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Περίληψη του Έργου
Το έργο «Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος» στοχεύει στην ανάπτυξη σύγχρονων και καινοτόμων μεθόδων για την προστασία των καλλιεργειών όπως τα κηπευτικά, τα εσπεριδοειδή και το επιτραπέζιο σταφύλι. Περιλαμβάνει τη δημιουργία προηγμένων διαγνωστικών εργαλείων για την ανίχνευση εχθρών και παθογόνων με τεχνολογίες αιχμής, όπως ηλεκτρονικές παγίδες και βιοαισθητήρες, καθώς και πλατφόρμες αλληλούχισης για τον πλήρη προσδιορισμό των ιωμάτων. Επιπλέον, θα αναπτυχθούν μοντέλα πρόβλεψης επιδημιών και καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα οποία θα αξιολογηθούν για την ασφάλεια τους σε μη στόχους οργανισμούς. Τέλος, οι νέες τεχνολογίες θα ενσωματωθούν σε συστήματα ολοκληρωμένης διαχείρισης φυτοπροστασίας και θα δοκιμαστούν σε πραγματικές συνθήκες, ενώ θα αξιολογηθούν οι κοινωνικοοικονομικές και περιβαλλοντικές επιπτώσεις τους.

Σύνοψη της ΕΕ3
Στο πλαίσιο της ΕΕ3 του έργου, στόχος είναι η ανάπτυξη και η αξιολόγηση καινοτόμων βιοφυτοπροστατευτικών προϊόντων που απευθύνονται σε εχθρούς, ασθένειες και ζιζάνια υψηλής δυσκολίας καταπολέμησης, τα οποία επηρεάζουν τα κύρια οπωροκηπευτικά της χώρας. Οι ερευνητικές δραστηριότητες περιλαμβάνουν 13 υποενότητες, καθεμία από τις οποίες καλύπτει διαφορετικές πτυχές της φυτοπροστασίας. Η υποενότητα 3.12 Ανθεκτικές ποικιλίες, στην οποία ανήκει και το παραδοτέο Π3.12.3 εστιάζει στην αξιολόγηση της ανθεκτικότητας των φυτών ενάντια εχθρών και ασθενειών των φυτών και στη διερεύνηση των μοριακών μηχανισμών της επαγωγής αμυντικών μηχανισμών και εκδήλωσης της ανθεκτικότητας των φυτών. 

Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π3.12.3
Το Παραδοτέο Π3.12.3 αφορά στα αποτελέσματα της αξιολόγησης επιτραπέζιων ποικιλιών αμπέλου ως προς την ανθεκτικότητά τους στον ωχρατοξικογόνο μύκητα Aspergillus carbonarius και στην επιμόλυνση με ωχρατοξίνη-Α (ΟΤΑ) για τον καθορισμό «δεικτών ευπάθειας», με βάση τα γενετικά, μορφολογικά ή φυσιολογικά χαρακτηριστικά των ποικιλιών. Ο φαινοτυπικός χαρακτηρισμός έγινε με πειραματισμό υπό ελεγχόμενες συνθήκες και τεχνητές μολύνσεις βότρεων.
 




