEWIS és LARKIN (1997) a Trichoderma virens, T. hamatum és T. harzianum gombakat
tartalmazo készitményeket alkalmaztak sikeresen tojasgylimolcson a R.. solani okozta palantaddlés
lekiizdésére, a korokozo inokulum—csokkentésére, talaj nélkiili tapkozegben.

A Dbiologiai védekezésre felhasznalhaté gombak esetében hatékony védekezés-technologiai
eljaras a magkezelés, amely a talajbdl fert6z0 és a maggal terjedd betegségekkel szemben nyujt
védelmet. HARMAN ¢és munkatarsai (1980) valamint HARMAN (1991) szerint a bioldgiai védekezési
rendszereket hatadsosabba, megbizhatobba ¢és gazdasagosabbd kell tenni. Ehhez megfeleld
hatékonysagti Trichoderma torzseket kell nyerni. Kifejlesztvén egy magkezeléses eljarast, melyben
laboratoriumi koriilmények kozott borsé és retek magvakat kezeltek T. hamatum konidiumaival, a
talajbol fert6z6 betegségek, (koztiik a R. solani) ellen hasonld hatékonysagi volt, mint a fungicides
csavazoszerek.
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Munkank célkitlizése, hogy az intenziv paldntanevelésben sulyos palantaddlést (paradicsom,
paprika) okozo Rhizoctonia solani ellen bioldgiai védekezési alternativat dolgozzunk ki.

ANYAG ES MODSZER

Mind a novénybetegséget okozd Rhizoctonia solani gomba, mind az antagonista Trichoderma
torzsek tiszta tenyészeteinek készitését a gombak indkulumat tartalmazo talajbol végeztiik. A talaj a
DATE Kertészeti Tanszékének a bemutatokertjébdl, palantaneveld melegagybol szdrmazik. A talaj
szervesanyagtartalma magas, ez kedvez6 a R. solani fert6zés felléptének.

Rhizoctonia solani izolalasa

A korokozo izolalasa céljabol hajtatasos palantaneveld talajabdl vett, feltételezetten Rhizoctonia
solani inokulumot tartalmazé talajmintaval tenyészedényekben, paradicsom csiranévényeken
(UNO/K-652/) nyertiink palantaddléses tlineteket mutatdé novényeket, tulontdzve, fényszegény
koriilmények kozott. A beteg novényekrdl etanol-kalium nitrat Rhizoctonia—szelektiv taptalajon
(Trujillo et al., 1987) izolaltuk a kérokozot.

A Trichoderma torzsek izolalasa

Az antagonista izolalasa Trichoderma—szelektiv (Askew - Laing, 1993) taptalajon tortént,
ugyanezen talajmintabol. A talajbol 16 szemcsét helyeztiink a taptalaj felszinére. A talajszemcséken €s
azok koriil a taptalaj felszinén kialakult Trichoderma telepekb6l kiemelt konidiumcsomokat
hasznaltuk a monokonidiumos tenyészetek készitéséhez.

Az izolalt 46 torzs 7 Trichoderma fajt képviselt (Trichoderma syn: Gliocladium virens Miller; T.
atroviride Karsten; T. harzianum Rifai; T. strictipilis Bisset; T. spirale Bisset, T. koningii Oud.; T.
tomentosum Bisset).

Standard kontrollként felhasznaltuk a Tv-5 jelzésii Trichoderma viride és a Tha-2 jelzésii
Trichoderma hamatum szelektalt torzseket, amelyeket Vajna Laszld bocséjtott rendelkezésiinkre.

A direkt antagonizmus vizsgalata

A vizsgalatokat R. solani-val teljesen benétt BDA-n végeztilk 7 napos tenyésztést kovetben. A
Trichoderma torzsek BDA tenyészetébdl kimetszett 5 mm atméréjii korongot a Petri-csésze
kozéppontjaba helyeztiik, 6 nap inkubacid soran naponta mértiik a Trichoderma telepatméréket, ezzel
jellemezve a kolonizacio dinamikajat.

Miutan a Trichoderma teljesen kolonizalta a R. solani telepet, a patogént és az antagonistat
egylitt tartalmazo taptalajbol korongokat metszettiink ki, a Petri-csésze k6zéppontjatol kiindulva 1 cm-
enként. Ezeket a korongokat a mar ismertetett Rhizoctonia-szelektiv taptalajra helyeztiik, hogy a
patogén ndvekedése alapjan megitéljiik az antagonizmus hatékonysagat.

