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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 αλληλούχησης 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
Οι δραστηριότητες της ΕΕ3 περιλαμβάνουν τις βιοδοκιμές αποτελεσματικότητας και τη βελτίωση και ανάπτυξη καινοτόμων μεθόδων και προϊόντων. Κύριες δράσεις της ΕΕ3 περιλαμβάνουν ανάπτυξη και αξιολόγηση καινοτόμων βιοφυτοπροστατευτικών προιόντων, όπως 
- βιοδραστικά μόρια ανάπτυξης αντοχής στα φυτά (πεπτίδια, μεταβολίτες), 
- φυτοπροστατευτικά φυσικής προέλευσης (εκχυλίσματα, μικροβιακοί μεταβολίτες, «green»),  
- νέας γενιάς ελκυστικά και απωθητικά (παγίδες, παρεμπόδιση σύζευξης),
- ανθεκτικές ποικιλίες (και αλληλεπιδράσεις με το οικοσύστημα και τα ωφέλιμα).
Για τα πιο αποτελεσματικά καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά, θα μελετηθούν και οι επιπτώσεις τους σε οργανισμούς μη στόχους (φυσικοί εχθροί, επικονιαστές, υδρόβιοι οργανισμοί, κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών).

Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π.3.4.6
Σκοπός του παραδοτέου ήταν: i) η αξιολόγηση εμπορικά διαθέσιμων και πειραματικών ωφέλιμων ριζοβακτηρίων που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPRs) έναντι δύο οικονομικά σημαντικών ιών, του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV, Orthotospovirus tomatomaculae) και του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus CMV), σε φυτά τομάτας,· ii) η αξιολόγηση του στελέχους Bacillus amyloliquefaciens MBI600, εμπορικά διαθέσιμου ως Serifel®, έναντι του ιού του κίτρινου καρουλιάσματος των φύλλων της τομάτας (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV, Begomovirus coheni), μέσω αλευρωδομετάδοσης σε φυτά τομάτας· και iii) η αξιολόγηση της δράσης του έναντι του TSWV σε φυτά τομάτας μέσω μετάδοσης του ιού με θρίπες (Frankliniella occidentalis).
Λαμβάνοντας υπόψη την ήδη γνωστή αντιική δράση του Serifel® έναντι του TSWV (Beris et al., 2018), στο πρώτο μέρος αξιολογήθηκαν τα Serifel®, Pseudomonas putida Z13, Paraburkholderia eburnea EP3 και ο ζυμομύκητας SRL248 έναντι του CMV, καθώς και τα Z13, EP3 και SRL248 έναντι του TSWV. Τα πιο υποσχόμενα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν με την εφαρμογή των EP3 και SRL248 έναντι του TSWV, όπου καταγράφηκε σημαντική μείωση της έντασης των συμπτωμάτων. Όσον αφορά στη δράση του Serifel® στην αλευρωδομετάδοση του TYLCV σε φυτά τομάτας, η εφαρμογή του παράγοντα αυτού οδήγησε σε μείωση τόσο της έντασης των συμπτωμάτων όσο και του ιικού τίτλου. Η εφαρμογή του Serifel® μειώνει κατά 50% τα ποσοστά μετάδοσης του TSWV σε φυτά τομάτας μέσω θριπών φορέων. 

