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Περίληψη 

 Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η αξιολόγηση 

διαφόρων ομάδων μυκητοκτόνων, τα οποία χρησιμοποιούνται για την 

αντιμετώπιση της ασθένειας σεπτορίωσης του σίτου, που οφείλεται στο μύκητα 

Mycosphaerella graminicola. Η συλλογή δειγμάτων πραγματοποιήθηκε την 

άνοιξη του 2016 από περιοχές των Νομών Μαγνησίας, Λαρίσης και Φθιώτιδας. 

Οι απομονώσεις έγιναν από τα προσβεβλημένα φύλλα των φυτών και εν 

συνεχεία η καλλιέργεια του μύκητα πραγματοποιήθηκε σε τεχνικό θρεπτικό 

υπόστρωμα. Επίσης κατά την διάρκεια της συλλογής των δειγμάτων 

εφαρμόστηκε αυτοσχέδια παγίδα ανίχνευσης εναερίου μολύσματος, για το 

μύκητα που προκαλεί την ασθένεια σεπτορίωση του σίτου. Την ίδια χρονική 

περίοδο πραγματοποιήθηκε μελέτη της επιδημιολογίας του μύκητα σε 

συγκεκριμένο αγρό στην περιοχή του Βελεστίνου Θεσσαλίας. Οι απομονώσεις 

του μύκητα ελέγχθηκαν στις δραστικές ουσίες propiconazole, azoxistrobin, 

chlorothalonil και procloraz και στο μίγμα epoxiconazoleμε pyraclostrobin, σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις (0,001/0,01/0,1/1/10 mg L-1). Ο έλεγχος της 

ανθεκτικότητας πραγματοποιήθηκε σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα σε πλάκες 

μικροτιτλοδότησης όπως περιγράφεται η μέθοδος από τη FRAC. Τέλος, 

αξιολογήθηκε η ποικιλομορφία του γονιδιώματος επιλεγμένων απομονώσεων 

με τη χρήση έξι RAPDs εκκινητών. Τα αποτελέσματα της έρευνας έδειξαν πως 

δεν υπάρχει ανθεκτικότητα στις δραστικές ουσίες που μελετήθηκαν. Στη παγίδα 

δεν διαπιστώθηκε η ύπαρξη ή μη, εναέριου μολύσματος από το παθογόνο. Η 

αντιμετώπιση της ασθένειας στον αγρό, στην περιοχή του Βελεστίνου του 

Νομού Μαγνησίας, ήταν επιτυχημένη. Η μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας 

των απομονώσεων που αξιολογήθηκαν με τη χρήση RAPDs εκκινητών, 

παρουσίασε ποικιλομορφία των γονιδιωμάτων τους. Τελικά παρατηρήθηκε ότι 

τα αποτελέσματα που διεξήχθησαν στο εργαστήριο συμπίπτουν με τα 

αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στον αγρό. 
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Abstract 

 In the present study various fungicide groups which are evaluated 

to treat the disease septoriosis of the wheat caused by Mycosphaerella 

graminicola. The collection of samples of wheat leaves were evaluated from 

region of Magnesia, Larisa and Fthiotida. Consequently the fungus was isolated 

by leaves and culture liquid nutrient substrate. During the sample collection in 

the spring of the year 2016, a suction trap has been made for the detection of 

airborne inoculum responsible for the disease known as Septoria leaf blotch. 

Simultaneously a study of the epidimiology of the disease was carried out at 

the experimental field of the in Velestino (Magnesia). The fungal isolates were 

tested for resistance to fungicide groups which corresponded to their active 

substances of epoxiconazole with pyraclostrobin, propiconazole, azoxistrobin, 

chlorothalonil and procloraz in different concentrations (0.001/0.01/0.1/1/10 mg 

L -1). Fungicide resistance of the fungal isolates was tested according to FRAC 

protocol. Subsequently, further genetic diversity of the fungal isolate (apart from 

fungicide resistance) was tested with six RAPDs primers. The results showed 

hight effectiveness in those active substances. Regardless the suction trap, 

there was no evidence of the presence or absence of airborne inoculum. The 

control of Mycosphaerella graminicola in Velestino (Magnesia), was totally 

successful. The study of the genetic diversity was evaluated with primers 

RAPDs, detected variety of genomes. Finally, the results from the laboratory 

correlated with the results from the field. 
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1.1. Σεπτορίωση του σίτου 

Οι σεπτοριάσεις των σιτηρών παρουσιάζουν αυξημένο ενδιαφέρον κατά τα 

τελευταία έτη. Η σπουδαιότητά τους έγκειται στην οικονομική τους σημασία 

σχετικά με την παραγωγή του σίτου, κυρίως στον Ευρωπαϊκό χώρο (Eyal and 

Levy, 1987; Polley and Thomas, 1991; van Ginkel & Rajaram, 1993; Eyal, 1999;  

Cowger et al., 2000; Hardwick et al., 2001; Chartrain et al., 2004). Ο σίτος 

αποτελεί βασικό στοιχείο της διατροφής του παγκόσμιου πληθυσμού, μιας και 

η κατανάλωσή του ξεπερνά το 35% και η ζήτησή του διατηρείται υψηλή στον 

αναπτυσσόμενο κόσμο. Ωστόσο, η παραγωγή σιταριού πλήττεται τα τελευταία 

χρόνια λόγω της κλιματικής αλλαγής που υφίσταται και της εμφάνισης σοβαρών 

ασθενειών των φυτών (Gurung et al., 2014). 

Η επικινδυνότητα της ασθένειας μπορεί να φέρει σημαντικές επιπτώσεις 

για τις σιτοκαλλιέργειες όταν σημειωθεί βροχερός καιρός με σχετικά χαμηλές 

θερμοκρασίες (µέχρι και 20 °C) (Magboul et al., 1992;  Gladders et al., 2001; 

Pietravalle et al., 2003; Ponomarenko et al., 2011). 

 

1.1.1. Εύρος ξενιστών 

Ο μύκητας Mycosphaerella graminicola αποτελεί σημαντικό ξενιστή των 

σιτηρών και των triticaleae. Μπορεί να προσβάλλει περισσότερα από 100 είδη 

φυτών. Σε αυτά συμπεριλαμβάνονται ο σίτος, η βρώμη, η σίκαλη, το κριθάρι και 

πολλά αυτοφυή αγροστώδη φυτά (Fraaije et al. 1999; Hollaway 2014; 

Department of Agriculture and Food, Government of Western Australia, 2016; 

Bockus  et al., 2010). Ο μύκητας έχει την ικανότητα να μεταλλάσσεται και να 

προσαρμόζεται ανάλογα με τον ξενιστή που προσβάλει. Χαρακτηριστικό του 

μύκητα, που προκαλεί την ασθένεια γνωστή ως σεπτορίωση, είναι οι 

διαφορετικές τέλειες μορφές του, ανάλογα με τον ξενιστή, και οι διαφορετικές 

οικογένειες στις οποίες ανήκουν (Kellner et al. 2014). 
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1.1.2. Στάδια φυτού που προσβάλλονται 

Σε έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί, έγινε προσπάθεια να εξακριβωθεί 

ποια στάδια του φυτού προσβάλλονται από το μύκητα που προκαλεί τη 

σεπτορίωση του σίτου (Wainshilbaum et al., 1991; Arama et al., 1999; Arraiano 

et al., 2006).  Μελετήθηκε επίσης η επίδραση της βροχόπτωσης και της 

θερμοκρασίας. Τελικά δεν παίζει ρόλο το στάδιο στο οποίο βρίσκεται το φυτό 

στη μόλυνση από το παθογόνο, αλλά οι συνθήκες θερμοκρασίας και διαβροχής 

του. (Wainshilbaum et al., 1991). Αυτό ισχύει και για άλλους ξενιστές του 

μύκητα, όπως η βρώμη και η σίκαλη (Department of Crop Sciences University 

of Illinois at Urbana-Champaign, 1989). 

Παρόλα αυτά, σε τεχνητές μολύνσεις διαπιστώθηκε ότι ήταν δυσκολότερη 

η μόλυνση των ανώτερων φύλλων, καθώς το φυτά τα οποία μολύνονταν 

μεγάλωναν (Arama et al. 1999; Arraiano et al. 2006; Eyal, 1987). 

 

1.1.3. Συμπτώματα και Σημεία 

Τα συμπτώματα της ασθένειας εκδηλώνονται µέχρι την αρχή της άνοιξης 

στα κατώτερα φύλλα των φυτών που βρίσκονται κοντά στο έδαφος και πολύ 

λιγότερο στα ανώτερα φύλλα (Ponomarenko et al., 2011). Έχουν τη μορφή 

κυκλικών επίμηκων κηλίδων που εξελίσσονται σε νεκρωτικές (Bockus et al., 

2010). Οι κηλίδες επεκτείνονται κατά μήκος των νεύρων των φύλλων 

(Ponomarenko et al., 2011). Συμπτώματα της ασθένειας μπορεί να 

εμφανιστούν και στα στελέχη και τα λέπυρα των φυτών που προσβάλονται 

(Eyal, 1987). 

Μετά την εμφάνιση των συμπτωμάτων και την μεγέθυνση των κηλίδων, 

στο κέντρο τους εκδηλώνεται πολυστιγµία. Η πολυστυγμία είναι πολύ μιικρά 

µαύρα στίγµατα από τις σχηµατιζόµενες καρποφορίες (πυκνίδια) του µύκητα. 

Τα πυκνίδια που σχηματίζονται είναι  σφαιροειδή ή ωοειδή και παράγουν 

υαλώδη, σκωληκόμορφα μακριά και πολύ λεπτά, τρικύτταρα πυκνιδιοσπόρια. 

(Ben hassine and Hamada, 2013; Hollaway, 2014). 

Τα πυκνιδιοσπόρια του μύκητα εμφανίζουν έως και 7 σέπτα με εύρος 

διαστάσεων που κυμαίνεται μεταξύ 20 έως 98 μm Χ 1,4 έως 3,8 μm Τα 

ασκοσπόρια του μύκητα έχουν μεγέθους 11 µm x 2,5 µm (Sanderson and 
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Hampton, 1978; Ponomarenko et al., 2011; Ben hassine and Hamada, 2013; 

Morais et al., 2015; Steinberg, 2015).  

 

1.1.4. Παθογόνο αίτιο 

Παθογόνο αίτιο είναι ο μύκητας Zymoseptoria tritici (συν. Septoria tritici) 

Rob. in Desm. H τέλεια μορφή του μύκητα είναι ο Ασκομύκητας Mycosphaerella 

graminicola (Fuckel) J. Scröt (indexfungorum, 2/6/17; mycobank, 2/6/17). 

Τα ασκοσπόρια του μύκητα αποτελούν το πρωτογενές μόλυσμα. Τα 

πυκνιδιοσπόρια και τα κονίδια του μύκητα αποτελούν το δευτερογενές μόλυσμα 

για τη διάδοση της ασθένειας (Suffert et al., 2011). 

 

1.1.4.1. Συστηματική κατάταξη 

Οι μύκητες που προκαλούν την ασθένεια αυτή, ανήκουν στο βασίλειο των 

μυκήτων, του φύλου ή συνομοταξίας Ascomycota, της ομοταξίας των 

Dothideomycetes, της τάξης των Capnodiales, της οικογένειας των 

Mycosphaerellaceae, του γένους  Mycosphaerella, του είδους Μ. graminicola 

με ατελή μορφή το είδος Septoria tritici (Palmer and Skinner, 2002; mycobank, 

2/6/17) 

 

1.1.4.2. Περιγραφή μυκηλίου 

Ο μύκητας φαίνεται να έχει μορφολογική διαφοροποίηση κατά την 

ανάπτυξη του μυκηλίου του. Πολλαπλασιάζεται αγενώς όταν πρόκειται για την 

ατελή μορφή του (πυκνιδιοσπόρια) και εγγενώς πολλαπλασιάζονται οι τέλειες 

μορφές του (ασκοσπόρια). Ο μύκητας αναπτύσσεται στο έδαφος, όπου και 

σχηματίζει ψευδοθήκια (περιθήκια) διαστάσεων 76-80 x 77-100 μm. Αυτά 

περιέχουν ασκούς (34-41 x 11-13 μm) που στο εσωτερικό του περιέχονται 8 

ασκοσπόρια μεγέθους 10-15 x 2,5-3 μm (Sanderson and Hampton, 1978; 

Bockus et al., 2010). Η ανάπτυξη αποικίας του μυκηλίου φέρει την εμφάνιση 

πολυχρωμίας, όπως την εμφάνιση λευκού χρώματος, γκρι και ροζ (Bockus et 

al., 2010). Το μυκήλιο είναι επίσης σημαντικός μολυσματικός παράγοντας του 

παθογόνου και προκαλεί την ταχεία καταστροφή των κυττάρων των 
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προσβεβλημένων φυτών. Το μυκήλιο εκλαμβάνει τα θρεπτικά συστατικά από 

το μεσόφυλλο με αποτέλεσμα την τελική κατάρρευση των κυττάρων μετά τη 

10η ημέρα από την ημέρα της μόλυνσης. Στα κατεστραμμένα κύτταρα 

δημιουργούνται τα πυκνίδια σε κοιλότητες. (Kema et al.,1996; Eyal, 1987).  

 

1.1.4.3. Περιγραφή καρποφοριών τέλειας μορφής 

Ο μύκητας Mycosphaerella graminicola σχηματίζει ψευδοθήκια (περιθήκια) 

στα υπολείμματα των καλλιεργειών από την προηγούμενη καλλιεργητική 

περίοδο και η μέγιστη συγκέντρωσή τους σημειώνεται τους μήνες Δεκέμριο και 

Ιανουάριο με σταδιακή μείωσή τους. Τα περιθήκια περιέχουν ασκούς που μέσα 

στους οποίους αναπαράγονται αγενώς τα ασκοσπόρια του μύκητα (Zhan et al., 

1998; Suffert et al., 2011).  Τα ασκοσπόρια εκτινάσσονται από τα περιθήκια 

μετά από τη διαβροχή τους και μπορούν να μεταφερθούν σε μεγάλες 

αποστάσεις μέσω του αέρα (Suffert et al., 2011). Ο βλαστικός σωλήνας των 

ασκοσπορίων εισέρχεται εντός των ιστών των φύλλων του ξενιστή, μέσω των 

ανοιγμάτων των στοματίων τους (Agrios, 1988; Stephen and Goodwin, 2011; 

Ponomarenko et al., 2011). Σύμφωνα με τον Suffert (2011), από ένα 

ασκοσπόριο μπορεί να προκύψουν πολλά ψευδοθήκια, που το καθένα από 

αυτά μπορεί να εκτοξεύσει πολλά ασκοσπόρια. Τα ασκοσπόρια είναι υπεύθυνα 

για τις πρωτογενείς μολύνσεις. Η πρωτογενής μόλυνση του χειμερινού σίτου 

συμβαίνει το φθινόπωρο, κυρίως από τα ασκοσπόρια που παράγονται σε 

κατάλοιπα από την καλλιέργεια της προηγούμενης περιόδου (Ponomarenko et 

al., 2011; Eyal, 1987). Το παθογόνο επιβιώνει ως τέλεια μορφή και 

σχηματίζονται τα ψευδοθήκιά του, ενώ αυτοφυή φυτά συμβάλλουν στη 

διατήρηση του παθογόνου ως ξενιστές του (Ponomarenko et al., 2011). Τα 

ψευδοθήκια αναπτύσσονται στα κατώτερα φύλλα του φυτού και αποτελούν 

δευτερογενές μόλυσμα (Eyal, 1987). 

 

1.1.4.4. Περιγραφή καρποφοριών ατελούς μορφής 

Τις ατελείς μορφές του μύκητα αποτελούν τα πυκνίδια, από τα οποία 

παράγονται τα πυκιδιοσπόρια (Eyal, 1987; Wiese, 1991; Hunter et al, 1999). 

Τα πυκνίδια κάνουν την εμφάνισή τους στις κοιλότητες των κατεστραμμένων 
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ιστών από το μυκήλιο του μύκητα (Kema et al.,1996; Eyal, 1987). Είναι ορατά 

και έχουν τη μορφή μικρών, σφαιρικών, μαύρων στιγμάτων και συνήθως 

εμφανίζονται στα κατώτερα φύλλα των προσβεβλημένων φυτών (Bockus et al., 

2010). Από τα πυκνίδια του μύκητα παράγονται τα πυκνιδιοσπόρια. Τα 

πυκνίδια έχουν διάμετρο 60-200 μm και σχηματίζονται στο εσωτερικό της 

οστεόλης . Τα κονίδια που σχηματίζονται είναι λεπτά και μακριά, διαστάσεων 

20-98 μm x 1,4-3,8 και τα άκρα τους είναι κωνικής μορφής (Bockus et al., 2010). 