Kozvetlen antagonizmus (patogént gatlo anyagcseretermékek) vizsgalata
Agar-gél diffuzioval

A vizsgalat soran 100ml-es Erlenmeyer-lombikban, 10 ml, agart nem tartalmazo folyékony
burgonya taptalajon, folyamatos razatas mellett 7 napig neveltiik az antagonista torzseket. Ezutan a
folyékony taptalajbol 0,45 pum atméréji szirdvel hifa és konidiummentes sziirletet készitettiink,
amelyet BDA lemez kozepébe furt lyukba cseppentettiink. A lyuk koré 4 db R. solani-t tartalmazo
BDA korongot helyeztiink, a kdzépponttdl 3-3 cm-re. A szlirletben feltételezett patogént gatldé anyag a
taptalajban szétdiffundalva gatolja a korokozo ndvekedését. Az igy kialakulo gatlasi zona atmérdje,
erdssége alapjan kovetkeztettiink a kozvetett antagonizmus erdsségére.



Celofankorong-agar diffuzidval

Az altalunk végzett masik eljaras soran a BDA felszinére helyezett steril celofan korongra oltottuk ra
az antagonistat. A celofan korongon atdiffundald tapanyagok felhasznalasaval a Trichoderma telep
novekedésnek indult, majd 3 napos inkubacio utan a celofankorongot a micéliummal egyiitt 6vatosan
eltavolitottuk. A taptalaj felszinét rovid ideig tartdé (20 perc) intenziv UV-sugarzasnak tettiik ki az
esetlegesen fellépd kontaminacido megeldzésére.

Az antagonista altal termelt gatldo anyagcseretermékek —feltételezésiink szerint— a
féligatereszté hartyaként viselkedd celofanon keresztiil a taptalajba juthattak.

Ezek utan a taptalaj kozepére Rhizoctonia solani—t tartalmazéo BDA korongot helyeztiink, és
vizsgaltuk a telepndvekedésében a kezeletlen kontrollhoz viszonyitottan jelentkezd eltérést.

Magkezelés

A tenyészedényes kisérletben felhasznalt talaj megegyezik a korokozo illetve az antagonistak
izolalasara felhasznalt talajjal melyet 120°C-on 2x40 perces autoklavozassal sterilizaltunk. Ezen a
moédon az él6 antagonista mikrobat nem tartalmazd talajon R. solani talajoltist végeztiink. Ez
kukoricadarat (250 g) és Czapek-Dox (5 g) taptalajt tartalmazo elegyen a korokozo felszaporitasat,
majd az elegy talajba torténd egyenletes bedolgozasat jelentette.

Tesztnovényként a paradicsomot (UNO /K-652/) wvalasztottuk, mivel jol nevelhetd
tenyészedényben, illetve a Rhizoctonia solani KUHN koérokozé megbetegiti a csirandvényt, eziltal
palantadélést okoz.

A paradicsom vetémagra juttattuk az antagonista konidiumait. Szuszpenziés formaban tortént
a konidiumok felvitele a magvak felszinére, melybSl 1 ml 107 sporat tartalmazott, Biirker-kamraban
megszamolva. A magokat tenyészedénybe vetettilk el, 3 ismétlésben, ismétlésenként 50 magot. A
tenyészedények kozott volt kezeletlen magokkal bevetett kontroll, illetve R. solani-val nem beoltott
talajt tartalmazé kontroll.

A vetébmag csirazoképességének ellendrzésére Petricsészébe tett nedves sziirGpapirra
helyeztiink 100 szemet, majd lefedtiik. A kicsirdz6 magvak szama alapjan kovetkezettiink a csirazasi
szazalékra.

A vizsgalat soran a kikelt, palantad6léses tiineteket mutatd csirandvények szama alapjan arra
probaltunk kovetkeztetni, hogy milyen a Trichoderma fajok kolonizacids képessége a ndvény
rizoszférajaban, milyen a hatékonysdga a korokozoval szemben, milyen mértékben csokken a
palantadéléses megbetegedések szama a kezeletlen kontrollhoz képest, illetve mutatnak-e
novekedésbeli eltérést a novények a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

Eredmények
A direkt antagonizmus vizsgalatanak eredményei

A kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a Trichoderma izolatumok igen intenziven névekedtek a
patogénnel elézbleg teljesen atszott taptalaj felszinén. A petricsésze feliiletét 6 nap alatt, egyes fajok 5
nap alatt kolonizaltak. A novekedés napi litemének a mértéke az 1. abran kdvetheté nyomon.