1 [bookmark: _Toc216695098]ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ
Μεταξύ των παθογόνων των φυτών, οι ασθένειες ιογενούς αιτιολογίας είναι ιδιαίτερα καταστροφικές, καθώς υπό ορισμένες συνθήκες μπορούν να οδηγήσουν σε πλήρη απώλεια της παραγωγής. Στη Μεσόγειο, ο ιός του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV, γένος Cucumovirus) και ο ιός του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV, γένος Orthotospovirus) συγκαταλέγονται ανάμεσα στα σημαντικότερα ιικά παθογόνα, ικανά να προκαλέσουν απώλειες που φτάνουν έως και το 100% της παραγωγής (Panno et al., 2021). Δεδομένου ότι δεν υπάρχουν αποτελεσματικά αντιικά σκευάσματα διαθέσιμα για εφαρμογή στον αγρό, η αντιμετώπιση των ιολογικών ασθενειών βασίζεται κυρίως σε προληπτικές στρατηγικές, όπως π.χ.: i) η χρήση γενετικά ανθεκτικών ποικιλιών και ii) η εφαρμογή εντομοκτόνων για την καταπολέμηση των εντόμων-φορέων των ιών. Ωστόσο, οι πηγές γενετικής ανθεκτικότητας δεν είναι πάντοτε διαθέσιμες, ενώ η ικανότητα των ιών να εξελίσσονται ταχύτατα οδηγεί συχνά στην εμφάνιση νέων στελεχών που υπερπηδούν την ανθεκτικότητα. Η καταπολέμηση των εντόμων-φορέων των ιών, όπου είναι εφικτή, προϋποθέτει την εκτεταμένη χρήση χημικών με αποτέλεσμα τεράστιο οικονομικό και περιβαλλοντικό κόστος. Στο πλαίσιο αυτό, ο εντοπισμός νέων, φιλικών προς το περιβάλλον, ανθεκτικών και βιώσιμων προσεγγίσεων για την αντιμετώπιση των ιολογικών ασθενειών καθίσταται επιτακτικός. Τα ριζοβακτήρια που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, PGPRs), και ιδιαίτερα είδη των γενών Bacillus και Pseudomonas, είναι ωφέλιμοι μικροοργανισμοί που ενισχύουν την ανάπτυξη, μέσω αποικισμού του ριζικού συστήματος, την παραγωγή φυτικών ορμονών, την έκκριση σιδηροφόρων, την ενίσχυση της πρόσληψης θρεπτικών στοιχείων και τη διαλυτοποίηση του φωσφόρου και των βιταμινών. Ταυτόχρονα τα PGPRs συμβάλλουν στην προαγωγή της άμυνας των φυτών μέσω της παραγωγής αντιβιοτικών και λυτικών ενζύμων, του ανταγωνισμού τους με φυτοπαθογόνους οργανισμούς και της ενεργοποίησης πολύπλοκων σηματοδοτικών μονοπατιών που επάγουν τη συστημική ανθεκτικότητα (Induced Systemic Resistance, ISR). Το τελευταίο καθιστά τα PGPRs ανάμεσα στις πιο περιβαλλοντικά φιλικές λύσεις για την καταπολέμηση των ασθενειών των φυτών. Παρότι τα δεδομένα που τεκμηριώνουν την αντιική δράση των PGPRs είναι πολυάριθμα, η χρήση τους στον αγρό για την αντιμετώπιση των ιολογικών ασθενειών παραμένει περιορισμένη. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η αποτελεσματικότητα ενός PGPR έναντι ενός ιού σε ένα συγκεκριμένο παθοσύστημα επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από το γένος ή/και το είδος του ιού. Επιπλέον, η μετάδοση της πλειονότητας των φυτικών ιών μέσω εντόμων-φορέων προσθέτει έναν ακόμη παράγοντα, ο οποίος ενδέχεται να επηρεάζεται διαφορετικά από την παρουσία διακριτών PGPRs. Συνεπώς, καθίσταται αναγκαία η περαιτέρω μελέτη αυτών των πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων, προκειμένου να εντοπιστούν τα κατάλληλα PGPRs που μπορούν να περιορίσουν αποτελεσματικά ένα συγκεκριμένο ιό. Στο πλαίσιο αυτό αξιολογήθηκε σε φυτά τομάτας η αντιική δράση των:
i) Serifel®, Pseudomonas putida Z13, Paraburkholderia eburnea EP3 και SRL248 έναντι του CMV, 
ii) Pseudomonas putida Z13, Paraburkholderia eburnea EP3 και SRL248 έναντι του TSWV,
iii)  Serifel® έναντι του TYLCV μέσω μετάδοσης του ιού με αλευρώδεις, και τέλος
iv) [bookmark: _Hlk216874316]Serifel® έναντι του TSWV μέσω μετάδοσης του ιού με θρίπες.

