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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
Στην ΕΕ3 αξιολογούνται καινοτόμες μεθοδολογίες και βιοφυτοπροστατευτικά προϊόντα για την διαχείριση ζιζανίων, ασθενειών και εντομολογικών εχθρών.  


Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π3.13.5
Σκοπός του παραδοτέου Π3.13.5 είναι η αξιολόγηση της πιθανής τοξικότητας νανοσωματιδίων βιοζιζανιοκτόνων και βιομυκητοκτόνων σε μικροφύκη (Lemna minor), σε ζωοπλακτόν (Daphnia magna), και σε οργανισμούς εδάφους (Eisenia fetida). Για να πραγματοποιηθούν αυτά έγινε χρήση των νανοσκευασμάτων είτε σε λέμνα για να αξιολογηθεί η επίδραση αυτών στην ανάπτυξή της, είτε σε ζωοπλαγκτόν και γαιοσκώληκες για να αξιολογηθούν αυτά τα σκευάσματα ως προς την ασφάλεια χρήσης τους και την επίδρασή τους στο περιβάλλον. 












1 [bookmark: _Toc217389431]Υποενότητα 1
1.1. [bookmark: _Toc217389432]ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ

1.1.1. [bookmark: _Toc184895804][bookmark: _Toc217389433]Βιοδοκιμές αξιολόγησης τοξικότητας σε φυτά λέμνας (Lemna minor)
Η λέμνα (Lemna minor L.) είναι ένα υδρoχαρές φυτό ευρέως διαθέσιμο σε διάφορα οικοσυστήματα. Λόγω της γρήγορης ανάπτυξής του σε διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες, της ικανότητας συσσώρευσης και μετατροπής διαφορετικών τοξικών χημικών ουσιών, καθώς και της κατάλληλης μορφολογίας για τον εύκολο χειρισμό και την επεξεργασία της βιομάζας του, η λέμνα αποτελεί ένα αποτελεσματικό φυτό δείκτης. Για τους λόγους αυτούς, επιλέχθηκε ως πρότυπος οργανισμός για την αξιολόγηση της βιοδραστικότητας των νανοσκευασμάτων που εξετάστηκαν. Συνοπτικά, ακολούθησαν βιοδοκιμές που απεικονίζονται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.13.5.1.).
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Περιγραφή που δημιουργήθηκε αυτόματα]
Εικόνα 3.13.5.1. Συνοπτική παρουσίαση των βιοδοκιμών αξιολόγησης νανοσκευασμάτων σε φυτά λέμνας.

1.1.2. [bookmark: _Toc184895805][bookmark: _Toc217389434]Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευασμάτων Χιτοζάνης με Γιββερελικό Οξύ (NanoCS/GA3)
Οι φυσικοί και συνθετικοί ρυθμιστές ανάπτυξης φυτών χρησιμοποιούνται όλο και περισσότερο στη γεωργία ελέγχοντας αυξητικές διαδικασίες των φυτών (βλάστηση, βλαστική ανάπτυξη, αναπαραγωγική ανάπτυξη, ωριμότητα, γήρανση και συντήρηση μετά τη συγκομιδή) (Basra et al., 2000). Μεταξύ αυτών, οι γιββερελίνες (GA3) αποτελούν βασικές ενδογενείς ορμόνες που βρίσκονται στα φυτά και στους μύκητες και ελέγχουν την ανάπτυξη των φυτών ρυθμίζοντας αρκετούς φυσιολογικούς μηχανισμούς (Hooley et al., 1994). Το γιββερελικό οξύ μπορεί να διεγείρει την επιμήκυνση του στελέχους, της ρίζας και των φύλλων, την ανθοφορία, την ωρίμανση των καρπών, τη βλάστηση των σπόρων ή τον λήθαργο (Hedden et al., 2015). Οι επιδράσεις των αυξητικών ορμονών στα φυτά μπορεί να ποικίλλουν ανάλογα με την απαίτηση σε ορμόνες, τις σχετικές συγκεντρώσεις και τις αποκρίσεις των φυτών σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης (Robert et al., 1999). Πολλές μελέτες έχουν επικεντρωθεί στη χρήση αυτής της φυτορμόνης για τη βελτίωση της παραγωγικότητας και της ποιότητας αρκετών φυτών καλλιέργειας (Shah et al., 2006; Janick, 1979; Khan et al., 2006; King et al., 2003; Mukherjee et al., 1980; Pal et al., 2016).
Eγκαταστάθηκε πείραμα στην λέμνα, προκειμένου να διερευνηθεί η ενδεχόμενη φυτοτοξικότητα νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με γιββερελικό οξύ στο φυτό δείκτη και να σχηματιστεί μια πρώτη εικόνα για την δράση που έχουν τα εν λόγω σκευάσματα στις μελετώμενες δόσεις.
1.1.3. [bookmark: _Toc217389435]Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Σαλικυλικό Οξύ (NanoCS/SA)

Το σαλικυλικό οξύ είναι μια αμυντική ορμόνη που παίζει σημαντικό ρόλο στην αντοχή  των φυτών σε καταπονήσεις (Zhang et al. 2010). Οι Delaney et al. (1994) έδειξαν ότι η συσσώρευση σαλικυλικού οξέος είναι απαραίτητη για την έκφραση πολλαπλών τρόπων ανθεκτικότητας των φυτών σε ασθένειες. Επιπλέον, αναφέρεται ότι έχει πολλές θεραπευτικές δράσεις κατά πολλών ασθενειών και τοξικοτήτων σε φυτών πέρα από τη συμμετοχή του στην ανάπτυξη και αύξηση των φυτών. Εξωγενής εφαρμογή σαλικυλικού οξέος επάγει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την παθογένεια και ενθαρρύνει επίσης την ανθεκτικότητα ενάντια σε διάφορα παθογόνα ιογενούς, βακτηριακής, ωομυκητιακής και μυκητιακής προέλευσης σε μια ποικιλία από φυτά (Ryals et al. 1996; Shah and Klessig 1999; Pasquer et al. 2005; Makandar et al. 2006).
Eγκαταστάθηκε πείραμα στην λέμνα, προκειμένου να διερευνηθεί η ενδεχόμενη φυτοτοξικότητα νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ στο φυτό δείκτη στις μελετώμενες δόσεις.

1.1.4. [bookmark: _Toc217389436]Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Πελαργονικό Οξύ (NanoCS/PA)

Το πελαργονικό οξύ είναι το μόνο φυσικό δραστικό συστατικό με ζιζανιοκτόνο δράση, που διατίθεται στην αγορά (Cordeau et al., 2016; Dayan et al., 2011). Υπάρχει ως εστέρας στο αιθέριο έλαιο των φυτικών ειδών του γένους Pelargonium, αλλά μπορεί εύκολα να παραχθεί από πολλά φυτικά έλαια. Είναι  ένα μη εκλεκτικό ζιζανιοκτόνο επαφής και η φυτοτοξική του δράση μπορεί να παρατηρηθεί λίγες ώρες μετά την εφαρμογή μόνο στα φυτικά μέρη, που εκτίθενται απευθείας στα σταγονίδια του ψεκασμού. Το PA και τα άλατά του χρησιμοποιούνται ως ενεργά συστατικά σε γαλακτωματοποιήσιμα συμπυκνωμένα σκευάσματα, ψεκάζονται για την διαχείριση των ζιζανίων σε υπαίθριες καλλιέργειες και σε θερμοκήπια. Eγκαταστάθηκε πείραμα στην λέμνα, προκειμένου να διερευνηθεί η ενδεχόμενη φυτοτοξικότητα νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με πελαργονικό οξύ στο φυτό δείκτη στις μελετώμενες δόσεις.


1.1.5. [bookmark: _Toc217389437]Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Καπρικό Οξύ (NanoCS/CA)


Η αξιοποίηση των λιπαρών οξέων αποτελεί ένα πεδίο διερεύνησης για την γεωργία. Τα λιπαρά οξέα απαντώνται στην φύση με την μορφή φυτικών λιπών και ελαίων. Ένας μεγάλος αριθμός λιπαρών οξέων συμπεριλαμβανομένων των βουτυρικό, καπρικό, καπρυλικό και παλμικό οξύ εμφανίζουν αντιμυκητιακή δράση, ενώ ορισμένα ακόρεστα λιπαρά οξέα παρουσιάζουν ανασταλτική δράση σε αρκετά φυτοπαθογόνα (Altieri et al., 2009; Liu et al., 2008; Walters et al., 2003). Επιπλέον, ορισμένα λιπαρά οξέα έχουν μελετηθεί και ως δραστικές ουσίες σε βιοζιζανιοκτόνα. Ειδικότερα, στην αγορά απαντώνται αρκετές εμπορικές συνθέσεις λιπαρών οξέων για τον έλεγχο των ζιζανίων (Belchim Crop Protection, Westbridge Agricultural Products, Certis Europe). Παρουσιάζουν ταχεία δράση και απορρόφηση από τα φυτά, δεν δημιουργούν προβλήματα υπολειμματικότητας και δεν έχουν αναφερθεί έως τώρα ανθεκτικοί βιότυποι ζιζανίων σε αυτά (Campos et al., 2021; Ciriminna et al., 2019; Chioti et al., 2020). Το μειονέκτημα των βιοζιζανιοκτόνων που φέρουν λιπαρά οξέα, είναι η πτητικότητά τους και η δυσκολία παρασκευής τους (Bio-Pesticides DataBase; Baur te al., 2019). Επιπλέον, για την επίτευξη σημαντικών και μακροχρόνιων αποτελεσμάτων απαιτούνται πολλές εφαρμογές ανά τακτά χρονικά διαστήματα γεγονός που συνεπάγεται με αυξημένο κόστος (Merrit et al., 2016; Campos, Verdeguer et al., 2021; Crmaric et al., 2018). Για τους λόγους αυτούς, η δημιουργία ενός νανοσκευάσματος με λιπαρά οξέα πιθανώς να επίλυε την ανάγκη για πολλαπλές εφαρμογές, να συνέβαλε στην μείωση της χρήσης δραστικής ουσία, της παρασκευής συμβατικών βιοζιζανιοκτόνων και συνολικά στην μείωση του κόστους, τόσο για την βιομηχανία, όσο και για τους παραγωγούς.
Για τον λόγο αυτό παρασκευάστηκε νανοσκεύασμα με εγκλωβισμένο καπρικό οξύ Eγκαταστάθηκε πείραμα στην λέμνα, προκειμένου να διερευνηθεί η ενδεχόμενη φυτοτοξικότητα νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με καπρικό οξύ στο φυτό δείκτη στις μελετώμενες δόσεις.



