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Trichoderma gombafajok talajban valé megtelepedését
befolyisolé néhany tényezd

NAAR ZOLTAN és KECSKES MIHALY

Agrartudoményi Egyetern, Mikrobiol6giai Tanszék, Godolle

A talajbél kiindulva fertdz8 novényi kérokozé mikroorganizmusok okozzak
vildgszerte a novénytermesztés veszteségeinek felét (JAMES, 1981). Egyes anta-
gonista mikrobdkkal viszont hatékonyan lehet védekezni elleniik (POWELL et
al., 1990). Ezek koziil az egyik legigéretesebbek a Deuteromycetes gombaosz-
talyba tartozé Trichoderma nemzetség fajai (PAPAVIZAS, 1985; CHET, 1987). A
rendszeriiket RIFAT (1969) revidedlta és. tette 4ttekinthetdvé. BISSET (1984)
Gjabb fajokat frt le, majd pedig szekciSk és tobb 1j faj elkiilonitésével jelents-
sen 4talakitotta a genusz taxonémidjit (BISSETT, 1991a, b, 1984).

A trichodermdk szaprofiton életmdédot folytatnak a talajban (PAPAVIZAS,
1985). Fontos cellulézbonté képességiikrdl is ismertek e gombdak: torzseiket
ipari szinten is alkalmazzdk celluldz enzim termelésére (CRUEGER & CRUEGER,
1984). A talajmikrofléra tagjaiként el&segitik a novények szdmadra felvehetetlen
4llapoti foszfitok oldhatévé véldsat is (WAINWRIGHT, 1977). Ujabban bizonyi-
tottdk a novényi novekedést kozvetleniil befolydsolé hatdsukat, mely jelentSs
terméstobbletet eredményezhet (WINDHAM et al., 1986; BAKER, 1989; OUSLEY
et al., 1994). A legrészletesebben tanulményozott alkalmazsi teriiletiik azonban
a névényi kérokozé gombdk elleni biol6giai védelem (PAPAVIZAS, 1985). Az
ennek sordn felhasznélt antagonizmusuk mikoparazitizmuson, antibiotikum-ter-
melésen és kompeticion alapszik (VAINA, 1987). Ez utébbinak van kiemelkedd
szerepe a talajban valé megtelepedésiik sordn (WARDLE et al., 1993), ami alap-
vetd feltétele gy a kérokozok elleni, mint a névényekre gyakorolt serkentd ha-
tds kifejtésének.

A megtelepedéshez a Trichoderma konidiumdénak ki kell csirdznia a talaj
fungisztatikus hatdsa ellenére, a természetes mikrobapopulécidk antagonista ha-
tasat nil kell élnie, sajét antibiotikus hatdsa pedig feltételezhetden szabad teret
biztosit szdmdra. (GARRETT, 1950; PARK, 1960). E képesség, az tin. szaprofiton
kompeticios képesség ("competitive saprophytic ability") vizsgédlatidhoz DAVET
& MARTIN (1986) négy médszert §sszehasonlitva egy agarkorongos technikat
taldlt a legmegbizhatébbnak és elég konnyen kivitelezhetSnek. Ezt tovabtfej-
lesztettiik abbdl a célbdl, hogy alkalmas legyen nagyobb szdmd izoldtum soro-
zatvizsgélatshoz (NAAR & KECSKES, 1993). NAAR (1992) megdllapitotta, hogy
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DAVET & MARTIN (1986) feltételezésével ellentétben a trichodermak kompeti-
ci6s képessége nincs kiszvetlen dsszefiiggésben az in vitro mérhetd novekedés-
sel, a karboxymetil-cellul6z hasznositdsi képességiikkel, sem pedig egyes bak-
tériumok és gombdk in vitro gatléhatdsdra valé érzékenységiikkel. Azonban
mindkeét idézett szerz8péros csak egyféle talajjal dolgozott, tehit megallapitdsa-
ik csak arra vonatkoztathatok, bar jelezték, hogy a kovetkeztetéseik valészini-
leg més talajtipusokra is érvényesek.

