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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 Π3.1.3
Σκοπός του παραδοτέου 3.1.3 είναι να παρουσιάσει τα ερευνητικά αποτελέσματα που προέκυψαν από το Π3.1.3. Παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσματα της έρευνας η οποία εστιάζει στη διερεύνηση της διασυστηματικής μετακίνησης φυσικών ουσιών όπως είναι τα τερπένια και τα αιθέρια ελαία εντός των φυτών. Για να επιτευχθεί αυτό πραγματοποιήθηκαν πειράματα με φυτά τομάτας τα οποία αναπτύχθηκαν κατά το σύστημα της διαχωρισμένης ρίζας (split root system). Επίσης πραγματοποιήθηκαν πειράματα με τη χρήση στηλών εδάφους ώστε να διερευνηθεί η μετακίνηση αυτών των ουσιών σε έδαφος το οποίο συλλέχθηκε από παραγωγικό θερμοκήπιο. 

Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι δεν υπήρξε καμία απολύτως διασυστηματική μετακίνηση των τερπενίων και των αιθερίων ελαίων εντός του φυτού τομάτας. Επίσης δεν υπήρξε κάποιο ερέθισμα το οποίο θα μπορούσε να μεταβιβαστεί διασυστηματικά εντός του φυτού και να δράσει σε απομακρυσμένο σημείο από εκείνο όπου έγινε η εφαρμογή του. 

Όσον αφορά τη μετακίνηση των τερπενίων στο έδαφος που χρησιμοποιήθηκε διαπιστώθηκε ότι αυτά δεν δεσμεύονται στο έδαφος και η μετακίνησή τους είναι ανάλογη του χρησιμοποιούμενου νερού ποτίσματος ενώ η δράση των τερπενίων ήταν ανάλογη της χρησιμοποιούμενης συγκέντρωσης. Ωστόσο τα αιθέρια έλαια που χρησιμοποιήθηκαν διαπιστώθηκε ότι δρουν αρά και δεσμεύονται περισσότερο στα ανώτερα 10 εκατοστά του εδάφους της στήλης που χρησιμοποιήθηκε.
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), με 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 Π3.1.3, το οποίο αφορά τη μετακίνηση των φυσικών ουσιών και των τερπενίων εντός του φυτού τομάτας και σε στήλες εδάφους. Η έρευνα εξετάζει την διασυστηματική μετακίνηση ενός μίγματος δύο τερπενίων και δύο ξεχωριστών αιθερίων ελαίων εντός του φυτού τομάτας καθώς επίσης και τη μετακίνηση των εν λόγω σκευασμάτων και δραστικών σε στήλες εδάφους.
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
Διατήρηση πληθυσμών νηματωδών