2 [bookmark: _Toc216695099]ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ
2.1 [bookmark: _Toc216695100]Αξιολόγηση των PGPRs έναντι του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (TSWV) και του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (CMV)
[bookmark: _Toc216694149][bookmark: _Toc216695101]Η αξιολόγηση της αντιικής δράσης των PGPRs πραγματοποιήθηκε σε φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum), υβριδίου Belladona F1, τα οποία αναπτύχθηκαν σε θερμοκήπιο ελεγχόμενων συνθηκών [εύρος θερμοκρασίας 20οC -25οC, 16 ώρες φωτοπερίοδος με συμπληρωματικό φωτισμό πέραν του φυσικού φωτός ημέρας, ο οποίος παρεχόταν από λαμπτήρες GreenPower LED flowering DR/W και DR/W/FR (22 μmol/s)]. 
Τα βακτηριακά στελέχη Pseudomonas putida Z13 (Ζ13) και Paraburkholderia eburnea EP3 (ΕΡ3) παραχωρήθηκαν από τον Καθ. Σωτήριο Τζάμο (Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών), ενώ το SRL248 από τον Δρ. Παναγιώτη Σαρρή (Ινστιτούτο Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας, Ινστιτούτο Τεχνολογίας και Έρευνας). Για την εφαρμογή των μικροοργανισμών που ελέγχθηκαν ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία. Το Serifel® αραιώθηκε σε αποστειρωμένο νερό σε συγκέντρωση 5,5 × 10⁷ cfu/ml. Στην περίπτωση των Z13, EP3 και SRL248, τα στελέχη καλλιεργήθηκαν αρχικά για 16 ώρες σε 8 mL θρεπτικού μέσου LB στους 28 °C με ανάδευση στα 150 rpm. Οι προ-καλλιέργειες που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκαν στη συνέχεια για τον εμβολιασμό 2 L LB και οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν για 16 ώρες στους 28 °C με ανάδευση στα 150 rpm. Μετά την επώαση, οι καλλιέργειες των μικροοργανισμών φυγοκεντρήθηκαν στα 5.000 rpm για 5 λεπτά και στη συνέχεια επαναιωρήθηκαν στον ίδιο όγκο αποστειρωμένου νερού, σε τελική συγκέντρωση 1–2 × 10⁸ cfu/ml. Για όλους τους μικροοργανισμούς που ελέγχθηκαν, 60 mL του προκύπτοντος εναιωρήματος εφαρμόστηκαν με ριζοπότισμα, ενώ το SRL248 εφαρμόστηκε επιπλέον και με ψεκασμό. Ακολουθήθηκε πρόγραμμα τριπλής εβδομαδιαίας εφαρμογής (ριζοπότισμα/ψεκασμός), με την πρώτη εφαρμογή να πραγματοποιείται στο αναπτυξιακό στάδιο κατά το οποίο έχει εκπτυχθεί πλήρως το δεύτερο πραγματικό φύλλο (στάδιο BBCH 102) των φυτών τομάτας. Η μόλυνση με τους ιούς πραγματοποιήθηκε μηχανικά σε ένα φυλλάριο του κορυφαίου πλήρως εκπτυγμένου σύνθετου φύλλου μία ημέρα μετά τη δεύτερη εφαρμογή των μικροοργανισμών. Τα μολύσματα των ιών που χρησιμοποιήθηκαν παρασκευάστηκαν με ομογενοποίηση μολυσμένου ιστού φυτών Nicotiana rustica σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου 10 mM, pH 7, με 0,2% w/v DIECA (αραίωση 1:3 w/v). Για τη μηχανική μόλυνση προστέθηκε 3% carborundum σε κάθε μόλυσμα. Ένα απλοποιημένο σχήμα της μεθοδολογικής προσέγγισης που ακολουθήθηκε για την αξιολόγηση της αντι-ικής δράσης των PGPRs έναντι συγκεκριμένων ιών παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.4.6-1. Φυτά χωρίς επέμβαση με τους μικροοργανισμούς (ριζοπότισμα/ψεκασμός με νερό) χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες και σε κάθε πείραμα αναλύθηκαν συνολικά 30 φυτά ανά μεταχείριση. 

[image: ]
Εικόνα 3.4.6-1: Σχηματική απεικόνιση των εφαρμογών που ακολουθήθηκαν για την αξιολόγηση της αντιικής δράσης των μικροοργανισμών.

Η εξέλιξη της μόλυνσης παρακολουθήθηκε οπτικά μέσω της παρατήρησης των συμπτωμάτων και, όπου απαιτούνταν, με τη μέτρηση συγκεκριμένων βιομετρικών χαρακτηριστικών των φυτών (π.χ. ύψος φυτού), ενώ η παρουσία και ο τίτλος των ιών αξιολογήθηκαν με ανοσοδοκιμές DAS-ELISA στα κορυφαία φύλλα, χρησιμοποιώντας εμπορικά αντισώματα ειδικά για κάθε ιό (LOEWE Biochemica GmbH). Οι δοκιμές DAS-ELISA πραγματοποιήθηκαν σε δείγματα που αποτελούνταν από τρία φυλλάρια τομάτας του κορυφαίου πλήρως εκτυγμένου φύλλου, τα οποία ομογενοποιήθηκαν (1:10 w/v) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 1X με 2% w/v polyvinylpyrrolidone (MW 40.000, PVP40, Sigma) και 0,2% bovine serum albumin (BSA, Sigma). Η αντίδραση για την ανίχνευση του αντιγόνου παρουσία του υποστρώματος της αλκαλικής φωσφατάσης PNPP, διήρκησε 30 min έως 1 ώρα όπου και μετρήθηκε η οπτική απορρόφηση των δειγμάτων  415 nm (OD415). Τα δείγματα θεωρήθηκαν θετικά όταν η OD415 ήταν μεγαλύτερη από 2,5 φορές τη μέση τιμή OD415 τριών υγιών δειγμάτων-μαρτύρων. Για τη στατιστική ανάλυση όλων των δεδομένων που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκε ανάλυση διακύμανσης ANOVA, ακολουθούμενη από μεταγενέστερους post-hoc ελέγχους.
Σχετικά με τη δράση των PGPRs έναντι του TSWV, καταγράφηκε σημαντική επίδραση στην εκδήλωση και ένταση των συμπτωμάτων του μόνο στα φυτά μετά την εφαρμογή του EP3 και SRL248. Η έναρξη ορατών συμπτωμάτων στα ανώτερα φύλλα των φυτών καταγράφηκε στις 10 ημέρες μετά την μόλυνση (days post inoculation, dpi) σε όλες τις μεταχειρίσεις. Η ανάλυση της έντασης των συμπτωμάτων πραγματοποιήθηκε στις 20 dpi και έδειξε ότι το 40% των φυτών που έλαβαν ριζοπότισμα με το EP3 παρουσίασαν εξασθενημένα συμπτώματα (Εικόνα 3.4.6-2 A και B, δείκτες 1 και 2), εμφανίζοντας μόνο ήπιο μωσαϊκό στα ανώτερα φύλλα και ελαφρά παραμόρφωση. Αντίθετα, η εφαρμογή του Ζ13 δεν έδειξε καμία επίδραση στην ανάπτυξη των συμπτωμάτων, καθώς η πλειονότητα των φυτών εμφάνισε σοβαρά συμπτώματα, παρόμοια με εκείνα των φυτών-μαρτύρων, και τα οποία περιελάμβαναν καθυστέρηση στην ανάπτυξη, χλώρωση και νέκρωση (Εικόνα 3.4.6-2 Α, δείκτης 3). Παρότι η εφαρμογή του EP3 οδήγησε σε στατιστικά σημαντική μείωση του δείκτη ασθένειας του TSWV (Εικόνα 3.4.6-2 Β), δεν παρατηρήθηκε επίδραση στη συγκέντρωση του TSWV, όπως υποδεικνύεται από τις τιμές OD415 που προέκυψαν από τις δοκιμές ELISA στις 20 dpi. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.4.6-2 C, δεν καταγράφηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στον τίτλο του ιού μεταξύ των μεταχειρίσεων, ενώ παρατηρήθηκε μια μη στατιστικά σημαντική τάση προς υψηλότερες τιμές OD415 (p-value 0,08) μετά την εφαρμογή του Z13.






























