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Bevezetés

A Trichoderma fonalasgomba-nemzetség (Hypocreales rend, Ascomycota torzs) tartozd
képvisel6i koziil szamos faj kitiind antagonista képességgel rendelkezik kiilonféle
novénypatogén gombakkal szemben, ezaltal igéretes jeloltjei lehetnek a
novénytermesztésben a gombak elleni biologiai védekezés megvaldsitasanak. A
Trichoderma torzsek biokontroll képességeinek alapjaul szolgalé mechanizmusok k6zé
tartozik a mikoparazitizmus, az antifungalis metabolitok termelése itjan megvalosulo
antibidzis, , tovabbd a tapanyagokért és az ¢élShelyért folytatott kompeticio. A
Trichoderma torzsek képesek a novények védekezé rendszerének indukalasara,
valamint a névények novekedésének serkentésére is (Harman és mtsai. 2004).

Munkank soran a mezbégazdasagi talajok vizsgalatat helyeztiik el6térbe, mely fontos
informaciokkal szolgalhat a Trichoderma nemzetség biodiverzitasarol, valamint
megfelel6 forrasa lehet a jo biokontroll képességekkel rendelkezé Trichoderma torzsek
szelektalasanak.

Jelen tanulmany célja a Trichoderma fajok Osszetételének vizsgalata killonb6z6
z06ldségek rizoszférajabol szarmazé mintdkban, valamint az Gjonnan izolalt és
azonositott torzsek in vitro antagonizmusra vald képességének vizsgalata.

Irodalmi attekintés

A Trichoderma nemzetség fajosszetételének vizsgalatit mar szamos természetes
Okoszisztémaban elvégezték molekularis modszerekkel, beleértve kozép-eurdpai artéri
erdéket (Wuczkowski és mtsai. 2003), Duna-menti artéri erdéket (Friedl és mtsai.
2012), és Oroszorszagbol, Nepalbol, Eszak-Indiabol (Kulling és mtsai. 2000), valamint
Délkelet-Azsiabol (Kubicek és mtsai. 2003), Kinabél (Sun és mtsai. 2012), Eszak-
Afrikabol (Sadfi-Zouaoui és mtsai. 2009) és Dél-Amerikabol (Hoyos-Carvajal és mtsai.
2009) szarmaz6 talajmintakat. Ezen tanulmanyok szamos uj Trichoderma faj és
genotipus leirasahoz vezettek. Viszonylag kevés tanulmany foglalkozott azonban
mezbgazdasagi miivelés ala vont teriiletekkel (Sadfi-Zouaoui és mtsai. 2009, Gherbawy
és mtsai. 2004, Mulaw és mtsai. 2010, Naeimi és mtsai. 2011), pedig ezeknek az
¢él6helyeknek a tanulmanyozasa szintén fontos informaciokkal szolgalhat a Trichoderma
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nemzetség biodiverzitasarol. A mezégazdasagi 6koszisztémak vizsgalata révén tovabbi
lehetéség nyilhat olyan Trichoderma torzsek izolalasara, melyek jo biokontroll
képességgel rendelkeznek, valamint fungicidekkel szembeni rezisztenciat is hordoznak.

Anyag és modszer

A Trichoderma torzsek izolalasat kiilonb6z6 zoldségek (paprika, paradicsom, répa,
salata, spenot, tok, karaldbé, petrezselyem, borsd, zeller) rizoszférdjabol szarmazoéd
talajmintakbol végeztiik el, melyek Magyarorszag kiilonb6z6 régioibol szarmaztak
(Szeged-Sziksos, Balastya, Szentes, Ozd, Veszprém, Hatvan). Az izolalas a zoldségek
gyokerének felszinérél és a talajbol tortént dikloran—bengalrozsa taptalajon (King és
mtsai. 1979). Az izolalt torzseket a Szegedi Mikrobioldogiai Gyijteményben helyeztiik el
(SZMC; 1. tablazat).

Az izolatumok azonositasat és biodiverzitasuk felmérését az ITS (internal transcribed
spacer) régi6 (ITS1-5.8S rDNS-ITS2) szekvencigjanak elemzése utjan végeztiik
(Naeimi és mtsai. 2011). A Trichoderma izolatumokat 1TS-szekvencidjuk alapjan az
»International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy” internetes
honlapjan (www.isth.info) elérhet6, vonalkddokon (barcoding) alapuld TrichOKEY 2.0
(Druzhinina és mtsai. 2005) program segitségével azonositottuk (a génbanki
azonositoszamokat az 1. tablazat tartalmazza).

