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A modern mezőgazdaság egy-egy növényfajt nagy területeken termeszt, felborítva ezzel a kényes 
ökológiai egyensúlyt, ami előidézheti egyes betegségek elterjedését, melyek fellépése esetén 
hagyományosan fungicideket használnak. A fogyasztók félelme nő az élelmiszerekben maradó 
szermaradványok miatt, a termesztők pedig szembekerülnek a rezisztens patogének okozta 
problémákkal. Szükség van tehát hatékony lépésekre a talajból fertőző kórokozók és inokulumaik 
ellen, ezért mind a fogyasztó, mind a termelő közös célja, hogy alternatív eljárásokat találjanak a 
növénybetegségek elleni védekezésre. 

A biológiai védekezés története szorosan összefügg a növénytermesztés évezredes fejlődésével. A 
növényi kórokozókkal szembeni biológiai védekezésre irányuló kutatások a hetvenes évektől váltak 
kiterjedtté, amikor a közvéleményben is tudatosulni kezdett az egyre fokozódó környezetszennyezés 
veszélye. 

A Rhizoctonia solani KÜHN talajainkban igen gyakori polifág kórokozó, amely – többek 
között – a kertészeti növények palántadőlésének előidézője. A R. solani a vetések foltos kelését, majd 
a kelés utáni palántadőlést okozza, amely a patogén esetében szikleveles kortól 4-6 leveles korig 
veszélyezteti a növényeket. SZIRMAI (1941) és KASZONYI (1956) szerint a melegágyi palánták 
szártőrothadását túlnyomórészt a Rhizoctonia solani okozza. 

HADAR és munkatársai (1979a,b) hatásosan védekeztek trichodermákkal a Rhizoctonia solani 
által okozott palántadőlés ellen bab, paradicsom, és tojásgyümölcs kultúrákban, üvegházban. 

CHET és munkatársai.(1979, 1982) izoláltak hatékony Trichoderma törzseket a talajból 
fertőző R. solani ellen, melyeket sikeresen használtak íriszhagymák megvédésére is. 

 ELAD és munkatársai (1981) a szamóca Rhizoctonia solani okozta gyökérrothadása ellen 
védekeztek Trichoderma harzianummal, így a fertőzöttség 18-46%-kal csökkent. A kezelt palántákon 
21-37%-os termésnövekedést értek el. 

ELAD és munkatársai (1981) a szegfű Rhizoctonia solani okozta betegsége ellen vizsgálták a 
Trichoderma harzianum fajt, így 70%-kal csökkent a növények fertőzöttsége. A leghatásosabb akkor 
volt a védekezés, amikor a preparátumot a dugványok gyökereztetésére használt tápközegkeverékbe 
juttatták. 

A Rhizoctonia solani ellen burgonyánál BEAGLE és PAPAVIZAS (1985) végezetek 
vizsgálatokat T. viride fajjal. A kezelés 50%-kal csökkentette a betegség előfordulását.  

BELDAN (1988) a Trichoderma viride-vel történő, a saláta gyökérrothadása elleni védekezést 
akkor találta sikeresnek, ha a kezelés után öntözést végzett, így 40%-kal is meg tudta növelni a 
terméshozamot. 

LEWIS és LARKIN (1997) a Trichoderma virens, T. hamatum és T. harzianum gombákat 
tartalmazó készítményeket alkalmaztak sikeresen tojásgyümölcsön a R.. solani okozta palántadőlés 
leküzdésére, a kórokozó inokulum–csökkentésére, talaj nélküli tápközegben. 

A biológiai védekezésre felhasználható gombák esetében hatékony védekezés-technológiai 
eljárás a magkezelés, amely a talajból fertőző és a maggal terjedő betegségekkel szemben nyújt 
védelmet. HARMAN és munkatársai (1980) valamint HARMAN (1991) szerint a biológiai védekezési 
rendszereket hatásosabbá, megbízhatóbbá és gazdaságosabbá kell tenni. Ehhez megfelelő 
hatékonyságú Trichoderma törzseket kell nyerni. Kifejlesztvén egy magkezeléses eljárást, melyben 
laboratóriumi körülmények között borsó és retek magvakat kezeltek T. hamatum konídiumaival, a 
talajból fertőző betegségek, (köztük a R. solani) ellen hasonló hatékonyságú volt, mint a fungicides 
csávázószerek. 
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Munkánk célkitűzése, hogy az intenzív palántanevelésben súlyos palántadőlést (paradicsom, 
paprika) okozó Rhizoctonia solani ellen biológiai védekezési alternatívát dolgozzunk ki. 