1.2. [bookmark: _Toc217389438]ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ

1.2.1. [bookmark: _Toc217389439]Υλικά και Μέθοδοι
1.2.1.1. [bookmark: _Toc217389440] Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευασμάτων Χιτοζάνης με Γιββερελικό Οξύ (NanoCS/GA3)

Ακολουθήθηκε το Εντελώς Τυχαιοποιημένο σχέδιο (ΕΤΣ) με τέσσερις επαναλήψεις, όπου αξιολογήθηκε η φυτοτοξικότητα τριών νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με διαφορετική περιεκτικότητα σε γιββερελικό οξύ. Πιο συγκεκριμένα, εφαρμόστηκαν οι εξής επεμβάσεις: μάρτυρας (σκέτο Hoagland), θετικός μάρτυρας σαλικυλικού οξέος (SA), θετικός μάρτυρας νανοχιτοζάνης (nanoCS 0,5%) και τα νανοσκεύασμα με συγκέντρωση σε χιτοζάνη 0,5% CS και εγκλωβισμένο σαλικυλικό οξύ σε περιεκτικότητα C1 SA και σε αραιώσεις 500, 250, 50, 5 και 0.5 ppm. 
Για το νανοσκεύασμα με γιββεριλικό οξύ (GA3), μελετήθηκαν οι τρεις συγκεντρώσεις C1>C2>C3, όπως παρουσιάστηκαν προηγούμενα. 

Η βιοδοκιμή διήρκησε 7 ημέρες. Κατά την διάρκεια του πειράματος, καταγράφονταν ο αριθμός των φυλλιδίων λέμνας ανά θέση, ενώ την τελευταία μέρα από την εγκατάσταση του πειράματος μετρήθηκε το νωπό βάρος των φυτών της λέμνας. Τέλος, υπολογίστηκε το ποσοστό αύξησης της λέμνας.



[bookmark: _Toc217389441]1.2.2.2. Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Σαλικυλικό Οξύ (NanoCS/SA)

Ακολουθήθηκε το Εντελώς Τυχαιοποιημένο σχέδιο (ΕΤΣ) με τρεις επαναλήψεις, όπου αξιολογήθηκε η φυτοτοξικότητα νανοσκευάσματος χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ. Πιο συγκεκριμένα, εφαρμόστηκαν οι εξής επεμβάσεις: μάρτυρας (σκέτο Hoagland), θετικός μάρτυρας εμπορικού σαλικυλικού, θετικός μάρτυρας νανοχιτοζάνης (nano-CS 0,5%) και τα νανοσκευάσματα με συγκέντρωση σε χιτοζάνη 0,5% CS και εγκλωβισμένο σαλικυλικό σε περιεκτικότητα C1 SA και σε αραιώσεις 500, 250, 50, 5 και 0.5 ppm. 

Η βιοδοκιμή διήρκησε 7 ημέρες. Κατά την διάρκεια του πειράματος, καταγράφονταν ο αριθμός των φυλλιδίων λέμνας ανά θέση, ενώ την τελευταία μέρα από την εγκατάσταση του πειράματος μετρήθηκε το νωπό βάρος των φυτών της λέμνας. 

[bookmark: _Toc217389442]1.2.2.3. Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Πελαργονικό Οξύ (NanoCS/PA)

Ακολουθήθηκε το Εντελώς Τυχαιοποιημένο σχέδιο (ΕΤΣ) με τέσσερις επαναλήψεις, όπου αξιολογήθηκε η φυτοτοξικότητα νανοσκευάσματος χιτοζάνης με πελαργονικό οξύ. Πιο συγκεκριμένα, εφαρμόστηκαν οι εξής επεμβάσεις: μάρτυρας (σκέτο Hoagland), θετικός μάρτυρας εμπορικού πελαργονικού, θετικός μάρτυρας νανοχιτοζάνης (nanoCS 0,5%) και τα νανοσκευάσματα με συγκέντρωση σε χιτοζάνη 0,5% CS και εγκλωβισμένο πελαργονικό σε περιεκτικότητα C1 ΡA και σε αραιώσεις 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 και 0.05 ppm. Δημιουργήθηκαν 6 επαναλήψεις για την κάθε επέμβαση. Οι επεμβάσεις που εφαρμόστηκαν παρουσιάζονται στην παρακάτω σχηματική απεικόνιση 

Η βιοδοκιμή διήρκησε 7 ημέρες. Την τελευταία μέρα από την εγκατάσταση του πειράματος μετρήθηκε το νωπό βάρος των φυτών της λέμνας. 

[bookmark: _Toc217389443]1.2.2.4. Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Καπρικό Οξύ (NanoCS/CA)
Ακολουθήθηκε το Εντελώς Τυχαιοποιημένο σχέδιο (ΕΤΣ) με τέσσερις επαναλήψεις, όπου αξιολογήθηκε η φυτοτοξικότητα νανοσκευάσματος χιτοζάνης με καπρικό οξύ. Πιο συγκεκριμένα, εφαρμόστηκαν οι εξής επεμβάσεις: μάρτυρας (σκέτο Hoagland), θετικός μάρτυρας καπρικού, θετικός μάρτυρας νανοχιτοζάνης (nanoCS 0,5%) και το νανοσκεύασμα με συγκέντρωση σε χιτοζάνη 0,5% CS και εγκλωβισμένο καπρικό σε περιεκτικότητα C1 CA και σε αραιώσεις 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 και 0.05 ppm. Οι επεμβάσεις που εφαρμόστηκαν παρουσιάζονται στην παρακάτω σχηματική απεικόνιση (Εικόνα 3.13.5.2.).
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Περιγραφή που δημιουργήθηκε αυτόματα]
Εικόνα 3.13.5.2. Σχηματική απεικόνιση των επεμβάσεων που εφαρμόστηκαν.

Η βιοδοκιμή διήρκησε 7 ημέρες. Την τελευταία μέρα από την εγκατάσταση του πειράματος μετρήθηκε το νωπό βάρος των φυτών της λέμνας. 




Στατιστική Ανάλυση
Όλα τα δεδομένα υποβλήθηκαν σε Ανάλυση Διακύμανσης (ANOVA), χρησιμοποιώντας το στατιστικό πακέτο λογισμικού Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, Virginia). Η εκτίμηση της σημαντικότητας των διαφορών μεταξύ των μεταχειρίσεων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της δοκιμής LSD σε επίπεδο σημαντικότητας a=5% (p=0,05). 

 



1.3. [bookmark: _Toc217389444]Αποτελέσματα και Συζήτηση 
1.3.1.  Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευασμάτων Χιτοζάνης με Γιββερελικό Οξύ (NanoCS/GA3)
Από την ανάλυση παραλλακτικότητας, προέκυψε ότι όλες οι επεμβάσεις οδήγησαν σε μείωση της ανάπτυξης της λέμνας σε σχέση με τον μάρτυρα. Όσο αφορά τον αριθμό των φυλλιδίων, παρατηρήθηκε ότι όλα τα νανοσκευάσματα χιτοζάνης με εγκλωβισμένο γιββερελικό μείωσαν τον αριθμό των φυλλιδίων με εξαίρεση το νανοσκεύασμα χιτοζάνης με περιεκτικότητα C2 σε γιββερελικό στην συγκέντρωση των 0,5 ppm.

Τα αντίστοιχα EC50 για τις συγκεντρώσεις C1, C2, C3 μετρήθηκαν να είναι 7.3, 17.1 και 2.5 μg/mL  

Αντίστοιχα ήταν και τα αποτελέσματα για το νωπό βάρος της λέμνας, τον πιο ευαίσθητο δείκτη για την αξιολόγησης της φυτοτοξικότητας. Και σε αυτή την περίπτωση το νανοσκεύασμα με περιεκτικότητα C2 σε γιββεριλικό ήταν το λιγότερο τοξικό για τη λέμνα, καθώς κατέγραψε την μεγαλύτερη τιμή EC50. Επιπρόσθετα, κανένα από τα μελετόμενα νανοσκευάσματα CS με εγκλωβισμένο GA3 δεν προκάλεσε ορμετικά φαινόμενα.    

Τα αντίστοιχα EC50 για τις συγκεντρώσεις C1, C2, C3 μετρήθηκαν να είναι 0.7, 2.2 και 0.6 μg/mL  

Συνολικά, η νανοτυποποίηση φάνηκε να αυξάνει την τοξική επίδραση του GA3 στην ανάπτυξη των φυτών λέμνας, όπως προέκυψε από τις συγκρίσεις με τους αντίστοιχους θετικούς μάρτυρες  (Διάγραμμα 3.13.5.1).
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Διάγραμμα 3.13.5.1. Επίδραση των επεμβάσεων στον αριθμό των φυλλιδίων της λέμνας την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος.

1.3.2.  Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Σαλικυλικό Οξύ (NanoCS/SA)

Σύμφωνα με τα εξαγώγιμα αποτελέσματα, παρατηρήθηκε ότι το νανοσκεύασμα χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ (NanoCS/SA) στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις των 500, 250 και 50 ppm ήταν ιδιαίτερα τοξικό καταλήγοντας σε νεκρωτικά φυτά. Φυτοτοξική δράση παρουσίασαν και τα υπόλοιπα νανοσκευάσματα CS στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Επιπλέον, σε όλα τα νανοσκευάσματα οι αραιότερες συγκεντρώσεις των 0,5 και 0,05 ppm οδήγησαν σε παρόμοια ανάπτυξης λέμνας με αυτή του μάρτυρα (Διάγραμμα 3.13.5.2). 

