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ΠΡΟ Λ ΟΙ 01

Η εργασία αυτή πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο φυτοπαθολογίας 
του Γεωπονικού Τμήματος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, υπό την επίβλεψη 
του αναπληρώσου καθη^ητού φυτοπαθολογίας Δρ. A. X. Παππά.

Για την παραχώριση του εργαστηρίου την διάθεση βιβλιογραφίας και 
την διόρθωση της μελέτης, ευχαριστώ τον Δρ. A. X. Παππά.

Ευχαριστώ επίσης τους Δρ. Μπίρη φυτοπαθολόγο διευθυντή του 
ινστιτούτου Προστασίας Φυτών Βόλου ^ια την δυνατότητα πρόσβασης στην 
βιβλιοθήκη του Ινστιτούτου.



ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Στην εργασία αυτή μελετήθηκαν οι. επιδράσεις των βενζιμιδαζολικών και 
Φο π. νυλοκαρβαμιδικών μυκητοκτονων στις βιολογικές ιδιότητες του 

ο.3ο^όνου μύκητα Botry tis cinerea καθώς επίσης και η 
οποτελεσματικότητα τους στην καταπολέμηση του.

Η έμφαση δόθηκε , στην εξέταση των βιολογικών ιδιοτήτων των ανθεκτικών 
στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτονα στελεχών του 
Botry tis cinerea σε σύγκριση πάντα με τα ευαίσθητα.

Η μελέτη αποτελείται από τρία μέρη : το βιβλιογραφικό, το πειραματικό 
και το συνθετικό.

Το βιβλιογραφικό μέρος περιλαμβάνει μια ανασκόπηση της διεθνούς 
βιβλιογραφίας, επάνω στην ταξινόμηση και την βιολογία του παθοχόνου και 
την εμφάνιση ανθεκτικών στελεχών του Botry tis cinerea στα διάφορα 
μυκητοκτονα σκευάσματα και ιδιαίτερα στα βενζιμιδαζολικά και 
Φαινυλοκαρβαμιδικά.

λτο τμήμα αυτό της μελέτης δίνεται μία οσο το δυνατόν ακριβής 
περιγραφή της μορφολογίας και της ανατομίας του Botry tis cinerea καθώς 
και ποιές συνθήκες του περιβάλλοντος (θερμοκρασία, υγρασία, φώς κ.α.), 
ευνοούν την μόλυνση από όρχανα του μύκητα (μυκήλιο, κονίδια, σκληρώτια) , 
την διείσδυση της μυκηλιακής υφής στο εσωτερικό του ξενιστή και την 
περετερω ανάπτυξη του παθοχονου. Στη συνέχεια περι^ράφονται τα 
συμπτώματα που εμφανίζονται στα διάφορα φυτικά όργανα μετά την 
εγκατάσταση του παθοχόνου και δίνονται στοιχεία σχετικά με την 
“συοχένεση την επιδημιολογία του μύκητα και την άμυνα των ξενιστών.

έλος αναφέρονται δεδομένα χια την ανάπτυξη ανθεκτικών στελεχών του 
παθοχόνου στα μέσα χημικής καταπολέμησης που διαθέτουμε και ιδιαίτερα 
στο: βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτονα.

Στο πειραματικό μέρος έχινε κατάταξη στελεχών Botry tis cinerea βάση 
του επιπέδου ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτονα. Στελέχη που αναπτύχθηκαν επάνω σε εμπλουτισμένο 
υπόστρωμα με συγκεντρώσεις 0,1, 100rng/ml των ανωτέρω μυκητοκτονων, 
χαρακτηρίσθηκαν σαν ευαίσθητα, μετρίως ανθεκτικά και ανθεκτικά.



Ε#ινε πείραμα σύγκρισης των μορφολο^ικών χαρακτήρων (ανάπτυξη 
μυκηλίου, σποριοπαρα^ω^ή, σχηματισμός σκληρωτίων) των ανθεκτικών και 
ευαίσθητων στελεχών. Τα ανθεκτικά στελέχη γενικά, εμφανίζουν μικρότερη 
ανάπτυξη μυκηλίου και παρα&υ^ή κονιδίων και καλύτερο σχηματισμό 
σκληρωτίων σε σχέση με τα ευαίσθητα.

Σε πείραμα μέτρησης της παθο^όνου ικανότητας, αυτή εκτιμήθηκε από 
των αριθμό σπορίων που παράχθηκαν επάνω σε πέταλα τριανταφυλλιάς, τα 
οποία είχαν μολυνθεί με σπόρια παθο^όνων στελεχών Botrytis cinerea. Τα 
ανθεκτικά στελέχη φαίνονται να έχουν μεγαλύτερη παθο^όνο δύναμη από 
τα ευαίσθητα.

Το συμπέρασμα είναι ότι τα ανθεκτικά στελέχη στα βενζιμιδαζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα που εμφανίζουν μειωμένη ανάπτυξη του 
μυκηλίου και παρα^ω^ή σπορίων εμφανίζουν καλύτερο σχηματισμό 
σκληρωτίων και μεγαλύτερη της παθο^όνο ικανότητα. Από τα αποτελέσματα 
φαίνεται ότι τα ανθεκτικά στελέχη έχουν αναπτύξει καλή 
προσαρμοστικότητα.

Το συνθετικό μέρος αποτελείται από τη συζήτηση και τα συμπεράσματα, 
νεται η σύνθεση των συμπερασμάτων των πειραμάτων που έγιναν και των 

ϊεδομένων από πρόσφατες σχετικές μελέτες ερευνητών, που αναφέρθηκαν 
:το βιβλιογραφικό μέρος. Βασικό συμπέρασμα της όλης εργασίας, αποτελεί 
ι πεποίθηση πως η εμφάνιση στελεχών Botrytis cinerea ανθεκτικών στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικάμυκητοκτόνα καθώς και σε μίγματα 
ιυτών, σε συνθήκες α^ρού είναι ^ε^ονός. Η υψηλή συχνότητα 
rvδεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά δείχνει όχι 
ιεριορισμοί των εφαρμογών τους είναι στρατηγικές κατά της απόκτησης 
ινθεκτικότητας. Δίνεται έμφαση στην επείγουσα χρήση νέων χημικών 
:νώσεων, καλλιεργητικών πρακτικών και χρήση παραγόντων βιοελέ^χου, ^ια 
ιείωση της ανθεκτικότηχας και ολοκληρωμένης αντιμετώπισης του βοτρύτη 
ιε συνθήκες α^ρού.





ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΚΟΠΟΣ ΓΗΣ ΜΕΛΕΙΗΣ

Η ασθένεια που είναι γνωστή και σαν τεφρή σήψη, σαπίλα ή γκρίζα 
μούχλα (grey mould) που οφείλεται σε προσβολή από το μύκητα 8οtrytis 
cinerea , έχει παγκόσμια εξάπλωση και προσβάλλει όλα σχεδόν τα 
καλλιεργούμενα φυτά (καρποφόρα δένδρα και θάμνους, αμπέλι, κηπευτικά, 
βιομηχανικά, καλλωπιστικά). 0 παθοχόνος μύκητας αναπτύσεται επάνω σε 
υχιής, περασμένους, εξασθενιμένους ή νεκρούς φυτικούς ιστούς, 
προσβάλλει φυτά κάθε ηλικίας, όλα σχεδόν τα φυτικά όργανα και προκαλεί 
αναλόχως του είδους και της ηλικίας των ιστών και των συνθηκών του 
περιβάλλοντος, συμπτώματα διαφόρων τύπων (κηλιδώσεις φύλλων, ανθέων και 
καρπών, έλκη βλαστών, σήψεις καρπών, ανθέων, κονδύλων, φυταρίων).

Κάτω από συνθήκες υψηλής υχρασίας ο μύκητας παράχει ατενώς 
καρποφορίες που εμφανίζονται σαν σταχτιά μούχλα, επάνω στους 
προσβεβλημένους ιστούς. Αυτό είναι χαρακτηριστικό σύμπτωμα των 
προσβολών Botrytis cinerea .(εικόνα 1).

Η ανάπτυξη του μύκητα ευνοείται χενικά από συνθήκες υψηλής υχρασίας 
90-98% και θερμοκρασίας 17-23°C και κατά συνέπεια οι ζημιές στην 
παραχωχή των διαφόρων καλλιεργειών είναι πάρα πολύ μεχάλες όταν 
επικρατούν τέτοιες συνθήκες. Στη χώρα μας αποτελεί ιδιαίτερο πρόβλημα 
στις θερμοκηπιακές καλλιέρχειες κυπευτικών και ανθέων. Γενικά η τεφρά 
σήψη είναι μια από τις πλέον διαδεδομένες και μεχάλης οικονομικής 
σημασίας αρρώστια των φυτών στις περιοχές που επικρατούν οι κατάλληλες 
συνθήκες χια την ανάπτυξή της.

Η αντιμετώπιση της τεφράς σήψης, συνίσταται στη λήψη όλων εκείνων 
των απαραίτητων μέτρων τα οποία συντελούν στη δημιουρχία συνθηκών 
τέτοιων που δεν ευνούν την ανάπτυξη και εξάπλωση της ασθένειας (καλός 
αερισμός θερμοκηπίων, αφαίρεση και απομάκρυνση των προσβεβλημένων 
καρπών, ανθέων, φύλλων, στελεχών, ολόκληρων φυτών κλπ.) Αντιμετωπίζεται 
με βιολοχική καταπολέμηση (χρήση βιολοχικών σκευασμάτων με βάση 
στελέχη του μύκητα Trichoderma spp. ανθεκτικά στο benomyl), καθώς και
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εφαρμογή σωστής χημικής καταπολέμησης.
Το- χρησιμοποιούμενα &ια την καταπολέμηση της βοτρύτιδας προστατευτικά 
υκητοκτόνα χαρακτηρίζονται ως μετρίως αποτελεσματικά.

Η εισαχωχή εκλεκτικών μυκητοκτόνων στην καταπολέμηση της βοτρύτιδας 
έδωσε καλλίτερα αποτελέσματα.

Σήμερα λό^ω της συνεχούς χρήσης αυτών των μυκητοκτόνων, έχουμε 
εμφάνιση και επικράτηση ανθεκτικών στελεχών Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά και δικαρβοξιμιδικά μυκητοκτόνα.

Μετά από έρευνες βρέθηκε επαναδραστηριοποίηση των βενζιμιδαζολικών 
μυκητοκτόνων με την ανάμειξη τους με διάφορα μυκητοκτόνα της ομάδας 
των καρβαμιδικών. Η επαναδραστηριοποίηση αυτή οφείλεται στο φαινόμενο 
της αρνητικής διασταυρούμενης ανθεκτικότητας που παρουσιάζουν κυρίως 
τα φαινυλοκαρβαμιδικά παρά^ω^α με τα βενζιμιδαζολικά.

0 σκοπός της μελέτης αυτής, είναι η κατανόηση της απόκτησης 
ανθεκτικότητας και ειδικότερα των ανθεκτικών στελεχών του Β. cinerea , 
στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα. Επίσης 
εξετάζεται η προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών και πως αυτή 
μπορεί να ελεγχθεί. Αναφέρονται οι μέθοδοι παράτασης της χρήσιμης ζωής 
των βενζιμιδαζολικών και φαινυλοκαρβαμιδικών και της εξασφάλισης 
αποτελεσματικού ελένχου του παθο^όνου με τη συνδυασμένη 
καταπολέμηση του. Για καλύτερη κατανόηση του ζητήματος, η μελέτη δίνει 
βιβλιογραφικά στοιχεία, σχετικά με την ταξινόμηση, φυσιολογία, 
συμπτωματολογία και επιδημιολογία του παθο^όνου, καθώς και τα 
προβλήματα που εμφανίζει η χημική καταπολέμηση του.

(Ζιώχας 1981, Μπούρπος και Σκουντριδάκης 1987, Πανα^όπουλος 1993, 
Παππάς 1992).





ΠΑΘΟΓ ΟΝΟ ΑΙΓΙΟ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Σαν αίτιο της ασθένειας που είναι κυρίως γνωστή σαν τεφρά σήψη, 
σαπίλα ή γκρίζα μούχλα (grey mould) αναφαίρετοι ο μύκητας Botrytis 
cinerea. Αυτή είναι και η ατελής μορφή του μύκητα. Η τέλεια μορφή του 
είναι γνωστή με το όνομα Botryotinia fuckeliana. (de Bary) Whtzel, και 
σχηματίζεται από τα σκληρώτια του μύκητα τα οποία βλαστάνοντα, κάτω 
από ειδικές συνθήκες, παράγουν αποθήκια. Η τέλεια μορφή του παθο^όνου 
πολύ σπάνια εμφανίζεται στην φύση.

Η ταξινόμηση του μύκητα Botrytis cinerea αποσχολούσε τους 
ερευνητές, από τα μέσα του περασμένου αιώνα.

Το ^ένος Botrytis είναι από τα πρώτα γνωστά #ένη φυτοπαθο^όνων 
μυκήτων (δημιουρ^ήθηκε το 1729 από τον Ρ.Α. Micheli) και χαρακτηρίζεται 
Η'.α τη μεγάλη παραλλακτικότητα των ειδών και των στελεχών που 
περιλαμβάνονται σε κάθε είδος.

Το ^ένος Botryotinia, ο Whetzel(1 945), το περιλαμβάνει στην 
οικογένεια Sclerotinaceae, που ε^καθίδρυσε ο ίδιος, τα ^ενη της οποίας 
διαχώρισε, χρησιμοποιώντας σαν βασικό κριτήριο την ανατομία του το 
στρώμα vstrorna).

Ταξινομώντας το παθο^όνο αίτιο της τεφράς σήψης με βάση την 
ατελή ή κονιδιακή μορφή, έχουμε την εξής συστηματική κατάταξη:

Βασίλειο : Φυτικό
Φύλο : Μύκητες (My cophyta. Fungi)
Κλάση : Αδηλομύκητες ή δευτερομύκητες ή ατελείς μύκητες
Τάξη : Moniliales
Οικογένεια : Botrytidaceae
Γένος : Botrytis
Είδος : cinerea
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Φυτικό
Μύκητες
Ασκομύκητες ( Ascomy cetes)
Δισκομύκητες
Helotiales
Sclerotiniaceae
Botryotinia
fuckeliana

εξής συστηματική

Κατά τον Γεωρ^όπουλο (1984), οι ατελείς μύκητες, των οποίων είναι 
χνωστή η ε^ενής αναπαραγωγή, 9α πρέπει να αναφέρονται με το όνομα της 
τέλειας μορφής σύμφωνα με το Διεθνή κώδικα Ονοματολογίας. Εν' τούτους, 
επειδή πολλών μυκήτων η ατελής μορφή είναι η πιό συχνή και εκείνη, που 
βρίσκουμε πιό εύκολα πάνω στα προσβεβλημένα φυτά, επιτρέπεται και η 
χρήση του ονόματος της ατελούς μορφής.

Σύμφωνα με τα ανωτέρω, yia το πα9ο&όνο αίτιο της τεφρής σήψης, 
μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε και τους δύο τρόπους ταξινόμησης, ή έναν 
από τους δύο. Στην βιβλιογραφία επικρατεί η ταξινόμηση της ατελούς 
μορφής.

(ί ειυμχόπαυλός 1984 , Δημητριάδης 1987, Jar vis 1977, Πανακ ύπουλος 1985)
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Η χεφρά σήψη, βοτρύτιδα ή γκρίζα μούχλα, οφείλεται στον μύκητα
ootrQtis anerea. civai μια απο τις πλέον διαοεοομενες και μεγάλης 
οικονομικής σημασίας αρρώστιες των ψυχών στις περιοχές που επικρατούν 
συνθήκες υψηλής σχετικής υγρασίας. Στη χώρο: μας αποτελεί ιδιαίτερο 
πρόβλημα στις θερμοκηπιακές καλλιέργειες κηπευτικών και ανθεών κατά τη 
χειμερινή περίοδο, λο^ω εντόνων προσβολών και δυσχεριών στην 
αντιμετώπισή του.

0 μύκητας Botrutis cinaraa είναι ένα πολύ διαδεδομένο και πολυφάγο 
παράσιτο, το οποίο μπορεί να ζεί τοσο σαπροφυτικά όσο και παρασιτικα ή 
ημιπαρασιτικά. Αν και είναι παράσιτο περισότερο αδυναμίας μπορεί να 
προξενήσει τεράστιες ζημιές κάτω από ευνοϊκές συνθήκες ανάπτυξης.

Στη διεθνή βιβλιογραφία τα είδη του γένους Botnjtis , αναψέρονται σαν 
σαπρόφυτα ή παράσιτα σε ς35 και πλέον ξενιστές που ανήκουν σε 
διαφορετικές βοτανικές οικογένειες. Εξειδίκευση του είδους Β. cinerea 
στην προσβολή ορισμένου ξενιστή δεν θεωρείται ότι υπάρχει.Πάντως έχουν 
αναφερθεί διαφορές στην παθο^ένεια μεταξύ απομονώσεων από 
διαφορετικούς ξενιστές.

0 μύκητας προσβάλλει καλλιέργειες όπως τομάτα,, αχούρι, πιπέρια, 
μελιτζάνα, μαρούλι, σέλινο, φράουλα, τεύτλο, λάχανο, κρεμύδι κ.α., διάφορα 
ανθοκομικά και καλλωπιστικά φυτά όπως γαρύφαλλο, τριαντάφυλλο, αςαλεα, 
χρυσάνθεμο κ.α. Προσβάλλει το αμπέλι και καρποφόρα δένδρα.
Οι ζημίες διακρίνονται σε ποιοτικές και ποσοτικές ανάλογα με τον ξενιστή 
και τις συνθήκες που ακολουθούν τη μόλυνση.

Ιδιαίτερα στα κηπευτικά η βοτρύτιδα προξενεί μεγάλες ζημίες, ιδίως μετά 
από βροχή, δροσιά, ή πυκνή ομίχλη πριν τη συγκομιδή και δημιουργεί 
σοβαρά προβλήματα στις εξαχχω^ές λό^ω υποβάθμισης της ποιότητας των 
προϊόντων. Στις καλλιέργειες θερμοκηπίου (τομάτα, αχούρι, μελιτζάνα, 
πιπεριά κ.α.) όπου δημιουρ^ούνται ευνοϊκές συνθήκες υγρασίας ^ια την 
ανάπτυξη του μύκητα, η βοτρύτιδα προσβάλλει τα στελέχη, τα φύλλα, τα 
άνθη και τους καρπούς όπου προκαλεί χαρακτηριστικές κηλίδες σήψεως και 
ολοκληρωτική εξασθένηση των φυτών, με αποτέλεσμα τη σοβαρή μείωση της 
παρα^ω^ής.

0 μύκητας σε θερμοκρασίες μικρότερες των 10°C προσβάλλει τα 
σπορόφυτα βολβοδών λαχανικών (κρεμμύδι κ.α.) στην περιοχή του λαιμού
KC"° οα φύλλα εξέρχονται από το έδαψος και τα ξηραίνει.
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Τα φυλλώδη λαχανικά (μαρούλι, α^κυνάρα, ραδίκι, κ.α.) προσβάλονται σε 
oRa τα στάδια ανάπτυξής τους. Στο μαρούλι το παθο^όνο προκαλεί κυρίως 
μaRaκή σήψη των κεφαλών.

ν·

;ου επιφέρουν μείωση της παραλής 
ισθένεια aπoτεRεί σοβαρό πpόβRημa yia

ου κυμαίνεται απο ι υν-'ο εως ευνυ. Η
την αμπελοκαλλιέργεια στις

Εντονες πpoσβoRές παρατηρούνται και στα ψυχανθή (φασόλια, κουκιά).
Στη φράουλα η μόλυνση αρχίζει κατά την περίοδο της άνθησης και στη 

συνέχεια πρόκαλείται σήψη καρπών και σημαντική μείωση της παραλής.
:ις καλλιέργειες τεύτλων σποροπαραγωγής παρατηρούνται προσβολές 

ϊξιανθίες από την άνθηση μέχρι την ωρίμανση.
: παγκόσμια κλίμακα, η βοτρύτιδα στο αμπέλι προξενεί σοβαρές ζημιές

_ 50°^ 
ιελ

περιοχές των χωρών εκείνων που επικρατούν υδροθερμικές κλιματολο^ικές 
συνθήκες. (Γαλλία, Ιταλία, Ισπανία, Ου^αρία, Καλίφόρνια, κ.α.). Στη χώρα 
μας η οποία χαρακτηρίζεται από ξηροθερμικό κλίμα η ένταση προσβολής 
των αμπέλων από τη βοτρύτιδα εξαρτάται από την ένταση και τη συχνότητα 
των βροχών κυρίως κατά τη φθινοπωρινή περίοδο.
Η έντονη προσβολή των ρα^ών στο αμπέλι συντελεί σε υποβάθμιση της 
ποιότητας των επιτραπέζιων σταφυλιών και του παρα^όμενου δλεύκους. Κατ' 
εξαίρεση, σε ορισμένες περιπτώσεις επωνύμων οίνων (Sauternes Γαλλίας, 
Tokays Ου^χαρίας), η ύπαρξη μικρής προσβολής των ρα^ών από βοτρύτη 
είναι επιθυμητή και είναι γνωστή σαν ευχενής σήψη (noble rot).

Στα ανθοκομικά φυτά (τριαντάφυλλα, κυκλάμινα, κ.α.) προκαλεί κηλίδωση 
ή σήψη των ανθέων που τα καθιστά ακατάλληλα χια εμπορία.

Σημαντικής οικονομικής σημασίας είναι επίσης οι μετασυλλεκτικές σήψεις 
καρπών και ανθέων (ακτινίδιο, φράουλα, μήλα, σταφύλια, τριαντάφυλλα), 
κατά τη μεταφορά ή αποθήκευση εντός ψυκτικών θαλάμων. Επάνω στους 
καρπούς ή άνθη, παρατηρείται μαλακή σήψη που χαρακτηρίζεται από 
στροχχυλές καστανές κηλίδες. Η μόλυνση στους καρπούς αυτούς γίνεται 
από πληχές και μεταδίδεται εύκολα λόχω της επαφής των ανθέων με τους
υχιείς καρπούς.

Ευάλωτα στην προσβολή είναι επίσης τα μοσχεύματα ή νεαρά φυτάρια 
διαφόρων ξενιστών κατά το στάδιο της ριζοβολίας και της πρώτης 
ανάπτυξης. Προσβολές παρατηρούνται σε καρποφόρα δένδρα (αμυγδαλιά, 
ροδακινιά, αχλαδιά, δαμασκηνιά, κερασιά), όταν επικρατούν μέτριες 
θερμοκρασίες και υψηλά επίπεδα υγρασίας κατά την περίοδο άνθησης. Η 
μόλυνση χίνεται από τον κάλυκα και οι ζημιές είναι μεγαλύτερες σε πυκνές 
ταξιανθίες.

(Ζιώχας 1981, Μπούρπος και Σκουντριδάκης 1987, Παππάς 1992)
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ΜυκήΠιο

Η μορφολογία και η ανατομία του Sail Πού του Botrytis cinerea είναι 
τυπική των Ασκομυκήτων. Το μυκήλιο είναι γενικά κυλινδρικό και μεγάλης 
διαμέτρου με πολυάριθμα διαφράγματα (septa), μεσοκυττάριο , ενδοκυττάριο 
ή επιφανειακό. Τα διαφράγματα φέρουν έναν απλό πόρο. Συχνά σημειώνονται 
αναστομώσεις μεταξύ των υφών.

Τα βλαστόν ο ντα κύτταρα και τα κονίδια του Botrytis cinerea μπορεί 
να είναι ετεροκαρυωτικά. Τα κύτταρα των υφών, με ελάχιστες εξαιρέσεις 
είναι πολυπύρηνα. Η ετεροκαρυωτική κατάσταση, αποτελεί μία πη,^ή 
ποικιλομορφίας (γενετικού ανασυνδιασμού) στον Botrytis cinerea. (Jarvis,
1977).

Κονιδιοφόροι και κονίδια

Οι κονιδιοφόροι του Botrytis cinerea, είναι όρθοι, αρχικά απλοί στη 
συνέχεια διακλαδιζόμενοι ακανόνιστα ή με διχοτόμηση. Στη βάση έχουν ένα 
σφαιρικό κύτταρο (Hennebert, 1973). Στην κορυφή κάθε κονιδιοφόρου, 
ταράζεται ένας αριθμός βραχέων, φαιόχρωμων, διαχωρισμένων με 
διαφράγματα βραχιόνων. Κάθε βραχίονας καταλήγει σε μία αμπούλα, επάνω 
στην οποία και σε βραχέα στηρίγματα αναπτύσονται κονίδια.

Τα κονίδια είναι υαλώδη ή έγχρωμα, ελλειψοειδή, απιοειδή ή σφαιρικά, 
λεία, συνήθως συνεχόμενα και μερικές φορές με 1-3 χωρίσματα. Εχουν 
διαστάσεις 8-14 χ 6-9 μηπ. (Jarvis, 1977).

Χλαμυδοσπόρια

Τα χλαμυδοσπόρια έχουν παχειά τοιχώματα, είναι μεγαλύτερα από τα 
κονίδια και παρά^ονται σε διαχωρισμένες υφές, που προεξέχουν από την 
επιφάνεια σκληρωτίων. Συνήθως σχηματίζονται στην άκρη των υφών αλλά 
μερικές φορές και ενδιάμεσα. Δεν έχει παρατηρηθεί βλάστηση 
χλαμυδοσπορίων. (Jarvis, 1977).
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Απρεσσόρια

Κατά τον Jarvis (1977), τα απρεσσόρια ή πλάκες συγκράτησης, ουσιώδεις 
δομές μόλυνσης, σχηματίζονται σαν διχοτομημένες διακλαδώσεις του 
βλαστικού σωλήνα και των άκρων των υφών, σε απάντηση ερεθίσματος που 
προήλθε απο επαφή.

ΣκΠηρώτια

Ολα τα είδη Bortytis σχηματίζουν σκληρώτια σταθερά προσκολημένα 
στο υπόστρωμα και η μορφολογία τους συμβάλει στην ταξινόμηση. Η 
εξωτερική επιφάνεια του σκληρώτιου του Botrytis cinerea , συντίθεται από 
κλειστά διασκευασμένες, λεπτού τοιχώματος υφές, που οι άκρες τους 
προβάλλουν πρός τα έξω. Το σκληρώτιο αποτελείται εσωτερικά από 
ψευδοπαρέ^χυμα, ενώ μία λεπτή στρώση χρωστικής το καλύπτει εξωτερικά 
στη μεγαλύτερη επιφάνεια (Willetts 1969). Τα σκληρώτια είναι μεγάλα, 
σκληρά, πολυκυτταρικά και επιτρέπουν στον μύκητα να επιβιώσει σε 
αντίξοες συνθήκες (Hsiang, 1992).
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Στο κεψάλαιο αυτό εξετάζονται, υι επιδράσεις περιβαλλοντικών και άλλων 
παραχοντων, στην ανάπτυξη του μυκήλιου, στη βλάστηση των σπορίων και 
το σχηματισμό σκληρωτίων του Botrjtis cinerea.