Εικόνα 3.4.6-2: (A) Ενδεικτικά φυτά που χρησιμοποιήθηκαν για την κατηγοριοποίηση της έντασης των συμπτωμάτων που προκαλεί ο ιός του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV) σε φυτά τομάτας. «0»: απουσία συμπτωμάτων, «1»: ήπιο μωσαϊκό και ελαφρά παραμόρφωση, «2»: καθυστέρηση στην ανάπτυξη και κατσάρωμα φύλλων, «3»: καθυστέρηση στην ανάπτυξη, χλώρωση και νέκρωση, δακτυλιωτές κηλίδες και καφέ χρώμα φύλλων. (B) Ποσοστό φυτών που εμφάνισαν τους διαφορετικούς δείκτες ασθένειας μετά την εφαρμογή των Pseudomonas putida Z13 (Z13) και Paraburkholderia eburnea EP3 (EP3). Φυτά ποτισμένα με νερό χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Διαφορετικά γράμματα υποδηλώνουν στατιστικά σημαντικές διαφορές (p < 0,05). (C) Επίπεδα συγκέντρωσης του TSWV, όπως υποστηρίζονται από τις τιμές OD415 που προέκυψαν από τις ανοσοδοκιμές ELISA στις 20 ημέρες μετά τη μόλυνση (days post inoculation, dpi).

Όσον αφορά στο στέλεχος SRL248, ακολουθήθηκαν δύο τρόποι εφαρμογής, είτε με ριζοπότισμα είτε με ψεκασμό. Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.4.6-3, και οι δύο εφαρμογές οδήγησαν σε μείωση της έντασης των συμπτωμάτων στις 21 dpi, με το 75% και το 65% των φυτών τομάτας να εμφανίζουν ηπιότερα συμπτώματα σε σύγκριση με τα φυτά-μάρτυρες, μετά από ριζοπότισμα και ψεκασμό αντίστοιχα (Εικόνα 3.4.6-3 A). Παρόμοια με τα αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν για το ΕP3, η συγκέντρωση του TSWV δεν επηρεάστηκε (Εικόνα 3.4.6-3 B). Επιπλέον, η εφαρμογή του SRL248 με ψεκασμό οδήγησε ταυτόχρονα σε στατιστικά σημαντική αύξηση του ύψους των φυτών, ακόμη και παρουσία του TSWV, υποστηρίζοντας την επαγωγή της ανάπτυξης (Εικόνα 3.4.6-3 C).
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Εικόνα 3.4.6-3: (A) Ποσοστό φυτών που εμφάνισαν διαφορετική ένταση συμπτωμάτων που προκαλεί ο TSWV μετά από εφαρμογή του SRL248 με ριζοπότισμα (SRL248D) και με ψεκασμό (SRL248S). Φυτά τομάτας ψεκασμένα ή ριζοποτισμένα με νερό χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Διαφορετικά γράμματα υποδηλώνουν στατιστικά σημαντικές διαφορές (p < 0,05). (B) Επίπεδα συσσώρευσης του TSWV, όπως υποστηρίζονται από τις τιμές OD415 που προέκυψαν από τις ανοσοδοκιμές ELISA στις 21 ημέρες μετά τη μόλυνση (days post inoculation, dpi). (C) Κατανομή του ύψους φυτών τομάτας μετά την εφαρμογή του SRL248 με ριζοπότισμα ή ψεκασμό σε σύγκριση με φυτά μάρτυρες (νερό), παρουσία του TSWV. Διαφορετικά γράμματα υποδηλώνουν στατιστικά σημαντικές διαφορές (p < 0,05).

