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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ένα µεγάλο µέρος των καλλιεργούµενων φυτών προσβάλλονται από βακτήρια 

τα οποία προκαλούν συχνά σηµαντικές ασθένειες. Η τοµάτα Lycopersicum 

esculentum είναι ένα από τα πλέον ευπαθή λαχανικά µε συνέπεια να προκαλούνται 

µεγάλες απώλειες σε υπαίθριες και θερµοκηπιακές καλλιέργειες. Η αντιµετώπιση των 

περισσότερων βακτηριολογικών ασθενειών και ειδικότερα των αδροβακτηριώσεων 

µετά την εγκατάσταση του παθογόνου στην καλλιέργεια είναι δύσκολή κυρίως λόγω 

της απουσίας δραστικών ουσιών αλλά και λόγω της βιολογίας των µικροοργανισµών 

αυτών. Έτσι σήµερα η αντιµετώπιση των ασθενειών αυτών βασίζεται στην 

χρησιµοποίηση προληπτικών µέτρων, το πιο βασικό ίσως από τα οποία είναι η 

χρησιµοποίηση υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού και πιο συγκεκριµένα για την 

τοµάτα, σπόρου απαλλαγµένου από παθογόνα βακτήρια. Σκοπός της πειραµατικής 

εργασίας µας ήταν να εξετάσουµε τη δυνατότητα αντιµετώπισης του βακτηρίου 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis που προκαλεί το βακτηριακό έλκος 

της τοµάτας, σε σπόρους του φυτού µε την εφαρµογή βιολογικών ανταγωνιστών του 

παθογόνου.  
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                                                  ΘΘΕΕΩΩΡΡΗΗΤΤΙΙΚΚΟΟ  ΜΜΕΕΡΡΟΟΣΣ                                      __  
  

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 
Το βακτηριακό έλκος που οφείλεται στο Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis (Cmm), µια πολύ σοβαρή αδροβακτηρίωση, αποτελεί µια από τις 

σηµαντικότερες ασθένειες της τοµάτας, τόσο στις υπαίθριες όσο και στις υπό κάλυψη 

καλλιέργειες. Παρατηρήθηκε για πρώτη φορά το 1909 σε θερµοκηπιακή καλλιέργεια 

τοµάτας (Lycopersicum esculentum), στην πολιτεία Michigan των Η.Π.Α, από την 

οποία πήρε το όνοµά του το παθογόνο βακτήριο που προκαλεί την ασθένεια. Στην 

Ελλάδα εµφανίστηκε για πρώτη φόρα το 1957 στην περιοχή της Πρέβεζας. Από τότε 

έχει επισηµανθεί σε όλες τις περιοχές της χώρας που καλλιεργείται η τοµάτα. Οι 

ζηµιές από την ασθένεια µπορεί να φτάσουν το 80% της παραγωγής [11]. 

 

2. ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΗΜΕΙΑ ΤΗΣ ΑΣΘΕΝΕΙΑΣ 
 

Γενικά, το Cmm προκαλεί διασυστηµατική προσβολή στα φυτά της τοµάτας. Το 

παθογόνο όµως µπορεί να προκαλέσει κηλίδες πάνω στα φύλλα και στους καρπούς 

ως αποτέλεσµα τοπικής µόλυνσης, συνήθως σε συνθήκες υψηλής υγρασίας σε 

αρδεύσεις µε υψηλή καταιόνηση. Υπάρχει µια εκτεταµένη σειρά συµπτωµάτων η 

οποία εξαρτάται από τη τοποθεσία της καλλιέργειας και της µόλυνσης (θερµοκήπιο ή 

αγρός), την ηλικία του φυτού κατά την προσβολή, καλλιεργητικές τεχνικές, 

καλλιεργητής κ.α. Τέλος, υπάρχουν στελέχη που παράγουν λιγότερο έντονα 

συµπτώµατα [4]. 

 

2.1. Συµπτώµατα διασυστηµατικής προσβολής   

Οι πρωτογενείς µολύνσεις προέρχονται από µολυσµένους σπόρους ή από 

εισβολή του αγγειακού ιστού των νεαρών φυτών [17]. 

Το είδος και η έκταση των συµπτωµάτων ποικίλλουν ανάλογα µε τις συνθήκες 

του περιβάλλοντος, την ποικιλία και την ηλικία των φυτών. Τα φυτάρια στο σπορείο 

παρουσιάζουν συνήθως µαρασµό και αποξηραίνονται. Αν όµως επιζήσουν 
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παρουσιάζουν έντονο νανισµό. Πολλές φορές τα πρώτα συµπτώµατα εµφανίζονται 

µετά την µεταφύτευσή [11]. 

 Στα µεγαλύτερης ηλικίας φυτά παρατηρείται το σύνδροµο του βραδέως 

µαρασµού. Πολλά φύλλα, ιδίως τα κατώτερα, µαραίνονται βαθµιαίως. Ο µαρασµός 

εκδηλώνεται µε µορφή ηµιπληγίας, η περιφέρεια του ελάσµατος των φύλλων 

µαραίνεται και συστρέφεται προς τα επάνω (εικ.5, 6& 8) [11]. 

Το φύλλωµα της τοµατιάς που έχει µολυνθεί από το παθογόνο βακτήριο του 

έλκους εµφανίζει ευδιάκριτες µαύρες περιφερειακές ξηράνσεις χωρίς στίγµατα πάνω 

στο εσωτερικό µέρος των φύλλων. Μερικές φορές εµφανίζεται µια λεπτή κίτρινη ζώνη 

ανάµεσα στις νεκρές παρυφές των φύλλων και στον υγιή ιστό [17]. 

Χαρακτηριστικό σύµπτωµα της ασθένειας είναι ο κίτρινος µέχρι καστανός 

µεταχρωµατισµός των αγγείων σε ολόκληρο το µήκος των προσβεβληµένων 

βλαστών και µίσχων των φύλλων . Σε εγκάρσια τοµή στη βάση µίσχου φύλλου 

παρατηρείται καστανός µεταχρωµατισµός των αγγείων ηµισελινοειδούς µορφής ή 

πετάλου ίππου (εικ.2-3). Οι µεταχρωµατισµένοι ιστοί εµφανίζουν µαλακή σήψη. Στα 

προχωρηµένα στάδια της προσβολής καταστρέφεται ο φλοιός των βλαστών και 

σχίζεται η επιδερµίδα µε αποτέλεσµα να σχηµατίζονται επιµήκη ανοικτά έλκη στην 

επιφάνεια του στελέχους (εικ.4). Η παρουσία τέτοιων ελκών είναι χαρακτηριστική της 

ασθένειας [11].  

Σε σοβαρές µολύνσεις ένα κίτρινο παχύρρευστο υγρό µπορεί να εκκριθεί άν 

ένας βλαστός κοπεί εγκάρσια και πιεστεί [17]. 

Ο καρπός µπορεί να αναπτύξει σχετικά µικρά στίγµατα µε κέντρα χρώµατος 

ανοιχτού καφέ, που γενικά περιβάλλονται από έναν λιπαρό λευκό δακτύλιο 

(διαµέτρου 3-6 mm). Αυτά είναι γνωστά ως στίγµατα «µάτι πτηνού» (εικ.7). Με τις 

βλάβες από το βακτηριακό έλκος, αυτός ο λευκός δακτύλιος γενικά παραµένει καθώς 

ο καρπός ωριµάζει, ενώ στην περίπτωση του βακτηριακού στίγµατος, εξαφανίζεται µε 

το χρόνο. Το βακτηριακό έλκος µπορεί επίσης να κάνει πιο σκούρους τους 

αγγειακούς ιστούς µέσα στον καρπό. Ο καρπός µπορεί να εµφανίζει µικρά µαύρα 

στίγµατα στις αγγειακές δεσµίδες κάτω από το σηµάδι αποκοπής του κάλυκα. Το 

βακτήριο του έλκους µπορεί να αναπτυχθεί στις αγγειακές δεσµίδες µέσα στον 

καρπό, µέχρι τους σπόρους. Αυτό µπορεί να προκαλέσει ορατές κίτρινες ίνες από το 

βλαστό στους σπόρους και εσωτερικές µολύνσεις στους σπόρους [17]. 
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2.2. Συµπτώµατα δευτερογενών παρεγχυµατικών προσβολών  

Εδώ το παθογόνο εισέρχεται στους ιστούς από τα στοµάτια, τα φακίδια και τα 

τριχίδια όταν οι συνθήκες είναι υγρές και ο καιρός βροχερός και προκαλεί τοπικές 

µολύνσεις (κηλιδώσεις) στους παρεγχυµατικούς ιστούς. Στο έλασµα των φύλλων, 

στους µίσχους, στα στελέχη και τους κάλυκες των ανθέων, παρατηρούνται κυκλικές 

υπερυψωµένες φλυκταινώδεις κηλίδες ανοιχτού καστανού χρώµατος µε ανώµαλη 

επιφάνεια και φελλώδη υφή. Στους καρπούς σχηµατίζονται κηλίδες κυκλικές, 

χρώµατος αρχικά υπόλευκου και στην συνέχεια καστανού που περιβάλλονται από 

µία υπόλευκη άλω. Οι κηλίδες είναι διαµέτρου 3-6 mm που συχνά σχίζονται στο 

κέντρο και µοιάζουν µε «µάτι πτηνού» .  Προσβολή του καρπού µπορεί να γίνει και 

µέσω των αγγείων και τέτοιοι καρποί συνήθως παραµένουν µικροί, παραµορφωµένοι 

και µε αλλοιωµένη απόχρωση κατά θέσεις, ιδίως όταν η προσβολή γίνει στο στάδιο 

της έντονης ανάπτυξης [11]. 