Επιδράσεις της θερμοκρασίας

Το μυκήλιο μπορεί να αναπτυχθεί σε χαμηλές θερμοκρασίες. Καλύτερος 
ρυθμός ανάπτυξης σημειώνεται στους 2Q-22°C και μειώνεται επάνω από
__ _ . . _ οετΠοXuUQ Z.*JWL.

θερμοκρασίες που ευνούν την παραχωχή μυκηλίου βρέθηκε ότι 
παρεμποδίζουν των σχηματισμό σκληρωτίων και αντίστροφα (Kublitskaya and 
Ryabteva, 1972). Οι Morotchkovski και Vitas (1936) έδωσαν , τους 11-13°C 
σαν άριστο επίπεδο θερμοκρασίας χιά τον σχηματισμό σκληρωτίων, τους 
12-22°C χιά παραχωχή σπορίων και τους 27-28^0 χιά σχηματισμό 
απρεσσόριων (Jarvis, 1977).

Επιδράσεις της σχετικής υγρασίας

0 Snow (1949) συμπαίρανε ότι τα κονίδια του Botnjtis cinerea απαιτούν 
υψηλά επίπεδα υχρασίας (93-10096) χιά να βλαστήσουν. 0 Sirry (1957) 
βρήκε ότι στους 21°C τα: κονίδια το ο Bptrjtis cinerea βλασ χάνουν σε 
σχετική υχρασία 100% αλλά όχι σε 95%. Τα σκληρώτια αναπτύσονται 
καλύτερα σε υψηλή σχετική υχρασία.

Επιδράσεις του ίρωτός

Ολα τα είδη Botrjtis είναι ικανά να βλαστήσουν και να αναπτυχθούν 
στο σκοτάδι . Η ανάπτυξη μυκηλίου είναι καλύτερη στο σκοτάδι απ' ότι στο 
ψώς. Το κόκκινο φώς παρεμποδίζει την ανάπτυξη μυκηλίου του Botrjtis 
cinerea ενώ στο υπεριώδες χίνεται συνεχής (Jarvis, 1977). Αντίθετα το 
πορτοκαλί διεχείρει την βλάστηση των σπορίων του (Zemlyanuklin 1973). 0 
Leach κ.α. (1972) βρήκαν ότι ακτινοβολία κοντά στο υπεριώδες, διεχείρει 
την σποριοπαραχωχή σε καλλιέργειες Botrjtis cinerea. Ετσι καθιερώθηκε
μία: σταθερή πρακτική, χιά τη διέχερση της σποριοπαραχωχής όλων των 
ειδών.

Οι κατάλληλες προϋποθέσεις χιά την παραχωχή σπορίων είναι χενικά 
αντίθετες με αυτές της παραχωχής σκληρωτίων.
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Επιδράσεις της η,Ίικίας και της διστροφής

Η βλαστικότητα των κονιδίων του Botrytis cinerea εξαρτάται κατά ένα 
μέρος από την ηλικία της καλλιέργειας. Κονίδια που λήφθηκαν από πολύ 
νέες και από βρασμένες καλλιέργειες βλάστησαν σχετικά αρ^ά, ενώ 
κονίδια από καλλιέργειες μέσης ηλικίας (16 ημερών) βλάστησαν ταχύτερα. 
Το ίδιο ισχύει και &ιά την ανάπτυξη των βλαστικών υψών.

Αναφέρεται επίσης, ότι η βλάστηση σπορίων και η ανάπτυξη των 
βλαστικών υφών αυξάνεται με την προσθήκη παραγόντων ανάπτυξης, όπως 
ιοτίνη, θειαμίνη, L-serine, D-glucose και οξεικό νάτριο .Ρ Η

0 Chou (1972) βρήκε ότι τα σπόρια βλαστάνουν σε διαλύματα σακχαρόζης.
γλυκόζης, φρουκτόζης συ^κεντρωσεως μεγαλύτερης των lOOppm

μπορεί να αναπτυχθεί σε διαλύματα με υψηλή 

ν Jarvis (1977), ένας άλλος σημαντικός παράγοντας

0 Botrytis cinerea 
θυ[χυχυ<.Γ| πίεση.

υπυς αναφερεχαι σχο
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των κονιδίων στά αιωρήματά τους να είναι της τάξης του 1CP
Ο σχηματισμός σληρωτίων ευνοείται από υψηλή σχέση C/Ν στα θρεπτικά 

υποστρώματα. Αναπτύσονται καλύτερα σε πλούσια θρεπτικά υποστρώματα.

Επιδράσεις των ατμοσφαιρικών αερίων και ρυπαντών

U Adair (1971), βρήκε ότι συγκεντρώσεις 02 κάτω από 1.796 μειώνουν το
ρυθμό ανάπτυξης του μυκηλίου στον Botrytis cinerea σε ά^αρ. Βρήκε 
επίσης, ότι η σταχτιά σήψη στα αποθηκευμένα λαχανικά ελένχεται με 
ατμόσφαιρα συγκέντρωσης 1.496 σε 0'2-

Ο Jarvis (1977), αναφέρει ότι συγκεντρώσεις C02, 20-50% παρεμπόδισαν 
την βλάστηση σπορίων.

Οι Me Call an και Weedon (1940) σύ^κριναν την τοξικότητα των S02 
CL2 HCN, H2S και ΝΗσ σε κονίδια μυκήλιο και σκληρώτια του Botry tis 
cinerea . Τα SQ^> και CL·? βρέθηκαν περισσότερο τοπικά , τα HCN και HHS 
ελάχιστα και η NH-? βρέθηκε μέσης τοξικότητας. To 0Ο2 σε σχετική υχρασία
90% ήταν 20 φορές πιο αποτελεσματικό από ότι σε σχετική υχρασία 75% 
(Jarvis, 1977).
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Οπως αναφέρεται στον Jarvis (1977) η διείσδυση των βθαστικών υφών σε 
μια άθικτη εφυμενίδα ξενιστή, είναι καθαρά μηχανική (Brown and Harvey 
1927). Το κονίδιο εγκαθίσταται επάνω στην εφυμενίδα μέσα: σε σταγόνα 
νερού και σύντομα προσκολάται με τη βοήθεια μιας κολώδους ουσίας που 
περιβάλλει τη βλαστική υφή. Συχνά η διείσδυση γίνεται από την άκρη της 
βλαστικής υφής, αλλά κάποιες φορές σχηματίζεται πρώτα ένα απρεσσόριο ή 
πλάκα συ^κρατήσεως. Στην επιφάνεια επαφής μεταξύ της άκρης της 
βλαστικής υφής ή του απρεσσόριου και της εφυμενίδας του ξενιστή, μία 
μικρή ακίδα , το ράμφος μολύνσεως που αναπτύσεται εξωτερικά, διεισδύει 
στην εφυμενίδα, διαμέσου μιας ελάχιστης επιφάνειας διαμέτρου 0.2 pm (Me 
Keen 1974), ασκώντας μηχανική πίεση.

0 Me Keen (1974) επανεξετάζοντας τον τρόπο μόλυνσης, υποστήριξε ότι 
η εφυμενίδα διαθυόταν ενζυματικά μάθθον παρά: διαπερνόταν μετά από 
μηχανική πίεση ^ιατί η τρύπα στην εφυμενίδα εμφανιζόταν απότομη και 
καθαρή χωρίς κατεστραμένες αποθήξεις. Μετά τη διείσδυση, ο Me Keen 
παρατήρησε ότι το επιδερμικό τοίχωμα του ξενιστή άρχιζε να διαθύεται 
καθώς και την εφυμενίδα να αποκοθάται πρός τα επάνω. Ερευνώντας την 
δραστηριότητα της κυτινο-εστεράσης στις άκρες των βθαστικών υφών την 
στιγμή της διείσδυσης υπέθεσε ότι αυτή βοηθά στη θύση της εφυμενίδας 
του ξενιστή.

Εκτός από την εφυμενίδα οι βθαστικές υφές του Botrytis cinerea 
μπορούν να διεισδύσουν και από την περιστοματική περιοχή, αθθά σπάνια 
δια μέσου των ίδιων των στοματίων. Πριν τη διείσδυση της εφυμενίδας ο 
μύκητας συμπεριφέρεται επάνω στην επιφάνεια της περιστοματικής 
περιοχής σαν σαπρόφυτο.

Μόλυνση από μυκήλιο

Οπως αναφέρει ο Jarvis (1977), η διαδικασία μόλυνσης από μυκήθιο είναι 
στην ουσία η ίδια με αυτή των βθαστικών υφών που προέρχονται από την 
βλάστηση των κονιδίων. Επισημαίνεται ότι το μυκήλιο έχει σχεδόν πάντα., 
μία σαπροφυτική βάση προμήθειας υλικών (Bessis 1972). Γιά τον λό^ο αυτό, 
το μολυσματικό δυναμικό του μυκηλίου είναι μεγαλύτερο, από αυτό των 
βλαστανόντων κονιδίων και επίσης λι^ώτερο εξαρτημένο από το εξωτερικό 
περιβάλλον π.χ. τον παράγοντα νερό #ιά την βλάστηση των κονιδίων. 0 
Jarvis (1962), βρήκε ότι μόνο το 1% περίπου των μολύνσεων, σε άθικτες 
ώριμες φράουλες, γίνεται από κονίδια. Το υπόλοιπο των μολύνσεων 
πραγματοποιείται από σαπροφυτικό μυκήλιο.
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Μολυσμαχικόχηχα ή μολυσμαχική ικανόχηχα, ονομάζεχαι η ικανόχηχα 
ενός μικροοργανισμού ή ιού να μολύνει και να προκαλεί ασθένεια.

Αναφορές διαφόρων ερευνηχών, δείχνουν όχι η μολυσμαχικόχηχα είναι 
ένα μέγεθος που χροποποιείχαι από παρά^ονχες χου περιβάλλονχος όπως 
υγρασία και θερμοκρασία αλλά και από ενδογενείς παρά^ονχες.

Η μολυσμαχικόχηχα χου Botrytis cinerea, περιορίζεχαι από χον 
συγκεκριμένο ισχό χου ξενισχή και από χην φυσιολογική ηλικία και χην 
καχάσχαση υγείας χου ξενισχή.

0 Last (1950), αναφέρει πως σπόρια 25 ημερών ήχαν μόνο καχά χο 1 /10 
μόλυσμαχικα και σποριά otj ήμερων μόνο καχά χο 1 / 1 υ0, σε σχέση με νεαρά

ι—τ Α ^,1 /-γ
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Παρακάχω αναφέρονχαι οι κυριώχεροι παρά^ονχες ή συνθήκες, που 
επιδρούν ή σχεχίζονχαι με χη μολυσμαχικόχηχα χου Botrytis cinerea.

ΐυτικίϊ uiiGilciixuXu

C Jarvis (1977), αναφέρει όχι ο De Bary (1886) και ο Brooks (1908), 
αρκεχά νωρίς παραχήρησαν όχι προσβολές φυχών από Botrytis cinerea, 
συχνά συνδέονχαν με μία πρόδρομη αποίκιση νεκρών φυχικών ισχών από χον 
μύκηχα. 0 ίδιος αναφέρει όχι ο Thomas (1921) παραχήρησε πως χομαχόφυχα 
ψεκασμένα με ένα αιώρημα κονιδίων Botrytis cinerea και σε περιβάλλον με 
υψηλή σχεχική υγρασία, παρέμειναν υ^ιή χιά δύο εβδομάδες. Εάν όμως είχαν 
χρησιμοποιηθεί σαν μόλυσμα, κομμάχια από ασθενείς ισχούς, κηλίδες 
εμφανίζονχαν πιό ^ρήχορα.

ΠΙ.Ίη^ές

Κάθε παρά^ονχας που προκαλεί μηχανική ζημιά σχους ισχούς, μπορεί να 
διευκολύνει χην είσοδο χου Botrytis cinerea, προδιαθέχει γενικά χον 
ξενισχή $ιά μόλυνση. "Σε ζημιές που προκλήθηκαν από άνεμο, σαλιγκάρια ή 
ενχομα, ακολούθησε προσβολή απο Boa ytis cinei ea . To ιοιο συν<_ρεΐ, o^oy 
προη^ηθηκε προσβολή απο άλλον μυκηχα, όπως σχην περιπχωση χου L/noinuia 
necator σχα σχαφύλια (Jarvis, 1977).
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.pjjvOKpcccTici ciναι φανερής σπουδαι όχηχας, σχην προδιάθεση χοσο χου
πο:3ο^ονου οσο και χου ξενιστή. Διάφορες θερμοκρασίες, μπορούν να
επιορασουν διαφορετικά σχήν μολυσματική οιαθικασια χου παράσιτου, οσο 
και σχην δισοικασια άμυνάς χου ξενιστ ή. Οπως αναφέρεχαι σχον Jarvis 
(1977), ο Krantz (1959) παραχήρησε όχι η αποθήκευση σε χαμηλές

Qr-ci 
>JC 1,<L_ ^θερμοκρασίες 3°C αλλά όχι σε ψύξη, κονδύλων πατάτας, χους προδια 

διά μόλυνση από τον Botrytis cinerea. Κόνδυλοι που διατηρήθηκαν σε 
ρμοκρασίες 15ου και 20οί-' παρέμειναν υγιείς.Q

Υδατική κατάσταση

Οπως αναφέρεχαι σχον Jarvis (1977), ο Tonchev (1972), διερεύνησε χο 
ρόλο χης άρδευσης στο φούσκωμα και σχο σχήσιμο χων καρπών και συνεπώς, 
στην προδιάθεση προσβολής χους από τον Botrytis cinerea . Γιά μία 
εννιάχρονη περίοδο, μελέτησε τις σχέσεις ανάμεσα σχο σχίσιμο χων 
καρπών, χης συχνότητας εμφάνισης της σχαχχιάς σήψης και χων καιρικών 
συνθηκών κατά την διάρκεια χης περιόδου που προκλήθηκαν σήψεις. Σε 
ξηροθερμικες χρονικές περιόδους, η άρδευση οεν προκάλεσε σχίσιμο στους 
καρπούς ή προσβολή χους από Botrytis cinerea . Τις υδροθερμικές χρονικές 
περιόδους όμως, πρόσθετη άρδευση προκάλεσε χο σχίσιμο χων καρπών 
ιδιαίτερα όσων είχαν λεπτότερη επιδερμίδα και την μόλυνση χους.

ξώσμί

0 Jarvis (1977), αναφέρει όχι γενικά χα κονίδια βλασχάνουν καλύτερα σε 
νερό επάνω στις επιφάνειες ξενιστών', απο όχι επάνω σε αδρανείς επιφάνειες

~?~ζλ
γχο εργαστήριο (Blakeman 1973).

Πτητικοί μεταβολίτες

Οπως αναφέρεχαι σχον Jarvis (1977), ο Nichols (1964) βρήκε όχι χο 
αιθυλαίνιο σε συγκέντρωση χης χάξεως χου 0.06ppm, προδιέθετε χα άνθη σε 
μόλυνση από Botrytis cinerea.

Αλλα παρασιτοκτόνο

Οπως αναφέρεχαι σχον Jarvis (1977), ο Me Whoter (1939), παραχήρησε 
οχι μεχα από εφάρμοζες εν'χομοκτονων διά χον ελεν'χο χων' θριπων σχο 
Antirrhinum majus, συνέβαιναν προσβολές απο Botrytis cinerea. . Λυτό 
πιθανόν Οφειλόταν' σε χημικη ή μηχανική βλάβη, ή σε συγκράτηση νερού 
σχην φυτική επιφάνεια.



Επίπεδο υδατανθράκων

,ατα χον Jorvis ι19"7"7), οι Horsfο "Π και Disrnond (. 195"?), καχ<_χαξαν χα 
ειοη χου %εν ους Bott~ytis, σ αν υψηΗων σακχάρυν πα3ο$ϋνα. ΠροσβαΗΠουν 
οηΗαδή, ισχους με υψηΗό περιεχόμενό σακχάρυν και μάΗιστα με ανηχμενα 
σάκχαρα. ΓΊοΠΗά μυκηχοκχόνα, ενχομοκχόνα, ζιζανιοκχόνα, επιρεάζουν χο 
μεχαβοΗισμό των ξενιστών και κατά συνέπεια αΠΗάζουν χην ευαισθησία 
XOUC.

Φώς

Το φώς επιρεάζει χο επίπεδο χων υδατανθράκων στα φυτά καθώς και 
άΠΠες μεταβοΗικές διεργασίες τόσο χου ξενιστή όσο και χου παθο^όνου. 
Εχει παρατηρηθεί πιό εκτεταμένη μόΗυνση ανθέων φράουΠας στο φώς της 
ημέρας από όχι στο σκοτάδι.

Μικροοργανισμοί

Γενικά, προδιάθεση #ιά μόΗυνση, μπορεί να εμφανιστεί ύστερα από 
προσβοΗή χου ξενισχού από άΗΗους μύκητες. Γιά παράδειγμα οι προσβοΗές 
απο Botnjtis cinerea , είναι συχνές σε πΗη^ές από σκωρίαση στο σπαρά^ι, 
από περονόσπορο στο μαρούΗι.



οειτ

ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ

Αναφερόμενοι στην παθο^ένεση, 9α εξετάσουμε πως ολοκληρώνεται η 
παοασιτική σχέση του παθο^όνου με τον ξενιστή, πως ολοκληρώνεται 
δηλαδή, το σύνδρομο της ασθένειας της σταχτιάς σήψης, που αρχίζει με 
την απλή επα^ή παθο^όνου ξενιστή.

Γιά την αποδόμηση των κυτταρικών τοιχωμάτων ο Botrytis cinerea εκρίνει 
πηκτινολυτικά και άλλα ένζυμα. Τα κύτταρα του ξενιστή νεκρώνωνται και οι 
υφές περνούν διαμέσου των μολυσμένων ιστών (Brown 1965).

0 Jarvis (1977), αναφέρει ότι το καθαρό αποτέλεσμα είναι, πως αφού ο 
μύκητας κατόρθωσε να εισέλθει στον ξενιστή, ζεί σαπροφυτικά επάνω στο 
νεκρό παρε^χυματικά ιστό και συνεχίζει να αποικίζει ιστούς, από την άκρη 
της πληγής. Οι υφές όμως, δεν παρασιτούν ποτέ υγιείς ιστούς. Οι απολήξεις 
των υφών, είναι σε κάποια απόσταση πίσω από τα απεκρινόμενα ένζυμα και 
τοξίνες και πάντοτε μέσα στους αποθνήσκοντες ιστούς. Με την διαδικασία 
αυτή ο μύκητας δομεί ένα σαπροφυτικά βασισμένο μολυσματικό δυναμικό, 
&ιά να συνεχίσει την αποίκηση και την σποριοπαρα^ω^ή.

Παρακάτω εξετάζονται χωριστά και εξειδικευμένα, παράγοντες και 
συνθήκες της παθο^ένεσης.

Ενζυμα

Κατά τον Jarvis (1977) οι Verhoeff και Warren (1972), βρήκαν ότι η 
ενζυματική δραστηριότητα του Botrytis cinerea, επάνω σε παρασιτούμενα 
τοματόφυτα, ποικίλε. Η δραστηριότητα της πηκτινομεθυλεστεράσης, της 
ενδο- και εξω-πολυ^αλακτονουράσης, παρατηρήθηκε στους μίσχους και 
τους καρπούς, αλλά της κυτταρινάσης μόνο σε εκείνα τα μέρη που 
μαλάκωσαν από την μολυσματική διείσδυση του μύκητα. Η 
πολυ^αλακτονουράση, βρέθηκε σε μαλακωμένα μόνο φυτικά μέρη, 
υπολειμμάτων μίσχων. Οι παραπάνω ερευνητές, θεώρησαν ότι ο Botrytis 
cinerea παρή^α^ε ο ίδιος, όλα τα αναγκαία ένζυμα χκά την παθο^ένεση 
στην τομάτα.

Τοξίνες

Κατά τον Jarvis (1977), οι Jamart και Kamonen (1972), αναφέρουν ότι 
το κυτόπλασμα, των κυτάρων νεκρώνεται πριν από το προχώρημα των υφών με 
την δράση τοξινών που εκρίνει ο Botrytis cinerea. Οι ίδιοι βρήκαν κιτρικό 
και οξαλικό οξύ μαζί, σε χυμό φύλλων μπε^κόνιας που περιείχαν 
κονίδια.Εντόπισαν επίσης το κυτρικό οξύ και σε κιτρινισμένους ιστούς 
μολυσμένων φύλλων, στη ζώνη που περιείχε απολήξεις υφών και που 
επεκτείνεται λί^ο πίσω από αυτές.



Περιορισμένες κηλίδες

Στους καρπούς της τομάτας και στα άν9η της τριανταφυλλιάς η προσβολή 
μπορεί να εκδηλωθεί και με μικρές υπόλευκου χρώματος κηλίδες, διαμέτρου 
3-8mm; με νεκρωτικό στίγμα στο κέντρο , περιτρυ^υρισμέ νω ν από μία 
φωτεινή άλω (ghost spot). Προσπάθειες πολλών ετών χιά την απομόνωση 
κάποιου μύκητα από τις κηλίδες ήταν ανεπιτυχείς. Κατά τον Jarvis (1977), 
οι Owen και Ferrer (1957), απέδειξαν πρώτοι την παρουσία του Botrgtis 
cinerea στις κηλίδες, αλλά μόνο ο Verhoeff (1970), επέτυχε να απομονώσει 
τον μύκητα.

0 Verhoeff (1970), εξετάζοντας τέτοιες περιορισμένες κηλίδες, βρήκε 
ότι στην πραγματικότητα δεν συνέβαινε διείσδυση. Μυκήλιο δεν μπορούσε 
να βρεθεί στα νεκρωμένα κύτταρα. Χρησιμοποιώντας σαν μόλυσμα, λίχα 
μόνο και στεγνά κονίδια, έλαβε τα τυπικά αποτελέσματα των κηλίδων (ghost 
spot). Χρησιμοποιώντας όμως, πυκνό αιώρημα κονιδίων και σε συνθήκες 
υψηλής σχετικής υγρασίας, οι καρποί που μόλυνε, σχημάτισαν μεγάλες 
φουσκάλες πριν ακόμα ο μύκητας διαδοθεί στο παρέγχυμα. Ομοια, αλλά σε 
συνθήκες χαμηλής σχετικής υγρασίας, εμφανίστηκαν νεκρωτικές περιοχές.

Με βάση τα παραπάνω, ο Verhoeff υπέθεσε πως στην πρώτη περίπτωση, η 
μεριστωματική δραστηριότητα του καρπού, περιόρισε την ανάπτυξη και την 
ενζυματική δραστηριότητα του μύκητα. Γιά την δεύτερη περίπτωση, 
υπέθεσε ότι το ισοζύγιο του αυξημένου μολυσματικού δυναμικού και των 
ευνοϊκών συνθηκών (υψηλή σχετική υγρασία), υπερίσχησε της χρήχορης 
ανάπτυξης του καρπού. Ετσι τελικά θεώρησε τις κηλίδες φάντασμα σαν ένα 
παράδειγμα, αργοπορίας εξάπλωσης του παθοχόνου.

2σμωτικές πιέσεις

0 Jarvis (1977), αναφέρει ότι πολλοί ερευνητές συνφωνούν ότι ο 
Botrgtis cinerea μπορεί να αντέξει σε υψηλές ωσμωτικές πιέσεις. 0 
Thatcher (1942), θεώρησε ότι η διαφορά ωσμωτικής πίεσης, μπορούσε να 
εξηγήσει την μεταφορά νερού και θρεπτικών υλικών από τα κύτταρα του 
ξενιστή στον παθοχόνο μύκητα.

Επιδράσεις στον μεταβολισμό των ξενιστών

Κατά τον Jarvis (1977), ο Harrison και ο Hopwood (1969), 
παρατήρησαν μία ενδιαφέρουσα επίδραση στην φυσιολογία των λουλουδιών 
του Antirrhinum majus όταν μολύνθηκαν από Botrgtis cinerea . 
Απελευθερώθηκε μία χενετικά παρεμποδιζόμενη ανθοκυανίνη που έδωσε ένα 
στικτό χρωματισμό στα πέταλα. 0 Smith κ.α. (1964), βρήκε ότι γαρύφαλλα 
μολυσμένα από Botrgtis cinerea, παρήχαχαν περισσότερο αιθυλαίνιο, το
' !—Ι I v-v Γ—I Λ I s— Q S— Τ— .
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ΣΥΜΠΤΩΜΑ ΓΟΛΟΓ IA

0 μύκητας αναπτύσεται επί υχιώιν, εξ ασθενή μενών ή νεκρών φυτικών 
ιστών. Προσβάλλει φυτά όλων των ηλικιών και όλα σχεδόν τα μέρη τους 
(φύλλα, άνθη, καρπούς, στελέχη, ρίζες) και προκαλλεί συμπτώματα διαφόρων 
τύπων.

Στον α^ρό οι μολύνσεις των ανθέων συχνά προηγούνται και οδηγούν σε 
σήψη καρπών και βλαστών. 0 μύκητας εγκαθίσταται στα πέταλα του άνθους, 
τα οποία είναι μερικώς ευαίσθητα όταν αρχίζουν να γερνούν και εκεί 
παράγει άφθονο μυκήλιο και κηλιδώσεις. Το μυκήλιο διεισδύει και στα 
υπόλοιπα μέρη του άνθους, αναπτύσεται και τα καλύπτει με μία άσπρη 
σταχτιά ή ανοιχτή καστανή αραχνοειδή μούχλα- στο τέλος τα άνθη 
νεκρώνωνται. 0 μύκητας στη συνέχεια μολύνει τον ποδίσκο που σαπίζει και 
αφίνει τα μπουμπούκια και τα άνθη να πέσουν σαν κομμένα.

Εάν κάποιος καρπός έχει αναπτυχθεί, ο μύκητας κινείται από τα πέταλα 
στον πράσινο ή ώριμο καρπό και προκαλεί στην άκρη του κάλυκα επίφυτία ή 
σήψη, που προχωρεί και μπορρεί να καταστρέψει μέρος ή ολόκληρο τον καρπό 
και μπορεί επίσης να διαδοθεί οε άλλους καρπούς που εφάπτονται με τον 
προσβεβλημένο.