Az antagonistat ¢és a tesztgombat egyiitt tartalmazo tenyészetbdl készitett mikroszkopi
preparatumon 400x-es nagyitdas mellett megfigyeltik a Trichoderma fajok parazitizmusat a
Rhizoctonia solani-n. Tapasztaltuk az antagonista hifdinak racsavarodasat a patogén hifaira, igy egy
micéliumhiivelyt hozva létre, mikdzben elpusztitotta a korbefont hifat. Megfigyelhetok voltak a
szétesé sejtfalu, pusztulo, ill. elpusztult R. solani hifak is, melyeket feltételezésiink szerint az
antagonista altal termelt antibiotikus hatasi metabolitok, ill. litikus enzimek okoztak.

A tovabbi vizsgalataink soran azt allapitottuk meg, hogy az antagonista torzsek altal kolonizalt R.
solani minden esetben elpusztult, a Rhizoctonia-szelektiv taptalajra helyezett korongokon nem
tapasztaltuk a tesztgomba novekedését egy alkalommal sem. Ebben az esetben véleményiink szerint a
Trichoderma izolatumok kozvetlen antagonizmusa (mikoparazitizmus) és a patogént gatld
anyagcseretermékek egyiittes hatasa vezetett ehhez az eredményhez, mely azt bizonyitja, hogy ha a



vizsgalt antagonista torzsek kozvetlen kontaktusba keriilnek a patogénnel, akkor in vitro hatékonyan
elpusztitjak azt. (1. abra)
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1. abra, A Trichoderma torzsek kolonizacidjanak iiteme a R. solani telepén

A kozvetett antagonizmus vizsgalatanak eredményei
Agar-gél diffuzios vizsgalat eredményei

A folyékony tapkozeg szlrletének becseppentése €s a patogént tartalmazd BDA tenyészetbol
kimetszett korongok felhelyezése utan naponta megfigyeltiik a valtozasokat. Az els6 24 6ra utan mar
latszott a BDA korongokon, hogy a R. solani novekedésnek indult, és hifak probalnak bediffundalni a
sziirlettel kezelt taptalajba. A kontroll petricsészében felhelyezett korongokrol lenétt tesztgomba ekkor
mar kb. 1 cm atméréji telepet ndvesztett a tiszta BDA-n.

A kezelt taptalajokon a novekedésnek indult R. solani nem tudott egy esetben sem bediffundalni a
taptalajba, az arra novekvd hifak elpusztultak. A kontroll taptalajon a patogén az 6tddik napra bendtte
a taptalaj feliiletének 2/3-at. A Trichoderma izolatumok altal termelt anyagcsereterméket tartalmazd
szlirlettel kezelt taptalajokra a felhelyezett tesztgomba csak a hetedik napon mutatott igen gyenge, alig
észreveheté ndovekedést, ez azonban nem volt értékelhetd.

A kisérlet soran a taptalajban szétdiffundald gatld anyagcseretermék és a ndvekvo telepii R.
solani talalkozasakor kialakulo gatlasi zona dtmér6je, megjelenése alapjan szerettiik volna értékelni a
9 darab Trichoderma izolatumot antibiotikus aktivitas szempontjabol.

Mivel a tesztgomba egy ismétlésben sem mutatott novekedést, ezaltal gatlasi zonat egyaltalan
nem tudtunk megfigyelni, igy a torzsek nem voltak egymassal Gsszehasonlithatok. Ugyanakkor a
kontroll gomba ndovekedésével Osszevetve az eredmény latvanyos. De mivel a patogén novekedése
mindegyik esetben gatolva volt, illetve a hifak elpusztultak, ez bizonyitja azt, hogy a vizsgalt
antagonistak termeltek a R. solani-ra mérgezd, azt elpusztitd anyagot. A totalis gatlas ill. pusztulas oka
feltételezésiink szerint az lehetett, hogy a sziirlet igen magas koncentracidban tartalmazhatott
antibiotikus hatasi metabolitot.



Elokisérleteink soran az a 24, 36 48 oras tenyésztés azonban nem eredményezett biologiai
indukcioval kimutathaté szekunder metabolit koncentraciot.

Celofankorong-agar diffuzidval

A modszerek ismertetésénél emlitett modon a celofan eltavolitdsa utan a taptalajra helyezett
tesztgomba telepének sugariranyl névekedését naponta regisztraltuk és ez alapjan hasonlitottuk 6ssze
a 9 antagonista izoldtumot gatl6 anyagcseretermék-termelés szempontjabol.

