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2  Βιολογική αντιµετώπιση του µύκητα Penicillium sp. σε καρπούς εσπεριδοειδών Τµήµα Φυτικής Παραγωγής Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας  Περίληψη Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η διερεύνηση της βιολογικής αντιµετώπισης του µύκητα Penicillium sp. σε καρπούς εσπεριδοειδών. Στο θεωρητικό µέρος της µελέτης δίνονται γενικές πληροφορίες για τα εσπεριδοειδή, τη βιολογική τους δοµή και τα είδη τους, τις φαρµακευτικές τους ιδιότητες καθώς και την οικονοµική τους αξία. Στη συνέχεια, έµφαση δίνεται στα σηµαντικότερα παθογόνα που προσβάλλουν τα εσπεριδοειδή και κυρίως στους µύκητες, τους τρόπους µετάδοσης τους, τα συµπτώµατα και τις ασθένειες που προκαλούν στα εσπεριδοειδή. Παράλληλα, εξετάζονται οι µηχανισµοί άµυνας των φυτών καθώς και η βιολογική αλλά και η χηµική αντιµετώπιση των παθογόνων µικροοργανισµών στα εσπεριδοειδή. Στο ερευνητικό µέρος της εργασίας διερευνήθηκε ο βαθµός παρεµπόδισης της αύξησης του µύκητα Penicillium digitatum σε διαφορετικά θρεπτικά υλικά και εσπεριδοειδή (πορτοκάλια βαλέντσια και λεµόνια βιολογικής καλλιέργειας), ενώ ο ανασταλτικός παράγοντας που χρησιµοποιήθηκε ήταν ο µικροοργανισµός  Paenibacillus alvei, στέλεχος Κ165. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο Paenibacillus alvei έχει ισχυρή παρεµποδιστική δράση στην ανάπτυξη του εν λόγω µύκητα.  Επιστηµονική περιοχή: Σήψη µετασυλλεκτικών προϊόντων    Λέξεις κλειδιά: βιολογική αντιµετώπιση, µύκητας, Penicillium sp., εσπεριδοειδή, Penicillium digitatum, Paenibacillus alvei, Κ165.  



3  Biological treatment of the fungus Penicillium sp. in citrus fruits  Department of Crop Production Laboratory of Plant Pathology  Abstract The aim of this thesis is the research of the biological treatment of citrus fruits from infection of Penicillium sp. The theoretical part of this thesis provides general information about citrus fruits, their biological structure and species, their medicinal properties and their economic value. In addition, emphasis is placed on the most important pathogens that affect citrus fruits and especially on fungi, their transmission, symptoms and diseases that cause citrus fruits. Also, the defence mechanisms of plants as well as the biological and chemical treatment of pathogenic microorganisms in citrus fruits are examined. In the research part of the work, the degree of growth suppression of Penicillium digitatum has been measured through cultures with different substrates, or fruits from different citrus species (orange var. Valencia and lemons from biological cultivation). Results have shown that K165, the inhibitor that was chosen, was effective in P. digitatum growth suppression.  Scientific Area: Rot of post-harvest products  Keywords: biological control fungus, fungus, Penicillium sp., Citrus, Penicillium digitatum, Paenibacillus alvei, Κ165.                 
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1  Εισαγωγή   Τα εσπεριδοειδή είναι από τα πιο ευρέως παραγόµενα φρούτα παγκοσµίως. Ο ακριβής τόπος προέλευσης των εσπεριδοειδών είναι ακόµη υπό συζήτηση, αλλά πιστεύεται ότι προήλθαν από τη Νοτιοανατολική Ασία και εξαπλώθηκαν στα άλλα µέρη του κόσµου. Aποτελούνται από διάφορα ευεργετικά θρεπτικά συστατικά όπως είναι τα ανόργανα συστατικά, η περιεκτικότητα σε ίνες, το ασκορβικό οξύ, το φυλλικό οξύ, το κάλιο κ.λπ. H αντιµικροβιακή δράση των εσπεριδοειδών είναι αποτελεσµατική έναντι διαφόρων λοιµώξεων όπως η εντερίτιδα, αρθρίτιδα, καρδιακές επιπλοκές (Mamun & Feroz, 2017).  Τα εσπεριδοειδή προσβάλλονται από έναν αριθµό παθογόνων, από το στάδιο της άνθισης έως το στάδιο της συγκοµιδής, και στη συνέχεια από παθογόνα µετά τη συγκοµιδή που επηρεάζουν την παραγωγή της καλλιέργειας και επιδεινώνουν σηµαντικά την ποιότητα των φρούτων. Οι απώλειες από ασθένειες µετά τη συγκοµιδή που προκαλούνται από διάφορα παθογόνα αντιπροσωπεύουν σχεδόν το 50% της συνολικής σπατάλης εσπεριδοειδών. Η µόλυνση συµβαίνει σε διαφορετικά στάδια στον αγρό και µετά τη συγκοµιδή κατά τη διάρκεια της εµπορίας. Τα περισσότερα παθογόνα µετά τη συγκοµιδή είναι αδύναµα (Penicillium, Alternaria, Diplodia, Phomopsis) και εισβάλλουν µέσω τραυµάτων και όταν η άµυνα του ξενιστή είναι ασθενής. Οι µικροοργανισµοί είναιαρκετά επιλεκτικοί στους ιστούς και το pH του ξενιστή τους. Τα εσπεριδοειδή έχουν pH χαµηλότερο από 4, έτσι οι περισσότεροι µύκητες προσβάλλουν αυτά τα φρούτα (Embaby et al., 2013).  Οι προσβολές από µύκητες προκαλούν σηµαντικά προβλήµατα στην παραγωγή εσπεριδοειδών. Ορισµένοι µύκητες µειώνουν την απόδοση των καλλιεργειών και το µέγεθος των καρπών, ενώ άλλοι προκαλούν µόνο εξωτερικές ατέλειες στους καρπούς. Οι µολύνσεις από µύκητες είναι συνήθως πιο σοβαρές σε περιοχές εσπεριδοειδών µε υψηλές βροχοπτώσεις και θερµοκρασίες (Mamun & Feroz, 2017). 



2   Η ασθένεια, που προκαλείται από τον παθογόνο P. digitatum, είναι η σοβαρότερη µετά τη συγκοµιδή ασθένεια εσπεριδοειδών. Ο συγκεκριµένος παθογόνος παράγοντας προκαλεί περίπου το 90% των απωλειών της παραγωγής. Ως νεκροτροφικός µυκητισιακός παθογόνος, ο P. digitatum µολύνει εσπεριδοειδή µέσω µιας σειράς «πληγών» που προέρχονται από µηχανικές βλάβες και περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως κρύο, έγκαυµα, άνεµος, χαλάζι και έντοµα (Moss 2008).  Η διαχείριση των περισσότερων ασθενειών από µύκητες µπορεί να είναι ιδιαίτερα δύσκολη. Σε ορισµένες περιπτώσεις, υπάρχουν ποικιλίες που είναι ανθεκτικές σε πολλoύς παθογόνους µυκήτων. Τέτοιου είδους ασθένειες ελέγχονται κατά κύριο λόγο µε την εφαρµογή συνθετικών µυκητοκτόνων όπως είναι η ιµαζαλίλη, το ορθο-φαινυλοφαινικό νάτριο, η θειοβενδαζόλη, η πυριµεθανίλη, η αζοξυστροβίνη και η φλουδοξονίλη. (Kanetis et al., 2007).   Η αυξανόµενη ανησυχία για τους κινδύνους στην υγεία και στο περιβάλλον λόγω της χρήσης χηµικών ουσιών απαιτούσε την ανάπτυξη εναλλακτικών στρατηγικών για τον έλεγχο των ασθενειών των εσπεριδοειδών από µύκητες. Τα φυτικά παράγωγα προϊόντα και οι ενώσεις που γενικά αναγνωρίζονται ως ασφαλείς έχει αποδειχθεί ότι είναι το πλέον κατάλληλο µέσο για την αντικατάσταση των συνθετικών µυκητοκτόνων, τα οποία είτε απαγορεύονται είτε συνιστώνται για περιορισµένη χρήση (Talibi et al., 2014).  Η βιολογική αντιµετώπιση γίνεται ολοένα και πιο σηµαντική εναλλακτική λύση στην καταπολέµηση των ασθενειών των καρπών εσπεριδοειδών και συνεπώς υπάρχει επείγουσα ανάγκη για περαιτέρω έρευνα προκειµένου να αναπτυχθούν νέες και περισσότερο αποτελεσµατικές στρατηγικές για την βιολογική αντιµετώπιση τους (Pimenta et al., 2008).   Σκοπός της παρούσας µελέτης είναι η διερεύνηση της βιολογικής αντιµετώπισης του µύκητα Penicillium digitatum σε καρπούς εσπεριδοειδών. Πιο αναλυτικά, στο θεωρητικό µέρος της εργασίας και συγκεκριµένα στο πρώτο κεφάλαιο γίνεται 



3  αναφορά γενικά στα εσπεριδοειδή, στη βιολογική δοµή και τα είδη των εσπεριδοειδών, στις φαρµακευτικές τους ιδιότητες καθώς και στην οικονοµική τους αξία και εκµετάλλευση. Στη συνέχεια, στο δεύτερο κεφάλαιο µελετώνται τα σηµαντικότερα παθογόνα που προσβάλλουν τα εσπεριδοειδή µε ιδιαίτερη έµφαση στους µύκητες, οι τρόποι µετάδοσης τους, τα συµπτώµατα και τις ασθένειες που προκαλούν. Στο τελευταίο κεφάλαιο του θεωρητικού µέρους εξετάζονται οι µηχανισµοί άµυνας των φυτών καθώς και η βιολογική και η χηµική αντιµετώπιση των παθογόνων µικροοργανισµών στα εσπεριδοειδή.   Στο ερευνητικό µέρος της εργασίας ερευνήθηκε ο βαθµός της παρεµπόδισης της ανάπτυξης του µύκητα Penicillium digitatum, από το βακτήριο  Paenibacillus alvei στέλεχος Κ165, το οποίο είναι γνωστό για την ενισχυτική δράση του στο αµυντικό σύστηµα συγκεκριµένων φυτικών οργανισµών, όπως η µελιτζάνα, η πατάτα κλπ. Επίσης, επιλέχθηκαν συγκεκριµένες χηµικές ενώσεις για να διερευνηθεί η δράση τους στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης του µύκητα. Τα εσπεριδοειδή που χρησιµοποιήθηκαν ήταν πορτοκάλια ποικιλίας Valencia και λεµόνια ποικιλίας Μαγληνή, βιολογικής καλλιέργειας, ενώ τα πειράµατα διεξήχθησαν σε δύο διαφορετικά είδη θρεπτικών υλικών (PDA & LB). Oι µετρήσεις έγιναν µέσω απεικόνισης σε υπολογιστικό πρόγραµµα, ονοµαζόµενο Image J, ενώ τα διαγράµµατα δηµιουργήθηκαν στο Excel.  Τα απoτελέσµατα έδειξαν σηµαντική επίδραση του στελέχους Κ165 στην παρεµπόδιση της αύξησης του µύκητα Penicillium digitatum, τόσο στα πορτοκάλια όσο και στα λεµόνια. Η δράση του στελέχους Κ165 ήταν εµφανώς µεγαλύτερη σε θρεπτικό υλικό LB  σε σχέση µε το PD. Ακόµα και οι πτητικές ενώσεις έδρασαν προκαλώντας µείωση του πολλαπλασιαστικού ρυθµού του µύκητα στα υποστρώµατα. Τέλος, σε σχέση µε τις χηµικές ενώσεις που επιλέχθηκαν (2, 3 βουτανοδιόλη και 2- πεντανόλη), φαίνεται ότι η 2, 3 βουτανοδιόλη έχει δράση στην αντιµετώπιση του µύκητα.  



4  Κεφάλαιο 1ο  Τα Εσπεριδοειδή   Τα εσπεριδοειδή είναι µια από τις µεγαλύτερες καλλιέργειες φρούτων στον κόσµο. Περίπου το 30% των εσπεριδοειδών µεταποιείται για να ληφθούν διάφορα προϊόντα, κυρίως χυµοί. Η βιοµηχανία εσπεριδοειδών είναι η δεύτερη µεγαλύτερη βιοµηχανία µεταποίησης φρούτων, µε πρώτη τη βιοµηχανία σταφυλιών, η οποία παράγει κυρίως κρασί (Zhao et al., 2015).  Αν και τα εσπεριδοειδή καταναλώνονται ήδη από την αρχαιότητα, η επεξεργασία τους, όπως είναι σήµερα γνωστή, δεν ήταν δυνατή µέχρις ότου η θερµική επεξεργασία (για την αδρανοποίηση των ενζύµων και των µικροοργανισµών) και οι διαδικασίες συγκέντρωσης ήταν εµπορικά διαθέσιµες. Έκτοτε, η βιοµηχανία εσπεριδοειδών αναπτύχθηκε µε ταχείς ρυθµούς και κατέκτησε εξέχουσα θέση στις βιοµηχανίες τροφίµων (Zhao et al., 2015).   1.1 Γενικά στοιχεία  Τα εσπεριδοειδή, τα οποία ανήκουν στο γένος Citrus της οικογένειας Rutaceae, εντοπίζονται σε διάφορες µορφές και µεγέθη (από στρογγυλά έως επιµήκη), κοινώς γνωστά ως πορτοκάλια, µανταρίνια, λάιµ, λεµόνια, γκρέιπφρουτ και κίτρο (Zhao et al., 2015).  Τα αισθητηριακά χαρακτηριστικά των εσπεριδοειδών (χρώµα, γλυκιά γεύση, πικρία και στυπτικότητα) αποτελούν καθοριστικές οργανοληπτικές και εµπορικές ιδιότητες. Τα διάφορα είδη εσπεριδοειδών καταναλώνονται κυρίως νωπά ή ως πρώτες ύλες για χυµούς ή σε κονσέρβες. Επιπλέον, τα εσπεριδοειδή µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν στις βιοµηχανίες τροφίµων, ποτών, καλλυντικών και φαρµάκων ως πρόσθετα, µπαχαρικά, καλλυντικά συστατικά και χηµικο-προστατευτικά φάρµακα, αντίστοιχα (Waseem & Azmat, 2019). 



5   Τα εσπεριδοειδή αποτελούν ιδανικές πηγές διατροφής µε άφθονη ποσότητα βιταµίνης C. Επιπλέον, τα εσπεριδοειδή είναι άφθονα και σε άλλα θρεπτικά συστατικά, συµπεριλαµβανοµένων των σακχάρων, του καλίου, του φυλλικού οξέος, του ασβεστίου, της θειαµίνης, της νιασίνης, της βιταµίνης Β6, του φωσφόρου, της ριβοφλαβίνης και του παντοθενικού οξέος (Zhao et al., 2015).  Επιπρόσθετα, τα εσπεριδοειδή περιέχουν έναν αριθµό δευτερογενών µεταβολιτών, όπως φλαβονοειδή, αλκαλοειδή, κουµαρίνες, λιµονοειδή, καροτενοειδή, φαινολικά οξέα και αιθέρια έλαια. Αυτοί οι δραστικοί δευτερογενείς µεταβολίτες παρουσιάζουν διάφορες βιολογικές δραστικότητες ζωτικής σηµασίας για την ανθρώπινη υγεία, συµπεριλαµβανοµένων αντιοξειδωτικών, αντιφλεγµονωδών, αντικαρκινικών, καθώς και καρδιαγγειακών προστατευτικών, νευροπροστατευτικών κλπ. (Waseem & Azmat, 2019).  1.2. Ιστορική αναδροµή – καταγωγή  Η προέλευση των εσπεριδοειδών ταυτίζεται µε µια ιστορία γεµάτη αντιπαραθέσεις και ενδιαφέροντες θρύλους. Μερικοί ερευνητές πιστεύουν ότι τα εσπεριδοειδή είναι εγγενή στις υποτροπικές και τροπικές περιοχές της Ασίας, που προέρχονται από ορισµένα µέρη της Νοτιοανατολικής Ασίας, συµπεριλαµβανοµένης της Κίνας, της Ινδίας και του Αρχιπελάγους της Μαλαισίας. Σύµφωνα µε παλαιά χειρόγραφα που βρέθηκαν µεταξύ των αρχαίων κινεζικών εγγράφων, η πρώτη αναφορά στα εσπεριδοειδή τεκµηριώθηκε κατά τη διάρκεια της βασιλείας του Ta Yu (περίπου το 2205 έως το 2197 π.Χ.), όταν τα εσπεριδοειδή, ιδιαίτερα τα µανταρίνια και η φράπα, θεωρούνταν πολύτιµα αφιερώµατα και ήταν διαθέσιµα µόνο για την αυτοκρατορική αυλή. Το λεµόνι καλλιεργήθηκε αρχικά στην Ινδία και τα γλυκά πορτοκάλια και µανταρίνια είναι αυτόχθονες στην Κίνα. Ενώ ορισµένα εµπορικά είδη όπως πορτοκάλια, µανταρίνια και λεµόνια προέρχονταν αρχικά από τη Νοτιοανατολική Ασία, η πραγµατική προέλευση των εσπεριδοειδών είναι η Αυστραλία, η Νέα Καληδονία (εκτός ανατολικής Αυστραλίας) και η Νέα Γουινέα. Η εξάπλωση των εσπεριδοειδών σε άλλα µέρη του κόσµου ήταν αργή, συµπεριλαµβανοµένης της 