Οι μολυσμένοι καρποί και οι τρυφεροί χυμώδεις βλαστοί, γίνονται μαλακοί, 
υδαρείς και καλύπτονται από άφθονη εξάνθηση των καρποφοριών του 
παθοχόνου, με ανοιχτό πράσινο χρωματισμό της προσρλημένης περιοχής 
αρχικά και αργότερα οι προσβλημένοι ιστοί εμφανίζονται με ανοιχτό καφέ 
χρωματισμό (π.χ. τομάτα, πιπεριά, μελιτζάνα κ.α.). Καθώς ο ιστός σαπίζει η 
επιδερμίδα σχίζεται και ο μύκητας καρποφορεί άφθονα. Οι ιστοί ύστερα 
ζαρώνουν και ξηραίνονται και πλατιά μαύρα σκληρώτια, μπορεί να 
εμφανιστούν επάνω στην επιφάνεια ή να είναι βυθισμένα μέσα στον ιστό. 
Στην φράουλα η μόλυνση αρχίζει κατά την περίοδο της ανθήσεως και στη 
συνέχεια προκαλείται σήψη των καρπών. Στους καρπούς της τομάτας, η 
προσβολή μπορεί να εκδηλωθεί στην επιφάνεια του καρπού και με μορφή 
δακτυλιοειδών κηλίδων, ανοιχτού χρώματος με κέντρο χρώματος σταχτί. Στο 
μαρούλι η προσβολή εκδηλώνεται σαν καστανέρυθρη σήψη του λαιμού και 
των φύλλων της βάσης. Μολύνσεις με μορφή υχρής σήψης εμφανίζονται στις 
ρίζες διαφόρων κονδυλόριζων φυτών (π.χ. καρώτο).

Στους καρπούς που διατηρούνται μέσα σε ψυγεία, τα συμπτώματα είναι 
μαλακή σήψη δηλαδή καστανές κηλίδες με υδαρείς ιστούς. Οι 
προσβεβλημένοι καρποί έχουν ευχάριστη οσμή ζυμώσεως. Οι μολύνσεις 
χύνονται κατά την διάρκεια της ανάπτυξης των καρπών πάνω στο δένδρο, ή 
από πληγές κατά την συγκομιδή και συσκευασία των καρπών. Επίσης 
μολύνσεις γίνονται από τα φακίδια.
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βαθουλωμένες ενούμενες και συχνά περιπλέκοντας ολόκληρο το φύλλο. Στο 
γεράνι είναι καστανές και υδατώδεις που τελικά νεκρώνονται και επάνω σ' 
αυτές σχηματίζονται τεφροκάστανες εξανθήσεις (μάζες κονιδιοφόρων και

Q' \κονιοιων j.
Πολλοί ερευνητές ισχυρίζονται ότι η μόλυνση του φυλλώματος γίνεται, 

μόνο αφού ο μύκητας έχει αναπτυχθεί σε νεκρά τμήματα των φυτών ή επάνω 
σε σήποντα υλικά στο έδαφος και μετά σε επαφή με τα υ#ιή φύλλα. Μετά 
την προσβολή το φύλλο ξηραίνεται, ενώ η προσβολή μέσω του μίσχου φθάνει 
στο στέλεχος στο οποίο αρχικά σχηματίζεται μικρό, ανοικτού καστανού ή 
καστανού χρώματος, έλκος. Ελκη βλαστών συνήθως εμφανίζονται σε 
χυμώδεις βλαστούς ή μίσχους και μπορεί να είναι είτε σκοτεινά, βυθισμένα, 
επιμηκυνόμενα έλκη με ένα προσδιορισμένο περιθώριο ή μπορεί να 
περιβάλλουν το στέλεχος. Στην τελευταία περίπτωση το μέρος του φυτού 
επάνω από το σημείο της προσβολής γίνεται χλωρωτικό, μαραίνεται, 
ξηραίνεται και μπορεί να σπάσει στο σημείο μόλυνσης, όπως συμβαίνει στην 
τουλίπα και την τριανταφυλλιά. Οι προσβλημένοι μίσχοι ή βλαστοί, με υ^ρό 
καιρό, καλύπτονται με ένα σταχτί καφέ βελούδινο στρώμα σπορίων του 
μύκητα. Επίσης στους μολυσμένους βλαστούς μπορεί να παραχθούν και 
σκληρώτια. Η μόλυνση των κάτω του εδάφους τμημάτων, όπως βολβοί, 
ριζώματα μπορεί να αρχίσει όταν τα όργανα αυτά είναι ακόμη μέσα στο 
έδαφος ή έχουν συλεχθεί. Ελκη μπορεί να αναπτυχθούν σε κάθε σημείο της 
επιφάνειας τους, αλλά κυρίως στον λαιμό ή την βάση αυτών. Οι μολυσμένοι 
ιστοί συνήθως εμφανίζονται μαλακοί και υδαρείς, αλλα καθώς προχωρεί η 
μόλυνση, οι μολυσμένες περιοχές με^ενθύνονται, μεταχρωματίζονται καφέ 
και τελικά σκούρο καφέ και αποβαίνουν σπο^ώδεις ή φελλώδεις και τα 
προσβλημένα όργανα γίνονται ελαφρά στο βάρος. Δέσμες μυκηλίου μπορεί 
να αναπτυχθούν, μεταξύ χωρισμάτων των βολβών και από τα κενά των 
σηπομένων ριζωμάτων ή στην επιφάνεια των ελκών. Μαύρα σκληρώτια 
βρίσκονται συχνά στην επιφάνεια ή μαζί με σηπόμενους ιστούς και μυκήλιο.

Τήξεις σπορίων οφειλόμενες στον Botrytis cinerea , παρατηρούνται σε 
κρύα σπορία όπου η υγρασία είναι υψηλή, αλλά επίσης και στον αχρό, εάν ο 
σπόρος είναι αναμεμευχμένος με σκληρώτια του μύκητα ή μυκήλιο του 
μύκητα, ή βρίσκονται σκληρώτια στο έδαφος.
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0 Botrytis cinerea ζεί σαν σαπρόφυτο υπό μορφή μυκηλίου ή 
σκληρωτίων πάνω σε εξασ3ενημένους φυτικούς ιστούς και υπολείμματα 
καλλιέργειας. Υγιείς ιστοί προσβάλονται μόνο όταν υπάρχει μεγάλη πίεση 
μολύσματος ή έλθουν σε επαφή με εστίες σαπροφυτικής ανάπτυξης. Τα 
κατάλοιπα του άνθους, (πέταλα, στύλος, στήμονες, σέπαλα) αποτελούν την 
πύλη εισόδου του παθοχόνου στη σάρκα του καρπού και πη^ές παραλής 
σπορίων. Σε κάποια είδη καρπών (φράουλα, ακτινίδιο, μήλο), ο μύκητας 
εγκαθίσταται στον κάλυκα του άνθους χωρίς την εμφάνιση συμπτωμάτων και 
όταν οι συνθήκες υγρασίας είναι ευνοϊκές εκδηλώνεται σήψη του καρπού 
κατά το στάδιο της ωρίμανσης (λανθάνουσα προσβολή).

Κύρια πη><ή μόλυνσης είναι οι προσβεβλημένοι ιστοί πάνω στους οποίους 
παρά^ονται άφθονα κονίδια τα οποία μεταφέρονται με τα ρεύματα του αέρα 
ή τη βροχή. Διασπορά κονιδίων και μεταφορά τους στα υ,^ιή φυτά γίνεται 
επίσης με τα χέρια, τα ρούχα και τα εργαλεία των εργατών κατά την 
εκτέλεση των καλλιεργητικών φροντίδων ιδιαίτερα μέσα στα θερμοκήπια. Τα 
κονίδια μπορούν να επιβιώσουν #ια 1-3 μήνες, αν ο καιρός παραμείνει υ^ρός 
και ψυχρός. Αν η μόλυνση εγκατασταθεί, το επίπεδο υγρασίας και 
θερμοκρασίας είναι λιχότερο σημαντικά ^ια την επιβίωση του μύκητα. 
Φυτικά υπολείμματα που φιλοξενούν τον μύκητα σαν σαπρόφυτο 
αναφέρονται επίσης ότι μεταφέρονται με τον αέρα και προσκολλούνται πάνω 
σε υγιείς ιστούς τους οποίους μολύνουν εξ επαφής (π.χ. ρά^ες σταφυλών). Τα 
ασκοσπόρια του μύκητα παρά^ονται πολύ σπάνια και δεν παίζουν σημαντικό 
ρόλο στη μετάδοση της ασθένειας.

0 βοτρύτης σχετίζεται άμεσα με τις καιρικές συνθήκες. Για να 
παραχθούν κονίδια απαιτείται σχετική ατμοσφαιρική υγρασία 65-9096 και 
θερμοκρασία μεταξύ 15 και 25°C. Πέραν των ορίων αυτών η ασθένεια δεν 
ευνοείται. Τια να ^ίνει η μόλυνση απαιτείται επιπλέον η διατήρηση ενός 
λεπτού στρώματος νερού στους φυτικούς υστούς gia 15 ώρες τουλάχιστον. 
Ιδανικές συνθήκες #ια ανάπτυξη επιδημίας επικρατούν κατα την περίοδο 
του χειμώνα-αρχές άνοιξης στις μη θερμαινόμενες καλλιέρ^εις κηπευτικών 
υπό κάλυψη.

(Πανα^όπουλος 1995, Παππάς 1992)
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Μηχανική άμυνα

Κατά τον Jarvis (1977), η εφυμενίδα των φυτών είναι ανθεκτική στην απ' 
ευθείας μόλυνση από σπόρια με μηχανική διάτρηση, ενώ την διαπερνά, 
εύκολα το σαπροφυτικό μυκήλιο. Η άθικτη εφυμενίδα σταφυλιού, είναι 
σχετικά ανθεκτική στον Botrytis cinerea και η μόλυνση, εξαρτάται 
καθοριστικά από τις πληγές της εφυμενίδας που προκαλούνται, από 
υπερβολικά υ^ρές συνθήκες ή με χρησιμοποίηση μυκητοκτόνου που επιδρά 
δυσμενώς στην αντοχή της, ή και από νύγματα εντόμων (Bessis 1972)

Χημική άμυνα

Η εφυμενίδα έχει μερικές συνθέσεις που είναι μυκοστατικές. Κατά τον 
Jarvis (1977), οι Blakeman και Sztejnberg (1973), βρήκαν ότι η βλάστηση 
κονιδίων του Botrytis cinerea, παρεμποδίστηκε από το επιφανειακό κερί των 
φύλλων των τεύτλων. Ο Stalder (1955), θεώρησε ότι η ανθεκτικότητα 
στσφυλιών διαφόρων ποκιλιών στον Botrytis cinerea, δεν σχετιζόταν με 
μηχανικές προϋποθέσεις των ιστών του ξενιστή, ούτε με κάποια επα^ω^ική 
αλληλεπίδραση, αλλά με χημικές συνθέσεις του κυτταρικού χυμού. Από 
άλλες μελέτες που έγιναν, αναφέρονται στις αντιδράσεις των φυτών η 
παραλή χημικών ουσιών, όπως βενζοική αλδεύδη, υψηλή συγκέντρωση 
τανίνης, ανη^μένα φαινολικά παρά^ω&α.



ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ

Η αντιμετώπιση του Botrytis cinerea είναι δύσκολη. Ιδιαίτερα όταν δεν 
ακολουθείται μία στρατηγική αντιμετώπισής του ολοκληρωμένη και 
ορθολογική. Μία τέτοια στρατηγική προϋποθέτει την χρησιμοποίηση σε 
συνδυασμό καλλιεργητικών, βιολογικών και χημικών μεθόδων. Κι αυτό ^ιατί 
το παθο^όνο δημιουργεί εύκολα ανθεκτικά στελέχη σε πολλά μυκητοκτόνα 
περιορίζοντας έτσι την αποτελεσματικότητα των χημικών επεμβάσεων.

Καλλιεργητικές μέθοδοι

Συνιστάται η λήψη τους ^ια τη διατήρηση του μολύσματος σε χαμηλά 
επίπεδα και η δημιουργία δυσμενών συνθηκών χια την ανάπτυξη της 
αρρώστιας όπως :

Καλός αερισμός, αποφυγή μεγάλων αυξομειώσεων της θερμοκρασίας στα 
θερμοκήπια και μείωση της υγρασίας.

Τήρηση καλής υγιεινής και απομάκρυνση προσβλημένων, ^ηρασμένων ή 
νεκρών φυτικών ιστών.

Οι καλλιεργητικές μέθοδοι #ια καλλύτερα αποτελέσματα πρέπει να 
εφαρμόζονται σε συνδυασμό με προληπτικές επεμβάσεις κατάλληλων 
μυκητοκτονων.

Βιολογικές μέθοδοι

Ερευνητές στη Γαλλία (Dubos, Jailloux, Bulit) πέτυχαν βιολογική 
καταπολέμηση του βοτρύτη χρησιμοποιόντας ένα σκεύασμα με βάση τον 
μύκητα, Thchoderma sop., που είναι ανταγωνιστικοί του Botrytis cinerea. 
Μερικά από τα σκευάσματα αυτά περιέχουν στελέχη ανθεκτικά σε 
μυκητοκτόνα που χρησιμοποιούνται #ια την αντιμετώπιση του βοτρύτη 
(benorny 1, PCAF).

Οι ανταγωνιστές Cladosponum ciadosporioidas, Cladosporium herbarum, 
Coniothyrium mini tans και η αμοιβάδα Arachnitis impatiens σε δοκιμές in 
vitro και in vivo έλεγξαν ικανοποιητικά το παθο^όνυ καταστρεφοντας σε 
ενα σημαντικό βαθμό , δομές επιβίωσης του παθο^όνου.

Ερευνητές εκμεταλλευόμενοι το φαινόμενο της αλληλοπάθειας.
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δόσεις ελέγχουν τον βοτρύτη.
L_nlcn~iQ ερευνες γίνονται σε μικρομίακα στε< ιεχΓ|, α ντα νιστlkoc του 

Botrytis cinerea που απομονώθηκαν οπό Brsssics 5.ρ.
U Bott ytL· Lina εσ, μπορεί voc ελεγχθεί οπό τον' μύκητα tlyrothdciurn ->-p. ο 
οποίος δρά, εκρίνοντος 9ερμοστα9ερές τοξίνες.

-ο,

Χημικές μέθοδοι

Το μυκητοκτόνο που συνιστώνται χια την καταπολέμηση του βοτρύτη 
ανήκοιυν σε δύο κατηγορίες. Στην πρώτη περιλαμβάνονται το dichlofluanid, 
chlorothalonil, captan και thiram που έχουν ευρύ φάσμα δράσης. Στη 
δεύτερη κατηγορία υπάχονται μυκητοκτόνα με ειδική δράση κατά του 
πα9ο#όνου που ανήκουν στις ομάδες τυν βενζιμιδαζολικών (benomyl, 
carbendazim, thiophanate methyl) και τυν δικαρβοξιμιδικών (vinclozolin, 
procymidone, iprodione). Για τη μείωση του κινδύνου ανάπτυξης 
αν9εκτικότητας τα μυκητοκτόνα κά9ε ομάδας της δεύτερης κατηγορίας
πρεοει παντα να εφαρμόζονται σε μίγματα ή εναλλακτικές επεμβάσεις με 
αυτά της πρώτης κατηγορίας. Σύμφωνα με πρόσφατες ερευνες ι. Garibaldi,

:ο σκεύασμα που περιέχει carbendazim 
:πί του παρόντος ικανοποιητική
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:απολέμηση της αρρώστιας στις περιοχές που επικρατούν αν9εκτικά
στελέχη του παθοχόνου στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα.

Επίσης εφαρμογή χιβερελλικού οξέος στο στάδιο που ο βλαστός εχει 
μήκος 10-15 cm δίνει ικανοποιητικά αποτελέσματα μόνο σε σοβαρές 
προσβολές από τον βοτρύτη ενώ δεν έχει καμμία επίδραση όταν η προσβολή 
είναι ελαφρα.

(Ζιώχας 1981, Leifert 1993, Μπούρπος και Σκουντριδάκης 1993, 
Παναχόπουλος 1995, Παππάς 1992,
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ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΤΑ ΠΥΚΗΊΌΚΤΟΝΑ

Κατά τον Γεωρ^όπουΒο (1974), όπως όΒες οι ιδιότητες των οργανισμών, 
έτσι και η ευαισθησία στις τοξικές ουσίες μπορεί να μεταβΒηθεί με 
μεταλλαγή. Αν μια μεταΒΒα^ή μειώσει σημαντικά την ευαισθησία σε μία 
ένωση, που χρησιμοποιούμε gux την καταποΒέμηση ενός παθο^όνου, θα 
προκύψει ένα ανθεκτικό στέΒεχος, που συνεχώς θα επιδέχεται από την 
εφαρμογή του φαρμάκου μέχρι που να επικρατήσει, οπότε θα έχουμε 
αποτυχία στην καταποΒέμηση.

Στην φυτοπαθοΒο^ία αποτυχίες χημικής καταποΒέμησης σαν αποτέΒεσμα 
δημιουργίας ανθεκτικών στεΒεχών ήταν ποΒύ σπάνιες μέχρι το τέθος της 
δεκαετίας του 1960. Με την εισα^ω^ή των διασυστηματικών μυκητοκτόνων 
και των αντιβιοτικών είχαμε με^άθη αύξηση της σημασίας της 
ανθεκτικότητας ^ιά την φυτοπαθοΒο^ία. Με τα φάρμακα αυτά η δημιουργία 
ανθεκτικότητας είναι ο κανόνας μάΒΒον παρά η εξαίρεση.

θεωρητικά η ευαισθησία στα φάρμακα μπορεί να μεταβθηθεί με την 
μεταΒΒα^ή χρωματοσωματικού ή εξωχρωματοσωματικού ^όνου. Στις 
περισσότερες περιπτώσεις περισσότεροι από ένας yovoi εΒένχουν την 
ευαισθησία στο ίδιο μυκητοκτόνο. Το επίπεδο της ανθεκτικότητας μπορεί να 
διαφέρει ανάθο^α με το ποιος ^όνος έχει υποστεί μεταΒΒα^ή. Οταν στο ίδιο 
απΒοειδές κύτταρο του μύκητα μεταΒΒάξουν περισσότεροι από ένας yovoi 
οΐά την ανθεκτικότητα στο ίδιο μυκητοκτόνο, το επίπεδο αντοχής μπορεί να 
ανέβει ποΒύ. Αυτό έχει και πρακτική σημασία, ^ιατί συνεχίζοντας την χρήση 
του μυκητοκτόνου μπορεί να καταΒήξουμε σε στεΒέχη με ποΒύ μικρή 
ευαισθησία. Στα διπΒοειδή κύτταρα του μύκητα ο ανθεκτικός αθθηθόμορφος 
μπορεί να συμπερίφέρεται σαν κυρίαρχος ή ημικυρίαρχος ή υποτεθής. Αυτό 
εξαρτάται από τον yovo, που μεθετάμε μάΒΒον, παρά από το μυκητοκτόνο.

0 πιό εύκοΒος τρόπος ^ιά την εμφάνιση αντοχής σε ένα φάρμακο και 
ίσως και ο πιό αποτεΒεσματικός είναι η αΒΒα^ή στην ευαίσθητη θέση, 
δηθαδή στο κυτταρικό συστατικό (ένζυμο ή άθθο) που αντιδρά με το 
φάρμακο.

ΒΒέπουμε ότι είναι ποΒύ δύσκοΒο να αναπτυχθεί ανθεκτικότητα σε ένα 
προστατευτικό φάρμακο, που δρα σαν μη εξειδικευμένος παρεμποδιστής σε 
ποΒΒά συστατικά του κυττάρου, τουθάχιστον με αυτόν τον μηχανισμό της 
αθθα^ής στις ευαίσθητες θέσεις.

Πρέπει όμως να τονισθεί ότι στην περίπτωση των τοξικών ενώσεων 
υπάρχουν και άθθοι μηχανισμοί δημιουργίας ανθεκτικότητας yi' αυτό και 
έχουμε περιπτώσεις αποτυχίας προστατευτικών (μη εξειδικευμένης δράσης) 
φαρμάκων έστω και αν οι περιπτώσεις αυτές είναι σχετικά σπάνιες. Ενας από
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τους μηχανισμούς αυτούς είναι η μείωση της περατόιητας της
κυττοπλασματικής μεμβράνης στο τοξικό μόριο.

Από τους μηχανισμούς αντοχής αξίζει να αναφερθεί ο μηχανισμός της 
αποτοξικοποιήσεως (detoxification).

Ο χρόνος από την εμφάνιση των πρώτων ανθεκτικών στελεχών μέχρι την 
δημιουργία πρακτικού προβλήματος, δηλαδή μέχρι την διαπίστωση 
μειωμένης αποτελεσματικότητας του φαρμάκου εξαρτάται από την διαφορά 
ευαισθησίας μεταξύ αρχικού (ευαίσθητου) πληθυσμού και ανθεκτικών 
στελεχών. Η ταχύτητα επιλογής εξαρτάται επίσης από την υπολλειματική 
δράση του φαρμάκου και την συχνότητα των επεμβάσεων με το ίδιο φάρμακο.

Η σταθερότητα τέλος της ανθεκτικότητας εξαρτάται από την 
προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών. Μειωμένη 
προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών μπορεί να οφείλεται σε 
μειωμένη παθο^όνο δύναμη, μειωμένη παραλή σπορίων κ.λ.π. Μερικές 
μεταλλαγές, που μειώνουν την ευαισθησία σε συγκεκριμένο τοξικό μόριο, 
μπορεί να επιρεάζουν τις ιδιότητες αυτές. Σε πολλές όμως άλλες 
περιπτώσεις οι μεταλλαγές ανθεκτικότητας δεν επιρεάζουν την 
προσαρμοστικότητα και ο πληθυσμός του παθο^όνου μπορεί να παραμείνει
ανθεκτικός χιά πολλά χρόνια μετά την διακοπή χρήσεως του φαρμάκου.

0 μύκητας Botrytis cinerea έχει την ικανότητα μετά από συνεχείς 
επεμβάσεις με ορισμένα μυκητοκτόνα να δημιουργεί στελέχη ανθεκτικά
CJXCC E^CCpfJOCjOplcVCl' 'μΙυΚΓ|ΧΟΚΧΟV0L

Κατά τον Ζιώ&α (1931), η καταπολέμηση του βοτρύτη με τα 
προστατευτικά μυκητοκτόνα, Captan, Captafol, Folpet, Zineb, Thiram, 
Dithianon, κ. α., χαρακτηρίζεται μετρίως αποτελεσματική. Με την εμφάνιση 
ανθεκτικών στελεχών η αποτελεσματικότητα πέφτει κατά 50%. Κατά τον 
Leroux 1994) τα προστατευτικά μυκητοκτόνα δεν επιρεάστηκαν από 
ανθεκτικότητα εξ αιτίας της πολύπλευρης δράσης τους.

Κατά τον Ziogas 1993, όταν πρωτοεμφανίστηκαν στα τέλη της δεκαετίας 
του 1960 τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, έδωσαν εξαιρετικό έλεγχο του 
βοτρύτη. Αλλά μετά από κάποια χρόνια εντατικής χρήσης βρέθηκε ότι 
επιλογή από στελέχη παθο^όνα ανθεκτικά, μπορούν να καταστήσουν αυτά 
τα μυκητοκτόνα εντελώς αναποτελεσματικά. Συχνά στελέχη ανθεκτικά στα 
βενζιμιδαζολικά, τείνουν να παραμείνουν κυρίαρχα αρκετά χρόνια μετά την 
απόσυρση των βενζιμιδαζολικών από την ίδια περιοχή. Στην περίπτωση του 
βοτρύτη αντικατάσταση των βενζιμιδαζολικών από τα δικαρβοξιμιδικά έδωσε 
μόνο προσωρινή λύση στο πρόβλημα ελέγχου της ασθένειας, ^ιατί και αυτά 
επίσης επιλέγουν ανθεκτικά στελέχη. Βάση του φαινομένου της αρνητικής 
διασταυρωτής ανθεκτικότητας που παρουσιάζουν τα βενζιμιδαζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, χρησιμοποιήθηκε μί^μα αυτών χια τον 

χ'χο στελεχών Botrytis cinerea τα οποία ήταν ευαίσθητα στα-a
ινζιμιδαζολικά και ανθεκτικά στα φαινυλοκαρβαμιδικά ή και το αντίθετο.
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ΑΝΘΐιΚ ί ΙΚΟΤΗΤΑ ΣΤΑ ΒΕΝΖΙΜΙΔΑΖΟΛ1ΚΑ 
ΚΑΙ ΨΑίΝΥΛΟΚΑΡΒΑΜίΔΙΚΑ ΜΥΚΗΤΟΚΤΟΝΑ

Βε νζ ιμ ϊοαζϋπ ικά

Στην ομάδα αυτή υπάγονται όλα τα μυκητοτοξικά παρά^ω^α της 
βενζιμιδαζόλης (σχήμα α), που δεν είναι η ίδια σημαντικά ταξική στους 
μύκητες.

Η1
Η

Σχήμα α benzimidazole

Σιο σχήμα β, δίνονται οι δομικοί τύποι των πιο σημαντικών βενζιμιδαζολικών.

ο
II
c—NHC4H9 

ΝΗ— CC^CH3
II ^nh-co2ch3

S οιι ιι^v^NH-C—ΝΗ—C-OCH3 

%-ύύ ΝΗ- C- ΝΗ-C-O C Η3
Μ JI

benomyl carbenda^im ςΜΒΟ) thiophanate-rnethyl
Σχήμα β

To benomyl, που ανακαλήφθηκε το 1968 από τους Delp και Kloping είναι 
μυκητοτοξικό σε εξαιρετικά μικρές συγκεντρώσεις (π.χ. 0.1 ppm). Είναι 
διασυστηματικό και μπορεί να καταπολεμήσει τις κυριοτερες μυκητολογικές 
ασθένειες. Είκοσι χρόνια μετά την εμφάνισή του εξακολουθεί να είναι ένα 
σημαντικό μυκητοκτόνο, αλλά η εικόνα εμφανίζεται λιτότερο αισιόδοξη από 
ότι τα πρώτα χρόνια μετά την ανακαλυψή του. Οι λό$οι είναι δύο, η ευκολία 
με την οποία στους ευαίσθητους μύκητες παρά^ονται, με μεταλλαγές, 
στελέχη ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα στον aypo και η 
«ενετική δραστικότητα των μυκητοκτόνων αυτών.