Τα πυκνίδια και πυκνιδιοσπόρια αναπαράγονται αγενώς. Στην απελευθέρωση 

και διασπορά των πυκνιδιοσπορίων, συμβάλλουν η διαβροχή τους και ο 

άνεμος. Αυτά είναι υαλώδη, σκωληκόμορφα και πολύ λεπτά στο μήκος τους 

(Morais et al., 2015; Palma-Guerrero, 2016). Ακολουθεί η σαπροφυτική φάση 

των προσβεβλημένων ιστών, όπου συμβάλει σημαντικά στην επιδημιολογία 

του μύκητα, λόγω της ανάπτυξης των ψευδοθηκίων και των ασκοσπορίων 

(τέλεια μορφή) που είναι υπεύθυνα για τις πρωτογενείς μολύνσεις (Palma-

Guerrero, 2016).  

 

1.1.4.5. Συνθήκες ανάπτυξης παθογόνου in vitro 

Σε έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί για τη μελέτη του μύκητα Septoria 

tritici, έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορα θρεπτικά μέσα. Μερικά από αυτά είναι το  

V8 (vegetable juice agar, χυμός από λαχανικά και άγαρ), PDA ( potato-dextrose 

agar, πατάτα- δεξτρόζη- άγαρ), WLEI (wheat leaf extract agar, εκχύλισμα 

φυτών σίτου- άγαρ), WA-M (water agar (Oxoid L13) supplemented with sterile 

pieces of maize leaves, νερό, άγαρ- κομμάτια από φύλλο αραβόσιτου),  WA-W 

(water agar with sterile pieces of wheat leaves , νερό, άγαρ- κομμάτια από 

φύλλο σίτου), CLA (water agar with sterile pieces of carnation leaves, , νερό- 

άγαρ- κομμάτια από φύλλο γαρύφαλου), YMDA (YE- malt extract (YE)- 

dextrose- agar, εκχύλισμα βύνης- δεξτρόζη- άγαρ), CA (carrot extract- agar, 

εκχύλισμα καρότου- άγαρ)  (Eyal, 1987; Kema and Annone, 1991; Saidi, 2012). 

Τα μέσα αυτά αξιολογήθηκαν με βάση την ανάπτυξη του μηκυλίου, το 

σχηματισμό πυκνιδιοσπορίων και κονιδίων. Διαπιστώθηκε ότι η βέλτιστη 

θερμοκρασία για την ανάπτυξη μυκηλίου είναι 18-20°C (Kema and Annone, 

1991; Saidi, 2012) Τα σπόρια του μύκητα παρατηρούνται 7 με 10 ημέρες μετά 

την ανάπτυξη του μυκηλίου (Saidi, 2012). Το μυκήλιο αναπτύσσεται 
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πολυμορφικά στα διάφορα υποστρώματα. Αρχικά η απόχρωση που παίρνει 

είναι ροζ υαλώδη που μοιάζει με ζύμη. Στην πορεία σκουραίνει και αποκτά μια 

σκούρα γκρί απόχρωση. Όταν το μυκήλιο πάρει το σκούρο αυτό χρώμα είναι 

ικανό να σποροποιήσει (Kema and Annone, 1991). 

Το φως επηρεάζει σημαντικά το χρώμα της αποικίας και τον αριθμό των 

κονιδίων, αλλά είναι απαραίτητο για το σχηματισμό δευτερογενών. Το pH του 

υποστρώματος μπορεί να επηρεάζει τον παράγοντα σχηματισμού σπορίων 

(Saidi, 2012). Το pH του θρεπτικού μέσου μπορεί να επηρεάσει το σχηματισμό 

δευτερογενών κονιδίων. Σε pH  2, 10 και 11 τα κονίδια αναπτύσσονται ελάχιστα, 

ενώ το ουδέτερο pH μεταξύ ήταν το ιδανικό (Guo and Verreet, 2008). Σύμφωνα 

με τον Saidi (2012) τα καταλληλότερα μέσα για την ανάπτυξη του μύκητα είναι 

τα  YMDA και YMB. Αντιθέτως οι Kema and Annone (1991), υποστηρίζουν πως 

το PDA είναι το καταλληλότερο τεχνητό υπόστρωμα.  

 

1.1.5. Επιδημιολογία 

Μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί, αναφέρουν πως όταν ένα φύλλο 

μολυνθεί από το μύκητα Mycosphaerella graminicola, αυτομάτως αποτελεί 

δυνητική πηγή μολύσματος. Η ποσότητα του εναερίου μολύσματος ευνοείται 

από τις καιρικές συνθήκες και την πυκνότητα των φυτών που έχουν 

καλλιεργηθεί. Η πιθανότητα της μόλυνσης του φυτικού ιστού από το μύκητα 

εξαρτάται από την ημερήσια μέση θερμοκρασία και τις βροχοπτώσεις. Η 

βέλτιστη θερμοκρασία για την εμφάνιση προσβολών και τη διάδοση του μύκητα 

στην καλλιέργεια είναι οι 19° C (Magboul et al., 1992; Gladders et al., 2001; 

Pietravalle et al., 2003; Suffert et al., 2011). Οι κλιματικές αλλαγές αποτελούν 

τον παράγοντα εκείνο που μπορεί να επηρεάσει τη σοβαρότητα της εμφάνισης 

της σεπτορίωσης (Gouache et al., 2013; Hollaway, 2014). Κατά τη διάρκεια της 

καλλιεργητικής περιόδου του σίτου, υπάρχει το ενδεχόμενο ανάπτυξης 

επιδημιών που οφείλονται σε υπολείμματα καλλιεργειών που έχουν παραμένει 

στο έδαφος μετά τη συγκομιδή από την προηγούμενη καλλιεργητική περίοδο. 

Σε αυτή την περίπτωση το παθογόνο επιβιώνει ως τέλεια μορφή και 

σχηματίζονται τα ψευδοθήκιά του, ενώ αυτοφυή φυτά συμβάλλουν στη 

διατήρηση του παθογόνου ως ξενιστές του (Ponomarenko et al., 2011).  
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To μόλυσμα διασπείρεται με τη βροχή, ενώ τα πυκνίδια του μύκητα, 

αναπτύσσονται στο κέντρο των κηλίδων. Τα περιθήκια σχηματίζονται στους 

νεκρούς ιστούς και γι’ αυτό συνήθως τα βρίσκουμε στα υπολείμματα της 

καλλιέργειας. Tο παθογόνο διαχειμάζει με τη μορφή μυκηλίου, πυκνιδίων και 

ψευδοθήκιων στα υπολείμματα των καλλιεργειών και είναι ικανό να προσβάλει 

ξανά το σιτάρι με την έναρξη της νέας καλλιεργητικής περιόδου (Ponomarenko 

et al., 2011; Agrios, 2005). 

Έχει παρατηρηθεί ότι η εξάπλωση της ασθένειας επηρεάζεται συνήθως 

από τις περιβαλλοντικές συνθήκες. Σε τεχνητά μέσα, συχνά ο μύκητας 

αναπτύσσεται πολυμορφικά και υπάρχει η δυνατότητα παραγωγής 

δευτερογενών κονιδίων και πυκνιδιοσπορίων (Kema and Annone, 1991). 

 

1.1.6. Αντιμετώπιση 

Η γενετική μεταβλητότητα και η βιολογία του παθογόνου καθιστά δύσκολη 

την αντιμετώπισή του (Goodwin, 2011). Παρόλα αυτά υπάρχουν μέθοδοι που 

συνίστανται για αυτή. Η καταστροφή υπολειμμάτων από προηγούμενη 

καλλιέργεια, η όψιμη ή πρώιμη σπορά, η αμειψισπορά, οι καλλιεργητικές 

τεχνικές, η χρήση υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού και η χρήση ανθεκτικών 

ποικιλιών αποτελούν ορισμένες από αυτές (Wiese, 1991; Bockus  et al., 2010). 

Η χρήση χημικών σκευασμάτων αφορά διάφορες κατηγορίες και ομάδες 

μυκητοκτόνων, όπως τα προστατευτικά μυκητοκτόνα, τα θεραπευτικά 

μυκητοκτόνα και τα διασυστηματικά μυκητοκτόνα (SDHI). Η χημική 

αντιμετώπιση της ασθένειας ορίζεται από το υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης 

και Τροφίμων από υπηρεσίες του οποίου είναι αρμόδιες για τον έλεγχο 

φακέλων και την έκδοση αδειών για χρήση συγκεκριιμένων σκευασμάτων 

(Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων, 2017). 

Οι στρομπιλουρίνες αποτελούν μια ομάδα μυκητοκτόνων, που ως φυσικές 

χημικές ουσίες φαίνεται να υπήρχαν στο μανιτάρι Strobilurus tenacellus, 

έχοντας ρόλο δευτερογενών μεταβολιτών, χωρίς να είναι γνωστός ο τρόπος 

δράσης τους και η χρησιμότητά τους (Anke et al., 1977; Bartlett et al., 2002; 

Ζιώγας και Μαρκογλου, 2010). Αργότερα αυτό έγινε γνωστό και τη δεκαετία του 

90’ επιτεύχθηκε η παραγωγή των φυσικών τους ενώσεων με την πρώτη 
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εμπορική ένωση να κάνει την εμφάνισή της. Η πρώτη δραστική ουσία που έγινε 

γνωστή ήταν η azoxistrobin (Ζιωγας και Μαρκογλου, 2010).  

Οι στρομιλουρίνες είναι παρεμποδιστές του κέντρου οξείδωσης της 

ουμπεκινόλης και δρουν στο σύμπλοκο III της μιτοχονδριακής αναπνοής στους 

μύκητες. Συγκεκριμένα ανακόπτει την μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ του 

κυτοχρώματος b και του c στο ενζυμικό σύμπλοκο bc. Αυτό επιτυγχάνεται με 

την προσκόλληση των μορίων των ουσιών αυτών στο κυτόχρωμα b. Με άλλα 

λόγια οι στρομπιλουρίνες αναστέλλουν την κανονική αναπνοή των μυκήτων. 

Έχουν διασυστηματική δράση και χρησιμοποιούνται προληπτικά αλλά και για 

τη θεραπεία πολλών μυκητολογικών ασθενειών στη γεωργική εκμετάλλευση, 

που οφείλονται σε ομάδες Ωομυκήτων, Βασιδιομυκήτων και Ασκομυκήτων 

(Cornell University, 2000; Bartlett et al., 2002; Brent and Hollomon, 2007).    

Τα χλωροφαινύλια είναι ακόμα μια ομάδα δραστικών ουσιών που στη 

χώρα μας είναι εγκεκριμένο για τη σεπτορίωση των σιτηρών. To chlorothalonil 

ανήκει σε αυτή την ομάδα και συναντάται για πρώτη φορά τη δεκαετία του 60’, 

όπου και χρησιμοποιήθηκε ως φυτοπροστατευτική ένωση. Σήμερα αποτελεί 

σημαντικό προστατευτικό μυκητοκτόνο. Χρησιμοποιείται για μια μεγάλη γκάμα 

ασθενειών πολλών φυτών, όπως το φουζικλάδιο της μηλιάς, τις σκωριάσεις σε 

πολλά καλλωπιστικά και κηπευτικά φυτά και τις σεπτοριώσεις (Ζιώγας και 

Μαρκογλου, 2010). 

Το chlorothalonil δε διαθέτει εξειδικευμένο μηχανισμό δράσης, και 

αναφέρεται ως πολλαπλής δράσης μυκητοκτόνο. Συγκεκριμένα, έχει την 

ιδιότητα να αναστέλλει τη δράση ενζύμων στις αντιδράσεις αναπνοής και 

ενζύμων που περιέχουν θειόλες, οι οποίες συμβάλουν στην κυτταρική 

αναπνοή. Το chlorothalonil αντιδρά με τη θειόλη και σχηματίζει παράγωγα 

γλουταθειόνης που έχουν την ιδιότητα μυκητοκτόνου (Long et al., 1973; 

Malathrakis, 1989).  

Τα μυκητοκτόνα που λειτουργούν ως αναστολείς απομεθυλίωσης (DMI-

DeMethylation Inhibitors) κάναν την πρώτη τους εμφάνιση στα μέσα της 

δεκαετίας του 70’. Σήμερα γίνεται ευρεία χρήση τους σε ποσοστό που 

αντιστοιχει στα ένα τρίτο όλων των προστατευτικών μυκητοκτόνων που 

χρησιμοποιούνται (Brent and Hollomon, 2007; Ribas et al., 2016). 
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 Τα συγκεκριμένα μυκητοκτόνα δρουν παρεμποδιστικά της βιοσύνθεσης 

της εργοστερόλης, όπου αποτελεί σημαντικό συστατικό της κυτταρικής 

μεμβράνης των μυκήτων (Brent and Hollomon, 2007). Αυτά δρούν 

παρεμβαίνοντας στο  ένζυμο 14-α απομεθυλάση. του κυτοχρώματος Ρ450 που 

εμπλέκεται στη μετατροπή της λανοστερόλης σε 4,4-dimethylcholesta-8 (9), 

14,24-τριεν-3β –όλη. Με αυτόν τον τρόπο το ένζυμο αυτό πληθαίνει και δρα 

ανασταλτικά στη δρατικότητα του κυτοχρώματος. Τα κυτοχρώματα παράγουν 

φωσφολιπίδια, τα οποία που συμβάλουν στη δομή των μυκήτων. ΄Ετσι η 

απουσία της εργοστερόλης και η αύξηση των ενδιάμεσων ενώσεων δεν 

επιτρέπουν την ανάπτυξη μυκήτων (Becher and Wirsel, 2012). 

Οι αζόλες, και ιδιαίτερα οι τριαζόλες δρουν με προληπτικό ή και 

θεραπευτικό τρόπο σε πολλές περιπτώσεις ασθενειών, αναστέλλοντας τη 

μυκηλιακή ανάπτυξη και το σχηματισμό βλαστικού σωλήνα στα  σπόρια 

πολλών μυκήτων (Pontzen and Scheinpflug ,1989; Leroux et al., 1999). Οι 

περισσότερες τριαζόλες έχουν υπολειπόμενη περίοδο περίπου 14 ημερών και 

παρουσιάζουν μακροπρόθεσμη σταθερότητα (Ribas et al., 2016). 

 

1.2. Ανθεκτικότητα μυκήτων σε μυκητοκτόνα 

Πολλές μελέτες κάνουν λόγο για την εμφάνιση ανθεκτικότητας σε 

μυκητοκτόνα ή δραστικές ουσίες και αναφέρεται όταν ένα σύνολο ατόμων ενός 

παθογόνου δεν ανταποκρίνεται στη χρήση τους. Αυτό μπορεί να είναι 

αποτέλεσμα που έχει προκύψει από την αλόγιστη ή την αποκλειστική χρήση 

συγκεκριμένων δραστικών ουσιών από μεριά των παραγωγών, δημιουργώντας 

έτσι ανθεκτικά στελέχη (Brent and Hollomon, 2007).  

Ανθεκτικότητα μπορεί να σημειωθεί ύστερα από τη μετάλλαξη του στόχου 

της δραστικής ουσίας. Ο στόχος αυτός μπορεί να είναι σημείο μιας πρωτεϊνης 

(ένζυμο). Στην περίπτωση αυτή το αμινοξύ που αποτελεί μέσο πρόσδεσης για 

το μυκητοκτόνο αλλάζει εξαιτίας μετάλλαξης του γονιδίου που εκφράζει την 

πρωτεϊνη. Η λειτουργικότητα της πρωτεΐνης δεν επηρεάζεται, κι έτσι το 

μυκητοκτόνου παύει να δρα. Αυτού του είδους η ανθεκτικότητα που 

αναπτύσσεται είναι και η πιο κοινή (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992; Brent and 

Hollomon, 2007). 
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Άλλος ένας σημαντικός τρόπος εμφάνισης ανθεκτικότητας είναι η 

μετατροπή του μυκητοκτόνου από τα κύτταρα σε μη τοξική μορφή. Στην 

περίπτωση αυτή, συνήθως τα ένζυμα του μεταβολισμού των κυττάρων 

απεκκρίνουν το φάρμακο, μέσω της μετατροπής τους από λιπόφυλλα μόρια σε 

υδατοδιαλυτά (Chen, 2007). Κύριος μηχανισμός αντίστασης σε μυκητοκτόνα 

είναι η υπερέκφραση που εμφανίζεται από το στόχο δράσης του μυκητοκτόνου. 

Εδώ ο βιοχημικός στόχος μεταβάλλεται είτε ποσοτικά είτε ποιοτικά. Ποσοτικά, 

στο στάδιο της μεταγραφής του γονιδίου όπου κωδικοποεί το στόχο δράσης, ο 

υποκινητής επεκτείνεται κι έτσι εμφανίζεται αυξημένος αριθμός του στόχου 

δράσης. Αντίστοιχα λειτουργεί και σε ποιοτικό επίπεδο, χωρίς όμως την αύξηση 

του υποκινητή (Schnabel and Jone, 2001). 