 

3. ΠΑΘΟΓΟΝΟ ΑΙΤΙΟ 

 

Ταυτότητα 

Όνοµα: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

Συνώνυµα: Corynobacterium michiganense subsp. michiganense,  

Ταξινοµική κατάταξη: βασίλειο: Procaryotae, Division ΙΙ Firmicutes, Class I 

Firmibacteria. Το γένος Clavibacter περιλαµβάνει όλα τα φυτοπαθογόνα µε 

βακτηριακά κύτταρα κορυνοειδούς σχήµατος (στα οποία η πεπτιδογλυκάνη του 

κυτταρικού τοιχώµατος περιλαµβάνει 2,4-διαµινοβουτυρικό οξύ ως διβασικό αµινοξύ). 

Είναι αυστήρα αερόβιο βακτήριο, θετικό κατά Gram, δεν παράγει ενδοσπόρια, έχει 

άριστη θερµοκρασία ανάπτυξης 25-30οC και σχετική υγρασία µεγαλύτερη από 80%. 

Οι µολύνσεις των περισσότερων ειδών Clavibacter είναι εξ αρχής διασυστηµατικές ή 

γίνονται όταν το παθογόνο φθάσει στα αγγεία του ξύλου [4]. Το Cmm είναι βραδείας 

ανάπτυξης δεν έχει αυτόνοµη κίνηση και αναπτύσσει οµαλές, στρογγυλές, κίτρινες 

αποικίες µε ολόκληρα περιθώρια. Εντούτοις, φαινότυποι αποικιών µε χρώµα άσπρο, 

ρόδινο, κόκκινο και πορτοκαλί εµφανίζονται µετά από µεταλλάξεις [7]. Το ελάχιστο pH 

για την ανάπτυξη του Cmm έχει αναφερθεί ότι είναι 4,6-5,0 [3]. 

Η τοµάτα είναι ο κυριότερος ξενιστής, αλλά σε µερικές περιπτώσεις φυσικές 

µολύνσεις µπορεί να εµφανιστούν και σε άλλα είδη της οικογένειας Solanaceae, 
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όπως τα φυτά Solanum mammosum, Solanum douglasii, Solanum nigrum και 

Solanum triflorum.και σε ζιζάνια του γένους Solanum. Σαν ξενιστές του παθογόνου σε 

τεχνητές µολύνσεις αναφέρονται ακόµη και άλλα σολανώδη ή φυτά άλλου γένους, 

π.χ. Datura stramonium, Chenopodium album και Amaranthus retroflexus που έχουν 

αναγνωριστεί ως πηγές µολύσµατος για επιφυτική επιβίωση και εξάπλωση. Η 

σπουδαιότητα αυτών των επιφυτικών πληθυσµών δεν έχει γίνει πλήρως κατανοητή, 

αν και φαίνονται να συµβάλλουν στην προσβολή  µέσω των τοµών κλαδεύµατος [4]. 

 

4. ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 

4.1. Είσοδος παθογόνου 

Τα κύρια στοιχεία του βιολογικού κύκλου του παθογόνου αποτυπώνονται στην 

εικόνα 1. Κατά την διασυστηµατική προσβολή το παθογόνο µπαίνει στο φυτό από 

πληγές στις ρίζες και το λαιµό που προκαλούνται από έντοµα, νηµατώδεις αλλά και 

κατά την µεταφύτευση  και τις καλλιεργητικές φροντίδες. Αρχικά εγκαθίσταται στα 

αγγεία του ξύλου και στη συνέχεια στο φλοιό και την εντεριώνη και προκαλεί την 

διασυστηµατική προσβολή. Στην περίπτωση των δευτερογενών παρεγχυµατικών  

µολύνσεων, η είσοδος του παθογόνου γίνεται από τα φυσικά ανοίγµατα (στοµάτια, 

φακίδια, τριχίδια), το τρίχωµα του φυλλώµατος και διάφορες υπέργειες πληγές ή 

λύσεις της συνέχειας της επιδερµίδας (π.χ. πληγές από την αποφύλλωση και την 

συγκοµιδή) οι οποίες σπανιότερα µπορούν να καταστούν διασυστηµατικές. ∆ιασπορά 

µολυσµάτων στο έδαφος γίνεται µε το νερό του ποτίσµατος και τα καλλιεργητικά 

εργαλεία [11]. 

 

4.2. Μετάδοση παθογόνου 

Το βακτήριο µεταφέρεται µε τον σπόρο, εσωτερικά και εξωτερικά αυτού. 

Εσωτερικά το παθογόνο εντοπίζεται γύρω από το έµβρυο, όπου φθάνει δια µέσου 

της µικροπύλης. Οι µολυσµένοι σπόροι είναι δυνατό να µην εκδηλώσουν αµέσως την 

προσβολή αφού δίνουν φυτάρια φαινοµενικά υγιή, στα οποία η ασθένεια θα 

εµφανιστεί συνήθως µόνο σε προχωρηµένο στάδιο ανάπτυξης. Φυσικά µολυσµένος 

σπόρος σε αναλογία 1:10.000 µπορεί να οδηγήσει σε επιδηµική εκδήλωση της 

ασθένειας στον αγρό εφόσον επικρατήσουν ευνοϊκές συνθήκες, ενώ η µετάδοση 

µπορεί να γίνει και µε µολυσµένα φυτάρια (σπορόφυτα). Σήµερα, ιδιαίτερα σηµαντικό 
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ρόλο στη µετάδοση του παθογόνου φαίνεται ότι έχουν τα εµβολιασµένα σπορόφυτα 

λόγω της µεγάλης συχνότητας µετάδοσης του παθογόνου κατά την διαδικασία του 

εµβολιασµού. Άλλοι τρόποι µεταφοράς του βακτηρίου είναι µε τον άνεµο, τη βροχή ή 

την άρδευση µε υψηλή καταιόνηση, παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για τις 

επιφανειακές µολύνσεις, τα συµπτώµατα των οποίων γίνονται ορατά µερικές µέρες 

αργότερα [10]. 

Στον αγρό µεταδίδεται µε τα εργαλεία κλαδέµατος µέσω των τοµών που 

δηµιουργούνται από το κλάδεµα, ενώ στο έδαφος η διασπορά του µολύσµατος 

γίνεται µε το νερό του ποτίσµατος τα καλλιεργητικά εργαλεία και τα έντοµα [11]. 

 

4.3. Επιβίωση παθογόνου 

Το παθογόνο µπορεί  να επιβιώσει για αρκετούς µήνες σε µολυσµένα 

υπολείµµατα καλλιεργειών, λιγότερο στα θαµµένα υπολείµµατα σε σχέση µε αυτά 

που βρίσκονται στην επιφάνεια του εδάφους, στα οποία  η αποσύνθεση είναι πιο 

αργή και είναι µικρότερη η αλληλεπίδραση µε άλλους µικροοργανισµούς.  Επίσης 

αντέχουν και επιβιώνουν σε ξηρές συνθήκες στον εξοπλισµό, σε κουτιά και στα υλικά 

υποστύλωσης του θερµοκηπίου [4]. 

 Μπορεί επίσης να παραµείνει σε θερµοκήπιο αλλά και στο χωράφι, όταν οι 

καλλιέργειες είναι συνεχείς κατά την διάρκεια του έτους. Τέλος, το παθογόνο 

επιβιώνει στα υλικά υποστύλωσης των φυτών, στα εργαλεία και στα ζιζάνια [11]. 