Mindezek alapjdn munkdnk sordn azt kiséreltiik meg tisztdzni, hogy van-e
kiilénbség a kiilonbozs talajokban vald megtelepedés hatdsfoka kozétt; ennek
sordn valéban fontos szerepet jatszanak-e a talajmikroorganizmusok, illetve
hogy a médszerhez hasznilt tdptalaj mindsége hogyan befolydsolja a tricho-
dermdk megtelepedését?

Anyag és médszer

Maddositott agarkorongos modszer

A vizsgélatokhoz DAVET & CAMPOROTA (1986) agarkorongos mdédszerének
modositott véltozatdt alkalmaztuk (NAAR, 1992; NAAR & KECSKES, 1993), a
kitdzott célnak megfeleld tényezét viltoztatva. Az alapeljdrds szerint el&szor
12 g 1égszéraz talajt beoltottunk a tesztelni kivant Trichoderma térzs megfeleld
mennyiségld konidiumot tartalmazé szuszpenzidjanak 10 cm3-vel, melyet bur-
gonya-gliikdz agaron kifejldott telepek steril desztilldlt vizes lemosdsdval ké-
szitettiink. Ezutdn lehiitott, de még folyékony csapvizes agarbol 15 ml-t mér-
tiink az inokuldlt talajra, és alaposan kevertiik, mig meg nem szildrdult. Mint-
egy félora elteltével 7 mm atmérdjd dugdfiréval korongokat vagtunk ki beldle,
amelyeket négyesével helyeztiink el az tn. indikdlé téptalaj felszinén (dltaldban
burgonya-gliikéz agaron), 6t ismétlésben. Ot napon 4t 25 °C-on sététben inku-
béltuk azokat, majd két napig szobahdmérsékleten szért fényben tartottuk, hogy
kialakuljanak a jellegzetes, zéldszind Trichoderma-telepek. Az értékelés sorin
0-4-ig terjedd értékekkel jellemeztiik a talajok agarkorongok koriil kifejladott
Trichoderma-telepeket, attdl fliggéen, hogy azok a korong koril a kor hdny
negyedében jelentek meg.

A vizsgdlt talajok
Hérom talajt alkalmaztunk (mészlepedékes csernozjom, tipusos réti talaj és

Ramann-féle barna erd6talaj), melyek fizikai és kémiai jellemzdi az 1. tablazat-
ban lithat6ak.
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1. tdbldzat
A vizsgalt talajok fizikai-kémiai jellemzdi

(1) (2) 3) @
Fizikai-kémiai Meészlepedékes Tipusos réti Ramann-féle
jellemzd csernozjom talaj talaj barna erddtalaj

a) AL-oldhaté

P,Os, ppm 134,99 66,13 11,85

K,O, ppm 158,25 234,92 144,42
Olsen-P, ppm 17,29 12,34 14,09
b) K, 38 63 40
pH (KCI) 7,377 6,410 5,523
CaCoO,, % 15,70 2,98 0,0
¢) Humusz, % 2,15 2,98 2,13
NH,+NO,

NH4  mg 0,19 0,0 0,19

mg N/100 g 0,75 1,13 1,13

NO,, mg 0,56 1,13 0,94
EDTA-Cu, ppm 0,64 1,67 2,83
EDTA-Zn, ppm 2,40 2,22 3,28
EDTA-Mn, ppm 6,53 36,31 306,98

Megtelepedés kiilonbézd talajokban

E vizsgdlatban hdrom, talajbdl izol4lt, jelentGsen eltérd kompeticiés képes-
ségll torzset teszteltiink: a TK3 és a TK14 jeld T. viride térzsek kis, illetve
nagy, mig a TK18 jeld T. harzianum kozepes kompeticiés képességet mutatott
az eldzetes vizsgédlatokban (NAAR, 1992). A talajok oltdsdahoz hétnapos telepek
steril desztilldlt vizes lemosdsdval készitett, 4-10° konidium/cm?®-es szuszpen-
zidkat hasznaltunk. Az indikl6 tdptalaj és az inkubdcios kériilmények az alap-
eljaras szerintiek voltak.