Διάγραμμα 3.13.5.2. Επίδραση των επεμβάσεων στο νωπό βάρος της λέμνας την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος.

Η φυτοτοξική δράση των νανοσκευασμάτων στις υψηλές συγκεντρώσεις όσο αφορά την ανάπτυξη της λέμνας καταγράφηκε και στο νωπό βάρος των φυτών, ενώ στις αραιότερες 5 και 0.5 ppm καταγράφηκαν ελαφρώς χαμηλότερες τιμές σε σχέση με τα φυτά του μάρτυρα (Διάγραμμα 3.13.5.3). Τέλος, δεν παρατηρήθηκαν ορμετικά φαινόμενα. 


Διάγραμμα 3.13.5.3. Επίδραση των επεμβάσεων στον αριθμό των φυλλιδίων της λέμνας την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος.

[image: Εικόνα που περιέχει στιγμιότυπο οθόνης, πανόραμα

Περιγραφή που δημιουργήθηκε αυτόματα]
Εικόνα 3.13.5.3. Επίδραση του νανοσκευάσματος χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ στις διάφορες συγκεντρώσεις και των θετικών μαρτύρων την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος.


1.3.3. Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Πελαργονικό Οξύ (NanoCS/PA)
Σύμφωνα με τα εξαγώγιμα αποτελέσματα, παρατηρήθηκε ότι το νανοσκεύασμα χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ (NanoCS/SA) στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις των 50, 10 και 5 ppm ήταν ιδιαίτερα τοξικό καταλήγοντας σε νεκρωτικά φυτά. Φυτοτοξική δράση παρουσίασαν και τα υπόλοιπα νανοσκευάσματα CS στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Επιπλέον, σε όλα τα νανοσκευάσματα οι αραιότερες συγκεντρώσεις των 0,5 και 0,05 ppm οδήγησαν σε παρόμοια ή λίγο μεγαλύτερη ανάπτυξη λέμνας με αυτή του μάρτυρα.

Τόσο οι μάρτυρες του καθαρού πελαργονικού, όσο και της σκέτης χιτοζάνης φάνηκε στο σύνολο των συγκεντρώσεων να οδηγούν σε ανάπτυξη φυτών παρόμοια με αυτή του αμεταχείριστου μάρτυρα αποδεικνύοντας ότι η νανοτυποποίηση για τις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ήταν φυτοτοξική. 
Η έντονη φυτοτοξική δράση των πυκνών διαλυμάτων νανοσκευάσματος χιτοζάνης με πελαργονικό οξύ γίνεται ορατή από την παρακάτω εικόνα, που λήφθηκε την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος (Εικόνα 3.13.5.4.)
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Περιγραφή που δημιουργήθηκε αυτόματα]
Εικόνα 3.13.5.4. Επίδραση του νανοσκευάσματος χιτοζάνης με πελαργονικό οξύ στις διάφορες συγκεντρώσεις σε σχέση με τον αμεταχείριστο μάρτυρα την 7η ημέρα από την εγκατάσταση του πειράματος.

1.3.4. Βιοδοκιμή Αξιολόγησης Νανοσκευάσματος Χιτοζάνης με Καπρικό Οξύ (NanoCS/CA)

Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων προέκυψε ότι το νανοσκεύασμα χιτοζάνης με εγκλωβισμένο καπριλικό οξύ στις πυκνότερες συγκεντρώσεις είχε φυτοτοξική δράση σε σχέση με τον αμεταχείριστο μάρτυρα. Ωστόσο, όλες οι επεμβάσεις nanoCS/CPA προκάλεσαν φυτοτοξικότητες στα φυτά της λέμνας καταδεικνύοντας την ανάγκη για διερεύνηση της επίδρασης αραιότερων συγκεντρώσεων στο φυτό της λέμνας. Αντίστοιχα, τοξική δράση είχε και το νανοσκεύασμα χιτοζάνης ιδιαίτερα στις συγκεντρώσεις 50, 10 και 5 ppm. Ως προς την επίδραση του απλού καπριλικού οξέος, παρατηρήθηκε ότι στις αραιότερες συγκεντρώσεις των 0.1 και 0.05 ppm παρουσίασε ορμετικά φαινόμενα. Πιο συγκεκριμένα, οι επεμβάσεις αυτές οδήγησαν στην ανάπτυξη φυτών λέμνας μεγαλύτερης βιομάζας σε σχέση με τα φυτά του μάρτυρα.

















1.4. [bookmark: _Toc217389445]ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Η παρούσα μελέτη αξιολόγησε τη φυτοτοξικότητα νανοσκευασμάτων χιτοζάνης με εγκλωβισμένες βιοδραστικές ουσίες (γιββερελικό, σαλικυλικό και καπρικό οξύ), χρησιμοποιώντας τη λέμνα ως βιοδείκτη, ένα καθιερωμένο μοντέλο για οικοτοξικολογικές δοκιμές φυτών σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες του OECD (OECD, 2006). Συνολικά, τα αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι η νανοτυποποίηση μεταβάλλει ουσιαστικά το πρότυπο δράσης των δραστικών ουσιών, ενισχύοντας σε αρκετές περιπτώσεις τη φυτοτοξική τους επίδραση, γεγονός που συμφωνεί με προηγούμενες αναφορές για την αυξημένη βιοδιαθεσιμότητα των νανοϋλικών στα φυτικά συστήματα (Kah et al., 2019).
Όσον αφορά τα νανοσκευάσματα χιτοζάνης με εγκλωβισμένο γιββερελικό οξύ (NanoCS/GA₃), παρατηρήθηκε σαφής αναστολή της ανάπτυξης της λέμνας σε σύγκριση με τους μάρτυρες. Η τοξικότητα διαφοροποιήθηκε ανάλογα με τη σύσταση του νανοσκευάσματος, με το σκεύασμα C2 να εμφανίζει σταθερά τη μικρότερη φυτοτοξικότητα, όπως αποτυπώθηκε από τις υψηλότερες τιμές EC₅₀ τόσο στον αριθμό φυλλιδίων όσο και στο νωπό βάρος. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η δομή και η περιεκτικότητα των νανοσωματιδίων επηρεάζουν άμεσα την αποδέσμευση και τη δράση του GA₃, στοιχείο που έχει επισημανθεί και σε προηγούμενες μελέτες για φυτορρυθμιστές σε νανομορφή (Sharma et al., 2014). Το νωπό βάρος αναδείχθηκε ως ο πιο ευαίσθητος δείκτης φυτοτοξικότητας, ενώ η απουσία ορμετικών φαινομένων υποδηλώνει κυρίως ανασταλτική δράση του νανοποιημένου GA₃.
Αντίστοιχα, τα νανοσκευάσματα χιτοζάνης με σαλικυλικό οξύ (NanoCS/SA) παρουσίασαν έντονη φυτοτοξικότητα στις υψηλές συγκεντρώσεις (≥5 ppm), οδηγώντας σε νεκρωτικά φυτά. Η φυτοτοξική αυτή δράση ήταν σαφώς εντονότερη σε σχέση με τους μάρτυρες της σκέτης χιτοζάνης και των απλών δραστικών ουσιών, γεγονός που υποδεικνύει ότι η νανοτυποποίηση ενισχύει τη βιολογική δραστικότητα του σαλικυλικού οξέος. Παρόμοια φαινόμενα αυξημένης τοξικότητας νανοενσωματωμένων βιοδραστικών ουσιών έχουν αναφερθεί και σε άλλες οικοτοξικολογικές μελέτες φυτών (Tripathi et al., 2017). Αντίθετα, στις χαμηλές συγκεντρώσεις (0,5 και 0,05 ppm), τα νανοσκευάσματα δεν προκάλεσαν αρνητικές επιδράσεις, υποδηλώνοντας ότι σε χαμηλά επίπεδα έκθεσης δεν διαταράσσεται η φυσιολογική ανάπτυξη της λέμνας.
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασαν τα νανοσκευάσματα χιτοζάνης με καπρικό οξύ (NanoCS/CPA), καθώς εμφάνισαν φυτοτοξικότητα σε όλες τις συγκεντρώσεις που μελετήθηκαν, γεγονός που καταδεικνύει αυξημένη ευαισθησία της λέμνας στο συγκεκριμένο νανοσύστημα. Η φυτοτοξικότητα αυτή ήταν εντονότερη στις υψηλές συγκεντρώσεις, ενώ παρατηρήθηκε ότι και η σκέτη χιτοζάνη παρουσίασε ανασταλτική δράση σε επίπεδα ≥5 ppm. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι, πέρα από τον εγκλωβισμένο δραστικό παράγοντα, και ο φορέας μπορεί να συμβάλλει στη συνολική τοξικότητα, όπως έχει αναφερθεί και σε άλλες μελέτες νανοσκευασμάτων φυτικής έκθεσης (Kah et al., 2019). Αντίθετα, το απλό καπρικό οξύ παρουσίασε ορμετικά φαινόμενα στις χαμηλές συγκεντρώσεις (0,1 και 0,05 ppm), οδηγώντας σε αυξημένη βιομάζα, επιβεβαιώνοντας τον δοσοεξαρτώμενο χαρακτήρα της δράσης του (Raliya & Tarafdar, 2013). Η απουσία αντίστοιχης διεγερτικής δράσης στα νανοσκευάσματα υποδηλώνει ότι η νανοτυποποίηση μεταβάλλει το φυσιολογικό πρότυπο δράσης του καπρικού οξέος.
Συνολικά, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι η νανοτυποποίηση μέσω χιτοζάνης μπορεί να αυξήσει σημαντικά τη φυτοτοξική δράση των εγκλωβισμένων ουσιών, ιδιαίτερα σε υψηλές συγκεντρώσεις, επιβεβαιώνοντας ότι τα νανοσκευάσματα απαιτούν ξεχωριστή οικοτοξικολογική αξιολόγηση σε σχέση με τις συμβατικές μορφές τους (OECD, 2006; Kah et al., 2019). Παρά τα πιθανά πλεονεκτήματα των νανοσκευασμάτων, όπως η αυξημένη βιοδιαθεσιμότητα και η ελεγχόμενη αποδέσμευση, τα ευρήματα υπογραμμίζουν την ανάγκη για προσεκτικό καθορισμό ασφαλών συγκεντρώσεων και περαιτέρω διερεύνηση των επιπτώσεών τους σε υδρόβια φυτά-δείκτες.
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Η αλόγιστη χρήση χημικών φυτοπροστατευτικών προϊόντων αποτελεί ένα ολοένα εντεινόμενο περιβαλλοντικό ζήτημα, το οποίο συμβάλλει σημαντικά στη ρύπανση μέσω της υποβάθμισης της ποιότητας του εδάφους και της μόλυνσης των υπόγειων υδάτων. Η αυξανόμενη αυτή πίεση οδηγεί τη βιομηχανία στην αναζήτηση πιο φιλικών προς το περιβάλλον λύσεων, βασισμένων σε βιοσυμβατά υλικά και καινοτόμες τεχνολογίες για την αντιμετώπιση φυτοπαθογόνων και ζιζανίων. Στο πλαίσιο αυτό, τα νανοφυτοπροστατευτικά προϊόντα (nanopesticides) αποτελούν μία ταχέως αναπτυσσόμενη κατηγορία (EFSA, 2021). Πρόκειται για δραστικές ουσίες σε νανοδομημένη μορφή (<100 nm), οι οποίες ενσωματώνονται σε μικροσκοπικά σωματίδια και εμφανίζουν πλεονεκτήματα όπως αυξημένη υδατοδιαλυτότητα, βελτιωμένη απορρόφηση από τους φυτικούς ιστούς, στοχευμένη δράση, μείωση της απαιτούμενης ποσότητας δραστικής ουσίας και προστασία της από ταχεία αποδόμηση.
Στο πλαίσιο της παρούσας δράσης αξιολογήθηκαν η τοξικότητα και η ασφάλεια χρήσης νανοδιαμορφωμένων ζιζανιοκτόνων (Nanoformulated Products, NPs) σε ζωοπλαγκτόν της οικογένειας Crustaceae, και ειδικότερα στο είδος Daphnia magna (D. magna). Τα σκευάσματα που εξετάστηκαν ήταν: νανοχιτοζάνη με γιββεριλικό οξύ (nanoCS-GA3), με πελαργονικό οξύ (nanoCS-PA), με καπρικό οξύ (nanoCS-CA), με καπριλικό οξύ (nanoCS-CPA), καθώς και σκέτη νανοχιτοζάνη (nanoCS). Η επιλογή της χιτοζάνης ως φορέα βασίζεται στις γνωστές ιδιότητές της ως επαγωγέα αμυντικών μηχανισμών στα φυτά, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει σε συνεργιστική δράση με τις ενσωματωμένες δραστικές ουσίες, ενισχύοντας την ανάπτυξη, την αύξηση και την άμυνα των φυτών.
Για την παρασκευή των παραπάνω NPs, σε συνεργασία με την εταιρεία Phytorgan, παρασκευάστηκε νανοχιτοζάνη στην οποία εγκλωβίστηκαν οι δραστικές ουσίες μέσω μη ομοιοπολικής σταυρόδεσης. Η διαδικασία βασίζεται σε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις ή/και δεσμούς υδρογόνου μεταξύ της χιτοζάνης και μικρού μοριακού βάρους πολυδραστικών μορίων, τα οποία λειτουργούν ως παράγοντες σταυρόδεσης.





