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Περίληψη του Έργου
Το έργο «Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος» στοχεύει στην ανάπτυξη σύγχρονων και καινοτόμων μεθόδων για την προστασία των καλλιεργειών όπως τα κηπευτικά, τα εσπεριδοειδή και το επιτραπέζιο σταφύλι. Περιλαμβάνει τη δημιουργία προηγμένων διαγνωστικών εργαλείων για την ανίχνευση εχθρών και παθογόνων με τεχνολογίες αιχμής, όπως ηλεκτρονικές παγίδες και βιοαισθητήρες, καθώς και πλατφόρμες αλληλούχισης για τον πλήρη προσδιορισμό των ιωμάτων. Επιπλέον, θα αναπτυχθούν μοντέλα πρόβλεψης επιδημιών και καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα οποία θα αξιολογηθούν για την ασφάλεια τους σε μη στόχους οργανισμούς. Τέλος, οι νέες τεχνολογίες θα ενσωματωθούν σε συστήματα ολοκληρωμένης διαχείρισης φυτοπροστασίας και θα δοκιμαστούν σε πραγματικές συνθήκες, ενώ θα αξιολογηθούν οι κοινωνικοοικονομικές και περιβαλλοντικές επιπτώσεις τους.
Σύνοψη της ΕΕ3
Οι δραστηριότητες της ΕΕ3 περιλαμβάνουν τις βιοδοκιμές αποτελεσματικότητας και τη βελτίωση και ανάπτυξη καινοτόμων μεθόδων και προϊόντων. Κύριες δράσεις της ΕΕ3 περιλαμβάνουν ανάπτυξη και αξιολόγηση καινοτόμων βιοφυτοπροστατευτικών προιόντων, όπως 
- βιοδραστικά μορία ανάπτυξης αντοχής στα φυτά (πεπτίδια, μεταβολίτες), 
- φυτοπροστατευτικά φυσικής προέλευσης (εκχυλίσματα, μικροβιακοί μεταβολίτες, «green»),  
- νέας γενιάς ελκυστικά και απωθητικά (παγίδες, παρεμπόδιση σύζευξης),
- ανθεκτικές ποικιλίες (και αλληλεπιδράσεις με το οικοσύστημα και τα ωφέλιμα).
Για τα πιο αποτελεσματικά καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά, θα μελετηθούν και οι επιπτώσεις τους σε οργανισμούς μη στόχους (φυσικοί εχθροί, επικονιαστές, υδρόβιοι οργανισμοί, κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών).
Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π3.1.2
Σκοπός του παραδοτέου 3.1.2 είναι να παρουσιάσει τα ερευνητικά αποτελέσματα που προέκυψαν από το Π3.1.2. Παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσματα της έρευνας η οποία εστιάζει στη χρήση των βιοεντομοκτόνων φυτικής προέλευσης για την αντιμετώπιση των κομβονηματωδών. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν μίγματα γερανιόλης και θυμόλης, azdirachtin, και έλαια από τα φυτά Cuminus cyminum, Cannabis sativa, Satureja hellenica. Τα αποτελέσματα περιλαμβάνουν βιοδοκιμές εναντίον των διαφορετικών βιολογικών σταδίων των κομβονηματωδών σε εργαστηριακά πειράματα και σε πειράματα με φυτά σε θερμοκηπιακές συνθήκες. Η αποτελεσματικότητα των ουσιών που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αρκετά υψηλή και σε ορισμένες περιπτώσεις παρόμοια με αυτή των εμπορικών νηματωδοκτόνων.  