1 [bookmark: _Toc184738476]ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ
Η Ευρωπαϊκή άμπελος Vitis L. vinifera, αναπτύσσεται καλύτερα σε περιοχές με ξηρό κλίμα, υψηλή ηλιακή ακτινοβολία και χαμηλή σχετική υγρασία και χρησιμοποιείται ευρέως για την παραγωγή κρασιού και επιτραπέζιων σταφυλιών, λόγω των ιδιαίτερων οργανοληπτικών χαρακτηριστικών που αναπτύσσονται σε αυτές τις περιοχές (Carneiro et al., 2007). Παράλληλα, υπάρχουν πολλές ποικιλίες σταφυλιών με ιδιαίτερα φυσικοχημικά και οργανοληπτικά χαρακτηριστικά στις διάφορες αμπελοκομικές περιοχές. Η παραλλακτικότητα που παρατηρείται ανάμεσα στις ποικιλίες επηρεάζει εκτός των άλλων και το μικροβιακό φορτίο στις ράγες των σταφυλιών (Abe et al., 2007). 
Η κατανάλωση σταφυλιών και κρασιών έχει συσχετιστεί με ευεργετικές επιπτώσεις στην υγεία του ανθρώπου, λόγω της παρουσίας φαινολικών ενώσεων, οι οποίες έχουν αντιοξειδωτικές, αντιφλεγμονώδεις και βακτηριοκτόνες ιδιότητες και βοηθούν στην πρόληψη καρδιαγγειακών παθήσεων (Ribéreau-Gayon et al., 2006; Toaldo et al., 2015). Ωστόσο, οι διάφοροι μικροοργανισμοί που υπάρχουν φυσιολογικά στις ράγες των σταφυλιών, εκτός από το ότι επηρεάζουν την υγεία των φυτών, είναι υπεύθυνοι για την υποβάθμιση των παραγόμενων προϊόντων, καθώς μπορούν να παράγουν τοξικές ενώσεις για τον άνθρωπο, τις μυκοτοξίνες. Μεταξύ των μυκοτοξινών, η ωχρατοξίνη Α (ΟΤΑ) ανιχνεύεται συχνότερα στα σταφύλια και τα παραγόμενα προϊόντα αυτών. Η OTA παράγεται κυρίως, από τους μύκητες A. niger και A. carbonarius. Η μόλυνση των ραγών μπορεί να συμβεί από το στάδιο ωρίμανσης και γίνεται πιο εμφανής στη συγκομιδή, λόγω της αύξησης της σχετικής υγρασίας και της θερμοκρασίας στον αμπελώνα. Επιπλέον, παρατηρούνται αλλαγές στα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των ραγών, όπως μαλάκωμα της επιδερμίδας των ραγών, αύξηση συσσώρευσης σακχάρων και μείωση οξύτητας (Battilani et al., 2003; Leong et al., 2006). 
Η ευαισθησία των ποικιλιών στον A. carbonarius και στις ωχρατοξίνες ποικίλλει ανάλογα με τη γενετική τους σύσταση, τις κλιματολογικές συνθήκες των αμπελώνων και τις γεωργικές πρακτικές που ακολουθούνται. Οι ερυθρές ποικιλίες θεωρούνται πιο ανθεκτικές λόγω της παρουσίας πολυφαινόλων π.χ. ρεσβερατρόλη (φυτοαλεξίνη), ανθοκυανίνες, που έχουν αντιμικροβιακές και αντιμυκητιακές ιδιότητες. Κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης των σταφυλιών παρατηρούνται πολλές αλλαγές στα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά τους. Μερικές από τις αλλαγές που παρατηρούνται αφορούν στην αύξηση του μεγέθους των ραγών, στην σταθεροποίηση του τελικού χρώματος της ράγας, στη συσσώρευση ανθοκυανών (στα κόκκινα σταφύλια), στο μαλάκωμα της επιδερμίδας των ραγών, λόγω του μετασχηματισμού πηκτινών, στη συσσώρευση σακχάρων και στη μείωση των οργανικών οξέων, στη σύνθεση πτητικών αρωματικών ενώσεων και στη μείωση και στον πολυμερισμό των ταννινών. Αυτές οι αλλαγές έχουν άμεση επίδραση στη μόλυνση από τους μυκοτοξικογόνους μύκητες. Ωστόσο, λίγα είναι γνωστά για την επίδραση αυτών των παραμέτρων στην παραγωγή της OTA από τους μύκητες A. carbonarius και A. niger. 

Ο σκοπός του παρόντος εγγράφου είναι η παρουσίαση των αποτελεσμάτων καινοτόμου έρευνας στο πλαίσιο του παραδοτέου Π3.12.3, που αφορά στην αξιολόγηση διαφορετικών ποικιλιών της αμπέλου ως προς την ανθεκτικότητα/ανεκτικότητά τους, στο μύκητα A. carbonarius και στην επιμόλυνση τους με ωχρατοξίνες. 
Το παρόν έγγραφο ακολουθεί την παρακάτω δομή:
1. Εισαγωγή και Στόχοι: Παρουσιάζεται το πλαίσιο της έρευνας και οι στόχοι του εγγράφου.
2. Περιγραφή των Εργασιών: 2.1. Υλικά και Μέθοδοι, 2.2. Αποτελέσματα και Συζήτηση.
3. Σύνοψη και Συμπεράσματα: Βασικά ευρήματα της έρευνας και σχετικά συμπεράσματα.
4. Παράρτημα: Βιβλιογραφικές αναφορές.


 


2 [bookmark: _Toc184738477]ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ

2.1 [bookmark: _Toc184738478]Υλικά και Μέθοδοι

Μόλυνση ραγών επιτραπέζιων ποικιλιών αμπέλου
[bookmark: _Hlk104284468]Η αξιολόγηση της μολυσματικής ικανότητας πραγματοποιήθηκε με τεχνητές μολύνσεις σε ράγες σταφυλιών των ποικιλιών Αττική, Ροδίτης, Λευκή Σταφίδα, Κορινθιακή Σταφίδα, Crimson, Φράουλα, Μοσχάτο, Σουλτανίνα (μικρόραγη), IFG Ten και Red Globe.
[bookmark: _Hlk104284651]Το στελέχος Aspergillus carbonarius που χρησιμοποιήθηκε για τις μολύνσεις ήταν το Ac-29 και επιλέχθηκε με βάση την υψηλή ικανότητα παραγωγής ωχρατοξίνης (30.456,77 ppb) και προέρχεται από την Κρήτη (Kizis et al., 2014). Η ενεργοποίηση του στελέχους Ac29 έγινε σε θρεπτικό υπόστρωμα Malt Extract Agar (MEA) (εταιρεία LabM).
Δείγματα από τις 10 επιτραπέζιες ποικιλίες συλλέχθηκαν στο στάδιο της πλήρους ωρίμανσης. Οι ράγες αποκόπηκαν από τους βότρεις του σταφυλιού και αποστειρώθηκαν επιφανειακά με διαδοχικές εμβαπτίσεις: α) σε διάλυμα 10% υποχλωριώδους νατρίου για 10 min, β) ξέπλυμα με αποστειρωμένο νερό και εμβάπτιση σε διάλυμα 70% αιθανόλης για 1 min και γ) μια τελευταία πλύση με αποστειρωμένο νερό. Για κάθε ποικιλία υπήρχαν 4 επαναλήψεις με 8 ράγες η καθεμία και ένας μάρτυρας. Η τεχνητή μόλυνση των ραγών έγινε με εμβάπτιση τους για 5 λεπτά σε εναιώρημα του παθογόνου Aspergillus carbonarius συγκέντρωσης 104 κονίδια/mL και 0,05% Τween20 (Dimakopoulou et al., 2008). Στη συνέχεια, για κάθε ποικιλία τοποθετήθηκαν υγιείς και μολυσμένες ράγες σε αντίστοιχα πλαστικά κουτιά που λειτουργούν ως υγροί θάλαμοι με κατάλληλη για την ανάπτυξη του παθογόνου υγρασία. Μετά το πέρας της μόλυνσης, τα κουτιά τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαμο ελεγχόμενων συνθηκών στους 20°C, με φωτοπερίοδο 12 ώρες φως και 12 ώρες σκοτάδι για 14 ημέρες (Εικόνα 3.12.3-1). Τέλος, την 14η ημέρα από τη μόλυνση, οι μολυσμένες ράγες συλλέχθηκαν, ομογενοποιήθηκαν και πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις για την ποσοτικοποίηση της σποριοποίησης του μύκητα, με τη χρήση αιματοκυτταρομέτρου για όλες τις ποικιλίες. 