Όσον αφορά στον CMV, τα συμπτώματα εμφανίστηκαν στα ανώτερα φύλλα των φυτών ήδη από τις 7 ημέρες μετά τη μόλυνση (dpi) και περιελάμβαναν μωσαϊκό των φύλλων, νημάτωση των φύλλων και μειωμένη ανάπτυξη. Καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε τόσο στο χρόνο όσο και στην ένταση των συμπτωμάτων μεταξύ των διαφορετικών εφαρμογών και των φυτών-μαρτύρων (Εικόνα 3.4.6-4 Α). Η ανάλυση της συγκέντρωσης του CMV στα ανώτερα φύλλα μέσω ανοσοδοκιμής ELISA στις 14 dpi δεν κατέδειξε καμία στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των εφαρμογών (Εικόνα 3.4.6-4 B).












Εικόνα 3.4.6-4: Επίπεδα συγκέντρωσης του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV), παρουσία των (Α) Pseudomonas putida Z13 (Z13), Paraburkholderia eburnea EP3 (EP3), Serifel® και (Β) SRL248,  όπως υποστηρίζονται από τις τιμές OD415 που προέκυψαν από τις ανοσοδοκιμές ELISA στις 14 ημέρες μετά τη μόλυνση. Καμία στατιστικά σημαντική διαφορά δεν παρατηρήθηκε.


2.2 [bookmark: _Toc216695102]Αξιολόγηση του Serifel® έναντι του ιού του κίτρινου καρουλιάσματος των φύλλων της τομάτας (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV μέσω μετάδοσής του με ιοφόρους αλευρώδεις Bemisia tabaci MED

Για τη διερεύνηση της ικανότητας του βιολογικού σκευάσματος Serifel® να επάγει ανθεκτικότητα ενάντια στον ιό του κίτρινου καρουλιάσματος των φύλλων της τομάτας (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), χρησιμοποιήθηκαν φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum) Belladonna F1, τα οποία μολύνθηκαν με τον ιό μέσω μετάδοσης με ιοφόρους αλευρώδεις του Bemisia tabaci MED. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 10 φυτά ανά επανάληψη και σε κάθε κλωβό απελευθερώθηκαν 50 ιοφόροι αλευρώδεις (arena test). Τα φυτά χωρίστηκαν σε δύο πειραματικές ομάδες: η πρώτη ομάδα έλαβε εφαρμογή του Serifel®, ενώ η δεύτερη έλαβε μόνο νερό και αποτέλεσε τον αρνητικό μάρτυρα (control). Η εφαρμογή του Serifel έγινε με 2 προληπτικές δόσεις και μία κατασταλτική (3 ημέρες μετά τη μόλυνση), σε απόσταση 1 εβδομάδας μεταξύ τους. Το Serifel® εφαρμόστηκε με δύο διαφορετικούς τρόπους: ριζοπότισμα (root drenching) και ψεκασμό στο φύλλωμα (foliar spraying). Για την κάθε μέθοδο εφαρμογής, χρησιμοποιήθηκαν 10 φυτά ανά ομάδα. Το πείραμα του ριζοποτίσματος πραγματοποιήθηκε σε τρεις ανεξάρτητες επαναλήψεις, ενώ ο ψεκασμός εφαρμόστηκε σε μία επανάληψη. Η παρακολούθηση της πορείας της ασθένειας πραγματοποιήθηκε οπτικά ανά δύο ημέρες για διάστημα 70 ημερών μετά τη μόλυνση, με καταγραφή του αριθμού των φυτών που εμφάνισαν συμπτώματα σε κάθε χρονική στιγμή. Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του TYLCV στα φυτά, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ποσοτικής PCR (qPCR). Η ανίχνευση και καταγραφή της συγκέντρωσης του ιού πραγματοποιήθηκε σε 2 χρονικές στιγμές, στις 14 και 18 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό (days post inoculation, dpi).  Ελήφθησαν  τα κορυφαία φύλλα από κάθε φυτό τομάτας  (~0.2 g), τα οποία υποβλήθηκαν σε εξαγωγή ολικού DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Chatzinasiou et al. (2010). Για την ανίχνευση του TYLCV, αξιολογήθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν οι δημοσιευμένοι εκκινητές (Πίνακας 1) των Papayiannis et al. (2010) που στοχεύουν στο γονίδιο της καψιδιακής πρωτεΐνη (CP) του ιού.