1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ
Οι κομβονηματώδεις αποτελούν αυτή τη στιγμή έναν από τους κυριότερους εχθρούς πολλών λαχανοκομικών φυτών ιδιαιτέρως αυτών που αναπτύσσονται σε θερμοκηπιακές καλλιέργειες, όπου οι συνθήκες είναι ευνοϊκές για την ανάπτυξή τους (Jones et al., 2013). Ως εκ τούτου οι παραγωγοί για να διασφαλίσουν την παραγωγικότητα των καλλιεργειών τους καλούνται να λάβουν κάθε χρόνο μέτρα αντιμετώπισης των κομβονηματωδών τα οποία πολλές φορές αφορούν την υιοθέτηση της χρήση συνθετικών χημικών σκευασμάτων. Ωστόσο η ένδεια χημικών νηματωδοκτόνων, ωθεί τους παραγωγούς να χρησιμοποιούν συνεχώς τις ίδιες δραστικές οι οποίες δημιουργούν είτε βιοσυσσώρευση (Stucky and Dahlin 2022) μα απώτερο αποτέλεσμα την παρουσία υπολειμμάτων στους καρπούς είτε προκαλούν το φαινόμενο της βιοαποδόμησης με παράλληλη μείωση της δραστικότητας των σκευασμάτων (Karpouzas et al., 2004). Εξαιτίας της αυξημένης ανάγκης για την εύρεση φιλικών αλλά και συνάμα αποτελεσματικών ουσιών εναντίον των κομβονηματωδών, στο πλαίσιο της παρούσης ερευνητικής δράσης μελετήσαμε τη χρήση διαφορετικών ουσιών οι οποίες ενδεχομένως θα αποτελέσουν τη βάση για τη παραγωγή εμπορικών σκευασμάτων.
Σκοπός του παρόντος εγγράφου είναι η παρουσίαση των αποτελεσμάτων καινοτόμου έρευνας στο πλαίσιο του παραδοτέου Π3.1.2, το οποίο αφορά τη χρήση βιοεντομοκτόνων φυτικής προέλευσης για την αντιμετώπιση των κομβονηματωδών. Η έρευνα εξετάζει την αποτελεσματικότητα μιγμάτων γερανιόλης και θυμόλης, του azadirachtin καθώς επίσης και ελαίων από τα φυτά Cuminus cyminum, Cannabis sativa, Satureja hellenica εναντίον διαφορετικών σταδίων των κομβονηματωδών.
Το παρόν έγγραφο ακολουθεί την παρακάτω δομή:
1. Εισαγωγή και Στόχοι: Παρουσιάζεται το πλαίσιο της έρευνας και οι στόχοι του εγγράφου.

2. Περιγραφή των Εργασιών: 2.1. Υλικά και Μέθοδοι, 2.2. Αποτελέσματα και Συζήτηση.
3. Σύνοψη και Συμπεράσματα: Βασικά ευρήματα της έρευνας και σχετικά συμπεράσματα.

4. Παράρτημα: Βιβλιογραφικές αναφορές.
 