[bookmark: _Toc197166999]Μέτρηση ωχρατοξίνης Α (ΟΤΑ)
[bookmark: _Hlk104284769]Η αξιολόγηση της παραγόμενης ΟΤΑ πραγματοποιήθηκε την 14η ημέρα μετά τη μόλυνση, με τη μέθοδο της ELISA, με βάση το πρωτόκολλο AgraQuant® ELISA Ochratoxin Assay kit (2-40 ppb) της εταιρείας Romer Labs. 
Εκχύλιση τοξίνης. Για κάθε ποικιλία, οι μολυσμένες ράγες πολτοποιήθηκαν με τη χρήση μύλου. 3 ml μούστου από κάθε ποικιλία αναμείχθηκαν με 5,7 ml of 100% μεθανόλης και ακολούθησαν τα βήματα που αναγράφονται παρακάτω:

AgraQuant® ELISA Ochratoxin A kit (2-40 ppb), Romer Labs
1. Τοποθετήθηκε ο κατάλληλος αριθμός Dilution Strips (σημασμένα με πράσινο χρώμα) στην πλάκα ELISA. Το κάθε strip αντιστοιχεί σε ένα δείγμα.
2. Τοποθετήθηκε ο αντίστοιχος αριθμός από τα Antibody Coated Microwell strips, στην αντίστοιχη για αυτά πλάκα ELISA.
3. Με τη χρήση πολυκάναλης πιπέτας (8-channel pipettor), έγχυση 200μl διαλύματος Conjugate, σε κάθε ένα από τα Dilution Strips.
4. Τοποθετήθηκε 100μl από κάθε δείγμα στα Dilution Strips.
5. Με τη χρήση πολυκάναλης πιπέτας (8-channel pipettor), ανακίνηση 3 φορές του μίγματος και άμεση μεταφορά 100μl από κάθε Dilution Strip, στο αντίστοιχο Antibody Coated Microwell strip, επώαση σε θερμοκρασία δωματίου, για 10 λεπτά.
6. Στη συνέχεια, αφαιρέθηκε το περιεχόμενο και ακολούθησαν 5 πλύσεις με νερό των strips.
7. Ακολούθησε καλό στέγνωμα των strips, με χρήση διηθητικού χαρτιού.
8. Τοποθετήθηκαν 100 μl από το διάλυμα Substrate, σε κάθε ένα από τα strips με τη χρήση πολυκάναλης πιπέτας (8-channel pipettor) και επώαση της πλάκας σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Με το πέρας του χρόνου επώασης, το διάλυμα στο εσωτερικό των strips, από διαφανές γίνεται μπλε.
9. Προστέθηκαν 100 μl από το διάλυμα Stop Solution, σε κάθε ένα από τα strips, με τη χρήση πολυκάναλης πιπέτας (8-channel pipettor). Το χρώμα του διαλύματος στο εσωτερικό των strips, από μπλε γίνεται κίτρινο.
10. [bookmark: _Hlk57114763]Τέλος, η ανάγνωση των αποτελεσμάτων, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση φασματοφωτομέτρου (ELx800 της εταιρείας BioTek). Χρησιμοποιήθηκαν τα φίλτρα 450 nm και 630 nm.
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Εικόνα 3.12.3-1. Διαδικασία επιφανειακής αποστείρωσης ραγών, μόλυνσης με τον μύκητα Aspergillus carbonarius και επώασης σε θάλαμο
2.2 [bookmark: _Toc184738479]Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Αξιολόγηση παραγωγής κονιδίων του μύκητα Aspergillus carbonarius σε διαφορετικές ποικιλίες αμπέλου
[bookmark: _Hlk218292806]Μετά το πέρας 14 ημερών από τη μόλυνση, πραγματοποιήθηκε συλλογή των μολυσμένων ραγών. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων κονιδίων έδειξαν ένα ευρύ φάσμα τιμών για όλες τις ποικιλίες σταφυλιών που εξετάστηκαν. Οι ποικιλίες Μοσχάτο, Αττική και Κορινθιακή σταφίδα εμφανίζουν τις υψηλότερες συγκεντρώσεις κονιδίων και ακολουθεί η Φράουλα με ελαφρώς χαμηλότερη τιμή. Οι ποικιλίες Ροδίτης, Crimson, Σταφίδα και Σουλτανίνα παρουσιάζουν μέτρια επίπεδα προσβολής. Η Red Globe εμφανίζει ακόμα χαμηλότερη συγκέντρωση κονιδίων, ενώ η IFG TEN έχει τη χαμηλότερη παρουσία του μύκητα, με σημαντική στατιστική διαφορά από τις υπόλοιπες ποικιλίες (Γράφημα 3.12.3-1).
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Γράφημα 3.12.3-1. Ποσοτικοποίηση των κονιδίων του μύκητα Aspergillus carbonarius Ac29 σε ράγες διαφορετικών ποικιλιών επιτραπέζιων σταφυλιών κατά την 14η ημέρα μετά την τεχνητή μόλυνση. Οι στήλες με διαφορετικά γράμματα διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά μεταξύ τους, σύμφωνα με το LSD multiple range test με P<0,05.