 
ANYAG ÉS MÓDSZER 

 
Mind a növénybetegséget okozó Rhizoctonia solani gomba, mind az antagonista Trichoderma 

törzsek tiszta tenyészeteinek készítését a gombák inókulumát tartalmazó talajból végeztük. A talaj a 
DATE Kertészeti Tanszékének a bemutatókertjéből, palántanevelő melegágyból származik. A talaj 
szervesanyagtartalma magas, ez kedvező a R. solani fertőzés felléptének. 

 
Rhizoctonia solani izolálása 
 
A kórokozó izolálása céljából hajtatásos palántanevelő talajából vett, feltételezetten Rhizoctonia 

solani inokulumot tartalmazó talajmintával tenyészedényekben, paradicsom csíranövényeken 
(UNO/K-652/) nyertünk palántadőléses tüneteket mutató növényeket, túlöntözve, fényszegény 
körülmények között. A beteg növényekről etanol–kálium nitrát Rhizoctonia–szelektív táptalajon 
(Trujillo et al., 1987) izoláltuk a kórokozót. 

 
A Trichoderma törzsek izolálása 
 
Az antagonista izolálása Trichoderma–szelektív (Askew - Laing, 1993) táptalajon történt, 

ugyanezen talajmintából. A talajból 16 szemcsét helyeztünk a táptalaj felszínére. A talajszemcséken és 
azok körül a táptalaj felszínén kialakult Trichoderma telepekből kiemelt konídiumcsomókat 
használtuk a monokonídiumos tenyészetek készítéséhez. 
Az izolált 46 törzs 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 felhasználtuk a Tv–5 jelzésű Trichoderma viride és a Tha–2 jelzésű 
Trichoderma hamatum szelektált törzseket, amelyeket Vajna László bocsájtott rendelkezésünkre. 

 
A direkt antagonizmus vizsgálata 
 

A vizsgálatokat R. solani-val teljesen benőtt BDA-n végeztük 7 napos tenyésztést követően. A 
Trichoderma törzsek BDA tenyészetéből kimetszett 5 mm átmérőjű korongot a Petri-csésze 
középpontjába helyeztük, 6 nap inkubáció során naponta mértük a Trichoderma telepátmérőket, ezzel 
jellemezve a kolonizáció dinamikáját. 

 Miután a Trichoderma teljesen kolonizálta a R. solani telepet, a patogént és az antagonistát 
együtt tartalmazó táptalajból korongokat metszettünk ki, a Petri-csésze középpontjától kiindulva 1 cm-
enként. Ezeket a korongokat a már ismertetett Rhizoctonia-szelektív táptalajra helyeztük, hogy a 
patogén növekedése alapján megítéljük az antagonizmus hatékonyságát. 

 
Közvetlen antagonizmus (patogént gátló anyagcseretermékek) vizsgálata 
 
Agar-gél diffúzióval 
 
A vizsgálat során 100ml-es Erlenmeyer-lombikban, 10 ml, agart nem tartalmazó folyékony 

burgonya táptalajon, folyamatos rázatás mellett 7 napig neveltük az antagonista törzseket. Ezután a 
folyékony táptalajból 0,45 μm átmérőjű szűrővel hifa és konídiummentes szűrletet készítettünk, 
amelyet BDA lemez közepébe fúrt lyukba cseppentettünk. A lyuk köré 4 db R. solani-t tartalmazó 
BDA korongot helyeztünk, a középponttól 3-3 cm-re. A szűrletben feltételezett patogént gátló anyag a 
táptalajban szétdiffundálva gátolja a kórokozó növekedését. Az így kialakuló gátlási zóna átmérője, 
erőssége alapján következtettünk a közvetett antagonizmus erősségére. 
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Celofánkorong-agar diffúzióval 
 

Az általunk végzett másik eljárás során a BDA felszínére helyezett steril celofán korongra oltottuk rá 
az antagonistát. A celofán korongon átdiffundáló tápanyagok felhasználásával a Trichoderma telep 
növekedésnek indult, majd 3 napos inkubáció után a celofánkorongot a micéliummal együtt óvatosan 
eltávolítottuk. A táptalaj felszínét rövid ideig tartó (20 perc) intenzív UV-sugárzásnak tettük ki az 
esetlegesen fellépő kontamináció megelőzésére. 
 Az antagonista által termelt gátló anyagcseretermékek –feltételezésünk szerint– a 
féligáteresztő hártyaként viselkedő celofánon keresztül a táptalajba juthattak. 