 

4.4. Προσβολές από τον σπόρο 

O σπόρος είναι ο κύριος παθητικός φορέας του παθογόνου, διευκολύνοντας στο 

εµπόριο την διασπορά της ασθένειας σε µεγάλο πληθυσµό φυτών. Η Ευρωπαϊκή 

Κοινότητα το αντιµετωπίζει σαν οργανισµό καραντίνας και αναφέρει προστατευτικά 

µέτρα ενάντια στην εισαγωγή και την εξάπλωση του βακτηρίου, καθώς επίσης 

απαγορεύει την παρουσία του σε φυτά ή προϊόντα φυτών που προορίζονται για 

φύτευση [2].   

Το βακτήριο µπορεί να υπάρχει στην επιφάνεια του σπόρου, καθώς και στο 

εσωτερικότερο στρώµα του περικαρπίου. Αυτό καθιστά δυσκολότερη την εξάλειψη 

του οργανισµού του έλκους µε επεµβάσεις στους σπόρους, σε σχέση µε άλλα 

παθογόνα που προκαλούν στίγµατα και µικροκηλίδες [17]. 
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Το βακτηριακό έλκος είναι πιο δύσκολο να ανιχνευτεί αξιόπιστα, απ’ ό,τι πολλοί 

άλλοι οργανισµοί που προκαλούν ασθένειες. Σύµφωνα µε πρόσφατη έρευνα του 

Πανεπιστηµίου της Αϊόβα, το όριο ανίχνευσης µε τη χρήση πρότυπων µεθόδων 

ελέγχου ήταν 1:3.000 έως 1:10.000 (ένας µολυσµένος σπόρος ανά 10.000) [17]. 
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Βιολογικός κύκλος:

Εικόνα 1. Bιολογικός κύκλος του Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

 



5. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ-ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ  

 

Ανίχνευση  

Η ανάπτυξη νέων τεχνικών οι οποίες έχουν επικυρωθεί, είναι ουσιαστική για την 

ανίχνευση µολυσµένων σπόρων. Αυτές οι τεχνικές πρέπει να συγκρίνονται µε 

αναγνωρισµένες µεθόδους πριν από την ευρεία αποδοχή τους. Η αποµόνωση από 

δείγµα σπόρου συχνά είναι δύσκολή, επειδή το βακτήριο είναι βραδείας ανάπτυξης 

και µπορεί να πάρει περισσότερες από 10 µέρες για την αρχική αποµόνωση. 

Επιπλέον υπάρχει πιθανότητα γρηγορότερης ανάπτυξης άλλων µικροοργανισµών, µε 

αποτέλεσµα το Cmm να µην µπορέσει να ανταγωνισθεί τους οργανισµούς αυτούς και 

να µην καταφέρει να αναπτυχθεί, δίνοντας έτσι ψεύτικα αρνητικά αποτελέσµατα στην 

µέθοδο ανίχνευσης [2].   

Η διαδικασία για την διάγνωση περιλαµβάνει την αποµόνωση από µολυσµένο 

ιστό, πιθανή ανίχνευση µε γρήγορη δοκιµή (rapid test), ταυτοποίηση της 

αποµόνωσης και προσδιορισµό της παθογένειας του. Ένα τεστ στους σπόρους 

συγκεκριµένα πραγµατοποιείται µε καλλιέργεια σε επιλεκτικά υποστρώµατα και 

κατόπιν ταυτοποίηση µε αποµονώσεις και προσδιορισµό της παθογένειας. Ο 

ανοσοφθορισµος και η εφαρµογή PCR, σε συνδυασµό µε βιοδοκιµές σε φυτάρια 

τοµάτας, µπορούν να φανούν χρήσιµα σαν βοηθητικές δοκιµές. Η ανίχνευση του 

Cmm στα νεαρά φυτάρια είναι αµφίβολη, καθώς η περιοχή του παθογόνου (ρίζα, 

βλαστός ή φύλλα) εξαρτάται από τις συνθήκες καλλιέργειας των φυταρίων [4]. 

Ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός ακολουθούµενος από διαδοχικές καλλιέργειες 

(IMS-plating) είναι ένας συνδυασµός ανοσολογικής και καλλιεργητικής µεθόδου στην 

οποία εφαρµόζεται ορολογική αναγνώριση για να παγιδευτούν κύτταρα-στόχοι, τα 

οποία στην συνέχεια θα καλλιεργηθούν σε µη εκλεκτικά µέσα. Προτάθηκε σαν µια 

κατάλληλη µέθοδος για τον έλεγχο του Cmm σε δείγµα σπόρων τοµάτας [2].   

 

Ταυτοποίηση  

Εάν δεν αναπτυχθούν οι τυπικές αποικίες από τους σπόρους µε τις παραπάνω 

µεθόδους ή µε την βιοδοκιµή, τότε η διάγνωση µας είναι αρνητική.  Για τους άλλους 

τύπους φυτικών ιστών, εάν έστω και ένα από τα τεστ διάγνωσης είναι θετικό, αλλά 

δεν έχουν αναπτυχθεί τυπικές αποικίες από τις αποµονώσεις, τότε ξανά γίνονται 

αποµονώσεις από τους φυτικούς ιστούς. Η ταυτοποίηση της καλλιέργειας Cmm 
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γίνεται όταν ένα θετικό αποτέλεσµα συσχετιστεί από τουλάχιστον δυο τεστ από δυο 

διαφορετικά χαρακτηριστικά του παθογόνου. (βιοχηµικός χαρακτηρισµός, ELISA, 

δοκιµή δηµιουργίας συσσωµατωµάτων, ανοσοφθορισµός, PCR, ή FAP) [4]. 

 

6. ΚΑΤΑΠΟΛΕΜΗΣΗ  

 

ΓΕΝΙΚΑ 

Η αντιµετώπιση των βακτηρίων παρουσιάζει αρκετές δυσκολίες γιατί δεν 

υπάρχουν δραστικά φάρµακα, τα βακτήρια πολλαπλασιάζονται πολύ γρήγορα, 

δηµιουργούν εύκολα ανθεκτικά στελέχη και δεν είναι απόλυτα γνωστή η βιολογία 

τους. Επιπλέον οι βακτηριακές προσβολές µπορεί να είναι ασυµπτωµατικές και 

επίσης οι πηγές µόλυνσης των φυτών να είναι πολλές [19]. 

Για την αποτελεσµατική διαχείριση της ασθένειας είναι σηµαντικό να 

γνωρίζουµε πώς δρουν τα βακτηριακά παθογόνα. Εξαπλώνονται κυρίως µε το νερό 

και µπορούν να µεταφερθούν σε µεγάλες αποστάσεις µε την βροχή που 

παρασύρεται από τον άνεµο. Η άρδευση µε καταιονισµό επίσης προάγουν τη 

διασπορά των βακτηρίων. Στην επιφάνεια του φυτού, τα βακτήρια εισχωρούν στο 

εσωτερικό από πληγές ή ένα φυσικά ανοίγµατα. Τα βακτήρια πολλαπλασιάζονται 

πολύ πιο γρήγορα από τους µύκητες: υπό ιδανικές συνθήκες παράγουν µια νέα 

γενιά κάθε 90 λεπτά [17]. 

Αν και τα βακτήρια είναι σχετικώς εύκολο να εξολοθρευτούν µε απολυµαντικά 

επιφανειών, σε νεκρωµένο ιστό, είναι δύσκολο να εξαλειφθούν σε φυτά. Τυπικά, τα 

απολυµαντικά δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν στην καλλιέργεια, διότι ίσως να 

βλάψουν τους φυτικούς ιστούς. Τα βακτήρια στο εσωτερικό των φύλλων (στα 

στόµατα, στα υδατώδη ή σε πληγές), ακόµη και µέσα σε σχισµές πάνω στην 

επιφάνεια των φύλλων προστατεύονται και συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται [17]. 

Οι στρατηγικές διαχείρισης για τον έλεγχο της βακτηριακής ασθένειας της 

τοµάτας πρέπει να περιλαµβάνουν µια πολύπλευρη προσέγγιση. Εφόσον µετά την 

εγκατάστασή του, το βακτήριο είναι δύσκολο να εξαλειφθεί από την καλλιέργεια, το 

πρώτο βήµα είναι να προσπαθήσουµε να το κρατήσουµε εκτός εξ αρχής. Προς το 

παρόν δεν έχουµε µια µέθοδο, που να µπορεί µε χαµηλό κόστος να ελέγξει αρκετά 

νεαρά φυτά, έτσι ώστε να είµαστε σίγουροι ότι δεν υπάρχουν παθογόνα, άρα πρέπει 
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επίσης να εφαρµόσουµε ένα πρόγραµµα πρόληψης νωρίς κατά την ανάπτυξη της 

καλλιέργειας [17].  