6  βόρειας Αφρικής και της νότιας Ευρώπης. Η πρώτη εισαγωγή εσπεριδοειδών στην Αµερική πραγµατοποιήθηκε από Ισπανούς και Πορτογάλους εξερευνητές και οι οπωρώνες εµφανίστηκαν για πρώτη φορά στη Φλόριντα και την Καλιφόρνια περίπου το 1655 και το 1769, αντίστοιχα. Η εµπορική παραγωγή, µεταποίηση και το παγκόσµιο εµπόριο εσπεριδοειδών έχει αυξηθεί σηµαντικά από τότε, τοποθετώντας τα εσπεριδοειδή ως τα πιο σηµαντικά φρούτα στον κόσµο (Liu, 2012).  Η πρώτη καταγραφή των εσπεριδοειδών, Citrus medica L., στην ευρωπαϊκή ιστορία έγινε από τον Θεόφραστο, το 350 π.Χ., µετά την εισαγωγή του καρπού από τον Μέγα Αλέξανδρο. Μάλιστα, στην πρώιµη ευρωπαϊκή ιστορία, οι συγγραφείς έγραψαν για τα περσικά εσπεριδοειδή, ότι είχαν ένα θαυµάσιο άρωµα και ότι θεωρούνταν φάρµακο για δηλητηριάσεις, γλυκαντικό της αναπνοής και απωθητικό για τους σκώρους (Scora, 1975).  Το γλυκό πορτοκάλι, Citrus sinensis, εµφανίστηκε αργά, περί το 1400. Η εισαγωγή της γλυκιάς πορτοκαλιάς στην Ευρώπη άλλαξε τη δυναµική της σηµασίας των εσπεριδοειδών στον κόσµο. Στο ταξίδι του, ο Πορτογάλος εξερευνητής, Vasco de Gamma, κατέγραψε ότι το 1498 υπήρχαν πλήθος πορτοκαλιών στην Ινδία και όλα τα φρούτα είχαν γλυκιά γεύση. Η νέα ποικιλία γλυκού πορτοκαλιού, προκάλεσε µια δραµατική αύξηση της καλλιέργειας εσπεριδοειδών (Liu et al., 2012).  Το πορτοκαλί µανταρίνι, Citrus reticulata, περιγράφηκε στην κινεζική ιστορία στα τέλη του 11ου αιώνα, αλλά ήταν άγνωστο στην Ευρώπη, µέχρι να µεταφερθεί από την επαρχία των Μανδαρινών στην Κίνα προς στην Αγγλία το 1805, όπου εξαπλώθηκε γρήγορα σε όλη την Ευρώπη (Scora, 1975).  Η φράπα, Citrus grandis, καταναλωνόταν στην Παλαιστίνη στις αρχές της δεκαετίας του 1200 και φυτεύτηκε και καλλιεργήθηκε από τους Άραβες. Η φράπα πιστεύεται ότι έχει ασιατική προέλευση και φυτεύτηκε ως σπόρος στον Νέο Κόσµο, ενώ το γκρέιπφρουτ, το Citrus paradisi, πιστεύεται ότι έχει προκύψει ως µετάλλαξη από το δέντρο του πόµελο (Scora, 1975).  



7  Ο Χριστόφορος Κολόµβος εισήγαγε εσπεριδοειδή στο νησί της Αϊτής το 1493. Πιστεύεται ότι έφερε σπόρους εσπεριδοειδών που φυτεύτηκαν και καλλιεργήθηκαν από τα φρούτα πορτοκαλιού, γλυκού πορτοκαλιού, , λεµονιού, κίτρου και πόµελου. Τα αρχεία δείχνουν ότι αυτά τα εσπεριδοειδή ήταν καλά εδραιωµένα στις αµερικανικές αποικίες γύρω στο 1565 (Liu et al., 2012).  Η βιοµηχανία εσπεριδοειδών άρχισε να αναπτύσσεται ταχύτατα το 1821 όταν οι Ισπανοί εγκατέλειψαν τα εδάφη τους και πολλές πορτοκαλιές τους στις Ηνωµένες Πολιτείες. Οι άγριες πορτοκαλιές ήταν γεµάτες µε βελτιωµένες ποικιλίες και οι κάτοικοι που ταξίδευαν στη Φλώριδα συνειδητοποίησαν τον γευστικό χυµό πορτοκαλιού (Scora, 1975).  Η ολοκλήρωση του ∆ιηπειρωτικού Σιδηροδρόµου ενίσχυσε περαιτέρω την βιοµηχανία εσπεριδοειδών, καθώς τα εσπεριδοειδή θα µπορούσαν να αποσταλούν ταχέως στις ανατολικές αγορές. Οι µεταγενέστερες βελτιώσεις της ψύξης συνέβαλαν στην αύξηση της καλλιέργειας εσπεριδοειδών και της φύτευσης, κυρίως πορτοκαλιών, λεµονιών και κίτρου σε όλο τον κόσµο το 1889 (Liu et al., 2012).    1.3 Βιολογία και είδη των εσπεριδοειδών  Τα εσπεριδοειδή είναι είδη υποτροπικών και τροπικών κλιµατικών συνθηκών, το µέγεθος των οποίων κυµαίνεται από θάµνους έως δέντρα. Τα περισσότερα είδη έχουν ακανθώδη κλαδιά. Τα φύλλα τοποθετούνται εναλλάξ πάνω στα κλαδιά και το φύλλωµα είναι σκούρο πράσινο, λαµπερό, αρωµατικό και αειθαλή. Οι ρίζες των εσπεριδοειδών δεν αναπτύσσουν τρίχες ριζών και ως εκ τούτου τα δέντρα εξαρτώνται σε µεγάλο βαθµό από την ορυκτή διατροφή τους σε αµοιβαία συνύπαρξη µε τους µύκητες εδάφους (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Τα εσπεριδοειδή έχουν µικρά λευκά ή πορφυρά άνθη, τα οποία είναι έντονα αρωµατισµένα και παράγουν νέκταρ. Τόσο το άρωµα όσο και το νέκταρ είναι 



8  προσαρµογές για την προσέλκυση εντόµων. Ορισµένα είδη του γένους Citrus υβριδοποιούνται εύκολα µεταξύ τους. Αυτό το βιολογικό χαρακτηριστικό µπορεί να διευκολύνει τους καλλιεργητές φυτών να αναπτύξουν κερδοφόρες αγροτικές ποικιλίες χρησιµοποιώντας ελεγχόµενα πειράµατα υβριδισµού για να ενσωµατώσουν επιθυµητά χαρακτηριστικά από ένα είδος σε άλλο (Inglese & Sortino, 2019).  Ωστόσο, η εµφάνιση υβριδικών φυτών εσπεριδοειδών καθιστά δύσκολη τη διαδικασία ταξινόµησης των αυθεντικών ειδών. Ως αποτέλεσµα, υπάρχει κάποια διαµάχη σχετικά µε την εγκυρότητα ορισµένων ειδών εσπεριδοειδών (Inglese & Sortino, 2019).  Ο καρπός των εσπεριδοειδών ταξινοµείται σωστά ως ένα hesperidium, το οποίο είναι ένα είδος ρώγας, ή σαρκώδης, πολύσπορος καρπός. Οι καρποί των εσπεριδοειδών έχουν ένα σχετικά δερµατικό εξωτερικό κέλυφος, µε µια πιο σπογγώδη κρούστα στο εσωτερικό. Ο φλοιός των εσπεριδοειδών είναι πολύ πλούσιος σε αδένες που περιέχουν αρωµατικά έλαια, τα οποία µπορούν να ανιχνευθούν µε τη µυρωδιά τους όταν αποφλοιωθούν αυτά τα φρούτα. Το εσωτερικό του καρπού χωρίζεται σε διακεκριµένα τµήµατα που περιέχουν τους σπόρους που περιβάλλεται από έναν ζουµερό πολτό (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Φρούτα βρώσιµα όπως αυτά των εσπεριδοειδών είναι µια προσαρµογή για να επιτευχθεί η διασπορά των σπόρων τους. Τα εσπεριδοειδή αναζητούνται από πολλά είδη ζώων, που τρώνε τον πολτό και τους σπόρους. Ωστόσο, οι σπόροι εσπεριδοειδών γενικά επιβιώνουν µέσω του εντέρου του ζώου και εκκρίνονται µε τα κόπρανα, και µε τη µετακίνηση του ζώου, οι σπόροι διασκορπίζονται µακριά από το γονικό δέντρο, έτοιµοι να βλαστήσουν (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οποιαδήποτε βοτανική ταξινόµηση των εσπεριδοειδών αντιµετωπίζει πολλές δυσκολίες. Όλα τα είδη εσπεριδοειδών υβριδοποιούνται εύκολα, µε τα νέα υβρίδια να αναπτύσσονται συνεχώς για να αποκτήσουν τις επιθυµητές ιδιότητες όπως η έλλειψη σπόρων, ή η δροσερή γεύση. Τα νέα υβρίδια δηµιουργούνται µε διασταυρωµένη γονιµοποίηση και οι διαφορές µεταξύ ενός είδους, 



9  µιας νέας βοτανικής παραλλαγής, µιας διαφορετικής καλλιεργηµένης (κηπευτικής) ποικιλίας και µιας δευτερεύουσας τροποποίησης µπορεί πράγµατι να είναι µικρές. Στην περίπτωση των παλαιότερων ποικιλιών και υβριδίων, πιο σύγχρονες µέθοδοι µοριακής έρευνας απαιτούνται µερικές φορές για να διακρίνουν διαφορετικούς τύπους εσπεριδοειδών µεταξύ τους (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Ορισµένα χαρακτηριστικά των κυριότερων καλλιεργούµενων ειδών εσπεριδοειδών είναι τα παρακάτω (Inglese & Sortino, 2019):   • Γλυκό πορτοκαλί (C. Sinensis) και πικρό πορτοκάλι (C. aurantium), που διακρίνονται εύκολα από διαφορετικά µορφολογικά και αισθητηριακά χαρακτηριστικά, έχουν παράλληλες ρίζες και τα δύο προέρχονται από τη διασταύρωση των ποµέλο, µονοεµβρυονικων ειδών και µανταρινιού. Το πικρό πορτοκαλί (C. aurantium L.) προήλθε από τα νότια των Ιµαλαίων, τα βορειοανατολικά της Ινδίας και το Νεπάλ, ενώ το γλυκό πορτοκαλί (C. sinensis (L.) από τα βορειοανατολικά της Ινδίας, τη νοτιοανατολική Κίνα και την Ινδοκίνα.   • Μανταρίνια και ποικιλίες µανταρινιού. Το µανταρίνι είναι ένα από τα τρία αρχικά είδη, πρόγονος των καλλιεργηµένων εσπεριδοειδών, που προέρχεται από τη νοτιοανατολική Κίνα. Η ετερογενής οµάδα µανταρινιών µπορεί να οµαδοποιηθεί σε ένα είδος: C. reticulata Blanco. Η κλεµεντίνη είναι ένα υβρίδιο µεταξύ µανταρινιού και γλυκού πορτοκαλιού.   • Γκρέιπφρουτ και φράπα. Το γκρέιπφρουτ (C. paradisi Macf.) είναι το µόνο αυτόχθονο είδος του Νέου Κόσµου. Πρόκειται για ένα υβρίδιο που προέρχεται από τη φυσική διασταύρωση του ποµέλο και του γλυκού πορτοκαλιού Καραϊβικής Θάλασσας, πιθανώς στα νησιά των Μπαρµπάντος. Το ποµέλο (C. Grandis) ή C. maxima (Burm) είναι ένα εσπεριδοειδές που προέρχεται από τη νοτιοανατολική Κίνα, την Ινδοκίνα (Λάος, Καµπότζη και Βιετνάµ) και τη Μαλαισία, και εξακολουθεί να είναι πολύ δηµοφιλές στην 



10  Κίνα και σε διάφορες άλλες ασιατικές χώρες. Ο καρπός του είναι ο µεγαλύτερος µεταξύ των εσπεριδοειδών.   • Λεµόνια και µοσχολέµονο. Από µοριακές µελέτες φαίνεται ότι το λεµόνι προέρχεται από τη βόρεια Ινδία και πιθανώς στα νοτιοανατολικά της Κίνας και της βόρειας Βιρµανίας. Ο γλυκός λάιµ (C. limettioides Tan.) προέρχεται από το αρχιπέλαγος της Νοτιοανατολικής Ασίας και τα υβρίδια µεταξύ λεµονιού και κίτρου είναι πολυάριθµα και διαδεδοµένα. Το κίτρο, C. medica L. είναι το τρίτο, αρχαιότερο, πρωτότυπο είδος που γεννήθηκε στα βορειοανατολικά της Ινδίας και της Βιρµανίας (Μυανµάρ). Ίσως κανένα άλλο φρούτο, όπως το κίτρο, δεν είχε τόσο µεγάλη επιρροή από θρησκευτικές τελετές στη διάδοσή του. Το κίτρο έλαβε µέρος στην προέλευση πολλών ειδών εσπεριδοειδών. Πράγµατι, το περγαµόντο (C. bergamia Risso and Poit.) και το λεµόνι Volkamer (C. volkameriana Ten και Pasq.) είναι και τα δύο υβρίδια πικρού πορτοκαλιού και κίτρου. Το «ζαρωµένο» λεµόνι (C. jambhiri Lush.) και το λάιµ του Rangpur (C. limonia Osbeck) είναι και τα δύο υβρίδια κίτρου και µανταρινιού. Το κίτρο διακρίνεται εµπορικά από γλυκό και ξινό, µεγάλου ή µικρού µεγέθους καρπών. Ανάµεσα στα γλυκά λαίµ (C. limettioides Tan.), το κίτρο της Παλαιστίνης είναι το πιο διαδεδοµένο, καθώς προέρχεται από τη διασταύρωση µεταξύ κίτρου και γλυκού πορτοκαλιού. Μεταξύ των µεγάλων κίτρων, το C. latifolia Tan., το κίτρο της Ταϊτής και το κίτρο Bearss είναι τα πιο διαδεδοµένα είδη, όπως και το κίτρο Μεξικού.    1.4 Σηµαντικά είδη για οικονοµική εκµετάλλευση  Τα εσπεριδοειδή είναι από τις δέκα πιο σηµαντικές καλλιέργειες όσον αφορά τη συνολική απόδοση φρούτων παγκοσµίως και κατατάσσονται πρώτη στο διεθνές εµπόριο φρούτων από άποψη αξίας. Ο όρος «εσπεριδοειδή» υποδηλώνει ένα σύµπλεγµα ειδών και υβριδίων των γενών Citrus, Eremocitrus, Fortunella, Microcitrus και Poncirus, Aurantioideae (οικογένεια Rutaceae). Υποτίθεται ότι όλα τα είδη εσπεριδοειδών που καλλιεργούνται σήµερα προέρχονται από τρία προγονικά 



11  «αληθινά» είδη, Citrus Medica (λεµόνι), Citrus reticulata (µανταρίνι) και Citrus maxima (φράπα) (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).   Καλλιεργούνται σε πολλές χώρες σε όλο τον κόσµo, παρόλο που η παραγωγή παρουσιάζει γεωγραφική συγκέντρωση σε ορισµένες περιοχές, κυρίως στο βόρειο ηµισφαίριο, αντιπροσωπεύοντας περίπου το 70% της συνολικής παραγωγής εσπεριδοειδών. Οι κυριότερες χώρες παραγωγής εσπεριδοειδών είναι η Βραζιλία, η Κίνα, οι Ηνωµένες Πολιτείες, αλλά και ολόκληρη η περιοχή της Μεσογείου. Οι χώρες αυτές αντιπροσωπεύουν περισσότερο από τα δύο τρίτα της παγκόσµιας παραγωγής εσπεριδοειδών (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Τα εσπεριδοειδή διατίθενται στο εµπόριο σε όλο τον κόσµο ως ωφέλιµα υγιή φρούτα που περιέχουν βιταµίνη C και πολλές άλλες βιταµίνες και µέταλλα. Λόγω των διατροφικών και οργανοληπτικών ιδιοτήτων τους, τα εσπεριδοειδή συµβάλλουν στη διατροφική ισορροπία τόσο για τους Βόρειους όσο και για τους Νότιους πληθυσµούς. Υπάρχουν δύο σαφώς διαφοροποιηµένες αγορές στον τοµέα των εσπεριδοειδών: η αγορά νωπών εσπεριδοειδών, µε την υπεροχή των πορτοκαλιών, και η µεταποιηµένη αγορά εσπεριδοειδών, κυρίως ο χυµός πορτοκαλιού (Inglese & Sortino, 2019).   Τις τελευταίες δεκαετίες, σηµαντική ανακάλυψη ήταν η αύξηση του εµπορίου µικρών εσπεριδοειδών (µανταρίνια, κληµεντίνες και σατσούµα) σε βάρος των  φρέσκων πορτοκαλιών. Αυτό οφείλεται στην εξέλιξη των προτιµήσεων των καταναλωτών περισσότερο προσανατολισµένων σε φρούτα µικρού µεγέθους, που ξεφλουδίζονται εύκολα και δεν περιέχουν πολλούς ή ακόµη καθόλου σπόρους (Schimmenti et al., 2013).  Η κατανάλωση χυµών εσπεριδοειδών αυξήθηκε επίσης, χάρη στην ευκολία και την υγιεινή των προϊόντων, τη βελτίωση της ποιότητας, την ανταγωνιστικότητα των τιµών, τη διαφηµιστική δραστηριότητα και την τεχνολογική πρόοδο στη µεταποίηση, την αποθήκευση και τη συσκευασία. Μεταξύ των κυριότερων ποικιλιών 