Αξιολόγηση παραγωγής ωχρατοξίνης Α στις διάφορες ποικιλίες αμπέλου

Οι ποικιλίες Αττική και Κορινθιακή εμφάνισαν τις υψηλότερες συγκεντρώσεις ωχρατοξίνης Α, με στατιστικώς σημαντική διαφορά από τις άλλες ποικιλίες. Οι ποικιλίες Μοσχάτο και Red Globe έδειξαν μεσαίες συγκεντρώσεις ΟΤΑ, ενώ οι υπόλοιπες ποικιλίες Crimson, Σουλτανίνα, Λευκή Σταφίδα, Φράουλα και IFG TEN, παρουσιάζουν τις χαμηλότερες συγκεντρώσεις ΟΤΑ (Γράφημα 3.12.3-2).

[bookmark: _Hlk190722787][image: ]
















Γράφημα 3.12.3-2. Ποσοτικοποίηση της ωχρατοξίνης Α (ΟΤΑ) σε ράγες διαφορετικών ποικιλιών επιτραπέζιων σταφυλιών κατά την 14η ημέρα μετά την τεχνητή μόλυνση. Οι στήλες με διαφορετικά γράμματα διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά μεταξύ τους, σύμφωνα με το LSD multiple range test με p<0,05.

Από τα αποτελέσματα προκύπτει ότι υπάρχουν διαφορετικά επίπεδα ανθεκτικότητας στις διάφορες ποικιλίες επιτραπέζιων σταφυλιών που αξιολογήθηκαν. Οι ποικιλίες Αττική, Κορινθιακή και Μοσχάτο εμφάνισαν μεγαλύτερη ευαισθησία όπως διαπιστώνεται από τις υψηλές συγκεντρώσεις κονιδίων και ωχρατοξίνης Α. Πιο ανθεκτικές εμφανίζονται οι ποικιλίες IFG TEN, Λευκή Σταφίδα, Σουλτανίνα και Φράουλα με χαμηλότερες συγκεντρώσεις κονιδίων και ωχρατοξίνης Α. Ενδιάμεσες τιμές εμφανίζουν οι ποικιλίες Ροδίτης, Crimson και Red Globe.