Σε υδατικό διάλυμα το benomyl μετατρέπεται ^ρή^ορα στον μεθυλεστέρα 
του βενζιμιδαζολοκαρβαμιδικού οξέος , γνωστός με το όνομα carbendazim
•'Μρρλ

To thiophanate-rnethyl, είναι διασυστηματικό και μοιάζει στη βιολογική 
δράση με τα προηγούμενα.
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Στο σχήμα χ, δίνονται οι 
φαινυλοκαρβαμιδικών μυκητοκτόνων.

/
CI

N-(3-5-dichlorophenyl)carbamate
Σχήμα %

δομικοί τύποι των σημαντικότερων

c2h5o

diethofencarb (NPC)

Οι ανωτέρω ενώσεις δεν είναι φυτοτοξικές και είναι κατάλληλες ^ια την 
καταπολέμηση των ανθεκτικών στα βενζιμιδαζολικά στελεχών του Botrytis 
cinerea.

Οι Leroux και Gredt παρατήρησαν πρώτοι ότι στελέχη του Botrytis 
cinerea, ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά, παρουσίασαν μεγάλη ευαισθησία 
στα φαινυλοκαρβαμιδικά.

Εμπειρία στον cc^po

'''■ Πολλές έρευνες διεξήχθησαν yia να καθορίσουν την παρουσία 
ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα 
και στο μί^μα τους (carbendazim+diethofencarb) σε προστατευόμενες 
, αλλιερ&οιες η .μη. Ανθεκτικά στελεχη έχουν βρεθεί στον α^ρο και στο
<_pr^CC(JXrjpLO. ' -

Από το φQ ! (/ΑΠΙ.ΙΑΑ
νι νϋι lujpu του 1970 οι Bollen και Scatter, παρατήρησαν gia

πρώτη φορά στην Ολλανδία ανθεκτικότητα του μύκητα Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά, μέσα σε θερμοκήπια κυκλάμινων. Από το 11 979 και μίετα το
ίδιο φαινόμενο αναφέρεται και στο αμπέλι.

Σε αμπελώνες στη Νέα Ζηλανδία το 1985 βρέθηκαν στελέχη Β. cinerea, με 
μέση συχνότητα ανθεκτικότητας 8-40% στα βενζιμιδαζολικά (Beever
1989).I

Στην Ισπανία το 1992, εντοπίσθηκαν στελέχη Β. cinerea με πολλαπλή 
ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά και στο μί^μα 
carbendazim+diethofencarb σε θερμοκήπια όπου είχαν ^ίνει ψεκασμοί με το 
τελευταίο (Raposo 1994). Στελέχη πολλαπλής ανθεκτικότητας 
εντοπίσθηκαν και στο Ισραήλ το 1988 δύο χρόνια μετά την χρήση του 
μίγματος σε θερμοκηπιακές καλλιέργειες αχουριού (Katan et. al. 1989)

πέτα απο .ifUppO^t jL, του crbendazim+diethiU i Ci i'wOi u lU.
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αμπελώνες στη Γαλλία, η μέση συχνότητα εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών
' . Α~Ζ ~>Ο.Α] I CUV ‘-Γϋ. I / ο.

lz πρόσφατα π<_ΐραματα διαπιστώθηκε η παρουσία στεπεχυν του 
παθοχονου με οιασταυρυτη ανθεκτικοτητα στα βενςιμιδαζολικα και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα σε καλλιέργειες θερμοκηπίου στις 
περιοχές Γυμπακίου Κρητης, ϊ ρίφυλιας Μεσσηνίας και Μαραθώνα Αττικής
i ί sOvU καρης, Παππάς, Κυριακόπουλος 199ej.>Α λ

Απομονώσεις με ανθεκτικοτητα στο benomyl με τιμές Εn>?Cmg/m 1
στο εργαστήριο ξεπέρασαν την παρουσία του μυκητοκτόνου και προκάλεσαν 
αρρώστια σε φύλλα Geranium (Moorman 1992).

Μηχανισμός όρασης των βενζιμιδαζολικών

Κατά τους Γεωρ^όπουλος και Ζιώ^ας 1992, ο μηχανισμός μυκητοτοξικής 
δράσης των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων είναι γνωστός σε πολύ 
ικανοποιητικό βαθμό. Τις πρώτες ενδείξεις κάποιας επίδρασης στη διεργασία 
της μιτωτικής πυρηνοτομίας παρουσίασε ο Hastie, που χρησιμοποίησε 
κενετική μέθοδο Στη συνέχεια έγιναν εργασίες από τους Hammerschlag, 
Sisler και κυρίως από τον Davidse (1973) ^ια να δουν αν τα βενζιμιδαζολικά 
δρούσαν με παρόμοιο τροπο με την κολχικίνη (τον κλασικό παρεμποδιστή 
της μίτωσης) που δρα προσκολόμενη στην tubulin. Είναι τώρα γνωστό ότι
στους ευαίσθητους μύκητες το carbendazim είναι τοξικό, ^ιατί 
παρεμποδίζει το σχηματισμό των μικροσωλινίσκων της μιτωτικής ατράκτου.
αποκλείοντας έτσι τον κανονικό αποχωρισμό των θυγατρικών 
χρωματοσωμάτων Οι μικροσωλινίσκοι σχηματίζονται με πολυμερισμό 
υπομονάδων μιας πρωτεΐνης της tubulin. Η tubulin είναι ένα ετεροδιμερές, 
που οι δύο υπομονάδες της συμβολίζονται ως α- και β-tubulin. Εχει 
διαπιστωθεί η ύπαρξη δύο τουλάχιστον ειδών β-tubulin (β^ και Ρ2) και τριών
α-tubulin (α·ι αχ cc-Ο.Προσκόληση του carbendazim στην β-tubulin 
εμποδίζει τον πολυμερισμό, άτρακτος δεν σχηματίζεται, εμποδίζεται η
μείωση και η μίτωση, διαταρασεται το κυτταρικό σχήμα και ο μύκητας δεν 
μπορεί να αναπτυχθεί

Σημαντικό όμως ρόλο χια την μυκητοτοξικότητα αυτών των ενώσεων 
παίζει και η παρεμπόδιση του σχηματισμού των μικροσωλινίσκων του 
κυτοπλάσματος από τους οποίους εξαρτάται ο προσανατολισμός της
αύξησης των υφών

Η διαφορετική συ^ένεια των βενζιμιδαζολικων με την β-tubulin από 
διάφορους οργανισμούς είναι ο κύριος παράγοντας που προσδιορίζει την 
εκλεκτικότητα των μυκητοκτόνυν αυτών μέσα στους ευκαρυωτικούς 
οργανισμούς.
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Μηχανισμός δράσης των φαινυΏοκαρβαμιδικών

OrlS προς τον μηχανισμό δράσης, τα φαινυλοκαρβαμιδικά φαίνεται ότι 
προσκολλωντα». υ ^ην ρ^^υυυ hi ϊ και εμπουΐςουν έτσι τη λειτουρ^εια των 
μικροσωληνίσκων και την οργάνωση της μιτωτικής ατράκτου στους μύκητες. 
Σε ελέγχους βλάστησης σπορίων στελεχών ανθεκτικών στα βενζιμιδαζολικά, 
τα φαινυλοκαρβαμιδικά προκάλεσαν τέτοιες αλλαγές, παρόμοιες με εκείνες 
που πρακαλούνται στα ά'χρια στελέχη από το carbendazim. Τέτοιες 
παρατηρήσεις υποθέτουν ότι τα φαινυλοκαρβαμιδικά μπορούν επίσης να 
επιρεάσουν την λειτουργία των μικροσωληνίσκων στα κύτταρα των μυκήτων. 
(Leroux).

Αλλαγές στη θέση προσκόλλησης, που μειώνουν τη συχ^ένεια ^ια τα 
βενζιμιδαζολικά μπορεί να αυξήσουν τη συ^ένεια b'L0: τα
φαινυλοκαρβαμιδικά. Η αρνητική αυτή συσχέτιση όμως δεν είναι κανόνας 
χωρίς εξαίρεση και αυτό τα φαινυλοκαρβαμιδικά δεν έδωσαν ίθύση στο 
πρόβθημα της ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά.

Γενικές επιδράσεις των μυκητοκτόνων

Με χαμηλές συγκεντρώσεις βενζιμιδαζολικών η παρεμπόδιση της 
μυκηλιακής ανάπτυξης συνοδεύεται από τυπική παραμόρφωση των υφών. 
Τέτοια αποτελέσματα πιθανόν αυξάνουν λό^ω της σύ^χησης της 
λειτουργίας των μικροσωληνίσκων, σαν ένα αποτεθεσμα της προσκόλλησης 
αυτών των μυκητοκτόνων στην tubulin. (Leroux 1987).

Κατά την βλάστηση των σπορίων, ευαίσθητες απομονώσεις στα 
βενζιμιδαζολικά σχημάτισαν κοντούς διο^κομένους και παραμορφωμένους 
βθαστικούς σωλήνες σε υπόστρωμα rnalt extract agar εμπλουτισμένο με 
carbendazim (100 mg/ml) (Beever 1 989).

Σε εργαστηριακές έρευνες έχει παρατηρηθεί ότι συγκέντρωση 10μς/ml 
MDPC παρεμπόδισε την μίτωση, με ανώμαλη διαμόρφωση της χρωματίνης, 
στις ανθεκτικές απομονώσεις αλλά όχι και στις ευαίσθητες. Ενώ το 
carbendazim στην ίδια συγκέντρωση διετάραξε την μίτωση στις 
απομονώσεις άγριου τύπου, αλλά δεν άσκησε καμία επίδραση στην δομή της 
χρωματίνης από τις ανθεκτικές απομονώσεις (Susuki κ.α. 1984).

Μηχανισμοί ανθεκτικότητας

Μηχανισμοί ανθεκτικότητας έχουν μελετηθεί κυρίως σε εργαστηριακές 
μεταλλάξεις από μύκητα πρότυπο και περιλαμβάνουν διαφοροποιημένη 
συ^ένεια της tubulin με τα βενζιμιδαζολικά, αλλαγμένη σταθερότητα των 
μικροσωληνίσκων, αμεληταίες μεταλλάξεις σε μη απαραίτητα γονίδια 
tubulin και αλλαγές αμινοξεων στην tubulin. Τα περιορισμένα στοιχεία πάνω
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στους μηχανισμούς ανάπτυξης ανεκτικότητας στους φυτοπαθοχόνους 
μύκητες, δείχνουν σαν βάση ανθεκτικότητας την αλλαχμένη συχχένεια της 
ευαίσθητης θέσης που αντιδρά με το μυκητοκτόνο (Davidse).

Πολλοί ερευνητές προτείνουν ότι διαφορές στην ανθεκτικότητα στα 
μυκητοκτόνα ανάμεσα σε απομονώσεις Botryotinia fuckeliana, θα 
μπορούσαν να οφείλονται στην συνύπαρξη διαφορετικών γενετικά πυρήνων 
σε ένα ετεροκαρυωτικό μυκήλιο. Η ετεροκαρύωση δίνει την δυνατότητα στο 
μύκητα να προσαρμόζεται σε αλλαγές των περιβαλλοντικών συνθηκών. Ομως 
ετεροκαρυωτικοί μύκυτες που έχουν αλληλόμορφα χια ανθεκτικότητα ή 
ευαισθησία σε μυκητοκτόνα σε διάφορους πυρήνες, μπορούν να 
προσαρμοστούν σε διαφορετικά περιβάλλοντα, αναδιαμορφώνοντας την 
αναλοχία των δύο ειδών πυρήνων.

Διαφοροποιημένη συχχένεια της tubulin με τα βενζιμιδαζολικά

Εγιναν ερευνες πάνω στη γενετική βάση της ανθεκτικότητας, στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, απομονώσεων από
χκρι ίου μύκητα Botryotinia fuckeliana. Σε αυτόν τον μύκητα το γονίδιο
Μ1be 1 με τα αλλ 111 .! I ΛΓΐΓ Γ lU(JiU|JLjJL iibcl LR και Mbcl HR, είναι υπεύθυνο χια |ΟΪ ι

α υψηλή ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά. Το Mh η Ί ί iUC I HR αλληλόμορφο.
επίσης είναι υπεύθυνο χια την ευαισθησία στα φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα. Το αλληλόμορφο Mbcl S είναι υπεύθυνο χια την κανονική 
ευαισθησία στα μυκητοκτόνα (Faretra και Pollastro 1993).

Η συχχένεια της ευαίσθητης θέσης της tubulin με τα βενζιμιδαζολικά, 
προφανώς καθορίζει εξ ολοκλήρου αν ένα βενζιμιδαζολικά σκεύασμα έχει 
αντιμυκητοκτόνο δράση ή όχι.

Αλλαγμένη σταθερότητα των μικροσωληνίσκων 
Πολλές μεταλάξεις στο γονίδιο benA που αποδίδει ανθεκτικότητα στα 

βενζιμιδαζολικά, έχουν ποίκιλλα παρεμποδιστικά αποτελέσματα στην 
ανάπτυξη σε υψηλή θερμοκρασία (ts“ mutans) και/ή σε χαμηλή 
3ερμοκρασία (cs~ mutans) και στην ευαισθησία, σε άλλους παράγοντες που 
επιρεάζουν τους μικροσωληνίσκους όπως griseofulvin και 
p-fluorophenylanine. (Oakley and Morris 1981). Μια τέτοια μετάλλαξη, 
benA33 προκαλλεί υπερσχαθερότητα των μικροσωληνίσκων. Στελέχη που 
pepouv το μεταλλαγμένο benA33 μπλοκάρονται κατά την μίτωση, αν και 
σχηματίζεται μιτωτική άτρακτος. Λόχω της μεχαλύτερής τους 
σταθερότητας οι μικροσωληνίσκοι αντιστέκονται προφανώς και στην 
διασκόρπισή τους που προκαλείται από τα βανζιμιδαζολκά. Η υπέρ 
σταθερότητα των μικροσωληνίσκων που προκαλείται από την μετάλλαξη 
benA33 μπορεί να εξουδετερωθεί από επιπλέον μεταλλάξεις στο χονίδιο 
benA.
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ΛμεΠηταίες μεχαΠΠάξεις σε γονίδια tubulin

Οι μεχαΠΠάξεις σχη ^ονιδιακή 9έση benΑ προκαΠούν ανθεκχικότητα, μόνο
κατά ΧΓ| διάρκεια της βΠασχικής ανάπτυξης. Το σχάδιο παρα^ω^ης σπορίων 
είναι ακόμα ευαίσθηχο σχα βενζιμιδαζοΗικά. ΑμεΗηχαίες μεχαΠΠάξεις σχο 
χονίδιο tubC (υπεύθυνο gia χον σχημαχισμό χης a2~tubulin) προκαΠούν
αν9εκχικόχηχα σχο σχάδιο παραλής σπορίων σε σχεΠέχη που φέρουν benA 
μεχαΠΠάξεις. Τέχοια μεταΗΠα^μένα σχεΗέχη, 9α μπορούσαν να επιχευχθούν 
μεχά από έκθεση σε UV-ακχινοβοΗία ή από οΗοκΗηρωτική διαφοροποίηση σε 
μία συγκεκριμένη θέση (Veatherbee et al., 1985).

ΑμεΠηχαίες μεχαΠΠάξεις σε ένα από χα γονίδια χης tubulin, προκαΠεί 
αυξημένη ευαισθησία σχα βενζιμιδαζοΗικά. Αν και δεν είναι σημανχικά ^ιά 
χην ανάπχυξη των σχεΠεχών χα παρά^ω^α αυχών των γονιδίων, συμεχέχουν 
προφανώς σχον σχημαχισμό των μικροσωΠηνίσκων. Μειωμένη σταθερότητα 
των μικροσωΗηνίσκων ή αυξημένη συ^ένεια χης tubulin στα 
βενζιμιδαζοΗικά Ηό^ω χης έΠειψης ενός από τους τύπους α- tubulin μπορεί 
να προκαΠέσουν την τροποποιημένη ευαισθησία των αμεΠηχαία 
μεταταγμένων σχεΠεχών (Adachi et al. 1986).

ΑΗΗα^ές αμινοξέων στην β-tubulin

ΜεχαΠΠάξεις του Botrytis cinerea σχο δομικό γονίδιο της β-tubulin, 
φαίνονται επίσης να αναμειγνύονται στην ανθεκχικότητα σχα 
βενζιμιδαζοΗικά.

Μετά από εργαστηριακές έρευνες οι Yarden και katan (1994) βρήκαν ότι 
στο κυδίκιο 198, της διαδοχής των νουκΗεοτιδίων του γενετικού κώδικα που 
αντιστοιχεί στην διαδοχή των αμινοξέων της ποΗυπεπχιδικής αΠυσίδας,που 
κωδικοποιεί #ια ^Πουχαμινικό οξύ όταν αντικατασχάθηκε από κωδίκιο που 
κωδικοποιεί #ια αΠανίνη εμφανίστηκαν φαινότυποι με ανθεκχικότητα σχα 
βενζιμιδαζοΗικά. Και όταν αντικατασχάθηκε από κωδίκιο που κωδικοποιεί νμα 
Ηυσίνη εμφανίστηκαν φαινότυποι με ανθεκχικότητα σχα φαινυΠοκαρβαμιδικά 
και βενζιμιδαζοΗικά. Το κωδίκιο 200 που κωδικοποιεί #ια φαινυΠαμίνη όταν 
αντικατασχάθηκε με κωδίκιο που κωδικοποιεί gia ιυροσίνη εμφανίστηκαν 
φαινότυποι με ανθεκχικότητα σχα φαινυΠοκαρβαμιδικά και μέτρια 
ανθεκχικότητα σχα βενζιμιδαζοΗικά.
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Αρνητική δισσταΐφάΐτή ανθεκχικόχηχα

Οταν εμφάνιση ανθεκτικότητας σε ένα μυκητοκτόνο, συμπίπτει με 
αυξημένη ευαισθησία σε μία άλλη χημική ένωση, μπορεί να είναι μία 
περίπτωση αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας.

Η πιο κοινή στρατηγική χια αποφυγή της εκδήλωσης ανθεκτικότητας στα 
μυκητοκτόνα στην πράξη, είναι η απαγόρευση της συνεχούς χρήσης ενός 
σκευάσματος και ενδείκνυται ο συνδιασμός του και εναλλαχή με άλλους 
τύπους μυκητοκτόνων. Στα μυκητοκτόνα που είναι μίχμα δύο χημικών ουσιών, 
δεν πρέπει να υπάρχει θετική διασταυρωτή ικανότητα μεταξύ των ουσιών. Η 
αρνητική διασταυρωτή ανθεκτικότητα αυξάνει όταν ο ίδιος γενετικός 
παράγοντας παρέχει συγχρόνως ανθεκτικότητα σε μία τοξική ουσία και 
αυξάνει την ευαισθησία σε μία άλλη. Αυτό το φαινόμενο που μπορεί να 
συμβεί σε μεταλλάξεις στο εργαστήριο ή σε στελέχη στον αχρό, αφορά τα 
μυκητοκτόνα σκευάσματα α) έχοντας την ίδια ευαίσθητη θέση και παρόμοια

ίδια μεταβολική διαδικασία αλλά σεχημική δομή, β) εμποδίζοντας την 
διαφορετικές θέσεις, χ) έχοντας διαφορετικούς τρόπους δράσης (LerouxO

OcUpclXGCL qCVLKiά ότι η αντίσταση σ
,s ,C.As-~r ~ ,

*j '.j v uc cut K \ 1 ■— /vOQ/vi
[J.c. U.I iiiU.^;ές στην β-tubulin,
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μπορούν να οδηγήσουν σε μία αυξημένη συχχένεια προσκόλλησης ι IS

jbulin με τα μυκητοκτόνα που αφορούν την αρνητική διασταυρωτή 
'δεκτικότητα στα ανθεκτικά στελέχη. Σύμφωνα με τον Davidse (1986)

αυτό το φαινόμενό τηρ αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας μπορεί να 
χποδοθεί στην αλλαχμένη σταθερότητα των μικροσωληνίσκων περισότερο, 
ιαρά σε αλλαχές της συχχένειας της tubulin με αυτά τα διάφορα τοξικά.

Αποχείίέσμαχα χης αρνηχικής διασχαυρωχής ανθεκχικόχηχας

Στα περισότερα είδη μυκήτων κάποιοι φαινότυποι ανθεκτικοί στα 
βενζιμιδαζολικά εκδηλώνουν αρνητική διασταυρωτή συσχέτηση με τα 
φαινυλοκαρβαμιδικά. Γενικά αυτό το φαινόμενο αφορά τις απομονώσεις 
υψηλής ανθεκτικότητας, ενώ στελέχη μέτριας και ασθενούς ανθεκτικότητας 
παραμένουν ανεπηρέαστα από τα φαινυλοκαρβαμιδικά. θετική διασταυρωτή 
ανθεκτικότητα έχει εμφανιστεί μεταξύ βενζιμιδαζολικών σε στελέχη αχρού 
και σε μεταλλαγμένα στελέχη ερχαστηρίου (Leroux 1994).

ίΙΟφΟρί
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ιρευνες δείχνουν οτι αρνητική συσχέτηση ρρεθηκε μεταξύ 
όχι μόνο στην μυκητοτοξικότητα αλλά επίσης και στις 

■-ι κδρασεις στην7 μορφολοχια των μυκήτων και στην7 μίτωση.
Η αποτελεσματικότητα από το diothofoncarb (Nr'L/, το carbcndazim 

MBC) και το μίχμα τους, συχκρίθηκαν in vitro σε επιλεχθέντα στελέχη
dazirn ,ι-"JU y ςΟ ic't ύλες οι ανθεκτικές απομονώσεις στο cafben



δοκιμαζόμενες, παρουσίασαν αρνητική σχετιζόμενη διασταυρωτή 
ανθεκτικότητα σχο diethofencarb (EC<0.05μρ/ml χια ανάπτυξη μυκηλίου). 
To diethofencarb επίσης έδειξε μια ελαφρά παρεμποδισχική επίδραση σε 
ευαίσθητες απομονώσεις σχο carbendazim. Το μι^μα (MBC+NPC) εξ ίσου 
παρεμπόδισε την μυκηλιακή ανάπτυξη και από τους δύο τύπους στελεχών 
CEC<0.1 +0.1 μς/ml) ενώ, ήταν ελαφρά πιό αποτελεσματικό στην βλάστηση 
σπορίων των ανθεκτικών στο MBC απομονώσεων (Pappas κ.α. 1988).

Σε ανθεκτικό πληθυσμό Botrytis cinerea στα βενζιμιδαζολικά, υπάρχουν 
σε χαμηλή συχνότητα και φαινότυποι με ανθεκτικότητα στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά. Μετά όμως από χρήση του 
ιίχματος carbendazim+diethofencarb η συχνότητα αυτή αυξήθηξε. Επίσης 
τριπλής ανθεκτικότητας στελέχη, στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά και 
φαι νυλοκαρβαμ ιδ ικά, εμφανίζονται όταν χρησιμοποιηθεί το μίχμα σε 
πληθυσμό ο οποίος είναι ήδη ανθεκτικός στα βενζιμιδαζολικά και 
δικαρβοξιμιδικά (Elad κ.α. 1992).

Η ύπαρξη, στον άχριο πληθυσμό Botryotinia fuckeliana, στελεχών με 
αλληλόμορφα MbclR που καθορίζουν ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά 
αλλά δεν καταλήχουν σ; :υαισθησία στα φαινυλοκαρβαμιδικά, δείχνει ότι 
στρατηγικές προστασίας καλλιεργειών που περιλαμβάνουν το μίχμα 
(MBC+NPC), μπορεί να χάσουν την αποτελεσματικότητά τους 
μακροπρόθεσμα, μετά από υψηλή πίεση επιλοχής που ευνοεί απομονώσεις 
που δεν είναι ευαίσθητες σε κανένα από τα δύο μυκητοκτόνα (Faretra κ.α. 
1993).

Απομονώσεις ανθεκτικές στα βενζιμιδαζολικά είχαν τιμές LC^q χια
ανάπτυξη μυκηλίου μεταξύ 105-324mg/1, ενώ ανθεκτικές στα 
βενζιμιδαζολικά είχαν τιμές LC^o μεταξύ 0.04-0.07mg/l. Ολες οι
ευαίσθητες απομονώσεις, χια το μίχμα carbendazim+diethofencarb είχαν 
τιμές LC^q μεταξύ 0.01 -0.15mg/l carbendazim και 0.01-0.15mg/ml
diethofencarb και. οι ανθεκτικές είχαν τιμές LD^q μεταξύ 15-26mg/ml
carbendazim και 75-130mg/ml diethofencarb (Raposso κ.α. 1994).

Μετά από έρευνες στη Γαλλία, επιβεβαιώθηκε ότι μία επέμβαση το χρόνο 
με δικαρβοξιμιδικά (μόνο ή σε μίχμα με thiram) άσκησε χαμηλώτερη πίεση 

χής από ότι το μίχμα carbendazim+diethofencarb (Lercux 1994).-r-,. q.
''-I •’-'Λ
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Προσαρμοστικότητα ανθεκτικών στελεχών

Προσαρμοστικότητα, είναι μία συγκριτική ένοια που σχετίζεται με την 
ικανότητα ενός χενότυπου να αναπαραχθεί ή επιβιώσει, περισότερο ή 
Πιότερο επιτυχώς, από κάποιον 0RRo χενότυπο, κάτω από τις ίδιες
δεδομένες συνθήκες.

Μετά από ερευνητικές εργασίες που :χουν χινει φαίνεται οτι τα
α ν jckc ικα σ' <-α :χη So try tis cinerea στα βεvζιμιδαζoRικά, τουθάχισ tOV

:iva ίου δεν είναι εξ ίσου ανθεκτικά και στα δικαρβοξιμιδικά, έχουν ίδια 
προσαρμοστικότητα με τα ευαίσθητα στεθεχη στα βενζιμιδαζοθικά (Beever

λ, Λ ΟΟΟΠ
ί\Λλ. 1

Η επιμονή των ανθεκτικών στεθεχών Botrytis cinerea, στα 
βενζιμιδαζοθικά (benomyl), σε θερμοκήπια χια περισότερο από ΊΟ χρόνια 
μετά την διακοπή της χρήσης του benomyl, δείχνει ότι η ανθεκτικότητα στο 
benomyl πιθανώς δεν είναι επιβθαβής στην προσαρμοστηκότητα του 
πθηθυσμού Botrytis (FaretraK.a. 1989).

Μετά από εκθεση 18 μηνών στον αχρό, σκθηρωτίων, ανθεκτικών στεθεχών 
Botrytis cinerea σε μυκητοκτόνα, παρατηρήθηκε ότι η ανθεκτικότητα είχε 
παραμείνει (Hsiang και Chastagner 1992).