 Ezek után a táptalaj közepére Rhizoctonia solani–t tartalmazó BDA korongot helyeztünk, és 
vizsgáltuk a telepnövekedésében a kezeletlen kontrollhoz viszonyítottan jelentkező eltérést. 

 
Magkezelés 
 
A tenyészedényes kísérletben felhasznált talaj megegyezik a kórokozó illetve az antagonisták 

izolálására felhasznált talajjal melyet 120°C-on 2x40 perces autoklávozással sterilizáltunk. Ezen a 
módon az élő antagonista mikróbát nem tartalmazó talajon R. solani talajoltást végeztünk. Ez 
kukoricadarát (250 g) és Czapek-Dox (5 g) táptalajt tartalmazó elegyen a kórokozó felszaporítását, 
majd az elegy talajba történő egyenletes bedolgozását jelentette. 
 Tesztnövényként a paradicsomot (UNO /K-652/) választottuk, mivel jól nevelhető 
tenyészedényben, illetve a Rhizoctonia solani KÜHN kórokozó megbetegíti a csíranövényt, ezáltal 
palántadőlést okoz. 

A paradicsom vetőmagra juttattuk az antagonista konídiumait. Szuszpenziós formában történt 
a konídiumok felvitele a magvak felszínére, melyből 1 ml 107 spórát tartalmazott, Bürker-kamrában 
megszámolva. A magokat tenyészedénybe vetettük el, 3 ismétlésben, ismétlésenként 50 magot. A 
tenyészedények között volt kezeletlen magokkal bevetett kontroll, illetve R. solani-val nem beoltott 
talajt tartalmazó kontroll.  

A vetőmag csírázóképességének ellenőrzésére Petricsészébe tett nedves szűrőpapírra 
helyeztünk 100 szemet, majd lefedtük. A kicsírázó magvak száma alapján következettünk a csírázási 
százalékra. 

A vizsgálat során a kikelt, palántadőléses tüneteket mutató csíranövények száma alapján arra 
próbáltunk következtetni, hogy milyen a Trichoderma fajok kolonizációs képessége a növény 
rizoszférájában, milyen a hatékonysága a kórokozóval szemben, milyen mértékben csökken a 
palántadőléses megbetegedések száma a kezeletlen kontrollhoz képest, illetve mutatnak-e 
növekedésbeli eltérést a növények a kezeletlen kontrollhoz viszonyítva. 

 
Eredmények 
 
A direkt antagonizmus vizsgálatának eredményei 
 
A kísérletben azt tapasztaltuk, hogy a Trichoderma izolátumok igen intenzíven növekedtek a 

patogénnel előzőleg teljesen átszőtt táptalaj felszínén. A petricsésze felületét 6 nap alatt, egyes fajok 5 
nap alatt kolonizálták. A növekedés napi ütemének a mértéke az 1. ábrán követhető nyomon. 

 
Az antagonistát és a tesztgombát együtt tartalmazó tenyészetből készített mikroszkópi 

preparátumon 400x-es nagyítás mellett megfigyeltük a Trichoderma fajok parazitizmusát a 
Rhizoctonia solani-n. Tapasztaltuk az antagonista hifáinak rácsavarodását a patogén hifáira, így egy 
micéliumhüvelyt hozva létre, miközben elpusztította a körbefont hifát. Megfigyelhetők voltak a 
széteső sejtfalú, pusztuló, ill. elpusztult R. solani hifák is, melyeket feltételezésünk szerint az 
antagonista által termelt antibiotikus hatású metabolitok, ill. lítikus enzimek okoztak. 

A további vizsgálataink során azt állapítottuk meg, hogy az antagonista törzsek által kolonizált R. 
solani minden esetben elpusztult, a Rhizoctonia-szelektív táptalajra helyezett korongokon nem 
tapasztaltuk a tesztgomba növekedését egy alkalommal sem. Ebben az esetben véleményünk szerint a 
Trichoderma izolátumok közvetlen antagonizmusa (mikoparazitizmus) és a patogént gátló 
anyagcseretermékek együttes hatása vezetett ehhez az eredményhez, mely azt bizonyítja, hogy ha a 
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vizsgált antagonista törzsek közvetlen kontaktusba kerülnek a patogénnel, akkor in vitro hatékonyan 
elpusztítják azt. (1. ábra) 