Ο πληθυσμός του M. javanica, αρχικά παραλήφθηκε υπό τη μορφή μολυσμένων ριζών καλλιέργειας τομάτας και στη συνέχεια αναπτύχθηκε σε φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum L.) ποικιλίας Belladona, η οποία θεωρείται ιδιαίτερα ευαίσθητη στην προσβολή από κομβονηματώδεις, στο θερμοκήπιο του Εργαστηρίου Γεωργικής Ζωολογίας και Εντομολογίας καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραμάτων. Τα φυτά που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη του πληθυσμού των κομβονηματωδών, τοποθετήθηκαν σε θερμοκήπιο στους 25 ± 2°C και 16 ώρες φωτοπερίοδο σε πλαστικά φυτοδοχεία (ύψους 9 cm και διαμέτρου 8 cm) που περιείχαν κόμποστ με βάση την τύρφη. Η μόλυνση των φυτών με προνύμφες (J2) έγινε έξι εβδομάδες μετά τη μεταφύτευση, και όταν τα σπορόφυτα βρίσκονταν στο στάδιο των 6-8  πραγματικών φύλλων. Αυτό το στάδιο ανάπτυξης αντιστοιχούσε σε καλά ανεπτυγμένο ριζικό σύστημα των φυτών ικανό να φιλοξενήσει τους νηματώδεις καθώς ενδείκνυται για την καλύτερη ανάπτυξη και αναπαραγωγή τους. Οι συνθήκες αυτές διατηρήθηκαν σε αυτά τα επίπεδα για όλη τη διάρκεια των πειραμάτων. Μετά την πάροδο σαράντα ημερών, οι ρίζες των φυτών πλύθηκαν για να απομακρυνθούν τα υπολείμματα του εδάφους και τεμαχίστηκαν σε κομμάτια των 2 cm. Ακολούθησε τοποθέτηση των ριζών σε διάλυμα 1 % NaOCl και το αιώρημα ανακινήθηκε για πέντε λεπτά. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε πλύση σε τρεχούμενο νερό μέσα από κόσκινο διατομής 250 και 38 μm (Hussey and Barker, 1973), παραλαβή των ωών των νηματωδών και τέλος μεταφορά σε τροποποιημένα δοχεία Baermann στους 27 ± 1 οC. Συγκεκριμένα, το υδατικό εκχύλισμα, το οποίο περιείχε τα ωά των νηματωδών, τοποθετήθηκε σε διηθητικό χαρτί μέσα σε κόσκινο (μεγέθους οπών 2mm) που στερεώθηκε σε πλαστικό δίσκο γεμάτο με απεσταγμένο νερό ώστε η ελεύθερη επιφάνεια του νερού να εφάπτεται με την κάτω επιφάνεια του κόσκινου. Ο πλαστικός δίσκος ο οποίος περιείχε το κόσκινο καλύφθηκε με δίσκο ίδιων διαστάσεων ώστε να αποφευχθεί η εξάτμιση του νερού. Ο όγκος του νερού ελεγχόταν και συμπληρωνόταν ώστε το διηθητικό χαρτί με τα ωά των νηματωδών να βρίσκεται συνεχώς σε άμεση επαφή με το νερό. Όλες οι  προνύμφες που εκκολάφθηκαν τις δύο πρώτες ημέρες απορρίφθηκαν, λόγω της μεταξύ τους διαφοράς ως προς την ηλικία, ενώ εκείνες που συλλέχθηκαν μετά από 24 ώρες χρησιμοποιήθηκαν στις βιολογικές δοκιμές. Από αυτό το σημείο και έπειτα αναφορά σε J2 στο κείμενο σημαίνει προνύμφες δευτέρου σταδίου ανάπτυξης και ηλικίας μικρότερης των δυο ημερών.

Πειραματική διαδικασία

 Χρησιμοποιήθηκαν φυτά τομάτας ευαίσθητης στους κομβονηματώδεις των οποίων το ριζικό σύστημα του κάθε φυτού διαχωρίστηκε σε δύο τμήματα (εικόνες 1 & 2), και αναπτύχθηκε ταυτόχρονα σε δύο μικρά πλαστικά δοχεία (split root system). Όταν δημιουργήθηκε ικανοποιητικό ριζικό σύστημα πραγματοποιήθηκε εφαρμογή με διαλύματα των τερπενίων και των αιθερίων ελαίων μόνον στο έδαφος του ενός δοχείου. Χρησιμοποιήθηκαν τα τερπένια γερανιόλη και θυμόλη ως μίγμα καθώς επίσης και τα αιθέρια έλαια από τα φυτά Satureja hellenica και Cuminum cyminum. Μετά την πάροδο 2 ημερών από την εφαρμογή των ουσιών πραγματοποιήθηκε ενσωμάτωση στο έδαφος προνυμφών δευτέρου σταδίου κομβονηματωδών και στα δύο τμήματα της ρίζας του κάθε φυτού. Μετά την πάροδο 40 ημερών από την ενσωμάτωση στο έδαφος των νηματωδών πραγματοποιήθηκε πλύσιμο των ριζών και καταμέτρηση του αριθμού των κόμβων, των θηλυκών ατόμων των κομβονηματωδών και των ωόσακων σε όλες τις ρίζες ξεχωριστά.
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Εικόνα 1. Φυτό τομάτας με διαχωρισμένη ρίζα η οποία αναπτύσσεται σε δύο δοχεία.
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Εικόνα 2. Ανάπτυξη ριζικού συστήματος φυτού τομάτας την ημέρα μόλυνσης με τα σκευάσματα.