Πίνακας 3.4.6-1. Αλληλουχία εκκινητών και ιχνηλάτη που χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του TYLCV σε φυτά τομάτας (Papayiannis et al., 2010).
	Όνομα εκκινητή
	Αλληλουχία (5’3’)
	Μέγεθος προϊόντος (bp)

	UN-F
	TGTTGTAAGGGCCCGTGACT
	
62

	UN-R
	GACGGGCGTGGAAATGATTA
	

	UN-TAQ (ιχνηθέτης)
	{FAM}-TGTCGAAGCGACCCGGCGA-{BHQ1}
	




Για τη δημιουργία πρότυπης καμπύλης και τον προσδιορισμό της ευαισθησίας ανίχνευσης της αντίδρασης, παρήχθησαν συνθετικά αντίγραφα DNA από την περιοχή του γονιδίου της καψιδιακής πρωτεΐνης τα οποία υποβλήθηκαν σε διαδοχικές υπο-δεκαπλάσιες αραιώσεις σε ddH20 (συγκεντρώσεις δεκαδικών αραιώσεων από 10 έως 108 copies/μl). Ακολούθησε απόλυτη ποσοτικοποίηση, όπου η ποσότητα της ενισχυόμενης αλληλουχίας εκφράστηκε ως ο απόλυτος αριθμός αντιγράφων και προσδιορίζεται μέσω της πρότυπης καμπύλης και της εξίσωσής της. Η εξίσωση που προέκυψε από την πρότυπη καμπύλη ήταν y = -3.5082χ+40.391 με συντελεστή συσχέτισης (R2) 0.9944 (Εικόνα 3.4.6-5). Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του ιού στα δείγματα,  χρησιμοποιήθηκαν 5 ng εκχυλίσματος ολικού DNA από κάθε δείγμα, και ο αριθμός των μορίων DNA σε κάθε δείγμα υπολογίστηκε με βάση την εξίσωση που προέκυψε.



Εικόνα 3.4.6-5: Πρότυπη καμπύλη (standard curve) για τον ποσοτικό προσδιορισμό πλασμιδιακού DNA ποσοτική PCR (qPCR). Το γράφημα δείχνει τις τιμές Ct για εννέα διαδοχικές δεκαπλάσιες αραιώσεις (από 10⁸ έως 10⁰ αντίγραφα). Η γραμμική εξίσωση της παλινδρόμησης είναι y = –3,5082x + 40,391 με συντελεστή συσχέτισης R² = 0,9944, υποδεικνύοντας υψηλή γραμμικότητα. Η αποδοτικότητα της αντίδρασης υπολογίζεται σε ~93%.


Η εφαρμογή του Serifel® καθυστέρησε σημαντικά την εμφάνιση των συμπτωμάτων του TYLCV σε σύγκριση με την ομάδα του μάρτυρα (control), ανεξαρτήτως του τρόπου εφαρμογής. Στην περίπτωση του ριζοποτίσματος, τα φυτά που έλαβαν Serifel® δεν παρουσίασαν καθόλου συμπτώματα μέχρι την 44η ημέρα μετά τη μόλυνση, ενώ αντίθετα, στην ομάδα του μάρτυρα (control) όλα τα φυτά είχαν ήδη εμφανίσει συμπτώματα έως και την 24η ημέρα (Εικόνα 3.4.6-6 Α). Στην περίπτωση του ψεκασμού, η εφαρμογή του Serifel® επίσης επιβράδυνε την εκδήλωση των συμπτωμάτων σε σύγκριση με το control, αν και σε μικρότερο βαθμό σε σχέση με το ριζοπότισμα (Εικόνα 3.4.6-6 Β). 
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Εικόνα 3.4.6-6. Εξέλιξη της εμφάνισης συμπτωμάτων του TYLCV σε φυτά τομάτας μετά από εφαρμογή του Serifel®, είτε μέσω ριζοποτίσματος (Α) είτε ψεκασμού (Β). Στο διάγραμμα Α παρουσιάζεται ο μέσος όρος και η τυπική απόκλιση από τρεις ανεξάρτητες επαναλήψεις, ενώ στο διάγραμμα Β παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από μία επανάληψη. Η εφαρμογή του Serifel® καθυστέρησε σημαντικά την εμφάνιση συμπτωμάτων συγκριτικά με το control (μόλυνση με TYLCV χωρίς Serifel®) και με τους δύο τρόπους εφαρμογής.