12  εσπεριδοειδών, µόνο το γκρέιπφρουτ έχει επίπεδο επεξεργασµένης χρήσης συγκρίσιµο µε τα πορτοκάλια (Inglese & Sortino, 2019).    Εικόνα 1:. Σηµαντικές περιοχές καλλιέργειας εσπεριδοειδών.  Πηγή: https://en.wikipedia.org/wiki/Citrus_production     Η Μεσόγειος αποτελεί σηµαντική ζώνη διαφοροποίησης για τα τρία σηµαντικότερα οικονοµικά είδη εσπεριδοειδών (πορτοκάλια, µανταρίνια, λεµόνια). Οι περισσότεροι από τους φυσικούς γονοτύπους εξακολουθούν να καλλιεργούνται ευρέως, αλλά οι παραγωγές τους είναι κυρίως προσανατολισµένες στην τοπική αγορά. Η ισχυρή αντικατάσταση αυτών των γονότυπων µε διεθνείς ποικιλίες, ιδιαίτερα αυτές που απαιτούνται από την αγορά, αποτελεί κίνδυνο για την πιθανή εξαφάνισή τους (Schimmenti et al., 2013).  Η βελτίωσή τους µέσω προγραµµάτων κλωνοποίησης και υγιεινής επιλογής µπορεί σίγουρα να αυξήσει την καλλιέργειά τους και να χαρακτηρίσει τα προϊόντα τους για έναν καλύτερο οικονοµικό ανταγωνισµό στην αγορά. Η αγορά συµβάλλει πράγµατι στην αλλαγή των καταναλωτικών προτύπων, ιδίως µε τη µορφή αυξανόµενης εστίασης στην ποιότητα και την προστιθέµενη αξία του προϊόντος. Οι ευρωπαϊκές 



13  χώρες δίνουν ιδιαίτερη προσοχή στα πρότυπα ποιότητας και την ανιχνευσιµότητα των προϊόντων που έχουν ιθαγενή προέλευση όπως το ιταλικό κόκκινο πορτοκάλι στη Σικελία, το µανταρίνι Nadorcot / Afourer στο Μαρόκο, η κληµεντίνη στην Κορσική και πολλά άλλα (Schimmenti et al., 2013).  Όλες µαζί, οι µεσογειακές χώρες είναι οι σηµαντικότερες περιοχές εξαγωγής στον κόσµο. Το µεγαλύτερο µέρος της µεσογειακής παραγωγής εσπεριδοειδών χρησιµοποιείται για εσωτερική κατανάλωση ως φρέσκα φρούτα και για εξαγωγή. Με βάση το είδος, η λεκάνη της Μεσογείου αντιπροσωπεύει το 75% της παγκόσµιας εξαγωγής φρούτων που ξεφλουδίζονται εύκολα (µανταρίνι και είδη µανταρινιού) (Schimmenti et al., 2013).  Τα σηµαντικότερα οικονοµικά προϊόντα των καλλιεργούµενων εσπεριδοειδών είναι, φυσικά, οι καρποί τους. Στη γεωργία, τα φρούτα πορτοκαλιών και γκρέιπφρουτ συνήθως συλλέγονται όταν είναι ώριµα ή σχεδόν ώριµα, ενώ αυτά των λεµονιών και των κίτρων συνήθως συλλέγονται ενώ είναι ακόµα άγουρα ή πράσινα (Scuderi & Zarba, 2011).  Οι καρποί του γλυκού πορτοκαλιού µπορούν να καταναλωθούν αµέσως µετά το ξεφλούδισµα ή µπορεί να µετατραπούν σε χυµό. Μπορεί επίσης να συγκεντρωθεί µε την εξάτµιση περίπου τριών τετάρτων της περιεκτικότητάς του σε νερό και στη συνέχεια να καταψυχθεί για µεταφορά σε µακρινές αγορές. Αυτός είναι ένας οικονοµικότερος τρόπος µετακίνησης του χυµού πορτοκαλιού, διότι η αφαίρεση µεγάλου µέρους του νερού σηµαίνει ότι πρέπει να µεταφερθεί πολύ µικρότερο βάρος. Επιπλέον, τα συµπυκνώµατα χυµού µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν για την παρασκευή αρτυµάτων για διάφορα είδη ποτών (Scuderi & Zarba, 2011).  Η µεγάλη οικονοµική αξία των πορτοκαλιών είναι στους καρπούς τους, αλλά πολλά αρωµατικά έλαια µπορούν επίσης να εξαχθούν από τα λουλούδια τους, ή, συνηθέστερα, το φλοιό τους ως υποπροϊόν της βιοµηχανίας πορτοκαλιού-χυµού. Αυτά τα αποστάγµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή των λεγόµενων λαδιών Neroli και Πορτογαλίας. Αυτά τα αρώµατα χρησιµοποιήθηκαν 



14  αρχικά για την παρασκευή αρωµάτων και για το άρωµα του potpourri και εξακολουθούν να χρησιµοποιούνται για αυτούς τους σκοπούς. Επιπλέον, πολλά οικιακά προϊόντα, όπως τα υγρά απορρυπαντικά, τα σαµπουάν και τα σαπούνια, είναι ευχάριστα αρωµατισµένα χρησιµοποιώντας τα αρωµατικά έλαια που εξάγονται από εσπεριδοειδή (Scuderi & Zarba, 2011).  1.5 Θρεπτική αξία καρπών εσπεριδοειδών   Τα εσπεριδοειδή έχουν εκτιµηθεί από καιρό ως µέρος µιας θρεπτικής και εύγευστης διατροφής. Είναι γνωστό ότι τα εσπεριδοειδή είναι πλούσια πηγή βιταµινών, ανόργανων στοιχείων και διαιτητικών ινών (µη αµυλούχων πολυσακχαριτών) που είναι απαραίτητα για την φυσιολογική ανάπτυξη και τη συνολική διατροφική ευεξία. Ωστόσο, αρχίζει να εκτιµάται ότι αυτές και άλλες βιολογικά δραστικές, µη θρεπτικές ενώσεις που απαντώνται σε εσπεριδοειδή και άλλα φυτά (φυτοχηµικά) µπορούν επίσης να βοηθήσουν στη µείωση του κινδύνου πολλών χρόνιων ασθενειών (Dipak & Ranajit, 2004).  Όπου ενδείκνυται, οι κατευθυντήριες γραµµές και οι συστάσεις σχετικά µε τη διατροφή που ενθαρρύνουν την κατανάλωση εσπεριδοειδών και των προϊόντων τους µπορούν να οδηγήσουν σε ευρύτατα διατροφικά οφέλη σε ολόκληρο τον πληθυσµό (Turner & Burri, 2013).  Τα εσπεριδοειδή είναι επίσης γνωστά ως πλούσια πηγή βιταµίνης C και B, ενώ η αυξηµένη κατανάλωση εσπεριδοειδών και χυµών είναι ένα καλό µέσο αύξησης της πρόσληψης καλίου. Επίσης, περιέχουν έναν εντυπωσιακό κατάλογο άλλων βασικών θρεπτικών συστατικών, συµπεριλαµβανοµένων τόσο των γλυκαιµικών όσο και των µη γλυκαιµικών υδατανθράκων (σάκχαρα και φυτικές ίνες) φολικού οξέος, ασβεστίου, θειαµίνης, νιασίνης, βιταµίνης Β6, φωσφόρου, µαγνησίου, χαλκού, ριβοφλαβίνης, παντοθενικού οξέος και ποικιλίας φυτοχηµικών. Επιπλέον, τα εσπεριδοειδή δεν περιέχουν λίπος ή νάτριο και, ως φυτική τροφή, δεν έχουν χοληστερόλη. Η µέση ενεργειακή αξία των φρέσκων εσπεριδοειδών είναι επίσης 



15  χαµηλή, η οποία µπορεί να είναι πολύ σηµαντική για τους καταναλωτές που ενδιαφέρονται για την αύξηση του σωµατικού τους βάρους. (Turner & Burri, 2013).  Το κύριο θρεπτικό συστατικό που παράγει ενέργεια στα εσπεριδοειδή είναι ο υδατάνθρακας. Τα εσπεριδοειδή περιέχουν τους απλούς υδατάνθρακες (σάκχαρα) φρουκτόζη, γλυκόζη και σακχαρόζη, καθώς και κιτρικό οξύ το οποίο µπορεί επίσης να παράσχει µικρή ποσότητα ενέργειας. Τα εσπεριδοειδή περιέχουν επίσης µη αµυλούχα πολυσακχαρίδια, κοινώς γνωστά ως διαιτητικές ίνες, που είναι ένας πολύπλοκος υδατάνθρακας µε σηµαντικά οφέλη για την υγεία. Ο κυρίαρχος τύπος ινών στα εσπεριδοειδή είναι η πηκτίνη, που αποτελεί το 65 έως 70 τοις εκατό των συνολικών ινών (Dipak & Ranajit, 2004).  Στο ανθρώπινο σώµα, τα µη αµυλούχα πολυσακχαρίδια περιέχουν υδατοδιαλυτά θρεπτικά συστατικά σε µια µήτρα γέλης που καθυστερεί τη γαστρική κένωση και επιβραδύνει την πέψη και την απορρόφηση. Αυτό τείνει να προάγει τον κορεσµό και µπορεί να µειώσει τον ρυθµό πρόσληψης γλυκόζης µετά την κατανάλωση γλυκαιµικού (διαθέσιµου) υδατάνθρακα, βοηθώντας έτσι στην πρόληψη της αύξησης των επιπέδων γλυκόζης στο αίµα. Επίσης, τα µη αµυλούχα πολυσακχαρίδια µπορεί επίσης να παρεµβαίνουν στην επαναπορρόφηση των χολικών οξέων που µπορεί να βοηθήσει στη µείωση των επιπέδων χοληστερόλης στο πλάσµα (Turner & Burri, 2013).  1.6.   Φαρµακευτικές ιδιότητες  Οι αντιοξειδωτικές δραστικότητες των καροτενοειδών υποστηρίζεται ότι σχετίζονται µε χαµηλότερη συχνότητα εµφάνισης εκφύλισης της ωχράς κηλίδας που σχετίζεται µε την ηλικία, γεγονός που αποτελεί την κύρια αιτία τύφλωσης στον άνθρωπο µετά την ηλικία των 65 ετών.  Ο ρόλος των καροτενοειδών εσπεριδοειδών στην πρόληψη των ασθενειών και στη διαχείριση της ανθρώπινης υγείας δεν µπορεί να υπογραµµιστεί. Το καροτένιο διαδραµατίζει ουσιαστικό ρόλο ως πηγή βιταµίνης Α. Ο πιο ενεργός ρόλος είναι η προστασία από σοβαρές διαταραχές όπως ο καρκίνος, οι καρδιακές παθήσεις , ενώ οι δίαιτες που είναι πλούσιες σε καροτενοειδή που 



16  περιέχουν φρούτα συνδέονται µε έντονα µειωµένους κινδύνους για µια ποικιλία εκφυλιστικών ασθενειών (Idoko, 2019).   Οι δυνατότητες του πολτού των εσπεριδοειδών και του αλδεΰου (το λευκό του πορτοκαλιού) µελετώνται εκτεταµένα για να είναι πλούσιες σε γλυκαρίτες και για την πρόληψη του καρκίνου του µαστού και για τη µείωση του κινδύνου και των συµπτωµάτων του προεµµηνορροϊκού συνδρόµου (Idoko, 2019).   Όσα άτοµα καταναλώνουν µεγάλες ποσότητες εσπεριδοειδών πλούσιων σε βιταµίνη C, προστατεύουν τον οργανισµό τους έναντι της φλεγµονώδους πολυαρθρίτιδας, µιας µορφής ρευµατοειδούς αρθρίτιδας που περιλαµβάνει δύο ή περισσότερες αρθρώσεις. Αντίθετα, τα άτοµα που καταναλώνουν χαµηλές ποσότητες τροφών πλούσιων σε βιταµίνη C έχουν περισσότερες πιθανότητες να αναπτύξουν αρθρίτιδα από εκείνους που καταναλώνουν υψηλότερες ποσότητες (Idoko, 2019).  Τα λεµονοειδή από διάφορα είδη και κατηγορίες εσπεριδοειδών, συµπεριλαµβανοµένων λεµονιών και κίτρου, έχουν αναφερθεί ότι έχουν αντικαρκινική ικανότητα έναντι καρκίνων του στόµατος, του δέρµατος, του πνεύµονα, του µαστού και του στοµάχου.  Τα citrus aurantifolia έχουν αναφερθεί ότι έχουν ανασταλτικές και κατασταλτικές επιδράσεις στον καρκίνο του παγκρέατος και τα καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου αντίστοιχα (Idoko, 2019).  Οι ιδιότητες των φλαβονοειδών εσπεριδοειδών στην πρόληψη της εξέλιξης της υπεργλυκαιµίας, εν µέρει µε τη σύνδεση µε το άµυλο, την αύξηση της ηπατικής γλυκόλυσης και τη συγκέντρωση του γλυκογόνου και τη µείωση της ηπατικής γλυκονεογένεσης (Shen et al., 2012).   Η χρήση του είδους C. aurantium L., ευρέως γνωστό ως πικρό πορτοκάλι, και κυρίως των φλουδών, των άνθεων και των φύλλων του, είναι δηµοφιλής στη θεραπεία των διαταραχών του κεντρικού νευρικού συστήµατος, όπως αϋπνία και άγχος, ενώ 



17  ανακουφίζει από τις κράµπες στο στοµάχι, τη δυσκοιλιότητα και τον πυρετό, αλλά και καταπολεµά την οξύτητα του στοµάχου (Crispim et al., 2012).  Η παραδοσιακή χρήση του C. Sinensis, γνωστό ως γλυκό πορτοκάλι, ως ηρεµιστικό µπορεί να αποδοθεί στην ουσία «hesperidin», η οποία είναι υπεύθυνη για καταστολή. Η εσπεριδίνη εκτελεί την ηρεµιστική της δράση µέσω της αλληλεπίδρασης και της διέγερσης των υποδοχέων αδενοσίνης. Η επίδρασή της είναι αντίθετη µε εκείνη που παρατηρείται µετά την κατανάλωση καφέ και τσαγιού, οι οποίες ανταγωνίζονται τους υποδοχείς της αδενοσίνης και έτσι διατηρούν την κατάσταση της εγρήγορσης (Guzmán‐Gutiérrez & Navarrete, 2009).  Υπάρχουν ενδείξεις ότι το περγαµόντο (C. Bergamia) περιέχει αντιβακτηριακά και αντιµυκητιακά ενεργά συστατικά, επιπλέον των αντιφλεγµονωδών, νευροψυχοφαρµακολογικών, νευροπροστατευτικών και αναλγητικών αποτελεσµάτων, καθώς και των καρδιαγγειακών ιδιοτήτων του. Ο χυµός περγαµόντο, ο οποίος λαµβάνεται από τον ενδοκάρπιο µετά την εκχύλιση του αιθέριου ελαίου, βρέθηκε να εµφανίζει υπογλυκαιµικές και υπολιπιδαιµικές δράσεις, καθώς και αντιφλεγµονώδεις και αντικαρκινικές ιδιότητες (Navarra et al., 2015).  Η χρήση του λεµονιού (C. Limon) βοηθά στην εξουδετέρωση της οξύτητας του γαστρικού περιβάλλοντος, µε την τόνωση της παραγωγής ανθρακικού καλίου, υποδεικνύοντας τα προστατευτικά του αποτελέσµατα στον γαστρικό βλεννογόνο. Βρέθηκε επίσης ότι έχει αναλγητικές, αντι-αναιµικές, αντι-σκληρυτικές, αντιπυρετικές, αντισηπτικές, µαλακτικές και ενυδατικές ιδιότητες. Το όφελος της λεµονοκυτταρίνης είναι η αντιδιαρροϊκή, διουρητική, προστατευτική του εντερικού βλεννογόνου, τοπική αιµοστατική, αγγειακή δράση της (Zhao et al., 2015).   



18  Κεφάλαιο 2ο Τα Σηµαντικότερα Παθογόνα στα Εσπεριδοειδή   Καλλιεργούµενα σε περισσότερες από 100 χώρες, τα εσπεριδοειδή αποτελούνται από πολλά είδη, όπως πορτοκάλια, µανταρίνια, γκρέιπφρουτ, λεµόνια και λάιµ (Bazioli et al., 2019).  Ο βασικός περιοριστικός παράγοντας της επιτυχούς εµπορίας εσπεριδοειδών είναι η σηµαντική υποβάθµιση της ποιότητας των καρπών που οφείλονται σε φυτοπαθογόνους παράγοντες κατά την αποθήκευση και τη διαµετακόµιση σε αποµακρυσµένες αγορές. Tα Citrus spp. είναι επιρρεπή στην προσβολή περισσότερων από 100 ασθενειών που προκαλούνται από µύκητες, βακτήρια και ιούς (Bazioli et al., 2019).  Τα εσπεριδοειδή προσβάλλονται από έναν αριθµό παθογόνων µικροοργανισµών από το στάδιο της άνθησης έως τη συγκοµιδή και στη συνέχεια από παθογόνους παράγοντες µετά τη συγκοµιδή που επηρεάζουν την παραγωγή της καλλιέργειας και επιδεινώνουν σηµαντικά την ποιότητα των καρπών. Τα εσπεριδοειδή απαιτούν περίπου 5 - 9 µήνες για την ωριµότητά τους στα δέντρα και κατά τη διάρκεια αυτής της µακράς περιόδου ωριµότητας, οι καρποί παραµένουν εκτεθειµένοι στην επίθεση των παθογόνων πριν από τη συγκοµιδή. Τα παθογόνα πριν τη συγκοµιδή όπως Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Botryodiplodia theobromae, Alternaria citri, Phomopsis citri, κλπ. µολύνουν τους καρπούς από την ανάπτυξη τους µέχρι τη συγκοµιδή και προκαλούν σηµαντική ζηµιά στην παραγωγή και την ποιότητά τους (Naqvi, 2004).   Οι ασθένειες που προκαλούνται από τους µύκητες Penicillium digitatum, P. italicum και Geotrichum citri-aurantii, είναι τα κύρια µετασυλλεκτικά παθογόνα (Bazioli et al., 2019).  



