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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
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 μορία 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 (executive summary)
Το παραδοτέο Π3.4.9 αποτελεί έκθεση αποτελεσμάτων - διερεύνησης της δυνατότητας επαγωγής μηχανισμών άμυνας στα φύλλα και τους καρπούς της ροδακινιάς από επιλεγμένες βασικές ουσίες (όπως λεκιθίνες, εκχυλίσματα Equisetum arvense, άλατα, χιτοζάνη), που έγινε μέσω της ανάλυσης της έκφρασης γονιδίων που είναι γνωστό ότι εμπλέκονται στην άμυνα της ροδακινιάς έναντι φυτοπαθογόνων οργανισμών. 
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Η ροδακινιά (Prunus persica) αποτελεί μία από τις σημαντικότερες δενδρώδεις καλλιέργειες για την ελληνική γεωργία, με ιδιαίτερη οικονομική σημασία. Ωστόσο, η ποιότητα των καρπών επηρεάζεται σημαντικά από μυκητολογικές ασθένειες, με κυριότερη τη φαιά σήψη που προκαλείται από τον νεκροτροφικό μύκητα Monilinia fructicola. Η ασθένεια αυτή οδηγεί σε σημαντικές απώλειες παραγωγής και υποβάθμιση της ποιότητας των καρπών, ιδιαίτερα κατά το στάδιο της αποθήκευσης και εμπορικής διακίνησης (Papavasileiou et al., 2020).

Η διαχείριση της φαιάς σήψης βασίζεται διαχρονικά στη χρήση χημικών μυκητοκτόνων. Ωστόσο, η εντατική και επαναλαμβανόμενη χρήση τους έχει οδηγήσει στην εμφάνιση πληθυσμών του παθογόνου με αυξημένη ανθεκτικότητα, ενώ παράλληλα εγείρονται σοβαρές ανησυχίες σχετικά με τις επιπτώσεις τους στο περιβάλλον, τη δημόσια υγεία και τους μη στόχους-οργανισμούς (Romanazzi et al., 2016). Στο πλαίσιο αυτό, η Ευρωπαϊκή Ένωση προωθεί ενεργά τη μείωση της χρήσης χημικών φυτοπροστατευτικών προϊόντων και την ανάπτυξη εναλλακτικών, βιώσιμων στρατηγικών φυτοπροστασίας, με έμφαση σε σκευάσματα χαμηλού κινδύνου και βασικές ουσίες (EFSA, 2016).

Τα τελευταία χρόνια, ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η αξιοποίηση σκευασμάτων φυσικής προέλευσης, τα οποία είτε εμφανίζουν άμεση αντιμικροβιακή δράση, είτε λειτουργούν ως επαγωγείς αμυντικών μηχανισμών των φυτών. Η ενεργοποίηση διεργασιών του κυττάρου που σχετίζονται με την άμυνα του φυτού περιλαμβάνει μηχανισμούς, όπως η επαγόμενη διασυστηματική αντοχή (Induced Systemic Resistance, ISR) και η επίκτητη διασυστηματική αντοχή (Systemic Acquired Resistance, SAR) και οδηγούν σε ταχύτερη απόκριση του φυτού σε επικείμενη προσβολή (Conrath, 2009; Pieterse et al., 2014). Για τον λόγο αυτό το συγκεκριμένο παραδοτέο επικεντρώνεται στην αξιολόγηση της δυνατότητας σκευασμάτων φυσικής προέλευσης, όπως το BiFend, το Novastim και το Lisophos, να επάγουν αντίστοιχους μηχανισμούς άμυνας σε καρπούς ροδάκινου. 