 

6.1. Καλλιεργητικά µέτρα: 

Είναι τα κυριότερα µέσα που διαθέτει ο παραγωγός για την αντιµετώπιση των 

βακτηρίων. Η εφαρµογή καλλιεργητικών µέτρων αποσκοπεί στην παρεµπόδιση της 

εγκατάστασης του παθογόνου στην καλλιέργεια. Στη σηµαντική µείωση των αρχικών 

εστιών µόλυνσης και στην αποφυγή της διάδοσης του παθογόνου. Τα µέσα αυτά 

χρησιµοποιούνται για την αντιµετώπιση και άλλων µικροοργανισµών και 

περιλαµβάνουν:  

 
� Εφαρµογή αµειψισποράς (2-3 χρόνια). Όταν αυτό δεν είναι εφικτό, να γίνεται  

απολύµανση του εδάφους µε την µέθοδο της ηλιοαπολύµανσης. 

Αποτελέσµατα ερευνών έδειξαν ότι σε διάρκεια 30 ηµερών ηλιοαπολύµανσης 

µε αδιαφανή πλαστικά µειώθηκε σηµαντικά το βακτηριακό µόλυσµα, και 

µειώθηκε σηµαντικά η % εµφάνιση της ασθένειας σε φυτά τοµάτας (από 50% 

σε10%) [20], 

� Άµεσο ξερίζωµα και κάψιµο των ύποπτων ή προσβεβληµένων φυτών µόλις 

εντοπιστούν και καταστροφή των υπολειµµάτων της καλλιέργειας µε φωτιά 

εκτός του αγρού [19], 

� Εφαρµογή ισορροπηµένης λίπανσης και αποφυγή της υπερβολικής 

αζωτούχας λίπανσης [19], 

� απολύµανση των χρησιµοποιούµενων εργαλείων κλαδέµατος µε φορµόλη, 

οινόπνευµα και απολύµανση του εσωτερικού του θερµοκηπίου πριν την 

εγκατάσταση της καλλιέργειας ψεκάζοντας µε διάλυµα φορµόλης 4% [19], 

� Καταστροφή υπολειµµάτων των φυτών µαζί µε το ριζικό σύστηµα [19], 

� Κλάδεµα, εφόσον κρίνεται αναγκαίο, µε απόσπαση των βλαστών µε το χέρι ή 

µε εργαλεία κλαδέµατος. Αµέσως µετά το κλάδεµα να γίνεται ψεκασµός των 

φυτών µε ένα χαλκούχο σκεύασµα (βορδιγάλειος πολτός, οξυχλωριούχος 

χαλκός, υδροξείδιο του χαλκού) [19], 

� Καταπολέµηση σολανωδών ζιζανίων- ξενιστών [19], 

� Το νερό του ποτίσµατος να µην διέρχεται από προσβληµένες  φυτείες [19], 

� Αποφυγή επαναφύτευσης σε έδαφος που είχε εµφανιστεί η ασθένεια [19], 
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� Μείωση της σχετικής υγρασίας στο χώρο του θερµοκηπίου και επαρκής 

εξαερισµός τους [19]. 

6.2. Χρήση πιστοποιηµένου πολλαπλασιαστικού υλικού 

� Σπορά πιστοποιηµένου σπόρου (να έχει ελεγχθεί για την απουσία του 

παθογόνου ή να έχει γίνει η κατάλληλη επέµβαση για την αποφυγή του), 

� Φύτευση υγιών σπορόφυτων ή εµβολιασµένων φυτών που προέρχονται από 

αξιόπιστους φυτωριακούς οίκους, 

� Επιλογή ανθεκτικών ποικιλιών. 

 

6.3. Εξυγίανση σπόρου  

Η εξυγίανση του σπόρου έχει ως σκοπό την θανάτωση του παθογόνου 

βακτηρίου το οποίο επιβιώνει στο σπόρο. Ένας µόνο µολυσµένος σπόρος ανάµεσα 

σε 10.000 µπορεί να είναι αρκετός για να προκαλέσει ξέσπασµα της ασθένειας 

εφόσον επικρατήσουν ευνοϊκές συνθήκες για το παθογόνο, µε καταστροφικές 

συνέπειες για τους παραγωγούς [17]. Έχουν γίνει αρκετές έρευνες και πειράµατα έτσι 

ώστε να βρεθεί ένας αποτελεσµατικός τρόπος εξυγίανσης του σπόρου για να 

αποφευχθούν τέτοιου είδους συνέπειες από την χρήση µολυσµένου σπόρου. Μια 

αποτελεσµατική επέµβαση στους σπόρους πρέπει να καταστρέψει το βακτήριο, στο 

εξωτερικό και το εσωτερικό του σπόρου. Η εξυγίανση στους σπόρους  επιτυγχάνεται 

µε τις εξής επεµβάσεις: εµβάπτιση σε θερµό νερό, ζύµωση και µε χρήση αντιβιοτικών.  

 

6.3.1. Εµβάπτιση σε θερµό νερό 

Η µέθοδος του ζεστού νερού είναι η λιγότερο επιθυµητή, επειδή η θερµοκρασία 

και η διάρκειά της περιορίζονται από την ανάγκη να κρατήσουµε τους σπόρους 

βιώσιµους. Από την άλλη πλευρά, η επέµβαση µε το ζεστό νερό µπορεί να γίνει 

επιτόπου στον αγρό, µε εξοπλισµό που είναι σχετικά εύκολο να αποκτηθεί, και είναι 

ένα µέτρο καταπολέµησης. Οι οδηγίες πρέπει να ακολουθούνται προσεκτικά, ώστε να 

ελαχιστοποιηθούν οι βλάβες στους σπόρους. Ακόµα και έτσι όµως µπορεί να 

υπάρξουν σηµαντικές απώλειες στη βλαστικότητα των σπόρων. Οι σπόροι 

προθερµαίνονται για 10 λεπτά σε νερό µε θερµοκρασία 37ºC και στην συνέχεια 

τοποθετούνται σε ζεστό νερό στους 50ºC σταθερά  για 25 λεπτά. Τέλος, 

τοποθετούνται για 5 λεπτά σε κρύο νερό και κατόπιν στεγνώνονται σχολαστικά. 

Αναµένεται  απώλεια 5% - 10% στη βλαστικότητα των βιώσιµων σπόρων [17].   
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6.3.2. Ζύµωση 

Οι σπόροι της τοµάτας συνήθως εξάγονται µετά από πολτοποίηση του καρπού 

και αφότου αυτός αφεθεί σε ζύµωση για 24 ώρες ή περισσότερο. Τέτοια ζύµωση έχει 

βρεθεί ότι µειώνει το ποσοστό των µολυσµένων σπόρων ανά παρτίδα. Βρέθηκε 

επίσης ότι υπήρξε βελτιωµένη αποτελεσµατικότητα της εξαγωγής σπόρων ντοµάτας 

µέσω της επέµβασης στο πολτό σε συνδυασµό µε χηµικά µέσα (πχ. υδροχλωρικό 

οξύ) [3]. 

 

6.3.3. Χρήση αντιβιοτικών  

Το ενδιαφέρον για την επέµβαση στους σπόρους µε αντιβιοτικά (όπως η 

στρεπτοµυκίνη κ.α.) µειώνεται τώρα, λόγω των ανησυχιών για την ανάπτυξη και 

µετάδοση ανθεκτικότητας στα φάρµακα [3]. 

 

6.4. Χηµική καταπολέµηση 

 

Η εφαρµογή χηµικής καταπολέµησης για την αντιµετώπιση του βακτηρίου 

αποτελεί µια αποτελεσµατική και πρακτική µέθοδο. Παρόλα αυτά πρέπει να 

χρησιµοποιείται σαν έσχατη λύση κυρίως γιατί δηµιουργεί προβλήµατα στο 

περιβάλλον καθώς και στην υγεία του ανθρώπου, ενώ παράλληλα εµφανίζονται 

ανθεκτικά στελέχη του παθογόνου. Επίσης το κόστος εξακολουθεί να είναι υψηλό και  

τέλος απαιτούνται επαναλαµβανόµενες εφαρµογές. 