Στήλες εδάφους
Μετά από πολλές προκαταρκτικές δοκιμές με διαφορετικούς τύπους στηλών, τελικά επιλέχτηκαν στήλες διαστάσεων 22 x 30cm. Στο κάτω άκρο της κάθε στήλης τοποθετήθηκε δίχτυ συγκράτησης του εδάφους και η στήλη τοποθετήθηκε σε δίσκο συλλογής του απορρέοντος εδαφικού διαλύματος. Έγιναν προκαταρκτικές δοκιμές ώστε να ελεγχθεί η μετακίνηση του νερού σε διαφορετικής σύστασης εδάφη και να δοκιμαστούν διαφορετικά σενάρια ποτίσματος. Τελικά επιλέχθηκε έδαφος από παραγωγικό θερμοκήπιο το οποίο παστεριώθηκε πριν τη χρήση του. Η καταγραφή της μετακίνησης του νερού και κατ' επέκταση των υπό δοκιμή σκευασμάτων και ουσιών θα γίνει μέσω της διαδικασίας τεμαχισμού του εδάφους της στήλης σε τρία τμήματα (0-10, 10-20, και 20-30 cm). Εν συνεχεία το έδαφος θα μολύνεται με προνύμφες δευτέρου σταδίου και μετά από παραμονή στους 23 oC για 48 ώρες θα πραγματοποιείται απομόνωση των προνυμφών με τη μέθοδο της φυγοκέντρου και καταμέτρηση των νεκρών και ζωντανών προνυμφών με τη βοήθεια ανάστροφου μικροσκοπίου.

2.1 Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Στο πίνακα 3 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα από δύο πειράματα. Όπως προκύπτει από τα δεδομένα δεν υπήρξε καμία απολύτως διασυστηματική δράση των σκευασμάτων και των δραστικών ουσιών που χρησιμοποιήθηκαν. Στο τμήμα της ρίζας όπου έγινε εφαρμογή των σκευασμάτων και των προνυμφών υπήρξε ικανοποιητική μείωση του αριθμού των προνυμφών και κατ’ επέκταση μειωμένη είσοδος και ανάπτυξη του τελικού αριθμού των κομβονηματωδών εντός των ριζών. Ωστόσο η επιβίωση των προνυμφών και η περαιτέρω είσοδός τους στις ρίζες των τοματόφυτων δεν επηρεάστηκε στο τμήμα της ρίζας όπου δεν υπήρξε εφαρμογή των σκευασμάτων. Επομένως συμπεραίνεται ότι οι ουσίες που δοκιμάστηκαν δεν εμφάνισαν καμία απολύτως διασυστηματική μετακίνηση. Επίσης συμπεραίνεται ότι δεν υπήρξε η δημιουργία κανενός ερεθίσματος στο τμήμα της ρίζας όπου έγιναν οι εφαρμογές το οποίο θα μπορούσε να μεταβιβαστεί στο άλλο τμήμα της ρίζας.
	 
	Αριθμός νηματωδών ανά γραμμάριο ρίζας

	Α/Α
	

	
	μεταχείριση
	Σε αυτό το τμήμα της ρίζας έγινε εφαρμογή του σκευάσματος και των προνυμφών
	Σε αυτό το τμήμα της ρίζας έγινε εφαρμογή μόνον προνυμφών

	 
	