2.1.1. Χιτοζάνη 
Η Χιτοζάνη (CS) είναι ένας βιοδιασπώμενος πολυσακχαρίτης ο οποίος προέρχεται από την αλκαλική αποακετυλίωση της χιτίνης και συναντάται σε αφθονία στη φύση ως παραπροϊόν της βιομηχανίας επεξεργασίας καρκινοειδών (γαρίδες, καβούρια, καραβίδες) (Malerba et al., 2012). Επιπλέον, είναι συμβατή με τους οργανισμούς, μη τοξική, με αντί-μικροβιακές ιδιότητες και λειτουργεί ως φυτοδιεγέρτης (Elicitor), επάγοντας τους μηχανισμούς άμυνας των φυτών (Xing et al., 2015). Η CS εκτός από επαγωγέας των μηχανισμών άμυνας των φυτών, διαδραματίζει ενεργό ρόλο και στη φυσιολογία τους, επηρεάζοντας θετικά την απόδοση τους (Malerba et al., 2012; Chamnanmanoontham et al., 2014). Πιο συγκεκριμένα, προκαλεί ταχύτερη και καλύτερη ανάπτυξη των καλλιεργούμενων φυτών και αυξάνει τον ρυθμό φωτοσύνθεσης αυτών, με αποτέλεσμα την αύξηση της τελικής παραγωγής. Ταυτόχρονα, μέσω της παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών όπως φαινολικές ενώσεις και τερπένια, έχει αποδειχθεί ότι βελτιώνει τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των παραγόμενων αγροτικών προϊόντων, ενώ παρατείνει την ικανότητα συντήρησης των καρπών μετά την συγκομιδή τους (Pichyangkura et al., 2015). Έτσι, δεδομένης της πολυπαραγοντικής επίδρασης της χιτοζάνης στους φυτικούς οργανισμούς, υπήρξε ενδιαφέρον για χρήση νανοσκευάσματων χιτοζάνης σε φυτά δείκτες (όπου έγινε σε προγενέστερο πείραμα), ώστε να εκτιμηθεί η δράση αυτών σε συνδυασμό με την τοξικότητα ή όχι που προκαλούν.  


2.1.2. Γιββεριλικό οξύ (GA3)
Οι φυσικοί και συνθετικοί ρυθμιστές ανάπτυξης φυτών χρησιμοποιούνται όλο και περισσότερο στη γεωργία ελέγχοντας αυξητικές διαδικασίες των φυτών (βλάστηση, βλαστική ανάπτυξη, αναπαραγωγική ανάπτυξη, ωριμότητα, γήρανση και συντήρηση μετά τη συγκομιδή) (Basra et al., 2000). Μεταξύ αυτών, οι γιββερελίνες (GA3) αποτελούν βασικές ενδογενείς ορμόνες που βρίσκονται στα φυτά και στους μύκητες και ελέγχουν την ανάπτυξη των φυτών ρυθμίζοντας αρκετούς φυσιολογικούς μηχανισμούς (Hooley et al., 1994). Το γιββερελικό οξύ μπορεί να διεγείρει την επιμήκυνση του στελέχους, της ρίζας και των φύλλων, την ανθοφορία, την ωρίμανση των καρπών, τη βλάστηση των σπόρων ή τον λήθαργο (Hedden et al., 2015). Οι επιδράσεις των αυξητικών ορμονών στα φυτά μπορεί να ποικίλλουν ανάλογα με την απαίτηση σε ορμόνες, τις σχετικές συγκεντρώσεις και τις αποκρίσεις των φυτών σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης (Robert et al., 1999). Πολλές μελέτες έχουν επικεντρωθεί στη χρήση αυτής της φυτορμόνης για τη βελτίωση της παραγωγικότητας και της ποιότητας αρκετών φυτών καλλιέργειας (Shah et al., 2006; Janick, 1979; Khan et al., 2006; King et al., 2003; Mukherjee et al., 1980; Pal et al., 2016).

2.1.3. Capric & Caprylic Acid
Το καπρικό οξύ (decanoic acid) και το καπρυλικό οξύ (octanoic acid) είναι φυσικά λιπαρά οξέα που προέρχονται κυρίως από φυτικά έλαια, όπως το λάδι καρύδας και ο πυρήνας φοινικέλαιου, αλλά απαντώνται και σε ζωικά λίπη. Σε γεωργικές εφαρμογές χρησιμοποιούνται συνδυαστικά ως μη εκλεκτικά ζιζανιοκτόνα επαφής, εγκεκριμένα και για βιολογική γεωργία, με ταχεία δράση που βασίζεται στη διατάραξη των κυτταρικών μεμβρανών και στην επακόλουθη ξήρανση και νέκρωση των ζιζανίων, κυρίως μετά την εμφάνισή τους. Πέραν της αγροτικής χρήσης τους, τα οξέα αυτά έχουν ευρεία εφαρμογή στη βιομηχανία: το καπρικό οξύ χρησιμοποιείται στην παραγωγή αρωμάτων και γεύσεων μέσω εστέρων, ως αντιμικροβιακός παράγοντας και γαλακτωματοποιητής σε καλλυντικά και προϊόντα προσωπικής φροντίδας, καθώς και στην κατασκευή λιπαντικών, χρωμάτων, καουτσούκ και φαρμακευτικών προϊόντων. Το καπρυλικό οξύ παρουσιάζει επίσης αντιμικροβιακές ιδιότητες και χρησιμοποιείται σε τρόφιμα, καλλυντικά και ειδικές χημικές συνθέσεις. Ο συνδυασμός τους στα ζιζανιοκτόνα αξιοποιεί τόσο τις φυσικές λιποδιαλυτές ιδιότητές τους όσο και την ικανότητα ταχείας αποδόμησης των ιστών, παρέχοντας μια αποτελεσματική και φυσικής προέλευσης λύση για τη διαχείριση ζιζανίων χωρίς τη χρήση συνθετικών χημικών (Mason et al., 2019).