3 [bookmark: _Toc184738480]ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
[bookmark: _Hlk104286104]Η ανθεκτικότητα ποικιλιών αμπέλου στο μύκητα A. carbonarius και στην παραγωγή ΟΤΑ είναι ένα σημαντικό ζήτημα στην αμπελουργία, καθώς η ΟΤΑ είναι μια μυκοτοξίνη που έχει επιβλαβείς επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία. Ο A. carbonarius μολύνει τα σταφύλια, κυρίως κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης και της συγκομιδής, ειδικά σε συνθήκες υψηλής υγρασίας και θερμοκρασίας. Δείγματα από σταφύλια και διάφορα παράγωγα προϊόντα τους όπως σταφίδες, χυμοί σταφυλιού και κρασιά από τη νότια Ευρώπη, έχουν βρεθεί συχνά μολυσμένα με OTA και σε σημαντικά μεγαλύτερο βαθμό μολυσμένα, από τα αντίστοιχα της βόρειας Ευρώπης. Οι πρώτες εκτιμήσεις της Επιτροπής του Κώδικα Διατροφής, βασισμένες σε περιορισμένα ευρωπαϊκά στοιχεία, πρότειναν ότι το κόκκινο κρασί είναι η δεύτερη σημαντικότερη πηγή ανθρώπινης έκθεσης σε OTA, μετά από τα δημητριακά και ακολουθούν ο καφές και η μπύρα (European Commission 2002). Τα τελευταία χρόνια αρκετές ποικιλίες που καλλιεργούνται στους αμπελώνες της Ελλάδας αντιμετωπίζουν σοβαρά προβλήματα σήψεων των ραγών, χωρίς όμως να γίνονται εκτεταμένες αναλύσεις για την παρουσία των μυκοτοξινών ωχρατοξινών. Η ανάγκη περαιτέρω έρευνας, με στόχο την ανεύρεση παραγόντων που επηρεάζουν την ανάπτυξη των μυκήτων και τη σύνθεση της ΟΤΑ στο σταφύλι είναι επιτακτική. 
Έρευνες έχουν δείξει ότι υπάρχουν διαφορές στην ευαισθησία των ποικιλιών αμπέλου στον A. carbonarius. Ωστόσο, η ανθεκτικότητα μπορεί να ποικίλλει ανάλογα με τις συνθήκες καλλιέργειας και το περιβάλλον. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι οι παράγοντες που επηρεάζουν την παραγωγή και τα επίπεδα της ΟΤΑ στο σταφύλι ποικίλλουν. Παράγοντες όπως η υγρασία και η θερμοκρασία του εκάστοτε αμπελώνα, η ποικιλία των σταφυλιών, οι εφαρμογές μυκητοκτόνων και η πληθυσμιακή διακύμανση των μυκήτων Aspergillus section Nigri επηρεάζουν τα επίπεδα της ΟΤΑ στο σταφύλι (Bau et al., 2005; Medina et al., 2005). Η έκφραση βιοσυνθετικών γονιδίων στα διάφορα ωχρατοξικογόνα στελέχη, μπορεί επίσης να σχετίζεται με την παραγωγή διαφορετικών θρεπτικών παραγόντων από το φυτό (Kumar et al., 2017). Πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις μεταξύ εγγενών και εξωγενών παραγόντων (γεωγραφική θέση, πρακτικές καλλιέργειας και διαχείρισης, το μικροκλίμα της περιοχής, ανταγωνισμός, ποικιλία σταφυλιών και στάδιο ωρίμανσης) καθορίζουν τόσο την ανάπτυξη μυκήτων, όσο και την παραγωγή ΟΤΑ (Sanchis et al., 2004). Πυκνόραγες ποικιλίες (π.χ. Cabernet Sauvignon, Syrah, Bonarda and Pinot Noir) είναι πιο ευπαθείς στην επιμόλυνση από την ΟΤΑ, καθώς μειώνεται ο αερισμός ανάμεσα στις ράγες και αυξάνεται η σχετική υγρασία του βότρυος, με αποτέλεσμα τον αυξημένο κίνδυνο σήψεων και παραγωγής ΟΤΑ (Battilani et al., 2004). 