Megtelepedés kiilénbozd inokulum-mennyiség mellett

Az igen hatékony T. viride TK14 10*, 10° és 10° konidium/cm?® sGirdségti
szuszpenzidjaval oltottuk be a hdrom talajt. A tovébbiakban az alapeljdrdsnak
megfelelGen kezeltiik a tenyészeteket, melyeket burgonya-gliikéz agaron allitot-
tunk be.

Indikdlo tdptalaj hatdsa a megtelepedésre

A T. viride TK14 torzse 10° konidium/cm? siirliségii szuszpenzi6javal oltot-
tuk be a Ramann-féle barna erddtalajt. Az agaros talajkorongokat négy kiilon-
b6z8 indikdl6 téptalajon helyeztiik el: (1) Czapek-Dox agaron, mely szénforras-
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ként 10 g MN300 (SERVA) celluldzport tartalmazott (jele: CD+C), (2) ugyan-
ilyen Czapek-Dox téptalajon, melyet 0,33 g/dm? sztreptomicinnel egészitettiink
ki (jele: CD+C+S), (3) gliik6z-pepton agaron (jele: GP), valamint (4) 0,33
g/dm?3 sztreptomicinnel kiegészitett gliikkdz-pepton agaron (jele: GP+S). Tovéb-
bi médositdsként az inokuldlt agaros talajlemezeket a sziikséges agarkorongok
kivagasa utdn 10 napig 25 °C-on inkubaltuk, majd djabb korongokat vagtunk ki
és helyeztiink el ugyanolyan tdptalajokon. A cél az volt, hogy ellendrizziik: az
indikdld tiptalajban 1évé tipanyagok nélkiik képes-e a Trichoderma megtele-
pedni a talajban.

Eredmények

Megtelepedés kiilonbozd talajokban

A talajok mindsége hatirozottan befolydsolta a hdrom, kiilénbdzd kompe-
ticiés képességl torzs talajban valé megtelepedését (1. abra). A kiilénbozd
torzsek eltéré médon reagéltak a talaj tipusdra. A legversenyképesebb TK-14
jeld T. viride torzs kolonizdcigjat tekintve mindhdrom talajban ugyanolyan
hatékonysaginak bizonyult. A kis versenyképességil TK3 jeld T. viride torzs a
csernozjomban és a réti talajban a kordbbi eredményekhez hasonléan gyenge
hatékonysagu volt, ezzel szemben a Ramann-féle barna erddtalajban tébbszoro-
sen hatékonynak bizonyult: meghaladta a TK-14 jeld torzs kompeticids értékét.
A TK-18 jeld T. harzianum pontosan forditva reagélt a vizsgélt talajok mingsé-
gére. A csernozjomban és a réti talajban a TK-14-hez hasonléan jé eredményt
mutatott, mig a barna erddtalajban szignifikdnsan kisebb kompeticiés értéket
figyeltiink meg.
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Kiilénbozé Trichoderma torzsek megtelepedési képessége kiilonbozé talajokban.
A. Mészlepedékes csemozjom. B. Tipusos réti talaj. C. Ramann-féle barna erdétalaj.
a) TK 3, b) TK 14, ¢) TK 18 torzs. SzD,, = 0,38
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Az inokulum-mennyiség hatdsa a megtelepedésre