Το Novastim™ αποτελεί προϊόν του μεταβολισμού του Bacillus subtilis και έχει αναφερθεί ότι περιέχει βιοδραστικά λιποπεπτίδια, τα οποία παρουσιάζουν τόσο άμεση μυκητοκτόνο δράση, όσο και ικανότητα ενεργοποίησης της διασυστηματικής άμυνας των φυτών, μέσω των μονοπατιών του γιασμονικού οξέος και του αιθυλενίου (Ongena et al., 2007· Kloepper et al., 2004; Yang et al., 2023). Αντίστοιχα, το BiFend® βασίζεται σε βασικές ουσίες, όπως η χιτοζάνη και το εκχύλισμα από Equisetum arvense, συστατικά τα οποία έχουν συσχετιστεί με ενίσχυση του μεταβολικού μονοπατιού των φαινολοπροπανοειδών, ενεργοποίηση αντιοξειδωτικών μηχανισμών και παραγωγή PR πρωτεϊνών (Iriti & Faoro, 2009; Romanazzi et al., 2018; García-Gaytán et al., 2019). Το Lisophos®, βασισμένο στη lysophosphatidylethanolamine (LPE), έχει αναφερθεί ότι συμβάλει στη ρύθμιση φυσιολογικών διεργασιών των φυτών, βελτιώνει τη σταθερότητα των κυτταρικών μεμβρανών και ενισχύει την ανθεκτικότητα των ιστών έναντι βιοτικών καταπονήσεων (Cowan et al., 2009; Özgen et al., 2015).

Σκοπός του παρόντος παραδοτέου είναι η αξιολόγηση της δυνατότητας των σκευασμάτων BiFend®, Lisophos® και Novastim™ να λειτουργήσουν ως επαγωγείς μηχανισμών άμυνας στη ροδακινιά, συμβάλλοντας στη μείωση της εξάρτησης από συμβατικά φυτοπροστατευτικά προϊόντα και στην ανάπτυξη βιώσιμων στρατηγικών διαχείρισης της φαιάς σήψης, σε συμφωνία με τις κατευθυντήριες γραμμές της ευρωπαϊκής κοινής αγροτικής πολιτικής για τη φυτοπροστασία.
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Σε συνέχεια της μελέτης της αποτελεσματικότητας σκευασμάτων χαμηλού κινδύνου στην διαχείριση της φαιάς σήψης, που προκαλείται από τον M. fructicola (Παραδοτέο Π. 3.4.8.), πραγματοποιήθηκε μελέτη της δυνατότητας των συγκεκριμένων προϊόντων να συμβάλουν στην επαγωγή μηχανισμών άμυνας σε καρπούς ροδάκινου. Συγκεκριμένα, έγινε αξιολόγηση των σκευασμάτων Novastim, Lisophos και BiFend, ως τα πιο αποτελεσματικά προϊόντα στην in vitro αξιολόγηση της απευθείας τοξικής δράσης έναντι του μύκητα, την in vivo μελέτη της επίδρασης τους στην εξέλιξη της φαιάς σήψης σε μετασυλλεκτικές εφαρμογές και την μελέτη αυτών σε επίπεδο προσυλλεκτικών εφαρμογών σε συνθήκες ανοιχτής καλλιέργειας στον αγρό, για τον ίδιο σκοπό. 

Το Novastim™ είναι σκεύασμα χαμηλού κινδύνου, προερχόμενο από το υπερκείμενο ζύμωσης στελέχους του Bacillus subtilis. Το σκεύασμα αποτελεί μείγμα προϊόντων του πρωτογενούς και του δευτερογενούς μεταβολισμού, μεταξύ των οποίων πεπτίδια, λιποπεπτίδια, οργανικά οξέα και ένζυμα, ενώ δεν περιέχει ζωντανά κύτταρα του μικροοργανισμού. Η σύνθεσή του το κατατάσσει στα εκχυλίσματα ωφέλιμων βακτηρίων με άμεση και έμμεση αντιμικροβιακή δράση. 