19  2.1. Μύκητες  Πάνω από 20 διαφορετικά είδη ασθενειών από µύκητες έχουν αναφερθεί στα εσπεριδοειδή και τα οποία αποτελούν την κύρια αιτία της φθοράς των καρπών, µε αποτέλεσµα τεράστιες οικονοµικές απώλειες. Επιπλέον, η ανάπτυξη µυκήτων στα φρούτα µπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή µυκοτοξινών, συµπεριλαµβανοµένων των πιθανών καρκινογόνων παραγόντων όπως η κιτρίνίνη και η πατουλίνη (Bazioli et al., 2019). Αξίζει να σηµειωθεί πως οι µύκητες Penicillium digitatum  και P. Italicum ευθύνονται για το 80% της συνολικής απώλειας των εσπεριδοειδών µετά τη συγκοµιδή (Embaby et al., 2013).  2.1.1. Penicillium digitatum  Ο µύκητας Penicillium digitatum είναι το σηµαντικότερο µετασυλλεκτικόπαθογόνο των εσπεριδοειδών σε όλο τον κόσµο. O Penicillium digitatum, η αιτία της πράσινης µούχλας εσπεριδοειδών, περιγράφηκε και ταξινοµήθηκε από τον Saccardo το 1881. Το είδος ταξινοµείται στην κατηγορία Μύκητες, διαίρεση Ascomycota, υποδιαίρεση Pezizomycotina, κατηγορία Eurotiomycetes, υποκατηγορία Eurotiomycetidae, τάξη Eurotiales, οικογένεια Trichocomaceae και γένος Penicillium. (Ballester et al., 2019).     



20  Εικόνα 2: Εξέλιξη της µόλυνσης του µύκητα Penicillium digitatum σε πορτοκάλια.  Πηγή: https://www.mdpi.com/2076-2607/7/7/198   Υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που µεσολαβούν και επηρεάζουν την αλληλεπίδραση µεταξύ του µύκητα P. digitatum και του καρπού, περιλαµβανοµένης της παραγωγής υπεροξειδίου του υδρογόνου, της έκκρισης οργανικών οξέων και κατά συνέπεια του ελέγχου του pΗ και άλλων στρατηγικών. Η επιτυγχανόµενη πρόσφατα αλληλούχιση του γονιδιώµατος του µύκητα P. digitatum άνοιξε νέες δυνατότητες για την εξερεύνηση των παραγόντων που σχετίζονται µε την αλληλεπίδραση ξενιστή-παθογόνου. Μέσω τέτοιων τεχνικών και στοχευµένων µεταλλάξεων που προκαλούνται από το βακτήριο  Agrobacterium tumefaciens, έχουν αναφερθεί σηµαντικά γονίδια που εµπλέκονται στη διαδικασία µόλυνσης στα εσπεριδοειδή, βοηθώντας να διασαφηνιστούν οι µοριακοί µηχανισµοί που εµπλέκονται στην παθογένεια του µύκητα P. digitatum. (Costa et al., 2019a).  Η µόλυνση πραγµατοποιείται αποκλειστικά µέσω πληγών που προκαλούνται από προσβολή από έντοµα και τραυµατισµούς που προκαλούνται κατά τη διάρκεια της συλλογής, της µεταφοράς και της συσκευασίας. Η συχνότητα εµφάνισης της ασθένειας µπορεί να µειωθεί µε προσεκτικό χειρισµό (για να ελαχιστοποιηθούν οι τραυµατισµοί) και συσκευασία (για να ελαχιστοποιηθεί το φορτίο σπορίων στον αέρα και στα φρούτα), µε τον έλεγχο των εντόµων (µύγα φρούτων και σκώρος), µε χλωρίωση και εφαρµογή µυκητοκτόνων στη συσκευασία (Costa et al., 2019a).   Ο µύκητας µπορεί να βλαστήσει σε τεχνητά µέσα στους 5 ° C και, σε ορισµένες περιπτώσεις, µπορεί να παράγει αποικίες διαµέτρου έως 3 mm. ∆εν υπάρχει ανάπτυξη στους 37 ° C. Η οσµή µπορεί να είναι έντονη, καθώς έχουν εντοπιστεί πτητικοί µεταβολίτες όπως λιµονένιο, βαλενσένιο, αιθυλένιο, αιθυλική αλκοόλη, οξικός αιθυλεστέρας ή οξικός µεθυλεστέρας (Palou, 2014).     



21  2.1.2. Penicillium italicum  Ο µύκητας P.italicum (µπλε µούχλα) εµφανίζεται στο εξωτερικό των καρπών των εσπεριδοειδών. Τα πρώτα συµπτώµατα είναι µια µαλακή περιοχή στην επιδερµίδα του καρπού, ακολουθούµενη από την ανάπτυξη µιας κυκλικής αποικίας µε λευκή εξάνθιση που στη συνέχεια θα αποκτήσει κυανό χρώµα (Pimenta et al., 2008).   Ο P.italicum προκαλεί χαρακτηριστική σήψη του φρούτου και σε προχωρηµένα στάδια, η επιφάνεια καλύπτεται από γαλαζωπό - πράσινο µυκήλιο. Τέλος, ο καρπός γίνεται µαλακός και συχνά µια γλοιώδης άµορφη µάζα. Η σήψη διαφέρει από εκείνη που προκαλείται από το µύκητα P. digitatum, που δηµιουργεί µυκήλιο µε πράσινο χρώµα. Οι δύο µύκητες βρίσκονται συχνά µαζί στους ίδιους καρπούς (Veljović et al., 2017).    Εικόνα 3: Πορτοκάλι µε µόλυνση από τον µύκητα Penicillium italicum.  Πηγή: https://imgur.com/gallery/5TcOC/comment/1265478973   



22  Τα έντοµα που εισχωρούν στα φρούτα, όπως η µύγα των φρούτων της Μεσογείου, µπορεί να προκαλέσουν τραυµατισµούς, ενώ τα φρούτα εξακολουθούν να βρίσκονται ακόµη στο δέντρο, επιτρέποντας τη µόλυνση από τον P. italicum πριν από τη συγκοµιδή, η οποία µπορεί να µην εντοπιστεί τη στιγµή της διαλογής. Η µόλυνση συµβαίνει επίσης µέσω πληγών που υφίστανται κατά τη συγκοµιδή και τη µεταφορά, ενώ ο καρπός είναι ιδιαίτερα ευαίσθητος σε περιόδους υγρού καιρού (Veljović et al., 2017).  2.1.3. Alternaria sp.  Το γένος Alternaria διαδίδεται ευρέως στο περιβάλλον (ατµόσφαιρα, έδαφος, σπόροι και γεωργικά προϊόντα). Περιλαµβάνει πολυάριθµα σαπροφυτικά, ενδοφυτικά και παθογόνα είδη, προκαλώντας υποβάθµιση πριν και µετά τη συγκοµιδή των δηµητριακών, των φρούτων και των λαχανικών (Peever et al., 2004).  H ασθένεια που προκαλείται από το µύκητα Alternaria είναι µια εξαιρετικά καταστροφική ασθένεια των µανταρινιών και των υβριδίων µανταρινιών παγκόσµιας σηµασίας. Η ασθένεια επικρατεί στις περιοχές παραγωγής εσπεριδοειδών µε µεσογειακό κλίµα, που χαρακτηρίζεται από δροσερούς, υγρούς χειµώνες και ζεστά, ξηρά καλοκαίρια. Ο µύκητας Alternaria spp. επιτίθεται σε νεαρά φύλλα, κλαδιά και καρπούς, προκαλώντας κακώσεις έως κηλίδες µαύρου χρώµατος που περιβάλλονται από ένα κίτρινο φωτοστέφανο (Πρωτοπαπαδάκης, 2016).  Το γένος Alternaria spp. µπορεί επίσης να προκαλέσει µαύρη σήψη εσπεριδοειδών, η οποία εµφανίζεται κυρίως µε σάπιο πυρήνα, καθώς και µε στίγµατα στα φύλλα των λεµονιών και µε φολίδες στα φύλλα σε µεξικάνικο κίτρο. Ωστόσο, αυτές οι δύο τελευταίες ασθένειες θεωρούνται χαµηλής οικονοµικής σηµασίας επειδή περιορίζονται σε µονάδες παραγωγής φυτών και σπόρων ή εµφανίζονται σε περιορισµένες περιοχές. Τόσο η µαύρη σήψη όσο και η καφετί κηλίδα προκαλούνται από διάφορα είδη Alternaria (Peever et al., 2004).   



23  Πιο αναλυτικά, το παθογόνο µανταρινιού A. alternata µολύνει πολλά µανταρίνια και υβρίδια και επηρεάζει τα φύλλα, τα κλαδιά και τους καρπούς. Στα νεαρά φύλλα, η ασθένεια παράγει λεπτά καφέ έως µαύρα στίγµατα. Τα συµπτώµατα µπορεί να εµφανιστούν µόλις 24 ώρες µετά τη µόλυνση (Garganese et al., 2016).  Η χλώρωση και η νέκρωση µπορεί να εκτείνεται κατά µήκος των αγγείων των φύλλων καθώς η τοξίνη µετατοπίζεται ακροµετρικά. Στα ώριµα φύλλα, η ασθένεια εµφανίζεται ως νεκρωτικέςκηλίδες µε χλωρωτική άλω (Εικόνα 4, Α). Οι νεαροί βλαστοί µολύνονται επίσης και παράγουν συµπτώµατα διαµέτρου 1 έως 10 mm. Τα µολυσµένα κλαδιά νεκρώνονται ειδικά αν τα φύλλα έχουν πέσει. Στους καρπούς, οι καφέ ή µαύρες κηλίδες µπορεί να κυµαίνονται από µικρές κηλίδες έως µεγάλες αλλοιώσεις (Εικόνα 4, D) (Peever et al., 2004).      



24  Εικόνα 4: Α. Συµπτώµατα του µύκηταAlternaria µε καφέ κηλίδα. Β.Συµπτώµατα του µύκητα Alternaria σε φύλλα λεµονιού. D. Συµπτώµατα του µύκητα Alternaria σε καρπό. E, Συµπτώµατα µαύρης σήψης σε καρπό πορτοκαλιού.  Πηγή: https://www.researchgate.net/publication/279768555_Alternaria_diseases_of_citrus_-_Novel_pathosystems   Η ασθένεια µε τις κηλίδες στα φύλλα από το µύκηταAlternaria είναι µόνο εµπορικά επιβλαβής σε φυτώρια και σε µονάδες παραγωγής σπόρων, καθώς επηρεάζει µόνο το ακατέργαστο λεµόνι και το κίτρο Rangpur. Τα συµπτώµατα στα φύλλα είναι παρόµοια µε εκείνα που παράγονται σε µανταρίνια (Εικόνα 4Β). Η τοξίνη που παράγεται από αυτό το παθογόνο είναι ξεχωριστή από τον παθογόνο τύπο του µανταρινιού και ονοµάζεται ACR-τοξίνη ή ACRL-τοξίνη. Τα συµπτώµατα δεν εµφανίζονται σε φύλλα άγριου λεµονιού για περίπου 3 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό σε σύγκριση µε τις 24 ώρες που απαιτούνται για την καφετί κηλίδα. Τα συµπτώµατα στους καρπούς είναι µικρά καστανά στίγµατα και είναι αρκετά µειωµένα σε σχέση µε τον παθογόνο τύπο του µανταρινιού (Garganese et al., 2016).   Η µαύρη σήψη επηρεάζει το κεντρικό µέρος του καρπού και µπορεί να επηρεάσει όλα τα είδη εσπεριδοειδών. Τα εξωτερικά συµπτώµατα δεν είναι συχνά εµφανή και, αν υπάρχουν, εµφανίζονται ως ένα µικρό καφέ ή µαύρο στίγµα στο άκρο του καρπού (Εικόνα 4E). Τα επηρεασµένα φρούτα είναι πιο έντονα χρωµατισµένα από τα κανονικά φρούτα λόγω του αιθυλενίου που παράγεται ως αντίδραση στη µόλυνση  (Peever et al., 2004).  Φαίνεται ότι τα περισσότερα αποµονωθέντα στελέχη του µύκηταAlternaria µε µικρό στρώµα είναι ικανά να προκαλέσουν µαύρη σήψη. Καθένα από αυτά περιλαµβάνουν σαπροφυτικά αποµονωµένα στελέχη που αποικίζουν νεκρούς ή γηρασµένους ιστούς, επιφύδες από υγιή φύλλα, καθώς και τους παθογόνους τύπους του µανταρινιού και του ακατέργαστου λεµονιού. Για την διείσδυση του µύκητα απαιτείται πληγή ή φυσική ρωγµή (Peever et al., 2004).  



25   2.1.4. Lasiodiplodia theobromae (Diplodia natalensis)  Η σήψη που προκαλείται από τα στελέχη τουµύκηταLasiodiplodia theobromae (συνώνυµα: Botryodiplodia theobromae και Diplodia natalensis) είναι µια οικονοµικά επιβλαβής µετά την συγκοµιδή φθορά που εµφανίζεται σε όλους τους τύπους εσπεριδοειδών που καλλιεργούνται σε θερµές, υγρές τροπικές και υποτροπικές περιοχές του κόσµου. Η µόλυνση των φρούτων συχνά οδηγεί σε µαλακή καστανή σήψη λίγο πριν ή µετά τη συγκοµιδή, ενώ η µόλυνση των δένδρων προκαλεί διάσπαση των κυτταρικών τοιχωµάτων και έτσι αποδυναµώνει την αντοχή του ξύλου (Zhao et al., 2015).     Εικόνα 5: Μόλυνση Lasiodiplodia theobromae σε εσπεριδοειδές.  Πηγή: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124115521000107   Στα εσπεριδοειδή, η µόλυνση των καρπών µπορεί να προκαλέσει στειρότητα στο στέλεχος (SER), µια ασθένεια µετά τη συγκοµιδή. Η εµφάνιση του SER ενισχύεται σε µεγάλο βαθµό από την έκθεση στο αιθυλένιο, το οποίο χρησιµοποιείται συνήθως για να ενισχύσει την ανάπτυξη του χρώµατος του καρπού. Το αιθυλένιο είναι µια φυτική ορµόνη που προάγει την αποικοδόµηση της χλωροφύλλης, την ωρίµανση, τη 



26  γήρανση και την αποκοπή των καρπών. Τα συµπτώµατα της SER στα εσπεριδοειδή περιλαµβάνουν τη µαλάκωση της επιφάνειας, ακολουθούµενη από έναν καφέ µεταχρωµατισµό των προσβεβληµένων περιοχών (Zhao et al., 2015). Χαρακτηριστικά, η αποσύνθεση αναπτύσσεται στο άκρο του στελέχους πριν εµπλέξει ολόκληρο τον καρπό, καθώς ο µύκητας εξελίσσεται ταχέως µέσα από τον σπογγώδη κεντρικό άξονα του. Στα εσπεριδοειδή, ο µύκητας µολύνει τον καλιούχο και τον φυτικό δίσκο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Η µόλυνση τότε κανονικά παραµένει αδρανής, ενώ ο καρπός βρίσκεται ακόµη στο δέντρο και ο µύκητας δεν εισβάλλει συνήθως στους καρπούς µέχρι την συγκοµιδή (Zhao et al., 2015).   2.1.5. Geotrichum citri-aurantii  Η ξινή σήψη είναι µια σηµαντική ασθένεια µετά την συγκοµιδή των εσπεριδοειδών που προκαλείται από το παθογόνο Galactomyces citri-aurantii Butler (Geotrichum citri-aurantii (Ferraris) Butler). Η ασθένεια έχει αναφερθεί από τις περισσότερες περιοχές του κόσµου όπου καλλιεργούνται εσπεριδοειδή και µολύνουν όλες τις ποικιλίες εσπεριδοειδών, συµπεριλαµβανοµένων των µανταρινιών (Citrus reticulata Blanco), των πορτοκαλιών (C. sinensis (L.) Osbeck), του γκρέιπφρουτ (C. paradisi Macfadyen) λεµόνια (C. limon (L.) NL Burm.). Tο παθογόνο εισέρχεται µέσω τραυµάτων µε τη σκόνη και το νερό που εκτοξεύεται από το έδαφος πάνω στους καρπούς που κρέµονται χαµηλά (Hernández-Montiel et al., 2010).  Συγκεκριµένα, οι τραυµατισµοί που υφίστανται στο λευκό τµήµα της φλούδας των καρπών είναι αρκετοί για να λάβει χώρα µόλυνση. Οι τραυµατισµοί αυτοί συχνά προέρχονται από την επίθεση των εντόµων, κυρίως από σκώρους και τις µύγες φρούτων που τρυπούν τους καρπούς. Όλες οι ποικιλίες εσπεριδοειδών είναι ευαίσθητες, αλλά ιδιαίτερα ευαίσθητα είναι τα υβρίδια µανταρινιού. Ο µύκητας µπορεί επίσης να εξαπλωθεί µε µύγες ξιδιού (Drosophila spp.) από µολυσµένα ή τραυµατισµένα φρούτα. Ο µύκητας Geotrichum citri-aurantii αναπτύσσεται ταχύτερα σε θερµοκρασίες άνω των 27 ° C και στους πολύ ώριµους καρπούς (Wu et al., 2017).  