2 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ
2.1 Υλικά και Μέθοδοι
Χρησιμοποιήθηκε σκεύασμα το οποίο περιέχει μίγμα γερανιόλης και θυμόλης. Δοκιμάστηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις του σκευάσματος ξεκινώντας από τη συνιστώμενη ως βάση αναφοράς. Διερευνήθηκε η δράση του σκευάσματος σε προνύμφες δευτέρου σταδίου των κομβονηματωδών, σε αυγά και σε έδαφος μολυσμένο με κομβιωμένα υπολείμματα ριζών τομάτας. Όλες οι δοκιμές πραγματοποιήθηκαν σε γλάστρες.  Τα αιθέρια έλαια (από τα φυτά C. cyminum και S. hellenica) απομονώθηκαν από φύλλα και άνθη των αντίστοιχων φυτών τα οποία είχαν αποξηρανθεί στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου. Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της υδροαπόσταξης για 3 ώρες σε συσκευή Clevenger 5 λίτρων. Από το προσλαμβανόμενο αιθέριο έλαιο αφαιρέθηκε η υγρασία με άνυδρο θειικό μαγνήσιο. Ένα μέρος του αιθερίου ελαίου χρησιμοποιήθηκε για απομόνωση των πτητικών ουσιών με διαιθυλικό αιθέρα (diethyl ether). Χρησιμοποιήθηκε άνυδρος θειικός μαγνήσιος για την αφαίρεση της υγρασίας από την οργανική φάση. Το αιθέριο έλαιο και η οργανική φάση αποθηκεύτηκαν στους -18οC. Το έλαιο από το φυτό C. sativa απομονώθηκε από σπόρους οι οποίοι αλέστηκαν χρησιμοποιώντας και το υλικό διατηρήθηκε σε ψυγείο στους 4 °C για μία εβδομάδα. Το υδατικό διάλυμα κάνναβης παρασκευάστηκε με την ανάμειξη 25 γραμμαρίων από το παραπάνω υλικό σε 250 ml αποσταγμένου νερού. Το παραπάνω εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 9000 rpm για 10 λεπτά για να διαχωριστεί η στερεή φάση, και το υπερκείμενο υγρό αφαιρέθηκε και χρησιμοποιήθηκε για τα πειράματα. Το αιθανολικό διάλυμα παρασκευάστηκε με την ανάμειξη 4,5 γραμμαρίων από το υλικό σε 45 ml αιθανόλης. Ομογενοποιήθηκε και αφέθηκε σε ποτήρι ζέσεως για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα διηθήθηκε μέσω χάρτινου φίλτρου (Ø 110 mm, 2-3 μm) και το προκύπτον διάλυμα τοποθετήθηκε σε γυάλινο ποτήρι ζέσεως. Προετοιμάστηκε διάλυμα αποθέματος σε συγκέντρωση 4000 ppm και στη συνέχεια παρασκευάστηκαν διάφορα διαλύματα με σταδιακή αραίωση ορισμένου όγκου του διαλύματος αποθέματος με αποσταγμένο νερό που περιείχε Tween-20 (0,3%). Για τις βιοδοκιμές χρησιμοποιήθηκαν Cellstar πλαστικές πλάκες των 24 πηγαδιών. Η δράση των αιθερίων ελαίων εναντίον των προνυμφών δευτέρου σταδίου ελέγχθηκε σε συγκεντρώσεις 62,5, 125, 250, 500, 1000, 2000 και 4000 μL/L. Εξαιτίας της μειωμένης υδατοδιαλυτότητας των αιθερίων ελαίων χρησιμοποιήθηκε αιθανόλη και Tween-20 σε τελικές συγκεντρώσεις στα διαλύματα δοκιμής 1 και 0,3% αντίστοιχα. Αποσταγμένο νερό χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. Η παρατήρηση και καταγραφή της κινητικότητας των προνυμφών πραγματοποιούνταν σε ανάστροφο μικροσκόπιο μετά την πάροδο 24, 48 και 96 ωρών. Οι προνύμφες κατανέμονταν σε δύο κατηγορίες, είτε ως θανατωμένες είτε ως κινητές. Όσον αφορά την επίδραση των υπό δοκιμή διαλυμάτων σε ωά και ωόσακους των κομβονηματωδών εν συντομία η πειραματική διαδικασία είχε ως εξής: ωόσακοι γεμάτοι με αυγά απομακρύνθηκαν προσεκτικά από προσβεβλημένες ρίζες και παρέμειναν σε θερμοκρασία 8oC για μερικές ημέρες. Στη συνέχεια εμβαπτίζονταν για 7 ημέρες στα διαλύματα των αιθερίων ελαίων και στο τέλος των 7 ημερών γινόταν καταμέτρηση των προνυμφών που είχαν εξέλθει. Στη συνέχεια οι ωόσακοι ξεπλένονταν προσεκτικά και εμβαπτίζονταν σε καθαρό νερό έως ότου σταματήσει η εκκόλαψή τους και η έξοδος προνυμφών από αυτούς. Κάθε 7 ημέρες γινόταν καταμέτρηση των προνυμφών που εξέρχονταν από κάθε ωόσακο ξεχωριστά. Μετά την πάροδο 4 εβδομάδων όταν πλέον είχε ολοκληρωθεί η εκκόλαψη των αυγών ο κάθε ωόσακος ξεχωριστά διαλύθηκε σε αντικειμενοφόρο πλάκα με τη βοήθεια καλυπτρίδας και καταμετρήθηκαν όλα τα αυγά τα οποία ήταν εντός αυτού.
2.2 Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Έχουν πραγματοποιηθεί βιοδοκιμές με προνύμφες δευτέρου σταδίου Meloidogyne javanica και καταγραφή της δράσης του μίγματος γερανιόλης και θυμόλης (Γράφημα 1). Όπως διαπιστώνεται από τα αποτελέσματα η δράση του μίγματος γερανιόλης και θυμόλης αυξάνεται με την αύξηση της συγκέντρωσης έως τα 300ppm ενώ περαιτέρω αύξησή της δεν επιφέρει υψηλότερη αύξηση στο ποσοστό παράλυσης των προνυμφών.
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Στα Γραφήματα 2 a,b,c, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από το πείραμα που πραγματοποιήθηκε σε έδαφος μέσα σε γλάστρες το οποίο είχε μολυνθεί είτε με προνύμφες δευτέρου σταδίου M. javanica, είτε με αυγά ή με τεμαχισμένες ρίζες οι οποίες ήταν προσβεβλημένες με κομβονηματώδεις.  
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Γράφημα 2. Δράση του μίγματος γερανιόλης και θυμόλης σε έδαφος το οποίο ήταν μολυσμένο με προνύμφες δευτέρου σταδίου (a), με αυγά (b) και με κομβιωμένες ρίζες τομάτας (c).