A telepatmérok mérését naponta végeztiik.

A Tv-5 jelzésti (Trichoderma viride), a Tha-2 jelzésti (T. hamatum) ill. az 1. szamu T. virens
torzsekkel a kezelt BDA taptalajon a R. solani nem mutatott egyaltalan ndvekedést.

Kiemelked6en jo eredményt mutattak a T. harzianum (33.) és a T. tomentosum (44.) torzsek is,
melyeknél a veliik kezelt taptalajon a tesztgomba a kontrollhoz viszonyitva 42,9%-os ill. 28,5%-0s

novekedést mutatott a 4. napon.
A tobbi toérzsnél is jelentkezett gatlas, de ezeknél a R. solani-nak a kezeletlen kontrollhoz

viszonyitott ndvekedése 50% felett volt a kisérlet 4. napjan. (2. abra)
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2. abra, A Rhizoctonia solani telepek novekedése a Trichoderma torzsek celofan-agar metaboli

crer

A magkezelés kisérlet eredményei

A nedves kamraba helyezett, csiraztatasi probanak alavetett vetdmag csirazasi szazaléka 96%-
os volt. A kelés szazaléka, melyet autoklavozassal sterilizalt talajba vetett magvak kelése alapjan
itéltiink meg (@ kontroll) 94% szazalékosnak bizonyult.



A 4. tablazatban lathato, hogy a csak R. solani-val beoltott talajt tartalmazo, kezeletlen
magvakkal bevetett tenyészedényekben (R. solani kontroll) a palantadéléses tiineteket mutatd
ndvények szama magas.

Az antagonista izolatumok konidiumaival kezelt magvakbol kikelt paradicsomndvények
esetében a fertdzottség mértéke a R. solani kontrollhoz viszonyitva 1,23%-t61 32,1%-ig terjed, tehat
mindegyik izolatum nagy hatékonysaggal Iépett fel a korokozoval szemben az autoklavozott talajban
uralkodé viszonyok kozott. A kapott eredmények alapjan az egyes Trichoderma torzsek
rangsorolhatok a talajban mutatott Rhizoctonia solani elleni antagonizmusuk alapjan, amelyre a
palantadéléses tiineteket mutatd novények szama alapjan kovetkeztettiink. Ezek alapjan a vizsgalatunk
azt mutatta, hogy a legeredményesebben a Trichoderma harzianum akadalyozta a betegség
kialakulasat, ezt kovették a T. virens, T. tomentosum, T. strictipilis, T. spirale, T. atroviride, T.
hamatum (Tha-2), T. viride (Tv-5), T. koningii torzsei. (3. abra)

A Trichoderma izolatumok konidiumaival kezelt, kikelt és egészséges paradicsomndvények
novekedésbeli eltérést mutattak a kezeletlen kontroll névényeihez képest. Ez az eltérés abban
mutatkozott meg, hogy a kezelt ndvények azonos idépontban mérve fejlettebbek voltak. Ez a
magassagkiilonbség a kontroll és kezelt tenyészedényekben fejlodott ndvényeken lathato kiilonbséget
eredményezett.

Atlagos kikelt Palantaddléses A kezelés
Kezelések csirandvények névények szama (atlag) hatékonysaga
A kikelt R. %
50 . . .
. o novényekbol solani
szem/teny¢ész %
o n kontrollhoz
edénybol ) ,
viszonyitva
0 kontroll 47.00 100 0 O** -
R. solani kontrolll 43.00* 91.49* 27.00 100 -
T. viride (Tv-5) 45.00 95.74 8.00 29.63** 70.37
T. hamatum (Tha-2) 45.33 96.45 7.33 27.16%* 72.84
T. virens (Tvr-1) 44.33 94.33 3.00 11.171%* 88.89
T. harzianum (Thz-33) 44.33 94.33 0.33 1.23** 98.77
T. spirale (Tsp-34) 41.33* 87.94* 5.67 20.99** 79.01
T. strictipilis (Tst-35) 44.67 95.04 5.00 18.52%* 81.48
T. atroviride (Ta-10) 43.67 92.91 6.00 22.22%* 77.78
T. koningii (Tk-42) 46.33 98.58 8.67 32.10%* 67.9
T. tomentosum (Tt-44) 45.67 97.16 3.33 12.35%%* 87.65
SZD s, 2.82 6.00 1.68 6.22
3. abra, A Trichoderma izolatumokkal torténd kezelés utan kikelt és a palantad6lés tiineteit
mutatd novények szama
Kovetkeztetések

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az antagonista torzsek in vitro hatékonyak a
korokozo ellen. A direkt antagonizmus vizsgalata esetén a Trichoderma izoldtumok minden esetben
teljesen elpusztitottak a R. solani-t.