 

1. ábra, A Trichoderma törzsek kolonizációjának üteme a R. solani telepén 
 
 
A közvetett antagonizmus vizsgálatának eredményei 
 
Agar-gél diffúziós vizsgálat eredményei 
 
A folyékony tápközeg szűrletének becseppentése és a patogént tartalmazó BDA tenyészetből 

kimetszett korongok felhelyezése után naponta megfigyeltük a változásokat. Az első 24 óra után már 
látszott a BDA korongokon, hogy a R. solani növekedésnek indult, és hifák próbálnak bediffundálni a 
szűrlettel kezelt táptalajba. A kontroll petricsészében felhelyezett korongokról lenőtt tesztgomba ekkor 
már kb. 1 cm átmérőjű telepet növesztett a tiszta BDA-n. 

A kezelt táptalajokon a növekedésnek indult R. solani nem tudott egy esetben sem bediffundálni a 
táptalajba, az arra növekvő hifák elpusztultak. A kontroll táptalajon a patogén az ötödik napra benőtte 
a táptalaj felületének 2/3-át. A Trichoderma izolátumok által termelt anyagcsereterméket tartalmazó 
szűrlettel kezelt táptalajokra a felhelyezett tesztgomba csak a hetedik napon mutatott igen gyenge, alig 
észrevehető növekedést, ez azonban nem volt értékelhető. 

A kísérlet során a táptalajban szétdiffundáló gátló anyagcseretermék és a növekvő telepű R. 
solani találkozásakor kialakuló gátlási zóna átmérője, megjelenése alapján szerettük volna értékelni a 
9 darab Trichoderma izolátumot antibiotikus aktivitás szempontjából.  

Mivel a tesztgomba egy ismétlésben sem mutatott növekedést, ezáltal gátlási zónát egyáltalán 
nem tudtunk megfigyelni, így a törzsek nem voltak egymással összehasonlíthatók. Ugyanakkor a 
kontroll gomba növekedésével összevetve az eredmény látványos. De mivel a patogén növekedése 
mindegyik esetben gátolva volt, illetve a hifák elpusztultak, ez bizonyítja azt, hogy a vizsgált 
antagonisták termeltek a R. solani-ra mérgező, azt elpusztító anyagot. A totális gátlás ill. pusztulás oka 
feltételezésünk szerint az lehetett, hogy a szűrlet igen magas koncentrációban tartalmazhatott 
antibiotikus hatású metabolitot. 
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Előkísérleteink során az a 24, 36 48 órás tenyésztés azonban nem eredményezett biológiai 
indukcióval kimutatható szekunder metabolit koncentrációt. 

 
Celofánkorong-agar diffúzióval 
 
A módszerek ismertetésénél említett módon a celofán eltávolítása után a táptalajra helyezett 

tesztgomba telepének sugárirányú növekedését naponta regisztráltuk és ez alapján hasonlítottuk össze 
a 9 antagonista izolátumot gátló anyagcseretermék-termelés szempontjából. 

A telepátmérők mérését naponta végeztük. 
A Tv-5 jelzésű (Trichoderma viride), a Tha-2 jelzésű (T. hamatum) ill. az 1. számú T. virens 

törzsekkel a kezelt BDA táptalajon a R. solani nem mutatott egyáltalán növekedést. 
Kiemelkedően jó eredményt mutattak a T. harzianum (33.) és a T. tomentosum (44.) törzsek is, 

melyeknél a velük kezelt táptalajon a tesztgomba a kontrollhoz viszonyítva 42,9%-os ill. 28,5%-os 
növekedést mutatott a 4. napon. 

A többi törzsnél is jelentkezett gátlás, de ezeknél a R. solani-nak a kezeletlen kontrollhoz 
viszonyított növekedése 50% felett volt a kísérlet 4. napján. (2. ábra) 

 
 
 
 

2. ábra, A Rhizoctonia solani telepek növekedése a Trichoderma törzsek celofán-agar metaboli 
diffúzióját követően 

 
A magkezelés kísérlet eredményei 
 

A nedves kamrába helyezett, csíráztatási próbának alávetett vetőmag csírázási százaléka 96%-
os volt. A kelés százaléka, melyet autoklávozással sterilizált talajba vetett magvak kelése alapján 
ítéltünk meg (Ø kontroll) 94% százalékosnak bizonyult.  
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A 4. táblázatban látható, hogy a csak R. solani-val beoltott talajt tartalmazó, kezeletlen 
magvakkal bevetett tenyészedényekben (R. solani kontroll) a palántadőléses tüneteket mutató 
növények száma magas. 