Γίνεται σαφές ότι το μίγμα γερανιόλης και θυμόλης είχε ικανοποιητική δράση εναντίον των προνυμφών του M. javanica, αλλά παρουσίασε στατιστικώς μικρότερη αποτελεσματικότητα σε σύγκριση με το χημικό μάρτυρα. Ωστόσο όταν χρησιμοποιήθηκε ως μόλυσμα αυγά ή κομβιωμένες ρίζες τομάτας τότε το μίγμα των τερπενίων δεν παρουσίασε καμία στατιστικώς σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τον αψέκαστο μάρτυρα ενώ εκεί όπου χρησιμοποιήθηκε το χημικό πρακτικά δεν υπήρχε καμία προσβολή από κομβονηματώδεις στα φυτά τομάτας ανεξαρτήτως του μολύσματος που χρησιμοποιήθηκε. Δηλαδή το συμπέρασμα που προκύπτει από αυτό το πείραμα είναι ότι το μίγμα γερανιόλης και θυμόλης μπορεί να προστατέψει τις ρίζες των φυτών μόνον όταν το μόλυσμα των κομβονηματωδών που υπάρχει στο έδαφος είναι προνύμφες δευτέρου σταδίου.
Στο Γράφημα 3 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα μετά από δοκιμή του αιθερίου ελαίου από φυτικό υλικό (φύλλα και άνθη) του Satureja hellenica. Με σκοπό τη διερεύνηση της δράσης του αιθερίου ελαίου στην εκκόλαψη των αυγών των κομβονηματωδών M. incognita και M. javanica.  
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Γράφημα 3.. Δράση του φυτικού εκχυλίσματος από S. hellenica στην εκκόλαψη των αυγών κομβονηματωδών  M. javanica και M. incognita.

Από τα αποτελέσματα τα οποία παρουσιάζονται στο Γράφημα 3 βλέπουμε ότι υπήρξε μικρή αναστολή της εκκόλαψης των αυγών όσον αφορά το M. incognita η οποία δεν επηρεάστηκε από την αύξηση της συγκέντρωση έως τα 4000ppm. Ωστόσο όταν χρησιμοποιήθηκε ο M. javanica παρατηρήθηκε μία μείωση της εκκόλαψη στις συγκεντρώσεις των 62,5 και 125 ppm και στη συνέχεια μία περαιτέρω μείωση της εκκόλαψης των αυγών όταν η συγκέντρωση του αιθερίου ελαίου αυξήθηκε έως τα 250 ppm η οποία έμεινε σχεδόν αμετάβλητη παρά την αύξηση της συγκέντρωσης έως τα 4000 ppm. 