A kozvetett antagonizmus vizsgalatanal megallapitottuk, hogy mindegyik altalunk tesztelt
antagonista torzs termel valamilyen antibiotikus hatasti anyagot. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy ezen
metabolitok hatékonysaga eltéré az egyes Trichoderma izolatumoknal.



A magkezeléses eljaras soran arra kaptunk valaszt, hogy a vizsgalt térzsek milyen hatékonyak a
R. solani ellen, mas antagonistat nem tartalmazo talajban. Azt tapasztaltuk, hogy a hatékonysaguk
eltérd, az in vitro hatékony gombak itt nem minden esetben mutattak eredményt.

In vitro vizsgalatainkban a Trichoderma hamatum (Tha-2), T. viride (Tv-5), T. virens (D/091), T.
harzianum (D/087) mutattak jelentés antagonizmust.

A magkezeléses vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a betegség kialakulasat leghatékonyabban
a Trichoderma harzianum (D/087), T. virens (D/091) és a T. tomentosum (D/092) akadalyozta meg.
Ebben a kisérletben az in vitro igen hatékony Tv-5 és Tha-2 izolatumok nem szerepeltek jol.

A kapott eredmények az altalunk vett talajmintabdl izolalt, majd ugyanebben a talajban vizsgalt
Trichoderma torzsek antagonista hatékonysagat mutatjak. A kapott két torzs hatékony volt in vitro a
korokozo ellen, de a talajkoriilmények nem voltak kedvezéek szamukra.

Summary

Tomato seedlings were grown in glasshouse under poor light condition in pots, which contained
infested soil. The plants showing damping-off disease symptoms were collected and the Rhizoctonia
solani pure cultures were isolated and grown on Ethanol-potassium nitrate medium. Isolation of
potential antagonist Trichoderma species/strains were made by laboratory procedures on selective
medium from the same soil samples. The 47 isolates represented 7 Trichoderma species (T. viride, T.
atroviride, T. virens, T. koningii, T. strictipilis, T. spirale, T. tomentosum, T. harzianum, and T.
hamatum).

Connection between plant pathogenic fungus and the beneficial Trichoderma strains can be direct
parasitism (hyperparasitism), antibiosis (antibiotic metabolites, lytic enzymes production), competition
for nutrients, and/or their different combinations. In vitro antagonism was studied on PDA in Petri
dishes. 5 mm in diam. discs of each Trichoderma strains which had grown on PDA were put in the
middle of the surface of Rhizoctonia solani colonies. Growing of Trichoderma colonies were
measured daily and dynamism of colonisation was characterised by diameter of colony. In these trials
all the Trichoderma strains killed Rhizoctonia solani however intensity of colonisation were different.
(T. atroviride, T. harzianum were fast growing). To determine biological activity among beneficial
and parasitic fungi we chose the feature of antibiotic metabolite productivity of beneficial fungus.
Trichoderma strains were grown in Potato broth in shaked culture for a week. Mycelium and conidia
free filtrates were dropped in the hole of agar plates. Surrounding each hole 5-mm in diam. agar discs
covered by Rhizoctonia fungus, were placed. During this agar-gel diffusion trials the metabolites of
Trichoderma strains blocked the growing of Rhizoctonia solani. There were no differences between
efficacy in metabolite activity of beneficial strains. The cellophane-agar diffusion method showed
valuable results for observing differences among antibiotic metabolite production of strains. On the
surface of PDA medium sterile cellophane disks were placed and transferred beneficial strains on
them. Semipermeabilty of cellophane disks allowed diffusing metabolites into the lower agar-gel.
After 3 days growing of Trichoderma strains the cellophane disks were removed, and agar discs
covered by R. solani were put in the middle. Growing of fungus in diam. was measured daily. Totally
inhibition were showed by Trichoderma hamatum (Tha-2), T. viride (Tv-5), and T. virens (Tvr-1).
Considerable growing reduction of Rhizoctonia solani was observable at other treatments.