	Ρίζα 1
	Ρίζα 2

	1
	control
	98,5a
	107,2a

	2
	Γερανιόλη-θυμόλη 50ppm
	112a
	108a

	3
	Γερανιόλη-θυμόλη 400ppm
	13b
	122a

	4
	Γερανιόλη-θυμόλη 1000ppm
	0,5b
	113a

	5
	Cuminum cyminum
	98,7a
	104a

	6
	C. cyminum
	10,5b
	124,3a

	7
	C. cyminum
	0b
	131a

	8
	Satureja hellenica
	117,5a
	119a

	9
	S. hellenica
	8,4b
	109,5a

	10
	S. hellenica
	0,9b
	98,9a

	11
	Cannabis sativa
	126,5a
	118a

	12
	C. sativa
	5,7b
	104,5a

	13
	C. sativa
	2,5b
	116a


Πίνακας 3. Αριθμός νηματωδών ανά γραμμάριο ρίζας μετά από εφαρμογή των υπό δοκιμή δραστικών ουσιών στο ένα τμήμα της ρίζας και στη συνέχεια μόλυνσης και των δύο τμημάτων ριζών με τον ίδιο αριθμό προνυμφών κομβονηματωδών (500 J2s). Αριθμοί με το ίδιο γράμμα σε κάθε γραμμή δεν είναι στατιστικώς σημαντικοί μεταξύ τους (P<0,05).
Στο γράφημα που ακολουθεί (γράφημα 1) παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα από δύο πειράματα. Όπως προκύπτει από τη μελέτη των δεδομένων, το μίγμα γερανιόλης και θυμόλης μετακινείται σε όλο το προφίλ εδάφους. Η μετακίνηση εξαρτάται από την ποσότητα του αρδευτικού νερού και δεν φαίνεται να υπάρχει κάποιου είδους δέσμευση στο έδαφος. Είτε στις στήλες εδάφους όπου δεν χρησιμοποιήθηκε το σκεύασμα (control) είτε εκεί όπου χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις του σκευάσματος, ο αριθμός των απομονωθέντων προνυμφών είναι παραπλήσιος στα τρία διαφορετικά βάθη της μελέτης.
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Γράφημα 1. Συνολικός αριθμός απομονωμένων προνυμφών δευτέρου σταδίου από τα τρία διαφορετικά βάθη εδάφους μετά από τεμαχισμό των στηλών εδάφους. Όπου sd/2: το 50% της προτεινόμενης συγγέντρωσης, sd: η προτεινόμενη συγκέντρωση και 4sd: η τετραπλάσια της προτεινόμενης συγκέντρωσης.
Στο γράφημα 2 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα από δύο πειράματα όπου πραγματοποιήθηκαν εφαρμογές των αιθερίων ελαίων S. Hellenica και C. cyminum.  Σε αντίθεση με τη μετακίνηση των τερπενίων γερανιόλης και θυμόλης, φαίνεται ότι τα αιθέρια έλαια που χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα μελέτη δεσμεύονταν ισχυρά στα πρώτα 10 εκατοστά εδάφους και δεν μετακινούνταν σε κατώτερα στρώματα εδάφους. Αυτό προκύπτει έμμεσα από των συνολικό αριθμό των απομονωθέντων προνυμφών δευτέρου σταδίου από τα τρία διαφορετικά προφίλ εδάφους.  
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Γράφημα 2. Συνολικός αριθμός απομονωμένων προνυμφών δευτέρου σταδίου από τα τρία διαφορετικά βάθη εδάφους μετά από τεμαχισμό των στηλών εδάφους. Όπου sh/2: το 50% της θανατηφόρου συγγέντρωσης (LC50) του αιθερίου ελαίου S. hellenica, 4sh: η τετραπλάσια της θανατηφόρου συγκέντρωσης του αιθερίου ελαίου S. hellenica, cc/2: το 50% της θανατηφόρου συγγέντρωσης του αιθερίου ελαίου C. cyminum, 4cc: η τετραπλάσια της θανατηφόρου συγκέντρωσης του αιθερίου ελαίου C. cyminum.
3 ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Η παρούσα μελέτη κατέδειξε ότι η χρήση είτε των αιθερίων ελαίων όπως αυτά του Satureja hellenica και του Cuminum cyminum είτε των συστατικών τους όπως είναι τα τερπένια μπορούν να έχουν ικανοποιητική δράση εναντίον των προνυμφών των κομβονηματωδών.  
Διαπιστώθηκε ότι το μίγμα γερανιόλης-θυμόλης μετακινείται στο έδαφος με τη βοήθεια του αρδευτικού νερού χωρίς να μπορεί να δεσμευτεί σε κάποιο συγκεκριμένο βάθος. Επομένως γίνεται σαφές ότι οι παραγωγοί οι οποίοι χρησιμοποιούν το εν λόγω σκεύασμα πρέπει να είναι ιδιαίτερα προσεκτικοί κατά την εφαρμογή για να μπορούν να το ενσωματώνουν με το νερό ποτίσματος στο βάθος του εδάφους όπου υπάρχει το μεγαλύτερο ποσοστό του πληθυσμού των κομβονηματωδών. 
Επίσης διαπιστώθηκε ότι τα αιθέρια έλαια είτε του S. hellenica είτε του C. cyminum δεσμεύονται ισχυρα στα πρώτα 10 εκατοστά της στήλης εδάφους όπου δρουν εναντίον των προνυμφών ενώ καθώς δεν μπορούν να μετακινηθούν βαθύτερα στο έδαφος δεν έχουν καμία δράση εναντίον των προνυμφών των νηματωδών.
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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