Διαπιστώθηκε υψηλή τοξικότητα του αιθερίου ελαίου από σπόρους του Cuminum cyminum η οποία έφτανε έως και 100% μετά από έκθεση για 96 ώρες σε συγκέντρωση 62,5 ppm. Παραπλήσια αποτελέσματα καταγράφηκαν και για τα δύο είδη κομβονηματωδών που χρησιμοποιήθηκαν.
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Γράφημα 2. Δράση του αιθερίου ελαίου από σπόρους C. cyminum σε προνύμφες δευτέρου σταδίου M. incognita.
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Γράφημα 3. Δράση του αιθερίου ελαίου από σπόρους C. cyminum σε προνύμφες δευτέρου σταδίου M. javanica.

Μετά από δοκιμή του υδατικού και του αιθανολικού εκχυλίσματος από σπόρους του Cannabis sativa καταγράφηκε ισχυρή νηματωδοκτόνος δράση και των δύο εκχυλισμάτων η οποία ωστόσο εξαρτάται από τη συγκέντρωση και το χρόνο έκθεσης του πρώτου εναντίον των προνυμφών δευτέρου σταδίου.
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Γράφημα 4. Αιθανολικό εκχύλισμα από σπόρους κάνναβης
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Γράφημα 5. Υδατικό εκχύλισμα από σπόρους κάνναβης.
Μετά από δοκιμή του αιθερίου ελαίου από φυτικό υλικό (φύλλα και άνθη) του Satureja hellenica διαπιστώθηκε ισχυρή νηματωδοκτόνος δράση εναντίον των προνυμφών δευτέρου σταδίου και των δύο ειδών κομβονηματωδών που χρησιμοποιήθηκαν.  
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Γράφημα 6.. Δράση του φυτικού εκχυλίσματος από S. hellenica σε προνύμφες δευτέρου σταδίου M. javanica.
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Γράφημα 7. Δράση του φυτικού εκχυλίσματος από S. hellenica σε προνύμφες δευτέρου σταδίου M. incognita.

3 ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Η παρούσα μελέτη κατέδειξε τη δυνατότητα χρήσης φυσικών προϊόντων για την αντιμετώπιση των φυτοπαρασιτικών νηματωδών οι οποίοι αποτελούν ένα από τα δυσκολότερα δαιχειρίσιμα φυτοπροστατευτικά προβλήματα, ιδιαίτερα σε θερμοκηπιακές καλλιέργειες όπου οι συνθήκες ανάπτυξής τους είναι άριστες.
Η χρήση του μίγματος γερανιόλης-θυμόλης έδωσε ικανοποιητική αποτελεσματικότητα, εφάμιλλη με αυτή των συμβατικών νηματωδοκτόνων. Ωστόσο από τις βιοδοκιμές σε νηματώδεις διαφορετικού βιολογικού σταδίου συμπεραίνεται ότι το μίγμα αυτό δεν έχει την απαιτούμενη υπολειμματική διάρκεια ώστε να μπορεί να δράσει επί μακρόν και να είναι αποτελεσματικό σε συνθήκες όπου η εκκόλαψη των νηματωδών διαρκεί για πολλές ημέρες. Δηλαδή το επίπεδο αντιμετώπισης των κομβονηματωδών εξαρτάται από το ποσοστό του πληθυσμού των νηματωδών που βρίσκεται στο στάδιο των προνυμφών δευτέρου σταδίου τη στιγμή της εφαρμογής του μίγματος.

Πολύ καλή δράση των φυσικών εκχυλισμάτων καταγράφηκε σε προνύμφες δευτέρου σταδίου κομβονηματωδών. Ιδιαιτέρως υψηλό επίπεδο αντιμετώπισης καταγράφηκε όταν υπήρχε αύξηση της συγκέντρωσης των διαλυμάτων ή του χρόνου έκθεσης των νηματωδών στις ουσίες. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την παρούσα έρευνα είναι άκρως ενθαρρυντικά προς τη κατεύθυνση εξεύρεσης βιώσιμων εναλλακτικών για την αντιμετώπιση των κομβονηματωδών χωρίς τη δημιουργία δυσμενών παρενεργειών στο περιβάλλον, στους οργανισμούς μη-στόχους και στο χρήστη. 
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Γράφημα 1. Δράση του μίγματος γερανιόλης και θυμόλης σε προνύμφες δευτέρου σταδίου M. javanica.
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