Σύχκριση μεταξύ αντιπροσωπευτικών ανθεκτικών στεθεχών στα 
βενζιμιδαζοθικά χωρίς αυξημένη ευαισθησία στο diethofencarb και των 
στεθεχών χονέων τους, σε σχέση με κάποια χαρακτηριστικά που καθορίζουν 
την προσαρμοστικότητα, έδειξαν ότι παραχωχή κονιδίων, βθάστηση σπορίων 
και επιμήκηνση βθαστικών σωθήνων, είναι σημαντικά μειωμένα στα 
μεταθθαχμένα στεθέχη (Ziogas κ.α. 1993)

Παρατηρήθηκε μείωση της συχνότητας των ανθεκτικών στεθεχών στα 
δικαρβοξιμιδικά και των στεθεχών διπθής ανθεκτικότητας στο 
carbendazim+diethofencarb, σε αμπεθώνες στη TaRRia όταν σταμάτησε η 
πίεση επιθοχής. Αυτή η όχι επίμονη ανθεκτικότητα που Οφείθεται προφανώς 
σε μειωμένη προσαρμοστικότητα των στεθεχών, επέτρεψε την διακεκομένη 
χρήση των δικαρβοξιμιδικών και του μίχματος carbendazim+diethofencarb 
(Leroux 1994).

Μορφοίίοχικές και φυσιοΠοχικές ιδιότητες

Ποθθές μεθέτες έχουν χίνει χια να εκτιμηθούν in vitro με βάση τον 
φαινότυπο κάποια χαρακτηριστικά, που καθορίζουν την προσαρμοστικότητα 
και να συχκριθούν μεταξύ τους σε σχέση με την ανθεκτικότητα στα 
βενζιμιδαζοθικά , φαινυθοκαρβαμιδικά και στο μίχμα carbendazim+ 
diethofencarb.

0 Beever κ.α. (1989) παρατήρησε ότι μέσα επίπεδα ανάπτυξης ήταν 
παρόμοια χια στεθέχη ανθεκτικά ή ευαίσθητα στα βενζιμιδαζοθικά. Οι μόνες



44

διαφορές που παρατηρήθηκαν ήταν στην αντίδρασή τους στα μυκητοκτόνα.
Απομονώσεις που χαρακτηρίσθηκαν ανθεκτικές στο benomul και το 

diethofencarb έδειξαν κανονικό, επίπεδο ανάπτυξης, σχήμα αποικίας και 
παραχωχή σπορίων, σε υπόστρωμα PDA, στους 22°C (Katan κ.α. 1989).

Οι Hsiang και Chastanger (1991) υποστήριξαν ότι η ανθεκτικότητα του 
μύκητα Bo try tis cinerea} ήταν χενικά συνδιασμένη με μικρότερη ανάπτυξη 
και μειωμένη μολυσματικότητα.

Στελέχη τριπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα αναπτύσονται με μικρότερο ο απο

τα άχρια στελεχη, σε ατροποποίητο υπόστρωμα και με μικρότερο ρυθμό σε 
σχέση με ανθεκτικά στελέχη στα βενζιμιδαζοίλικά σε υλικό εμπλουτισμένο 
με carbendazim και με ή χωρίς diethofencarb (Elad κ.α. 1992).

Οι Hsiang και Chastagner (1992), μετά από εύρευνα στην παράχωσή 
σκληρωτίων, στελεχών Bo try tis cinerea με διαφορές στην ανθεκτικότητα 
στα βενζιμιδαζολικά, κατέληξαν ότι οι ευαίσθητες απομονώσεις σχημάτιζαν 
λιχότερα σκληρώτια από τις ανθεκτικές. Διαφορές στη βιοσιμότητα των 
σκληρωτίων δεν παρατηρήθηκε ανάμεσα σε όλες τις απομονώσεις. Η μέση 
βιοσιμότητα μετά από 18 μήνες ήταν 77%.

Χαρακτηριστικά που καθορίζουν την προσαρμοστηκότητα, τέτοια όπως 
σποριοπαραχω^ή, βλαστικότητα σπορίων και επιμήκυνση των βλαστικών υφών, 
βρέθηκαν να μειώνονται σημαντικά στα μεταλλαγμένα σταλέχη του 
Botrytis cinerea τα οποία ήταν ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά και το 
diethofencarb (Ziogas και Girgis, 1993).

0 Raposo κ.α. (1994) παρατήρησε ότι ευαίσθητες απομονώσεις 
αναπτύχθηκαν με βραδύτερο ρυθμό σε PDA, από ότι οι ανθεκτικές, αλλά η 
σποριοπαραχωχή (στους 22°0), το ποσοστό βλάστησης σπορίων και η 
επιμήκυνση των βλαστικών υφών ήταν παρόμοια σε όλες τις απομονώσεις. 
Επίσης οι ανθεκτικές στα βενζιμιδαζολικά παρή^αχαν τα μεγαλύτερα σε 
μέχεθος σκληρώτια, ενώ οι διπλής ανθεκτικότητος στα βενζιμιδαζολικά και 
τα δικαρβοξιμιδικά σχημάτιζαν τον μεγαλύτερο αριθμό σκληρωτίων ανά crrH- 
αποικίας, σε υπόστρωμα PDA και έδειχναν μόνο τη μισή σποριοπαρα,^ωχή από 
αυτή των ευαίσθητων απομονώσεων. Το μέγεθος και ο αριθμός σκληρωτίων 
έχουν επιπτώσεις στην επιβίωση και την βιοσιμότητα των στελεχών. Τέλος 
συχκρίνοντας την γραμμική ανάπτυξη του μυκηλίου φάνηκε ότι απομονώσεις 
τριπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά και στο 
υίχμα carbendazim+diethofencarb παρουσιάζουν την μικρότερη 
προσαρμοστικότητα σε σχέση με όλες τις άλλες.

Από έρευνες σε θερμοκήπια της περιοχής Τρίφυλίας της Μεσσηνίας, 
διαπιστώθηκαν προσβολές από στελέχη διασταυρωτής ανθεκτικότητας. Σε 
συχ^έντρωση carbendazim+diethofencarb Ι + Ιμς/πηΙ, τα σπόρια των 
στελεχών αυτών, βλάσταναν με κανονικούς βλαστικούς σωλήνες και 
σχημάτιζαν αποικίες παρόμοιες με αυτές σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο.
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Αντίθετα τα σπόρια των ανθεκτικών μόνο στο carbendazim ή diethofencarb 
απομονώσεων, βλάσταναν με παραμορφωμένους, βραχείς σωλήνες και 
παρεμποδιζόταν η περαιτέρω ανάπτυξη αποικίας. ORa τα στελέχη 
διασταυρωτής ανθεκτικότητας που απομονώθηκαν ήταν μέτριας 
ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά δηλαδή, η βλάστηση σπορίων γινόταν 
με παραμορφωμένους σωλήνες και η αποικία είχε περιορισμένη ανάπτυξη σε
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ί Λάσκαρης, Παππάς και Κυριακόπουλος 1994;.

Παθο^όνος ικανότητα

Οι ερευνητές εκτιμούν την παθο^όνο ικανότητα των σ τ ε Rε χ ώ ν Botrg tis 
cmeres συνήθως με ούο τροπους. Με τον ενα τροπο, χρησιμοποιούν σαν 
μόλυσμα κονίδια, τα οποία μιμούνται την εγκαθίδρυση των πρωταρχικών 
θεσεων ασθένειας και με τον άλλο τρόπο χρησιμοποιούν σαν μόλυσμα δίσκο 
μυκηλίου, ο οποίος μιμείται δευτερεύουσα διάδοση της ασθένειας όπως χια 
παράδειγμα, από σάπιο καρπό.

Σε πείραμα σύγκρισης, μεταξύ μεταλλαγμένου στελέχους ανθεκτικού 
στα βενζιμιδαζολικά και στο diethofencarb και του αντίστοιχου άγριου 
στελέχους, το μεταλλαγμένο στέλεχος έδειξε υψηλή παθο^ένεση ισοδύναμη

όταν εκτιμήθηκε η παθο^όνος ικανότητα επάνω σετου άγριου στελέχ
Φυτά αχουριού στο στάδιο των κοτυληδονών στα οποία νωρίτερα είχε δίνει 
ή όχι εφαρμογή με benomyl (Ziogas κ.α. 1993).

Σε εργαστήριο έπιναν τεχνητές μολύνσεις, με δίσκους μυκηλίου, 
ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών Botrytis cinerea στα βενζιμιδαζολικά 
φαινυλοκαρβαμιδικά και στο μί^μα carbendazim+diethofencarb, επάνω σε 
κομμένες κοτυληδόνες φυτών αχουριού. Παρατηρήθηκε ότι ανθεκτικά 
στελέχη στο μίχμα μυκητοκτόνων, ήταν όχι λιτότερο επιθετικά από τα 
ευαίσθητα στελέχη. Υψηλά επίπεδα μόλυνσης από όλα τα ανθεκτικά στο 
μιχμα στελέχη, παρατηρήθηκε πάνω σε κοτυληδόνες, σ^ις οποίες είχε j^ivci 
νωρίτερα εφαρμογή με carbendazim με ή χωρίς diethofencarb. Ενώ στελέχη 
ευαίσθητα στο carbendazim και ανθεκτικά στο diethofencarb και στελέχη

λυν αν
οποίες νωρίτερα είχε ^ινει εφαρμογή με το μίχμα 

carbendazim+diethofencarb. Στην ίδια εργασία βρέθηκε ότι στελέχη 
τριπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά, φαινυλοκαρβαμιδικά και 
οικαρβοξιμιδικά ήταν παθοχενή σε κοτυληδόνες στις οποίες νωρίτερα είχε 
δίνει εφαρμοδή carbendazim, iprodion ή carbendazim+diethofencarb 
CEIad κ.α. 1992).

ιΠυ-,ρ:

lQ^I/Τ I ,,νοεκτικα στο carbendazim και ευαίσθητα στο diethofencarb δεν 
,οτυληδονές, στις

Σε έλεγχο παθο^όνου ικανότητας επάνω σε φυτά αχουριού στο στάδιο 
των κοτυληδόνων, παρατηρήθηκε ότι μεταλλαγμένα στελέχη με : 
α) ευαισθησία στο benomyl και ανθεκτικότητα στο diethofencarb



β) ανθεκτικόχητα στο benomyl και ευαισθησία στο diethofencarb και 
η) ανθεκτικόχητα στο benomyl και diethofencarbπροκάλεσαν 10096 
μόλυνση. Η παθο^ένεια του τελευταίου στελέχους ήταν παρόμοια με αυτή 
του αντίστοιχου άχριου στελέχους (Katan κ.α. 1989).

Από τις προηγούμενες έρευνες που αφορούν την εκτίμηση της παθο^όνου 
ικανότητας είναι φανερό ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των 
ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχώνεπίσης δεν υπάρχουν σημαντικές 
διαφορές στην παθο^όνο ικανότητα μεταξύ των μεταλλαγμένων στελεχών 
και των αντίστοιχων άγριων στελεχών.
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Εγιναν τα πειράματα
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Τα βενζιμιδαζολικά μυκηχοκτόνα που χρησιμοποιήθηκαν πριν από τα 
δικαρβοξιμιδικά, επέλεξαν στελέχη υψηλής ανθεκτικότητας τα οποία ήταν 
πολύ ευαίσθητα στα φαινυλοκαρβαμιδικά. Μετά τη χρήση του μίγματος 
carbendazim+diethofencarb το 1987, ένας νέος φαινότυπός διπλής 
ανθεκτικότητας στις δύο ανωτέρω ομάδες μυκητοκτόνων εμφανίστηκε.

Στην εργασία που πραγματοποιήθηκε μελετήθηκαν οι βιολογικές ιδιότητες 
των ανθεκτικών στελεχών του Botrytis cinerea στα βενζιμιδαζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, σε σύγκριση με των ευαίσθητων 
στελεχών.

Αρχικά έ^ινε ανίχνευση ανθεκτικότητας στις δύο ομάδες μυκητοκτόνων, 
από στελέχη που απομονώθηκαν από προσβολές Botrytis cinerea σε 
καλλιέργειες τομάτας θερμοκηπίου στην Κρήτη. Διαπιστώθηκε ύπαρξη 
αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας μεταξύ των στελεχών στις δύο 
ανωτέρω ομάδες μυκητοκτόνων.

Επίσης έ^ινε κατάταξη στελεχών του Botrytis cinerea βάση της 
ανθεκτικότητάς τους στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα, η οποία εκτιμήθηκε από τον τρόπο βλάστησης των σπορίων 
των στελεχών, παρουσία των μυκητοκτόνων σε διάφορες συγκεντρώσεις.

Στη συνέχεια έχινε εξέταση βιολογικών ιδιοτήτων (ανάπτυξη μυκηλίου, 
παραλή σπορίων, σχηματισμός σκληρωτίων) των ανθεκτικών στελεχών σε 
σχέση με των ευαίσθητων. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι δεν υπάρχουν 
σημαντικές διαφορές στην ανάπτυξη μυκηλίου, με τα ευαίσθητα να 
παρουσιάζουν έναν ελαφρώς πιο αυξημένο ρυθμό ανάπτυξης. Η διάμετρος 
αποικίας καλλιεργειών των ανθεκτικών στελεχών, μετά από επώαση 72 ωρών 
στους 22°C, είχε τιμές μεταξύ 73.7mm και 81.7mm. Οι αποικίες από 
καλλιέργειες ευαίσθητων στελεχών είχαν καλήψει όλη την επιφάνεια του 
τρυβλίου (διάμετρος 85mm). Στην παρα^ω^ή σπορίων πάνω σε υπόστρωμα 
PDA, σημειώθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανθεκτικών και 
ευαίσθητων στελεχών. Τα ανθεκτικά στελέχη παρήχαχαν λιτότερα σπόρια 
από τα ευαίσθητα. Η παραχωχή σπορίων πάνω σε μολυσμένους φυτικούς 
ιστούς δεν παρουσίασε μεγάλες διαφορές μεταξύ των ανθεκτικών και 
ευαίσθητων στελεχών Οταν όμως εξετάσθηκε ο σχηματισμός σκληρωτίων, 
βρέθηκε ότι τα ανθεκτικά στελέχη σχημάτισαν τα περισσότερα σκληρώτια. 
Το νωπό βάρος των σκληρωτίων ανθεκτικών στελεχών ήταν μεταξύ 0.236 και 
0.379mg/τρυβλίο, ενώ των ευαίσθητων από 0 έως 0.101 mg/τρυβλίο.
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Σε πείραμα επίδρασης χης θερμοκρασίας σχην ανάπχυξη χου μυκηΒίου, 
βρέθηκε όχι αύξηση χης θερμοκρασίας σχους 30°C ανασχέθθει σημαντικά 
χην ανάπχυξη μυκη,θίου όθυν ίων σχεθεχών. Οχαν όμως σχη συνέχεια οι ίδιες 
καλλιέργειες επωάσθηκαν σχους 22°C, χα ανθεκχικά σχεθέχη παρουσίασαν 
ποθύ με^αθύχερο ρυθμό ανάπχυξης σε σχέση με χα ευαίσθηχα.
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Ο ροτρύτης είναι μία σημαντική οικονομικά ασθένεια χις 
περισσόχερες υπό κάλυψη καλλιέργειες σε όλο χον κόσμο, εξ αιτίας τυν 
ποιοτικών και ποσοτικών επιδράσεων που έχει στην παρα^ω^ή. 0 χημικός 
έλεγχος του βοτρύτη έχει βασιστεί κυρίως στα βενζιμιδαζολικά, 
δικαρβοξιμιδικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτονα. Ομως η εξάπλωση 
ανθεκτικών στελεχών Bo try t is cine re a σε μία ή σε δύο ομάδες 
μυκητοκτόνων, μείωσε σημαντικά την αποτελεσματικότητά τους.

Ανθεκτικά στελέχη στα βενζιμιδαζολικά, έχουν αναπτύξει υψηλή
προσαρμοστικότητα: και τείνουν να κυριαρχούν αρκετά χρονιά μετά τη 
διακοπή της χρήσης των βενζιμιδαζολικών σε μία συγκεκριμένη περιοχή. 
Ετσι ο χημικός έλεγχος του βοτρύτη παραμένει πρόβλημα. Καλά 
αποτελέσματα στην αντιμετώπιση του βοτρύτη, δίνει η χρήση μιγμάτων
μυκητοκτόνων που παρουσιάζουν το φαινόμενο της αρνητικής διασταύρωσής 
ανθεκτικοτητας. Στο εμπόριο σήμερα κυκλοφορεί το μί^μα carbendazim 
+diethofencarb, δίνοντας καλά αποτελέσματα (Ziogas και Girgis, 1993.).

Από πειραυστικέο μελέτες ένει Βοεθεί ότι τα ΒενΓιυιδσζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτονα, εμποδίζουν το σχηματισμό της μιτωτικής 
ατράκτου και τη λειτουργία των μικροσωληνίσκων στους μύκητες. Αυτό έχει 
σαν αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της μυκηλιακής ανάπτυξης και το 
σχηματισμό παραμορφωμένων βλαστικών σωλήνων (Davidse, 1987).

0 μύκητας Botrytis cinerea έχει την ικανότητα ανάπτυξης μηχανισμών 
ανθεκτικοτητας. Στη βιβλιογραφία αναφέρεται γενικά, ότι η ανθεκτικότητα 
συνοδεύεται από μειωμένη προσαρμοστικότητα και μολυσματικότητα 
(Hsiang και Chastanger, 1991).

Η επιμονή όμως ανθεκτικών στελεχών Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά: αρκετά χρόνια μετά τη διακοπή της χρήσης τους σε 
συγκεκριμένη περιοχή, δείχνει ότι η ανθεκτικότητα πιθανόν δεν επηρεάζει 
την προσαρμοστικότητα του μύκητα (Faretra και Pollastro, 1989).
Επίσης από πειραματικές έρευνες αναφέρεται ότι δεν υπάρχουν σημαντικές 

διαφορές στη μολυσματικότητα μεταξύ των μεταλλαγμένων ανθεκτικών 
στελεχών και των αντίστοιχων άγριων στελεχών (Ziogas και Girgis, 1993).

Η ανάπτυξη πολλαπλής ανθεκτικοτητας στα μυκητοκτονα, δείχνει 
περαιτέρω , την προσαρμοστική ικανότητα του Botrytis cinerea και δίνει 
έμφαση στην επείγουσα ανάγκη $ια εξεύρεση εναλλακτικών μεθόδων
ελέγχου.
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σε orlii icc πειράματα σαν υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε potato dextrose 
agar (PDA ; εκχύλισμα πατάτας, σακχαρο dextrose, άηαρ.). ί ια την 
παρασκευή του, διαλύθηκαν 50grn σκόνης PDA σε 1 λίτρο δις- απεσταλμένου 
νερού. Το διάλυμά θερμάνθηκε ^ια να ηΐνει πληρης διάλυση και τής η της 
σκόνης και τοποθετήθηκε σε κωνικές φιάλες ίων 50πί1 . Οι φιάλες με το υλικό 
και μπουκάλια (περιεκτηκότηταςί OQrnlj με δις-απεσταλμένο νερό που 
χρειάστηκε κατά τη διάρκεια των πειραμάτων αποστειρώθηκαν σε ειδικό 
κλίβανο στους 121 °C χια 15min.

Αναγνώριση ανθεκτικών στελεχών Botrgtis cinerea

Ε^ινε πείραμα αναγνώρισης ανθεκτικών στελεχών, από δείγματα 
προσβολών Botrgtis cinerea, από καλλιέργειες τομάτας θερμοκηπίου, στο 
Τυμπάκι Κρήτης.

Υλικά : Σαν υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε PDA, εμπλουτισμένο με 
carbendazim (50% wp) σε συγκεντρώσεις δραστικού συστατικού 0, 1,5, 10, 
50, IOOmg/1 και με diethofencarb (50% wp) σε συγκεντρώσεις δραστικού 
συστατικού 0, 1,5, 10, 50, 10Gmg/1.

Μέθοδος : Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της τοπικής μόλυνσης, με λίχ,α 
σπόρια (Pappas, 1982). Η σειρά των εργασιών έχει ως εξής ;

Εγιναν αρχικές διαλύσεις του carbendazim και του diethofencarb με 
συγκέντρωση 10OOOmg/Ί και IOOOmg/1, με διαλύτη διμεθυλοοουλφοξείδιο 
(DMS0). Γιά την πρώτη, διαλύθηκαν 200mg carbendazim σε 1 urni DM30. Γιά 
τη δεύτερη αρχική διάλυση αραιώθηκε 1ml της πρώτης σε 9ml διαλύτη. Το 
ίδιο επαναλήφθηκε και ^ιά το diethofencarb. Το υλικό του υποστρώματος 
(PDA), που βρισκόταν σε κωνικές φιάλες (50ml ανά φιάλη) θερμάνθηκε ^ιά 
να ρευστοποιηθεί.

Γιά να γίνουν οι προαναφερόμενες τελικές συγκεντρώσεις, προστέθηκαν 
στις κωνικές φιάλες που περιείχαν 50ml ρευστοποιημένου υλικού οι 
ακόλουθες ποσότητες από τις αρχικές συγκεντρώσεις των μυκητοκιόνων.
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την IcmLK r| συγκέντρωση των 1 GOrric /1.
Απο την αρχική των IQQOOrng/l, προστέθηκαν 0.Σ5Γπ1+ϋ.<ε5πΊi DMoO σε 

111 uRlkcu (Κι*-1· u (V L<_nt.Ki] συγκέντρωση των7 50rno/l.
Από την αρχική των I OOUmg/ I, προστέθηκαν 0.5πί1 σε 50ml υλικού χιά την 

τελική συγκέντρωση των I0rng/1.
Από την αρχική των IQOOmq/Ί, προστέθηκαν 0.25ml+0.25ml DMSO σε 

50ml υλικού χιά την τελική συχκέντρωση των 5mg/l.
Από την αρχική των 1 ΟΟΟγϊ 1Q / Ί , i ί1ροστέθηκαν 0.05m 1+0.45ml DMSO σε

50πί1 υλικού χιά την τελική συχκέντρωση των 1mg/l. 

ϊί. Γιά το diethofencarb
Εχινε η ίδια ακριβώς ερχασία όπως με το carbendazirn.

Σιιτους μάρτυρες προστέθηκε 1 % διαλύτης (DMSO) , δηλαδή 0.5ml διαλύτη 
σε κάθε 50rnl υλικού. Ετσι η συχκέντρωση διαλύματος δραστικού 
συστατικού, ή μόνο διαλύτη στο υλικό, είναι πάντα 196.

Το υλικό χύθηκε στα τρυβλία (10ml σε κάθε τρυβλίο). Στα έτοιμα τρυβλία 
σημε ιωθηκαν από κοιιtu και περι(pcρcιακα ίο ιcαπcyονια ο ηij.cια, ία οποία και 
αρι3μή9ηκαν. Πάνω απο κάθε αριθμημενο σημείο, τοποθετήθηκε μόλυσμα 
κονιδίων, τόσων , όσων μπορεί να μετα^ερει η άκρη βελόνας, με μιά απλή 
επαφή στις καρποφορίες που έχουν δημιουρχηθεί απο το μύκητα , πάνω στο
συλλεχμενο οειχμα. Ετσ<. σε κάθε τρυβλιο δοκιμάστηκαν S στελεχη. Εχιναν,ρα;,

.ις επαναλήψεις.
Μετά από επώαση 24 ωρών σε σκοτάδι και σε θερμοκρασία ->ο Ο, τα

τρυβλία παρατηρήθηκαν στο μικροσκόπιο. Οπου τα σπόρια είχαν βλαστήσει, 
σημειώθηκε το αριθμημένο σημείο με έναν κύκλο.

Κατάταξη στελεχών Botrytis cinercn? βάση του 
επιπέδου ανεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά 

και φαινυλακαρβαμιδικά μυκητοκτόνα

Εχινε πείραμα κατάταξης στελεχών Botrytis drier ee πού προέρχονταν 
από προσβλημένες θερμοκηπιακές καλλιέρχειες, τομάτας στο Τυμπάκι 
Κρήτης, μελιτζάνας στην Κυπαρισσία Μεσσηνίας, αχχουριού στο Ισραήλ και 
από αμπέλι οι η ΓartRia. Η κατάταξη εχινε με βάση τον τροπο βλάστησης των 
σπορίων των7 στελεχών σε οιάφορες συχκεντρωσεις βενζιμιδαζολικων και 
φαινυλοκαρβαμ ιδικων μυκητοκτόνων.
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Χρησιμοποιήθηκαν δώδεκα στελέχη. Αναλυτικά τα στελέχη λήφθηκαν: 
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ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικί 
La 238 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά 
La 252 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά
από αμπέλι : Le 2 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά
από αχούρι : C 1 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά
C 2 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά
C 3 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλικαρβαμιδικά
C 4 ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά
Ο C U U ανθεκτικό στα βενζιμιδαζολικά 

ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά

Υίίικά : Αιώρημα σπορίιυν που ελήφθη από καλλιέργειες 7 ημερών, σε PDA, 
που επωάσθηκαν στους 2.2PC, στο σκοτάδι. Χρησιμοποιήθηκαν επίσης, 
αποστειρωμένο νερό στο αιώρημα σπορίων, ύφασμα μουσελίνας, 
αιματοκυτόμετρο και μετρητής χεριού χια τη μέτρηση των σπορίων.

Σαν υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε PDA, εμπλουτισμένο : 
ϊ. με carbendazim (MBCX5096 ν/ρ) σε συγκεντρώσεις δραστικού συστατικού 
0,1, IOOmg/1.
IS. με diethofencarb (NPC)(5096 wp) σε συγκεντρώσεις δραστικού 
συστατικού 0, 1, IOOmg/Ί .
ΠΙ. με μίχμα carbendazim+diethofencarb (MBC+NPC) σε συ^κεντρώσεις 
δραστικού συστατικού 0, 1 m g /1 (1 rn g /1 carbendazim + irnq/Ί
diethofencarb), 1 00mg/l(1 00mg/l carbendazim + 100mg/l diethofencarb).