In vivo pot trials were made by Trichoderma strains against soil-borne Rhizoctonia damping off
disease. Seeds of susceptible tomato variety (cv. Uno /K-652/) were sowed in pots. To avoid
microbiological interactions, all microbe were suppressed by sterilisation of soil. R. solani, which had
been grown on grinded maize and Czapek-Dox agar mixture, was mixed into the soil. Suspensions of
beneficial fungus strains (107 cfu/ml) were spread on the seeds. Efficacy of beneficial Trichoderma
strains in vivo differed from in vitro features. However some effective strains (Tt-44, and Tvr-1: 88,
Thz-33: 98% efficacy, respectively) were selected for biological control against damping off disease.
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INTRODUCTION

Nowadays a lot of new environmental-saving or less harmful methods have gained priority in
plant protection activities. Intensive research projects on biological control against plant pathogens
have started in 1970’s in all over the world. Research works on biological control are also very
popular fields also in Hungary. Scientific interest has turned toward Trichoderma species, as
potential agents of biological control since early 1980’s. Beside of potential opportunities for
practical usage in plant protection it is necessary to examine physiology, ecology, components of
bioactivity of these micro-organisms, and new effective strains should be isolate.

Rhizoctonia solani KUHN is a very frequent plurivourus soil-borne fungus causes damping-off
disease on different horticultural plants including tomato. As a result of R. solani infection insufficient
emergence of seedlings, then damping-off occurs which threaten the young plants until 4-6-leaf stage.
The most of damping-off cases occurred in seedbeds were caused by Rhizoctonia solani in Hungary
(SZIRMALI, 1941; KASZONYT, 1956).

HADAR et al. (1979a,b) protected their plants successfully using Trichoderma strains against
Rhizoctonia solani in bean, tomato, and eggplant cultures in glasshouses.

CHET et al. (1979, 1982) isolated effective Trichoderma strains against soil-borne R. solani,
which were applicable to protect irises (Iris) bulbs.

ELAD et al. (1981a) protected their strawberry plants against root rot caused by Rhizoctonia
solani with Trichoderma harzianum fungus, and the infection rate reduced by 18-46 percent. Treated
plants yielded 21-37 percent more fruits than control ones.

ELAD et al. (1981b) examined the efficacy of Trichoderma harzianum against carnation disease
caused by Rhizoctonia solani, and observed 70 percent effectiveness among different methods which
was the best when Trichoderma was mixed into the nutritive mixture using for making roots of plants.

Biological control against Rhizoctonia solani at potato plants were made trials by BEAGLE and
PAPAVIZAS (1985) using T. viride species. Occurrence of disease was decreased by 50 percent after
treatment.

BELDAN (1988) used Trichoderma viride strains against lettuce root rot disease, which were
effective after irrigation of plots. The yield was 40 percent more when applied this method.

LEWIS and LARKIN (1997) applied biopreparates containing Trichoderma virens, T. hamatum,
and T. harzianum fungi respectively with success on egg-plants for protection against damping-off
disease and decreasing inocula of R. solani in soil-free culture.

Improving seed-dressing biological control methods were developed by HARMAN et al. (1980)
and HARMAN (1991) which were reliable and economic and contained Trichoderma strains with
suitable efficacy. Pea and radish seeds were treated by conidia of T. hamatum strains against soil-
borne pathogens including R. solani and observed the same efficacy like fungicide seed-dressings.

In our research aims were finding effective beneficial strains among Trichoderma species against
the serious soil-borne pathogen Rhizoctonia solani.

MATERIALS AND METHODS



Collecting infested soil samples

For isolation pure cultures of both phytopathogenic Rhizoctonia solani and beneficial
Trichoderma fungi we used in all likelihood infested soil samples. Soil samples were collected from
seedbeds of Demonstration Farm of Horticulture Department of Debrecen University. Soils containing
organic materials in high rate are favour for Rhizoctonia survival if soils had inocula.

Isolation of Rhizoctonia solani

Isolation of pathogen was made by sowing susceptible tomato seeds (Lycopersicon esculentum
cv. UNO/K-652/) in pots of 10 cm diam. contained infested soil samples. Pots were overwashed and
kept poorly lighted circumstances promoting disease occurrence. Seedlings showing symptoms of
damping-off disease were removed from soil and after surface sterilisation process the small pieces of
chopped stems were put on ethanol-potassium nitrate Rhizoctonia selective medium (Truyjillo et al.
1987). Developed mycelia of pathogen were transferred on Potato-dextrose-agar (PDA) getting pure
cultures of Rhizoctonia solani.

Isolation of Trichoderma strains

The isolation of beneficial fungus was made on Trichoderma selective medium (Askew and
Laing, 1993) from the same soil samples.