2.1.4. Pelargonic 
Το πελαργονικό οξύ αποτελεί το μοναδικό φυσικό δραστικό συστατικό με ζιζανιοκτόνο δράση που είναι σήμερα εμπορικά διαθέσιμο (Cordeau et al., 2016; Dayan et al., 2011). Απαντά ως εστέρας στα αιθέρια έλαια ειδών του γένους Pelargonium, ενώ μπορεί επίσης να παραχθεί από διάφορα φυτικά έλαια. Πρόκειται για μη εκλεκτικό ζιζανιοκτόνο επαφής, του οποίου η φυτοτοξική δράση εκδηλώνεται εντός λίγων ωρών μετά τον ψεκασμό και περιορίζεται στα φυτικά μέρη που έρχονται άμεσα σε επαφή με τα σταγονίδια.
Το πελαργονικό οξύ και τα άλατά του χρησιμοποιούνται ως ενεργά συστατικά σε γαλακτωματοποιήσιμα συμπυκνωμένα σκευάσματα για τη διαχείριση ζιζανίων σε υπαίθριες καλλιέργειες και θερμοκήπια. Η χρήση του είναι εκτεταμένη τόσο σε ερασιτεχνικές εφαρμογές κήπου όσο και σε επαγγελματικά συστήματα ζιζανιοκτονίας. Η ζιζανιοκτόνος του δράση βασίζεται στη διαταραχή της ακεραιότητας των κυτταρικών μεμβρανών, προκαλώντας διαρροή κυτταρικού περιεχομένου και αποδόμηση των ακυλολιπιδίων της μεμβράνης (Travlos et al., 2020). Οι φυτοτοξικές επιδράσεις εμφανίζονται ταχύτατα μετά την εφαρμογή και χαρακτηρίζονται από οξείδωση των κυττάρων και ανάπτυξη νεκρωτικών αλλοιώσεων στα εναέρια τμήματα των φυτών. 



2.2. [bookmark: _Toc217389449]ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ 
2.2.1. [bookmark: _Toc217389450]ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Προετοιμασία εκχυλισμάτων 
Για το παρόν πείραμα χρησιμοποίηθηκαν νανοσκευάσματα τα οποία παρήχθησαν από συνεργαζόμενη εταιρεία, την Phytorgan. Παραλήφθησαν ποσότητες ίσες με 50ml σε όλα τα παρακάτω σκευάσματα με τις εξής περιεκτικότητες: 

Πίνακας 3.13.5.1.: Περιεκτικότητες και συγκεντρώσεις των νανοσκευασμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στην δοκιμή με το είδος Daphnia magna
	Σκεύασμα
	Περιεκτικότητα δραστικής
	ppm

	NanoGA3
	0.025%
	250

	NanoCapric
	0.05%
	500

	NanoCaprylic
	0.05%
	500

	NanoPelargonic
	0.05%
	500

	NanoChitosan
	0.05%
	500



Από τα παραπάνω σκευάσματα πραγματοποιήθηκαν οι κατάλληλες αραίωσεις με απεσταγμένο νερό ώστε να δημιουργηθούν 5 διαφορετικές περιετκικότητες της εκάστοτε δραστικής ουσίας και συγκεκριμένα οι εξής: 0.1, 1, 10, 100 και 400ppm για τα NanoCapric, NanoCaprylic, NanoPelargonic και NanoChitosan και 0.05, 0.5, 5, 50 και 200ppm για το nanoGA3.

Δοκιμή οξείας τοξικότητας στο Crustacean D.magna 

Η δοκιμή οξείας τοξικότητας πραγματοποιήθηκε με χρήση του πρότυπου συστήματος “DaphToxKit FTM magna” για Ctustacean γλυκού νερού (MicroBioTests Inc., Gent, Βέλγιο), εφαρμόζοντας σε νεογνά D. magna, και ακολουθώντας τις γενικές αρχές της Κατευθυντήριας Γραμμής OECD 202 “Daphnia sp., Acute Immobilization Test”. Σκοπός της πειραματικής διαδικασίας ήταν ο προσδιορισμός του ποσοστού ακινητοποίησης ή αλλιώς θνησιμότητας των ατόμων στις 24 και στις 48 ώρες, σε σταθερές συνθήκες στους 20 °C.
Πρακτικά, δεδομένου ότι δεν υπάρχουν μελέτες αντίστοιχες που να χρησιμοποιούν τα παραπάνω σκευάσματα, πραγματοποιήθηκε δοκιμή εκτίμησης εύρους συγκεντρώσεων (range-finding tests), προκειμένου να καθοριστεί η ανοχή των δοκιμαζόμενων οργανισμών στο φάσμα 0–100% του υπό εξέταση υλικού στις 5 συγκεντρώσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω. 
Για κάθε επίπεδο συγκέντρωσης χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις επαναλήψεις, με τουλάχιστον πέντε άτομα D. Magna και 10ml σκευάσματος ανά επανάληψη, καθώς και μάρτυρας με απεσταγμένο νερό.
Η συνολική διάρκεια έκθεσης ήταν 48 ώρες και η ακινητοποίηση των οργανισμών καταγράφηκε στις 24 και 48 ώρες. Ως ακινητοποιημένα χαρακτηρίστηκαν τα άτομα που δεν ήταν ικανά να επιδείξουν κίνηση μετά από ήπια ανάδευση του μέσου για 15 δευτερόλεπτα.



















Εικόνα 3.13.5.5.: Αριστερά είναι οι κυψελίδες δοκιμών και δεξιά είναι άτομο του πληθυσμού D.magna.
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% Immobilization/ Mortality – 24hours 

	Tested 
Extract
	Treatment Groups (%Immobilization/Mortality,n=4), 24hours

	
	Control
	0.1ppm
	1ppm
	10ppm
	100ppm
	400ppm

	NanoCapric
	0
	0
	0
	0
	100
	100

	NanoCaprylic
	0
	5
	5
	0
	100
	100

	NanoPelargonic
	0
	0
	0
	0
	100
	100

	NanoChitosan
	0
	0
	0
	10
	100
	100



Πίνακες 3.13.5.2-3.: Ποσοστό ζώντων ατόμων Daphnia magna σε κάθε συγκέντρωση των νανοσκευασμάτων που δοκιμάστηκαν, ύστερα από την έκθεση σε αυτά για 24ώρες. 
	Tested 
Extract
	Treatment Groups (%Immobilization/Mortality,n=4), 24hours

	
	Control
	0.05ppm
	0.5ppm
	5ppm
	50ppm
	200ppm

	NanoGA3
	0
	0
	0
	100
	100
	100



ή
Διαγράμματα 3.13.5.4-5: Ποσοστά επιβιώσαντων ατόμων Daphnia magna ύστερα από την έκθεσή τους στα νανοσκευάσματα ύστερα από 24 ώρες.




· Για τα σκευάσματα που περιείχαν capric acid, caprylic acid, pelargonic acid, καθώς και για το σκεύασμα με σκέτη χιτοζάνη, οι συγκεντρώσεις 100 ppm και 400 ppm προκάλεσαν 100% θνησιμότητα του πληθυσμού D. magna.
· Σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις (0.1, 1 και 10 ppm), τα capric και pelargonic acid δεν προκάλεσαν καμία θνησιμότητα, ενώ η chitosan εμφάνισε 10% θνησιμότητα στα 10 ppm, και το caprylic acid εμφάνισε 5% θνησιμότητα στα 0.1 και 1 ppm.
· Αντίθετα, το GA3 προκάλεσε 100% θνησιμότητα στις συγκεντρώσεις 5, 50 και 200 ppm, ενώ στις 0.05 και 0.5 ppm δεν παρατηρήθηκε καμία απώλεια ατόμων.
% Immobilization/ Mortality – 48hours 

Πίνακες 3.13.5.4-5:Ποσοστό ζώντων ατόμων Daphnia magna σε κάθε συγκέντρωση των νανοσκευασμάτων που δοκιμάστηκαν, ύστερα από την έκθεση σε αυτά για 48ώρες.
	Tested 
Extract
	Treatment Groups (%Immobilization/Mortality,n=4), 48hours

	
	Control
	0.1ppm
	1ppm
	10ppm
	100ppm
	400ppm

	NanoCapric
	0
	0
	20
	27.3
	100
	100

	NanoCaprylic
	0
	5
	5
	20
	100
	100

	NanoPelargonic
	0
	0
	0
	100
	100
	100

	NanoChitosan
	0
	0
	0
	35
	100
	100



	Tested 
Extract
	Treatment Groups (%Immobilization/Mortality,n=4), 48hours

	
	Control
	0.05ppm
	0.5ppm
	5ppm
	50ppm
	200ppm

	NanoGA3
	0
	15
	10.53
	100
	100
	100



Διαγράμματα 3.13.5.6-7: Ποσοστά επιβιώσαντων ατόμων Daphnia magna ύστερα από την έκθεσή τους στα νανοσκευάσματα ύστερα από 48 ώρες.