A talajok e vizsgélat sordn is jelent8sen befolyasoltik a megtelepedés sike-
rességét (2. dbra), A csernozjomban az oltdshoz hasznilt csiraszam csékkenté-
sével meredeken esett a kompeticids érték. A réti talajban a 10° konidium/ml-es
kezelésnél nem szignifikdnsan, de magasabb értéket kaptunk, mint az egy nagy-
sdgrenddel srdbb inokulumndl, viszont a 10* konidium/cm3-es szuszpenziéval
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A T. viride TK 14 megtelepedése kiilonbozd talajokban eltéré inokulum-mennyi-
ségeknél. A. Mészlepedékes csernozjom. B. Tipusos réti talaj. C. Ramann-féle barma
erdétalaj. a) E6, b) ES, ¢) E4. SzD,, = 0,37

mar nem volt sikeres az oltds. Igen érdekes eredményt kaptunk viszont a bama
erdGtalajndl, ahol is a 10° konidium/cm3-es szuszpenzi6 szignifikdnsan hatdso-
sabbnak bizonyult a milliliterenként 10° konidiumot tartalmazéndl, noha ez
utobbit tartjak 4ltaldban az eredményes oltashoz sziikséges minimélis mennyi-
ségnek 1 g talajban. Figyelemre méltd, hogy a koézepes siiriségd inokulum
maximdlis kompeticios értéke ellenére a néla egy nagysdgrenddel kevesebb ko-
nidiumot tartalmazéval oltva a talajt, nem volt versenyképes a Trichoderma a
mikroflérdval szemben. A talaj hatdsa j6] megfigyelhetd az azonos inokulum-
mennyiségek eredményességének osszevetésénél is. Az azonos kezelések a
csernozjomban és a réti talajban kozel hasonlé értékeket adtak, mig a barna
erd6talajban kapott adatok ezektdl jelentSsen eltérbek voltak. Az inokulum-
mennyiség jelentdségét mutatja, hogy a csernozjomban és a réti talajban csak
négyszer slrlbb szuszpenzidval végzett oltdssal tudtunk elérni a barna erds-
talajéhoz hasonléan jé megtelepedést.
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Indikdld tdptalaj hatdsa a megtelepedésre

Az agaros talajban torténd versengés eredményét a tdptalaj Osszetevdi szé-
mottev8en befolydsoltdk (3. dbra). Az agaros talajlemezek 10 napos eldinkuba-
cidja alatt a Trichoderma alkalmazkodott a talajbeli koriilményekhez, és meg-
telepedett, amit az el8inkubécié nélkiili eredményeknél jéval nagyobb érték je-
lez. Ez al6l a GP+S kezelés volt kivétel, mivel mér az elsd korongokban is gya-
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3. dbra
A téptalaj és az el6inkubécié hatisa a megtelepedésre. A. Czapek-Dox + celluléz +
sztreptomicin. B. Czapek-Dox + cellul6z. C. Gliikk6z-pepton + sztreptomicin, D.
Gliik6z-pepton. Elginkubici6: a) 0 nap, b) 10 nap. SzDg,, = 0,71

korlatilag teljes mértékd volt a megtelepedés. A tdptalaj szénforrdsa is szdmot-
tevd befolydssal volt: gliikéz szénforrdson (GP) szinte minden kezelés kom-
biniciéban eredményesebb volt az alkalmazott torzs koloniz4ciéja, mint a celu-
16zzal kiegészitetten, noha kordbbi vizsgdlatok sordn intenziv cellulézhaszno-
sité képességet mutatott ki NAAR (1992) e torzsnél. A sztreptomicin széles
spektrumi antibakteridlis hatdsa is jelentdsen elGsegitette a Trichoderma meg-
telepedését. Ez foként az egyébként kisebb kompeticids értéket adé cellulézos
Czapek-Dox agaron volt jelentds: kétszeresére novekedett a megtelepedési érték
az eldinkubélt agaros talajlemezekbdl kivédgott korongokban, ami arra utal,
hogy a baktériumokkal valé versengésnek, illetve azok antagonista hatdsdnak is
igen fontos szerepe lehet a trichodermék talajban valé kolonizdciéjinak. Ez
Gsszhangban volt NAAR és KECSKES (1993) azon megfigyelésével, hogy a
trichodermik érzékenyebbek a baktériumok in vitro gétléhatdsdra, mint a
fonalas gombaékéra.
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Kiovetkeztetések