Az igéretes torzsek in vitro antagonista képességének vizsgalatat in vitro agar-
konfrontacios tesztek elvégzésével vizsgaltuk killonféle ndvénypatogén gombakkal
szemben, melyek kozott szerepeltek Fusarium solani (SZMC 11057F, SZMC 11064F,
SZMC 11067F, SZMC 11070F) izolatumok, tovabba F. oxysporum (SZMC 6237J),
Alternaria alternata (SZMC 10685), és Phoma cucurbitacearum (SZMC 16088)
torzsek. A vizsgalt Trichoderma torzsek esetében egy képanalizisen alapulé modszer
(Szekeres és mtsai. 2006) segitségével meghataroztuk a Biokontroll Index (BCI)
értékeket, ezaltal szamszerlsithetévé és egymassal Osszevethetévé valtak a vizsgalt
torzsek in vitro antagonista képességei.

Eredmények és értékelésiik

Munkank soran a kiilonféle zoldségek rizoszférajabol szarmazo mintakbol dsszesen 45
Trichoderma torzset izolaltunk sikeresen, melyek kozott 10 féle kiillonbozo
Trichoderma fajt azonositottunk. A tovabbiakban 15 izolatumot valasztottunk ki az in
vitro  antagonizmus-vizsgalatok elvégzéséhez (1. tablazat), melyek kozott
megtalalhatéak voltak a T. asperellum, T. atroviride, T. citrinoviride, T. gamsii, T.
hamatum, T. harzianum, T. pleuroticola, T. longibrachiatum és T. viride torzsek.

A képanalizisen alapulé modszer segitségével meghatarozott Biokontroll Index (BCI)
értékek meghatarozasa utin elmondhato, hogy a vizsgalt izolatumok koziil a két T.
asperellum, valamint egy T. atroviride torzsnél mértiik a legmagasabb BCI-értékeket a
vizsgélt 7 novénypatogén gombaval szemben (2. tablazat). A T. asperellum SZMC
20866 izolatum esetében 3 névénypatogén gombaval szemben mértiik a legmagasabb
BCI -értékeket, melyek a F. solani SZMC 11057F és SZMC 11064F torzsek esetében
79,76 és 75,78, mig a P. cucurbitacearum SZMC 16088 jelii torzsével szemben 81,35
voltak. Az in vitro konfrontacios vizsgalatokba bevont masik két F. solani izolatummal
(SZMC 11067F és SZMC 11070F) szemben a T. asperellum SZMC 20786 jelii
izolatumnal tapasztaltuk a legmagasabb BCI-értékeket (88,84 és 85,76). Ez az izolatum
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volt képes tovabba a legnagyobb mértékben randvekedni a vizsgalt A. alternata
izolatum telepére (BCI: 65,77). A F. oxysporum SZMC 6247] izolatummal szemben a
legmagasabb BCl-értékeket a két T. atroviride (SZMC 20780 és SZMC 20781)
esetében kaptuk (66,98 és 69,45).

1. tablazat. A vizsgalt Trichoderma torzsek izolalasanak és azonositasanak adatai

. . Génbanki - Legkozelebbi
Izolalas helye Rizoszféra Torzs szam | azonosité- TrlchOkeiy 20 NCBI BLAST
minta . eredmény .
szam talalat
Szeged- karalabé .
Sziksosfiirds (fehér) SZMC 20852 | JX173840 | T. pleuroticola
SZMC 20853 | JX173841 | T. harzianum
paradicsom | SZMC 20761 |JX173832 | T. harzianum
SZMC 20762 | JX173833 | T. harzianum
paprika SZMC 20769 | JX173847 | T. harzianum
SZMC 20779 | JX173848 | T. virens
Veszprém petrezselyem | SZMC 20866 | JX173862 | T. asperellum T. harzianum
paradicsom | SZMC 20770 |JX173856 | T. harzianum
SZMC 20780 | Ix173g60 | 22onositatlan T. atroviride
Trichoderma
spenst | SZMC 20867 | Ix173863 | 1. longibrachiatum/
H. orientalis
Szentes paradicsom | SZMC 20783 | JX173876 azonositatlan T. gamsii
Trichoderma
Balastya tok SZMC 20868 | JX173874 | T. citrinoviride
Ozd répa SZMC 20784 |JX173868 | T.hamatum
paradicsom | SZMC 20781 | JX173866 | T. atroviride
Hatvan flszer- SZMC 20786 | JX173869 | T. asperellum
paprika
salata SZMC 20788 | JX173872 | T. longibrachiatum
zeller SZMC 20869 | JX173873 |T. harzianum