Ένας ακόμα τρόπος εμφάνισης ανθεκτικότητας σε μυκητοκτόνα είναι η 

απομάκρυνση του μυκητοκτόνου από τη θέση στόχου δράσης του. Αυτό 

συμβαίνει λόγω της αυξημένης κυτταρικής δράσης ώστε τα μόρια του 

φαρμάκου να απομακρύνονται (Leroux et al., 1989; Brent and Holleman, 1998; 

Leroux et al., 1999; Genet et al., 2009; Kretscmer et al., 2009). Διαμεμβρανικοί 

μεταφορείς που σχετίζονται με την υπερέκκριση των κυττάρων είναι οι ABC και 

οι MFS. Η απέκκριση μπορεί να αφορά τα μόρια ενός ή περισσοτέρων 

μυκητοκτόνων. Στην περίπτωση των περισσότερων του ενός μυκητοκτόνου 

αναφερόμαστε σε πολυμορφική ή πολυτροπική εμφάνιση ανθεκτικότητας 

(MDR ή PDR) (Leroux et al., 1989; Deising et al., 2008; Genet et al., 2009; 

Kretscmer et al., 2009). Επιπλέον τρόπος ανάπτυξης ανθεκτικότητας είναι η 

μεταβολή του βιοχημικού στόχου του φαρμάκου, ώστε τα κύτταρα στόχοι 

υποστηρίζουν εναλλακτικούς μηχανισμούς που διαθέτουν για την σωστή 

λειτουργία τους (Ziogas et al., 1997). 

 

1.3. Ανθεκτικότητα του μύκητα Mycosphaerella graminicola σε 

μυκητοκτόνα 

Ο τρόπος δράσης τους των φυτοπροστατευτικών προϊόντων είναι γνωστός 

σήμερα σχεδόν εξ ολοκλήρου. Σημαντική εξέλιξη των φυτοφαρμάκων 

σημειώνεται κατά τα τελευταία χρόνια όμως η κατά κόρον χρήση τους οδήγησε 

στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας. Συγκεκριμένα για την ασθένεια σεπτορίωση του 
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σίτου έχει σημειωθεί ανθεκτικότητα (Ζιώγας 2010; HGCA, 2012) από τα μέσα 

της δεκαετίας του 80’. Εκείνη τη χρονική περίοδο ξεκίνησε να σημειώνεται 

ανθεκτικότητα του παθογόνου στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, ενώ 

ακολούθησε τη δεκαετία του 90’ ανθεκτικότητα στα DMIs μυκητοκτόνα που 

επιδεινώθηκε κατά την προηγούμενη δεκαετία μαζί με την εμφάνιση 

ανθεκτικότητας στελεχών στις στρομπιλουρίνες (QoI’s). Σήμερα 

χρησιμοποιούνται περισσότερο αζόλες σε σχέση με άλλες δραστικές ουσίες 

όπως το epoxiconazole και το prothioconazole με καλή δράση στην 

αντιμετώπιση φυτοπαθογόνων μυκήτων (HGCA, 2012). 

 

1.4. Μελέτη γενετικής ποικιλομορφίας μυκήτων 

Η εμφάνιση της ανθεκτικότητας πολλών δραστικών ουσιών στην  

αντιμετώπιση πολλών φυτοπαθογόνων μυκήτων, είναι ένας βασικός 

παράγοντας για τη διαχείριση και τον έλεγχο των ασθενειών (Ma and 

Micheilides, 2005). Προκειμένου να ελεγχθεί η εμφάνιση ανθεκτικότητας των 

μυκήτων στις δραστικές ουσίες και να μελετηθεί η γενετική  βάση της 

ανθεκτικότητας , έχουν αναπτυχθεί μοριακές μέθοδοι ελέγχου με μεγάλη 

επιτυχία στη χρήση τους (Beckerman, 2013).  

Σύμφωνα με τη FRAC οι τεχνικές για τη μελέτη της ανθεκτικότητας θα 

πρέπει να μπορούν να επαναληφθούν φέροντας τα ίδια αποτελέσματα στις 

επαναλήψεις των πειραμάτων που περατώνονται. Επίσης θα πρέπει να είναι 

απλές στην εφαρμογή τους, οικονομικά προσιτές, αξιόπιστες και να φέρουν 

αποτέλεσμα σε σύντομο χρονικό διάστημα (FRAC Monitoring Methods, 2009; 

Vincelli and Tisserat, 2008). Ορισμένες από αυτές τις μεθόδους είναι οι δοκιμές 

που σχετίζονται με τον έλεγχο βλάστησης σπορίων με σημειακή εναπόθεση, 

την ανάπτυξη μυκηλίου ή τη μέτρηση του βλαστικού σωλήνα του εξεταζόμενου 

μύκητα, σε θρεπτικό υπόστρωμα με γνωστή συγκέντρωση μυκητοκτόνου 

(Beyer et al., 2001).  

Η μέθοδος βιοδοκιμής με χρήση πλάκας μικροτιτλοδότησης (microtitet test) 

αποτελεί μια σύγχρονη τεχνική βιοδοκιμής στην οποία μελετάται η 

ανθεκτικότητα ή η ευαισθησία πλήθους μυκήτων σε δραστικές ουσίες. 

Χαρακτηρίζεται ως ακριβής, με καλή επαναληψιμότητα, γρήγορη, με σημαντικά 
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πλεονεκτήματα έναντι άλλων μεθόδων όπως η μέτρηση βλαστικού σωλήνα 

(Stammler and Speakman, 2006).  

 Η μέθοδος περιγράφεται από την FRAC και βασίζεται στη μέτρηση της 

ανάπτυξης μυκηλίου μέσω της απορρόφησης του φωτός σε 

φασματοφωτόμετρο. Στα βοθρία της πλάκας μικροτιτλοδότησης αναμιγνύεται 

αιώρημα σπορίων της υπό εξέταση απομόνωσης του μύκητα με διάλυμα 

γνωστής συγκέντρωσης μυκητοκτόνου. Μετά από επώαση για την ανάπτυξή 

του και σε συγκεκριμένες συνθήκες, γίνεται μέτρηση σε φασματοφωτόμετρο 

(Pijls et al., 1994). Κατά την επώαση, οι πλάκες σφραγίζονται για να 

αποφευχθεί η εξάτμιση των διαλυμάτων από τα βοθρία (Stergiopoulos et al., 

2003). Μια προσαρμοσμένη καμπύλη δόσης-απόκρισης (ΕC50) που 

υπολογίζεται με ανάλυση Probit, στην πορεία μας οδηγεί σε συμπέρασμα (Pijls 

et al., 1994). Το ΕC50 ορίζεται ως εκείνη τη συγκέντρωση του μυκητοκτόνου, η 

οποία είναι ικανή να παρεμποδίσει την ανάπτυξη του εξεταζόμενου μύκητα στο 

50%  σε σχέση με το μάρτυρα (Chen et al., 2007 ; Rekanović, et al., 2010). 

Πολλές φορές υπολογίζεται και ο συντελεστής ανθεκτικότητας (RF, Resistance 

Factor), για την κατάταξη των απομονώσεων που εξετάζεται η ανθεκτικότητά 

τους, σε ανθεκτικές, μετρίως ανθεκτικές και ευαίσθητες (Milgate et al., 2016 

Gouot, 1994). Το RF ισούται με το λόγο του ΕC50 της εξεταζόμενης 

απομόνωσης προς το EC50 της ευαίσθητης απομόνωσης του ίδιου μύκητα 

(Rekanović et al., 2010). 

Για την ανίχνευση και την κατάταξη ευκαρυωτικών και προκαρυωτικών 

οργανισμών έχουν χρησιμοποιηθεί μοριακές μέθοδοι με κυρίαρχη  αυτήν της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR).  Η PCR είναι μια αξιόπιστη 

μοριακή μέθοδος που έχει σαν αποτέλεσμα τον πολλαπλασιασμό 

συγκεκριμένης περοχής γονιδιώματος, του υπό εξέταση οργανισμού, σε 

μεγάλο αριθμό αντιγράφων, ώστε να είναι δυνατή η παρατήρησή τους  (Guyer 

and Koshland, 1989; Williams et al., 1990; Hoelzel, 1998). Απαιτείται κατάλληλο 

ζεύγος εκκινητών της περιοχής DNA που θέλουμε να ενισχύσουμε. Ωστόσο τα 

τελευταία χρόνια χρησιμοποιείται η μέθοδος τυχαία ενισχυμένο πολυμορφικό 

DNA (RAPID Random Amplified Polymorphic DNA), εργαλείο μελέτης γενετικής 

παραλλακτικότητας (Williams et al. 1990).  Είναι ένα χρήσιμο εργαλείο της 

γενετικής μιας και χαρακτηρίζεται από την ευαισθησία και την εξειδίκευσή της 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 06:11:33 EEST - 3.147.82.236



14 
 

(Doohan et al. 1998). Η διαφορά της με την απλή PCR είναι ότι στη RAPD δε 

χρησιμοποιείται ζεύγος εκκινητών αλλά απλοί εκκινητές ολιγάριθμων βάσεων, 

που έχουν τη δυνατότητα να υβριδίζουν σε πολυάριθμες θέσεις του 

γονιδιώματος τυχαία, καθώς θα υβριδίσουν σε διαφορετικές θέσεις στο 

γονιδίωμα συγγενικών οργανισμών (ίδιου είδους π.χ.) εξαιτίας των 

μεταλλάξεων που έχουν συσσωρευτεί σε αυτούς τους οργανισμούς (Williams 

et al., 1990; McDonald, 1997; Kumar and Gurusubramanian, 2011).  

Οι δείκτες RAPDs χρησιμοποιούνται για τη μελέτη της γενετικής 

παραλλακτικότητας (McDonald, 1997; Iqbal et al., 2010; Mofokeng, 2012) και 

τη γενετική απεικόνιση των ειδών με σκοπό το διαχωρισμό τους για την 

περαιτέρω μελέτη τους (Williams et al., 1990; Welsh and McClelland, 1990; 

Younes 2010). Αυτή η τεχνική έχει εφαρμογή στη διαφοροποίηση μεταξύ των 

απομονώσεων μυκήτων (Midorikawa et al., 2008) αλλά και τη συσχέτιση της 

διαφοροποίησης γενοτύπων μέσω της μεθόδου αυτής με την εμφάνιση 

ανθεκτικών στελεχών σε ομάδες μυκητοκτόνων (Paplomatas et al., 2004). 

Επιπλέον μοριακή μέθοδος που χρησιμοποιείται για το σκοπό αυτό είναι η 

μέθοδος ISSR ή SSR (Wang et al., 2005). 

 

1.5. Εναέριο μόλυσμα 

Βασική παράμετρος για τη μελέτη της επιδημιολογίας είναι το εναέριο 

μόλυσμα, για τα παθογόνα που μεταδίδονται με αερομεταφερόμενο μόλυσμα, 

μιας και είναι υπεύθυνο για τις πρωταρχικές μολύνσεις. Τα ασκοσπόρια 

μπορούν να μεταφέρονται μέσω του αέρα σε μακρινές αποστάσεις (Wiese, 

1991; Bockus et al., 2010). Έχει παρατηρηθεί ότι ο αριθμός των ασκοσπόρια 

μπορεί να αυξηθεί σταδιακά από το στάδιο GS32 των φυτών μέχρι τη 

συγκομιδή (Hunter et al., 1999). Υπό κατάλληλες συνθήκες τα ασκοσπόρια του 

μύκητα Μ graminicola μπορεί να ανιχνευθούν όλο το χρόνο (Kema et al., 

1996b) 

Ένας από τους τρόπους παγίδευσης εναέριων μολυσμάτων αποτελεί η 

παθητική δειγματοληψία κατά την οποία γίνεται χρήση παγίδων που περιέχουν 

προσκολητικό μέσο όπου προσγείνονται σε αυτό το υλικό με τη βοήθεια της 

βαρύτητας. Τέτοιες είναι οι παγίδες βαρύτητας, οι τύπου Andersen, οι κασέτες 
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φίλτρων (Air-O-Cell, MCE, Allergenco air samplers, Membrane filter)  και οι 

καθίζησης (Wang et al., 2007; Bayliss and Jackson, 2011).  

Υπάρχουν παγίδες που λειτουργούν με αναρρόφηση, κατά τις οποίες τα 

σπόρια προσκρούουν μέσω της ροής του αέρα σε μια μικρή επιφάνεια που 

περιέχει ένα μέσο συλλογής (Fox, 1993). Άλλοι μέθοδοι παγίδευσης σπορίων 

αποτελούν οι παγίδες τύπου Hirst, οι οποίες παγιδεύουν σπόρια που 

βρίσκονται σε δεδομένο όγκο αέρα (Burkard Manufacturing Company Ltd), 

παγίδες μικροτιτλοδότησης που βασίζονται στο τρόπο λειτουργίας των 

παγίδων τύπου Hirst (Kennedy et al., 2000) και ιοντικές παγίδες σπορίων 

(Schneider et al., 2009). Στη συγκεκριμένη παγίδα μεταδίδεται ηλεκτροστατικό 

φορτίο υψηλής τάσης στον αέρα. Τα φορτισμένα σωματίδια που υπάρχουν 

εναέρια έλκονται και συλλέγονται από αντίστοιχο στέλεχος συλλογής που 

βρίσκεται εντός της. Η παγίδα αυτή είναι υποψήφια για το δίπλωμα 

ευρεσιτεχνίας και η διαφορά του με τις άλλες παγίδες είναι η επεξεργασία 

μεγάλου όγκου αέρα και η σύλληψη σωματιδίων μεγέθους νανομέτρου. Η 

ανάλυση των αποτελεσμάτων βασίζεται στην εφαρμογή qPCR, με χρήση 

αντιορού και με μικροσκοπική παρατήρηση (φωτός και σάρωσης ηλεκτρονίων) 

(DS Scientific, 2011). 

Η παγίδα με πλάκα μικροτιτλοδότησης (συσκευή MTIST), χρησιμοποιεί ένα 

σύστημα αναρρόφησης του αέρα. Σε αυτό τα σωματίδια του αέρα 

προσκρούουν στα βοθρία μιας πλάκας μικροτιτλοδότησης, η οποία έχει 

τοποθετηθεί στη συσκευή. Αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ταχεία 

ανίχνευση μέσω της τεχνικής της ανοσοκαθήλωσης και να προσδιοριστεί με τη 

μέθοδο της ELISA (Kennedy et al., 2000). 

Οι παγίδες τύπου Hirst, βασίζονται στην αναρρόφηση αέρα σε θάλαμο με 

τη βοήθεια ενσωματωμένης αντλίας. Η συσκευή τοποθετείται αντίθετα της 

φοράς του ανέμου, ενώ υπάρχει και εξάρτημα για προστασία από τη βροχή. Ο 

αέρας με τα αιωρούμενα σωματίδια που φέρει, προσκρούει σε περιστρεφόμενο 

τύμπανο το οποίο είναι επικαλυπτόμενο με μια κολλώδη επιφάνεια όπου και 

εκεί προσκολλώνται. Η παγίδα λειτουργεί με μπαταρία που έχει τάση 12 volt 

και διαθέτει έναν ωρολογιακό μηχανισμό που ρυθμίζει το χρόνο εφαρμογής της. 

Ο μηχανισμός αυτός μπορεί να λειτουργήσει από 24 ώρες μέχρι και 7 ημέρες. 
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Μετά τη συλλογή των σπορίων γίνεται μικροσκοπική παρατήρηση ή εφαρμογή 

μοριακών τεχνικών για τον προσδιορισμό τους (Jenkyn, 1974; Kennedy et al., 

2000; Rogers et al., 2009).  

Για την ανίχνευση και την αναγνώριση αερομεταφερόμενου μολύσματος 

μπορεί να γίνει χρήση μικροσκοπίου αλλά και ποσοτικές μέθοδοι ανάλυσης, 

όπως είναι οι ανοσολογικές και οι μοριακές τεχνικές (PCR). Οι διαφόρου τύπο 

παγίδες, χρησιμοποιούνται λαμβάνοντας υπόψη μας ορισμένες παραμέτρους. 

Αυτοί είναι το μέγεθος, ο αριθμός και το είδος των σπορίων που μελετώνται 

ανάλογα με την ώρα της ημέρας, τον καιρό, την εποχή και τη γεωγραφική θέση 

στην οποία η παγίδα τοποθετείται. Ως εκ τούτου, η γεωγραφική θέση, ο χρόνος 

εφαρμογής δειγματοληψία και η διάρκεια της πρέπει να εξεταστούν πολύ 

προσεκτικά για να εξασφαλιστεί η λήψη αντιπροσωπευτικού δείγματος. 