Μέθοδος : Χρησιμοποήθηκε η μέθοδος των Λάσκαρη, Παππά και 
Κυριακόπουλου (1994).
Η σειρά των εργασιών έχει ως εξής : I. Εχιναν αρχικές διαλύσεις του 
carbendazim με συγκέντρωση 10000rng/1 και IOOOrng/Ι, με διαλύτη
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διμεθυλοσουλφοξείο DMS0(C2Hg0S). Γιά τα 10000mg/l, διαλύθηκαν 200mg
carbendazim σε 10ml διαλύτη. Για τη δεύτερη αρχική διάλυση αραιώθηκε 
1 ml της πρώτης σε 9ml διαλύτη.
II. Εγιναν αρχικές διαλύσεις του diethofencarb με συγκέντρωση IOOOOmg/1 
και lOOUmg/i, με διαλύτη DMSO. Για τα IOOOOmg/Ι, διαλύθηκαν 200 mg 
diethofencarb σε 10ml διαλύτη. Για τη δεύτερη αρχική διάλυση αραιώθηκε 
1ml της πρώτης σε 9ml διαλύτη.
III. Εγιναν αρχικές διαλύσεις του μίγματος carbendazim+diethofencarb με 
συγκέντρωση IOOOOmg/Ι και 1000mg/l, με διαλύτη DMSO. Γιά τα 
10OOOmg/I διαλύθηκαν 20umg carbendazim και 200mg diethofencarb σε 
10ml διαλύτη. Για τη δεύτερη αρχική διάλυση αραιώθηκε 1ml της πρώτης σε 
9ml διαλύτη.
Το υλικό του υποστρώματος (PDA), που βρισκόταν σε κωνικές φιάλες, (50ml 
ανά φιάλη), θερμάνθηκε ^ιά να ρευστοποιηθεί.

Γιά να γίνουν οι προαναφερόμενες τελικές συγκεντρώσεις, προστέθηκαν 
στις κωνικές φιάλες που περιείχαν 50ml ρευστοποιημένου υλικού οι 
ακόλουθες ποσότητες από τις αρχικές συγκεντρώσεις.
I. Γιά το carbendazi rn

Από την αρχική των IOOOOmg/Ι προστέθηκαν 0.5ml σε 50ml υλικό #ιά την 
τελική συγκέντρωση των 1Q0mg/l.

Από την αρχική των 10OQmg/I προστέθηκαν 0.05ml + 0.45ml διαλύτη σε 
50ml υλικό £ΐά την τελική συγκέντρωση του lrng/1.
II. Γιά το diethofencarb

Ακολουθήθηκε η ίδια ακριβώς εργασία όπως με το carbendazim. 
ill. Για το μί^μα carbendazim+diethofencarb (Sumico)

Ακολουθήθηκε η ίδια εργασία όπως με τα δυο προηγούμενα μυκητοκτόνα.

Στους μάρτυρες προστέθηκε 1% DMSO, δηλαδή 0.5ml διαλύτη σε κάθε 
50ml υλικού. Ετσι τελικά η συγκέντρωση διαλύματος δραστικής ουσίας ή 
μόνο διαλύτη στο υλικό εί ναι ι%.

Το υλικό χύθηκε στα τρυβλια (10ml σε κάθε τρυβλίο).

Στη συνέχεια σε καλλιέργειες 7 ημερών, των στελεχών, μέσα σε κάθε 
τρυβλίο προστέθηκαν 10 ml αποστειρωμένο νερό και με γυάλινο αναδευτήρα 
επετεύχθη αιώρημα των σπορίων που είχαν παραχθεί. Το αιώρημα διηθήθηκε 
από διπλό στρώμα μουσελίνας και σε δοκιμαστικό σωλήνα ελήφθη καθαρό 
σχετικά αιώρημα. Υπολογίζοντας με το αιματοκυτόμετρο, παρασκευάσθηκαν 
αιωρήματα 200.000 σπορίων/ml χια κάθε στέλεχος.
Σε κάθε τρυβλίο με PDA, εμπλουτισμένο με carbendazim, diethofencarb και 
carbendazim+diethofencarb στις συγκεντρώσεις που αναφέρθηκαν ανωτέρω, 
τοποθετήθηκαν με πιπέτα Παστέρ, 3 σταγόνες από 3 διαφορετικά αιωρήματα 
σπορίων, 3 δίφορετικών στελεχών. Η κάθε δοκιμή επαναλήφθηκε 3 φορές.
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!. Ανάπτυξη μυκηλίου

Υλικά : Χρησιμοποιήθηκαν πέντε στελέχη Botrytis cinerea.. Τα ; 3 94,
4 94, La 238, La 252,, Le 2. Σαν υπόστρωμα &ια την ανάπτυξη μυκηλίου 
των στελεχών,, χρησιμοποιήθηκε PDA,, 10 ml σε κάθε τρυβλίο.

Μέθοδος : Από τα πέντε στελέχη ετοιμάσθηκαν αρχικές καλλιέργειες, 
μεταφυτεύοντας σε τρυρλία με PDA,, μυκήλια, ή κονίδια. Από αυτές τις 
αρχικές καλλιέργειες,, ετοιμάσθηκαν νέες μητρικές, μεταφυτεύοντας 
δίσκους 3 ημερών και διαμέτρου 5mm σε τρυρλία με PDA. Οι δίσκοι κόπηκαν 
με φελοτρυπητή από την περιφέρεια της αποικίας.

Από τις τελευταίες αυτές μητρικές καλλιέργειες, μεταφυτεύθηκαν δίσκοι 
μυκηλίου 5mm που πάρθηκαν την τρίτη ημέρα από την περιφέρεια του 
κυκλικά αναπτυσσόμενου μυκηλίου, σε 3 τριρλυα PDA (επαναλήψεις) χια 
κάθε στέλεχος.

Μετά από 24 ώρες και κάθε ημέρα (συνολικά 3 ημέρες), χινόταν 
μετρήσεις της ταχύτητας ανάπτυξης μυκηλίου των αποικιών. Μέτρηση δύο 
κάθετων διαμέτρων και εξαχωχή μέσου όρου.

Ολες αυτές οι διαδοχικές καλλιέργειες, επωάσθηκαν σε θάλαμο επώασης 
22°0, σε σκοτάδι.

IL Παρα^ωχή σπορίων

Υλικά : Η παραλή σπορίων των στελεχών, εκτιμήθηκε σε καλλιέργειες 7 
ημερών σε υλικό PDA, που επωάσθηκαν στους 22°C, σε σκοτάδι. 
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να αποκολληθούν ία σπόρια από την επιφάνεια των μυκηλιακών δίσκων. Το 
αιώρημα διηθήθηκε από διπΠό στρώμα μουσεΠίνας. Σε δοκιμαστικό σωΗήνα 
εΗήφθη καθαρό σχετικά αιώρημα σπορίων.

0 δοκιμαστικός σωνιηνας μ.ε ^ο αιώρημα αναταραχθί ιΚ<_ σ τον ανσο<_υτήρα 
yia να ^ίνει ομο^ενοποίηση του αιωρήματος. Στη συνέχεια με πιπέτα 
Παστές, τοποθετήθηκαν δυο σταγόνες στο αιματοκυτόμετρο και 
μετρήθηκαν τα σπόρια στο μικροσκόπιο, με τη βοήθεια του μηχανικού 
μετρητή χεριού.

Ο αριθμός των σπορίων ανά ml, ισοΰται με τον αριθμό, που έδωσε η 
καταμέτρηση σπορίων στο τετράγωνο του αιματοκυτόμετρου, που φαίνεται 
στο οπτικό πεδίο του μικροσκοπίου και στη μεγέθυνση 40 επί 10000.

!ίι. Σχηματισμός σκληρωτίων

Υλικά, μέθοδος : Καλλιέργειες των 5 στεΗεχών Botrytis cinerea σε
τρυβΗία με PDA, τοποθετήθηκαν σε θάΠαμο επώασης 5°C &ια 25 ημέρες σε 
σκοτάδι. 0 σχηματισμός σκΠηρωτίων εκ τιμήθηκε με τη ζύχιση, σε ζυγαριά 
ακρίβειας, του νωπού βάρους αυτών, &ια το κάθε στέΗεχος.

Επίδραση θερμοκρασίας στην ανάπτυξη μυκηλίου

Χρησιμοποιήθηκαν 12 στελέχη Botrytis cinerea από τομάτα, 
μεΗιτζάνα ,α^ούρι και αμπέΠι.
Αναλυτικά τα στελέχη Πήφθηκαν : 
από τομάτα τα 3 94 και 4 94
από μελιτζάνα τα La 100, La 221, La 238 και La 252 
από αχούρι τα C 1, C2, C 3 , C 4 και C5 
από αμπέλι το Le 2

Υλικά και μέθοδος : Σαν υπόστρωμα gia την ανάπτυξη μυκηλίου των
στελεχών, χρησιμοποιήθηκε PDA, 10 ml σε κάθε τρυβλίο. Από τα 12 
στελέχη, ετοιμάσθηκαν αρχικές καλλιέργειες, μεταφυτεύοντας σε τρυβλία, 
μυκήλιο ή κονίδια. Τα τρυβλία επωάσθηκαν στους 22°C σε σκοτάδι.

Στη συνέχεια από αυτές τις αρχικές καλλιέργειες ετοιμάσθηκαν νέες 
μητρικές μεταφυτεύοντας δίσκους μυκηλίου 3 ημερών και διαμέτρου 5 mm, 
σε τρυβλία με υλικό PDA. Τα τρυβλία επωάσθηκαν στους 22°0, σε σκοτάδι
δία 3 ημέρες.

Από τις τελευταίες αυτές μητρικές καλλιέργειες, μεταφυτεύθηκαν δίσκοι 
μυκηλίου 5mm, που πάρθηκαν την τρίτη ημέρα από την περιφέρεια του
κυκλικά αναπτυσσόμενου μυκηλίου, σ 
κάθε στέλεχος. Απο το καθ<_ στέλεχος, ο

9 τρυβλία PDA (επαναλήψεις) yia 
επαναλήψεις επωάσθηκαν στους
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30°C, 3 επαναλήψεις στους 40°C και 3 επαναλήψεις στους 50°C. Η επώαση 
διήρκησε 3 ημέρες σε σκοτάδι σε θαλάμους επώασης κατάλληλα 
ρυθμισμένους.

Μετά από 24 ώρες και κά9ε ημέρα (συνοδικά 3 ημέρες), χινόταν 
μετρήσεις της ταχύτητας ανάπτυξης μυκηλίου των στελεχών.

Ολα τα τρυβλία που επωάσθηκαν στους 30, 40 και 50°C, στη συνέχεια 
μεταφέρθηκαν σε θάλαμο επώασης 22°C, ^ιά 3 ημέρες σε σκοτάδι , ώστε να 
παρατηρηθεί η νέα συμπεριφορά των στελεχών σε σχέση με την ταχύτητα 
ανάπτυξης μυκηλίου .

Μετά από 24 ώρες και κάθε ημέρα (συνολικά 3 ημέρες), χινόταν 
μετρήσεις της ταχύτητας ανάπτυξης μυκηλίου.

Εκτίμηση παθο^όνου ικανότητας ανθεκτικών στελεχών

ε τρυβλίο, με λεπτό στρώμα βαμβακιού στη βάση.Υλικά και μέθοδος
από πάνω φύλλο στυπόχαρτου και 10ml αποστειρωμένο νερό, τοποθετήθηκαν 
50 σπόροι αχουριού (mini αχούρι, belisimo F1, ανθεκτικό στο ωίδιο) #ια να 
προβλαστήσουν. Μετά από 3 ημέρες έ^ινε φύτευση των προβλαστημένων 
σπόρων σε μικρές γλάστρες. Μετά από 4 ημέρες κόπηκαν και οι δύο 
κοτυλιδόνες από κάθε φυτό να χρησιμοποιηθούν στο πείραμα της 
εκτίμησης της παθο^όνου ικανότητας. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν και 
πέταλα τριανταφυλλιάς. Από τις κοτυλιδόνες αχουριού και τα πέταλα 
τριανταφυλλιάς κόπηκαν δίσκοι διαμέτρου 20 mm.

Αιώρημα σπορίων ελήφθη απ 
4 94, La 100, L 
υπόστρωμα PDA

λλιερχ'ειες 10 ημερών', των' στελεχών ό 94, 
jo, ι_ο δΙΌζΙ , Lc μ, C 4 του cinc< cq , σε
ίου είχαν
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ύφασμα μουσελίνας, αιματοκυτόμετρο και μετρητής χεριού &ια τη μέτρηση 
των σπορίων.

Μέσα σε κάθε τρυβλίο προστέθηκαν 10 ml αποστειρωμένο νερό, και με 
yuccri LVO uVCCDcUTTipOC CHI ιευχθη το ccιυρηιυcc τυ ν σποριυν που ειχccν nocpocXvJci·.. 
ίΟ CCLlxiprjjJLCX διηθήθηκε Ο,ΠΟ ΟΙΠπΟ uTpuJjUCC pGUQcRlVGCQ KOCL σc uOKl^CXO* cu\0
σωλήνα ελήφθη καθαρό σχετικά αιώρημα σπορίων. Υπολογίζοντας με το 
αιματοκυτόμετρο, &ια το στέλεχος 3 94 βρέθηκε πυκνότητα αιωρήματος 
770000 σπόρια/ml, gia το 4 94 830000 σπόρια/ml, yia το La 100 750000 
σπόρια/ml, gia το La 238 520000 σπόρια/ml, ^ια το La 252 640000 
σπόρια/ml, #ια το Le 2 7300C0 σπόρια/ml και yia το C 4 750000 
σπόρια/ml. Από αυτά τα αιωρήματα παρασκευάσθηκαν αιωρήματα 
πυκνότητας 50000 σπορίων /ml #ια κάθε στέλεχος.

Από δοκιμαστικό σωλήνα με 10ml αποστειρωμένο νερό αφαιρέθηκαν 0.7ml 
από αυτό και αντικαταστάθηκαν με 0.7ml από το αιώρημα των 770000
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σπορίων/ml του στελέχους 3 94. Ετσι παρασκευάσθηκαν 10ml αιωρήματος 
σπορίων του στελέχους 3 94, πυκνότητας 50000 σπορίων/ml.
Αντίστοιχα σε 9.4ml αποστειρωμένο νερό, προστέθηκαν 0.6ml του 
αιωρήματος 830000 σπορίων/ml του στελέχους 4 94.
Σε 9.3ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκαν 0.7ml του αιωρήματος 750000 
σπορίων/ml του στελέχους Lo 100.
Σε 9ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκε 1ml του αιωρήματος 520000 
σπορίων/ml του στελέχους Lo 238.
Σε 9.2ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκαν 0.3ml του αιωρήματος 640000 
σπορίων /ml του στελέχους Lo 252.
Σε 9.3ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκαν 0.7ml του αιωρήματος 730000 
σπορίων/ml του στελέχους Le 2.
εε 9.3ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκαν 0.7ml του αιωρήματος 750000 
σπορίων/ml του στελέχους C 4.
Για όλα τα στελέχη παρασκευάσθηκαν 10ml αιωρήματος σπορίων με 
πυκνότητα 50000 σπόρια/ml.

Σε τρυβλία , τοποθετήθηκε στη βάση λεπτό στρώμα βαμβακιού, από πάνω 
φύλλο στυπόχαρτου και 10 ml αποστειρωμένο νερό. Πάνω στο φύλλο 
στυπόχαρτου τοποθετήθηκαν από 3 δίσκοι κοτυλιδόνων αχουριού, διαμέτρου 
20mm.

Πάνω σε κάθε δίσκο κοτυλιδόνας, τοποθετήθηκαν με πιπέτα Παστέρ, 3 
σταγόνες από το ίδιο αιώρημα σπορίων, 50000 σπόρια/ml. Αυτό έχινε χια το 
κάθε ένα στέλεχος χωριστά και επαναλήφθηκε 3 φορές. Στην περίπτωση 
αυτή, έχινε δοκιμή μόλυνσης χωρίς πληχή.

Η ίδια ακριβώς εργασία επαναλήφθηκε με δίσκους κοτυλιδόνων αχουριού 
αλλά συγχρόνως με την τοποθέτηση της σταγόνας έχινε και μικρή πληχή 
πάνω στην επιφάνεια του φυλλου με την άκρη της πιπετας. Στ^ν Πί_ρυΠι.υ.ιση 
αυτή η οοκιμη μόλυνσης ε χ ινε με πληχη και επαναλήφθηκε ο ipopcC.

2_ε αλλα τρυβλια με ο οίσκους από πέταλα τριανταφυλλιάς, πάνω σ<_ κάθ<_
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χρόνο μόλυνσης, uc σχέση με τα αντίυτοιχα τους αιωρήματα σπορίων στα 
οποία δεν είχε χινει προσθήκη καμμιας ουσίας.

Η ερχασία έχινε ως εξής. Σε 100ml αποστειρωμένο νερό προστέθηκαν 
10gr σακχαρόζης. Το διάλυμα ήταν περιεκτηκότητας 10% κ.ο. 1 ml από το 
διάλυμα αυτό προστέθηκε σε 9m! αποστειρωμένο νερό και παρασκευάσθηκε 
διάλυμα 10 ml, με περιεκτηκότητα 0.1 % κ.ο. σε σακχαρόζη.



Από δοκιμαστικό σωλήνα με 10ml αποστειρωμένο νερό περιεκτηκότητας 
0.196 σε σακχαρόζη, αφαιρέθηκαν 0.7ml και αντικαταστάθηκαν από 0.7rnl 
αιωρήματος σπορίων, πυκνότητας 750000 σπόρια/ml του στελέχους La 100. 
Ετσι παρασκευάσθηκε αιώρημα σπορίων πυκνότητας 50000 σπόρια /ml και 
περιεκτηκότητας 0.196 κ.ο. σε σακχαρόζη. Το ίδιο έ^ινε και #ια το στέλεχος 
C 4. Η ίδια ακριβώς εργασία έχινε και με διάλυμα dextrose 0.19-6 κ.ο. χια τα 
δύο στελέχη La 100 και C 4.

Από τα αιωρήματα πυκνότητας 50000 σπόρια/ml των στελεχών La 100 και 
C 4, στα οποία έ^ινε προσθήκη σακχαρόζης και dextrose, έγιναν δοκιμές 
μόλυνσης πάνω σε δίσκους από κοτυλιδόνες φυτών αχουριού και πετάλων 
τριανταφυλλιάς , όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω.

Δέκα ημέρες μετά την εμφάνιση μόλυνσης, πάνω στους δίσκους από τα 
πέταλα τριανταφυλιάς, έ^ινε μέτρηση των παραχόμενων σπορίων του κάθε 
στελέχους. Για τη μέτρηση των παρα^όμενων σπορίων οι δίσκοι 
τοποθετήθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα με 10ml αποστειρωμένο νερό. 0 
σωλήνας αναταράχθηκε στον αναδευτήρα, χια να αποκολληθούν τα σπόρια 
από την επιφάνεια των δίσκων. Το αιώρημα διηθήθηκε από διπλό στρώμα 
μουσελίνας. Σε δοκιμαστικό σωλήνα ελήφθη σχετικά καθαρό αιώρημα 
σπορίων.

0 δοκιμαστικός σωλήνας αναταράχθηκε στον αναδευτήρα χια να &ίνει 
ομο^ενοποίηση του αιωρήματος σπορίων. Στη συνέχεια με πιπέτα Παστέρ, 
τοποθετήθηκαν δύο σταγόνες στο αιματοκυτόμετρο και μετρήθηκαν τα 
σπόρια στο μικροσκόπιο, με τη βοήθεια του μηχανικού μετρητή χεριού. 0 
αριθμός σπορίων ανά ml, ισούται με τον αριθμό που έδωσε η καταμέτρηση 
σπορίων στο τετράγωνο του αιματοκυτόμετρου που φαίνεται στο οπτικό πεδίο 
του μικροσκοπίου και στη μεγέθυνση 40 επί 10000.



62

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Αναγνώριση ανθεκτικών στελεχών Botriftis cinerea

Η ανίχνευση ανθεκτικοί:ηχας των 6 στελεχών του Botrytis cinerea, 
έ^ινε βάση του τρόπου βλάστησης των σπορίων τους. Ε^ινε χρήση του πίνακα
1. Στελέχη των οποίων τα σπόρια βλάστησαν και σχημάτισαν κανονικούς 
βλαστικούς σωλήνεςJ θεωρήθηκαν ανθεκτικά (R). Στελέχη των οποίων τα 
σπόρια δεν βλάστησαν ή βλάστησαν με παραμορφωμένους βλαστικούς 
σωλήνες, θεωρήθηκαν ευαίσθητα (S). Τα αποτελέσματα ήταν ίδια και στις 
τρεις επαναλήψεις και φαίνονται στον πίνακα 2.

Πίνακας 2 : Συχνότητα ανθεκτικών στελεχών του Botrytis cinerea , πάνω 
σε υλικό PDA, εμπλουτισμένο με carbendazim και diethofencarb σε 
διάφορες συγκεντρώσεις.

Συχκέντρωση μυκητοκτονου σε mg/1
μάρτυραι carbendazim diethofencarb

Στελέχη 0 1 5 10 100 1 5 10 100
1 R R R R R 3 3 3 3
2 R οΟ 3 3 3 R R R R
3 R R R R R 3 3 3 3
4 R R R R R 3 ο3 ο οΟ Ο
5 R R R R R S 3 3 3
6 R ο 3 οΟ 3 R R R R

Τα στελέχη που δοκιμάστηκαν είναι υψηλού επιπέδου ανθεκτικοτητας 
στο carbendazim εκτός από δύο στελέχη που είναι ευαίσθητα, σε όλες τις 
συγκεντρώσεις του carbendazim

Τα στελέχη είναι επίσης ευαίσθητα στο diethofencarb εκτός από δύο 
στελέχη που είναι ανθεκτικά σε όλες τις συγκεντρώσεις του diethofencarb.

Από τον πίνακα 2, φαίνεται ότι τα στελέχη που είναι ανθεκτικά στο 
carbendazim είναι ευαίσθητα στο diethofencarb και τα στελέχη που είναι 
ευαίσθητα στο carbendazim είναι ανθεκτικά στο diethofencarb. 
Π89αρατηρούμε το φαινόμενο της αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικοτητας 
που παρουσιάζουν οι βενζιμιδαζολικές και φαινυλοκαρβαμιδικές ενώσεις.



Κατάταξη στελεχών Buirutis cir.crcc, βάση τοσ 
επιπέοοσ ανεκτικότητας στα βενζιμιδαζοΠικά

και ^0iivUilGKu'ppu|AtoiKu μσκητσκτσνσ

Τα αποτελέσματα του ελέγχου της βλάστησης των σπορίων των στελεχών
(ραίνονται στον πίνακα 3. Η κατάταξη των στελεχών ως προς την 
ανθεκτικότητά τους στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα, έ^ινε βάση του τρόπου βλάστησης των σπορίων τους και 
χρησιμοποιήθηκε ο πίνακας 1. Στελέχη των οποίων τα σπόρια βλάστησαν και 
σχημάτισαν κανονικούς βλαστικούς σωλήνες θεωρήθηκαν ανθεκτικά (R) 
στην αντίστοιχη συγκέντρωση. Στελέχη των οποίων τα σπόρια δεν 
βλάστησαν ή βλάστησαν με παραμορφωμένους βλαστικούς σωλήνες 
θεωρήθηκαν ευαίσθητα (S) στην αντίστοιχη συγκέντρωση μυκητοκτόνου. Τα 
αποτελέσματα ήταν ίδια και στις τρεις επαναλήψεις.

Πίνακας 3 : Κατάταξη ΊΣ 
βλάστησης των σπορίων, σ.
diethofencarb 
ωρών, στους

στελεχών Botnjtis cinerea με βάση τον τρόπο 
! υλικό PDA, εμπλουτι σμενο jj.c CGrbcndozirn Λ 

και μί'χμα carbendazim+ diethofencarb, μετά από επώαση 24

Μυκητοκτόνα
Μάρτυρας CaPbCIο H o ΐ ppj1 lUCii. II 1 1

4·Ι Λ 4" U A+ V"V p-', 1-— 1—.a 1C li iU 1 Ui icUl U LUl UCi iuOL liii ' U iU Li iO 1 Ui ιυαι
2.ϋ^Κα V*Xp’aJu LLQ (σε mg f »y

Στελεχη 0 ii A ΠΠi UU A Ai i 00 11 a nn i UU
3 94 Pl \ OU oo R p 1 \

oo o
4 94 R PΓ\ R oo O

-w1
/“S
'J

ou
La 100 R R oo Dl\ Di\ R o

u

La 221 R R s P 1 \ P 1 \ R oo
La 238 R R Qo R R R ou
La 252 R R o R R R ou
Le 2 R R Q

O R R R R
C 1 R R R R R R R
C 2 R R R R R R Pl\

C 3 R R R R R R R
C 4 R R R R R PI \ R
C 5 R R R R R R R

Με βάση την' ανθεκτικότητα που δείχνουν τα στελεχη υτις διάφορες 
συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων, μπορούμε να τα ομαοοποιήσουμε ως
£ξής:

σχέση με το carbendazirn 
94 είναι ευαίσθητο\ j ί U Ο

I!) Τα La 100, La 221 
111) Τα 4 94

I - 070 .Lu z_UO J LU
P Ί U l no n ~z

U , V-·1 U

I _ οςοLa ζ_λ
p. R

Le CLVUA (JsC. CpLUJL^ d V\JU\ UKU

p 4U “T } U ίναι ανθεκτικά
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II. Σε σχέση με το diethofencarb
I) Το 4 94 είναι ευαίσθητο
II) Τα 3 94, La 100, La 221, La 238, La 252, Le 2, C 1, C 2 

είναι ανθεκτικά
η -z η λ pc
ο J , υ Η j L*

III. Σε σχέση με το carbendazim+ diethofencarb
I) Τα 3 94, 4 94, είναι ευαίσθητα
II) Τα La 100, La 221, La 238, La 252 είναι μετρίως ανθεκτικά
III) Τα Le 2, C 1, C 2, C 3, C 4, C 5 είναι ανθεκτικά

Από τα ανωτέρω μπορούμε να χαρακτηρίσουμε το κάθε στέλεχος ως εξηο:
3 94 MBCbNPCR(MBC+NPC)b
4 94 MBCRNPCS(MBC+NPC)S 
La 100 MBCmrNPCR(MBC+ NPC)3 
La 221 MBCMRNPCR(MBC+NPC)S 
La 238 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
La 252 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
Le 2 MBCmrNPCr(MBC+NPC)r
C 1 mbc^pc^mbc+npc)1^
C 2 MBCrNPCr(MBC+NPC)r
C 3 mbcrnpcr(mbc+npc)r
C 4 mbcrnpcr(mbc+npc)r
C 5 mbcrnpcr(mbc+npc)r

Εξέταση βιολογικών ιδιοτήτων ανθεκτικών στελεχών 

I. Ανάπτυξη μυκηλίου

Οι μετρήσεις της ταχύτητας ανάπτυξης μυκηλίου όλων των επαναλήψεων, 
παρουσιάζονται στον πίνακα 4. Στον πίνακα 5, οι τιμές εκφράζουν τους 
μέσους όρους ανάπτυξης μυκηλίου των 3 επαναλήψεων 
Πίνακας 5 : Ταχύτητα ανάπτυξης μυκηλίου 5 στελεχών Botrutis cinerea 
σε υλικό PDA, στους 22°0, σε σκοτάδι.