27  2.1.6. Trichoderma viride  Τα είδη του γένους Trichoderma (Teleomorph Hypocrea) βρίσκονται σε πολλά οικοσυστήµατα, αλλά ο πιο κοινός και φυσικός οικότοπος αυτών των µυκήτων είναι το χώµα και επιτίθεται στους καρπούς όλων των ποικιλιών εσπεριδοειδών (Bicici et al., 1992).   Εικόνα 6: Λεµόνι µολυσµένο από το µύκητα Trichoderma viride. Πηγή: https://ucanr.edu/blogs/blogcore/postdetail.cfm?postnum=26152    Η αρχική µόλυνση εξαρτάται από τους τραυµατισµούς των καρπών,αλλά ο µύκητας εισβάλλει σε χαρτοκιβώτια και ξύλινα κουτιά αποθήκευσης από όπου µπορεί να αναπτυχθεί ξανά και να µολύνει φρούτα υγιή. Ο µύκητας Trichoderma είναι ένας αποικοδοµητής κυτταρίνης και αναπτύσσεται έντονα σε υλικά, όπως το χαρτί και το ξύλο (Bicici et al., 1992).  Αξίζει να σηµειωθεί πως τα είδη του µύκητα Trichoderma έχουν ανταγωνιστική δράση έναντι παθογόνων φυτών και έχουν µελετηθεί εκτενώς ως προς τους παράγοντες βιολογικού ελέγχου έναντι παθογόνων (Albert et al., 2011).    



28  2.1.7. Colletotrichum gloeosporioides  Ο µύκητας είναι ένας κύριος εισβολέας τραυµατισµένων ή εξασθενηµένων ιστών φυτών εσπεριδοειδών σε οπωρώνες και µπορεί να καταστήσει τα µολυσµένα φρούτα µη εµπορεύσιµα. Συγκεκριµένα, ο Colletotrichum είναι ένα από τα σηµαντικότερα γένη φυτικών παθογόνων µυκήτων, υπεύθυνο για πολλές ασθένειες σε πολλές καλλιέργειες σε όλο τον κόσµο. Μάλιστα, ο Colletotrichum spp. συµπεριλήφθηκε πρόσφατα στον κατάλογο των δέκα σηµαντικότερων φυτικών παθογόνων µυκήτων στον κόσµο (Guarnaccia et al., 2017).   Εικόνα 7: Πορτοκάλια µολυσµένα από το µύκητα Colletotrichum gloeosporioides. Πηγή: https://www.appsnet.org/publications/potm/pdf/Feb11.pdf   Ο µύκητας αποικίζει σε ξερά κλαδιά και νεκρούς ιστούς και σχηµατίζει µια αφθονία ακέρβουλων και κονιδίων, από όπου διασπείρωνται από τον άνεµο, τη βροχή και τα έντοµα στα φρέσκα φρούτα. Ο µύκητας διεισδύει στον καρπό και στη συνέχεια παραµένει σε λανθάνουσα κατάσταση µέχρις ότου οι συνθήκες είναι ευνοϊκές για περαιτέρω ανάπτυξη, όπως η υπερβολική ωριµότητα ή ο τραυµατισµός του καρπού. Όλα τα είδη εσπεριδοειδών είναι ευαίσθητα, αλλά κυρίως είδη µανταρινιών. Τα συµπτώµατα της νόσου είναι σπάνια εµφανή στο φλοιό των καρπών κατά τη διάρκεια της περιόδου πριν από τη συγκοµιδή, αλλά και µετά τη συγκοµιδή µπορεί να 



29  εµφανιστούν ως σκούρες καφέ ακανόνιστες αλλοιώσεις βυθισµένες στους ιστούς του δέρµατος του καρπού (Sharma & Kulshrestha, 2015).   2.1.8. Fusarium spp.  Η ξηρή σήψη των ριζών , µια ασθένεια που προκαλείται από το µύκητα του εδάφους Fusarium solani, έχει µακρά ιστορία στην παραγωγή εσπεριδοειδών. Ο µύκητας Fusarium solani είναι παθογόνο στα εσπεριδοειδή και µπορεί να µόνο να προσβάλλει όταν ένα δέντρο είναι σε ευαίσθητη κατάσταση (Sandoval et al., 2018).  Όλες οι ηλικίες των δένδρων είναι ευαίσθητες στην ασθένεια. Τα συµπτώµατα µπορεί να περιλαµβάνουν ένα κόκκινο προς γκριζωπό χρώµα των ριζών. Η µόλυνση οδηγεί σε σκουρόχρωµη φθορά στο φλοιό µεγάλων ριζών και του κορµού. Ωστόσο, ο αποχρωµατισµός µπορεί µερικές φορές να περιορίζεται σε ένα τµήµα και όχι σε ολόκληρη την επιφάνεια. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τα δέντρα να καθίστανται αδύναµα και να χάνουν την ικανότητα να παράγουν ποιοτικούς καρπούς. Τα φύλλα γίνονται κίτρινα, έπειτα καφέ και µαραίνονται ή πέφτουν γρήγορα.Η εξέλιξη της νόσου επηρεάζεται από τις καιρικές συνθήκες και είναι ταχύτερη κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού (Yaseen & D’Onghia, 2010).  2.1.9.  Μυκοτοξίνες  Οι µυκοτοξίνες είναι δευτερογενείς µεταβολίτες µυκήτων µε αποτέλεσµα να αναπτύσσονται φυσικά στα τρόφιµα. Αντιπροσωπεύουν µια µεγάλη οµάδα διαφορετικών ουσιών που παράγονται από διαφορετικά είδη µυκήτων.  Ωστόσο, η ανάπτυξη των µυκήτων δεν συνδέεται απαραίτητα µε το σχηµατισµό µυκοτοξινών, καθώς οι µυκοτοξίνες ενδέχεται να υφίστανται σε τρόφιµα όταν δεν υπάρχουν πλέον µύκητες. Επιπλέον, ένας µύκητας µπορεί να παράγει διαφορετικές µυκοτοξίνες αλλά και µια µυκοτοξίνη µπορεί να παραχθεί από διαφορετικούς διαφορετικούς µύκητες (Fernandez – Cruz et al., 2010).  



30  Ένα χαρακτηριστικό που µοιράζονται τα περισσότερα φρούτα είναι η υψηλή οξύτητα. Το pH των φρούτων κυµαίνεται από 5,0 έως 2,5 και αυτό το επίπεδο pH θεωρείται ο πιο σηµαντικός παράγοντας στον προσδιορισµό των τύπων µικροοργανισµών που µπορούν να προκαλέσουν βλάβη σε αυτή την κατηγορία τροφίµων. Λόγω της οξύτητας, ως εκ τούτου, οι µύκητες είναι οι κύριοι µικροοργανισµοί φθοράς για τα φρούτα. Τα φρούτα γίνονται όλο και πιο ευαίσθητα στην εισβολή των µυκήτων κατά την ωρίµανση, καθώς αυξάνεται το pH του ιστού, µαλακώνουν οι στρώσεις του δέρµατος, αυξάνονται οι διαλυτοί υδατάνθρακες και αποδυναµώνουν την άµυνα των καρπών (Fernandez – Cruz et al., 2010).  Ωστόσο, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η ανάπτυξη των µυκήτων δεν συνδέεται απαραίτητα µε το σχηµατισµό µυκοτοξινών. Μέσα σε ένα είδος, το δυναµικό ενός µύκητα εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από το στέλεχος του. Εκτός από το είδος και το στέλεχος του µύκητα, οι περιβαλλοντικοί παράγοντες παίζουν σηµαντικό ρόλο στο σχηµατισµό µυκοτοξινών. Η παρουσία µυκήτων δεν παρέχει καµία εγγύηση για µολύνσεις από µυκοτοξίνες και λόγω της σταθερότητας των µυκοτοξινών µπορεί να υπάρχει σε τρόφιµα όταν δεν υπάρχουν πλέον µύκητες (Granados-Chinchilla et al., 2018).  Παρόλο που υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός διαφορετικών µυκοτοξινών, µόνο µερικοί από αυτούς εντοπίζονται τακτικά σε τρόφιµα. Οι µυκοτοξίνες που απαντώνται συχνότερα στα τρόφιµα είναι οι ατοξίνες, η ωχρατοξίνη Α, η πατουλίνη και οι µυκοτοξίνες που παράγονται από τα είδη Fusarium (Del Rio et al., 2015).  Οι αφλατοξίνες είναι βιολογικοί δραστικοί δευτερογενείς µεταβολίτες που παράγονται κυρίως από Aspergillus flavus και Aspergillus parasiticus. Η αφλατοξίνη Β1 και οι δοµικά συγγενείς ενώσεις προκαλούν σοβαρή ανησυχία όσον αφορά τη δηµόσια υγεία, κυρίως λόγω του δυναµικού τους ως ισχυρών ηπατοτοξινών και καρκινογόνων ουσιών στον άνθρωπο και της αποδεδειγµένης τοξικότητάς τους σε ζώα, πτηνά και ψάρια (Del Rio et al., 2015).  



31  Μια άλλη µυκοτοξίνη µε σχέση µε την ανθρώπινη υγεία είναι η πατουλίνη. Η πατουλίνη έχει ένα ευρύ φάσµα τοξικότητας, συµπεριλαµβανοµένης της καρκινογένεσης και της τερατογένεσης στα ζώα. Τα συµπτώµατα τοξικότητας της πατουλίνης σε ζώα είναι οίδηµα πνευµόνων και εγκεφάλου. το ήπαρ, τη σπλήνα και τη νεφρική βλάβη. και την τοξικότητα στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Για τους ανθρώπους έχουν αναφερθεί ναυτία, γαστρεντερικές διαταραχές και έµετος. Η πατουλίνη παράγεται από περίπου 60 είδη που ανήκουν σε 30 γένη µυκήτων.  Ο σηµαντικότερος παραγωγός πατουλίνης είναι ο µύκητας Penicillium expansum (Del Rio et al., 2015).  2.3. Τρόπος µετάδοσης, συµπτώµατα, ασθένεια και οικονοµικός αντίκτυπος των παθογόνων οργανισµών στα εσπεριδοειδή   Τα φρούτα διαδραµατίζουν ζωτικό ρόλο στην ανθρώπινη διατροφή παρέχοντας τους απαραίτητους παράγοντες ανάπτυξης, όπως οι βιταµίνες και τα βασικά µέταλλα, στην καθηµερινή διατροφή του ανθρώπου, ενώ µπορούν να βοηθήσουν στη διατήρηση µιας καλής και φυσιολογικής υγείας. ∆ιανέµονται ευρέως στη φύση και µπορούν να διαδραµατίσουν σηµαντικό ρόλο στην υγεία µέσω της πρόληψης των καρδιακών παθήσεων και του καρκίνου. Τα εσπεριδοειδή είναι η οικονοµικά σηµαντικότερη καλλιέργεια οπωροφόρων δέντρων στον κόσµο µε ετήσια παραγωγή περίπου 125 εκατοµµυρίων τόνων καρπών που έχουν συγκοµιστεί από περισσότερα από 9 εκατοµµύρια εκτάρια καλλιεργούµενης γης (Abbate et al., 2019).  Ένας από τους περιοριστικούς παράγοντες που επηρεάζουν την οικονοµική αξία των καρπών είναι η σχετικά µικρή διάρκεια ζωής που οφείλεται στην επίθεση από παθογόνους. Τα εσπεριδοειδή είναι επιρρεπή στην προσβολή περισσότερων από 100 ασθενειών και διαταραχών που προκαλούνται από µύκητες, ιούς και βακτήρια (Naqvi, 2004).  Τα εσπεριδοειδή προσβάλλονται από έναν αριθµό παθογόνων οργανισµών από το στάδιο άνθησης έως τη συγκοµιδή και στη συνέχεια από παθογόνους παράγοντες µετά τη συγκοµιδή που επηρεάζουν την παραγωγή της καλλιέργειας και επιδεινώνουν 



32  σηµαντικά την ποιότητα των καρπών.Τα παθογόνα πριν τη συγκοµιδή όπως Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Botryodiplodia theobromae, Alternaria citri, Phomopsis citri κλπ. επιτίθενται στα φρούτα και προκαλούν σηµαντική ζηµιά στην παραγωγή και την ποιότητά τους (Naqvi, 2004).  Πάνω από 20 διαφορετικά είδη ασθενειών µετά την συγκοµιδή έχουν αναφερθεί στα εσπεριδοειδή και αποτελούν την κύρια αιτία της φθοράς των καρπών, µε αποτέλεσµα τεράστιες οικονοµικές απώλειες. Εκτιµάται ότι περίπου το 20-25% των συγκοµισθέντων καρπών καταστρέφεται από παθογόνους παράγοντες κατά τη διάρκεια του χειρισµού µετά τη συγκοµιδή ακόµη και στις ανεπτυγµένες χώρες (Muhammad et al., 2018).  Συγκεκριµένα, ο ακατάλληλος χειρισµός, συσκευασία, αποθήκευση και µεταφορά µπορεί να οδηγήσει σε αποσύνθεση και ανάπτυξη µικροοργανισµών που ενεργοποιούνται λόγω της µεταβαλλόµενης φυσιολογικής κατάστασης των φρούτων. Τα φρούτα, λόγω του χαµηλού pH τους, της υψηλότερης περιεκτικότητάς τους σε υγρασία και της θρεπτικής τους σύνθεσης, είναι πολύ επιρρεπή σε προσβολή από παθογόνους µύκητες (Muhammad et al., 2018).  Μεγάλες ποσότητες φρούτων χάνονται λόγω αλλοίωσης που προκαλείται από παθογόνους µικροοργανισµούς, ιδιαίτερα µύκητες. Αυτοί οι παθογόνοι µύκητες περιορίζουν την οικονοµική αξία αυτών των φρούτων καθώς και τη διάρκεια ζωής τους. Με τα χρόνια υπάρχει µια αυξανόµενη ανάγκη να εντοπιστούν και να αποµονωθούν οι µύκητες που σχετίζονται µε την αλλοίωση των καρπών των εσπεριδοειδών. Έτσι, η αλλοίωση αναφέρεται σε οποιαδήποτε αλλαγή στην κατάσταση της τροφής, στην οποία τα φρούτα γίνονται λιγότερο ευχάριστα ή ακόµα και τοξικά. Αυτές οι αλλαγές µπορούν να συνοδεύονται από αλλοιώσεις γεύσης, οσµής, εµφάνισης ή υφής (Muhammad et al., 2018).  Οι µύκητες προκαλούν σηµαντικά προβλήµατα στην παραγωγή εσπεριδοειδών. Σε αντίθεση µε ορισµένους συστηµατικά παθογόνους, αυτοί οι µύκητες δεν προκαλούν την παρακµή ή το θάνατο των δέντρων. Ωστόσο, µερικοί µειώνουν την απόδοση και 



33  το µέγεθος των καρπών , άλλοι µύκητες προκαλούν µόνο εξωτερικές ατέλειες στα φρούτα και πρέπει να ελέγχονται µόνο µε φρούτα που προορίζονται για τη νέα αγορά. Οι ασθένειες από µύκητες είναι συνήθως πιο σοβαρές σε περιοχές εσπεριδοειδών µε υψηλές βροχοπτώσεις και θερµοκρασίες. Παρόλα αυτά, ορισµένοι µύκητες είναι σε θέση να µολύνουν τα εσπεριδοειδή χρησιµοποιώντας µόνο την υγρασία και έτσι µπορεί να προκαλέσουν προβλήµατα ακόµη και σε ηµι-άνυδρες, χειµερινές και βροχοπτώσεις, περιοχές παραγωγής εσπεριδοειδών (Timer et al., 2004).  Η αρχή της εξάπλωσης της ασθένειας στα φρούτα υποστηρίζει ότι ένα µολυσµένο φρούτο µπορεί να αποτελέσει την πηγή µόλυνσης σε εσπεριδοειδή κατά την αποθήκευση και τη µεταφορά. Οι µύκητες του εδάφους και τα βακτήρια που προκαλούν απώλειες τυπικά µολύνουν τα φυτά κατά τη διάρκεια ή λίγο πριν τη συγκοµιδή. Μπορεί όµως να εµφανιστεί µόλυνση κατά τη διάρκεια του χειρισµού ή της αποθήκευσης µετά τη συγκοµιδή (Costa et al., 2019b).  Ο κυριότερος παράγοντας που επηρεάζει την ποιότητα των εσπεριδοειδών είναι οι µετασυλλεκτικές ασθένειες. Οι µύκητες, όπως τα είδη του γένους Penicillium, µπορούν να εισέλθουν στον ευαίσθητο ιστό και να προκαλέσουν απώλεια κατά τη συσκευασία. Οι µύκητες Penicillium digitatum και Penicillium italicum προκαλούν ασθένειες που είναι καθολικές µετά τη συγκοµιδή των εσπεριδοειδών. Η εκτεταµένη παραγωγή σπορίων από αυτά τα παθογόνα εξασφαλίζει την παρουσία της οποιασδήποτε µορφής, όπου συµπεριλαµβάνονται τα χωράφια, ο χώρος συσκευασίας, ο εξοπλισµός, ο καθαρισµός του χώρου, οι αποθηκευτικοί χώροι, τα εµπορευµατοκιβώτια µεταφοράς και η αγορά (Oviasogie et al., 2015).   Η διαχείριση πολλών από αυτές τις ασθένειες µπορεί να είναι δύσκολη. Σε ορισµένες περιπτώσεις, υπάρχουν ποικιλίες που είναι ανθεκτικές σε πολλά παθογόνα µυκήτων. Ωστόσο, η επιλογή των ποικιλιών βασίζεται κυρίως στη ζήτηση και την τιµή των καταναλωτών. Έτσι, είναι απαραίτητο να ελέγχεται η ασθένεια σε ευαίσθητες ποικιλίες (Timer et al., 2004).  