Ένα από τα χηµικά σκευάσµατα πού µπορούν να χρησιµοποιηθούν και να είναι 

αποτελεσµατικά σύµφωνα µε έρευνες που έχουν γίνει είναι ο χαλκός. Είναι κοινή 

πρακτική να ξεκινά ένα εντατικό πρόγραµµα ψεκασµού µε χαλκό µόλις εµφανιστούν 

συµπτώµατα της ασθένειας. Έρευνες έδειξαν ότι οι διαφυλλικοί ψεκασµοί µε χαλκό  

µειώνει τον αριθµό των βακτηριακών κυττάρων στη φυλλική επιφάνεια. Η δράση του 

στερεού χαλκού στα βακτήρια οφείλεται στα ελεύθερα ιόντα του χαλκού στο διάλυµα 

του ψεκάσµατος, η συγκέντρωση των οποίων αλλάζει µε το pH.  Αναλόγως µε την 

ένταση της ασθένειας, το µέγεθος και το ρυθµό ανάπτυξης των φυτών, µπορεί να 

χρειάζεται ψεκασµός κάθε 7 µέρες ή λιγότερες. Ο ψεκασµός µε χαλκό είναι λιγότερο 

αποτελεσµατικός, έως αναποτελεσµατικός, όταν µεγαλώνει το χρονικό διάστηµα 

ανάµεσα στους ψεκασµούς [17]. 
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Τέλος πολλές έρευνες στη Βόρεια Αµερική έδειξαν ότι η συνδυασµένη εφαρµογή 

mancozeb µε χαλκό είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατική στην καταπολέµηση της 

ασθένειας [17].   

Το κύριο µειονέκτηµα της χηµικής καταπολέµησης είναι οι επιζήµιες επιπτώσεις της 

στο περιβάλλον (πχ. αφανισµός των ωφέλιµων µικροοργανισµών-εντόµων). Για το 

λόγο αυτό έχουν ενταθεί οι έρευνες για την εξεύρεση εναλλακτικών µεθόδων 

καταπολέµησης, φιλικών για το περιβάλλον. 

 

6.5. Εναλλακτικές µέθοδοι καταπολέµησης  

 

6.5.1.Χρήση χηµικών ουσιών  

Μια µέθοδος εναλλακτικής καταπολέµησης του Cmm είναι η εφαρµογή χηµικών 

ουσιών στο σπόρο. Σύµφωνα µε έρευνες που έχουν γίνει, χρησιµοποιούνται 

διαλύµατα από χηµικές ουσίες στις οποίες γίνεται εµβάπτιση των σπόρων. Τα 

αποτελέσµατα των ερευνών αυτών παρουσιάζονται παρακάτω: 

 

� Εµβάπτιση σπόρων σε NaOCl κατέστρεψε τους επιφανειακούς πληθυσµούς του 

παθογόνου, αλλά δεν εξάλειψε τους εσωτερικούς πληθυσµούς [5], 

� Επέµβαση µε 0,6 Μ Hcl για 5-10 ώρες εξάλειψε το παθογόνο αλλά µείωσε 

σηµαντικά τη βλαστικότητα του σπόρου [5], 

� Επέµβαση µε 0,25% και 0,5% ACA (Acetic Acid) σε θερµοκρασία δωµατίου 

εξάλειψε το Cmm από τους σπόρους. Το ΑCA στις ίδιες συγκεντρώσεις αλλά σε 

µεγαλύτερες θερµοκρασίες, εξουδετέρωσε αποτελεσµατικά το παθογόνο 

εξωτερικά και εσωτερικά του σπόρου. Οι επιδράσεις των παραπάνω επεµβάσεων 

στη βλαστικότητα του σπόρου ποικίλαν. Συγκεκριµένα ενώ η εφαρµογή 0,25% 

ACA στους 52ºC είχε καλά αποτελέσµατα χωρίς αρνητική επίδραση στη 

βλαστικότητα, η συγκέντρωση 0,5% ACA στους 52ºC για 20 λεπτά έδειξε 

σηµαντικά χαµηλότερο ποσοστό βλαστικότητας [5], 

� Επεµβάσεις µε Hcl (0,6Μ) και ο-υδροξυφαινύλιο (0,05%) µείωσαν αποτελεσµατικά 

το µόλυσµα Cmm στο σπόρο και  εµπόδισαν την εµφάνιση ελκών στα φυτά στο 

χωράφι [3].  
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6.5.2.Χρήση βιολογικών παραγόντων 

 

Βάκιλλοι 

Τα βακτήρια του γένους Bacillus sp. είναι θετικά κατά Gram, ραβδοειδούς 

σχήµατος, αερόβια ή προαιρετικά αναερόβια, σχηµατίζουν ενδοσπόρια και 

περιλαµβάνουν περισσότερο από 60 είδη µε σχετικά διαφορετικούς φαινότυπους [1]. 

Η άριστη θερµοκρασία ανάπτυξής τους κυµαίνεται γύρω στους 30 0C. 

∆ιάφορα  είδη του γένους Bacillus spp. διαθέτουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά 

γνωρίσµατα που τα κάνουν ισχυρούς παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης των 

ασθενειών των φυτών: 

α) σχηµατίζουν ενδοσπόρια, που είναι ανθεκτικές µορφές, µε τις οποίες 

µπορούν να επιβιώνουν για µεγάλα χρονικά διαστήµατα στους φυτικούς ιστούς [1], 

β) λόγω της προσαρµοστικότητάς τους αποτελούν βασικό συστατικό της 

µικροχλωρίδας των καλλιεργήσιµων εδαφών [13], 

γ) παράγουν δευτερογενείς µεταβολίτες οι οποίοι διαθέτουν αντιβιοτικές 

ιδιότητες κατά διάφορων παθογόνων µυκήτων και βακτηρίων και επιπρόσθετα 

συµβάλλουν στην καλύτερη ανάπτυξη των φυτών [18], 

δ) έχουν την ικανότητά ενδοφυτικού αποικισµού [9]. ∆ηλαδή, την ικανότητα να 

παραµένουν στο αγγειακό σύστηµα του φυτού και να ανταγωνίζονται αποτελεσµατικά 

παθογόνα που µολύνουν διασυστηµατικά τα φυτά και τα οποία συνήθως είναι 

περισσότερο ανθεκτικά εξαιτίας της θέσης που αναπτύσσονται [18]. 

Κατά καιρούς έχουν χρησιµοποιηθεί αρκετά στελέχη του γένους Bacillus ως 

βιολογικοί παράγοντες για την καταπολέµηση του βακτηριακού έλκους της τοµάτας. 

Σε πειράµατα, έχει παρατηρηθεί ότι διάφορα στελέχη του Bacillus subtilis έχουν την 

δυνατότητα να εµποδίζουν την µόλυνση φυτών στο θερµοκήπιο από το Clavibacter 

[14]. Ο µηχανισµός µε τον οποίο ελέγχεται η ασθένεια στην συγκεκριµένη µελέτη δεν 

είναι γνωστός. Από άλλες αναφορές στον µηχανισµό άµυνας που ενεργοποιείται µετά 

την εφαρµογή βακίλλων συµπεραίνεται ότι µείγµατα στελεχών Bacillus spp. τα οποία 

ενεργοποιούν διαφορετικούς µηχανισµούς άµυνας µπορεί να είναι πιο 

αποτελεσµατικά από µεµονωµένα στελέχη [8], ενώ σε άλλες έρευνες έχει διαπιστωθεί 

άµεση εµπλοκή των βακτηρίων µε την ενεργοποίηση διαφόρων ορµονών ή την 

παραγωγή αντιβιοτικών; ή έµµεση εµπλοκή ως επαγωγών της λεγόµενης  
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διασυστηµατικής ανθεκτικότητας (ISR). Συνήθως τα στελέχη Bacillus spp. που 

προκαλούν την εκδήλωση ISR προάγουν και την ανάπτυξη των φυτών [14]. 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση της αποτελεσµατικότητας 

επιλεγµένων στελεχών του γένους Βacillus spp. κατά του Cmm σε σπόρο τοµάτας. 
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____________________ΠΠΕΕΙΙΡΡΑΑΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΟΟ  ΜΜΕΕΡΡΟΟΣΣ__________________________   

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

 

 ΓΕΝΙΚΑ 

1. ∆οκιµές βλαστικότητας στο σπόρο 

Για το πείραµα χρησιµοποιήθηκε σπόρος υβρίδιου «BISON F1», τον οποίο 

προµηθευτήκαµε από την εταιρεία Σπύρου. Πριν από την µόλυνση των σπόρων, 

έγιναν δοκιµές βλαστικότητας,  για τον έλεγχο τυχόν φυτοτοξικότητας τους.  

Ακολουθήθηκε η εξής µεθοδολογία: Στον πάτο ενός τριβλίου τοποθετήθηκε µια 

στρώση από διηθητικό χαρτί το οποίο είχε εµποτιστεί µε µικρή ποσότητα νερού. 