Megillapitottuk, hogy a kordbbi jelzésekkel szemben (DAVET & CAM-
POROTA,1986; NAAR, 1992) a talajok jelentsen befolydsoltik azt, hogy az
alkalmazott Trichoderma torzsek milyen mértékben képesek megtelepedni ben-
niik. A hdrom vizsgélt talaj koziil kettS, a csernozjom és a réti talaj e tekintet-
ben igen nagy hasonlsdgot mutatott, mig a barna erdétalaj jelentSsen eltért t3-
lik: 4ltaldnossdgban az elsd kettd mérsékelte, mig a harmadik serkentette a
megtelepedést. Ez alél kivételnek bizonyult a T. harzianum TK18 aktivitds4nak
csbkkenése a barna erddtalajban. Adataink is azt igazoltdk, hogy a talajok
fizikai-kémiai és bioldgiai tulajdonsdgai egyardnt dontSen meghatirozéak a
Trichoderma fajok talajokban val6é megtelepedésében.

A talajok 1. tdbldzatban l4thatd jellemzdi kozétt olyanokat kerestiink tehit,
amelyekben a barna erdétalaj jelentGsen eltér a mésik kettétdl. Négy ilyen tulaj-
donsédgot taldltunk: az AL-oldhaté P,O,-tartalmat, a pHy -t, az ezzel 6sszefiig-
£6 CaCO;-tartalmat és az EDTA-val kivonhat6 Mn-tartalmat. Kéziiliik a pH-ra
(s vele osszefiiggésben a szénsavas-mésztartalomra) vonatkozéan tobb irodal-
mi adat is bizonyitja (pl: CHET & BAKER, 1980), hogy a Trichoderma jéval
hatdsosabb a kérokozé ellen (kovetkezményeként az eredményesebb megtele-
pedésnek), ha savanyiibb (pH < 6,5) talajban alkalmazzik. Altaldban a 10° ko-
nidium/g talaj értéket tartjdk a sikeres alkalmazishoz sziikséges minimalis
inokulum-mennyiségnek (CHET & BAKER, 1980; CHET, 1987). Ez koriilbeliil
megfelel az dltalunk tapasztaltaknak. Mindazonaéltal az adott térzs tulajdonségai
jelent&sen befolydsolhatjék ezt, ahogy ezt a kiilonbdz4 talajokban valé megtele-
pedés eredménye mutatja. E szerint kevésbé versenyképes torzs alkalmazasanal
kiilénosen tekintettel kell lenni a talaj minségére, f6ként a kémhat4séra, és na-
gyobb csiraszdmi oltéanyagot sziikséges felhasznélni a sikeres kérokozé elleni
védelemhez. Mdsik oldalrél pedig a talajban valé, iizemszerid felhasznél4st cél-
20 szelekcids munka sordn a minél nagyobb kompeticiés képesség kell legyen a
f6 szempont a kérokozdval szembeni antagonista hatds mellett.

Az indikdlé tdptalaj Osszetétele is szdmotteven befolydsolta a rajta tapasz-
talt megtelepedési értéket. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a tdptalajba ada-
golt kiilénbdzd peszticideknek, xenobiotikumoknak e gombdk kompeticiéjdra
gyakorolt hatdsat gyorsan, egyszeriien tanulmdnyozhassuk e médszerrel. Ennek
szintén igen fontos szempontnak kell lennie az dkoldgiai-kérnyezetvédelmi, £6-
ként névényvédelmi céld vizsgélatok sordn, mivel napjainkban még nincs lehe-
t6ség a kémiai eszkozok, vegyszerek teljes elhagydsdra (VAINA, 1987). Igy az
integralt védekezés az elérendd redlis cél, melynek sordn a biolégiai és kémiai
eljardsoknak osszhangban kell lenniiik egymassal.
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Osszefoglalés

Hérom, talajbdl izoldlt Trichoderma torzs (két T. viride és egy T. har-
zianum) talajban vald megtelepedési képességét tanulmanyoztuk agarkorong
médszerrel.