Οι Veras et al., το 2020 υπέδειξαν ότι το πάχος και η σκληρότητα της επιδερμίδας των ραγών είναι οι βασικότεροι παράγοντες που καθορίζουν τη μόλυνση από το μύκητα A. carbonarius και την παραγόμενη ΟΤΑ. Ποικιλίες V. vinifera όπως το Chardonnay, το Merlot, το Cabernet Sauvignon, το Tannat και το Moscato χαρακτηρίζονται από μειωμένο πάχος και σκληρότητα επιδερμίδας στη ράγα, και κατά συνέπεια, τα επίπεδα των σήψεων και της ΟΤΑ ήταν υψηλότερες, συγκριτικά με άλλες ποικιλίες του V. labrusca και υβρίδια. Η ποικιλία Italia ήταν η μόνη ποικιλία V. vinifera από αυτές που εξετάστηκαν στη μελέτη αυτή και δεν ακολούθησε το πρότυπο ευαισθησίας στον μύκητα, με τις υπόλοιπες ποικιλίες που ανήκαν στο ίδιο είδος, καθώς το πάχος και η σκληρότητα της ράγας και τα επίπεδα OTA ήταν παρόμοια με αυτά του είδους V. labrusca και των υβριδικών σταφυλιών. Στην ίδια μελέτη πραγματοποιήθηκε συσχετισμός των σήψεων και της παραγόμενης ΟΤΑ, στους 25°C για όλες τις ποικιλίες. Αν και ο μύκητας A. carbonarius δεν παρήγαγε ΟΤΑ στους 4°C, παρατηρήθηκαν σήψεις από τον μύκητα και στις V. vinifera ποικιλίες (Chardonnay, Merlot, CS, Tannat και Moscato Branco) και στις V. labrusca (Bordo και Isabel) κατά την αποθήκευση των ραγών, στο ψυγείο. Τα αποτελέσματα αυτά ενδεχομένως υποδεικνύουν ότι η χρήση υβριδίων, που ήταν πιο ανθεκτικά στον μύκητα, μπορούν να χρησιμοποιηθούν στη βιολογική γεωργία. 
Επιπλέον, σημαντικά στοιχεία που αφορούν το φυτό και διαφοροποιούνται κατά την ωρίμανση των ραγών (π.χ. συγκέντρωση σακχάρων, οργανικών οξέων και επίπεδα pH) παίζουν σημαντικό ρόλο στην ικανότητα του A. carbonarius να παράγει ΟΤΑ στα σταφύλια. Περιορισμένα επίπεδα σακχάρων και χαμηλά επίπεδα pH, σε συνδυασμό με υψηλές συγκεντρώσεις μηλικού οξέος, ευνόησαν τη βιοσύνθεση της OTA από το μύκητα, τόσο σε πειράματα που πραγματοποιήθηκαν σε θρεπτικά υποστρώματα, όσο και σε ράγες σταφυλιών κατά τη μόλυνση αυτών, από το μύκητα (Maor et al., 2020).
Οι Giorni et al., το 2023 στην Ιταλία, διερεύνησαν την ευαισθησία διαφόρων ποικιλιών τόσο στις σήψεις που προκαλούνται από το μύκητα A. carbonarius, όσο και τα επίπεδα της ΟΤΑ, σε βιοχημικό επίπεδο. Τα αποτελέσματα έδειξαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ποικιλιών, με την ποικιλία Barbera να παρουσιάζει περισσότερες σήψεις, ενώ οι ποικιλίες Malvasia και Ortrugo τις χαμηλότερες. Τα μεγαλύτερα ποσοστά της OTA παρατηρήθηκαν στην ποικιλία Croatina, ενώ δεν παρατηρήθηκε άμεσος συσχετισμός επιπέδων ΟΤΑ και σήψεων.
Στο συγκεκριμένο Παραδοτέο, παρουσιάζεται η αξιολόγηση 10 διαφορετικών ποικιλιών της αμπέλου, ως προς την πιθανή ανθεκτικότητα/ανεκτικότητα τους στο μύκητα A. carbonarius και στην επιμόλυνση τους με ωχρατοξίνες. Σκοπός ήταν, να διαπιστωθεί αν η χαμηλότερη συχνότητα μόλυνσης από A. carbonarius σε διάφορες ποικιλίες, μπορεί να οδηγήσει σε μειωμένη παραγωγή ΟΤΑ. Πραγματοποιήθηκαν τεχνητές μολύνσεις in vitro με ένα ισχυρά ωχρατοξικογόνο ενδημικό στέλεχος του μύκητα A. carbonarius και αξιολογήθηκαν τόσο η παραγωγή των κονιδίων από το μίγμα στελεχών, όσο και η παραγωγή της ΟΤΑ, για κάθε ποικιλία. Τα αποτελέσματα της αξιολόγησης αποκαλύπτουν σημαντικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των ποικιλιών, με σαφείς επιπτώσεις για τη διαχείριση κινδύνων ωχρατοξινών και τη βιωσιμότητα της παραγωγής σταφυλιών στην Ελλάδα.
[bookmark: fnref1]Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης εντάσσουν τις ποικιλίες σε τρεις ξεχωριστές κατηγορίες ευαισθησίας, η οποία αντανακλάται στις συγκεντρώσεις κονιδίων A. carbonarius και στις συγκεντρώσεις OTA: 