Επάνω σε αυτό διασκορπίστηκαν 150 σπόροι. Πάνω από τους σπόρους 

τοποθετήθηκε µία δεύτερη στρώση διηθητικού χαρτιού που επίσης εµποτίστηκε µε 

νερό. Το διηθητικό χαρτί είχε ως σκοπό το να διατηρήσει την απαραίτητη υγρασία 

ώστε οι σπόροι να µπορέσουν να βλαστήσουν µέσα στο τριβλίο. Στη συνέχεια τα 

τριβλία κλείστηκαν µε παραφίλµ για αποφυγή τυχόν µόλυνσης από εξωτερικούς 

παράγοντες και τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ελεγχόµενης θερµοκρασίας, στους 

25°C.Πέντε µέρες µετά και αφού γινόταν τακτικά έλεγχος για την υγρασία των 

τριβλίων, για να µην αφυδατωθούν οι σπόροι, καταµετρήθηκε ο αριθµός των σπόρων 

που βλάστησαν (112 σπόροι). 

Ο µέσος όρος της βλαστικότητας κυµάνθηκε στο 75% και θεωρήθηκε επαρκής 

για την έναρξη των πειραµάτων στους µολυσµένους σπόρους. 

 
2. Καλλιέργεια παθογόνου 

Καλλιεργήθηκε το βακτήριο Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

(Cmm) σε εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα m- SCM, του οποίου η σύνθεση είναι η 

εξής:  

� Mannose 10 g/l 

� Yeast extract 0.1 g/l 

� K2HPO4 2 g/l 

� KH2PO4 0.5 g/l 

� MgSO4 . 7H2O 0.25 g/l 

� Boric acid 1.5 g/l 

� Agar 16 g/l 
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Μετα την αποστείρωση ( κλίβανος ) προστίθενται: 

� Cycloheximide 200 mg ( διάλυση σε 1 ml µεθανόλης ) 

� Nolidilic acid 30 mg ( διάλυση σε 1 ml ,01Μ NaOH )  

� Nikotinic acid 100mg ( διάλυση σε 20 ml ΑΑ H2O ) [12]. 

 

3. Έλεγχος παθογένειας στελεχών του Clavibacter michiganensis 

supsp. michiganensis 

Πριν από την µόλυνση των σπόρων, ήταν απαραίτητο να ελεγχθεί η παθογένεια 

διαφόρων στελεχών του βακτηρίου Cmm. Τα στελέχη µε την µεγαλύτερη παθογένεια 

χρησιµοποιήθηκαν στη τεχνητή µόλυνση των σπόρων. Η παθογένεια των 

βακτηριακών στελεχών ελέγχθηκε µε  τεχνητές µολύνσεις σε φυτά Mirabilis jalapa µε 

την πρόκληση αντίδρασης υπερευαισθησίας (HR) (εικ.9, 10& 11). 

Από την συλλογή του εργαστηρίου Βακτηριολογίας µεταφυτεύτηκαν και 

αναπτύχθηκαν διάφορα στελέχη του Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

σε θρεπτικά υποστρώµατα NAG και m- SCM. Κατόπιν έγινε έγχυση µε σύριγγα στα 

φύλλα του Mirabilis jalapa µε πυκνά αιωρήµατα των βακτηριακών στελεχών που 

επιλέχθηκαν (Πίνακας 1). Μετά από την πάροδο 24- 48 ωρών, εκτιµήθηκε η εµφάνιση 

ή όχι της πρόκλησης τυπικής αντίδρασης υπερευαισθησίας (πίνακας 1).  
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Πίνακας 1: Έλεγχος παθογένειας διαφόρων στελεχών Cmm µε την δοκιµή αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε φυτά Mirabilis jalapa.  

Βακτηριακά στελέχη 

Cmm 

Αντίδραση HR 

εκδήλωση ναι (+) / όχι(-) 

4020 + 

4054 + 

4035 + 

4205 + 

4046 + 

4051 + 

4047 + 

4021 + 

4212 + 

4218 + 

4214 + 

4034 + 

4010 - 

4015-1 - 

4002 - 

4000 - 

4064 - 

4070 - 

4206 - 

4207 - 

4208 - 

4209 - 

4210 - 

4211 + 

4213 - 

4053 - 

4015 - 

4009 - 

559 - 

4032 - 

4203 - 

4204 - 

4216 - 

4217 - 

4215 - 

4038 - 

4006 - 

4056 - 
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4. Προετοιµασία τεχνητά µολυσµένου σπόρου 

Στο πείραµα 1 και 3 χρησιµοποιήθηκαν τεχνητά µολυσµένοι σπόροι τοµάτας 

ποικιλίας BISON. Για την µόλυνση χρησιµοποιήθηκε αιώρηµα των στελεχών 4054, 

4020, 4212, 4214 του βακτηρίου Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, 

από την συλλογή του εργαστηρίου Βακτηριολογίας, µε την µέθοδο της εφαρµογής 

υποπίεσης. 

Τα βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν για 48 ώρες σε θρεπτικό υπόστρωµα 

Tryptone Soy Agar (TSA). Στη συνέχεια ετοιµάσθηκε αιώρηµα συγκέντρωσης 107 

(οπτική πυκνότητα µολύσµατος, O.D.600 = 0.028). Ο σπόρος τοποθετήθηκε σε  φιάλη 

δηµιουργίας κενού που περιείχε 400 ml του αντίστοιχου βακτηριακού αιωρήµατος του 

Cmm. Με την βοήθεια αντλίας  κενού δηµιουργήσαµε υποπίεση στην φιάλη µε το 

υδατικό διάλυµα για 5 λεπτά. 

Στο πείραµα 2, χρησιµοποιήθηκε φυσικά Cmm µολυσµένος σπόρος από ένα 

ήδη προσβεβληµένο καρπό τοµάτας.   

 

5. Επεµβάσεις στους σπόρους 

Οι σπόροι εµβαπτίστηκαν για 10 λεπτά στις ακόλουθες επεµβάσεις: α) υγρές 

καλλιέργειες βακίλων του γένους Bacillus spp.( d1, d3 d9), χαλκός, και Tryptone Soy 

Broth (TSB). 

Για την καλλιέργεια των βακίλων ακολουθήσαµε την παρακάτω διαδικασία. 

Χρησιµοποιήθηκαν οι  βάκιλοι D1, D3 και D9 του γένους Bacillus spp. από το 

εργαστήριο φυτοπαθολογίας (Βιολογικής Καταπολέµησης Ασθενειών), οι οποίοι 

αναπτύχθηκαν σε TSA για 24 ώρες σε θάλαµο επώασης στους 22 οC. Στη συνέχεια 

έγινε αιώρηµα των βακίλων σε απιονισµένο και αποστειρωµένο (ΑΑ) νερό και 

µετρήθηκε η οπτική πυκνότητα (Optical Density, O.D.) 0,1, µε την βοήθεια του 

σπεκτροφωτόµετρου, στα 600nm. Στη συνέχεια, σε κωνικές φιάλες των 200ml, 

τοποθετήθηκαν 100ml TSB και 100µl από το τελικό αιώρηµα κάθε βακίλου. Οι 

καλλιέργειες επωάστηκαν σε περιστροφικό θάλαµο ανάπτυξης (Orbit) 100mot/min 

χωρίς φως για 3 ηµέρες στους 30 οC. Μετά από το διάστηµα αυτό µετρήθηκε ξανά η 

οπτική πυκνότητα των βακίλων: D1=0.093, για τον D3 =0.102 και για τον D9=0.098. 

Για την υγρή καλλιέργεια ΤSB: Σε κωνική φιάλη 200ml βάλαµε 100ml νερού και 3gr 

TSB. Για τον χαλκό: Σε κωνική φιάλη 200ml προστέθηκαν 3gr χαλκού σε 100ml AA 

νερό  (Kocide 101 Υδροξείδιο του χαλκού 50%WP, Griffin, U.S.A). Τέλος, 
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χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες, µολυσµένοι σπόροι (Μ.Σ.) και υγιείς σπόροι (Υ.Σ.) 

χωρίς καµία άλλη επέµβαση. 

Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν την περίοδο Μαΐου-Ιουνίου 2008. 

  

ΠΕΙΡΑΜΑ 1 (In vitro µε τεχνητά µολυσµένο σπόρο)  

 

Συνολικά για το πείραµα 1 χρησιµοποιήθηκαν 700 σπόροι, 100 ανά επέµβαση, 

οι οποίοι κατανεµήθηκαν σε 4 τριβλία “Petri” (25 σπόροι/ τριβλίο µε εκλεκτικό 

θρεπτικό υπόστρωµα m-SCM. Οι σπόροι µετά τις επεµβάσεις στέγνωσαν πάνω σε 

διηθητικό χαρτί. Στην συνέχεια τοποθετήθηκαν στα τριβλία και επωάστηκαν σε 

θάλαµο ανάπτυξης στους 27οC για 20 ηµέρες.  