Επιπλέον, ο τύπος της συσκευής δειγματοληψίας που χρησιμοποιείται 

αποτελεί σημαντική παράμετρος όσον αφορά την αποτελεσματικότητα της 

δειγματοληψίας και τη μορφή της ανάλυσης που αναμένεται. Τελικά οι παγίδες 

εναερίου μολύσματος αποτελούν έναν αξιόλογο τρόπο πρόβλεψης ή 

ανίχνευσης αερομεταφερόμενων μολυσμάτων για την γεωργική δραστηριότητα 

και βοηθά σημαντικά στην ανάπτυξη στρατηγικών για την ελαχιστοποίηση του 

κινδύνου μιας σοβαρής πανδημίας (Jackson and Bayliss 2011; Wang et al. , 

2007). 
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1.6. Σκοπός διατριβής 

Σκοπός της παρούσας διατριβής υπήρξε η μελέτη γενετικής 

παραλλακτικότητας με ιδιαίτερη έμφαση στην ανθεκτικότητα σε μυκητοκτόνα 

και η μελέτη επιδημιολογίας της ασθένειας που προκαλεί ο μύκητας 

Mycosphaerella graminicola. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε η μέθοδος 

της βιοδοκιμή για τη μελέτη ανθεκτικότητας απομονώσεων του παθογόνου σε 

πλάκες μικροτιτλοδότησης. Στην πορεία εξετάστηκε η γενετική ποικιλομορφία 

απομονώσεων του μύκητα με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης (PCR), με 

χρήση RAPDs εκκινητών. Τέλος διερευνήθηκε η ανίχνευση εναερίου 

μολύσματος (ασκοσπορίων) του μύκητα, την άνοιξη του 2016 στην περιοχή της 

Θεσσαλίας (Βελεστίνο). Στην ίδια περιοχή εξετάστηκε και η επιδημιολογία του 

μύκητα με βάση το ποσοστό προσβολής και την εμφάνιση πυκνιδίων σε αγρό 

που πραγματοποιήθηκε χημική επέμβαση και σε βιολογικό αγρό. Τα πειράματα 

που διεξήχθησαν, αποσκοπούσαν στη μελέτη της αποτελεσματικότητα 

μυκητοκτόνων in vitro και in vivo, στην αντιμετώπιση της ασθένειας 

σεπτορίωσης του σίτου. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1. Συλλογή δειγμάτων  

 Η διαδικασία συλλογής δειγμάτων πραγματοποιήθηκε τους μήνες 

Μάρτιο, Απρίλιο και Μάϊο, του έτους 2016. Τα δείγματα ήταν φύλλα σίτου που 

έφεραν κηλίδες με καστανό μεταχρωματισμό, με ευδιάκριτο το σχηματισμό 

πυκνιδίων (Εικ. 1). Συνολικά συλλέχθηκαν 53 δείγματα από 4 αγρούς, όπως 

φαίνονται στο χάρτη (Εικ. 2). Τα φύλλα από τα οποία πραγματοποιήθηκε 

απομόνωση του μύκητα προήλθαν από αγρούς που είχαν πραγματοποιηθεί 

χημικές επεμβάσεις, αγρούς που δεν πραγματοποιήθηκαν χημικές επεμβάσεις 

με μυκητοκτόνα και αγρούς που δεν υπάρχουν πληροφορίες για τις επεμβάσεις 

που πιθανόν έγιναν (Πιν.1). 

 Μετά τη μεταφορά των δειγμάτων στο χώρο του εργαστηρίου, έγινε 

στερεοσκοπική παρατήρηση. Η απομόνωση πραγματοποιήθηκε με μεταφορά 

των σπειραμάτων πυκνιδιοσπορίων, με τη βοήθεια βακτηριολογικής βελόνης, 

σε τρυβλίο Petri με θρεπτικό υπόστρωμα Potato Dextrose Agar (PDA) 

(Sambrook et al., 1989). Στην περίπτωση που δεν είχαν σχηματιστεί 

σπειράματα από τα πυκνίδια, τα φύλλα τοποθετούνταν σε υγρό θάλαμο για 24-

52 h, έως την εμφάνιση συσσωμάτων των πυκνιδιοσπορίων. 

Για το σχηματισμό συσσωματώματος πυκνιδιοσπορίων τα φύλλα 

τοποθετήθηκαν σε αυτοσχέδιους υγρούς θαλάμους, ως ακολούθως: Η κηλίδα 

του φύλλου που έφερε εμφανή σημεία (πυκνίδια) τοποθετήθηκε σε 

απολυμασμένη αντικειμενοφόρο πλάκα και στερεώθηκε με χρήση κολλητική 

ταινίας. 

 

 

Εικόνα 1. Σεπτορίωση σε φύλλο σίτου.
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Εικόνα 2. Περιοχές όπου πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες για συλλογή προσβεβλημένων φυτών σίτου με σεπτορίωση. 
Περιοχή Α:Βελεστίνο Ν. Μαγνησίας, Περιοχή Β: Στεφανοβίκειο Ν. Μαγνησίας, Περιοχή Γ: Σταυρός Ν. Λαρίσης, Περιοχή Δ: Καστρί Ν. Φθιώτιδας.
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Πίνακας 1. Περιοχές δειγματοληψίας ασθενών φυτών σίτου από σεπτορίωση. Δίνονται οι 
εφαρμογές που έγιναν σε κάθε αγρό, η περιοχή συλλογής όπως φαίνεται στην Εικόνα 1 και ο 
κωδικός της κάθε απομόνωσης που προέκυψε από την κάθε περιοχή. 

Χημικές επεμβάσεις Περιοχή συλλογής Κωδικός απομόνωσης 

Όχι Α 

C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, 

C8, C9, C10, C11, C12,C13, 

C14, C15, C16, C17,C18, C19, 

C20, C21, C22, C23, C24, C25, 

C26, C27 C28, C29, C30, C31, 

 C32, C33, CA, CB, CG 

Ναι 
Α 

Μ1, Μ2, Μ3, Μ1.1., Μ1.2.,  

     Μ1.3., Μ1.4. 

Δ       Κ1, Κ2, Κ3 

Άγνωστο 
Β       6.1., 6.2., 6.3., 6.4. 

Γ      Σ1, Σ3, Σ4, Σ5, Σ7 
 

Η αντικειμενοφόρος πλάκα τοποθετήθηκε, πάνω σε πλαστικά 

υποστηρίγματα, εντός τρυβλίου Petri που έφερε στη βάση του αποστειρωμένο 

απιονισμένο νερό, κατά τρόπο ώστε ο ιστός να μην έρχεται σε επαφή με το 

νερό. Τα τρυβλία διατηρήθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 24-52 h, έως την 

εμφάνιση πυκνιδιοσπορίων, τα οποία μεταφέρθηκαν σε  τρυβλίο Petri με 

θρεπτικό υπόστρωμα PDA, με τη βοήθεια βακτηριολογικής βελόνης και 

παρέμειναν σε θάλαμο θερμοκρασίας 25 ˚C. 

Τα τρυβλία που αρχικά μεταφέρθηκαν τα σπειράματα επωάστηκαν σε 

θερμοκρασία 25 oC. Κατόπιν έγινε μεταφορά μέρος του μυκηλίου (όταν η 

αποικία είχε μέγεθος 5 mm) σε δοκιμαστικό σωλήνα.     
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2.1.1. Ταυτοποίηση απομονώσεων μύκητα από φυτά σίτου με 

συμπτώματα σεπτορίωσης 

 Από όλες τις απομονώσεις που διεξήχθησαν, έγιναν παρασκευάσματα, 

των οποίων τα σπόρια παρατηρήθηκαν μικροσκοπικά. Συγκεκριμένα έγινε 

χρήση σύνθετου οπτικού Nikon Labophot-2 EFD3, από το οποίο τα σπόρια 

φωτογραφήθηκαν με ψηφιακή φωτογραφική μηχανή και σε μεγέθυνση 200Χ. 

Με τη χρήση του λογισμικού Motic Images Plus 2.0.  (MOTIC, BA310), 

μετρήθηκαν οι διαστάσεις των σπορίων, με σκοπό την ταυτοποίηση του μύκητα 

με τη βοήθεια των μορφολογικών χαρακτηριστικών των σπορίων, όπως αυτά 

περιγράφονται βιβλιογραφικά.  

 

2.1.2. Απομόνωση ολικού DNA από απομονώσεις του μύκητα 

Mycosphaerella graminicola 

 Για την απομόνωση του ολικού DNA από τις 53 απομονώσεις του 

μύκητα, αρχικά έγινε υγρή καλλιέργεια. Ο καθαρισμός του DNA  βασίστηκε στο 

πρωτόκολλο των Doyle and Doyle (1990). Σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα PDB 

(Potato Dextrose Broth) (Sambrook et al, 1989) και υπό στείρες συνθήκες, 

πραγματοποιήθηκε εμβολιασμός τμήματος της αποικίας που είχε αναπτυχθεί 

σε δοκιμαστικό σωλήνα. Στη συνέχεια οι υγρές καλλιέργειες μεταφέρθηκαν και 

επωάστηκαν σε επωαστικό θάλαμο με περιστρεφόμενη βάση, σε θερμοκρασία 

25 ˚C και σε 150 στροφές/min για περίπου 10 ημέρες. 

Ακολούθως η υγρή καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στα 3169 g για 40 min, 

από το σωλήνα φυγοκέντρησης απορρίφθηκε το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα 

στέγνωσε με τη βοήθεια αποστειρωμένου διηθητικού χαρτιού. Από το ίζημα 

ζυγίστηκαν 200mg του μυκηλίου, τα οποία μεταφέρθηκαν σε σωληνίσκους 

φυγοκέντρησης. Σε αυτά έγινε προσθήκη 400μl διαλύματος εξαγωγής (CTAB- 

60 mL απιονισμένο νερό, 2 g hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), 

28 mL NaCl 5M, 4 mL διαλύματος Disodium Ethylenediaminetetraacetate, 2 

H2O (EDTA) 0,5M, 5 mL Tris HCl, 0,2 mL 2-mercaptoethanol) και 25mg 

Polyvinylpyrrolidone (PVP) 25, ο ιστός ομογενοποιήθηκε με τη βοήθεια 

micropestle και παρέμεινε για 25 min στους 60 ˚C. Ακολούθως προστέθηκαν 

200μl φαινόλης και 200μl χλωροφορμίου. Με ανάδευση για 1 min προέκυψε 
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αιώρημα με μορφή γαλακτώματος, το οποίο φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 

17500 g. Μετά τη φυγοκέντρηση, 200 μl  του υπερκειμένου μεταφέρθηκαν σε 

νέο μικροσωληνίσκο, όπου και έγινε προσθήκη 1/2 του όγκου του 5Μ NaCl 

(Sambrook et al, 1989) και 2 φορές του όγκου του αιθυλική αλκοόλη (EtOH) 

95% με ανάδευση κάθε φορά. Το μείγμα παρέμεινε στους -20 ˚C για 18 ώρες.  

Επαναλήφθηκε η φυγοκέντρηση του μείγματος για 10 min στις 17500 g. 

Μετά τη φυγοκέντρηση έγινε απόρριψη της υπερκείμενης φάσης και προσθήκη 

αιθυλικής αλκοόλης 70%. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 min στις 17500 g 

και κατόπιν απόρριψη της αιθυλικής αλκοόλης που είχε ως αποτέλεσμα το 

σχηματισμό ιζήματος (pellet). Ακολούθησε παραμονή τους σε θερμοκρασία 

δωματίου για περίπου 20-30 min και μετά την εξάτμιση της αιθυλικής αλκοόλης, 

το ίζημα επαναιωρήθηκε σε 50-100 μl υπερκάθαρου νερού, αναλόγως το 

μέγεθος του ιζήματος κάθε δείγματος. Τα δείγματα αναδεύτηκαν και 

αποθηκεύτηκαν στους -20ºC, μέχρι να χρησιμοποιηθούν.  

Μετά την εξαγωγή του ολικού DNA, πραγματοποιήθηκε μέτρηση της 

συγκέντρωσης και της καθαρότητας των δειγμάτων σε φασματοφωτόμετρο 

(Uvikon Spectrophotometer 922, Kontron instruments) και απορροφήσεις 260 

και 280nm. Η καθαρότητα τους απορρέει από το λόγο των δύο αυτών 

απορροφήσεων και οι αποδεκτές τιμές καθορίζονται μεταξύ των τιμών 1,8 και 

2, ενώ η ποσότητα DNA προκύπτει  από το 1000πλασιο της τιμής που 

εμφανίζεται στα 260nm (Sambrook et al., 1989). 

  

2.2. Αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας μυκητοκτόνων σε 

φυσικές μολύνσεις καλλιέργειας σίτου 

 Στο αγρόκτημα του αγροκτήματος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, 

σπάρθηκε σιτάρι σε 18 πειραματικά τεμάχια το μήνα Νοέμβριου του 2015 

(Διάγρ. 1). Στα 6 πειραματικά τεμάχια πραγματοποιήθηκε εφαρμογή 

μυκητοκτόνου που περιείχε μίγμα των δραστικών ουσιών epoxiconazole και 

pyraclostrobin στις 8 Μαρτίου του έτους 2016, στη συνιστώμενη δόση (200 

ml/στρέμμα). Μετά από 22 ημέρες αργότερα παρατηρήθηκαν οι πρώτες κηλίδες 

από φυσικές μολύνσεις και στις 14 Απριλίου συλλέχθηκαν φύλλα στα οποία και 

παρατηρήθηκε σχηματισμός πυκνιδίων σε προσβεβλημένους ιστούς και 
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διεξήχθη η απομόνωση και καλλιέργεια του μύκητα. Στις 27 Απριλίου έγινε 

συλλογή και παρατήρηση 20 φυτών σίτου από κάθε πειραματικό τεμάχιο και τα 

οποία βρίσκονταν στο στάδιο GS70-79 κατά Zadoks Growth Stage (Poole, 

2005). Τα φυτά προήλθαν από το κέντρο του κάθε πειραματικού τεμαχίου και 

τα φύλλα που αξιολογήθηκαν ήταν τα φύλλα σημαίας (Flag Leafs-FL), τα 

δεύτερα (Leaf 2-L2), τα τρίτα (Leaf 3-L3) και τα τέταρτα φύλλα (Leaf 4-L4) κάθε 

φυτού (Εικ. 3). Τα συλλεχθέντα δείγματα χρησιμοποιήθηκαν για να αξιολογηθεί 

η επίδραση του μυκητοκτόνου σε φυσικές μολύνσεις. Οι μετρήσεις αφορούσαν 

α) μέγεθος κηλίδων, β) αριθμό πυκνιδίων που σχηματίσθηκαν στις κηλίδες, στα 

4 ανώτερα φύλλα του φυτού. 

 

Εικόνα 3. Γραφική απεικόνιση των φύλλων από φυτό σίτου. 

 

Για τη διεξαγωγή των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε στατιστική ανάλυση 

των δεδομένων με το στατιστικό πακέτο SPSS (IBM Corp. Released 2011. IBM 

SPSS Statistics for Windows, Version 20.0). 

Τέλος από αυτά τα δείγματα έγινε και συλλογή απομονώσεων όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.1., για να διαπιστωθεί εάν αυτές οι 

απομονώσεις είχαν αναπτύξει ανθεκτικότητα στις συγκεκριμένες δραστικές. 
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Διάγραμμα 1. Διάγραμμα της διάταξης των πειραματικών τεμαχίων για την αξιολόγηση 

αποτελεσματικότητας δραστικών ουσιών για την αντιμετώπιση της σεπτορίωσης του σίτου. 

 

2.3. Παγίδευση εναερίου μολύσματος 

Για την ανίχνευση εναερίου μολύσματος ασκοσπορίων του μύκητα 

Mycosphaerella graminicola έγινε τοποθέτηση αυτοσχέδιας παγίδας σε αγρό. 

Συγκεκριμένα, η εγκατάστασή της έγινε στην περιοχή του Βελεστίνου 

Μαγνησίας, στο κέντρο του πειραματικού αγρού που χρησιμοποιήθηκε για την 

αξιολόγηση δραστικών ουσιών για την αντιμετώπιση τη σεπτορίωσης του σίτου 

(παράγραφος 2.2).  

H παγίδα είχε ως βάση της κυλινδρικό πλαστικό δοχείο όγκου 5,4 L, στο 

οποίο είχε προσαρμοστεί ένα σύστημα αναρρόφησης που προήλθε από 

σκούπα αυτοκινήτου. Ο μηχανισμός λειτουργούσε με τη χρήση μπαταρίας 

αυτοκινήτου και εισερχόμενος αέρας προσέπιπτε σε πλαστικό δοχείο (όγκου 

500 mL), το οποίο περιείχε νερό όγκου 25ml (Εικ. 4).   