· Στις συγκεντρώσεις 100 ppm και 400 ppm, όλα τα σκευάσματα πλην του GA3 δεν εμφάνισαν διαφοροποίηση μεταξύ 24 και 48 ωρών, καθώς η θνησιμότητα είχε ήδη φτάσει στο 100% από τις πρώτες 24 ώρες.
· Το σκεύασμα με pelargonic acid δεν προκάλεσε θνησιμότητα στις 24 ώρες σε καμία συγκέντρωση· ωστόσο, στις 48 ώρες η συγκέντρωση 100 ppm προκάλεσε 100% θνησιμότητα, υποδηλώνοντας χρονικά εξαρτώμενη αύξηση της τοξικότητας.
· Στο σκεύασμα με caprylic acid, οι χαμηλές συγκεντρώσεις (0.1–10 ppm) εμφάνισαν σταθερά ποσοστά θνησιμότητας μεταξύ 24 και 48 ωρών. Αντίθετα, στα 100 ppm, η θνησιμότητα αυξήθηκε στις 48 ώρες φτάνοντας το 20%, γεγονός που υποδεικνύει περιορισμένη αλλά αυξανόμενη τοξικότητα σε υψηλή δόση.
· Το σκεύασμα nanochitosan παρουσίασε τοξικότητα μόνο στις 48 ώρες και αποκλειστικά στη συγκέντρωση 10 ppm, όπου καταγράφηκε θνησιμότητα 35%, ενώ στις υπόλοιπες συγκεντρώσεις δεν παρατηρήθηκαν επιδράσεις.
· Το GA3 διατήρησε πλήρη θανατηφόρο δράση στις συγκεντρώσεις 5, 50 και 200 ppm στις 48 ώρες (100% θνησιμότητα), ενώ στις πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις 0.05 και 0.5 ppm προκάλεσε επιπρόσθετη θνησιμότητα ≤15%, υποδηλώνοντας υψηλή τοξικότητα ακόμη και σε υποθανατηφόρες δόσεις.
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Η συνολική αξιολόγηση της τοξικότητας των νανοδομημένων σκευασμάτων capric, caprylic και pelargonic acid, καθώς και της νανοχιτοζάνης, έδειξε ότι τα προϊόντα αυτά παρουσιάζουν χαμηλή έως μέτρια τοξικότητα απέναντι στη Daphnia magna σε χαμηλές και περιβαλλοντικά ρεαλιστικές συγκεντρώσεις (0.1–10 ppm). Η πλήρης θνησιμότητα παρατηρήθηκε μόνο σε υψηλές συγκεντρώσεις (100–400 ppm), τιμές που υπερβαίνουν εκείνες που αναμένεται να συναντηθούν στο φυσικό περιβάλλον, κάτι που υποδηλώνει ότι τα συγκεκριμένα νανοδιαμορφωμένα σκευάσματα μπορούν να θεωρηθούν σχετικά ασφαλή όταν χρησιμοποιούνται ορθά στις γεωργικές εφαρμογές.
Παρότι τα περισσότερα σκευάσματα είχαν παρόμοιο τοξικολογικό προφίλ στις 24 ώρες, η χρονική εξέλιξη των επιδράσεων διαφοροποιήθηκε σημαντικά. Το pelargonic acid εμφάνισε τη μεγαλύτερη χρονικά εξαρτώμενη επίδραση, με 100% θνησιμότητα στις 48 ώρες στη δόση των 100 ppm, ενώ το caprylic acid έδειξε ηπιότερη αύξηση της τοξικότητας έως τις 48 ώρες. Αντίστοιχα, το nanochitosan προκάλεσε μόνο ένα μεμονωμένο περιστατικό τοξικότητας σε μέτρια συγκέντρωση, επιβεβαιώνοντας το χαμηλό του οικοτοξικολογικό προφίλ. Σε αντίθεση με αυτά τα ήπια αποτελέσματα, το GA3 παρουσίασε τη μεγαλύτερη οξεία τοξικότητα μεταξύ όλων των σκευασμάτων, προκαλώντας 100% θνησιμότητα σε συγκεντρώσεις 5–200 ppm και εμφανίζοντας επιπλέον τοξικότητα ακόμη και σε εξαιρετικά χαμηλές συγκεντρώσεις (0.05–0.5 ppm). Το εύρημα αυτό αναδεικνύει ότι, παρά τη φυτοδιεγερτική του δράση, το GA3 ενέχει σημαντικό κίνδυνο για οργανισμούς του υδάτινου οικοσυστήματος και απαιτεί αυξημένη προσοχή ως προς την πιθανή απορροή του σε επιφανειακά νερά.
Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης συμφωνούν με τη διεθνή βιβλιογραφία, η οποία έχει δείξει ότι τα νανοδιαμορφωμένα φυτοπροστατευτικά προϊόντα συχνά εμφανίζουν χαμηλότερη οξεία τοξικότητα στα μη-στόχους υδρόβια είδη σε σύγκριση με τις καθαρές δραστικές ουσίες. Για παράδειγμα, οι Eghbalinejad et al. (2022) ανέφεραν ότι τα nanopesticides με τεβουκοναζόλη παρουσίασαν υψηλότερες τιμές EC₅₀ από την καθαρή δραστική ουσία, υποδεικνύοντας μειωμένη τοξικότητα, γεγονός που αντανακλάται και στα ευρήματα της παρούσας εργασίας για τα capric, caprylic, pelargonic acid και nanochitosan. Παράλληλα, άλλες μελέτες καταγράφουν ότι ορισμένα νανοδιαμορφωμένα εντομοκτόνα μπορεί να παρουσιάσουν καθυστερημένη ή παρατεταμένη τοξικότητα, όπως παρατηρήθηκε για το pelargonic acid στη δική μας μελέτη. Αυτό υποδηλώνει ότι η νανοδιαμόρφωση μπορεί να τροποποιήσει τη συμπεριφορά της δραστικής ουσίας στο χρόνο, αυξάνοντας τη βιοδιαθεσιμότητα ή παρατείνοντας την έκθεση του οργανισμού (Andrade et al ,2025).
Η σύγκριση με πρόσφατα δεδομένα δείχνει επίσης ότι ο τύπος του νανοφορέα (όπως είναι η χιτοζάνη στη παρούσα εργασία), η σταθερότητα του σκευάσματος και οι συνθήκες του περιβάλλοντος μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την οικοτοξικότητα των nanopesticides. Στη μελέτη των Andrade et al (2025), η άνοδος της θερμοκρασίας αύξησε την τοξικότητα νανοδιαμορφωμένων και συμβατικών εντομοκτόνων, γεγονός που υπογραμμίζει την ανάγκη συνεκτίμησης παραγόντων όπως η κλιματική αλλαγή. Τα ευρήματα αυτά είναι συμβατά με την παρατήρηση ότι τα νανοσύστημα δεν πρέπει να αξιολογούνται απομονωμένα, καθώς η περιβαλλοντική συμπεριφορά τους είναι δυναμική και πολυπαραγοντική.
Συνολικά, τα δεδομένα της παρούσας μελέτης και της διεθνούς βιβλιογραφίας συγκλίνουν στο ότι τα νανοδιαμορφωμένα σκευάσματα που βασίζονται σε βιοσυμβατούς φορείς αποτελούν πιο περιβαλλοντικά ασφαλείς εναλλακτικές έναντι των συμβατικών μορφών, όταν χρησιμοποιούνται εντός των καθορισμένων δόσεων. Ωστόσο, η ύπαρξη χρονικά εξαρτώμενης τοξικότητας σε ορισμένα σκευάσματα καθώς και η σημαντική τοξικότητα του GA3 αναδεικνύουν την ανάγκη για ολοκληρωμένη, μακροχρόνια και περιβαλλοντικά ρεαλιστική οικοτοξικολογική αξιολόγηση. Η ετερογένεια των αποκρίσεων ανάμεσα στα διαφορετικά νανοσκευάσματα, υποδεικνύει ότι η εκτίμηση κινδύνου πρέπει να γίνεται κατά περίπτωση, ώστε να διασφαλίζεται η ασφαλής χρήση των νανοφυτοπροστατευτικών προϊόντων στο γεωργικό περιβάλλον.
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Η αξιολόγηση της οικοτοξικότητας νανοσκευασμάτων αποτελεί κρίσιμο στάδιο για την ασφαλή ανάπτυξη και εφαρμογή τους σε αγροτικά και περιβαλλοντικά συστήματα, καθώς τα νανοσκευάσματα, λόγω των ιδιαίτερων φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων, όπως το μικρό μέγεθος, η αυξημένη ειδική επιφάνεια και η τροποποιημένη βιοδιαθεσιμότητα, ενδέχεται να εμφανίζουν διαφορετικό πρότυπο συμπεριφοράς και τοξικότητας σε σύγκριση με τις συμβατικές μορφές των ίδιων δραστικών ουσιών (Kah et al., 2019). Για τον λόγο αυτό, απαιτείται η αξιολόγησή τους σε αντιπροσωπευτικούς οργανισμούς-δείκτες διαφορετικών οικοσυστημάτων, με ιδιαίτερη έμφαση στο έδαφος, το οποίο αποτελεί τελικό αποδέκτη πολλών νανοσκευασμάτων (Tourinho et al., 2012).
Οι γαιοσκώληκες του γένους Eisenia (όπως Eisenia fetida και Eisenia andrei) χρησιμοποιούνται ευρέως σε δοκιμές οικοτοξικότητας εδάφους, καθώς αποτελούν βασικούς οργανισμούς-κλειδιά για τη λειτουργία και τη σταθερότητα των εδαφικών οικοσυστημάτων (Edwards & Bohlen, 1996). Μέσω της δράσης τους στη βιοανάδευση του εδάφους, στη ρύθμιση της μικροβιακής δραστηριότητας και στον κύκλο των θρεπτικών στοιχείων, οι γαιοσκώληκες επηρεάζουν άμεσα τη δομή και τη γονιμότητα του εδάφους. Η έκθεσή τους σε νανοσκευάσματα είναι ιδιαίτερα ρεαλιστική, καθώς τα νανοσωματίδια μπορούν να προσροφηθούν στα εδαφικά σωματίδια και να εισέλθουν στον οργανισμό τόσο μέσω κατάποσης όσο και μέσω δερματικής απορρόφησης (Unrine et al., 2008).
Επιπλέον, οι γαιοσκώληκες Eisenia παρουσιάζουν υψηλή ευαισθησία σε χημικούς ρύπους και νανοσωματίδια, εκδηλώνοντας όχι μόνο οξεία τοξικότητα αλλά και υποθανατηφόρες επιδράσεις, όπως οξειδωτικό στρες, μεταβολικές διαταραχές και μειωμένη αναπαραγωγική ικανότητα (Li et al., 2011; Gomes et al., 2015). Η δυνατότητα καταγραφής τόσο βραχυπρόθεσμων όσο και μακροπρόθεσμων επιπτώσεων καθιστά τους οργανισμούς αυτούς ιδιαίτερα κατάλληλους για την ολοκληρωμένη οικοτοξικολογική αξιολόγηση νανοσκευασμάτων. Για τον λόγο αυτό, οι δοκιμές με γαιοσκώληκες περιλαμβάνονται σε διεθνώς αναγνωρισμένες κατευθυντήριες οδηγίες, όπως οι δοκιμές οξείας και χρόνιας τοξικότητας του OECD (OECD, 1984; OECD, 2004), και χρησιμοποιούνται ευρέως στη ρυθμιστική αξιολόγηση φυτοπροστατευτικών προϊόντων, βιοκτόνων και νανοϋλικών.
Συνεπώς, η χρήση γαιοσκωλήκων του γένους Eisenia στις δοκιμές τοξικότητας νανοσκευασμάτων παρέχει ουσιαστικές πληροφορίες για τις πιθανές επιπτώσεις αυτών στη λειτουργικότητα του εδάφους και συμπληρώνει αποτελεσματικά τα δεδομένα που προκύπτουν από δοκιμές σε φυτικούς ή υδρόβιους οργανισμούς, συμβάλλοντας στη συνολική εκτίμηση του περιβαλλοντικού τους κινδύνου (Kah et al., 2019). Έτσι, στόχος αυτής της εργασίας ήταν η αξιολόγηση χρήσης και βιοασφάλειας των νανοσκευασμάτων που έχουν αναφερθεί και παραπάνω, μέσω της δοκιμής τους σε γαιοσκώληκες του γένους Eisenia.
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Για την εκτίμηση της τοξικότητας των νανοσκευασμάτων, πέραν της δοκιμής έκθεσης του πληθυσμού Daphnia sp., όπως αναφέρθηκε στην προηγούμενη ενότητα αυτού του παραδοτέου, πραγματοποιήθηκε συμπληρωματική βιοδοκιμή με γαιοσκώληκες του είδους Eisenia fetida. Δεδομένης της απουσίας βιβλιογραφικών δεδομένων σχετικά με την τοξικότητα των υπό εξέταση ουσιών, προηγήθηκε προκαταρκτική δοκιμή προσδιορισμού εύρους συγκεντρώσεων (range-finding test) πριν από την κύρια πειραματική διαδικασία. Στο πλαίσιο αυτό, αξιολογήθηκαν πέντε συγκεντρώσεις με μία επανάληψη ανά σκεύασμα οι οποίες είναι οι εξής: 