34  Κεφάλαιο 3ο  Αντιµετώπιση Παθογόνων Μικροοργανισµών  3.1. Μηχανισµοί άµυνας των φυτών  Τα φυτά εκτελούν φυσιολογικές διεργασίες απαραίτητες για την επιβίωσή τους, συµπεριλαµβανοµένης της κυτταρικής διαίρεσης και επιµήκυνσης, διαφοροποίησης και ανάπτυξης, απορρόφησης και µετακίνησης νερού και θρεπτικών στοιχείων από το έδαφος, σύνθεσης, αποικοδόµησης και αποθήκευσης οργανικών ενώσεων και αναπαραγωγής. Όταν µία από αυτές τις λειτουργίες διακόπτεται, είτε από φυτοπαθογόνα είτε από ορισµένες περιβαλλοντικές συνθήκες, παράγεται µια ασθένεια (Sandoval-Chávez et al., 2015).  Όπως και στα φυτά, η παρουσία παθογόνων στα φρούτα προκαλεί σηµαντικές απώλειες µετά τη συγκοµιδή. Ωστόσο, έχουν διαφορετικούς προστατευτικούς φραγµούς, οι οποίοι µπορεί να είναι εγγενείς ή να αναπτύσσονται όταν ανιχνεύουν την παρουσία παθογόνου (Sandoval-Chávez et al., 2015).  Γενικά, τα φυτά είναι ανθεκτικά στους περισσότερους µικροοργανισµούς και υπάρχουν λίγα φυτικά παθογόνα που έχουν την ικανότητα να προκαλέσουν ασθένεια. Σε αντίδραση  της µόλυνσης από παθογόνους, τα φυτά έχουν ένα δυναµικό ανοσοποιητικό σύστηµα που αποτελείται από αρκετούς µηχανισµούς για την υπεράσπιση από παθογόνους φυτών.  Έχουν περιγραφεί δύο τύποι απόκρισης έναντι µολύνσεων από παθογόνα: η αντίσταση ξενιστή και η άµυνα υποδοχής του. Αυτοί οι δύο τύποι διακρίνονται από το κατά πόσον ο παθογόνος οργανισµός µπορεί ή δεν µπορεί να προσαρµοστεί σε ένα συγκεκριµένο είδος φυτού. Αµφότερες οι αποκρίσεις περιλαµβάνουν, ως αρχικό βήµα, την αντίληψη των σχετιζόµενων µε παθογόνο µοριακών προτύπων µε υποδοχείς αναγνώρισης προτύπων κυτταρικής επιφάνειας (Upinder et al., 2015).  Η άµυνα αντίστασης είναι η απόκριση άµυνας που εµφανίζεται από ένα ολόκληρο είδος φυτού σε όλες τις γενετικές παραλλαγές ενός παθογόνου. Αποτελεί κατά κύριο 



35  λόγο ένα πολυγονιδιακό χαρακτηριστικό και παρέχει µεγαλύτερη και ανθεκτικότερη αντίσταση έναντι της παθογόνου µόλυνσης από την άµυνα φιλοξενίας υπό συνθήκες εδάφους. Η άµυνα µπορεί να περιλαµβάνει τα προσχηµατισµένα φυσικά και χηµικά εµπόδια που παρεµποδίζουν την είσοδο των παθογόνων. Εντούτοις, αν η αναγνώριση περιλαµβάνει έναν τελεστή παθογόνου που ενεργοποιεί µια υπερευαίσθητη ανταπόκριση κυτταρικού θανάτου, η άµυνα αντίστασης επικαλύπτεται µε µια ανοσία που προκαλείται από τον τελεστή(Lee et al., 2016).  Η αντοχή του ξενιστή και η αντίσταση στο ξενιστή διαφοροποιούνται συνήθως µε βάση την προσαρµογή των παθογόνων σε ένα συγκεκριµένο είδος (ξενιστής) και την έλλειψη προσαρµογής σε άλλα είδη. Τα παθογόνα αναγνωρίζουν συγκεκριµένα φυτά µε τη µορφή επιφανειακής τοπολογίας ή σύνθεσης φυτικών κηρών. Oι παθογόνοι οργανισµοί υπερνικούν επιτυχώς τη διείσδυση ή την αντίσταση πριν από την εισβολή παράγουν υφές και / ή υπολείµµατα µόλυνσης για την απορρόφηση θρεπτικών συστατικών από τα φυτικά κύτταρα. Σε αυτό το σηµείο, οι παθογόνοι οργανισµοί αντιµετωπίζουν αντίσταση µετά την επώαση από τα φυτά.Ωστόσο, µε βάση τα ερευνητικά στοιχεία, οι µηχανισµοί της άµυνας των φυτών κατά των παθογόνων µυκήτων έχουν κάποιες οµοιότητες και αλληλεπικαλύψεις µε τη συµµετοχή κοινών γονιδίων και στους δύο τύπους άµυνα αλλά είναι ακόµη διακριτές ως αναγνώριση και έναρξη της αµυντικής αντίδρασης (Upinder et al., 2015).  3.2. Τρόποι αντιµετώπισης  H αντιµετώπιση των παθογόνων των εσπεριδοειδών συνήθως περιλαµβάνει τη χρήση χηµικών εντοµοκτόνων. Τα υπολείµµατα φυτοφαρµάκων έχουν βρεθεί σε διάφορα µέρη του περιβάλλοντος, συµπεριλαµβανοµένων των ανθρώπων, και θεωρούνται µία από τις κύριες αιτίες της απώλειας βιοποικιλότητας. Παράλληλα, η συνεχής χρήση φυτοφαρµάκων έχει οδηγήσει σε ανθεκτικούς πληθυσµούς επιβλαβών οργανισµών, οδηγώντας σε αποτυχίες ελέγχου παρασίτων µε σοβαρές οικονοµικές συνέπειες (Heydari &  Pessarakli, 2010).  



36  Τα υπολείµµατα φυτοφαρµάκων εντοπίζονται κυρίως στο φλοιό των εσπεριδοειδών. Κατά συνέπεια, συγκεντρώνονται στα έλαια που εξάγονται από τη φλούδα. ∆εδοµένου ότι τα αιθέρια έλαια από εσπεριδοειδή χρησιµοποιούνται στις βιοµηχανίες τροφίµων, φαρµακευτικών και καλλυντικών, η µόλυνση µε παρασιτοκτόνα είναι ανεπιθύµητη. Ως εκ τούτου, οι εναλλακτικές µέθοδοι καταπολέµησης των παρασίτων που είναι ικανές να προστατεύουν αποτελεσµατικά την καλλιέργεια και ταυτόχρονα µειώνουν την παρουσία φυτοφαρµάκων σε αιθέρια έλαια εσπεριδοειδών έχουν µεγάλη σηµασία (Talibi et al., 2014).  3.2.1. Παράγοντες και µηχανισµοί βιολογικής αντιµετώπισης  Οι φυτοπαθογόνοι µύκητες είναι µια πολύ διαφορετική οµάδα ετερότροφων οργανισµών διατροφής, οι οποίοι απαιτούν έναν αριθµό παραγόντων που τους επιτρέπουν να προκαλέσουν µόλυνση, όπως η ύπαρξη δοµών διείσδυσης και η παραγωγή υδρολυτικών ενζύµων που υποβαθµίζουν το κυτταρικό τοίχωµα φρούτων, µεταξύ άλλων. Η κύρια µέθοδος ελέγχου αυτών των µυκήτων µετά τη συγκοµιδή ήταν η χρήση µυκητοκτόνων, τα οποία έχουν περιοριστεί λόγω της τοξικότητάς τους, έτσι αναζητούνται εναλλακτικές µέθοδοι όπως η χρήση ανθεκτικών ποικιλιών (Sandoval-Chávez et al., 2015).  H βιολογική αντιµετώπιση των ασθενειών των φυτών θεωρήθηκε ως µια βιώσιµη εναλλακτική µέθοδος για τη διαχείριση των ασθενειών των φυτών. H βιολογική αντιµετώπιση είναι η αναστολή ανάπτυξης, µόλυνσης ή αναπαραγωγής ενός οργανισµού που χρησιµοποιεί έναν άλλο οργανισµό. H βιολογική αντιµετώπιση είναι ασφαλής από περιβαλλοντική άποψη και σε ορισµένες περιπτώσεις είναι η µόνη διαθέσιµη επιλογή για την προστασία των φυτών από τους παθογόνους παράγοντες και µπορεί να χρησιµοποιεί φυσικούς εχθρούς επιβλαβών παθογόνων για την εξάλειψη ή τον έλεγχο του πληθυσµού τους. Αυτό µπορεί να συνεπάγεται την εισαγωγή εξωτικών ειδών ή µπορεί να είναι θέµα αξιοποίησης οποιασδήποτε µορφής βιολογικού ελέγχου που υπάρχει φυσικά στο οικοσύστηµα. Η επαγωγή της ανθεκτικότητας των φυτών χρησιµοποιώντας µη παθογόνους ή µη συµβατούς 



37  µικροοργανισµούς είναι επίσης µια µορφή βιολογικού ελέγχου (Heydari & Pessarakli, 2010).  Συγκεκριµένα, η βιολογική αντιµετώπιση των παθογόνων στα φυτά περιλαµβάνει τη χρήση οργανισµών για τη µείωση ή την πρόληψη µόλυνσης από παθογόνο παράγοντα. Αυτοί οι οργανισµοί ονοµάζονται ανταγωνιστές. µπορεί να εµφανιστούν φυσικά εντός του περιβάλλοντος του ξενιστή ή µπορούν να εφαρµοστούν σκόπιµα σε εκείνα τα τµήµατα του δυνητικού φυτού ξενιστή όπου µπορούν να δράσουν άµεσα ή έµµεσα ενάντια στο παθογόνο. Οι πρακτικές που ευνοούν έναν φυσικό ανταγωνιστή και εκµεταλλεύονται την ευεργετική δράση του είναι συχνά αποτελεσµατικές στη µείωση των ασθενειών. Άλλοι ανταγωνιστές παράγουν ουσίες που αναστέλλουν ή σκοτώνουν πιθανά παθογόνα που εµφανίζονται σε στενή εγγύτητα (Gardener & Fravel, 2002).   3.2.1.1. Βιολογικά σκευάσµατα  Με τις τάσεις των καταναλωτών για φυσικές εναλλακτικές λύσεις σε χηµικά µυκητοκτόνα και αλλαγές στη νοµοθεσία, η χρήση φυσικών προϊόντων όπως τα φυτικά εκχυλίσµατα µπορεί να αποτελέσει λύση τόσο για τη βιοµηχανία όσο και για τους καταναλωτές. Πρόσφατα, δόθηκε προσοχή στην εκµετάλλευση ανώτερων φυτικών προϊόντων ως νέων βοτανικών µυκητοκτόνων στη διαχείριση των εσπεριδοειδών. Περισσότερα από 1340 είδη φυτών είναι γνωστό ότι είναι πιθανές πηγές αντιµικροβιακών ενώσεων και περίπου 10.000 δευτερεύοντες µεταβολίτες των φυτών έχουν καθοριστεί χηµικά για το ρόλο τους ως αντιµικροβιακών παραγόντων. Τα εκχυλίσµατα φυτών έχουν το πλεονέκτηµα ότι είναι βιοαποικοδοµήσιµα και όχι φυτοτοξικά (Tripathi et al., 2004).  Ορισµένοι φυσικοί µικροβιακοί ανταγωνιστές σε επιφάνειες φρούτων µπορούν να καταστέλλουν την ανάπτυξη µιας νόσου. Η χρήση ανταγωνιστικών µικροοργανισµών για τον έλεγχο των ασθενειών µετά την συγκοµιδή των εσπεριδοειδών βασίζεται σε δύο προσεγγίσεις: τη χρήση φυσικών επιφυτικών ανταγωνιστών που υπάρχουν ήδη στις επιφάνειες φρούτων και την τεχνητή εισαγωγή επιλεκτικών µικροβιακών 



38  ανταγωνιστών που ελέγχουν ασθένειες µετά τη συγκοµιδή. Η σηµασία των φυσικώς εµφανιζόµενων µικροβιακών ανταγωνιστών αποκαλύπτεται όταν τα πλυµένα φρούτα αναπτύσσουν περισσότερη σήψη από ό, τι τα άπλυτα. Αυτό υποδηλώνει ότι η µόνιµη επιφυτική µικροχλωρίδα στα εσπεριδοειδή είναι ικανή να ελέγχει τις ασθένειες εσπεριδοειδών (Kohl et al., 2019).   Αρκετοί ανταγωνιστικοί µικροοργανισµοί, που βρέθηκαν να είναι αποτελεσµατικοί στον έλεγχο των ασθενειών των εσπεριδοειδών στη φάση µετά τη συγκοµιδή, αποµονώθηκαν από την επιφάνεια των εσπεριδοειδών. Επί του παρόντος, αναπτύχθηκαν διαθέσιµοι µικροβιακοί ανταγωνιστές για τον έλεγχο της αποσύνθεσης που προέρχονται κυρίως από την ενεργή µόλυνση των πληγών από φρούτα και όχι από τις λοιµώξεις που βρίσκονται σε λανθάνουσα κατάσταση (Kohl et al., 2019).   Η θεραπεία των εσπεριδοειδών µε ανταγωνιστικές ζύµες είναι µία από τις καλύτερες εναλλακτικές για τον έλεγχο των ασθενειών µετά τη συγκοµιδή. Αυτή η σηµασία αποδίδεται σε αρκετά θετικά χαρακτηριστικά που κάνουν ζυµοµύκητες αποτελεσµατικούς µικροβιακούς παράγοντες για τον έλεγχο των ασθενειών. Πρώτον, οι ζύµες µπορούν να αποικίσουν την επιφάνεια του φρούτου για µεγάλο χρονικό διάστηµα ακόµα και σε ξηρές συνθήκες. ∆εύτερον, οι ζύµες παράγουν εξωκυτταρικούς πολυσακχαρίτες, οι οποίοι ενισχύουν την βιωσιµότητά τους και περιορίζουν την ανάπτυξη παραγόντων παθογόνου. Τρίτον, οι ζυµοµύκητες µπορούν να χρησιµοποιούν τα θρεπτικά συστατικά ταχέως και να πολλαπλασιάζονται µε υψηλό ρυθµό (Ferraz et al., 2019).  Τα βακτήρια παρουσιάζουν ενδιαφέρον ως παράγοντες βιολογικού ελέγχου λόγω της ικανότητάς τους να αναπτύσσονται στη ριζόσφαιρα και της ικανότητας τους να αποικίζουν τους εσωτερικούς ιστούς των φυτών και έτσι να παρέχουν µια εσωτερική άµυνα κατά των παθογόνων. Τα ανταγωνιστικά βακτήρια είναι γνωστά για την παραγωγή ουσιών µε αντιβιοτικές ιδιότητες (Mota et al., 2017).   