Στο υδατικό αιώρημα (στο οποίο είχαν παγιδευτεί πιθανόν και σπόρια 

μυκήτων) προστίθονταν ίσος όγκος αιθυλικής αλκοόλης (EtOH) 100%. H 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 06:11:33 EEST - 3.147.82.236



26 
 

αποθήκευσή τους έγινε στους 4 ˚C σε κωνικά σωληνάρια φυγοκέντρου Falcon 

χωρητικότητας 25 ml, μέχρι περαιτέρω επεξεργασίας. Η παγίδα τοποθετήθηκε 

στο χωράφι τους μήνες Μάρτιο και Απρίλιο πέντε φορές κατά τις πολύ πρωινές 

ώρες.  

Πριν την επεξεργασία και τη μικροσκοπική παρατήρηση των δειγμάτων, 

για την ανίχνευση σπορίων του μύκητα, πραγματοποιήθηκε δοκιμή 

επεξεργασίας αιωρήματος σπορίων από καλλιέργεια του μύκητα M. 

graminicola. Το αιώρημα γνωστής συγκέντρωσης, φυγοκεντρήθηκε αρχικά για 

40 min στα 3169 g. 

 

 

Εικόνα 4. Αυτοσχέδια παγίδα εναερίου μολύσματος. 

 

Στη συνέχεια το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε διαφορετικό σωλήνα 

φυγοκέντρησης για δεύτερη φυγοκέντρηση. Τα ιζήματα που δημιουργήθηκαν 

μεταφέρθηκαν σε φιαλίδια φυγοκέντρησης μικρότερης χωρητικότητας όπου 

φυγοκεντρήθηκαν ξανά για 10 min στα 1.400rpm (21.000 g). Ακολούθησε 

μικροσκοπική παρατήρηση του ιζήματος. Η ίδια διαδικασία επαναλήφθηκε και 

για μικρότερους χρόνους φυγοκέντρησης. 
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2.4. Έλεγχος ανθεκτικότητας δραστικών ουσιών in vitro 

 Για τον έλεγχο της ανθεκτικότητας σε ομάδες μυκητοκτόνων 

χρησιμοποιήθηκαν εμπορικά σκευάσματα με τις δραστικές ουσίες 

propiconazole, azoxistrobin, chlorothalonil και procloraz και ενός μίγματος με 

δραστικές ουσίες το epoxiconazole και το pyraclostrobin, που ανήκουν 

αντίστοιχα στις ομάδες αζολών, στρομπιλουρινών και χλωροφαινιλίων. 

Χρησιμοποιήθηκε μία δραστική ουσία ανά ομάδα μυκητοκτόνων. Οι 

συγκεκριμένες δραστικές ουσίες είναι εγκεκριμένες από το Υπουργείο Γεωργίας 

και Αγροτικού Περιβάλλοντος για χρήση στην καλλιέργεια σίτου και επίσης 

χρησιμοποιούνται συχνά από τους παραγωγούς. Ακολούθησε αραίωση των 

δραστικών ουσιών σε συγκεντρώσεις 10, 1, 0,1, 0,01 και 0,001 mgL-1. Οι 

αραιώσεις έγιναν με θρεπτικό υπόστρωμα PDB.  

 O in vitro έλεγχος των απομονώσεων του μύκητα Mycosphaerella 

graminicola πραγματοποιήθηκε βάση πρωτοκόλλου της FRAC (Fungicide 

Resistance Action Committee)  (Sierotzki H., 2006; Stammler et al., 2008). Ο 

μύκητας καλλιεργήθηκε σε δοκιμαστικό σωλήνα. Για το υγρό αιώρημα 

σπορίων, πάνω στην αποικία του παθογόνου στο δοκιμαστικό σωλήνα, γινόταν 

προσθήκη 5 ml υγρού θρεπτικού υποστρώματος PDB και με τη βοήθεια 

βακτηριολογικού κρίκου έσπαγαν τα πυκνίδια (μετά από πίεση) και 

ελευθερώνονταν τα πυκνιδιοσπόρια.   

Σε αποστειρωμένα γυάλινα φιαλίδια προσαρμόζονταν αποστειρωμένο 

χωνί, στο άνοιγμα του οποίου εναποτίθονταν αποστειρωμένο τουλπάνι για να 

κατακρατούνται τα θραύσματα μυκηλίου και πυκνιδίων που είχαν προκύψει 

από την παρασκευή του αιωρήματος. Η συγκέντρωση των σπορίων 

μετρούνταν με τη βοήθεια του αιματοκυττόμετρου (Neubauer, Rhône-Poulenc). 

Η τελική συγκέντρωσή τους ήταν 5x104 σπόρια/ml και ο καθορισμός της 

επιτυγχάνονταν με αραίωση του αρχικού αιωρήματος.  

Σε κάθε πλάκα μικροτιτλοδότησης έγινε δοκιμή αποτελεσματικότητας 

των δραστικών ουσιών σε μία απομόνωση και σε τρείς επαναλήψεις κάθε 

συγκέντρωσης μυκητοκτόνου, στην οποία προστέθηκε και αιώρημα σπορίων 

όπως φαίνεται στο διάγραμμα 2.  
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Διάγραμμα 2. Σχηματική διάταξη της πλάκας μικροτιτλοδότησης για τη δοκιμή in vitro της 

αποτελεσματικότητας δραστικών ουσιών. 

 

Για κάθε απομόνωση πραγματοποιούνταν 2 πανομοιότυπες πλάκες 

μικροτιτλοδότησης, εκ των οποίων η μία μετρώνταν τη μέρα δημιουργίας της 

(ώρα μηδέν) και η δεύτερη μετά την πάροδο δέκα ημερών. Σε καθένα βοθρίο 

της πλάκας περιέχονταν συνολικός όγκος διαλύματος 100μl αιώρημα σπορίων 

και διάλυμα δραστικής ουσίας.  

Η πλάκα μικροτιτλοδότησης είχε 96 βοθρία (A, B, C, D, E, F, G, H x 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12). Στα βοθρία Α1-Ε3 χρησιμοποιήθηκαν οι 

μάρτυρες. Ως PDB: υγρό θρεπτικό μέσο Potato Dextroze Broth , Epox 10: το 

μίγμα epoxiconazole-pyraclostrobin (όπου η αραίωση του μίγματος 

πραγματοποιήθηκε με βάση τη δραστική ουσία epoxiconazole), στη μέγιστη 

συγκέντρωση (10 mg L-1), Prop10: propiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (10 

mg L-1), Az 10: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση (10 mg L-1), Chl 10: 

chlorothalonil στη μέγιστη συγκέντρωση (10 mg L-1), Proch 10: prochloraz στη 
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μέγιστη συγκέντρωση (10 mg L-1), PDB+ ΣΠΟΡΙΑ: τα σπόρια του μύκητα που 

μελετήθηκε σε υγρό θρεπτικό υλικό PDB. To θρεπτικό υγρό υλικό ως μάρτυρας 

αφορούσε τον έλεγχο του στείρου υλικού, τα διαλύματα των δραστικών ουσιών 

στις μέγιστες συγκεντρώσεις αφορούσαν τον έλεγχο της απορρόφησης των 

δραστικών ουσιών στα μέγιστες συγκεντρώσεις και το θρεπτικό υλικό με το 

αιώρημα σπορίων αφορούσε τον έλεγχο της ανάπτυξης μυκηλίου για καθεμιά 

από τις απομονώσεις που εξετάστηκε. Ακολούθησαν τα διαλύματα του 

αιωρήματος σπορίων του μύκητα και των δραστικών ουσιών στις 

συγκεντρώσεις που εξετάστηκαν. Στα βοθρία C3-Η12 περιέχονταν μίγμα της 

δραστικής ουσίας και αιωρήματος σπορίων του μύκητα. Ως Epox 0,001: 

epoxiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (0,001 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, 

Epox 0,01: epoxiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (0,01 mg L-1) με αιώρημα 

σπορίων, Epox 0,1: epoxiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (0,1 mg L-1) με 

αιώρημα σπορίων, Epox 1: epoxiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (1 mg L-

1) με αιώρημα σπορίων, Epox 10: epoxiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (10 

mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Prop 0,001: propiconazole στη μέγιστη 

συγκέντρωση (0,001 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Prop 0,01: propiconazole 

στη μέγιστη συγκέντρωση (0,01 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Prop 0,1: 

propiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (0,1 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, 

Prop 1: propiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (1 mg L-1) με αιώρημα 

σπορίων, Prop 10: propiconazole στη μέγιστη συγκέντρωση (10 mg L-1) με 

αιώρημα σπορίων, Az 0,001: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση (0,001 mg 

L-1) με αιώρημα σπορίων, Az 0,01: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση (0,01 

mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Az 0,1: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση 

(0,1 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Az 1: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση 

(1 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Az 10: azoxistrobin στη μέγιστη συγκέντρωση 

(10 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Chl 0,001: chlorothalonil στη μέγιστη 

συγκέντρωση (0,001 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Chl 0,01: chlorothalonil στη 

μέγιστη συγκέντρωση (0,01 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Chl 0,1: 

chlorothalonil στη μέγιστη συγκέντρωση (0,1 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Chl 

1: chlorothalonil στη μέγιστη συγκέντρωση (1 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, Chl 

10: chlorothalonil στη μέγιστη συγκέντρωση (10 mg L-1) με αιώρημα σπορίων, 

Proch 0,001: prochloraz στη μέγιστη συγκέντρωση (0,001 mg L-1) με αιώρημα 

σπορίων, Proch 0,01: prochloraz στη μέγιστη συγκέντρωση (0,01 mg L-1) με 
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αιώρημα σπορίων, Proch 0,1: prochloraz στη μέγιστη συγκέντρωση (0,1 mg L-

1) με αιώρημα σπορίων, Proch 1: prochloraz στη μέγιστη συγκέντρωση (1 mg 

L-1) με αιώρημα σπορίων, Proch 10: prochloraz στη μέγιστη συγκέντρωση (10 

mg L-1) με αιώρημα σπορίων. 

H μέτρηση έγινε με τη βοήθεια φασματοφωτομέτρου ELISA (Biotek 

ELx808), που διατέθηκε από το Eργαστήριο Εντομολογίας του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας, του τμήματος Γεωπονίας Φυτικής Παραγωγής και Αγροτικού 

Περιβάλλοντος. Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν στις απορροφήσεις 405 και 

630. Στο φωτόμετρο καταγράφηκε η απορρόφηση της ανάπτυξης του μυκηλίου 

και στη συνέχεια έγινε Probit στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων με το 

στατιστικό πακέτο SPSS (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for 

Windows, Version 20.0)  και καταγράφηκε η τιμή του EC50 για κάθε μία από τις 

απομονώσεις σε 6 επαναλήψεις.  

Επίσης μετρήθηκε η απορρόφηση των δραστικών ουσιών στις μέγιστες 

συγκεντρώσεις (ώστε να διαπιστωθεί εάν επηρεάζει η δραστική ουσία την 

απορρόφηση). 

 

2.5. Γενετική ποικιλομορφία των απομονώσεων του μύκητα 

Mycosphaerella graminicola 

 Για τη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας, επιλέχθηκαν οι 

απομονώσεις Σ3, Σ7, C2, C18, CB, 6.1., 6.2., M1, M1.3., K2.1. και K3. Η 

επιλογή έγινε με βάση την περιοχή συλλογής των δειγμάτων.

 Χρησιμοποιήθηκαν οι έξι εκκινητές RAPDs: 

 D07 (50-TTGGCACGGG-30)-primer 1  

 E15(50-ACGCACAACC-30)-primer 2 

 F01 (50-ACGGATCCTG-30)-primer 3 

 F04 (50-GGTGATCAGG-30)-primer 4 

 U10 (50-ACCTCGGCAC-30)-primer 5 και 

 U19 (50-GTCAGTGCGG-30)-primer 6 (Sigma-Aldrich) 

Ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν ένα δείγμα χωρίς προσθήκη 

DNA, μόνο με νερό και ένα δείγμα με DNA από διαφορετικό είδος. Η αντίδραση 

έλαβε χώρα σε μικροσωληνίσκους PCR. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης για 
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κάθε δείγμα ήταν 25 μl από τα οποία 12,5 μL Taq 2X Master Mix (NEB- 1X 

Master Mix Composition: 10mM Tris-HCl, 50mM KCl2, 0,2mM dNTPs, 5% 

Glycerol, 0,08% IGEPAC CA-630, 0,05% Tween 20, 25 units/ml Taq DNA 

polymerase) , 1 μL εκκινητή, 10,5 μL υπερκάθαρο νερό και 1 μl δείγματος DNA 

(-προϊόν DNA extraction). 

Για τις αντιδράσεις της PCR χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές σε 

συγκέντρωση 0,3 μΜ και DNA κάθε δείγματος σε συγκέντρωση 30 ng. Για το 

θερμοκρασιακό προφίλ τον δειγμάτων αποτελούνταν από 13 βήματα και 43 

κύκλους. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν στο θερμοκυκλοποιητή (Master Cycler 

Grandient Eppendorf), σε θερμοκρασία 80ºC. Στη συνέχεια αυξήθηκε η 

θερμοκρασία στους 94ºC για 2 min. Τα δείγματα παρέμειναν για ακόμα 30 sec 

στη θερμοκρασία αυτή, ώστε οι αλυσίδες του δίκλωνου DNA να 

αποδιαταχθούν. Στη συνέχεια η θερμοκρασία μειώθηκε στους 36ºC για τον 

υβριδισμό των εκκινητών για 30’’ και θερμοκρασία 68 ºC για 120 sec που 

οδήγησε στην επιμήκυνση των θυγατρικών αλυσίδων. Αυτός ο κύκλος 

επαναλήφθηκε 2 φορές. Στην πορεία ακολούθησαν 20 κύκλοι με θερμοκρασίες 

94 ºC για 20 sec, 36 ºC για 15 sec, 45 ºC για 15 sec και 69 ºC για 90 sec, ενώ 

για 19 κύκλους το θερμοκρασιακό προφίλ ήταν 94 ºC για 20 sec (αυξανόμενο 

1 sec /κύκλο), 36 ºC για 15 sec, 45 ºC για 15 sec και 69 ºC για 90 sec 

(αυξανόμενο 3 sec/κύκλο). Τέλος τα δείγματα παρέμειναν για 10 min στους 

68ºC και απομακρύνθηκαν από τον θερμοκυκλοποιητή όταν η θερμοκρασία 

ταπεινώθηκε στους 10ºC. Το πρόγραμμα PCR που ακολουθήθηκε, 

περιγράφεται από τους Isabel Tenzer and Cesare Gessler (1999) και Koller et 

al., (1993). 

 

2.6. Οριζόντια ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πηκτή 

αγαρόζης 

Με το πέρας της διαδικασίας της PCR, πραγματοποιήθηκε οριζόντια 

ηλεκτροφόρηση.  Κατά τη διαδικασία της ηλεκτροφόρησης από 5μl από κάθε 

αντίδραση αναμείχθηκε με 2 μl ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης τμήματος 

(loading buffer A186 Takara- 50% Glycerol, 0.9% SDS, 0.05% Bromophenol 

Blue). Τα μείγματα που δημιουργήθηκαν διοχετεύθηκαν στα βοθρία της πηκτής 
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αγαρόζης 1% σε ρυθμιστικό διάλυμα 10X TBE (108g βορικό οξύ (Boric acid), 

40ml EDTA 0,5M, pH: 8.0, for 1 liter). Σε ξεχωριστό βοθρίο διοχετεύθηκαν 5μl 

DNA ladder δείκτη μοριακού βάρους DNA 1kb (NEB, New England Biolabs) (Εικ. 

9). Η πηκτή αγαρόζης βυθίστηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 10X TBE. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης για 

40 min και με σταθερή τάση 120V. Όταν η ηλεκτροφόρηση περατώθηκε, η πηκτή 

τοποθετήθηκε σε δοχείο όπου και καλύφθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα 1xTBE. Σε 

αυτό προστέθηκαν 1,6 μg/ml βρωμιούχου αιθιδίου (Sigma-Aldrich),και η πηκτή 

παρέμεινε για 30-45 min για χρώση. Στη συνέχεια ξεπλύθηκε με απιονισμένο 

νερό και τοποθετήθηκε σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (312 nm), όπου 

και ήταν ορατές οι ζώνες DNA των προϊόντων της PCR και του δείκτη DNA. Το 

μέγεθος των προϊόντων της PCR υπολογίστηκε μετά από σύγκρισή τους με το 

δείκτη DNA. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1. Ανάπτυξη απομονώσεων του μύκητα Mycosphaerella 

graminicola σε τεχνητό θρεπτικό υπόστρωμα 

Μετά την τοποθέτηση των προσβεβλημένων φύλλων που εμφάνιζαν 

πυκνίδια (Εικ. 5) σε υγρούς θαλάμους, σχηματίστηκαν πυκνιδιοσπόρια του 

μύκητα. Τα συσσωματώματα των πυκνιδιοσπορίων που δημιουργήθηκαν (Εικ. 