[bookmark: α_ψηλής_ευαισθησίας_υψηλές_συγκεν_9e72cd]Α. Υψηλής Ευαισθησίας (Υψηλές συγκεντρώσεις κονιδίων και OTA)
· Αττική: Μαύρη άσπερμη επιτραπέζια ποικιλία, πρώιμη-μεσοπρώιμη, που εμφανίζει αυξημένη δυνατότητα ανάπτυξης και αποικισμού του μύκητα.
· [bookmark: fnref2]Κορινθιακή Σταφίδα: Σταφιδοποιήσιμη ποικιλία, μαύρη, ικανή να υποστηρίξει βιοσύνθεση OTA, ιδιαίτερα σε υγρές συνθήκες μετά τη συγκομιδή (aw 0.95-0.98). 
· [bookmark: fnref1_1]Μοσχάτο (Αλεξανδρείας): Ποικιλία με μεγάλα σταφύλια, όψιμη ωρίμανση, υψηλό περιεχόμενο σακχάρων (18-20 °Brix), γεγονός που συνδέεται θετικά με παραγωγή OTA.
[bookmark: fnref1_2]Αυτές οι ποικιλίες παρουσιάζουν υψηλό περιεχόμενο σακχάρου και πιθανώς περιορισμένη ενεργοποίηση συγκεκριμένων αμυντικών μηχανισμών. Η Κορινθιακή σταφίδα και το Μοσχάτο είναι κόκκινες ποικιλίες, οι οποίες σε πρόσφατες μελέτες εμφανίζουν μειωμένη συσσώρευση φαινυλοπροπανοειδών και φυτοαλεξινών σε σύγκριση με τις λευκές ποικιλίες (Giorni, 2023; Veras, 2020). 
[bookmark: β_χαμηλής_ευαισθησίας_χαμηλές_συγ_43550e]Β. Χαμηλής Ευαισθησίας (Χαμηλές συγκεντρώσεις κονιδίων και OTA)
· [bookmark: fnref3][bookmark: fnref4]IFG TEN (Sweet Globe): Νέα διεθνής πράσινη άσπερμη, εξαιρετικά τραγανή, με μεσαίο °Brix (17-20), μεσο-όψιμη ωρίμανση 
· Λευκή Σταφίδα: Εμπορικός όρος που συνήθως αναφέρεται στη Σουλτανίνα ή λευκή σταφίδα
· [bookmark: fnref5][bookmark: fnref6]Σουλτανίνα: Άσπερμη λευκή ποικιλία τριπλής χρήσης με χαμηλότερο °Brix (15-17°), ενεργή ενεργοποίηση αμυντικής απόκρισης 
· [bookmark: fnref7]Φράουλα: Ελληνική επιτραπέζια, ερυθρή, με έντονο άρωμα φράουλας [7]
[bookmark: fnref1_3]Αυτές οι ποικιλίες παρουσιάζουν χαμηλότερο περιεχόμενο σακχάρου, ιδιαίτερα οι λευκές ποικιλίες (Σουλτανίνα, IFG TEN). Σε πρόσφατες μελέτες (Veras et al. 2023), οι λευκές ποικιλίες εμφανίζουν ευρύτερη μεταβολωμική διαφοροποίηση σε απάντηση της μόλυνσης με τον Aspergillus carbonarius, με ενεργή συσσώρευση αλκαλοειδών, γλυκοσινολάτων (glucosinolates) και τερπενοειδών, που ενδεχομένως περιορίζουν την ανάπτυξη του μύκητα και την παραγωγή OTA. 
[bookmark: γ_ενδιάμεσης_ευαισθησίας_μεσαία_ε_b9607e]Γ. Ενδιάμεσης Ευαισθησίας (Μεσαία επίπεδα κονιδίων και OTA)
· [bookmark: fnref8][bookmark: fnref9]Ροδίτης: Λευκή ελληνική οινοποιήσιμη ποικιλία, μέσο-όψιμη, παραγωγική 
· [bookmark: fnref10][bookmark: fnref1_4]Crimson Seedless: Διεθνής ερυθρή άσπερμη, επιτραπέζια, όψιμη ωρίμανση, μεσαίο-υψηλό °Brix (18-19°) 
· [bookmark: fnref11][bookmark: fnref12]Red Globe: Διεθνής ερυθρή, μεγάλα σφαιρικά σταφύλια, παχιά φλούδα, όψιμη ωρίμανση, υψηλό °Brix 
Οι ενδιάμεσες ποικιλίες εμφανίζουν ενδιάμεσα επίπεδα αμυντικής απόκρισης και περιεχόμενου σακχάρου.