39  3.2.2. Παράγοντες και µηχανισµοί χηµικής αντιµετώπισης  Υπάρχουν διαθέσιµες διάφορες χηµικές ουσίες που έχουν σχεδιαστεί για τον έλεγχο των ασθενειών των φυτών εµποδίζοντας την ανάπτυξη ή µε τη θανάτωση των παθογόνων που προκαλούν ασθένειες. Τα χηµικά µπορούν να εφαρµοστούν σε σπόρους, φύλλωµα, λουλούδια, φρούτα ή χώµα. Τα προιόντα αυτά έχουν τη δυνατότητα να προλαµβάνουν ή να µειώνουν τις ασθένειες χρησιµοποιώντας διάφορες πρακτικές ελέγχου της νόσου. Τα προστατευτικά σκευάσµατα τοποθετούν ένα χηµικό φράγµα µεταξύ του φυτού και του παθογόνου, ενώ οι θεραπευτικές χηµικές ουσίες εφαρµόζονται για την καταπολέµηση µιας ασθένειας σε εξέλιξη (Hirooka & Ishii, 2013).  Οι σπόροι, οι βολβοίκαι οι κόνδυλοι συχνά υποβάλλονται σε επεξεργασία µε χηµικές ουσίες για την εξάλειψη παθογόνων βακτηρίων και µυκήτων και για την προστασία των σπόρων από οργανισµούς στο έδαφος, κυρίως µύκητες, που προκαλούν σήψη. Οι σπόροι συχνά καλύπτονται µε διασυστηµατικά µυκητοκτόνα, τα οποία απορροφώνται και παρέχουν προστασία στο εκάστοτε φυτό (Waard et al., 2003).  Tα προστατευτικά φυτοφάρµακα που εφαρµόζονται στο φύλλωµα και τα φρούτα των καλλιεργειών και των καλλωπιστικών φυτών περιλαµβάνουν ένα ευρύ φάσµα οργανικών χηµικών ουσιών που έχουν σχεδιαστεί για την πρόληψη της µόλυνσης. Τα προστατευτικά σκευάσµατα δεν απορροφώνται ή µεταφέρονται µέσω του φυτού, αλλά προστατεύουν έτσι µόνο εκείνα τα µέρη του φυτού που υποβλήθηκαν σε επεξεργασία πριν από την εισβολή από τον παθογόνο οργανισµό. Μια δεύτερη εφαρµογή είναι συχνά απαραίτητη επειδή η χηµική ουσία µπορεί να αποµακρυνθεί από τον άνεµο, τη βροχή ή την άρδευση ή µπορεί να διασπαστεί από το ηλιακό φως (Hirooka & Ishii, 2013).  Επί του παρόντος, τα συνθετικά µυκητοκτόνα είναι το κύριο µέσο για τον έλεγχο των µετασυλλεκτικώνασθενειών των εσπεριδοειδών, ιδιαίτερα η ιµαζαλίλη, η θειαβενδαζόλη, το φαινυλοφαινικό νάτριο, η φλουδοξονίλη κ.α.ή διαφορετικά µίγµατα αυτών των ενώσεων (Hirooka & Ishii, 2013). 



40   Ωστόσο, αυτά τα µυκητοκτόνα δεν είναι αποτελεσµατικά έναντι όλων των σηµαντικών παθογόνων παραγόντων. Πράγµατι, η ξινή σήψη είναι δύσκολο να ελεγχθεί µε αυτά(Talibi et al., 2014).  



41  ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  1. Υλικά-Μέθοδοι  1.1 Σκοπός  Στην παρούσα έρευνα σκοπός ήταν η µέτρηση της ανάπτυξης του µύκητα Penicillium digitatum σε φυτικό υλικό εσπεριδοειδών, και συγκεκριµένα σε δύο ειδών δέντρα. Το ένα είναι τα τα πορτοκάλια ποικιλίας Βαλένσια, ενώ το άλλο είναι λεµόνια προερχόµενα από βιολογική καλλιέργεια. Μαζί µε τον µύκητα αυτόν στα τρυβλία τοποθετήθηκαν ενεργοποιηµένα  K165 προκειµένου να µετρηθεί η επίδραση που είχαν στην ανάπτυξη του P.digitatum. Σκοπός της διεξαγωγής της συγκεκριµένης σειράς πειραµάτων ήταν η εξέταση του βαθµού στον οποίο το Κ165 παρεµποδίζει την εξάπλωση του Penicillium digitatum σε δύο διαφορετικά θρεπτικά υλικά: PDA και LΒ. Επιπρόσθετα, διερευνάται η ανάπτυξη του συγκεκριµένου µύκητα παρουσία πτητικών ενώσεων του Κ165, αλλά και άλλων πτητικών ενώσεων, χωρίς την παρουσία µικροοργανισµών. Οι οργανικές ενώσεις που χρησιµοποιήθηκαν εδώ είναι οι: 2,3 βουτανοδιόλη και 2-πεντανόλη.  1.2 Ο παράγοντας Κ165  Ο παράγοντας K 165 αποτελεί στέλεχος του βακτηρίου Paenibacillus alvei. Το Κ165 αποτελεί παράγοντα που συνεισφέρει στην ανάπτυξη των φυτικών οργανισµών, και ανήκει στα λεγόµενα plant growth promoting Rhizobecteria (PGPR). Τα στελέχη που ανήκουν σε αυτήν την κατηγορία αποτελούν βακτήρια που συµβιώνουν µε φυτά και έχουν την ικανότητα να ενεργοποιήσουν τους αµυντικούς µηχανισµούς των φυτικών οργανισµών ενάντια στους παθογόνους µικροοργανισµούς. Η ενεργοποίηση αυτή έχει ως αποτέλεσµα η συχνότητα προσβολής από παθογόνα να µειώνεται, ενώ σε ενδεχόµενη προσβολή το φυτό δεν εκδηλώνει συµπτώµατα µε την ίδια ένταση. Ο όρος που χρησιµοποιείται για τη διαδικασία αυτή είναι επαγόµενη διασυστηµατική αντοχή (induced systemic resistance). 



42  Υπάρχει πληθώρα µελετών που δείχνουν τη θετική επίδραση του Κ165 σε φυτικές καλλιέργειες. Για παράδειγµα, οι Liu et al. (1995) κατέδειξαν την ενεργοποίηση της επαγόµενης διασυστηµατικής αντοχής σε ριζικό σύστηµα µελιτζάνας ενάντια στον παθογόνο παράγοντα Verticillium dahliae. Πολλές έρευνες έχουν δείξει την αποτελεσµατικότητα του στελέχους Κ165, όπου επιτυγχάνεται η µείωση της έντασης των συµπτωµάτων από παθογόνα σε µελιτζάνες, πατάτες, ελαιόδεντρα κλπ (Markakis et al., 2016). Σε έρευνα των Antonopoulos et al. (2008) φάνηκε ότι το Κ165 είχε επίδραση στη σπορογένενση του V. dahliae microsclerotia και στη µείωση των συµπτωµάτων της ασθένειας που προκαλεί σε φυτικούς οργανισµούς. Η προστατευτική δράση του στελέχους αυτού έχει φανεί και σε θερµοκηπιακές εγκαταστάσεις αλλά και στο πεδίο (Deketelaere et al. 2017).  1.3 Πειραµατική διαδικασία  Σε τρυβλία που περιέχονται ένα από τα εξής θρεπτικά υλικά PDA (στερεή καλλιέργεια), NAG (στερεή καλλιέργεια) και NG (υγρή καλλιέργεια) τοποθετείται το στέλεχος Κ 165, το οποίο φυλαγόταν σε θερµοκρασία -80οC και αφήνεται να ενεργοποιηθεί στα τρυβλία για 1-2 ηµέρες στους 28οC. Στη σνέχεια τοποθετούµε µια γραµµή Κ165 στο τρυβλίο που θα διεξαχθεί το πείραµα, όπου αφήνεται να αναπτυχθεί για 3 ηµέρες µέχρι την τοποθέτηση του Penicillium.  Τα τρυβλία ήταν είτε µε χώρισµα είτε χωρίς χώρισµα ανάµεσα στους Κ165 και Penicillium και το υλικό ήταν είτε PDA είτε 1Β. Μια απεικόνιση των τρυβλίων φαίνεται στην εικόνα 8  



43        Εικόνα 8: Σχηµατική απεικόνιση τρυβλίων πειράµατος. Αριστερά τοποθετήθηκε σε κάθε τρυβλίο µία γραµµή Κ 165 και στην κάτω πλευρά τοποθετείται δείγµα Penicillium digitatum. Στα δεξιά είναι οι µάρτυρες που χρησιµοποιούνται για σύγκριση της ανάπτυξης.  ∆ιεξήχθησαν 4 διαφορετικές σειρές πειραµάτων. Στο πρώτο πείραµα η ανάπτυξη µετρήθηκε σε θρεπτικό υλικό PDA (potato dextrose agar) και σε άλλο τρυβλίο σε LB, όπου µετρήθηκε η ανάπτυξη του P. digitatum µε ή χωρίς την παρουσία Κ165. 



44  Στη δεύτερη σειρά πειραµάτων το Κ165 ενεργοποιήθηκε σε τρυβλίο PDA και µετά από 2 ηµέρες µεταφέρθηκε σε φιάλες µε θρεπτικό υλικό LB ή PD µε όγκο δ/τος 500ml και στο επωαστικό στους 28οC. Μετά από 1-2 ηµέρες γίνεται εµβάπτιση στα πορτοκάλια  ή λεµόνια όπου προστίθεται αγκραλ 10 µg για να γίνει επικόλληση . Έπειτα πάλι από 1-2 ηµέρες τοποθετείται το Penicillium στα πορτοκάλια/λεµόνια (20µl) το οποίο δηµιουργείται από δείγµα από τρυβλίο αναµεµιγµένο µε λίγο νερό.  Στο τρίτο πείραµα χρησιµοποιήθηκαν πτητικές ενώσεις για τη µέτρηση της παρεµπόδισης της ανάπτυξης. Η ενεργοποίηση του Κ165 γίνεται όπως το προηγούµενο πείραµα και µετά από δύο µέρες αυτό µεταφέρεται στις φιάλες µε το κάθε θρεπτικό υλικό που έχει προετοιµαστεί (PD ή LB) και το διάλυµα τοποθετείται στο επωαστικό στους 28οC για 1-2 ηµέρες. Στη συνέχεια, η φιάλη µε την κάθε υγρή καλλιέργεια µε το Κ165 πάνω σε δίσκο όπου στον οποίο έχει πορτοκάλια και αυτά κλείνονται µε µια σακούλα αεροστεγώς. Έπειτα το πέρας δύο ηµερών, γίνεται εισαγωγή στο πορτοκάλι ο µύκητας, ανοίγοντας µια τρύπα σε αυτό και έπειτα µε µια πιπέττα εγχέονται 10 µg. Στη συνέχεια, κλείνεται και πάλι αεροστεγώς. Τα αποτελέσµατα ελέγχθηκαν µετά το πέρας 6 ηµερών.  Στην τέταρτη σειρά πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν χηµικές ενώσεις. Σε τρυβλία µε PDA και χώρισµα γίνεται µεταφορά του P. digitatum και την ίδια στιγµή γίνεται και µεταφορά από κάθε χηµική ένωση (ένωση 1 και ένωση 3) στο κάθε τρυβλίο στο απέναντι χώρισµα. Τα αποτελέσµατα ελέγχονται µετά από 6 ηµέρες. Οι πτητικές ενώσεις, όπως οι αλκοόλες βραχέας αλύσου και η 2,3 βουτανοδιόλη παράγονται από συγκεκριµένα στελέχη βακτηρίων της οµάδας Rhizobacteria και προκαλούν την ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήµατος των φυτών. Οι επιδράσεις από τις πτητικές αυτές ενώσεις στην ανάπτυξη των φυτών και των µυκήτων έχει αναλυθεί εκτεταµένα. Πολλές από αυτές τις ενώσεις µπορούν να επηρεάσουν την επικοινωνία µεταξύ οργανισµών, όπως ανάµεσα σε βακτήρια και φυτά (Yi et al., 2016).  Στο πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι ενώσεις 2,3 βουτανοδιόλη (ένωση 1) και η 2-πεντανόλη (ένωση 3). Η 2,3 βουτανοδιόλη, αποτελεί ένα χηµικό το οποίο φαίνεται να έχει ευρύ πεδίο πιθανών εφαρµογών. Προς το παρόν, η παραγωγή της ουσίας γίνεται µε ολοένα και αυξανόµενους ρυθµούς και συγκεκριµένα µε ετήσιο ρυθµό αύξησης στο 4%, λόγω της µεγάλης ζήτησης που σηµειώνεται για τα παράγωγά της. Ο τρόπος 



45  µε τον οποίο παράγεται σε εµπορική κλίµακα γίνεται µέσω χηµικών διεργασιών (Sabra et al, 2011). H 2,3 βουτανοδιόλη αποτελεί πτητική ένωση που παράγεται από συγκεκριµένα στελέχη συµβιωτικών βακτηρίων στις ρίζες φυτικών οργανισµών και δηµιουργεί τρία διαφορετικά στερεοϊσοµερή, δύο εναντιοµερή και ένα ενδιάµεσο. Η ικανότητα της ουσιάς αυτής να επάγει την άµυνα των φυτικών οργανισµών ενάντια παθογόνων µυκήτων και βακτηρίων είναι αρκετά γνωστή από προγενέστερες έρευνες. Μάλιστα, φαίνεται ότι το ίδιο ισχύει και για παθογόνους ιούς (Kong et al., 2018). Όσον αφορά στη 2-πεντανόλη (ένωση 3) αυτή επίσης φαίνεται να µειώνει τη σοβαρότητα µιας ασθένειας σε φυτικούς οργανισµούς. Σε έρευνα των Song et al. (2015) συγκρίθηκε η αποτελεσµατικότητα διαφόρων ενώσεων στη µείωση της σοβαρότητας µιας ασθένειας στο φυτό Αrabidopsis ssp. Αυτό που βρέθηκε είναι ότι η ένωση αυτή είναι ικανή να µειώσει την ένταση των συµπτωµάτων της ασθένειας, καθώς επίσης και στην ανάπτυξη του πληθυσµού του παθογόνου βακτηρίου. Σε κάθε πείραµα, η απεικόνιση των αποτελεσµάτων έγινε µέσω του προγράµµατος image ζ.   



46  2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  2.1 1ο Πείραµα  Τα αποτελέσµατα από το πρώτο πείραµα απεικονίζονται στα παρακάτω διαγράµµατα.  Εικόνα: Τρυβλία µάρτυρες και θρεπτικό υλικό LB   Εικόνα: Τρυβλία LB+K165 µε χώρισµα και χωρίς χώρισµα 



47    ∆ιάγραµµα 1: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε τρυβλία  χωρίς χώρισµα, µε θρεπτικό υλικό LB . Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και  δεξιά είναι η ανάπτυξη στα τρυβλία µάρτυρες.  ∆ιάγραµµα 2: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε τρυβλία  µε χώρισµα, µε θρεπτικό υλικό LB . Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και  δεξιά είναι η ανάπτυξη στα τρυβλία µάρτυρες.        



48      Εικόνα: Τρυβλία µάρτυρες σε PDA µε ή χωρίς χώρισµα   Εικόνα: Τρυβλία PDA+K165 µε χώρισµα και χωρίς χώρισµα  



49   ∆ιάγραµµα 3: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε τρυβλία  χωρίς χώρισµα, µε θρεπτικό υλικό PDA. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και  δεξιά είναι η ανάπτυξη στα τρυβλία µάρτυρες.   ∆ιάγραµµα 4: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε τρυβλία  µε χώρισµα, µε θρεπτικό υλικό PDA. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και  δεξιά είναι η ανάπτυξη στα τρυβλία µάρτυρες.   Όπως παρατηρείται από τα παραπάνω διαγράµµατα, στο θρεπτικό υλικό LB, η παρουσία Κ165 στο τρυβλίο χωρίς χώρισµα παρεµποδίζει σε µεγάλο βαθµό την ανάπτυξη του µύκητα Penicillium. Η µείωση στην περίπτωση αυτή είναι 65,51% σε σχέση µε το τρυβλίο µάρτυρα. Στην περίπτωση που το τρυβλίο έχει χώρισµα, υπάρχει  παρεµπόδιση της ανάπτυξης, αν και σε µικρότερο βαθµό (56,71%). Όσον αφορά στην περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό PDA, η διαφορά χωρίς χώρισµα είναι ελάχιστη (17,67%) σε σχέση µε το τρυβλίο µάρτυρα. Με τη 



50  χρήση χωρίσµατος, η διαφορά είναι αρκετά µεγαλύτερη (47,27%), ενώ παρατηρείται ότι η αύξηση του µάρτυρα στις δύο περιπτώσεις έχει σηµαντική διαφορά στο υλικό PDA(73.370,33 έναντι 45.376,60).  2.2. 2ο πείραµα  Στο πείραµα αυτό έγινε η εµβάπτιση σε πορτοκάλια (∆ιάγραµµα 5 & 6) και σε λεµόνια (∆ιάγραµµα 7 & 8)    ∆ιάγραµµα 5: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε πορτοκάλια µε εµβάπτιση, µε θρεπτικό υλικό PD. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα πορτοκάλια µάρτυρες.   Εικόνα: Μάρτυρες πορτοκαλιών P. digitatum 



51    Εικόνα : Ανάπτυξη σε πορτοκάλια µε LB Εικόνα : Ανάπτυξη σε πορτοκάλια µε PD   



52  ∆ιάγραµµα 6: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε πορτοκάλια µε εµβάπτιση, µε θρεπτικό υλικό LB. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα πορτοκάλια µάρτυρες.   Για τα λεµόνια τα αποτελέσµατα είναι τα ακόλουθα:   Εικόνα: Ανάπτυξη P. digittatum σε λεµόνια (µάρτυρες)     ∆ιάγραµµα 7: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε λεµόνια µε εµβάπτιση, µε θρεπτικό υλικό PD. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες. 