6), μεταφέρθηκαν σε  τρυβλίο Petri με θρεπτικό υπόστρωμα PDA, με τη βοήθεια 

βακτηριολογικής βελόνης και παρέμειναν αρχικά σε θάλαμο θερμοκρασίας 27 

˚C. Σε χρονικό διάστημα ενός μήνα η ανάπτυξη της καλλιέργειας του μύκητα 

ήταν ικανοποιητική. Παρόλα αυτά ο μύκητας δεν σποριοποίησε. Στη συνέχεια, 

οι απομονώσεις μεταφέρθηκαν σε θάλαμο θερμοκρασίας 22 oC. Τη 8η ημέρα 

παραμονής των απομονώσεων στους 22 oC οι καλλιέργειες του μύκητα 

εμφάνισαν σπόρια. Δοκιμάστηκε η επώαση των απομονώσεων στους 25 oC, 

όπου και θεωρήθηκε η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης και σποριοποίησης 

του μύκητα M. graminicola. Κατόπιν έγινε μεταφορά μέρος του μυκηλίου (όταν 

η αποικία είχε μέγεθος 5 mm) σε δοκιμαστικό σωλήνα. O μέσος χρόνος για την 

ανάπτυξη μυκηλίου στο τρυβλίο ήταν 3 dpi (days post inoculation - ημέρες μετά 

τον εμβολιασμό). 

 

 

Εικόνα 5. Σχηματισμός πυκνιδίων σε ιστό από φύλλο σιταριού (Olympus SZ61). 
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Εικόνα 6. Σχηματισμός σπειραμάτων πυκνιδιοσπορίων από πυκνίδια (Olympus SZ61). 

 

3.2. Ταυτοποίηση των απομονώσεων του μύκητα Mycosphaerella 

graminicola 

Η ταυτοποίηση του φυτοπαθογόνου μύκητα Mycosphaerella graminicola 

έγινε με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου. Τα σπόρια του μύκητα 

παρατηρήθηκαν και έγινε μέτρηση των διαστάσεών τους, η οποία 

αντιστοιχούσε με αυτήν που αναγράφεται στη βιβλιογραφία (μεταξύ 20 έως 98 

μm Χ 1,4 έως 3,8 μm) (Εικ. 7) (Morais et al., 2015). 

Η παρατήρηση πραγματοποιήθηκε για όλες τις απομονώσεις των 

δειγμάτων που συλλέχθηκαν κατά την χειμερινή καλλιεργητική περίοδο του 

2016. Στα σπόρια που μελετήθηκαν, παρατηρήθηκαν από 2 έως 4 σέπτα, (Εικ. 

8), ήταν υαλώδη, σκωληκόμορφα και στο μήκος τους ήταν πολύ λεπτά. 

Η ανάπτυξη των αποικιών δεν ήταν ομοιόμορφη (στο ίδιο θρεπτικό 

υπόστρωμα και στις ίδιες συνθήκες ανάπτυξης) σε όλες τις απομονώσεις και 

σε όλες τις μεταφορές που πραγματοποιήθηκαν, αλλά εμφάνισαν έντονο 

πολυμορφισμό (Εικ. 9). Η παραγωγή πυκνιδίων παρατηρήθηκε κατά μέσο όρο  

28 dpi. Η βλάστηση των σπορίων σημειώθηκε στις 23-25 h (Εικ. 10). 
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Εικόνα 7. Μέτρηση των διαστάσεων πυκνιδιοσπορίων του μύκητα M. graminicola 

(3,5μmX26,8μm) με χρήση μικροσκοπίου Nikon Labophot-2 (200X). 

 

 

Εικόνα 8. Πυκνιδιοσπόρια του μύκητα Mycosphaerella graminicola (Motic BA310, 100X). 
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Εικόνα 9. Πολυμορφισμός απομονώσεων του μύκητα Μ. graminicola σε θρεπτικό υπόστρωμα 

PDA. 

 

3.3. Παγίδευση εναερίου μολύσματος 

Τα αποτελέσματα των δοκιμαστικών πειραμάτων από αιώρημα 

σπορίων καλλιέργειας του μύκητα, έπειτα από μικροσκοπική παρατήρηση, 

έδειξαν τον κατακερματισμό των σπορίων. Κατά τη φυγοκέντρηση των 

δειγμάτων που συλλέχθηκαν από την αυτοσχέδια παγίδα εναερίου μολύσματος 

δεν κατέστη δυνατή η ταυτοποίηση του μύκητα από τα θραύσματα των 

σπορίων.  
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Εικόνα 10. Εμφάνιση πυκνιδίων και έξοδος πυκνιδιοσπορίων σε μορφή σταγόνων σε 
καλλιέργεια του μύκητα M. graminicola σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA (Olympus SZ61). 

 

3.4. Φυσικές μολύνσεις και αποτελεσματικότητα μυκητοκτόνου in 

vivo για τη σεπτορίωση του σίτου 

Για την αξιολόγηση φυσικών μολύνσεων και τη μελέτη της 

αποτελεσματικότητας μυκητοκτόνου in vivo μετρήθηκε το μέγεθος των κηλίδων 

και o αριθμός των πυκνιδίων που σχηματίστηκαν στις κηλίδες. Σχετικά με τις 

μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν και αφορούσαν το μέγεθος των κηλίδων, η 

στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι τα 4 κορυφαία φύλλα των 

φυτών που υπήρξε επέμβαση με σκεύασμα δεν διέφεραν μεταξύ τους 

στατιστικά σημαντικά. Τα 2 κορυφαία φύλλα των φυτών του μάρτυρα (control) 

δε διέφεραν στατιστικά σημαντικά μεταξύ τους, ενώ στο τρίτο και τέταρτο φύλλο 

των φυτών υπήρξε στατιστικώς σημαντική διαφορά (b, c). Τα τρίτα και τέταρτα 

κορυφαία φύλλα των φυτών control και των φυτών που πραγματοποιήθηκε 

επέμβαση με σκεύασμα διέφεραν στατιστικά σημαντικά (a-b, a-c) (Διάγρ. 3). 

Σχετικά με τον αριθμό των πυκνιδίων που σχηματίστηκαν στις κηλίδες, 

η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι τα 4 κορυφαία φύλλα των 
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φυτών που υπήρξε επέμβαση με σκεύασμα δεν διέφεραν μεταξύ τους 

στατιστικά σημαντικά. Τα φύλλα των φυτών control επίσης δεν διέφεραν 

στατιστικά σημαντικά μεταξύ τους ως προς την εμφάνιση πυκνιδίων στους 

προσβεβλημένους ιστούς. Τα δεύτερα, τρίτα και τέταρτα κορυφαία φύλλα των 

φυτών control και των φυτών που έγινε επέμβαση, διέφεραν στατιστικά 

σημαντικά (a-b) (Διάγρ. 4). 

Τελικά, αξιολογώντας τα αποτελέσματα και των δύο παραμέτρων που 

αναφέρθηκαν προηγουμένως, η διαφορά μεταξύ των φυτών που 

πραγματοποιήθηκε χημική επέμβαση με μυκητοκτόνο και των φυτών που 

χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ήταν σημαντική (Διάγρ. 5). 

 

 

Διάγραμμα 3. Αριθμός κηλίδων σε φύλλα που προέρχονται από φυσικές μολύνσεις του μύκητα 

M. graminicola, σε φυτά control σε σύγκριση με φυτά που πραγματοποιήθηκε επέμβαση. 
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Διάγραμμα 4. Αριθμός πυκνιδίων σε κηλίδες προσβεβλημένων φύλλων. 

 

 

Διάγραμμα 5. Συνολική αξιολόγηση της επίδρασης μυκητοκτόνου σε φυσικές μολύνσεις. 
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3.5. Έλεγχος ανθεκτικότητας ομάδων μυκητοκτόνων in vitro 

Ο έλεγχος της ανθεκτικότητας του μύκητα Mycosphaerella graminicola 

στα μυκητοκτόνα και στις συγκεντρώσεις των δραστικών ουσιών που 

επελέγησαν έγινε με χρήση πλακών μικροτιτλοδότησης, όπως αυτή 

περιγράφεται από την FRAC (Sierotzki, 2006; Stammler, 2009), με την πάροδο 

10 ημερών όπου το μυκήλιο του μύκητα είχε αναπτυχθεί επαρκώς (Εικ. 11). Η 

απορρόφηση των δραστικών ουσιών και του μίγματος που χρησιμοποιήθηκαν 

στις μέγιστες συγκεντρώσεις τους και στα μήκη κύματος που μετρώνταν οι 

απορροφήσεις, βρέθηκε ότι δεν επηρεάζει τα αποτελέσματα. Στην πλάκα 

μικροτιτλοδότησης που χρησιμοποιήθηκε, εξετάστηκε η ανάπτυξη του μυκηλίου 

του μύκητα. Βάση των μετρήσεων που ελήφθησαν, οι απομονώσεις που 

εξετάστηκαν αξιολογήθηκαν ως μη ανθεκτικές στις υπό εξέταση δραστικές 

ουσίες. Το αποτέλεσμα αυτό προέκυψε ύστερα από στατιστική ανάλυση Probit 

των μετρήσεων και του EC50 όπως φαίνεται από τους πίνακες 3 και 4 του 

παραρτήματος. Οι τιμές EC50 για το μίγμα δραστικών ουσιών στο οποίο 

εξετάστηκε με βάση το epoxiconazole κυμάνθηκε για την απορρόφηση 405nm 

από συγκεντρώσεις <<0,001 έως 0.096. Για τη δραστική ουσία propiconazole 

στην ίδια απορρόφηση (405nm) το εύρος τιμών EC50 ήταν από συγκεντρώσεις 

<<0.001-0.087, αντίστοιχα για τη δραστική ουσία azoxistrobin από 

συγκεντρώσεις <<0.001-0,0018, για τη δραστική ουσία  chlorothalonil από 

συγκεντρώσεις <<0.001-0,017 και για τη δραστική ουσία prochloraz από 

συγκεντρώσεις <<0.001-0,017 (Πίν. 3). 

Οι τιμές EC50 για το μίγμα δραστικών ουσιών στο οποίο εξετάστηκε με 

βάση το epoxiconazole κυμάνθηκε για την απορρόφηση 630nm από 0.000002 

έως 0.04. Για τη δραστική ουσία propiconazole στην ίδια απορρόφηση (630nm) 

το εύρος τιμών EC50 ήταν από συγκεντρώσεις <<0.001-0,172, αντίστοιχα για 

τη δραστική ουσία azoxistrobin από συγκεντρώσεις <<0.001-0.002, για τη 

δραστική ουσία  chlorothalonil 0,001-0.082 και για τη δραστική ουσία prochloraz 

από συγκεντρώσεις <<0.001-0,113 (Πιν. 4). Οι απομονώσεις των δειγμάτων 

που εξετάστηκαν, βάσει της τιμής EC50 χαρακτηρίστηκαν ως ευαίσθητες στις 

ουσίες που εξετάστηκαν, καθώς οι τιμές που προέκυψαν ήταν ιδιαίτερα 

χαμηλές. 
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Εικόνα 11. Ανάπτυξη μυκηλίου του μύκητα M. graminicola σε πλάκα μικροτιτλοδότησης στις 

10 ημέρες ανάπτυξης.  

 

 

 

Διάγραμμα 6. Μέσοι όροι τιμών EC50 των δραστικών ουσιών epoxiconazole, propiconazole, 

azoxistrobin, chlorothanonil και prochloraz μετά τον in vitro έλεγχο ανθεκτικότητας 

απομονώσεων του μύκητα, σε απορρόφηση 405nm. 
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Διάγραμμα 7. Μέσοι όροι τιμών EC50 των δραστικών ουσιών epoxiconazole, propiconazole, 

azoxistrobin, chlorothanonil και prochloraz μετά τον in vitro έλεγχο ανθεκτικότητας 

απομονώσεων του μύκητα, σε απορρόφηση 630nm. 

 

Στα διαγράμματα 6 και 7, παρουσιάζονται οι μέσοι όροι των τιμών EC50 

μετά από στατιστική ανάλυση για τις δύο απορροφήσεις. Οι ουσίες με την 

καλύτερη δραστικότητα φάνηκαν να είναι η azoxistrobin και το prochloraz. 

Παρόλα αυτά οι μέσοι όροι όλων των δραστικών ουσιών φαίνονται να είναι 

ιδιαίτερα χαμηλοί με πολύ καλή αποτελεσματικότητα στην αντιμετώπιση του 

μύκητα, όπως διαπιστώθηκε από τον έλεγχο ανθεκτικότητας in vitro. 

 

3.6. Γενετική ποικιλομορφία των απομονώσεων του μύκητα 

Mycosphaerella graminicola   

Οι απομονώσεις που εξετάστηκαν ομαδοποιήθηκαν σε φαινοτύπους, 

σύμφωνα με την γενετική ποικιλομορφία που παρουσίασαν, μετά την 

πραγματοποίηση της μεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης (PCR) με RAPD 

εκκινητές όπως παρουσιάζεται στον πίνακα 5. 

Οι απομονώσεις που εξετάστηκαν και δεν συμπληρώθηκαν στον 

πίνακα, δεν παρουσίασαν προϊόν PCR κατά την ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή 

αγαρόζης. Από την αντίδραση της PCR, με τη χρήση του εκκινητή D07 

διαπιστώθηκε η ύπαρξη τεσσάρων φαινοτύπων. Αντίστοιχα τα προϊόντα της 
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αντίδρασης με τον εκκινητή Ε15 παρουσίασε επτά φαινοτύπους, με τον 

εκκινητή D01 τέσσερεις φαινοτύπους, όπου σε ίδιο φαινότυπο ανήκουν οι 

απομονώσεις Σ7 και CB, με τον εκκινητή F04 επτά φαινοτύπους, με τον 

εκκινητή U10 οχτώ φαινοτύπους και με τον εκκινητή U19 επτά φαινοτύπους εκ 

των οποίων οι απομονώσεις Σ7 και 6.1. ανήκαν στον ίδιο φαινότυπο.  

 

Πίνακας 2. Φαινοτυπική ομαδοποίηση με βάση τη γενετική ποικιλομορφία των δειγμάτων 

που μελετήθηκαν. 

Φαινότυποι D07 Ε15 D01 F04 U10 U19 

Φ1 C12 C12 Σ7 CB C12 C12 C12 

Φ2 Σ3 Σ3 6.1. Σ3 Σ3 Σ3 

Φ3 CB Σ7 6.2 CB Σ7 Σ7 6.1. 

Φ4 Μ1.3. CB M1 6.1. CB CB 

Φ5  6.1.   6.2 6.1. 6.2. 

Φ6  6.2.   M1.3. 6.2. M1.3. 

Φ7  M1.3.   K2.1. M1.3. K3 

Φ8      K3   

  

 

Στις εικόνες 12, 14 και 16 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την 

απεικόνιση των απομονώσεων που εξετάστηκαν με PCR σε πηκτή αγαρόζης 

και στις εικόνες 13, 15 και 17 η γραφική αναπαράσταση των αποτελεσμάτων 

(in silico). 

Στη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των 11 απομονώσεων που 

πραγματοποιήθηκε PCR με τον RAPD εκκινητή D07, σημειώνεται η 

διαφοροποίηση τεσσάρων φαινοτύπων. Οι διαφορετικοί φαινότυποι 

προέρχονται είτε από την ίδια περιοχή είτε από διαφορετικές περιοχές. Στην 

ίδια περιοχή ανήκαν τα δείγματα CB, Μ1.3. και ο θετικός μάρτυρας, ο οποίος 

ήταν το δείγμα C12 (περιοχή Α) σε διαφορετική περιοχή από αυτά ανήκε το 

δείγμα Σ3 (περιοχή Γ). Οι περιοχές παρουσιάζονται στο χάρτη της εικόνας 1. 

Στη γραφική απεικόνιση (in silico) των αποτελεσμάτων των προϊόντων 

διαχωρίζεται εμφανώς οι διαφορετικοί φαινότυποι που προέκυψαν, καθώς και 

τα μεγέθη τους. Στα αποτελέσματα που προέκυψαν από με τον εκκινητή D07, 

το δείγμα C12 μεγέθους 2000 bp (base pair-ζεύγη βάσεων), το δείγμα Σ3 

εμφάνισε μεγέθη 3000, 2800, 2000, 1750 και 750 bp, το δείγμα CB 2800 και 
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2000 bp, το δείγμα 6.1. ήταν 2700 και 2000 bp και το δείγμα M1.3. ήταν 

μεγέθους 2700 bp. 