Όσον αφορά στις συγκεντρώσεις του TYLCV, τα αποτελέσματα της ποσοτικής PCR έδειξαν μείωση του τίτλου του ιού παρουσία του Serifel® σε σχέση με το μάρτυρα (Water). Η μεγαλύτερη μείωση καταγράφηκε στις 28 ημέρες [Serifel (28), Εικόνα 3.4.6-7] και κυρίως στην εφαρμογή μέσω ριζοποτίσματος (Εικόνα 3.4.6-7 και 3.4.6-8). Ωστόσο, παρά την απουσία συμπτωμάτων σε μεγάλο ποσοστό των φυτών, αυτή δεν συνοδευόταν με απουσία του ιού αφού ο TYLCV ανιχνεύθηκε σε όλα τα δείγματα.  

[image: Εικόνα αποτελέσματος]
Εικόνα 3.4.6-7: Swarm plot των τιμών Ct για τέσσερις πειραματικές ομάδες: Serifel (14) – 14 ημέρες μετά τη μόλυνση (days post inoculation, dpi), Serifel (28) – 28 dpi, Water (14) – 14dpi και Water (28) – 28 dpi. Κάθε σημείο αντιπροσωπεύει μία μέτρηση Ct από τρεις ανεξάρτητες επαναλήψεις (replicates). Η χρωματική κωδικοποίηση επιτρέπει τη διάκριση των επαναλήψεων. Τα φυτά που έλαβαν Serifel® μέσω ριζοποτίσματος τείνουν να εμφανίζουν υψηλότερες τιμές Ct σε σύγκριση με τις αντίστοιχες ομάδες του μάρτυρα (εφαρμογή νερού), υποδεικνύοντας  τη μείωση του ιικού φορτίου.

[image: Εικόνα αποτελέσματος]
Εικόνα 3.4.6-8: Swarm plot των τιμών Ct για τέσσερις πειραματικές ομάδες: Serifel (14) – 14 ημέρες μετά τη μόλυνση (days post inoculation, dpi), Serifel (28) – 28 dpi, Water (14) – 14dpi και Water (28) – 28 dpi. Κάθε σημείο αντιπροσωπεύει μία μέτρηση Ct. Τα φυτά που έλαβαν Serifel® μέσω ψεκασμού τείνουν να εμφανίζουν υψηλότερες τιμές Ct σε σύγκριση με τις αντίστοιχες ομάδες του μάρτυρα (εφαρμογή νερού), υποδεικνύοντας  τη μείωση του ιικού φορτίου.


2.3 [bookmark: _Toc216695103][bookmark: _Toc216694152]Αξιολόγηση του Serifel® έναντι του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV), μέσω μετάδοσής του με ιοφόρους θρίπες Frankliniella occidentalis

Για τη διερεύνηση της ικανότητας του βιολογικού σκευάσματος Serifel® να επάγει ανθεκτικότητα ενάντια στη μόλυνση από τον ιό του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV), με το φορέα Frankliniella occidentalis χρησιμοποιήθηκε ένας πληθυσμός του θρίπα, που συλλέχθηκε από θερμοκηπιακή καλλιέργεια φασολιάς, από την περιοχή της Πέλλας. Στις δοκιμές χρησιμοποιήθηκε μία απομόνωση του ιού που προερχόταν από πιπεριά θερμοκηπίου P13 Jupiter (κωδικός ΜΦΙ 779). Για τη δημιουργία ιοφόρας αποικίας, ενήλικα θηλυκά άτομα του θρίπα επιτράπηκαν να ωοτοκήσουν σε μολυσμένα φυτά πιπεριάς σε εντομοστεγή κλωβό, σε θερμοκρασία 25±2 oC. Ακολούθως, 20-30 ημέρες μετά την έναρξη της ωοτοκίας, από την αποικία απομακρύνθηκαν για τις δοκιμές ενήλικα άτομα της επόμενης γενιάς. Στις δοκιμές χρησιμοποιήθηκαν φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum) Belladona F1 στο στάδιο των πρώτων πραγματικών φύλλων. Τα φυτά χωρίστηκαν σε δύο ομάδες: στη μία ομάδα εφαρμόστηκαν με ριζοπότισμα (root drenching), δύο προληπτικές δόσεις Serifel®, 1 εβδομάδα και 1 ημέρα πριν τη μόλυνση, σε απόσταση 1 εβδομάδας μεταξύ τους. Στο μάρτυρα (control) εφαρμόστηκε αντίστοιχα μόνο νερό. Το κάθε φυτό τοποθετήθηκε σε ατομικό κλωβό, όπου και ελευθερώθηκαν 5 θρίπες από την ιοφόρα αποικία/φυτό και επιτράπηκε διατροφή τους για μόλυνση για μία εβδομάδα. Πραγματοποιήθηκαν 2 επαναλήψεις/επέμβαση, με 8 φυτά ανά επανάληψη. Τα φυτά παρέμειναν σε θάλαμο ανάπτυξης (25οC, φωτοπερίοδος 16 h φως) για την καταγραφή των συμπτωμάτων για ένα μήνα και ελέγχθηκαν για την παρουσία του ιού με δοκιμές TAS-ELISA με αντισώματα του Ινστιτούτου DSMZ (https://www.dsmz.de). Ο έλεγχος των φυτών αφορούσε (α) τα τοπικά φύλλα στα οποία διατρέφονταν οι θρίπες και (b) το φύλλο κορυφής (έλεγχος διασυστηματικής μετακίνησης). Και στις δύο επαναλήψεις η εφαρμογή του Serifel® μείωσε τα ποσοστά προσβολής κατά 50%, ενώ παρατηρήθηκε και σημαντική καθυστέρηση της διασυστηματικής μετακίνησης του ιού.  