Table 1. Isolation data and identification details of the examined Trichoderma strains

(1) place of isolation, (2) rhizosphere sample (white kohlrabi, tomato, paprika, parsley, tomato, spinach,
tomato, pumpkin, carrot, tomato, spice paprika, salad, celery respectively), (3) strain number, (4) GenBank
accession number of ITS, (5) TrichOkey 2.0 diagnosis, (6) Closest valid NCBI BLAST hit

Az igéretes biokontroll agensként ismert T. harzianum (SZMC 20761, SZMC 20853,
SZMC 20869, SZMC 20770, SZMC 20762), T. virens (SZMC 20779) és T. gamsii
(SZMC 20783) fajok izolatumait is bevontuk az in vitro antagonizmus-vizsgalatokba.
Az altalunk meghatarozott BCI-értékek alapjan ezekrdl az izolatumokrél elmondhato,
hogy képesek voltak randvekedni a vizsgalt ndvénypatogén gombakra, viszont a kapott
BCl-értékek alacsonyabbak voltak, mint a T. asperellum és T. atroviride izolatumok
esetében. A kisérleteink soran azonositott T. longibrachiatum SZMC 20788 a F. solani
SZMC 11057F torzzsel szemben (60,19), mig a T. citrinoviride SZMC 20868 izolatum
a Phoma cucrbitacearum torzzsel szemben (61,98) mutatta a legmagasabb BCI értéket.
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A gombak zoldpenészes fert6zésének okozdjaként is ismert T. pleuroticola SZMC
20852 izolatum a F. solani SZMC 11067F torzs kivételével a tobbi vizsgalt
ndvénypatogén gombaval szemben 60-as BCl-érték feletti értékeket mutatott.

2. tabldzat. A vizsgalt Trichoderma torzsek Biokontroll Index (BCI) értékei

_Vizsgz’llt Térzsszam SZMC | SZMC | SZMC | SZMC | SZMC | SZMC SZMC
Trichoderma 11057F | 11064F | 11067F | 11070F | 6237J | 16085 16088
T. asperellum SZMC 20866 | 79,76 75,78 71,3 78,72 | 48,22 | 64,33 | 81,35
T. asperellum SZMC 20786 | 77,76 64,45 88,84 85,76 | 48,66 | 65,77 | 80,63
T. atroviride SZMC 20780 | 62,4 73,88 37,62 51,2 66,98 | 51,44 | 59,24
T. atroviride SZMC 20781 | 63,92 55,72 39,92 48,39 | 69,45 | 54,16 | 56,83
T. citrinoviride SZMC 20868 | 53,76 24,45 46,97 48,15 | 39,22 | 57,3 | 61,98
T. gamsii SZMC 20783 | 60,82 50,39 39,97 59,36 | 59,33 | 49,22 | 60,14
T. hamatum SZMC 20784 | 68,22 46,81 47,88 62,52 | 51,05 | 61,28 | 67,96
T. harzianum SZMC 20761 | 63,08 65,83 63,37 64,92 | 49,82 | 60,78 | 612
T. harzianum SZMC 20853 | 75,13 46,71 52,79 70,04 | 54,17 | 60,26 | 60,45
T. harzianum SZMC 20869 | 42,19 42,06 37,83 38,4 45,71 | 18,02 | 14,92
T. harzianum SZMC 20770 | 70,59 50,44 53,79 68,94 | 6558 | 6529 | 68,93
T. harzianum SZMC 20762 | 63,69 52 47,91 59,77 | 60,46 | 59,33 | 57,84
T. pleuroticola SZMC 20852 | 64,54 62,84 47,1 68,06 | 6343 | 61,01 | 63,88
T. longibrachiatum | SZMC 20788 | 60,19 38,31 43 56,4 51,58 | 59,84 | 57,79
T. virens SZMC 20779 | 40,65 35,95 53,44 49,08 41,37 | 25,07 35,6