· NanoCapric: A1 (400ppm), A2(100ppm), A3(50ppm), A4 (10ppm), A5 (1ppm)
· NanoCaprylic: B1 (400ppm), B2(100ppm), B3 (50ppm), B4 (10ppm), B5 (1ppm)
· NanoPelargonic: C1 (400ppm), C2(100ppm), C3 (50ppm), C4 (10ppm), C5 (1ppm)
· NanoChitosan: D1 (100ppm), D2(50ppm), D3 (25ppm), D4 (10ppm), D5 (1ppm)
· Nano GA3: E1 (150ppm), E2(100ppm), E3(50ppm), E4 (10ppm), E5(1ppm)
Η προκαταρκτική δοκιμή διήρκεσε δύο εβδομάδες και η θνησιμότητα των οργανισμών καταγράφηκε στο τέλος της περιόδου έκθεσης. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι δεν παρατηρήθηκε αξιόλογη θνησιμότητα ούτε στη μέγιστη δοκιμαζόμενη συγκέντρωση.

Στη βασική δοκιμή, δέκα ενήλικοι γαιοσκώληκες, οι οποίοι είχαν προηγουμένως ζυγιστεί ατομικά, τοποθετήθηκαν στην επιφάνεια του εδάφους κάθε πειραματικού δοχείου. Για κάθε μεταχείριση και τον μάρτυρα πραγματοποιήθηκε μία επανάληψη, ενώ τα δοχεία τοποθετήθηκαν τυχαία σε θάλαμο ελεγχόμενων συνθηκών με θερμοκρασία 20 ± 2 °C. Τη δεύτερη ημέρα της έκθεσης, προστέθηκαν 5 g ξηρής βρώμης στην επιφάνεια του εδάφους κάθε δοχείου, ενώ η σίτιση επαναλαμβανόταν σε εβδομαδιαία βάση καθ’ όλη τη διάρκεια της δοκιμής. Η υγρασία του υποστρώματος παρακολουθούνταν εβδομαδιαίως μέσω επαναζύγισης των δοχείων και, όταν απαιτούνταν, οι απώλειες νερού αναπληρώνονταν.
Μετά την ολοκλήρωση δύο εβδομάδων έκθεσης, αξιολογήθηκαν η θνησιμότητα των ενήλικων γαιοσκωλήκων καθώς και οι μεταβολές στη βιομάζα τους. Κατόπιν της καταμέτρησης και της ζύγισης, τα ενήλικα άτομα απομακρύνθηκαν από τα πειραματικά δοχεία.
Εικόνα 3.13.5.6.: Ενήλικα άτομα του είδους Eisenia fetida που χρησιμοποιήθηκαν στην δοκιμή.
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Στα γραφήματα που ακολουθούν, φαίνεται ότι όσο μεγαλύτερη είναι η δόση των νανοσκευασμάτων, όπως είναι τα 400ppm σε nano-capric, nano-caprylic και nano-pelargonic και αντίστοιχα τα 150ppm στο γιββεριλικό οξύ, τόσο μικρότερο το ποσοστό του πληθυσμού που επιβίωσε, έως και μηδενικό όπως αποδείχθηκε στην συγκεκριμένη μελέτη. Ωστόσο, η υψηλότερη δόση της nano-chitosan (100ppm), όπως και όλες οι δόσεις αυτού του σκευάσματος δεν επηρέασαν τον πληθυσμό των γαιοσκώληκων καθώς επιβίωσε το 100% του πληθυσμού, εκτός ενός ατόμου στην δόση των 25ppm.
Ακόμη, αποδείχθηκε πως από την μεσαία συγκέντρωση όλων των σκευασμάτων και κάτω, (..3, ..4, ..5, κοκ), παρέμεινε ζωντανός όλος ο πληθυσμός των γαιοσκώληκων. Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει πως τα σκευάσματα αυτά αν χρησιμοποιηθούν σε μέτριες έως χαμηλές συγκεντρώσεις είνα ασφαλή για χρήση. 

Διαγράμματα 3.13.5.8-9: Ποσοστό επιβιώσάντων ατόμων Eisenia fetida, μετά την έκθεσή τους στα νανοσκευάσματα για 2 εβδομάδες.






3.4. [bookmark: _Toc217389459]ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης καταδεικνύουν σαφή δοσοεξαρτώμενη τοξική απόκριση των γαιοσκωλήκων Eisenia στα νανοσκευάσματα που μελετήθηκαν, επιβεβαιώνοντας τη σημασία της αξιολόγησης των νανοσωματιδίων σε οργανισμούς-δείκτες εδάφους, όπως προτείνεται στη διεθνή βιβλιογραφία (OECD, 1984; Kah et al., 2019). Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι όσο αυξανόταν η συγκέντρωση των νανοσκευασμάτων, τόσο μειωνόταν το ποσοστό επιβίωσης του πληθυσμού, με τις υψηλότερες δόσεις των nano-capric, nano-caprylic και nano-pelargonic (400 ppm), καθώς και του νανοσκευάσματος με γιββερελικό οξύ (150 ppm), να οδηγούν σε μηδενική επιβίωση των γαιοσκωλήκων.
Η έντονη αυτή τοξική επίδραση στις υψηλές συγκεντρώσεις μπορεί να αποδοθεί στην αυξημένη βιοδιαθεσιμότητα των εγκλωβισμένων οργανικών οξέων και φυτορρυθμιστών όταν αυτά παρέχονται σε νανο-μορφή, γεγονός που έχει αναφερθεί και σε άλλες μελέτες νανοσωματιδίων εδάφους (Unrine et al., 2008; Tourinho et al., 2012). Η άμεση έκθεση των γαιοσκωλήκων μέσω κατάποσης εδαφικού υλικού και διαδερμικής απορρόφησης καθιστά τα είδη Eisenia ιδιαίτερα ευαίσθητα σε τέτοιου τύπου σκευάσματα, επιτρέποντας την ανάδειξη ακόμη και έντονων οξέων τοξικών επιδράσεων (Li et al., 2011).
Αντίθετα, το νανοσκεύασμα σκέτης χιτοζάνης παρουσίασε αξιοσημείωτα διαφορετική συμπεριφορά, καθώς ακόμη και στη μέγιστη συγκέντρωση των 100 ppm δεν επηρέασε ουσιαστικά την επιβίωση του πληθυσμού, με ποσοστό επιβίωσης 100%, εκτός από ένα μεμονωμένο άτομο στη συγκέντρωση των 25 ppm. Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι η χιτοζάνη ως φορέας εμφανίζει χαμηλή οξεία τοξικότητα στους γαιοσκώληκες, στοιχείο που συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες που χαρακτηρίζουν τη χιτοζάνη ως βιοσυμβατό και περιβαλλοντικά φιλικό πολυμερές (Gomes et al., 2015; Kah et al., 2019).

Ιδιαίτερης σημασίας είναι το γεγονός ότι από τη μεσαία συγκέντρωση όλων των νανοσκευασμάτων και κάτω (χαμηλότερα επίπεδα δόσεων), το σύνολο του πληθυσμού των γαιοσκωλήκων παρέμεινε ζωντανό. Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει την ύπαρξη ενός εύρους συγκεντρώσεων όπου τα νανοσκευάσματα δεν προκαλούν οξεία τοξικότητα, στοιχείο κρίσιμο για την εκτίμηση της περιβαλλοντικής τους ασφάλειας. Παρόμοια δοσοεξαρτώμενα πρότυπα έχουν αναφερθεί και στη βιβλιογραφία για διάφορα νανοσκευάσματα, όπου η τοξικότητα εκδηλώνεται κυρίως σε υψηλές δόσεις, ενώ σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις οι οργανισμοί δεν εμφανίζουν θνησιμότητα (OECD, 2004; Li et al., 2011).
Συνολικά, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι, αν και ορισμένα νανοσκευάσματα μπορούν να προκαλέσουν σοβαρή τοξικότητα στους γαιοσκώληκες σε υψηλές συγκεντρώσεις, η εφαρμογή τους σε μέτρια έως χαμηλά επίπεδα φαίνεται να είναι ασφαλής ως προς την επιβίωση των οργανισμών εδάφους. Τα ευρήματα αυτά ενισχύουν την ανάγκη για προσεκτικό καθορισμό δοσολογιών και για περαιτέρω διερεύνηση υποθανατηφόρων επιδράσεων, όπως η αναπαραγωγή και οι βιοχημικοί δείκτες στρες, πριν από την ευρύτερη χρήση νανοσκευασμάτων σε αγροτικά εδάφη, όπως άλλωστε προτείνεται και από τα διεθνή πρωτόκολλα οικοτοξικολογικής αξιολόγησης (OECD, 1984; OECD, 2004).