Μετά το χρονικό αυτό διάστηµα επώασης, εκτιµήθηκε το ποσοστό σπόρων µε 

εµφάνιση Cmm (εικ.13, 14, 15& 16). Η εκτίµηση έγινε µε βάση τον φαινότυπο των 

αποικιών του βακτηρίου γύρω από τους σπόρους και στην συνέχεια µε µεταφορά και 

ανάπτυξη των αποικιών αυτών σε υπόστρωµα NAG, καθώς και µε τη µέθοδο της 

χρώσης  Gram. Υπολογίσθηκε το ποσοστό % εµφάνισης Cmm / τριβλίο. 

 

ΠΕΙΡΑΜΑ 2 (In vivo µε τεχνητά µολυσµένο σπόρο) 

 

Χρησιµοποιήθηκαν 72 σπόροι/επέµβαση. Μετά την εφαρµογή των επεµβάσεων 

οι σπόροι στέγνωσαν σε διηθητικό χαρτί. Κατόπιν φυτεύτηκαν σε ποτηράκια τα οποία 

τοποθετήθηκαν σε δίσκους σποράς.  

Οι δίσκοι τοποθετήθηκαν σε πάγκους ανάπτυξης φυτών στο θερµοκήπιο σε 6 

τυχαιοποιηµένες οµάδες (Blocks) (1 δίσκος/επέµβαση/οµάδα) (εικ.17). Η λίπανση 

ξεκίνησε τρεις εβδοµάδες µετά, 3 φορές την εβδοµάδα µε λίπασµα  20-20-20. 

Η εκτίµηση έγινε µε βάση την εµφάνιση των συµπτωµάτων του Cmm πάνω στα 

φυτά 40 ηµέρες µετά τη σπορά. Επίσης η παρουσία του παθογόνου ελέγχθηκε µε την 

διαδικασία της «στάµπας» (εικ.18, 19& 20) και του ανοσοφθορισµού στο εργαστήριο. 

Συγκεκριµένα, πέντε εβδοµάδες µετά την φύτευση, έγινε λήψη δείγµατος βλαστού, 

από όλα τα φυτά  που βλάστησαν, λίγο πάνω από τις κοτυληδόνες, το οποίο 

τοποθετήθηκε σε εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα  m-SCM. Τα τριβλία τοποθετήθηκαν 

σε θάλαµο ανάπτυξης και επτά ηµέρες µετά έγινε εκτίµηση του ποσοστού εµφάνισης 
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του βακτηρίου γύρω από το τµήµα του βλαστού. Για τον ανοσοφθορισµό η διαδικασία 

που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:  

Προετοιµασία εξάπλωσης βακτηρίων: σε αντικειµενοφόρες πλάκες (οι οποίες είχαν 

πάνω σχηµατισµένους κύκλους) απλώθηκαν πάνω αιωρήµατα των βακτηρίων 

(50µl/κύκλο). Έµειναν µέχρι να στεγνώσουν. Στη συνέχεια καλύφθηκαν µε 

οινόπνευµα για 10 λεπτά.  

Αντίδραση 
Πρώτη φάση: Έγινε αραίωση του αντιορού του βακτηρίου Cmm µε φυσιολογικό 

ρυθµιστικό διάλυµα νερού. Ακολούθησαν άλλα δυο ξεπλύµατα βυθίζοντας την 

αντικειµενοφόρο πλάκα για πέντε λεπτά σε δυο µπάνια φυσιολογικού ρυθµιστικού 

διαλύµατος νερού. Τέλος έγινε προσεκτικό στέγνωµα της αντικειµενοφόρου πλάκας 

από κάτω και έξω από τον κύκλο µε διηθητικό χαρτί. 

∆ευτέρη φάση: Έγινε αραίωση του φθορίζοντος αντιορού (αντιορός του ορού του 

κουνελιού συνδεδεµένος µε το methyl isothicyanate of fluorescein). Από αυτό, 

απλώθηκε µια σταγόνα (0.2ml) πάνω στους κύκλους. Παρέµεινε για 30λεπτά µέχρι να 

δράσει. Τέλος ξεπλύθηκε και στέγνωσε όπως προηγουµένως. 

Παρατήρηση  
Μεταξύ αντικειµενοφόρου και καλυπτρίδας τοποθετήθηκαν 10µl διαλύµατος 

γλυκερίνης. Η παρατήρηση έγινε µε τον ελαιοκαταδυτικό φακό (x100) και σε 

µικροσκόπιο που είναι εφοδιασµένο µε σύστηµα φθορισµού. 

Μάρτυρες που χρησιµοποιοίθηκαν: 

Αρνητικός: ακολουθείται η ίδια διαδικασία µε την διαφορά ότι δεν προστέθηκε 

αντιορός του βακτηρίου Cmm,  

Θετικός: ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι το αιώρηµα του βακτηρίου 

έχει γίνει µε το βακτήριο που χρησιµοποιήσαµε για να φτιάξουµε τον αντιορό. 

 

ΠΕΙΡΑΜΑ 3 (Φυσικά µολυσµένος σπόρος)  

 

Στον φυσικά µολυσµένο σπόρο εφαρµόστηκαν οι επεµβάσεις µε τον ίδιο τρόπο 

όπως στα δύο προηγούµενα πειράµατα (9 σπόροι/επέµβαση). Στη συνέχεια ο 

σπόρος σπάρθηκε σε ξεχωριστά ποτηράκια που τοποθετήθηκαν σε πάγκους 

ανάπτυξης στο θερµοκήπιο ‘πλήρως τυχαιοποιηµένα’. Η εκτίµηση της ασθένειας έγινε 

όπως περιγράφεται στο πείραµα 2, 40 ηµέρες µετά τη σπορά. 
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ΣΣΤΤΑΑΤΤΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ                                              

 

Στα  δεδοµένα των πειραµάτων έγινε ανάλυση διασποράς (ANOVA) και η 

σύγκριση των µέσων όρων των επεµβάσεων έγινε µε βάση το LSD (Least Significant 

Difference). Το στατιστικό πακέτο Genstat ed. 7 χρησιµοποιήθηκε για όλες τις 

αναλύσεις. 
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ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ  

 

Πείραµα 1 

Τα αποτελέσµατα του πειράµατος παρουσιάζονται στον πίνακα 2.  
 

Πίνακας 2: Σύγκριση του % ποσοστού εµφάνισης Cmm  µεταξύ των επεµβάσεων σε σπόρο 
τοµάτας in vitro 
 
Επέµβαση  Χαλκός TSB Μ.Σ. Υ.Σ D1 D3 D9 

%Εµφάνιση Cmm/τριβλίο (µέσοι όροι) 0 100 99 0 13 34 10 

LSD = 9.4 

 
Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα όλες οι επεµβάσεις µε στελέχη του γένους 

Bacillus sp. (D1, D3, D9) περιόρισαν σηµαντικά την εµφάνιση του παθογόνου in vitro. 

To µυκητοκτόνο (χαλκός) ήταν σηµαντικά καλύτερο και από τα 3 στελέχη βακίλλων 

που δοκιµάσθηκαν, καθώς παρεµπόδισε την ανάπτυξη του βακτηρίου πλήρως. Τα 

στελέχη D1 και  D9 αποδείχθηκαν σηµαντικά πιο αποτελεσµατικά από το στέλεχος 

D3. To θρεπτικό υπόστρωµα Tryptone Soy Broth (TSB) προήγαγε την ανάπτυξη του 

παθογόνου όπως ήταν αναµενόµενο, ενώ στον άνοσο σπόρο (Υ.Σ.) η εµφάνιση ήταν 

µηδενική και στο µολυσµένο µάρτυρα (Μ.Σ.) καθολική. 

 

Πείραµα 2  

Τα ποσοστό βλάστησης των σπόρων στο θερµοκήπιο ήταν ιδιαίτερα χαµηλό  

ανεξαρτήτως επέµβασης, γεγονός που δυστυχώς δεν µπορεί να αποδοθεί στο 

παθογόνο καθώς η βλαστικότητα και του υγιούς σπόρου (µάρτυρας) ήταν εξίσου 

χαµηλή. 

Επιπλέον, στα φυτά που βλάστησαν δεν παρατηρήθηκαν συµπτώµατα της 

ασθένειας, σε καµία από τις επεµβάσεις, έως και την 40η µέρα µετά την σπορά που 

έγινε οπτική εκτίµηση της συµπτωµατολογίας των φυτών. Βάση των παραπάνω, 

συλλέχθηκαν 2 δείγµατα από κάθε βλαστηµένο φυτό για την ανίχνευση του βακτηρίου 

µε τις εργαστηριακές µεθόδους της ‘αποτύπωσης-σφραγίδας’ και του 

ανοσοφθορισµού. To βακτήριο δεν ανιχνεύτηκε µε την µέθοδο του ανοσοφθορισµού. 