 

  

Εικόνα 12. Προϊόν αντίδρασης PCR με RAPDs με χρήση των εκκινητών D07 και E15. Από 

αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο 1 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολούθως φαίνονται 

διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον D07, με σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 

2: Η2Ο, βοθρίο 3: Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 4: Σ3, βοθρίο 5: Σ7, βοθρίο 6: C2, βοθρίο 

7: C18, βοθρίο 8: CB, βοθρίο 9: 6.1., βοθρίο 10: 6.2., βοθρίο 11: Μ1, βοθρίο 12: Μ1.3., βοθρίο 

13: Κ2.1., βοθρίο 14: Κ3 και βοθρίο 15 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολουθούν τα 

προϊόντα της αντίδρασης με primer τον F04 με σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 16: Η2Ο, 

βοθρίο 17: Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 18: Σ3, βοθρίο 19: Σ7, βοθρίο 20: C2, βοθρίο 

21: C18, βοθρίο 22: CB, βοθρίο 23: 6.1., βοθρίο 24: 6.2., βοθρίο 25: Μ1, βοθρίο 26: Μ1.3., 

βοθρίο 27: Κ2.1., βοθρίο 28: Κ3. 

 

Η μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των ίδιων απομονώσεων με τον 

εκκινητή Ε15, έδειξε 7 διαφορετικούς φαινοτύπους. είτε από την ίδια περιοχή 

είτε από διαφορετικές περιοχές. Στην ίδια περιοχή συλλογής ανήκαν τα 

δείγματα C12, CB και Μ1.3. (περιοχή Α), Σ3 και Σ7 (περιοχή Γ), 6.1. και 6.2. 

(περιοχή Β), όπως αυτές παρουσιάζονται στο χάρτη της εικόνας 1.  
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 Αντίστοιχα τα μεγέθη των φαινοτύπων που προέκυψαν από την 

αντίδραση με τον εκκινητή Ε15 ήταν για το δείγμα C12 800 bp, για το δείγμα Σ3 

3000, 2800 και 1500 bp, για το δείγμα Σ7 3000, 2700, 1400 και 750 bp, για το 

δείγμα CB 3500, 2800, 1500 και 750 bp, για το δείγμα 6.1. 2800 και 1500 bp, 

για το δείγμα 6.2. 3400, 2800 και 1500 bp και για το δείγμα Μ1.3. 3000 και 1500 

bp. Η μέτρηση έγινε κατά προσέγγιση, σε σύγκριση με τον ladder 1kb που 

χρησιμοποιήθηκε για να προσδιοριστούν τα μεγέθη βάσεων, των προϊόντων 

που προέκυψαν. 

 

 

Εικόνα 13. Γραφική απεικόνιση (in silico) των προϊόντων της αντίδρασης PCR με RAPDs με 

εκκινητές D07 και Ε15. Από αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο 1 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 

1kb. Ακολούθως φαίνονται διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον D07, με σειρά 

δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 2: Η2Ο, βοθρίο 3: Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 4: Σ3, βοθρίο 

5: Σ7, βοθρίο 6: C2, βοθρίο 7: C18, βοθρίο 8: CB, βοθρίο 9: 6.1., βοθρίο 10: 6.2., βοθρίο 11: 

Μ1, βοθρίο 12: Μ1.3., βοθρίο 13: Κ2.1., βοθρίο 14: Κ3 και βοθρίο 15 έχει χρησιμοποιηθεί ο 

ladder 1kb. Ακολουθούν τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον F04 με σειρά δειγμάτων ως 

εξής: βοθρίο 16: Η2Ο, βοθρίο 17: Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 18: Σ3, βοθρίο 19: Σ7, 

βοθρίο 20: C2, βοθρίο 21: C18, βοθρίο 22: CB, βοθρίο 23: 6.1., βοθρίο 24: 6.2., βοθρίο 25: Μ1, 

βοθρίο 26: Μ1.3., βοθρίο 27: Κ2.1., βοθρίο 28: Κ3. 

  

Στη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας με τον RAPD εκκινητή D01, 

σημειώνεται η διαφοροποίηση τεσσάρων φαινοτύπων. Οι διαφορετικοί 

φαινότυποι προέρχονται είτε από την ίδια περιοχή είτε από διαφορετικές 
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περιοχές. Στην ίδια περιοχή ανήκαν τα δείγματα 6.1. και 6.2. (περιοχή Β) και τα 

δείγματα CB και Μ1 (περιοχή Α). Ίδιο φαινότυπο παρουσίασαν τα δείγματα από 

δύο διαφορετικές περιοχές, το Σ7 και CΒ, που προήλθαν από τις περιοχές Γ 

και Α αντίστοιχα. 

 

 

 

Εικόνα 14. Απεικόνιση των προϊόντων της αντίδρασης PCR με RAPDs εκκινητές τους D01 και 

F04. Από αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο  έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολούθως 

φαίνονται διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον D01 με σειρά δειγμάτων ως 

εξής: βοθρίο 2: Η2Ο, βοθρίο 3: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 4: Mycosphaerella graminicola, 

βοθρίο 5: Σ3, βοθρίο 6: Σ7, βοθρίο 7: C2, βοθρίο 8: C18, βοθρίο 9: CB, βοθρίο 10: 6.1., βοθρίο 

11: 6.2., βοθρίο 12: Μ1, βοθρίο 13: Μ1.3., βοθρίο 14: Κ2.1., βοθρίο 15: Κ3 και βοθρίο 16 έχει 

χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολουθούν τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον F04 με 

σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 17: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 18: Mycosphaerella 

graminicola, βοθρίο 19: Η2Ο βοθρίο 20: Σ3, βοθρίο 21: Σ7, βοθρίο 22: C2, βοθρίο 23: C18, 

βοθρίο 24: CB, βοθρίο 25: 6.1., βοθρίο 26: 6.2., βοθρίο 27: Μ1, βοθρίο 28: Μ1.3., βοθρίο 29: 

Κ2.1., βοθρίο 30: Κ3 και βοθρίο 31 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb.  

 

Στη γραφική απεικόνιση (in silico), τα αποτελέσματα μετά από την 

αντίδραση με τον εκκινητή D01, τα δείγματα Σ7 και CB φέρουν μεγέθη 2800 bp 
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και 2000 bp, το δείγμα 6.1. 1900 bp, το δείγμα 6.1. 1900 bp, το δείγμα 6.2. 2500, 

2100 και 1900 bp και το δείγμα M1 2600, 2400 και 1900 bp. 

Η μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των ίδιων απομονώσεων με τον 

εκκινητή F04, έδειξε 7 διαφορετικούς φαινοτύπους. από διαφορετικές περιοχές 

αλλά και διαφορετικούς φαινοτύπους μεταξύ δειγμάτων της ίδιας περιοχής. 

Στην ίδια περιοχή συλλογής ανήκαν τα δείγματα C12, CB και Μ1.3. (περιοχή 

Α), Σ3 και Σ7 (περιοχή Γ), 6.1. και 6.2. (περιοχή Β). 

 

 

Εικόνα 15. Γραφική απεικόνιση (in silico) των προϊόντων PCR με RAPDs με τη χρήση των 

εκκινητών D01 και F04. Από αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο  έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 

1kb. Ακολούθως φαίνονται διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον D01 με σειρά 

δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 2: Η2Ο, βοθρίο 3: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 4: Mycosphaerella 

graminicola, βοθρίο 5: Σ3, βοθρίο 6: Σ7, βοθρίο 7: C2, βοθρίο 8: C18, βοθρίο 9: CB, βοθρίο 10: 

6.1., βοθρίο 11: 6.2., βοθρίο 12: Μ1, βοθρίο 13: Μ1.3., βοθρίο 14: Κ2.1., βοθρίο 15: Κ3 και 

βοθρίο 16 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολουθούν τα προϊόντα της αντίδρασης με primer 

τον F04 με σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 17: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 18: 

Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 19: Η2Ο βοθρίο 20: Σ3, βοθρίο 21: Σ7, βοθρίο 22: C2, 

βοθρίο 23: C18, βοθρίο 24: CB, βοθρίο 25: 6.1., βοθρίο 26: 6.2., βοθρίο 27: Μ1, βοθρίο 28: 

Μ1.3., βοθρίο 29: Κ2.1., βοθρίο 30: Κ3 και βοθρίο 31 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. 

 

Τα μεγέθη των φαινοτύπων που προέκυψαν από την αντίδραση με τον 

εκκινητή F04 ήταν για το δείγμα C12 1500 bp, για το δείγμα Σ3 1750, 1250 και 
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1000 bp, για το δείγμα CB 1300 bp, για το δείγμα 6.1. 1750 και 1300 bp, για το 

δείγμα 6.2. 1750, 1300 και 1000 bp, για το δείγμα Μ1.3. 1750, 1000 και 500 bp 

και για το δείγμα Κ2.1. 700 bp. Ο αρνητικός μάρτυρας είχε μέγεθος 1250 bp. 

 

 

 

Εικόνα 16. Απεικόνιση των προϊόντων της αντίδρασης RAPDs με εκκινητές U10 και U19. Από 

αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο  έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολούθως φαίνονται 

διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον U10 με σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 

2: Η2Ο, βοθρίο 3: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 4: Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 5: Σ3, 

βοθρίο 6: Σ7, βοθρίο 7: C2, βοθρίο 8: C18, βοθρίο 9: CB, βοθρίο 10: 6.1., βοθρίο 11: 6.2., 

βοθρίο 12: Μ1, βοθρίο 13: Μ1.3., βοθρίο 14: Κ2.1., βοθρίο 15: Κ3 και βοθρίο 17 έχει 

χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολουθούν τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον U19 με 

σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 18: Η2Ο, βοθρίο 19: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 20: 

Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 21: Σ3, βοθρίο 22: Σ7, βοθρίο 23: C2, βοθρίο 24: C18, 

βοθρίο 25: CB, βοθρίο 26: 6.1., βοθρίο 27: 6.2., βοθρίο 28: Μ1, βοθρίο 29: Μ1.3., βοθρίο 30: 

Κ2.1., βοθρίο 31: Κ3 και βοθρίο 32 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb 

 

Mε τον RAPD εκκινητή U10, σημειώνεται η διαφοροποίηση οκτώ 

φαινοτύπων. Οι διαφορετικοί φαινότυποι προέρχονται είτε από την ίδια περιοχή 

είτε από διαφορετικές περιοχές. Στην ίδια περιοχή ανήκαν τα δείγματα C12, CB, 
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Μ1.3. (περιοχή Α), τα δείγματα Σ3 και Σ7 (περιοχή Γ), τα δείγματα 6.1. και 6.2. 

(περιοχή Β). 

Στη γραφική απεικόνιση (in silico), τα αποτελέσματα μετά από την 

αντίδραση με τον εκκινητή U10, το δείγμα C12 ήταν 900 bp, το δείγμα Σ3 2400 

bp, το δείγμα Σ7 3200 και 2800 bp, το δείγμα CB 3900, 2800 και 2200 bp, το 

δείγμα 6.1. 4000 και 2400 bp, το δείγμα 6.2 4000, 2800, 2200, 2300, 1500, 

1100 και 500 bp και το δείγμα M1.3. 2200, 1900 και 700 bp. 

 
 

 

Εικόνα 17. Γραφική απεικόνιση (in silico) των προϊόντων RAPDs με εκκινητές U10 και U19. 

Από αριστερά προς τα δεξιά στο βοθρίο  έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολούθως 

φαίνονται διαδοχικά τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον U10 με σειρά δειγμάτων ως 

εξής: βοθρίο 2: Η2Ο, βοθρίο 3: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 4: Mycosphaerella graminicola, 

βοθρίο 5: Σ3, βοθρίο 6: Σ7, βοθρίο 7: C2, βοθρίο 8: C18, βοθρίο 9: CB, βοθρίο 10: 6.1., βοθρίο 

11: 6.2., βοθρίο 12: Μ1, βοθρίο 13: Μ1.3., βοθρίο 14: Κ2.1., βοθρίο 15: Κ3 και βοθρίο 17 έχει 

χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb. Ακολουθούν τα προϊόντα της αντίδρασης με primer τον U19 με 

σειρά δειγμάτων ως εξής: βοθρίο 18: Η2Ο, βοθρίο 19: αρνητικός μάρτυρας, βοθρίο 20: 

Mycosphaerella graminicola, βοθρίο 21: Σ3, βοθρίο 22: Σ7, βοθρίο 23: C2, βοθρίο 24: C18, 

βοθρίο 25: CB, βοθρίο 26: 6.1., βοθρίο 27: 6.2., βοθρίο 28: Μ1, βοθρίο 29: Μ1.3., βοθρίο 30: 

Κ2.1., βοθρίο 31: Κ3 και βοθρίο 32 έχει χρησιμοποιηθεί ο ladder 1kb 

 

Mε τον RAPD εκκινητή U19, σημειώνεται η διαφοροποίηση επτά 

φαινοτύπων. Οι διαφορετικοί φαινότυποι προέρχονται είτε από την ίδια περιοχή 

είτε από διαφορετικές περιοχές. Στην ίδια περιοχή ανήκαν τα δείγματα C12, CB, 
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Μ1.3. (περιοχή Α), τα δείγματα Σ3 και Σ7 (περιοχή Γ), τα δείγματα 6.1. και 6.2. 

(περιοχή Β), δείγμα Κ3 (περιοχή Δ). 

Αντίστοιχα τα μεγέθη των φαινοτύπων που προέκυψαν από την 

αντίδραση με τον εκκινητή U19 ήταν για το δείγμα C12 1600 bp, για το δείγμα 

Σ3 2600, 2100 και 1750 bp, για τα δείγματα Σ7 και 6.1. που παρουσίασαν το 

ίδιο φαινότυπο 2200, 1750 και 1600 bp, για το δείγμα CB 2200, 1750, 1600 και 

800 bp, για το δείγμα 6.1. 2200, 1750 και 1600 bp, για το δείγμα 6.2. 2200, 

1750,1600 και 1200 bp, για το δείγμα Μ1.3. 3000, 2200, 1200 και 500 bp και 

για το δείγμα Κ3 2200 και 1600 bp. Τα αποτελέσματα φέρουν ομοιομορφία 

μεταξύ τους αν και δεν φαίνεται να ανήκουν όλα στους ίδιους φαινοτύπους. Ο 

αρνητικός μάρτυρας είχε μέγεθος 2100 και 800 bp. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Η σεπτορίωση αποτελεί μια από τις σημαντικότερες ασθένειες του σίτου 

ανά τον κόσμο. Αυτό οφείλεται στην τεράστια οικονομική του σημασία (Eyal and 

Levy, 1987; Polley and Thomas, 1991; van Ginkel & Rajaram, 1993; Eyal, 1999;  

Cowger et al., 2000; Hardwick et al., 2001; Chartrain et al., 2004). Στην περιοχή 

του Θεσσαλικού κάμπου, κατά τα έτη 2014, 2015, 2016 παρουσιάστηκε μεγάλη 

προσβολή από το συγκεκριμένο παθογόνο και η οποία  χαρακτηρίστηκε 

επιδημική. Η σεπτορίωση, βρέθηκε ότι οφειλόταν στον φυτοπαθογόνο μύκητα 

Mycosphaerella graminicola, όπου και μελετήθηκε κατά το έτος 2016 στην 

παρούσα διατριβή.  

Ο μύκητας M. graminicola απομονώθηκε από φύλλα σίτου και 

καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA. Η απομόνωση 

πραγματοποιήθηκε μόνο από τα φύλλα του φυτού και όχι από την ταξιανθία 

του. Οι απομονώσεις του μύκητα προέκυψαν από τη δειγματοληψία τεσσάρων 

διαφορετικών περιοχών των Νομών Φθιώτιδας, Θεσσαλίας και Λαρίσης όπου 

η προσβολή ήταν εκτεταμένη.  

Ο μύκητας εξετάστηκε σχετικά με την ευαισθησία του σε 5 ομάδες 

μυκητοκτόνων στις δραστικές ουσίες epoxiconazole (σε μίγμα με το 

pyraclostrobin), propiconazole, azoxistrobin, chlorothalonil και procloraz και σε 

έξι συγκεντρώσεις 10, 1, 0,1, 0,01 και 0,001 mgL-1. Τα κριτήρια επιλογής των 

μυκητοκτόνων ήταν η εγκεκριμένη από το αρμόδιο υπουργείο χρήση τους στον 

αγρό, η συχνότητα της εφαρμογής τους στις περιοχές δειγματοληψίας αλλά και 

οι διαφορετικές ομάδες στις οποίες αυτές ανήκουν. Ο έλεγχος ευαισθησίας σε 

μυκητοκτόνα πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο microtiter test, όπου εξετάστηκε 

η ανάπτυξη του μυκηλίου και μετρήθηκε η απορρόφηση του σε δύο μήκη 

κύματος όπως περιγράφεται η μέθοδος από τη FRAC.  