Ωστόσο, η σύγκριση των αποτελεσμάτων μεταξύ υδάτινων και εδαφικών οργανισμών (δηλαδή Daphnia magna και Eisenia fetida) καταδεικνύει ότι η οικοτοξικότητα των νανοσκευασμάτων δεν είναι ομοιόμορφη, αλλά εξαρτάται τόσο από τον τύπο της δραστικής ουσίας όσο και από το οικοσύστημα-στόχο. Επιπλέον, παράγοντες όπως ο νανοφορέας (στην περίπτωσή μας η χιτοζάνη), η σταθερότητα του σκευάσματος και οι περιβαλλοντικές συνθήκες (π.χ. θερμοκρασία) μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την τοξικότητα, όπως έχει δείξει και η μελέτη των Andrade et al. (2025), όπου η αύξηση της θερμοκρασίας ενίσχυσε την τοξικότητα τόσο νανοδιαμορφωμένων όσο και συμβατικών εντομοκτόνων.
Συνολικά, τα δεδομένα της παρούσας μελέτης, σε συνδυασμό με τη διεθνή βιβλιογραφία, συγκλίνουν στο ότι τα νανοδιαμορφωμένα σκευάσματα που βασίζονται σε βιοσυμβατούς φορείς μπορούν να αποτελέσουν πιο περιβαλλοντικά ασφαλείς εναλλακτικές έναντι των συμβατικών μορφών, όταν χρησιμοποιούνται εντός των καθορισμένων δόσεων. Παρ’ όλα αυτά, η ύπαρξη χρονικά εξαρτώμενης τοξικότητας σε ορισμένα σκευάσματα και η υψηλή τοξικότητα του GA₃ αναδεικνύουν την ανάγκη για ολοκληρωμένη, μακροχρόνια και περιβαλλοντικά ρεαλιστική οικοτοξικολογική αξιολόγηση. Η ετερογένεια των αποκρίσεων μεταξύ υδάτινων και εδαφικών οργανισμών υπογραμμίζει ότι η εκτίμηση κινδύνου των nanopesticides πρέπει να πραγματοποιείται κατά περίπτωση, ώστε να διασφαλίζεται η ασφαλής και βιώσιμη χρήση τους στο γεωργικό περιβάλλον.
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4.1.1. [bookmark: _Toc217389463]Υλικά και Μέθοδοι
Δοκιμή τοξικότητας στον οργανισμό-μοντέλο Daphnia magna
Η οξεία τοξικότητα των εξεταζόμενων μικροοργανισμών ή σκευασμάτων εκτιμήθηκε με τη χρήση του υδρόβιου οργανισμού Daphnia magna, σύμφωνα με την οδηγία OECD Test Guideline 202.
Για κάθε σκεύασμα χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις επαναλήψεις των πέντε νεογνών ατόμων (n = 20 άτομα ανά σκεύασμα). Τα άτομα εκτέθηκαν στα υπό εξέταση μικροοργανισμό ή σκεύασμα και η θνησιμότητα/ακινητοποίηση καταγράφηκε μετά από 48 ώρες έκθεσης. Ως θάνατος καταγράφηκε η πλήρης ακινητοποίηση μετά από ήπια μηχανική διέγερση.
4.2. [bookmark: _Toc184738479][bookmark: _Toc217389464]Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Δοκιμή τοξικότητας στον οργανισμό-μοντέλο Daphnia magna
Στο δείγμα ελέγχου (Μάρτυρες) δεν παρατηρήθηκε θνησιμότητα (0%), γεγονός που επιβεβαιώνει την εγκυρότητα της δοκιμής σύμφωνα με την οδηγία OECD 202. 
Η θνησιμότητα στα εξεταζόμενα σκευάσματα παρουσίασε μεγάλη διακύμανση, με τιμές που κυμάνθηκαν από 0% έως 100%, καταδεικνύοντας σημαντικές διαφορές στην οξεία τοξικότητα μεταξύ των σκευασμάτων. 
Οι βιολογικοί παράγοντες Cal.l.30 Total (το βακτήριο σε καλλιεργεια), και η ολική καλλιέργεια του στελέχους του βακτηρίου Kushneria 376 και στελέχους 4.1.14 του γένους Metschnikowia, προκάλεσαν 100% θνησιμότητα, υποδηλώνοντας πολύ υψηλή οξεία τοξικότητα. Τo υπερκείμενο καλλιέργειας του βακτηριακού στελέχους Cal.l.30 του γένους Bacillus (Cal.l.l.30 supp) και η καλλιέργεια του βακτηριακού στελέχους Cal.r.29 του γένους Bacillus σε συγκέντρωση κυττάρων 109 x ml-1 (Cal.r.29 109) εμφάνισαν υψηλή τοξικότητα, με ποσοστά θνησιμότητας 70% και 50% αντίστοιχα. 
Μέτρια τοξικότητα παρατηρήθηκε για την καλλιέργεια του βακτηριακού στελέχους Cal.l.30 του γένους Bacillus σε συγκέντρωση κυττάρων 109 x ml-1 (Cal.l.30 109) με ποσοστό 28,6% και για την καλλιέργεια του στελέχους Kushneria 388 σε συγκέντρωση κυττάρων 109 x ml-1 (45%). Αντίθετα, η καλλιέργεια του στελέχους ζυμομύκητα 248, του στελέχους 4.1.15 του γένους Candida και του στελέχους 412 του γένους Kushneria σε συγκέντρωση κυττάρων 108 x ml-1 παρουσίασαν χαμηλή ή αμελητέα τοξικότητα, με ποσοστά θνησιμότητας που δεν ξεπερνούσε το 5% ( ≤5%). 
Πίνακας 3.13.5.6: Αποτελεσμάτων του πειράματος τοξικότητας στον οργανισμό μοντέλο Daphnia magna. Τα σκευάσματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής: Cal.r.29 109: ολική καλλιέργεια βακτηρίων Bacillus στελέχους Cal.r.29 σε συγκέντρωση 109 x ml-1, Cal.l.30 109: ολική καλλιέργεια βακτηρίων Bacillus στελέχους Cal.l.30 σε συγκέντρωση 109 x ml-1, Cal.l.30 supp: υπερκείμενο καλλιέργειας βακτηρίων Bacillus στελέχους Cal.l.30, Cal.l.30 total: ολική καλλιέργεια βακτηρίων Bacillus στελέχους Cal.l.30 σε συγκέντρωση 1012 x ml-1, 248: ολική καλλιέργεια του ζυμομύκητα 248 σε συγκέντρωση κυττάρων 108 x ml-1, 376, 388, 412: ολικές καλλιέργειες των στελεχών 376, 388, 412 του γένους Kushneria σε συγκέντρωση κυττάρων 108 x ml-1, 4.1.14: ολική καλλιέργεια του στελέχους 4.1.14 του γένους Metschnikowia σε συγκέντρωση κυττάρων 108 x ml-1, 4.1.15: ολική καλλιέργεια του στελέχους 4.1.15 του γένους Candida σε συγκέντρωση κυττάρων 108 x ml-1
	Σκεύασμα
	Θνησιμότητα (%)
	Νεκρά / Σύνολο

	Cal.r.29 109
	50
	10 / 20

	Cal.l.30 109
	28,6
	6 / 20

	Cal.l.30 supp
	70
	14 / 20

	Cal.l.30 total
	100
	20 / 20

	248
	0
	0 / 20

	376
	100
	20 / 20

	388
	45
	9 / 20

	412
	5
	1 / 20

	4.1.14
	100
	20 / 20

	4.1.15
	2
	0–1 / 20
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Η απουσία θνησιμότητας στο δείγμα ελέγχου (Μάρτυρας) επιβεβαιώνει ότι οι παρατηρούμενες αρνητικές επιδράσεις οφείλονται αποκλειστικά στα εξεταζόμενα σκευάσματα και όχι στις πειραματικές συνθήκες. Τα αποτελέσματα καταδεικνύουν σημαντικές διαφοροποιήσεις στην οξεία τοξικότητα μεταξύ των σκευασμάτων, με ορισμένα να προκαλούν πλήρη θνησιμότητα και άλλα να εμφανίζουν ελάχιστη ή μηδενική επίδραση στα άτομα της Daphnia magna. Σημαντικό είναι το αποτέλεσμα ότι στελέχη βακτηρίων του ίδιου γένους Kushneria (376, 388, 412) παρουσίασαν μεγάλη διαφοροποίηση ως προς την οξεία τοξικότητα, υποδηλώνοντας πιθανώς έντονη παραλλακτικότητα ως προς τις ουσίες/μεταβολίτες που παράγουν και επηρεάζουν τα άτομα της Daphnia magna. Επίσης, η σχετική διαφοροποίηση στην οξεία τοξικότητα ως προς τα διάφορους τύπους της καλλιέργειας του στελέχους Cal.l.30 του γένους Bacillus (Cal.l.30 total, Cal.l.30 supp, Cal.l.30 109) που αξιολογήθηκαν πιθανώς δηλώνει ότι διαφοροποιείται η συγκέντρωση και ίσως η ποιότητα των εκκρινόμενων μεταβολιτών του βακτηρίου που επηρεάζουν τα άτομα της Daphnia magna. Η συγκριτική αξιολόγηση βάσει ποσοστών θνησιμότητας παρέχει σαφή εικόνα της σχετικής οξείας τοξικότητας των εξεταζόμενων σκευασμάτων. Σε μελλοντική μελέτη, η χρήση ποσοτικών συγκεντρώσεων θα επιτρέψει τη μαθηματική μοντελοποίηση της σχέσης δόσης–απόκρισης και τον προσδιορισμό παραμέτρων τοξικότητας, όπως η LC₅₀.
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