Χρόνος επώασης σε ώρες
24 48 72

Στελέχη Διάμετρος αποικίας σε γπγπ

3 94 ’ 27 56.7 85
4 94 23.4 57.7 85
La 238 23.7 48 78.7
La 252 21 44.4 73.7
Le 2 26 53.4 81.7



Με βάση την αύξηση της διαμέτρου κατά την κυκλική ανάπτυξη του 
μυκηλίου μέσα σε 72 ώρες, μπορούμε να ομαδοποιήσουμε τα στελέχη ως 
εξής :
0 πολύ χρήχορης ανάπτυξης τα 3 94 και 4 94 που παρουσιάζουν το 
φαινόμενο της αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.

II) χρήχορης ανάπτυξης το Lc 2 που είναι 
φαινυλοκαρβαμιδικά και μετρίως ανθεκτικό στα 
μυκητοκτόνα.

0C V 3 C Κ X I Κ ό Ο Ζ· u 
βενζιμιδαζολικά

III) αρχής ανάπτυξης τα La 238 και 
ουο ομάδες μυκητοκτόνων.

2_ -w»Z. που είναι ανθεκτικά κα/! «

Η διαφορά στο ρυθμό ανάπτυξης του μυκηλίου μεταξύ των 5 στελεχών, 
που παρατηρήθηκε στις 24 ώρες διατηρήθηκε σταθερή μέχρι τις
ί=Η!'

72 ώρες.
ίσης το κάθε στέλεχος όπως φαίνεται από το σχέδιο 2 είχε σχεδόν 

σταθερό ρυθμό ανάπτυξης κατά τη διάρκεια των 72 ωρών.
Αν και οι διαφορές στην ανάπτυξη μυκηλίου, μεταξύ των 5 στελεχών, δεν 

είναι ιδιαίτερα σημαντικές, παρατηρήθηκε ότι τα ανθεκτικά στελέχη είχαν 
μικρότερο ρυθμό ανάπτυξης από τα ευαίσθητα στελέχη. Επίσης τα 
ανθεκτικά στελέχη είχαν αραιότερο μυκήλιο από τα ευαίσθητα.

II. Πσρσχωχή σπορίων

Την πέμπτη ημέρα επώασης είχε παράγει σπόρια το στέλεχος Le 2 και μία 
από τις επαναλήψεις των 3 94 και 4 94. Την έκτη ημέρα της επώασης είχαν 
παραχει σπόρια όλα τα στελεχη. Οι μ<_τρήσεις παρεχόμενων σπορίων των' ο 
επαναλήψεων των 5 στελεχών παρουσιάζονται στον πίνακα 6.

Τιτον πίνακα 7 οι τιμές (χ) εκφράζουν το μέσο ορο παραχομενων σπορίων 
των 3 επαναλήψεων.

ιίίνσκΐχς 7 . ΓΤαραχωχή σπορίων' ο στελεχών <.< μ<.?ι> /ηc< <_ό, υε
καλλιέργειες 7 ημερών, σε υλικό PDA, στους 22°0, σε σκοτάδι.

:χη

X*104/m1
94

ί .'-J

4
3'

94
Ο

-Ζ_

- Icfic

La 238 
3.7

La
1

o«=:o
"Z"Z

Le z 
12.83

Με βάση την παραχωχή σπορίων, μπορούμε να ομαδοποιήσουμε τα 
στελέχη ως εξής :



I) πολύ καλής παρα^ωχής σπορίων το 4 94 που είναι ανθεκτικό στα
βενζιμιδαζολικά και ευαίσθητο στα φαινυλοκαρβαμιδακά μυκητοκτόνα.

!!) καλής παραλής σπορίων τα 3 94 και Le 2 που είναι ευαίσθητο και 
μετρίως ανθεκτικό αντίστοιχα στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα.

Ill) ελάχιστης παραχωχής σπορίων τα La 238 και La 252 που είναι 
ανθεκτικά και στα δύο μυκητοκτόνα.

Υπάρχουν σημαντικές διαφοράς στην παράχωση σπορίων μεταξύ των 
στελεχών (Σχέδιο 3). Τα ανθεκτικά στελέχη παρουσιάζουν μειωμένη

ζσ. ευαίσθητα. Επίσης το ανθεκτικό στέλεχος 
να παράγει σπόρια σε μία από τις τρεις επαναλήψεις.

παρα^ω^η σπορίων σε σχέση μ
οςο* JLa 25ε!, απ :υχί

I5L Σχηματισμός σκληρωτίων

Τα ανθεκτικά στελέχη La 238 και La 252 και στα δύο μυκητοκτόνα, 
σχημάτισαν πρώτα σκληρώτια. Στη φωτογραφία 1, διακρίνονται τα σκληρώτια 
που σχημάτισαν τα 5 στελέχη.

Το βάρος των σχηματισμένων σκληρωτίων των 3 επαναλήψεων των 5 
στελεχών παρουσιάζεται στον πίνακα 8. Στον πίνακα 9, οι τιμές εκφράζουν 
το μέσο βάρος σχηματισμένων σκληρωτίων των 3 επαναλήψεων.

Πίνακας 9 : Σχηματισμός σκληρωτίων 5 στελεχών Botrytis cinerea , σι
καλλιέργειες 25 ημερών, με υλικό PDA, στους 5°C, σε σκοτάδι.

Νωπό βάρος
σκληρωτίων σε mg

3 94

Π

Στελέχη
4 94 La 238 La Le 2

Π 1 ΓΗ 
u. I ϋ I 0.295 0.379 0.236

Με ραση το νωπό βάρος των σχηματισμένων σκλιιρωτιων μπορουμ>_ να 

ομαδοποιήσουμε τα στελεχη ως έξης .

I) καλού σχηματισμού, το 
μυκητοκτόνων.

! -, οςο .
i ΙΟυ είναι αν λεκτικό και ____ _ C.', - -,, , ,;.C___,

U 6 LL UuU UjJvU.UC.i-,

11) ccpKcTCt καλού G^rijaaTiaiaou^ τα Lo ^08 και Lg που οι ναι. cnΙϋΤΊζ 
ανθεκτικά και στις δύο ομάδες μυκητοκτόνων.

Ill) μικρού σχηματισμού, το 4 94 που είναι ευαίσθητο
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.



Ο /

III!) μηδενικού σχηματισμού, 
βενζιμιδαςολικά μυκητοκ *-0 ν ο.

3 94 που είναι .υΟΙΟ Ui μο

Γενικά τα ανθεκτικά στελέχη La 233, La 252, Le 2 δείχνουν μια ταση^ια 
σχηματισμό περισσοτέρων σκληρωτίων συ^κριτ^κά μο σ^ε^<_χος 
είναι ευαίσθητο στο diethof encarb και ανθεκτικό στο caroenaazm. 
Αξιοσημείωτο είναι ότι το ευαίσθητο στέλεχος 3 94 στο carben a^irn και 
ανθεκτικό στο diethof encarb δεν σχημάτισε σκληρώτια (ζχημα 4 j.

Φωχοχραφία 1 : Σχηματισμός σκληρωτίων 5 στελεχών Botrutis anerea at 
καλλιέργειες 25 ημερών, σε υλικό PDA, στου^5°(3,σε σκοτάδι.
Επάνω : Τα ανθεκτικά στελέχη La 233, La 2dvι, Le z..
Κάτω : Τα ευαίσθητα στελέχη 3 94 και 4 94.
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Σχήμα 2 Ταχύτητα ανάπτυξης μυκηΤΗου 5 στελεχών B0TRVTIS 
CINERA σε υλικό PDA στους 22 C σε σκοτάδι

- 3 94 

—ο— 4 S4

♦..... - La 238

-ο----- La 252 |

-*— Le 2 j

Χρόνος επώασης σε ώρες

Τα στελέχη έχουν χαρακτηρισθά ως

3 94 MBCs!\1PCr(MBC+NPC)r
4 94 MBCrNPCs(MBC+NPC)s
ί ~ 070 tvl Dn(v I RmOoRfmopχΜ ρΓΛόL_o ζ_0·j i ιϋυ Νι ς-> \j iL''w*“t'4i <w*y

La 252 MBC^NPC^MBC+NPCV5 
Lc 2 MBCmrNPCr{MBC+MPC)r
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Σχήμα 3 Παραγωγή σπορίων 5 στείΙεχύν BOTRVTIS CINEREA, σε 
καλλιέργειες 7 ημερών, σε υλικό PDA. σιούς 22 C, οε σκοτάδι

~!Κ

30 ί

*y wr q
?nW W

•ir 15
a X 

35 10 j' i
si

A 5

η i... t
La 238

Στελέχη BOTRVTIS CINEREA

Σχήμα 4 Σχηματισμός ακλρρωτΐων 5 στελεχών Β0 ΤRYTIS CINEREA 
σε καλλιέργειες 25 ημερών σε υλικό PDA στους 5 C σε σκοτάδι

a
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ϋ (ι)

4>6 ϊ
IR·1,Λ U■Vt ιm ^

L *
j a
7 £X
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0.4V

0.35

0.3

0.25

0.2
015

0.1
0.05

0
34 4 94 LA 233 LA 252

Στελέχη BOTRVTIS CINEREA

LE 2
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Επίδραση θερμοκρασίας στην ανάπτυξη μυκηίίίου

Σε καλλιέργειες ίων 12 στελεχών Sotrytis cinerea, που επωάσθηκαν στους 
40°C και 50°C δεν παρατηρήθηκε ανάπτυξη μυκηλίου. Σε καλλιέργειες που 
επωάσθηκαν στους 30°C, παρατηρήθηκε ανάπτυξη μυκηλίου.

Οι μετρήσεις της ταχύτητας ανάπτυξης μυκηλίου, όλων των επαναλήψεων 
των στελεχών, παρουσιάζονται στον' πίνακα 10.
Στον πίνακα 12 οι τιμές εκφράζουν τους μέσους όρους των 3 επαναλήψεων.

Πίνακας 12 : Ταχύτητα ανάπτυξης μυκηλίου 12 στελεχών' L/Qti ytis
cinerea , σε υλικό PDA, στους 30*^0, σε σκοτάδι.

Xĉjjuvo^ <_πωασης σε ώρες
0/1 Λ Ο Τ'

^.τελε'-Λ11 
Q/I

/ QΤΟ
διάμετρος αποικίας

ο -Τ Q 1Ο J . ι
Γι ιι I I 

10.0
A Q Λ 5.0 5.3 C "7

•w* -O

1 Λ Ο L0 8.0 8.7 O "7
•w· . /

La 100 ο n
J .u 10.0 10.7

La 221 9.0 Q "7
-V -O Q "7.X .

La 238 o *7
u.O Q "7^ . t

10 7 
1 z_ .O

La 252 9.0 10.7 1 1 “7 ! 1 . /

C 1 Q OJ . / 12.0 10 7 
14../

C 2 “7 “7 ~z. “7 "7
i .kJ i .Ο / -O

C 3 7.0 8.0 O ~7 
C· -O

C 4 “7 ~z 
i .-U

“7 ”7
f' . /

"7 “7

85 C
O o 9.3 i n Γ*1 U .o

Με βάση την αύξηση της διαμέτρου κατά την κυκλική ανάπτυξη του 
μυκηλίου μέσα σε 32 ώρες, μπορούμε να ομαδοποιήσουμε τα σ Τ- Ο J— ·. .· V— I 1^.

8 Cl ι<_ ,χ. I | UJL

0 πολύ
\\) χρηχορης αν'απτυςης τα ο 24
1 If

·, ! /*ν ν·\ ·, f /~· /Τ y·. τ, •Τ-'. //'(’γ,ί,τ·1 ι*·._ yv ,τ. Λ··
AfJi |£,υμι ν Ψυι i t'JC.i jc; OU

I - 070 L-O C-JU La και O 1
UU. I ^ 00-11—0 jL·/- i και C

ill/ αρχής ανάπτυξης τα LO 2 c:o L- 3 και ω 4
! I I Q/II!) πολύ αρχής ανάπτυξης το 4 

Υπάρχει μεχάλη ανομοιομορφία στα αποτελέσματα. Γίσρστηρτ j3ϊ jKc ΟΧΙ XC( 

RcpLCJuOXcpCC GCVdcKXIKGC CXEria^Tj (XV(λΠcUJxf3PjKCCV nQfiU Qprj^jupCX. EniOTjQ CCHO
Q /I — f · ,· T- 
-X *”+ LUCOTCdcXΓj XG jJLGV cUCCLO’S'PjXO CJXCX pcVC.l|GLuCCCOOlKCX Ό

4 94 ευαίσθητο στα φαινυλοκαρβαμιδακά είχε τ
τα ευαίσθητα 
χρήχορη ανάπτυξη, το δε 
μικρότερη ανάπτυξη από όλα τα στελέχη.
Από το σχέδιο 5, φαίνεται ότι το στέλεχος C 2 δεν παρουσιάζει ανάπτυξη 
μυκηλίου μετά τις 24 ώρες. Επίσης μετά τις 48 ώρες δεν παρουσιάζουν 
ανάπτυξη μυκηλίου τα 4 94, Le 2 και C 4. Μεχαλύτερο ρυθμό ανάπτυξης
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την δεύτερη ημέρα εμφανίζουν τα La 252 και C 1 . Την τρίτη ημέρα 
μεγαλύτερο ρυθμό ανάπτυξης εμφανίζει το La 238.

Στο δεύτερο μέρος του πειράματος ανάπτυξη μυκηλίου δεν παρατηρήθηκε 
στα τριβλύα που αρχικά είχαν επωασθεί στους 40 και 50°C.

Ανάπτυξη του μυκηλίου παρατηρήθηκε, στα τριβλύα που αρχικά είχαν 
επωασθεί στους 30°C.

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της ανάπτυξης μυκηλίου, όλων των 
επαναλήψεων} παρουσιάζονται στον πίνακα 11.

Στον πίνακα 13 οι τιμές εκφράζουν τους μέσους όρους ανάπτυξης 
μυκηλίου των 3 επαναλήψεων.

Πίνακας 13 : T αχύτητα ανάπτυξης μυκηδιου 1 στελεχών Bo trytυ
•L 1 Π'<3 /T? ·3 j G C U μ ι.μ DH A t-r ΤΛΗΛ OO0r ~r<-'.KU i lsi\ j iJ , U σκοτάδι, τα οποία αρχικά είχαν
cflUJCCCSc 1 GTOUQ 30°C.

\ l '
f N[JU V UL <_ πώασης σ l ώρες

0 24 Λ Q-Tk-J “70

Στελέχη iilujJlcXpOQ αποικίας σε mm
3 94’ •inn i u .u a n n 1 U.U 10.0 Ο Ο "7 JLJ. t

4 94 vJ -O
;—~ —r
O -O 9.0 36.7

Le 2 Q 7 O "7 O . / 21.0 50.0
La 100 10.7 λ n “7 i U. / 21.0 49.3
La 221 9.7 1 R 71 -W1 .«w» 32.0 59.7
La 238 12.3 25.3 43.3 68.3
La 252 1 1 .7 15.7 32.7 61.7
C 1 12.7 12.7 19.3 52.3
C 2 7.3 7.3 16.3 42,3
C 3 O "7 o .0 15.0 36.0 66.0
C 4 “7 ~7 / . i 1 Λ ~7i ‘-r. /

"7 c; "7 
Ju. { 64,3

C 5 10.0 1 Q 7I . / HO. / 78.0

Από τα στοιχεία του πίνακα 13 και του σχεδίου 6 παρατηρούμε ότι τα 
ανθεκτικά στελέχη έχουν αναπτυχθεί περισσότερο από τα ευαίσθητα
στελεχη, τα οποία αρχίζουν να αναπτύσσονται τη- 
επώασης, 
ζημαντκα

τρίτη ήμερα ιης
:νω τα ανυεκτικα αναλαμρανουν απο τις μ4 πρώτες ώρες, 
διαφορές στην ταχύτητα ανάπτυξης μυκηλίου παρατηρήθηκαν

και ανάμεσα στα ανθεκτικά στελέχη.

Σε όλα τα στελέχη, που αρχικά είχαν επωασθεί στους 30°ϋή παρατηρήθηκε 
αύξηση της ανάπτυξης του μυκηλίου μετά από επώαση 72 ωρών στους 22°8, 
αλλα η ανάπτυξη αυτή ήταν πολύ μικρότερη της ανάπτυξης που 
παρατηρήθηκε στο πείραμα ανάπτυξης μυκηλίου στους 22°8, του οποίου τα



OXGLJxfclCX 0LVOVX'..,ΟΛ kj ώ'-J v I kVUi\U ο.

K. Ot V 0 V X (X Q V p P| Ο Π X Lu V cxoi^cLuiv ccno χους m vockcq 5 kcxl j.JJ lUJu'ji.

KuVOUjJvC nOpCCXI jpPjy c LQ 0X0V pu9[dO XPjQ XC(^UXP| XCXQ OCVCXflXU^pQ XOU jdUKPjflLOLj
στους 22°C' καί 30UC των στελεχών 3 94,4 94, La 238, La 252 και Lc 2.

Τα ανθεκτικά στελέχη La 238 και La 252 που έχουν τη μικρότερη 
ανάπτυξη στους 22°8 σε σχέση με τα άλλα στελέχη, στους 30°C
παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη ανάπτυξη. Τα ευαίσθητα στελέχη που έχουν 
τη μεγαλύτερη ανάπτυξη στους 22°8, παρουσιάζουν τη μικρότερη στους 
30°C. Το στέλεχος Le 2 και στους 22°8 και στους 30°C εμφανίζει ένα ρυθμό 
ανάπτυξης ενδιάμεσο των ανθεκτικών La 238, La 252 και των ευαίσθητων 3 
94 και 4 94 (Σχέδιο 7).
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ΣχήμαR ΑνάπτιιΕη μυκιηίΐίου 12 στελεχών RDTRYTIS HIMFRFA nr.
υΒικό PDA otoue 30 C σε οκοιάδι

ft

iU '2 ιτι Γ HJ S Λ] i-I 0 | t‘J I i1 / I U 1
-- r -1 -J |*v] -J fsj

i 72 

□ 48 

*34

ΣτεΗέχπ BQTRYTIS CINE REA

Σχέδιο 6 Ανάπτυξη μυκπΊϊου 12 στελεχών BU I MY I IS ΡΙΝΙ HI A. σε
υίίικό PDA, στους 22 C, οε σκοτάδι, τα οποία αρχικά είχαν επωασθεί

στους 30 C.

Ιτειίέχη BOTRYTIB CINI ΠΓΛ
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Σχήμα 7 Διαφορές στην ανάπυΕη μυκηιΐίου 5 στεΑεχύν B0TRYTIS 
CINEREA στους 77 κα' 10 C σε υίϊικό ! ΌΑ σε σκοτάήι

90 τ

Στελέχη BOTRYTIS CINEREA

Τα στελέχη έχουν χαρακχηρισ3ε( ως :

3 94 MBCsNPCr(MBC+NPC)s
4 94 MBCrNPCs(MBC+NPC)s 
La 23S MBC|V|RNPCR(MBC+NPC)S 
La 252 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
Le 2 MBCmrNPCr(MBC+NPC)r



Εκτίμηση παθο^όνσυ ικανότητας ανθεκτικών στεΠεχών

Μέσα στις επόμενες 24 ώρες από χη δοκιμή μόλυνσης, δεν 
παρατηρήθηκαν μολύνσεις πάνω στους δίσκους κοτυλιδόνων φυτών 
αχουριού. Παρατηρήθηκαν μολύνσεις πάνω στους δίσκους πετάλων 
τριαντάφυλλου. Οι κηλίδες μόλυνσης ήταν διαμέτρου 4mm και 
εμφανίστηκαν στα πέταλα, στα οποία είχαν ^ίνει μολύνσεις με αιωρήματα 
σπορίων των στελεχών 3 94, 4 94, La 238. Επίσης εμφανίστηκαν μολύνσεις 
και στα πέταλα που είχαν μολυνθεί με αιωρήματα σπορίων του στελέχους La 
100, στα οποία είχε χίνει προσθήκη σακχαρόζης και dextrose.

Στις επόμενες 48 ώρες κηλίδες μόλυνσης εμφανίστηκαν πάνω σε όλους 
τους δίσκους πετάλων. Μέσα σε 6 ημέρες από την δοκιμή μόλυνσης οι 
κηλίδες μόλυνσης είχαν καλύψει όλοκληρη την επιφάνεια των δίσκων. 
Μολύνσεις στις κοτυλιδόνες φυτών αχχουριού δεν παρατηρήθηκαν.

10 ημέρες μετά την εμφάνιση μόλυνσης έχινε μέτρηση των σπορίων που 
παρήχθησαν πάνω στους δίσκους των μολυσμένων φυτικών ιστών.

Οι μετρήσεις των παραγόμενων σπορίων, των 3 επαναλήψεων, των 7 
στελεχών παρουσιάζονται στον πίνακα 14. Στον πίνακα 15 οι τιμές χ 
εκφράζουν το μέσο όρο των παρα^όμενων σπορίων, των 3 επαναλήψεων.

Πίνακας 15 : Παραχωχή σπορίων 7 στελεχών Botrytis cinerea, από 
μολύνσεις 10 ημερών, πάνω σε δίσκους από πέταλα τριαντάφυλλου.

Στελέχη
3 94 4 94 La 100 La 238 La 252 Le 2 0 4

x*104 2.5 1.5 4.1 1.16 2.83 3.33 1.0

Με βάση την παραλή σπορίων πάνω σε μολυσμένους φυτικούς ιστούς 
όπως φαίνεται στον πίνακα 15, μπορούμε να ομαδοποιήσουμε τα στελέχη ως 
εξής:

!) πολύ καλής παραλής σπορίων τα ανθεκτικά στελέχη La 100, La 252, 
και Le 2.

II) καλής παράχωσής σπορίων το ευαίσθητο στα βενζιμιδαζολικά 
μυκητοκτόνα στέλεχος 3 94.

ill) μικρής παράχωσής σπορίων το ανθεκτικό στα φαινυλοκαρβαμιδικά La 
238 , το ευαίσθητο στα φαινυλοκαρβαμιδικά 4 94 και το ανθεκτικό 0 4 στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.



~ια, i u

Από τα αποτελέσματα του πειράματος δεν παρατηρούνται διαφορές 
στην παθοχόνο ικανότητα μεταξύ των ανθεκτικών και των ευαίσθητων 
στελεχών, στα βενζιμιδαζολικα και φαινυλοκαρβαμιδικα μυκητοκτονα. Μικρή 
οιαφορα παρατηρειται σιο χρόνο εμφάνισης της μόλυνσης, οπού υα 
ευαίσθητα στελεχη προηγούνται.

Διαφοοες στην πσραχωχη σπορίων πάνω σε μολυσμένους φυτικούς ιστούς 
παρατηρούνται ανάμεσα στα ευαίσθητα στελέχη 3 94 και 4 94. Επίσης 
διάφορες παρατηρούνται αναμεσα στα ανθεκτικά στελέχη, με ιο στέλεχος 
Lo 100 να παράγει τα περισσότερα σποριά από όλα τα στεπεχη και το C 4 να 
παράγει τα λιτότερα σπόρια από όλα τα στελέχη (Σχήμα 8).

Μ καλή παθοχόνος ικανότητα και παρα^ω^ή σπορίων των ανθεκτικών 
στελεχών, αποτελεί ένδειξη ανάπτυξης προσαρμοστικότητας των στελεχών 
αυτών.



Σχήμα 8 Παραγωγή αποριών ? στελεχών Βϋΐ RYTIS CINf ΙϊΓΛ, από 
μολύνσεις πάνω σε πέταλα τριαντάφυλλου

4.5-]'
χ 4
>3 J-51

'5 KJ

04 4 34 La 100 La 2 • d
Στελέχη BOT RYTIS Cl ME REA

I4

Γcx o’TCfk-^Tj cχouv χαρακτηρίσει ujc i

3 94 MBCsNPCr(MBC+NPC)s
4 94 MBCrNPC3(MBC+NPC)s 
La 100 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
La 238 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
La 252 MBCmrNPCr(MBC+NPC)s 
Le 2 MBCmrNPCr(MBC+NPC)r 
C 4 MBCrNPCr(MBC+NPC)r
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ΣΥΖΗ1 ΗΣΉ Αί 10 ΓΕΛΕΣΙΊΑ Υ9Μ.

Η αντιμετώπιση του Botrytis cine res με με τα προστατευτικά 
μυκητοκτονα captan, captafoi, folpet, zineb, thiram κ.α., χαρακτηρίζεται 
σήμερα ως μέτρια αποτελεσματική (Ζιώ^ας, 1981). Οι Leroux και Moncomble 
(1994) όμως, υποστηρίζουν ότι τα μυκητοκτονα αυτά δεν υφίστανται τον 
κίνδυνο ανάπτυξης ανθεκτικότητας εξ1 αιτίας της πολύπλευρης βιοχημικής 
δράσης τους.

Η εμφάνιση των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων στα τέλη της δεκαετίας 
του 1960, έδωσε εξαιρετικά αποτελέσματα στην καταπολέμηση του 
βοτουτη. Μετά όμως απο κάποια χρόνια εντατικής χρήσης τους, 
εμφανίστηκαν ανθεκτικά παθοχόνα στελέχη στα βενζιμιδαζολικά. Στην 
περίπτωση του βοτρυτη, αντικατάσταση των βενζιμιδαζολικών απο τα 
δικαρβοξιμιδικά, έδωσε μόνο μία προσωρινή λύση στο πρόβλημα ελέγχου της 
ασθένειας, ^ιατί και σ' αυτά τα μυκητοκτονα είχαμε εμφάνιση ανθεκτικών 
στελεχών. Αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά 9α 
μπορούσε να χινει με τη χρήση μυκητοκτόνων, όπως των 
Φαινυλοκαρβαμιδικών, που εμφανίζουν το φαινόμενό της αρνητικής 
διασταύρωσης ανθεκτικότητας με τα βενζιμιδαζολικά. Βάση του φαινομένου 
της αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας μεταξύ των δυο αυτών ομάδων 
μυκητοκτόνων τη μίχμα canbendazim+ diethofencarb μπορεί να ελέχδει 
στελέχη που είναι ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά και ευαίσθητα στα 
φαινυλοκαρβαμιδικά ή και το αντίθετο.