Table 2. Biocontrol Index (BCI) values of the examined Trichoderma strains
(1) examined Trichoderma strains, (2) strain number, (3) examined plant pathogenic fungi

Kovetkeztetések

Az altalunk elvégzett kisérletek alapjan kovetkeztetésként elmondhaté, hogy
Magyarorszag kiilonb6z6 régioibol szdrmazd zoldségrizoszféra-mintakbol sikeresen
izolaltunk és azonositottunk Trichoderma torzseket, melyek koziil 15 izolatummal in
vitro antagonizmus teszteket végeztiink. Ez alapjan elmondhatd, hogy az altalunk izolalt
két T. asperellum (SZMC 20866, SZMC 20786) és egy T. atroviride (SZMC 20781)
torzs rendelkezik a legmagasabb BCI-értékkel, ezaltal igéretes jeloltjei lehetnek a
ndvénypatogén gombakkal szembeni biologiai védekezés megvaldsitasanak.

Osszefoglalas

A Klinikailag jelent6s opportunista patogén T. longibrachiatum és T. citrinoviride
mellett a gombak zoldpenészes fert6zését okozo T. pleuroticola, tovabba igéretes
biokontroll fajok (T. harzianum, T. virens, T. atroviride, T. asperellum és T. gamsii)
hazai zoldségrizoszféra-mintdkban torténd eléforduldsat igazoltuk. Jelen tanulmany
eredményei alapjan megallapithatd, hogy a zoldségek rizoszféraja gazdag forrasa lehet a
potencialis biokontroll agenseknek, melyekkel kdornyezetbarat ¢és Okologiailag
biztonsagos mezdgazdasagi termelés valosithatd meg. Az altalunk vizsgalt T.
asperellum és T. atroviride torzsek jo in vitro antagonista képességekkel rendelkeznek
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Fusarium torzsekkel, valamint egyéb ndvénypatogén gombakkal szemben, igy
igéretesek lehetnek egy olyan gomba-alapu technologia kidolgozasara, mellyel az
Okologiai gazdasagokban fungicidek felhasznalasa nélkiil is csokkenteni lehet a
rizoszféraban jelenlévé novénypatogén gombak mennyiségeét.

Kulcsszavak: Trichoderma, zoldség, rizoszféra, biokontroll, in vitro antagonizmus
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In vitro antagonistic abilities of Trichoderma species isolated from the
rhizosphere of vegetables grown in Hungarian soils

Abstract

The species composition and in vitro antagonistic ability of Trichoderma isolates from the rhizosphere of
different vegetables collected at different locations in Hungary was examined during this study. Trichoderma
strains were isolated from the rhizosphere samples on dichloran-rose bengal medium. After purification of
genomic DNA, the PCR amplification of the internal transcribed spacer (ITS1-5.8S rDNA-ITS2) region and
its sequence analysis were used for the identification of the isolates at the species level. Altogether, 45
Trichoderma isolates were identifed from the examined samples. We selected 15 Trichoderma isolates from 9
species (T. asperellum, T. atroviride, T. citrinoviride, T. gamsii, T. hamatum, T. harzianum, T. pleuroticola, T.
longibrachiatum and T. virens) to examine their in vitro antagonistic abilities.. In vitro antagonism was
examined in dual culture tests against four Fusarium solani isolates, as well as 1-1 F. oxysporum, Alternaria
alternata and Phoma cucurbitacearum strain. Biocontrol Index (BCI) values were determined for the
particular isolates. We found the highest BCI values in the case of the two examined T. asperellum strains,
SZMC 20866 and SZMC 20786 against the four F. solani (SZMC 11057F, SZMC 11064F, SZMC 11067F,
SZMC 11070F) strains as well as A. alternata and P. cucurbitacearum. We also examined one F. oxysporum
strain and our result showed that the isolate T. atroviride SZMC 20781 was the most effective against this
plant pathogenic fungus. The results of the recent study suggest that the rhizosphere of vegetables may be a
rich source of potential biocontrol agents for environment-friendly, organic agricultural production. Our
Trichoderma isolates that are possessing good in vitro antagonistic activities against plant pathogenic fungi
might be promising for the development of fungal-based products that are able to suppress plant pathogenic
fungi in the rhizosphere of organic farmland soils.

Keywords: Trichoderma, vegetable, rhizosphere, bicontrol, in vitro antagonism