3 [bookmark: _Toc216695104]ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Οι φυτικοί ιοί ευθύνονται για περίπου το 50% των ασθενειών και προκαλούν σημαντικές αγρονομικές απώλειες, οι οποίες υπερβαίνουν τα 30 δισεκατομμύρια δολάρια ετησίως. Η διαχείρισή τους βασίζεται κυρίως στην πρόληψη που περιλαμβάνει τον έλεγχο των εντόμων-φορέων μέσω της εφαρμογής αγροχημικών. Η πρακτική αυτή έχει σημαντικές οικονομικές και περιβαλλοντικές επιπτώσεις και ως εκ τούτου, η εύρεση νέων φιλικών προς το περιβάλλον προσεγγίσεων για τη διαχείριση των ιώσεων είναι ύψιστης σημασίας. Στο πλαίσιο αυτό, αξιολογήθηκε η αντιική ικανότητα επιλεγμένων μικροοργανισμών που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (Plant Growth Promoting Microorganisms, PGPMs) έναντι τριών οικονομικά σημαντικών ιών, και συγκεκριμένα του ιού του κηλιδωτού μαρασμού της τομάτας (tomato spotted wilt virus, TSWV), του ιού του μωσαϊκού της αγγουριάς (cucumber mosaic virus, CMV) και του ιού του κίτρινου καρουλιάσματος των φύλλων της τομάτας (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) σε φυτά τομάτας. Γενικά, τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής καταδεικνύουν ότι η εφαρμογή συγκεκριμένων μικροοργανισμών μπορεί να οδηγήσει σε σημαντική μείωση της σοβαρότητας των συμπτωμάτων, κάτι το οποίο δεν συνδέεται απόλυτα με τη ταυτόχρονη μείωση της συγκέντρωσης του ιού, ενώ η επίδραση ενός PGPR εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το γένος / είδος του ιού. Συγκεκριμένα, κανένας μικροοργανισμός δεν επηρέασε την πορεία της μόλυνσης των φυτών με τον CMV. Αντίθετα, η εφαρμογή των Paraburkholderia eburnea EP3 με ριζοπότισμα και SRL248, είτε με ριζοπότισμα είτε με ψεκασμό, είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της έντασης των συμπτωμάτων που προκλήθηκαν από τον TSWV στο 40% και 75% των φυτών, αντίστοιχα. Ωστόσο, αυτή η μείωση των συμπτωμάτων φαίνεται να είναι ανεξάρτητη του τίτλου του ιού, καθώς η ποσότητα του TSWV ήταν παρόμοια ανάμεσα στις διαφορετικές επεμβάσεις που πραγματοποιήθηκαν. Επιπλέον, τόσο ο ψεκασμός όσο και το ριζοπότισμα με Serifel® είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση των συμπτωματικών φυτών σε πειράματα μετάδοσης του TYLCV με ιοφόρους αλευρώδεις. Η μείωση αυτή συνοδευόταν και από ταυτόχρονη μείωση του τίτλου του ιού. Τέλος, και καθώς υπήρχαν δεδομένα αντιικής δράσης του Serifel® έναντι του TSWV (Beris et al., 2018), στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκαν πειράματα της επίδρασης αυτού του βιολογικού παράγοντα έναντι του ιού, μέσω της μετάδοσής του με ιοφόρους θρίπες (Frankliniella occidentalis). Τα αποτελέσματα επιβεβαίωσαν την αντιική δράση του σκευάσματος, με μείωση της μετάδοσης σε ποσοστό 50% και καθυστέρηση της διασυστηματικής του μετακίνησης. Συνολικά, τα αποτελέσματά μας υπογραμμίζουν ότι ο αντιικός μηχανισμός που επάγεται από τους μικροοργανισμούς εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό τόσο από το μικροβιακό στέλεχος όσο και από τον ιό. Τα αποτελέσματά μας διευρύνουν τα δεδομένα για τα PGPRs που εμφανίζουν τεκμηριωμένη αντιική δραστηριότητα, ενώ ταυτόχρονα τονίζουν τη σημασία της αξιολόγησης κάθε μικροβιακού στελέχους ξεχωριστά και σε διάφορα παθοσυστήματα.
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