Az antagonista izolátumok konídiumaival kezelt magvakból kikelt paradicsomnövények 
esetében a fertőzöttség mértéke a R. solani kontrollhoz viszonyítva 1,23%-tól 32,1%-ig terjed, tehát 
mindegyik izolátum nagy hatékonysággal lépett fel a kórokozóval szemben az autoklávozott talajban 
uralkodó viszonyok között. A kapott eredmények alapján az egyes Trichoderma törzsek 
rangsorolhatók a talajban mutatott Rhizoctonia solani elleni antagonizmusuk alapján, amelyre a 
palántadőléses tüneteket mutató növények száma alapján következtettünk. Ezek alapján a vizsgálatunk 
azt mutatta, hogy a legeredményesebben a Trichoderma harzianum akadályozta a betegség 
kialakulását, ezt követték a T. virens, T. tomentosum, T. strictipilis, T. spirale, T. atroviride, T. 
hamatum (Tha-2), T. viride (Tv-5), T. koningii törzsei. (3. ábra) 
 

A Trichoderma izolátumok konídiumaival kezelt, kikelt és egészséges paradicsomnövények 
növekedésbeli eltérést mutattak a kezeletlen kontroll növényeihez képest. Ez az eltérés abban 
mutatkozott meg, hogy a kezelt növények azonos időpontban mérve fejlettebbek voltak. Ez a 
magasságkülönbség a kontroll és kezelt tenyészedényekben fejlődött növényeken látható különbséget 
eredményezett.  

 
 
 

 
Átlagos kikelt 

csíranövények 
Palántadőléses 

növények száma (átlag) 
 

Kezelések 

50 
szem/tenyész

edényből 
% 

A kikelt 
növényekből

R. 
solani 

kontrollhoz 
viszonyítva 

A kezelés 
hatékonysága 

% 

0 kontroll 47.00 100 0 0** - 
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 11.11** 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 

SZD 5%    2.82              6.00            1.68        6.22 
 

3. ábra, A Trichoderma izolátumokkal történő kezelés után kikelt és a palántadőlés tüneteit 
mutató növények száma 

 
Következtetések 
 
Az eredmények alapján megállapítható, hogy az antagonista törzsek in vitro hatékonyak a 

kórokozó ellen. A direkt antagonizmus vizsgálata esetén a Trichoderma izolátumok minden esetben 
teljesen elpusztították a R. solani-t. 

 A közvetett antagonizmus vizsgálatánál megállapítottuk, hogy mindegyik általunk tesztelt 
antagonista törzs termel valamilyen antibiotikus hatású anyagot. Vizsgálataink azt mutatják, hogy ezen 
metabolitok hatékonysága eltérő az egyes Trichoderma izolátumoknál. 
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A magkezeléses eljárás során arra kaptunk választ, hogy a vizsgált törzsek milyen hatékonyak a 
R. solani ellen, más antagonistát nem tartalmazó talajban. Azt tapasztaltuk, hogy a hatékonyságuk 
eltérő, az in vitro hatékony gombák itt nem minden esetben mutattak eredményt. 

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

A magkezeléses vizsgálat során azt tapasztaltuk, hogy a betegség kialakulását leghatékonyabban 
a Trichoderma harzianum (D/087), T. virens (D/091) és a T. tomentosum (D/092) akadályozta meg. 
Ebben a kísérletben az in vitro igen hatékony Tv-5 és Tha-2 izolátumok nem szerepeltek jól.  
 

A kapott eredmények az általunk vett talajmintából izolált, majd ugyanebben a talajban vizsgált 
Trichoderma törzsek antagonista hatékonyságát mutatják. A kapott két törzs hatékony volt in vitro a 
kórokozó ellen, de a talajkörülmények nem voltak kedvezőek számukra. 

 
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 KÜHN 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 
(SZIRMAI, 1941; KASZONYI, 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 
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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 (Trujillo 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 László 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 μm 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 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 107 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. 
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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 

 
 
 
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 

seedlings number 
Average symptom-

bearing seedlings 
 

Treatments 
from 50 

seeds/pot 
% number 

from 
emerged 

plants 

in 
Rhizoctonia 

solani 
control % 

Efficacy of 
treatments 

% 

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 5%    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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