[bookmark: fnref13][bookmark: fnref13_1]Μια πρόσφατη μελέτη από τον Veras et al. (2023) αναδεικνύει τη θετική συσχέτιση μεταξύ °Brix (περιεχόμενο σακχάρου) και OTA παραγωγής (r=0.442, p≤0.05). Τα σάκχαρα αποτελούν ευνοϊκό υπόστρωμα για την ανάπτυξη του A. carbonarius και ενδεχομένως για την ενεργοποίηση της OTA βιοσύνθεσης. Οι ερυθρές ποικιλίες (π.χ. Αττική, Κορινθιακή, Μοσχάτο) συχνά συσσωρεύουν υψηλότερο °Brix (18-20) κατά την ωρίμανση ενώ οι λευκές ποικιλίες (π.χ. Σουλτανίνα, Sauvignon Blanc) διατηρούν χαμηλότερα επίπεδα (15-17 °Brix). Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι υψηλό °Brix συσχετίζεται και με άλλες παραμέτρους που ευνοούν την ανάπτυξη της OTA (pH, συνολικές ανθοκυανίνες σε κόκκινα σταφύλια). Οι ερυθρές ποικιλίες που ωριμάζουν αργότερα (π.χ. Κορινθιακή, Red Globe) έχουν μεγαλύτερο χρονικό περιθώριο έκθεσης σε OTA.
Αν και δεν υπάρχουν ειδικά δεδομένα για τις 10 ποικιλίες που εξετάστηκαν σε αυτό το Παραδοτέο, τα φυσικά χαρακτηριστικά του σταφυλιού μπορεί να παίζουν σημαντικό ρόλο:
· Δυνατή, παχιά φλούδα (π.χ. Red Globe) δυσκολεύει την είσοδο του μύκητα σε υγιή σταφύλια
· Τραγανή, λεπτή φλούδα (π.χ. IFG TEN, Σουλτανίνα) διευκολύνει τη δύσκολη εξέλιξη της μόλυνσης
· Υγιή σταφύλια χωρίς πληγές αποτρέπουν την είσοδο των κονιδίων 
[bookmark: fnref1_10][bookmark: fnref16_2]Επίσης, ορισμένες ποικιλίες (π.χ. Red Globe, Crimson) έχουν εμφανές κηρώδες στρώμα που παρέχει φυσική προστασία ενάντια στα κονίδια. Ωστόσο, αυτό δεν εξηγεί πλήρως τις διαφορές στην OTA παραγωγή, όπως αποδεικνύουν τα δεδομένα που ευαίσθητες ερυθρές ποικιλίες (Croatina, Barbera) με παχιά φλούδα εξακολουθούν να εμφανίζουν υψηλά επίπεδα OTA (Giorni, 2023; Veras, 2020). Η σύσταση είναι για ποικιλίες υψηλής ευαισθησίας (Αττική, Κορινθιακή, Μοσχάτο) να γίνεται πρώιμη συγκομιδή, έλεγχος της υγρασίας με αποφυγή υγρών συνθηκών κατά την αποξήρανση (aw < 0.95), διαχείριση εντόμων π.χ. Lobesia botrana που δημιουργεί τραύματα που διευκολύνουν τη μόλυνση (με OTA έως 500x ψηλότερη), καλός αερισμός και αποφυγή υπερφόρτωσης των πρέμνων. 
[bookmark: fnref17_1][bookmark: fnref14_3][bookmark: fnref16_4]Τα αποτελέσματα της αξιολόγησης δέκα ποικιλιών σταφυλιού για ευαισθησία στο Aspergillus carbonarius και παραγωγή OTA συνθέτουν ένα σαφές πρότυπο ποικιλίας-εξαρτώμενης αποδεκτικότητας. Οι ποικιλίες υψηλής ευαισθησίας (Αττική, Κορινθιακή, Μοσχάτο) απαιτούν άμεσα και στοχευμένα μέτρα ελέγχου, ενώ οι ποικιλίες χαμηλής ευαισθησίας (IFG TEN, Σουλτανίνα) προσφέρουν αυξημένη ευελιξία διαχείρισης και βιωσιμότητας. Ωστόσο, κανένας κλασσικός παράγοντας (°Brix, φαινόλες, φυσική δομή φλούδας) δεν εξηγεί πλήρως τις διαφορές. Μια ολοκληρωμένη προσέγγιση που συνδυάζει μοριακή έρευνα, μοντελοποίηση κινδύνων και βελτιστοποιημένες γεωργικές πρακτικές είναι απαραίτητη για τη μείωση της OTA μόλυνσης και την προστασία της ασφάλειας των τροφίμων στη σταφιδική παραγωγή της Ελλάδας (Giannoukos et al 2020; Mondani et al 2020). 
Οι ανθεκτικές ποικιλίες αμπέλου στον μύκητα A. carbonarius και στην OTA, θα πρέπει να διαθέτουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά που τις καθιστούν λιγότερο ευάλωτες σε μόλυνση και παραγωγή τοξίνης. Αυτά τα χαρακτηριστικά μπορούν να είναι φυσιολογικά, βιοχημικά ή γενετικά. Όσον αφορά τα φυσιολογικά χαρακτηριστικά ποικιλίες με πιο πυκνό ή σκληρό φλοιό, θα μπορούσαν να είναι λιγότερο ευάλωτες στη μόλυνση, καθώς ο μύκητας θα δυσκολεύεται να εισχωρήσει στους καρπούς. Επίσης, βότρεις με χαλαρότερη δομή (λιγότερο συμπαγή) είναι λιγότερο πιθανό να συσσωρεύουν υγρασία, γεγονός που μειώνει τον κίνδυνο ανάπτυξης μυκήτων. Επίσης, ποικιλίες που ωριμάζουν πρώιμα ή σε περιόδους με λιγότερη υγρασία και θερμοκρασία είναι λιγότερο πιθανό να μολυνθούν από Α. carbonarius. Τέλος, ποικιλίες που μπορούν να παράγουν φυσικές ενώσεις (π.χ. φαινόλες, φλαβονοειδή, ρεσβερατρόλη) ή έχουν υψηλότερη περιεκτικότητα σε οξέα (π.χ. τρυγικό οξύ) ή αυξημένη δραστηριότητα αντιοξειδωτικών ενζύμων ή χαμηλότερη περιεκτικότητα σε σάκχαρα, μπορεί να είναι λιγότερο ευνοϊκές για την ανάπτυξη του μύκητα και την παραγωγή τοξίνης. Η έρευνα θα πρέπει να συνεχιστεί, ώστε να βρεθούν ανθεκτικές ποικιλίες αμπέλου που συνδυάζουν φυσιολογικά, βιοχημικά και γενετικά χαρακτηριστικά, που τις καθιστούν λιγότερο ευάλωτες στον Aspergillus carbonarius και στην παραγωγή ωχρατοξίνης. 
Η καλλιέργεια ποικιλιών αμπέλου με φυσική ανθεκτικότητα στον μύκητα A. carbonarius μπορεί να είναι μια αποτελεσματική στρατηγική αντιμετώπισης της ΟΤΑ. Η ανθεκτικότητα των ποικιλιών αμπέλου στον A. carbonarius και στην παραγωγή ΟΤΑ εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων των κλιματικών συνθηκών, των πρακτικών καλλιέργειας και της γενετικής προδιάθεσης της κάθε ποικιλίας. Η έρευνα και η ανάπτυξη νέων ποικιλιών με αυξημένη ανθεκτικότητα είναι κρίσιμες για τη μείωση του κινδύνου μόλυνσης και την παροχή ασφαλών προϊόντων. Ακόμη και σε συνθήκες μόλυνσης, οι ανθεκτικές ποικιλίες μπορούν να τείνουν να παράγουν μικρότερες ποσότητες ωχρατοξίνης, λόγω της αδυναμίας του μύκητα να αναπτυχθεί και να μεταβολίσει τα υποστρώματα για παραγωγή τοξίνης.
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