Συνεπώς ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα μυκητοκτονα στον α^ρό, θα 
μπορούσε να ελεγχθεί από τη χρηση μιγμάτων βενζιμιδαζολικών και 
φαινυλοκαρβαμιδικών μυκητοκτόνων. Δυστυχώς όμως, στις περισσότερες 
περιπτώσεις που έχουν μελετηθεί, στελέχη διπλής ανθεκτικότητας και στις 
δύο ομάδες μυκητοκτόνων έχουν εμφανιστεί στον α^ρό, μετά τη χρήση του 
μίγματος Leroux: (1992).

Στο πειραματικό μέρος της μελέτης, έ^ινε ανίχνευση ανθεκτικότητας, 
στελεχών Botrytis cinerea στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλκαρβαμιδικα 
μυκητοκτονα. Τα αποτελέσματα έδειξαν την ύπαρξη αρνητικής 
διασταύρωσής ανθεκτικότητας μεταξύ των στελεχών



Επίσης έχινε κατάταξη στελεχών Botrytis cinerea με βάση την 
ανθεκτικοτητά τους στα βενζιμιδαζολικά καί φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα καί στο μι^μα carbenduZim+diethofencarb. Η εκτίμηση της 
ανθεκτικότητας εχινε απο τον τροπο βλάστησης των σπορίων των στ<_λεχών ,
παρουσία των μυκητοκτόνων 

Τα αποτελέσματα
υί&φΟρΖζ CTu^KcVXpuJuCIQ.

■jv ύπαρξη :
aj φαινοτύπων ροχριωρ αν3οκχικων/ ο* ta ρον^ιριιοαροΜίκα , ουαίυΰηχίϋν ο υο 
μΐι^ρ,α coi bendazirn-idiethorencarb και αν’θοκχικυν οχα ψαιν·υΗοκαρβαjj.ιοικο.. 
Οί φαινότυποί χαρακτηρίσθηκαν ως MBC^RNFCR(MBC+NPC)S. 
ρ) φαινοτύπων ανθεκτικών καί στις ουο ομάδες^ μυκητοκτόνων καί υτο μιχμα 
που χαρακτηρίσθηκαν ως MBCRNPCR(ME1C+NPC)R.
χ) φαινοτύπων μετρίως ανθεκτικών στα βενζιμιδαζολικά Kui ανθεκτικών στα 
Φ α ι ν υ λ ο κ ojj β α μ ί ο ί κ α καί στο μ ί χ μ α που χαρακτηρίσθηκαν' ως 
MBCMRNPCR(MBC+NPC)R.

Στη βιβλιογραφία, υπάρχουν πολλές αναφορές από ερευνητές χια 
εμφάνιση τέτοιων φαινοτύπων σε άλλες χώρες.

Για πρώτη φορά ανθεκτίκότητα στελεχών του Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά, παρατηρήθηκε στην Ολλανδία το 1970 από τους Bo lien καί 
Scolten, σε θερμοκήπιο κυκλάμινων. Στις αρχές της δεκαετίας του 1980 
αναφέρεταί εμφάνιση στελεχών διπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά 
και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα στο Ισραήλ, από την Katan κ.α.(1989).
0 Elad κ.α.(1 992), περιγράφουν ένα νέο φαινότυπο με τριπλή ανθεκτίκότητα 

στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμμδικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.
που χαρακτηρίζεται ως BENRDicRNPCK. 0 νέος αυτός φαινότυπος
παρατηρηύηκε οτι μπορούσε να επιβιώσει κατα τη ςεστη π^ριοόο του 
καλοκαιριού στο Ισραήλ και να προκαλεσει μολύνσεις τον επόμενο χειμώνα. 
Η χρηχορη εμφάντση τέτοιων' στελεχών, σχετίζεται με
I ι I ·, ί I ι yv Τ- r-v . Λ. iy— >—>. γ—s .-ν —τ Τ 1 <—I η . ■+■ ών +■ λ /—■ λ. ι·— I—^

UJ LCli UCi iUOd. 11 i Μ u i C U lU ί C_l iCCl! U.

χρηση του

2_την Ελλάοα χια πρώτη φορά έχουν' αναφερθει, από του^. Λάυκαρη, i Ιαππά 
και Κυριακοπουλο ζ1994^ , προσβολές απο στελέχη που Etna y <.?_> cinci aa 
διασταυρωτής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα, σε θερμοκήπια της δυτικής Πελοπόννησου.

Απο τα ανωτέρω φαίνεται οτι η συνεχής χρήση του μίγματος canbend'ji_im"r 
diethofencarb στον αχρό, αν και δίνει επί του παρόντος ικανοποιητική 
καταπολέμιση του βοτρύτη στις περιοχές που επικρατούν ανθεκτικά 
στελέχη του παθοχόνου στα βενζιμιδαζολικά, εν τούτοις επιλέγει στελέχη 
διπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά, καθώς 
και στελέχη τριπλής ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά 
και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.

Για το λόχο αυτό συνιστάται περιορισμένη χρήση του μίγματος, καθώς 
και η χρήση του με εναλλαγές με άλλα μυκητοκτόνα, όπως το dichlofluanid. 
Μετά από έρευνες στη Γαλλία επιβεβαιώθηκε ότι μια επέμβαση το χρόνο με 
δικαρβοζιμιοικά ι.μονο η σε μιχμα με thir amy άσκησε χαμηλότερη πίεση



επιλογής από το μί'^μα carbendazim+diethofencarb (Leroux, 1989).
Ενας σημαντικός παράγοντας που καθορίζει τη σοβαρότητα του 

προβλήματος της ανθεκτικότητας στον αχρό, είναι η προσαρμοστικότητα 
των ανθεκτικών στελεχών που σχετίζεται με την ικανότητά τους να 
αναπαραχθουν ή επιβιώσουν περισσότερό ή λιχοτερο επιτυχως, απο τα 
ευαίσθητα στελεχη, κάτω απο χις ίδιες δεοομενες συνθήκες. 
Χαρακτηριστικά mOu καθορίζουν την προσαρμοστικότητα είναι η παραχωχη 
σπορίων, η βλαστικότητα των σπορίων, η επιμήκυνση των βλαστικών σωλήνων. 
Γενικώς αναφέρεται ότι η ανθεκτικοτητα των στελεχών του Btrytis cinerea, 
c.ni6pa αρνητικά v.t|V προσαρμοστικότητα των στελεχών ii_ioga5 κα.ι Gir οιs, 
1993) και Q UN/δυ (ΧζεΧ (XI μ<_ |J. 1 KpOXCpf] CCVCCn ΧυξΓ| is. CX L μμ_ l ujjJlCV P| 

jj.oRuCJjJ.CCXLKOXFj μ«Χ v ^ i^loiPiC] KOlL ChiQS"toCjn0r } 1991 ).
Σχην HcptriXluGTj XLUV OCVXLKIjJV GXcmcXUJV XOU BtrijtlS C1H3C33 u Xu 

βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκηχοκχόνα, συνήθως δεν 
παρατηρείται μειωμένη προσαρμοστικότητα (Beever κ.α., 1989).

Η επιμονή των ανθεκτικών στελεχών Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά, σε θερμοκήπια χια αρκετά χρόνια μετά τη διακοπή της 
χρήσης τους, δείχνει ότι η ανθεκτικοτητα στα βενζιμιδαζολικά πιθανώς, δεν 
επηρεάζει την προσαρμοστικότητα του ανθεκτικού πληθυσμού Botrytis 
(FaretraKai Pallastro, 1989).

Στο πειραματικό μέρος της μελέτης, σύγκριση βιολογικών ιδιοτήτων 
μεταξύ ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών του Botrytis cinerea στα 
βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, έδειξε μειωμένη 
ταχύτητα της ανάπτυξης μυκηλίου, μειωμένη παραχωχή σπορίων και 
σχηματισμό περισσοτέρων σκληρωτίων χια τα ανθεκτικά στελέχη.

Οι διάφορες στην ταχύτητα ανάπτυξης του μυκηλίου μεταξύ των 
ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών δεν ήταν σημαντικές.

ry { 1 QOQ') π Π! ■ Κ.ΕλΛ. ί --'«w'.V./, i IUUΑνάλογες αναφορές έχουν yivci ccno xov Becvcr 
ϋΠΟΟ’ΧΓ|ρΐζ cl oxl μέσα επίπεδα ανάπχυ^ρς είναι παρόμοια Ηΐα σχελε^Γ) 
ανθεκχικα και ευαισδρχα σχα βενζιμιδαςολικά. ε-χεπενρ χριπλής

Q*-K ,7 * - } · C/y7aQi ' .νώίμϋ......  ·. U ϋ, L. U ι i C ί\ Uv C . , ✓ ιΛ, n Q ~ Γ , . . , C ι ~υμΚαμμυζΙμ*μυϋ\(Ια ν 9 ε κ χ ι κ ό χ Γ) μ κχ Ky Ο μ ο» μ τ ·% w ■%_«·* %_ ^ ■ ■ ■>_ ι s ^

φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτονα, αναπτύσσονται με μικρότερο ρυθμό απο
Τ* Λ· /V ι > y-\ J /γ /Τ -T-y—Qy—\ i CT ”1 ·->. -“4 1/ /γ 1 Ci Cj *\μλχχμΓια ο μς_ιΊ<_χ,ί j VL-iciU i

Κατά την εξέταση των βιολογικών ιδιοτήτων ανθεκτικών στελεχών, στο 
πειραματικό μέρος, σημαντικές διαφορές παρατηρήθηκαν στην παρα>
σπορίων σε υπόστρωμα PDA, μεταξύ των ανθεκτικών και ευαίσθητων
στελεχών, με τα ευαίσθητα στελέχη να υπερέχουν των ανθεκτικών στην 
παραλή σπορίων. Οταν όμως εξετάσθηκε η παραχωχή σπορίων πάνω σε 
μολυσμένους φυτικούς ιστούς (πέταλα τριανταφυλλιάς), βρέθηκε ότι η 
μεχαλύτερη και η μικρότερη παραλή σπορίων είχε σημειωθεί από 
ανθεκτικά στελέχη.

Από τους diogas και oirgis (1993), αναφέρεται οτι σύγκριση μεταξύ 
ανθεκτικών στελεχών στα βενζιμιδαςολικα ιτα οποία δεν έχουν αυξημένη
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ανθεκτικότητα στα φαινυλοκαρβαμιδικά) και των αντίστοιχων άχριων 
στελεχών, έδειξε ότι παράχωσή σπορίων, βλάστηση σπορίων και επιμήκυνση 
του βλαστικού σωλήνα, ήταν σημαντικά μειωμένα στα ανθεκτικά στελέχη.

Αντίθετα με τη μειωμένη ανάπτυξη του μυκηλίου και παραλή σπορίων, 
όπως αναφέρθηκε στο πειραματικό μέρος, τα ανθεκτικά στελέχη 
σχημάτισαν περισσότερα σκληρώτια από τα ευαίσθητα. Το ίδιο αναφέρεται 
και από έρευνες των Hsiang και Chastagner (1992), ότι τα ευαίσθητα 
στελέχη σχημάτισαν λιχότερα σκληρώτια από τα ανθεκτικά. Δεν 
παρατηρήθηκαν όμως διαφορές στη βιωσιμότητα των σκληρωτίων όλων των 
στελεχών.

Βάση των βιολογικών ιδιοτήτων που εξετάσθηκαν (ταχύτητα ανάπτυξης 
μυκηλίου, παρα^ω^ή σπορίων, σχηματισμός σκληρωτίων) , μπορούμε να πούμε 
ότι τα ανθεκτικά στελέχη στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα, παρουσιάζουν καλή προσαρμοστικότητα, συχκρινόμενα με τα 
ευαίσθητα.

Μετά από έρευνες ο Raposo κ.α.(1994), ισχυρίζεται ότι οι τιμές του 
επιπέδου χραμμικής ανάπτυξης, δείχνουν ότι τα τριπλής ανθεκτικότητας 
στελέχη (Ben^PrcMGD^) έχουν μικρότερη προσαρμοστικότητα απ' ότι όλα τα 
άλλα στελέχη του Botrytis cinerea.. Αυτό θα μπορούσε να εξηγηθεί με βάση 
τη μακρά διάρκεια της πίεσης επιλογής και από τις δύο ομάδες 
μυκητοκτόνων, εφ' όσον η εφαρμοχή δε διακόπηκε τα τελευταία χρόνια.

Κατά το πείραμα εκτίμησης της παθο^όνου ικανότητας, στελεχών 
Botrytis cinerea πάνω σε πέταλα τριανταφυλλιάς, δεν παρατηρήθηκαν 
διαφορές της παθοχόνου ικανότητας ανάμεσα στα ανθεκτικά και ευαίσθητα 
στελέχη στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα. 
Διαφορές παρατηρήθηκαν στο χρόνο εκδήλωσης της μόλυνσης, πάνω στους 
φυτικούς ιστούς. Μολύνσεις που προήλθαν από ευαίσθητα στελέχη 
εμφανίστηκαν πρώτες.

Η Katan κ.α. (1989), υποστήριξε ότι η παθο^όνος ικανότητα των 
ανθεκτικών στελεχών στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά 
μυκητοκτόνα ήταν παρόμοια με αυτή των αντίστοιχων άχριων στελεχών και 
ότι στελέχη που χαρακτηρίζονται ως Ben^NPC^, Ben^NPC^, Ben^NPC^, 
προκάλεσαν μόλυνση 100%.

Αποτελέσματα μελέτης, των Ziogas και Girgis (1993), των παραμέτρων 
της προσαρμοστικότητας σε ά^ρια στελέχη και αντιπροσωπευτικά ανθεκτικά 
στελέχη του Botrytis cinerea στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, έδειξαν 
μειωμένη, παρα^ωχή σπορίων, βλάστηση σπορίων και επιμήκυνση βλαστικών 
σωλήνων, όπως έχει ήδη αναφερθεί. Σε τέστ παθο^ένειας των ίδιων στελεχών, 
ένα ανθεκτικό στέλεχος και στις δύο ομάδες μυκητοκτόνων εμφανίστηκε εξ' 
ίσου μολυσματικό με τα ά^ρια στελέχη και μίχμα βενζιμιδαζολικών και 
φαινυλοκαρβαμιδικών μυκητοκτόνων ήταν αναποτελεσματικό στον έλεχχο 
αυτού του στελέχους.
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Στελέχη τριπλής ανθεκτικότητας, στα βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά 
και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, που έχουν αναφερθεί από τον Elad 
κ.α.(1992), ήταν παθο^ενή σε κοτυλιδόνες φυτών αχουριού, στις οποίες 
νωρίτερα είχε ^ίνει εφαρμογή με carbendazim, iprodione ή carbendazim+ 
diethofencarb.

Από τις ανωτέρω ερευνητικές εργασίες που αφορούν την εκτίμηση της 
παθο^όνου ικανότητας είναι φανερό ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές 
μεταξύ των ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών στα βενζιμιδαζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα. Επίσης δεν υπαρχουν σημαντικές 
διαφορές στην παθοχόνο ικανότητα μεταξύ των μεταλλαγμένων ανθεκτικών 
στελεχών και των αντίστοιχών τους άγριων στελεχών.

Από το πειραματικό μέρος έ^ινε επίσης φανερό, ότι αιωρήματα σπορίων 
στελεχών Botrytis cinerea στα οποία είχε $ίνει προσθήκη 0.196 κ.ο. 
σακχαρόζης ή dextrose, προκάλεσαν μολύνσεις πάνω στα πέταλα 
τριαντάφυλλου γρηγορότερα, από τα αντίστοιχα ατροποποίητα αιωρήματα 
σπορίων των ίδιων στελεχών.

Στη βιβλιογραφία, αναφέρεται ότι η παρουσία σακχάρων βοηθά στη 
βλάστηση των σπορίων (Jarvis,1977 και Pappas, 1982).

Τέλος η αύξηση της θερμοκρασίας φάνηκε να επιδρά σημαντικά στην 
ταχύτητα ανάπτυξης του μυκηλίου των στελεχών Botrytis cinerea.

Κατά τη διάρκεια επώασης καλλιεργειών στελεχών Btrytis cinerea, στους 
30°C, παρατηρήθηκε αναστολή της ανάπτυξης του μυκηλίου μετά τις 24 
πρώτες ώρες. Επίσης τα στελέχη που είχαν την πιο χρή^ορη ανάπτυξη 
μυκηλίου στους 30°8, σε σύγκριση με αποτελέσματα προηγούμενου 
πειράματος (ανάπτυξης στους 22° Ο, φάνηκε ότι τα ίδια στελέχη είχαν την 
πιο αρ^ή ανάπτυξη μυκηλίου στους 22°C. Οταν οι καλλιέργειες που αρχικά 
είχαν επωασθεί στους 30°8 &ια 72 ώρες, στη συνέχεια επωάσθηκαν στους 
22°C παρατηρήθηκε ότι ο ρυθμός ανάπτυξης των ανθεκτικών στελεχών ήταν 
μεγαλύτερος του ρυθμού ανάπτυξης των ευαίσθητων στελεχών.

Στη βιβλιογραφία δεν αναφέρονται πειράματα επίδρασης της θερμοκρασίας 
στην ταχύτητα ανάπτυξης του μυκηλίου ανθεκτικών στελεχών Botrytis 
cinerea στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα.

Από οσα έχουν αναφερθεί μέχρι τώρα γίνεται φανερό ότι u συν^χ,ιιο .άρή1-* π 
των μυκητοκτόνων στον αχρο επιλε^ει ανθεκτυ^α στ<_ι^χη, τα υΠυΐο. τt j 
συνεχεία αναπτύσσουν υψηλή προσαρμοστικότητα και παθο^ΟνΟ ικαν'ο^ι κ.ο, 
και καταστούν αναποτελεσματικά τα μυκητοκτόνα. Συγκεκριμένα η χρήση 
του μίγματος carbendazirn+diethofencarb, σε ανθεκτικό πληθυσμό Botrytis 
cinerea στα βενζιμιδαζολικά, στον οποίο υπάρχουν σε χαμηλή συχνότητα 
και φαινότυποι με ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά και 
φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα, εχει σαν συνέπεια την αύξηση αυτών των 
φαινοτύπων. Επίσης χρήση του μίγματος σε πληθυσμό που ήδη είναι 
ανθεκτικός στα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα , εχει 
σαν αποτέλεσμα εμφάνιση στελεχών τριπλής ανθεκτικότητας στα
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βενζιμιδαζολικά, δικαρβοξιμιδικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκηχοκχόνα 
(Elad,K.a., 1992).

Πρέπει λοιπόν από άποψη εφαρμοσμένης φυχοπαθολοχίας, πριν 
αποφασίσουμε χη χρησιμοποίηση ενός μυκηχοκχόνου χια χην καχαπολέμηση 
μιας ασθένειας σε μία περιοχή, 9α ενδιεφερε να εχουμε απάνχηση σχα 
ακόλουθα ερωχήμαχα:
- Πόσο πιθανό είναι να εμφανισθούν σχον αχρό σχελέχη χου παθοχόνου με 
σημανχική ανθεκχικόχηχα σχο.μυκηχοκχόνο.
- Πόσο χρήχορα χα σχελέχη αυχά θα επιλεχούν, ώσχε να αποχελέσουν 
σημανχικό μέρος χου πληθυσμού χου παθοχόνου και να προκαλέσουν 
αποχυχίες σχην καχαπολέμηση.
- Πόσο σχαθερή 9α είναι η ανθεκχικόχηχα σχον αχρό, δηλαδή μπορούν χα 
ανθεκχικά σχελέχη να ανχαχυνισχούν με χα ευαίσθηχα και όχαν δεν υπάρχει 
χο μυκηχοκχόνο σχο περιβάλλον Γεωρχόπουλος και Ζιώχας, 1992).

Η ανχιμεχώπιση χου Botrytis cincrca είναι δύσκολη, ιδιαιχερα όχαν υεν 
ακολουθειχαι μια σχραχηχικη ανχιμεχώπισης χου ολοκληρωμένη και 
ορθολοχική. Μία χέχοια σχραχηχικη προϋπο9έχει χη χρησιμοποίηση σε 
συνδυασμό καλλιερχηχικών, βιολογικών και χημικών μεθόδων. Και αυχό χιαχί 
χο παθοχόνο δημιουρχεί εύκολα ανθεκχικά σχελέχη σε πολλά μυκηχοκχόνα 
περιορίζονχας έχσι χην αποχελεσμαχικόχηχα χων χημικών επεμβάσεων.

Από χην παρούσα ερευνηχική προσπάθεια διερεύνησης χων βιολοχικών 
ιδιοχήχων διαφόρων απομονώσεων, προέκυψε όχι χα ανθεκχικά σχελέχη χου 
Botrytis cinerea σχα βενζιμιδαζολικά και φαινυλοκαρβαμιδικά μυκηχοκχόνα 
έχουν πολλές πυθανόχηχες να επικραχήσουν σχον άχριο πληθυσμό χου 
παθοχόνου και μελλονχικά να προκαλέσουν προβλήμαχα σχην πράξη όπου 
χίνεχαι συχνή εφαρμοχή χέχοιων μυκηχοκχόνων.
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Πίνακας Ή Ταχύτητα ανάπτυζης μυκηίίίουδ οτείΐεχών BOTRYTIS CIMEREA 
οε υίίικό PDA πτηπς 22 C οε οκοτάΟι

Χρόνος επώαοης οε ώρες
24 40 72

Στελέχη Επαναλήψεις Διάμετρος αποικίας οε mm
1 27 67 85

3 34 2 28 53 85
•=*1*=? 26 54 85
1 22 5 ! 85

4 94 η 21 56 85
3 27. 60 85
1 24 48 73

I _ ΟΊΠLd ίΐοο 7L· 24 43 73
ηο cl-J 47 τη 

7 Ο

1 21 44 74
La 252 7<— 21 44 ~7-ϊ·' Ο

η-j 21 45 74
1 26 53 30

Le 2 £_ 25 53 η η Ocl
ΠΛ Τ7

^'ΐ .... 54 00

Πίνακας 6 Παραγωγή αποριών οε καίΐϋιέργειες 7 ημερών από οτεϋέχη 
Βΐ iTRtΤΙ9 1 1NFRFA . οε ιιίΐ ι κο PDA, ατούς 22 L οε οκοταοι

Αρι3μός αποριών χ 10000
Επαναλήψεις

Στελέχη 1 7 Ί.J

3 94 12 255 15
4 34 36 31 27

1 , ήήπ η 1 7
d

La 252 1 Ί <1

Le 2 t 14 5 17

Πίνακας 8 Σχηματισμός ακίΐηρωτίι.ιν οε καίΐίΐιέργειες 25 ημερών από οτς,ΐέχη 
BOTRYTIS CINEREA, αε υιίικό PDA οτους 22 C, οε ακοτάδι

Νωπό βάρος οκηρωτίων αε mg
Επαναλήψεις

1τεμένη 1 π dj
3 34 0 0 0
4 34 0,038 0,03 0.235

La 238 0,357 0,303 0.226
La 252 0,085 0,433 0,621

Le 2 0,264 0,135 0,281
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Πίνακας 10 Ανάπτυξη μυκηίΐιου 12 οτεΛεχών BOTRYTIS CINEREA
αε υίΐι.κό PDA, ο roue 30 C, οε οι<ϋίάδΐ

Χρόνος επύαοης οε ήρες
24 48 79ι' c1

Στελέχη Επαναλήψεις Διάμετρος αποικίας οε mm
1 ηπ 10 10

3 94 ΊC. 9 10 11
η3 8 9 9

1 5 5 5
4 34 9£. 5 6 6

Ο 5 5 5
1 *7 ηη η

Ο

Le2 9
C.

ηη 9 9
Οι
,Ί

ηπ 9 9
1 η

Ο 10 10
La 100 Cm 10 11 11

9 9 10 11
1 9 9 9

La 221 9<1 9 10 11
9 9 9 9
1 ηπ 9 11

Ld Z. JO 9ci η
Ο 10 13

3 9 10 13
1 8 ϊϊ 12

La 252 9<1 10 11 12
'Ί3 οη 10 11
1 9 10 10

Cl η
£ 10 12 14
3 10 14 14
1 ί 1 ί

Γ 9 L- d
9
<£. 8 8

ηη

3 ί ί ι*

1 7i
Π
Ο 9

C 3 9
ί

η
Ο

η
Ο

η
j

7
8 8

1 7 "7 7

C 4 9
Cm ί

π
Ο 8

ΠJ 0
η
Ο

ο
Ο

1 I* 9 10
C 5 9

Cm 9 10 10
"ί
Ο

η
π 9 10
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Πίνακας 11 Ανάπτυξη μυκηίΐίου 12 otsHsvwv BQT RYfIS C NEREA. ας Url'KQ PDA,
ΣΤΟΥΣ 22 C, oe σκοτάδι, τα οποία αρχικά είχαν enwaoSei ατούς 30 C

Χρόνος εηώααης oe ώρες
J ?.·ιfcj? τ 48 72

}, τεΗεχη ΕπαναΗ όψεις Διάμετρος αποικίας oe mm
1 10 10 10 32

3 94 "9L· 11 11 11 28
3 9 9 9 29
1 5 5 7 31

4 94 ρ
4w. 6 6 10 40
Ρ,Ί 9 5 10 39
1 8 8 19 49

le 2 ■ΊιC η 9 77 50
:? 9 U~ϋ y)fa4 51

1 10 ίο PP££ 51
La 100 ρ

tm 11 11 21 47
Ί η 11 20 50
1 9 14 30 58

1 a 221 ρC 11 20 PoYlO 67
9 12 pn 54

1 11 ΡΡ«ΓπΡ 41 65
La 238 “Τί 13 28 46 71

'ΤΙ
Ρ 13 25 43 69
ί ! βη 17 35 63

La 252 Ρ 12 10 PP
v»£ 62

ν5 11 14 31 60
1 1ϋ 10 10 52

Cl ρ£ 14 14 20 52
'1
gi 14 14 20 53
1 7 7 1b 42

i 2 Ο
ο 8 19 45

3 7 7 15 40
1 3 ίο Pfi 68

C 3 Ρ
«Β 8 14 33 S3
9? ρ

ρ 15 3/ s?
1 7( 12 PP

Plfcu 63
14 £ π

Q 15 36 64
8 17 39 R6

1 10 ρρ
££- 40 79

c 5 *1fej 10 20 45 78

ί.._____________™!____________
ίο 17 44 77
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Πΐνακίΐι; 14 Παραγωγή onupluv 7 οα.Λ-.χών BGTRYTIS CIMEREA, 
από μολύνσεις σε πέταίία τριαντάφυλλου

Αριθμός σπορίων X 10000
Ειιαναά Οψεις

’iteHixm 1 nAl "H

3 94 2.5 p
4 94 1.5 0 i

Id 100 3.5 £
Ld 238 1.5 1 1
Ld 252 h 1c. 3.5

Le 2 1 6.5 2.5
C 4 _______ J _

J