Megallapitottuk, hogy a legversenyképesebb torzs (T. viride TK14) mindha-
rom talajban (mészlepedékes csernozjom, tipusos réti talaj, Ramann-féle barna
erdétalaj) képes elszaporodni. A misik két térzs - melyek kordbbi vizsgilatban
kozepesen, illetve gyengén kompetitivnek bizonyultak - megtelepedésének ha-
tékonysaga fliggott a talaj tipusatdl és a torzstSl egyarédnt.

A talajtipus szignifikdnsan befolyésolta a legkompetitivebb torzs kiillonbozd
siriségd konidiumszuszpenzidval tortént talajoltds eredményességét: a mész-
lepedékes csernozjom és a tipusos réti talajban mérsékeltebb volt a megtelepe-
dési érték ugyanazon inokulumnél, mint a Ramann-féle barna erdétalajban. Ez
valdszinileg a talajok kémhatdsa kdzotti kiilonbséggel magyarazhato.

A celluléz szénforrast tartalmazé Czapek-Dox agaron alacsonyabb megtele-
pedési értéket kaptunk, mint a glikézzal kiegészitetten. A sztreptomicin viszont
szignifikdnsan novelte a Trichoderma kompeticiés hatékonysagit, bizonyitva
ezzel a baktériumoknak az e folyamatban betoltott fontos szerepét.
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Summary

An agar disk method, described by DAVET & CAMPOROTA (1986) and developed by
NAAR & KECSKES (1993), was used to clarify whether the soil type and properties, the
inoculant density or the medium influenced the colonization success of three Tricho-
derma strains (two of T. viride and one of T. harzianum) having different competitive
saprophytic abilities.

The most competitive strain could colonize all these soils (chernozem, meadow
soil, and Ramann brown forest soil), but of the other two, which had moderate or less
competitive ability, showed different degrees of success depending on the type of soil
and the strain. The soil type significantly influenced the colonization of the most
active strain for different amounts of inoculant: 10* conidia/ml proved to be ineffec-
tive, while 10° conidia/ml was the most effective in brown forest soil. Chernozem and
meadow soil moderated the colonization of the tested T. viride strain, but brown forest
soil allowed its establishment.

This strain showed higher competitive value on a glucose-amended medium
(glucose-peptone), than on a cellulose-amended one (Czapek-Dox agar + 10 g/dm?
cellulose). However, a considerable ability for cellulose utilization was found in
earlier investigations. The colonization increased significantly on streptomycin-
amended media (glucose-peptone or Czuapek-Dox + cellulose), emphasizing the im-
portant role played by bacteria in the competition of the Trichoderma species tested.

Table I. The major physical - chemical properties of the soil used in the examina-
tions. (1) Physical - chemical properties. a) AL-soluble P,O, and K,O content, ppm; b)
Upper limit of plasticity according to Arany; c) Humus, %. (2) Pseudomyceliar (cal-
careous) chernozem soil. (3) Meadow soil. (4) Ramann brown forest soil.

Fig. 1. Colonization ability of various Trichodernma strains in various soils, A.
Pseudomycelier chemnozem soil. B. Meadow soil. C. Ramann brown forest soil. a) TK
3, b) TK 14, ¢) TK 18 strains. LSDgq 0.38. Vertical axis: Saprophytic competitive
value.

Fig. 2. Colonization of T. viride TK 14 in different soils with various quantities of
inoculum, A-C and Vertical axis: See Fig. 1. a) E6, b) E3, c) E4. LSD,, =0.37.

Fig. 3. Effect of nutrient medium and preliminary incubation on colonization.
Nutrient media: A. Czapek-Dox + cellulose + streptomycin. B. Czap-Dox + cellulose.
C. Glucose+peptone + streptomycin. D. Glucose-peptone. Preliminary incubation: a)
0 day, b) 10 days. Vertical axis: See Fig. 1.