Έχουν πραγματοποιηθεί έρευνες έως τώρα, στις οποίες μελετάται  ο 

έλεγχος της ευαισθησίας του μύκητα M. graminicola σε πολλές δραστικές 

ουσίες (Stammler & Semar, 2011). Οι στρομπιλουρίνες σύμφωνα με τη FRAC, 

παρουσίασαν προβλήματα ανθεκτικότητας στο συγκεκριμένο μύκητα, ύστερα 

από μετάλλαξη του γονιδίου G143A, σε αναφορά που έγινε το 2012. Παρόλα 

αυτά έχει αναφερθεί ότι η ανθεκτικότητα του μύκητα στις στρομπιλουρίνες 
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μειώνεται σημαντικά όταν αυτές αναμειχθούν με άλλες δραστικές ουσίες 

(Sierotzki, 2014). 

Το epoxiconazole και το propiconazole έχουν χαρακτηριστεί ως πολύ 

αποτελεσματικά. Παρόλα αυτά έχει σημειωθεί ότι η αποτελεσματικότητά τους 

έχει ελαττωθεί από το έτος 2005 σε διάφορες χώρες της Ευρώπης, όμως όχι 

σε σημαντικό βαθμό (Cools et al., 2013). Αν και το chlorothanonil είναι από τα 

παλαιότερα μυκητοκτόνα που έγινε χρήση του, διατηρεί την πλήρη 

αποτελεσματικότητά του επί πολλά έτη εφαρμογής του και μέχρι σήμερα 

(Fungicides sorted by FRAC Code, 2017). 

Μελέτες άλλων ερευνητών αποκάλυψαν μια ευρεία διακύμανση της 

ευαισθησίας σε μυκητοκτόνα μεταξύ των απομονώσεων του Μ. graminicola 

μεταξύ δειγμάτων που ελήφθησαν από τις ίδιες χώρες Gisi et al. (1997). Επίσης 

στη FRAC αναφέρεται ότι από τη στιγμή εφαρμογής της οποιασδήποτε 

δραστικής ουσίας και χρήσης του αντίστοιχου μυκητοκτόνου χρειάζονται 2 με 

10 χρόνια για την εμφάνιση της ανάπτυξης ανθεκτικών στελεχών. Αυτό 

δικαιολογεί απόλυτα τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τον έλεγχο 

ευαισθησίας του μύκητα M.graminicola στην παρούσα διατριβή, όπου δεν 

παρατηρήθηκε ανθεκτικότητα σε καμία δραστική ουσία από αυτές που 

εξετάστηκαν. Η συστηματική χρήση των μυκητοκτόνων για την αντιμετώπισή 

του παθογόνου από τις περιοχές δειγματοληψίας, ξεκίνησε κατά το έτος 2014 

και η παρούσα ερευνητική εργασία πραγματοποιήθηκε 2 χρόνια μετά. 

Στο πλαίσιο της διερεύνησης της γενετικής ποικιλομορφίας του μύκητα 

M. graminicola, από δείγματα διαφορετικών περιοχών συλλογής, έγινε χρήση 

PCR με RAPDs εκκινητές. Οι συγκεκριμένοι εκκινητές ήταν οι D07, E15, F01, 

F04, U10 και U19 και οι οποίοι έχουν χρησιμοποιηθεί με μεγάλη επιτυχία για 

την ανάδειξη φαινοτύπων από τους Tenzer et al., (1999) και Koller et al., (1993) 

για το μύκητα Venturia inaequalis. H χρήση της PCR αποτελεί μια σύγχρονη 

μέθοδος της μελέτης της γενετικής βάσης της ανθεκτικότητας. Τα 

αποτελέσματα της συγκεκριμένης μεθόδους για το μύκητα M. graminicola 

έδειξαν το εύρος των διαφορετικών φαινοτύπων των δειγμάτων που 

αξιολογήθηκαν. Η ποικιλομορφία τους είναι εμφανής στην αποτύπωση των 

αποτελεσμάτων. 
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Σύμφωνα με τους Stammler et al., (2008), πολλές φορές οι δοκιμές υπό 

συνθήκες εργαστηρίου δεν συσχετίζονται με τις συνθήκες του αγρού. Αυτό 

συμβαίνει διότι σε επίπεδο αγρού υπάρχουν αστάθμητοι παράγοντες, οι οποίοι 

σχετίζονται με το  χρόνο εφαρμογής των μυκητοκτόνων και τις επικρατούσες 

καιρικές συνθήκες και μπορεί να επηρεάσουν την αποτελεσματικότητα των 

μυκητοκτόνων.  

Αναφορικά με την επιδημιολογία του μύκητα, σε τυχαιοποιημένο αγρό 

σπάρθηκε σιτάρι, όπου και χωρίστηκε σε πειραματικά τεμάχια. Σε αυτά έγινε 

εφαρμογή μίγματος μυκητοκτόνου που αποτελούν από τις δραστικές 

epoxiconazole και pyraclostrobin, ενώ υπήρχαν και αψέκαστα αγροτεμάχια 

(control). Σε έρευνες που διεξήχθησαν, έγινε σάρωση προσβεβλημένων 

φύλλων σίτου από σεπτορίωση και μεταφορά της εικόνας στον ηλεκτρονικό 

υπολογιστή. Ακολούθησε ανάλυση της εικόνας σε κατάλληλο λογισμικό 

επεξεργασίας εικόνας (Severity Pro). Με αυτό το λογισμικό υπολογίστηκε το 

ποσοστό προσβολής με βάση την έκταση του προσβεβλημένου ιστού και το 

ποσοστό της ύπαρξης ή μη ύπαρξης πυκνιδίων στο φύλλο. Η στατιστική 

επεξεργασία αυτών των αποτελεσμάτων έγινε με κατάλληλο λογισμικό (Shahini 

et al., 2012; Vrapi et al., 2012). 

Στην παρούσα μελέτη αγρού συλλέχθηκαν 20 φυτά από κάθε 

πειραματικό τεμάχιο, στα οποία σημειώθηκε κατά προσέγγιση το ποσοστό 

προσβολής των τεσσάρων ανωτέρων φύλλων και την ύπαρξη πυκνιδίων. 

Πραγματοποιήθηκε στατιστική ανάλυση όπου και έγινε σύγκριση των 

αποτελεσμάτων που προέκυψαν από φύλλα φυτών που είχε εφαρμοστεί 

μυκητοκτόνο και από αυτά που δεν είχε γίνει καμία εφαρμογή. Η στατιστική 

ανάλυση έδειξε ότι σχετικά με το ποσοστό των προσβεβλημένων ιστών η 

διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική. Η στατιστική ανάλυση σχετικά με την 

ύπαρξη πυκνιδίων παρουσίαση στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των 

φύλλων φυτών που είχε εφαρμοστεί μυκητοκτόνο και των φυτών control. Αυτό 

αποδεικνύει τη θετική συσχέτιση των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν στο 

εργαστήριο σε σχέση με την αποτελεσματικότητα που υπάρχει σε επίπεδο 

αγρού. 
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Ερευνητές επιχείρησαν να εγκλωβίσουν ασκοσπόρια μυκήτων μέσω 

ενός συστήματος που οι ίδιοι δημιούργησαν. Το σύστημα αυτό ήταν από 

πολυβινυλοχλωρίδιο (PVC) και διέθετε ένα συγκρότημα λεπτών φύλλων 

διαταγμένων κυκλικά. Το συγκρότημα των λεπτών φύλλων εκτελούσε 

περιστροφική κίνηση. Διέθετε ασπίδα για τη βροχή και ήταν προσαρμοσμένο 

σε μια σταθερή βάση ώστε να μην επηρεάζεται από τον άνεμο. Μέσω μιας 

σχισμής ο αέρας μετέφερε τα σωματίδια εντός της παγίδας και προσκρούονταν 

σε υλικό συλλογής. Αυτό είναι ένα κολλητικό μέσο όπου τα σπόρια έχουν τη 

δυνατότητα να αναπτυχθούν σε αυτό και στην πορεία να διαχωριστούν και να 

αναγνωριστούν (Gadoury et al., 1983; Neumeister-Kemp et al., 2004). 

Για την εφαρμογή μιας παγίδας χρειάζεται να είναι γνωστές οι 

επικρατούσες καιρικές συνθήκες, οι κατευθύνσεις του ανέμου και η 

θερμοκρασία. Σημαντικό ρόλο παίζει και η καλή γνώση λειτουργίας της παγίδας 

μας. Θα πρέπει να είναι γνωστός ο τρόπος και ο όγκος αναρρόφησης του αέρα 

στη μονάδα του χρόνου (Naturhistoriska riksmuseet, 2014). Η τροφοδοσία του 

προγράμματός της καλό θα είναι να έχει ισχύ 24 ώρες ώστε να μπορούμε να 

διαπιστώσουμε κατά τη διάρκεια της ημέρας την ύπαρξη ή τη διακύμανση των 

σπορίων στον αέρα (DS Scientific, 2011). Η παγίδα που χρησιμοποιήθηκε στα 

πειράματά μας ήταν επίσης αυτοσχέδια. Η βάση της ήταν από PVC και 

κούμπωνε με ένα σύστημα αναρρόφησης που στο επάνω μέρος του διέθετε 

μια σχισμή ώστε να εισέρχονται σε αυτό τα σωματίδια του αέρα. Τα 

αναρροφώμενα σπόρια, μέσω ενός σωλήνα από PVC εισέρχονταν σε δοχείο 

που περιείχε μικρή ποσότητα νερού βρύσης (50 ml). Η συσκευή δούλεψε με τη 

χρήση μπαταρίας αυτοκινήτου κατά τις πρωινές ώρες της ανοιξιάτικης 

περιόδου του έτος 2016 και η εφαρμογή της είχε διάρκεια μιας ώρας κάθε φορά. 

Η παγίδα εφαρμόστηκε συνολικά 5 φορές τους μήνες Μάρτιο και Απρίλιο. Τα 

δείγματα που συλλέχθηκαν δεν έδωσαν αποτελέσματα στο εργαστήριο. Η 

δυσκολία μελέτης των συλλεχθέντων δειγμάτων έγκειται στο γεγονός ότι ο 

όγκος των δειγμάτων που έπρεπε να αξιολογηθούν ήταν πολύ μεγάλος και η 

μελέτη τους σε επίπεδο μικροσκοπίου ήταν δύσκολη. Στις δοκιμές για την 

καλύτερη επεξεργασία των δειγμάτων από την παγίδα εναερίου μολύσματος 

επιχειρήθηκε η δημιουργία συμπαγούς pellet από διάλυμα σπορίων. Το ίζημα 

θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί είτε για μοριακές δοκιμές είτε για 
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μικροσκοπική παρατήρηση. Παρόλα αυτά το ίζημα δεν ήταν συμπαγές και. 

έπειτα από μικροσκοπική παρατήρηση, διαπιστώθηκε ο κατακερματισμός των 

σπορίων. Τα αποτελέσματα από την παγίδευση εναερίου μολύσματος με 

αυτοσχέδια παγίδα ήταν ασαφή. Η εφαρμογή της παγίδας διήρκησε για λίγη 

ώρα και ελάχιστες φορές λόγω δυσκολίας στην τροφοδοσία της, ενώ δεν ήταν 

γνωστός ο όγκος του αέρα που προσροφώνταν στη μονάδα του χρόνου. Η 

χρήση μιας τέτοιας παγίδας χρειάζεται περαιτέρω μελέτη για την εφαρμογή της. 
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Παράρτημα 

Πίνακας 3 Τιμές EC50 σχετικά με την ανάπτυξη μυκηλίου του μύκητα M. graminicola 

απορρόφησης 450 nm. 

 

Απομόνωση Epoxiconazole Propioconazole Azoxistrobin Chlorothanonil Prochloraz

C1 0,027 0,001 0,002 0,002

C3 0,001 <<0,001 0,005 <<0,001

C4 0,01 0,0018 0,002 <<0,001

C5 0,001 0,002 0,003 0,001

C6 0,001 0,001 0,002 <<0,001

C8 0,002 0,007 0,025 0,005

C9 <<0,001 <<0,001 0,001 0,001

C10 0,001 0,002 0,001 0,001

C11 0,002 0,001 0,001 0,004

C12 0,002 0,002 0,031 <<0,001

C13 0,027 0,007 <<0,001 0,049 0,002

C14 0,001 0,003 0,001 0,03 0,002

C15 0,033 0,005 0,001 0,058 0,004

C17 0,003 0,002 <<0,001 0,034 0,003

C18 0,002 0,001 0,0018 <<0,001 0,004

C20 <<0,001 <<0,001 0,001 <<0,001

C21 0,001 0,001 0,004 <<0,001 0,002

C24 0,043 0,006 0,091 <<0,001

C27 <<0,001 0,087 0,031 0,006

C29 0,004 0,035 0,037 0,017

C31 <<0,001 <<0,001 0,001 <<0,001

C33 <<0,001 <<0,001 <<0,001 <<0,001

CB 0,003 0,002 0,0018 0,018 <<0,001

CG 0,0018 <<0,001 0,001 <<0,001 <<0,001

6.1 0,002 0,073 0,027 0,019

6.2 0,002 0,08 0,021 0,02

6.3 0,001 0,074 0,029 0,02

6.4. 0,002 0,082 0,031 0,017

Σ1 0,018 0,003 0,001 0,037 0,002

Σ3 0,012 0,006 <<0,001 0,058 0,005

Σ4 0,001 0,001 0,0015 0,007 <<0,001

Σ5 0,0017 0,001 0,001 0,004 0,005

Σ7 0,002 0,001 0,0017 0,034 0,01

Μ1 <<0,001 0,002 0,029 0,003

Μ2 0,003 0,004 0,037 0,003

Μ3 0,096 0,008 0,019 0,002

Μ1.1 <<0,001 <<0,001 0,005 0,002

Μ1.2 0,001 0,001 0,01 0,002

Μ1.3 0,001 0,002 0,002 0,002

Μ1.4 <<0,001 <<0,001 <<0,001 0,002 0,002

Κ1 0,002 0,001 0,002 0,002

Κ2 <<0,001 0,001 0,002 0,002

Κ3 0,004 0,001 0,006 <<0,001

EC50- 405nm
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Πίνακας 4. Τιμές EC50  σχετικά με την ανάπτυξη μυκηλίου του μύκητα Μ. graminicola 

απορρόφησης 630 nm 

 

Απομόνωση Epoxiconazole Propioconazole Azoxistrobin Chlorothanonil Prochloraz

C1 0,002 <<0,001 0,002 0,002

C3 0,001 <<0,001 0,082 0,002

C4 <<0,001 0,005 0,024 0,002

C5 0,001 0,002 0,002 0,001

C6 0,008 0,029 0,003 0,014

C8 0,002 0,005 0,015 0,01

C9 0,001 <<0,001 0,002 0,001

C10 0,001 0,003 0,001 0,002

C11 0,001 0,0032 0,002 0,002

C12 0,012 0,002 0,032 <<0,001

C13 0,0032 0,006 0,004 0,048 0,003

C14 0,03 0,004 0,004 0,038 0,005

C15 0,044 0,009 <<0,001 0,062 0,009

C17 0,004 0,002 <<0,001 0,032 0,0003

C18 0,003 0,001 0,002 0,002 0,0036

C20 <<0,001 <<0,001 0,002 0,001

C21 0,001 0,003 0,0031 0,001 0,001

C24 0,043 0,006 0,096 <<0,001

C27 <<0,001 0,0517 0,009 0,006

C29 0,004 0,132 0,022 0,018

C31 <<0,001 <<0,001 0,002 0,001

C33 <<0,001 <<0,001 0,001 <<0,001

CB 0,003 0,003 <<0,001 0,018 0,001

CG <<0,001 <<0,001 0,004 0,001 <<0,001

6.1 0,002 0,0137 0,019 0,018

6.2 0,001 0,2 0,02 0,018

6.3 0,002 0,7 0,039 0,113

6.4. 0,002 0,172 0,023 0,016

Σ1 0,032 0,004 0,003 0,038 0,002

Σ3 0,027 0,009 0,001 0,038 0,006

Σ4 <<0,001 0,001 0,001 0,008 <<0,001

Σ5 0,002 0,007 0,001 0,01 0,007

Σ7 0,018 0,001 0,001 0,009 0,002

Μ1 <<0,001 0,002 0,023 0,003

Μ2 0,004 0,005 0,036 0,004

Μ3 0,016 0,007 0,028 0,003

Μ1.1 <<0,001 0,001 0,006 0,003

Μ1.2 0,002 0,004 0,018 0,003

Μ1.3 0,001 0,0018 0,0032 0,001

Μ1.4 <<0,001 <<0,001 <<0,001 0,003 0,002

Κ1 0,002 0,001 0,002 0,002

Κ2 <<0,001 <<0,001 0,004 0,002

Κ3 0,03 0,001 0,04 <<0,001

EC50- 630nm
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