Στο εκλεκτικό υπόστρωµα (µέθοδος αποτύπωµα-σφραγίδα) καταγράφτηκε εµφάνιση 

του Cmm σε όλες τις επεµβάσεις. Η ανάλυση διασποράς (ΑΝΟVA) έδειξε  µεγάλη 
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παραλλακτικότητα εντός των επεµβάσεων (οµάδες) µε συνέπεια οι διαφορές µεταξύ 

των επεµβάσεων να είναι στατιστικά µη σηµαντικές (πίνακας 3). 

 
 
Πίνακας 3: Ανάλυση ∆ιασποράς του % ποσοστού εµφάνισης Cmm  σε δείγµατα φυτών 
τοµάτας µετά τη µεταφορά τους από το θερµοκήπιο σε εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα m-
SCM 

 

Πηγή παραλλακτικότητας  df s.s. m.s v.r F prob. 

Οµάδα 5 29.8 5.9 4.2  

Επέµβαση  6 5.9 1.0 0.7 0.6 

Σφάλµα  30 42.6 1.4   

Σύνολο  41 78.4    

Ρ≤≤≤≤ 0,05      

 

Πείραµα 3  

Λόγω του µικρού αριθµού φυτών και της έλλειψης επαναλήψεων δεν ήταν 

δυνατή η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων. Εντούτοις, τα αποτελέσµατα του 

πειράµατος µπορούν να ληφθούν  ως µια αρχική ένδειξη της αποτελεσµατικότητας 

των διαφόρων επεµβάσεων. 

Τα ποσοστά βλάστησης των σπόρων στο θερµοκήπιο για κάθε επέµβαση 

παρουσιάζονται στον πίνακα 4. 

 

Πίνακας 4:  Ποσοστά % βλάστησης  των µολυσµένων σπόρων τοµάτας στο θερµοκήπιο, 
µετά την εφαρµογή των διαφόρων εφαρµογών στο σπόρο 
 

Επέµβαση D1 D3 D9 TSB Χαλκός Μάρτυρας 

% βλάστησης σπόρων 77,7 44,4 22,2 33,3 44,4 44,4 

 

Σύµφωνα µε τον πίνακα 4, η επέµβαση D1 είχε το µεγαλύτερο ποσοστό 

βλαστικότητας γεγονός που ίσως υποδεικνύει την αποτελεσµατικότητα της 

επέµβασης κατά του παθογόνου προ-φυτρωτικά καθώς η διαφορά µε τον µάρτυρα 

είναι µεγάλη (33,3%). 

Όσον αφορά την εµφάνιση της ασθένειας µετα-φυτρωτικά, στο θερµοκήπιο δεν 

εµφανίστηκαν συµπτώµατα µέχρι και την 40η ηµέρα µετά τη σπορά που 

πραγµατοποιήθηκε η οπτική εκτίµηση της συµπτωµατολογίας των φυτών. Επίσης σε 
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κανένα από τα δείγµατα του ανοσοφθορισµού δεν ανιχνεύτηκε το βακτήριο. Τέλος τα 

αποτελέσµατα των δειγµάτων στο εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα παρουσιάζονται 

στον πίνακα 5. 

 
Πίνακας 5: Ποσοστά % εµφάνισης Cmm  σε δείγµατα φυτών τοµάτας από φυσικά 
µολυσµένο σπόρο µετά τη µεταφορά τους από το θερµοκήπιο σε εκλεκτικό θρεπτικό 
υπόστρωµα m-SCM 
 

Επέµβαση D1 D3 D9 TSB Χαλκός Μάρτυρας 

% Eµφάνιση Cmm  0 25 0 75 25 50 

 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα όλες οι επεµβάσεις µε στελέχη του γένους 

Bacillus spp. περιόρισαν την εµφάνιση της ασθένειας in vitro, αλλά τα στελέχη D1 και 

D9 παρεµπόδισαν την ασθένεια πλήρως ενώ το στέλεχος D3 και ο χαλκός µείωσαν 

τα ποσοστά κατά 50% σε σύγκριση µε τον µάρτυρα.  

Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα του πειράµατος στον 

τεχνητά µολυσµένο σπόρο καθώς και στα δύο πειράµατα τα στελέχη D1 και D9 ήταν 

τα πιο αποτελεσµατικά στην καταπολέµηση της ασθένειας in vitro. Αντίθετα από το 

πείραµα 1, ο χαλκός δεν έδωσε το ίδιο ικανοποιητικά αποτελέσµατα ενώ το θρεπτικό 

TSB προήγαγε την ανάπτυξη του παθογόνου όπως ήταν αναµενόµενο.  
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ΣΣΥΥΜΜΠΠΕΕΡΡΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ--ΣΣΥΥΖΖΗΗΤΤΗΗΣΣΗΗ  

 

Σε γενικές γραµµές το πείραµα in vitro έδειξε ότι το µυκητοκτόνο παρεµπόδισε 

πλήρως την εµφάνιση ενώ αντίστοιχα το TSB ως θρεπτικό υπόστρωµα προήγαγε την 

ανάπτυξη του παθογόνου. Εξίσου καλά αποτελέσµατα έδωσαν και ότι οι επεµβάσεις 

µε στελέχη του γένους Bacillus sp.. Περιόρισαν σηµαντικά την εµφάνιση της 

ασθένειας µε πιο αποτελεσµατικά τα στελέχη D1 και D9.  

Γενικά τα βακτήρια του γένους Bacillus sp. προωθούν την ανάπτυξη των 

φυτών και το προστατεύουν από διάφορα παθογόνα (µύκητες, βακτήρια, ιοί) [15].  

Αυτό οφείλεται στους τρόπους δράσεις των στελεχών του Bacillus spp., oι οποίοι 

διεγείρουν διάφορους δρόµους άµυνας των φυτών, επιδρούν στην ανάπτυξη των 

φυτών, ενεργοποιούν διαφορετικά µονοπάτια µεταφοράς του σήµατος και 

διαφορετικές φυτοπροστατευτικές ουσίες (π.χ. τα ένζυµα υπεροξειδάση, χιτινάση και 

β 1-3 γλυκανάση), τα οποία διαφέρουν ανάλογά µε τα στελέχη του βακίλλου [8]. 

Τα αποτελέσµατα των in vivo πειραµάτων δεν ήταν δυνατό να αναλυθούν 

καθώς το ποσοστό βλάστησης των φυτών ήταν ιδιαίτερα χαµηλό. Επειδή τα χαµηλά 

ποσοστά βλάστησης παρατηρήθηκαν σε όλες τις επεµβάσεις, συµπεριλαµβανοµένου 

και του αµόλυντου µάρτυρα, η µείωση στην βλαστικότητα δεν µπορεί να αποδοθεί σε   

προσβολή από το παθογόνο. Επιπρόσθετα στις αποµονώσεις που έγιναν από τα 

φυτά δεν ανιχνεύτηκε το Cmm. 

Είναι σηµαντικό να επαναληφθούν τα πειράµατα in vivo µε το Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis, για να βρεθούν πιο αποτελεσµατικοί µέθοδοι 

εκτίµησης της ασθένειας και να ξεπερασθούν τα προβλήµατα που σχετίζονται τόσο 

µε την ασυµπτωµατική φύση του βακτηρίου στα φυτά στο χωράφι όσο και µε την 

δυσκολία της ανίχνευσής του στα φυτά στο εργαστήριο. Επιπρόσθετα θα πρέπει να 

διερευνηθεί η αποτελεσµατικότητα των παραπάνω  στελεχών του βάκιλλου στο 

χωράφι.  

Θα αποτελούσε ενδιαφέρον να γίνουν επιπλέον έρευνες για τους µηχανισµούς 

άµυνας που ενεργοποιούνται µε την εφαρµογή των βακίλλων που αφορούν την 

επαγωγή αλλαγών στην φυσιολογία του φυτού και που σχετίζονται µε την προστασία 

από διάφορες ασθένειες, αφού µέχρι στιγµής έχουν επικεντρωθεί στη παραγωγή 

δευτερογενών µεταβολιτών [8]. 
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Σαν συµπέρασµα της προσπάθειας αυτής µπορούµε να πούµε ότι η 

καταπολέµηση του Cmm στο σπόρο τοµάτας µε  εφαρµογή χαλκού και βακίλλων είχε 

θετικά αποτελέσµατα και χρίζει περεταίρω ερευνητικής διερεύνησης καθώς θα 

µπορούσε στο µέλλον να αποτελέσει µια εναλλακτική µέθοδο καταπολέµησης των 

βακτηριακών παθογόνων των σπόρων, εφόσον υπερνικηθούν οι δυσκολίες που 

έχουν να κάνουν µε την τυποποίηση των βακίλλων σε εµπορικά σκευάσµατα.  
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