16 granules of soil were put on the top of media. From colonies, which had developed on the
surface of soil granules or the surrounding media, conidia were collected with sterile needle for
gaining monospore colonies. Trichoderma conidia were transferred on Petri dishes containing
selective media. The isolated 46 strains were representatives of 7 Trichoderma species, Trichoderma
/syn: Gliocladium/ virens Miller; T. atroviride Karsten; T. harzianum Rifai; T. strictipilis Bisset; T.
spirale Bisset, T. koningii Oud.; T. tomentosum Bisset respectively.

We also used in our trials Trichoderma viride (TV-5) and Trichoderma hamatum (Tha-2)
previously selected strains as standards. We appreciate for these to Dr Laszl6 Vajna, Plant Protection
Institute of Hungarian Academy of Sciences, Budapest.

Trials for study of direct antagonism

Our experiments were made on totally covered PDA dishes by Rhizoctonia solani followed by 7
days growing. Agar discs in 5-mm diam. contained Trichoderma strains were cut out and put in the
centre of each Petri dish. During the 6 day incubation period the diameter of colonies were measured
daily to determine dynamic of colonisation.

After the total colonisation of R. solani colony by Trichoderma, discs were cut out contained both
pathogen and beneficial fungi, and were put on 1 cm distances from each other radial on Rhizoctonia-
selective medium and grown in biculture to examine the efficacy of antagonism.
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Testing of indirect antagonism (toxic metabolite production)

By agar-gel diffusion test

Beneficial strains were grown in 100 ml Erlenmeyer flasks on 10 ml liquid media (Potato-
dextrose broth) applied continuous shaking (100 rpm) for 7 days. After this incubation period
conidium and mycelium free filtrates were made (0.45 um diam. filter) and dropped in the hole, which
had been made in the centre of PDA discs. Surrounding of central whole 4 discs of R. solani were
placed 3 c¢cm far from the centre point. The presumed metabolite/s could diffuse in the media retarding
the growth of the pathogen. On the base of retarded zones we could deduce the strength of
antagonism.

By cellophane-disc diffusion test

Applying another method beneficial organisms were transferred to the surface of sterilised
cellophane discs on PDA medium. Using the diffusible nutriments the Trichoderma colonies started to
develop and after 3-day-long incubation the cellophane discs together mycelia were gently removed.
Metabolite/s produced by beneficial fungus could diffuse into the agar across the semipermeable
cellophane discs. PDA discs with Rhizoctonia solani were put on the centre of media and measured
the growing of colonies daily.

Seed treatments

Seed germination rate was checked on the top of wet filter paper in Petri dishes. Germinating test
was made in according with the international seed testing standard (ICTA, 1976).

Origin of soil samples was the same as had been used for isolation process of pathogenic and
beneficial fungi. Samples were sterilised in autoclave to eliminate all microbes and interactions. The
artificial soil infestation was made by mixture of 250-g ground maize seeds and 5 g Czapek-Dox
medium with mycelia of Rhizoctonia solani per pots in 10-cm diam.

Tomato test plants (Lycopersicon esculentum cv. UNO /K-652/) were used because these ones are
susceptible to R. solani and easy to promote the development of damping-off disease. Seeds were
inoculated by conidial-mycelial suspension of beneficial fungi, which contained 10’ spores per ml.
The treated seeds were sown in the infested soil in 1-cm depth. Each pot contained 50 seeds and
treatments were made in four repetitions.

During the evaluation period we counted the symptom-bearing seedlings and measured the high
of plants deducing for the colonisation abilities of the Trichoderma strains in the rhizosphere and their
beneficial effects.

RESULTS AND DISCUSSIONS

Results of direct antagonism tests

Trichoderma strains grown very intensively in biculture on the surface of previously colonised
medium by Rhizoctonia solani. The radial growing of Trichoderma species reached the edge of the
total surface of 9-cm Petri dishes by the fifth or sixth day (Fig. 1).
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Fig. 1: Colonisation of Trichoderma species on Rhizoctonia solani

We checked the biculture under light microscope (400-x magnification) and observed the
parasitism of Trichoderma species on Rhizoctonia solani. The narrower hyphae of Trichoderma fungi
twisted on the Rhizoctonia hyphae, resulted mycelium-capsules, and the pathogen started to die. Cells
of R. solani collapsed with presumably help of antibiotic metabolites and lytic enzymes.