53   Εικόνα : Ανάπτυξη σε λεµόνια µε PD   Εικόνα : Ανάπτυξη σε λεµόνια µε LB  



54    ∆ιάγραµµα 8: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε λεµόνια µε εµβάπτιση, µε θρεπτικό υλικό LB. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες.  Όπως µπορεί να παρατηρηθεί σε αυτή τη σειρά πειραµάτων, σε υλικό PD στα πορτοκάλια, η παρουσία του Κ165 παρεµποδίζει σηµαντικά την ανάπτυξη του Penicillium (µείωση 58,1%), ενώ σε θρεπτικό υλικό LB η µείωση ήταν τεράστια (92,1%). Στα λεµόνια σε θρεπτικό PD, η παρεµπόδιση ήταν µικρή (14,45%), αλλά στο LB ήταν µεγαλύτερη (55,44%).  2.3 3ο Πείραµα  Στο παρόν πείραµα γίνεται έκθεση σε πτητικές ουσίες Κ165 σε λεµόνια (∆ιάγραµµα 9 & 10) και σε πορτοκάλια (∆ιάγραµµα 11 &12)   



55   Εικόνα: Μάρτυρες 3ου πειράµατος   ∆ιάγραµµα 9: Ανάπτυξη µύκητα  Penicillium  σε λεµόνια, µε θρεπτικό υλικό PD. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία πτητικών ουσιών Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες.  



56   Εικόνα : Ανάπτυξη σε λεµόνια µε PD    ∆ιάγραµµα 10: Ανάπτυξη µύκητα Penicillium  σε λεµόνια, µε θρεπτικό υλικό LB. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία πτητικών ουσιών Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες. 



57    Εικόνα : Ανάπτυξη σε λεµόνια µε LB     Εικόνα: Ανάπτυξη σε πορτοκάλια µάρτυρες 



58   Εικόνα : Ανάπτυξη σε πορτοκάλια µε PD    Εικόνα : Ανάπτυξη σε πορτοκάλια µε LB    



59  ∆ιάγραµµα 11: Ανάπτυξη µύκητα Penicillium  σε πορτοκάλια, µε θρεπτικό υλικό PD. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία πτητικών ουσιών Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες.     ∆ιάγραµµα 12: Ανάπτυξη µύκητα Penicillium  σε πορτοκάλια, µε θρεπτικό υλικό LB. Αριστερά φαίνεται η ανάπτυξη παρουσία πτητικών ουσιών Κ165 και δεξιά είναι η ανάπτυξη στα λεµόνια µάρτυρες.  Στο διάγραµµα 9 φαίνεται ότι η παρεµπόδιση από τα πτητικά αέρια φτάνει το 80% σε θρεπτικό υλικό PD, όµως στο LB (∆ιάγραµµα 10) η παρεµπόδιση είναι ακόµη µεγαλύτερη (92,8%). Στα πορτοκάλια, η µείωση της ανάπτυξης φαίνεται να φτάνει το 60%, (∆ιάγραµµα 11) ενώ στο LB στο 67,1% (∆ιάγραµµα 12).  2.4 4ο Πείραµα 



60    Εικόνα: Μάρτυρες 4ου πειράµατος  



61   Εικόνα: Ανάπτυξη µε ένωση 1    ∆ιάγραµµα 13: Ανάπτυξη Penicillium παρουσία ένωσης 1 (αριστερά) σε σχέση µε την καλλιέργεια µάρτυρα (δεξιά) σε τρυβλία µε χώρισµα.   



62    Εικόνα: Ανάπτυξη µε ένωση 3      ∆ιάγραµµα 14: Ανάπτυξη Penicillium παρουσία ένωσης 3 (αριστερά) σε σχέση µε την καλλιέργεια µάρτυρα (δεξιά) σε τρυβλία µε χώρισµα.  



63  Όπως µπορεί να παρατηρηθεί από τα παραπάνω, η ένωση 1 παρεµποδίζει την ανάπτυξη του µύκητα σε ποσοστό 50,63%, ενώ στην ένωση 3 σε ποσοστό 44,26%.    



64  Συζήτηση   Tα πειράµατα που διεξήχθησαν στα πλαίσια της παρούσας έρευνας δείχνουν ότι η αντιµετώπιση του µύκητα Penicillium digitatum µπορεί να γίνει µέσω του βακτηρίου K165. Όπως παρατηρείται από την πρώτη σειρά πειραµάτων, το στέλεχος Κ165 µπορεί να παρεµποδίσει την ανάπτυξη του Penicillium είτε αναπτύσσονται χωρίς χώρισµα είτε µε χώρισµα, και µάλιστα και στις δύο περιπτώσεις σηµειώνεται πολύ µεγάλη διαφορά. Αυτό, όµως όπως φαίνεται και από τα ποσοστά, ισχύει κυρίως όταν το θρεπτικό υλικό που χρησιµοποιείται στην καλλιέργεια είναι το LB, ενώ δε σηµειώνεται τόσο µεγάλη διαφορά όταν αναπτύσσονται σε υλικό PDA. Αυτή η διαφορά έχει ένα ενδιαφέρον, καθώς παρατηρείται και στα επόµενα διαγράµµατα. Ίσως, το Κ165 να µην αναπτύσσεται τόσο εύκολα στο PDA σε σχέση µε το LB και άρα αυτό να σηµαίνει ότι δε θα µπορούσε να αναστείλει το ίδιο αποτελεσµατικά την ανάπτυξη του µύκητα.  Επιπρόσθετα, στο διάγραµµα 1 και 2 φαίνεται ότι η διαφορά µε χώρισµα και χωρίς χώρισµα είναι πολύ µικρή (65% έναντι 57%), όπως επίσης και ότι σε PDA, η διαφορά είναι µεγαλύτερη όταν υπάρχει χώρισµα. Αυτό συνδυάζεται και µε το πείραµα 3 όπου φαίνεται η ανάπτυξη των µυκήτων σε πτητικές ουσίες του Κ165. Ενώ οι δύο µικροοργανισµοί δεν έρχονται σε άµεση επαφή, ο Κ165 είναι σε θέση να παρεµποδίσει τον πολλαπλασιασµό του έστω και µέσω πτητικών ουσιών. Είτε σε λεµόνια είτε σε πορτοκάλια, η διαφορά µεταξύ δείγµατος µε Κ165 και µάρτυρα είναι εµφανής, αν και στα λεµόνια είναι πολύ µεγάλη (80% και 92,8%), γεγονός που δείχνει ότι η δράση του Κ165 στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης οφείλεται σε ουσίες που εκκρίνει και µπορούν να διανύσουν µια σχετική απόσταση,  προσβάλλοντας το µύκητα και καταστέλλοντας τον πολλαπλασιαστικό ρυθµό του.   Το ότι ο Penicillium αναπτύσσεται πολύ ευκολότερα σε πορτοκάλια αντί για λεµόνια είναι µάλλον αναµενόµενο και σχετίζεται µε τα οργανικά οξέα που περιέχει το κάθε φρούτο σε διαφορετικό βαθµό, καθώς το λεµόνι περιέχει µεγαλύτερη συγκέντρωση οργανικού οξέος (κιτρικό οξύ) και συνεπώς µπορεί να παίζει ανασταλτικό ρόλο στην 



65  ανάπτυξη του µύκητα. Όπως αναφέρεται ήδη και στο θεωρητικό µέρος, ο µύκητας P. digitatum έχει περιορισµένο εύρος ξενιστών και η προσβολή εξαρτάται από διαφόρους παράγοντες, όπως και η περιεκτικότητα σε οργανικά οξέα. Αυτό φαίνεται και στο πείραµα 2, όπου ο µύκητας αναπτύσσεται κατευθείαν στο ίδιο το φρούτο, όπου φαίνεται η διαφορά µεταξύ της ανάπτυξης σε πορτοκάλια και λεµόνια, ακόµα και χωρίς την παρουσία του Κ165, δηλαδή συγκρίνοντας µόνο τον αριθµό των µυκήτων στα φρούτα-µάρτυρες, είτε όταν χρησιµοποιείται θρεπτικό υλικό LB είτε PDA.  Τέλος, στο 4ο πείραµα, φαίνεται η ανάπτυξη του µύκητα, παρουσία της µίας ή της άλλης χηµικής ένωσης. Και στις δύο περιπτώσεις, ο πολλαπλασιαστικός ρυθµός του µύκητα µειώνεται, αν και στην περίπτωση της ένωσης 1 ο ρυθµός αυτός είναι µεγαλύτερος. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι οι ενώσεις αυτές, όπως ήταν αναµενόµενο από τα παραπάνω λεγόµενα στην ανάλογη ενότητα, οι πτητικές ενώσεις αυτές παρεµποδίζουν την ανάπτυξη του µύκητα. Αν και στο πείραµα εδώ δεν έχουν τοποθετηθεί σε φυτικό οργανισµό για να διερευνηθεί η δράση τους στο αµυντικό τους σύστηµα,  εντούτοις είναι φανερό ότι µπορούν να παρεµποδίσουν την ανάπτυξη του παθογόνου αυτού µικροοργανισµού.  



66  Επίλογος   Τα εσπεριδοειδή είναι µια από τις σηµαντικότερες καλλιέργειες φρούτων που είναι γνωστές στον άνθρωπο από την αρχαιότητακαι είναι µια πλούσια πηγή βιταµίνης C µε υψηλό αντιοξειδωτικό δυναµικό. Όπως και µε άλλα φρούτα, τα εσπεριδοειδή προσβάλλονται από πολλούς παθογόνους παράγοντες πριν και / ή µετά τη συγκοµιδή που επηρεάζουν την ποιότητα των καρπών. Μεγάλες ποσότητες φρούτων χάνονται λόγω αλλοίωσης που προκαλείται από παθογόνους µικροοργανισµούς, ιδιαίτερα µύκητες. Αυτοί οι παθογόνοι µύκητες περιορίζουν την οικονοµική αξία αυτών των φρούτων καθώς και τη διάρκεια ζωής τους. Η µόλυνση των καρπών από τους µύκητες συχνά οφείλεται σε κακές πρακτικές χειρισµού στην αλυσίδα εφοδιασµού τροφίµων, στις συνθήκες αποθήκευσης, στη διανοµή, στην εµπορία, στις πρακτικές και στη µεταφορά. Με τα χρόνια υπάρχει µια αυξανόµενη ανάγκη να εντοπιστούν και να αποµονωθούν οι µύκητες που σχετίζονται µε την αλλοίωση των καρπών.   Η εµφάνιση µυκηλιακής αλλοίωσης των φρούτων αναγνωρίζεται ως πηγή πιθανού κινδύνου για την υγεία του ανθρώπου και των ζώων. Αυτό οφείλεται στην παραγωγή µυκοτοξινών (φυσική τοξική χηµική ουσία που συχνά έχει αρωµατική δοµή), ενώσεις που είναι ικανές να περιλαµβάνουν µυκοτοξικές διαταραχές στον άνθρωπο µετά από την κατάποση και την εισπνοή (Muhammad et al., 2018). Ως εκ τούτου, η ανάγκη αποµόνωσης και ταυτοποίησης αυτών των µικροοργανισµών υπεύθυνων για αλλοίωση.  Ο µύκητας Penicillium digitatum είναι ένας µύκητας που βρίσκεται στο έδαφος των περιοχών παραγωγής εσπεριδοειδών και αποτελεί σηµαντική πηγή αποσύνθεσης µετά τη συγκοµιδή ενώ είναι υπεύθυνος για την εκτεταµένη ασθένεια µετά τη συγκοµιδή στα εσπεριδοειδή που είναι γνωστή ως πράσινη σήψη ή πράσινη µούχλα. Προς το παρόν, για να ελαχιστοποιηθούν οι απώλειες που προκαλούνται από παθογόνα εσπεριδοειδών, οι συνθετικές χηµικές ουσίες εφαρµόζονται είτε πριν είτε µετά τη συγκοµιδή. Ωστόσο, η εφαρµογή συνθετικών χηµικών ουσιών για τον έλεγχο των ασθενειών µετά τη συγκοµιδή συχνά οδηγεί σε χηµικά κατάλοιπα στα τρόφιµα που 



67  µπορεί να επηρεάσουν την ανθρώπινη υγεία. Έτσι, η ανάπτυξη και η χρήση εναλλακτικών επιλογών ελέγχου µετά τη συγκοµιδή µε βιολογικούς παράγοντες είναι εξαιρετικά σηµαντικές. Επιπλέον, τα φυσικά φυτικά εκχυλίσµατα µπορεί να παρέχουν µια περιβαλλοντικά ασφαλέστερη, φθηνότερη και περισσότερο αποδεκτή προσέγγιση ελέγχου των νόσων των εσπεριδοειδών.Επιπλέον, ορισµένα στελέχη µυκήτων έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα στα κοινά χρησιµοποιούµενα µυκητοκτόνα. Καθώς η αντιµυκητισιακή αντίσταση γίνεται µια σηµαντική ανησυχία, η αναζήτηση νέων βιοδραστικών ενώσεων έχει σηµαντικό ρόλο να παρακάµψει την εκτεταµένη χρήση µυκητοκτόνων.  Αυτή η έρευνα µπορεί να συνεισφέρει στην εύρεση αποτελεσµατικών αλλά και ασφαλών λύσεων στην αντιµετώπιση διαφόρων ειδών ασθενειών των εσπεριδοειδών. Ο µύκητας P. digitatum αποτελεί την πιο συχνή ασθένεια των εσπεριδοειδών και ειδικά των πορτοκαλιών, έχοντας ως αποτέλεσµα τεράστιες οικονοµικές απώλειες τόσο για τους παραγωγούς όσο και για τις επιχειρήσεις, και προσφεύγοντας στη λύση των συµβατικών µυκητοκτόνων, το πρόβληµα διαιωνίζεται καθώς η φύση και κατ’ επέκταση οι µικροοργανισµοί, δεχόµενοι την ανάλογη εξελικτική πίεση, ωθούνται στην ανάπτυξη χαρακτηριστικών που θα τους επιτρέψουν την επιβίωση. Καθώς, λοιπόν, τα ήδη χρησιµοποιούµενα µυκητοκτόνα δεν προσφέρουν µια δραστική και καθ΄ όλα αποτελεσµατική λύση, η επιστήµη στρέφεται σε λύσεις που από τη µία θα είναι αποτελεσµατικές, από την άλλη δε θα επιβαρύνουν το περιβάλλον µε αγροχηµικά, ούτε θα δίνεται το έναυσµα για την ανάπτυξη ολοένα και ανθεκτικότερων στελεχών που µπορεί από ένα σηµείο και ύστερα να είναι µη αντιµετωπίσιµα.   Τα αποτελέσµατα της παρούσας έρευνας µπορούν να αξιοποιηθούν ποικιλοτρόπως. Κατά πρώτον, είναι εµφανής η επίδραση του παράγοντα Κ165 στον έλεγχο του πολλαπλασιαστικού ρυθµού του P. digitatum. Όπως έχει ήδη ειπωθεί, το K165 είναι παράγοντας που οδηγεί στην αναστολή της ανάπτυξης άλλων παθογόνων σε άλλα φυτικά είδη, και µε βάση τα δεδοµένα που προκύπτουν από τα πειράµατα εδώ, το βακτήριο παράγει συγκεκριµένες ενώσεις που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον έλεγχο της διασποράς του µύκητα σε καλλιέργειες. Αν και φαίνεται ότι το θρεπτικό 



68  υλικό παίζει ρόλο σε αυτό, θα µπορούσαν να δοκιµαστούν και άλλοι συνδυασµοί θρεπτικών υλικών και να επαναληφθούν τα πειράµατα για να επιτευχθεί το βέλτιστο αποτέλεσµα.   Επίσης, θα µπορούσε η εφαρµογή του Κ165 να γίνει και στο πεδίο, δηλαδή στα ίδια τα δέντρα και να γίνει η αποτίµηση της αποτελεσµατικότητας τόσο του παράγοντα, όσο και ο προσδιορισµός των πτητικών ενώσεων που δηµιουργούν το αποτέλεσµα αυτό. Σε κάθε περίπτωση, τα αποτελέσµατα είναι ενθαρρυντικά για τη συνέχιση των ερευνών πάνω στο αντικείµενο.  Τέλος, όσον αφορά τη χρήση των ουσιών 1 και 3 (2,3 βουτανοδιόλη και 2-πεντανόλη αντίστοιχα), αυτές οι ενώσεις παρεµποδίζουν την ανάπτυξη του Penicillium στο τρυβλίο. Αυτό φαίνεται αρκετά ελπιδοφόρο, καθώς η επιτακτική ανάγκη για αντικατάσταση χηµικών ρυπογόνων παρασιτοκτόνων ωθεί στην εύρεση εναλλακτικών λύσεων που θα µπορούσαν κάλλιστα να αναζητηθούν σε τέτοιου είδους ουσίες που εξέρχονται από συµβιωτικά βακτήρια και, από τη µία ενισχύουν την άµυνα των φυτικών οργανισµών, από την άλλη επίσης φαίνεται ότι η κατασταλτική τους δράση στην ανάπτυξη του µυκητα δεν περιορίζεται µόνο σε αυτό, αλλά οι ίδιες οι ενώσεις έχουν αρνητική επίδραση σε αυτόν.   Συµπερασµατικά, η έρευνα πάνω στις εναλλακτικές λύσεις για την αντιµετώπιση του παθογόνου µύκητα φαίνεται πολλά υποσχόµενη. Από τη µία, η χρήση του Κ-165 και οι πτητικές ενώσεις που εκκρίνει, από την άλλη πτητικές ενώσεις που προέρχονται από διάφορα βακτήρια, µπορεί να αποτελέσουν λύση στην αντικατάσταση βλαβερών παρασιτοκτόνων και να ωθήσουν τη γεωργία προς µια βιώσιµη οδό, που µακροπρόθεσµα δε θα επιφέρει σοβαρές αρνητικές επιπτώσεις στα οικοσυστήµατα και εν τέλει,στην ποιότητα ζωής και υγεία του ανθρώπου.   
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