In our furthermore trials we experienced that all the biculture discs collapsed and there were no
growing at all on the Rhizoctonia-selective medium. In these cases both direct antagonism (myco-
parasitism) and inhibitors could mutually contribute to the effectiveness of biocontrol results. The
direct contact between the pathogen and the beneficial fungus result in vitro destroying effects for the
latest.

Results of indirect antagonism tests
By agar-gel diffusion

Changes were followed daily after dropping the filtrate of Trichoderma metabolites into the
central hole on the Rhizoctonia-agar discs. After 24-hrs fungus discs have started to grow into the
inhibitor-contained medium. On the untreated (control) medium the growing of fungus has reached 1
cm in diam. by that time. Later on Rhizoctonia solani was not able to grow on the treated media and
hyphae collapsed meantime. By the fifth day the pathogen covered 2/3 of the media at control, as there
was hardly observable growing on the treated Petri dishes even on the seventh day without measurable
data.

Because none of the 9 tested Trichoderma metabolite filtrate showed total inhibition, there was no
comparable differences among efficacy of strains. The tested antagonist fungi produced toxic
metabolites during the growing period and the filtrates contained them presumably in too high
concentration. However by the end of 24, 36, and 48 hrs growing there were no sufficient metabolite
production to detect them biologically.

-12 -



By cellophane-disc diffusion

Metabolites of Trichoderma viride (Tv-5), T. hamatum (Th-2), and T. virens (Tvr-1) did not allow
growing Rhizoctonia solani at all (Fig. 2). T. harzianum (Th-33) and T. tomentosum (Tt-44) strains
showed extraordinary good results (more than 50 percent inhibition rate by the fourth day). The other
strains also had some effectiveness but there were no satisfactory (below 50 percent efficacy).

Fig. 2: Effects of the diffusible metabolites of Trichoderma strains on growing Rhizoctonia solani
mycelia in cellophane-disc diffusion test
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Results of seed treatments

Germination rate of seeds on the top of filter paper was 96 percent. Emerging rate of seeds in
sterilised soil (0 control) was 94 percent.

Seedlings emerged in less number from Rhizoctonia solani infested soils and showed damping-
off symptoms in a high rate (R. solani control: more than 50 percent) (Table 1).

The efficacy of Trichoderma strains was between 67.9 and 98.77 percent.

On the base of seed treatment efficacy, the row in decreasing effectiveness: T. harzianum (Thz-
33), T. virens (Tvr-1), T. tomentosum (Tt-44), T. strictipilis (Tst-35), T. spirale (Tsp-34), T. atroviride
(Ta-10), T. hamatum (Tha-2), T. viride (Tv-5), and T. koningii (Tk-42) in potentially applicability for
biocontrol of tomato seeds against the damping-off disease caused by Rhizoctonia solani.
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Average emerged Average symptom- Efficacy of

Treatments seedlings number bearing seedlings treatments

from 50 % number in %

seeds/pot from Rhizoctonia
emerged solani
plants control %

0 control 47.00 100 0 0** -

R. solani control 43.00* 91.49%* 27.00 100 -
T. viride (Tv-5) 45.00 95.74 8.00 29.63** 70.37
T. hamatum (Tha-2) 45.33 96.45 7.33 27.16%* 72.84
T. virens (Tvr-1) 44.33 94.33 3.00 11.11%* 88.89
T. harzianum (Thz-33) 44.33 94.33 0.33 1.23%* 98.77
T. spirale (Tsp-34) 41.33* 87.94* 5.67 20.99%* 79.01
T. strictipilis (Tst-35) 44.67 95.04 5.00 18.52%** 81.48
T. atroviride (Ta-10) 43.67 92.91 6.00 22.22%* 77.78
T. koningii (Tk-42) 46.33 98.58 8.67 32.10%* 67.9
T. tomentosum (Tt-44) 45.67 97.16 3.33 12.35%%* 87.65

LSD 5o, 2.82 6.00 1.68 6.22

Table 1: Effects of Trichoderma seed treatments on emergence and symptoms of damping-off
disease caused by Rhizoctonia solani (* significantly less emerged plants; **significantly less
symptoms)

CONCLUSIONS

Efficacy of the tested beneficial Trichoderma strains in vivo differed from in vitro features.
However some more effective strains (Tt-44, and Tvr-1: 88, Thz-33: 98 percent efficacy, respectively)
were selected based on both in vitro and in vivo tests for the potentially applicable agents in biological
control against damping off disease caused by Rhizoctonia solani.
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