Ο Bacillus subtilis έχει μελετηθεί λεπτομερώς για την παραγωγή αντιμικροβιακών λιποπεπτιδίων, τα οποία παρουσιάζουν ισχυρή δράση έναντι φυτοπαθογόνων μυκήτων, κυρίως μέσω διαταραχής της δομής της κυτταρικής μεμβράνης, της δημιουργίας πόρων σε αυτή και της απώλειας ιόντων (Chen et al., 2009). Παράλληλα με την άμεση μυκητοκτόνο δράση, προϊόντα μεταβολισμού του B. subtilis μπορούν να λειτουργήσουν ως επαγωγείς διασυστηματικής αντοχής (Induced Systemic Resistance - ISR) στα φυτά. Η ISR περιλαμβάνει έναν μηχανισμό αμυντικών αποκρίσεων του φυτού, ο οποίος δεν σχετίζεται με άμεση τοξική δράση έναντι του παθογόνου, αλλά με την προετοιμασία (priming) του φυτού, ώστε να ανταποκρίνεται πιο άμεσα και αποτελεσματικά σε επικείμενη προσβολή από κάποιο παθογόνο (Pieterse et al., 2014). Στην περίπτωση του B. subtilis, η επαγωγή της ISR έχει συσχετιστεί, κυρίως, με την ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών, που εξαρτώνται από το γιασμονικό οξύ (JA) και το αιθυλένιο (ET), χωρίς την εμπλοκή του σαλικυλικού οξέος (Kloepper et al., 2004). Μεταβολίτες όπως η σουρφακτίνη, η ιτουρίνη και η φενγκυσίνη έχει αποδειχθεί, ότι λειτουργούν ως μόρια-σήματα, τα οποία αναγνωρίζονται από τον φυτικό οργανισμό και οδηγούν στην ενεργοποίηση της έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με την άμυνα, χωρίς να προκαλούν ενεργειακή καταπόνηση στο φυτό (Ongena et al., 2007, Sidorova et al., 2017, Kiesewalter et al., 2021, Contrath, 2009).

Η ενεργοποίηση της ISR από μη-παθογόνα βακτήρια ή προϊόντα του μεταβολισμού αυτών έχει συσχετιστεί με αυξημένη έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στη σύνθεση φαινολικών ενώσεων και φυτοαλεξινών, στην ενίσχυση των κυτταρικών τοιχωμάτων (λιγνινοποίηση), στη ρύθμιση οξειδοαναγωγικών ενζύμων (π.χ. υπεροξειδάσες, καταλάσες), και στη βελτίωση της συνολικής φυσιολογικής κατάστασης του φυτικού ιστού (Yang et al., 2023, Tunsagool et al., 2019, Shan et al., 2024).



Το BiFend® είναι, επίσης, σκεύασμα χαμηλού κινδύνου βασισμένο σε βασικές ουσίες (basic substances), με κύριο λειτουργικό συστατικό την υδροχλωρική χιτοζάνη (chitosan hydrochloride), σε αυξημένη συγκέντρωση σε σύγκριση με το συγγενές εμπορικό προϊόν Bioclean®. Η χιτοζάνη αποτελεί φυσικό πολυσακχαρίτη, προερχόμενο από την αποακετυλίωση της χιτίνης, με γνωστές αντιμικροβιακές ιδιότητες και σημαντικό ρόλο σε προγράμματα φυτοπροστασίας (Romanazzi et al., 2016).

Η δράση της χιτοζάνης αποδίδεται σε πολλαπλούς μηχανισμούς. Σε επίπεδο παθογόνου, η χιτοζάνη μπορεί να αλληλεπιδρά με τα αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια των κυτταρικών μεμβρανών των μυκήτων, προκαλώντας αύξηση της διαπερατότητας τους,  διαρροή του κυτταρικού περιεχομένου και κατά συνέπεια τον κυτταρικό θάνατο (Kravanja et al., 2019). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η χιτοζάνη παρεμποδίζει την μυκηλιακή  ανάπτυξη και την σποροποίηση του M. fructicola, αλλά και συγγενικών της μυκήτων, όπως ο B. cinerea, όμως η αποτελεσματικότητα αυτή εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη συγκέντρωση, το μοριακό βάρος και τον βαθμό αποακετυλίωσης του πολυμερούς (Li & Yu, 2001; Rabea et al., 2005; Badawy & Rabea, 2011; Yang et al., 2012).

Παράλληλα με την άμεση δράση έναντι φυτοπαθογόνων μυκήτων, η χιτοζάνη μπορεί να οδηγήσει και στην επαγωγή της άμυνας των φυτών. Εφαρμογές χιτοζάνης σε καλλιέργειες έχουν συσχετιστεί με ενεργοποίηση μονοπατιών άμυνας, όπως η αυξημένη ενεργότητα ενζύμων, όπως είναι η φαινυλαλανίνη-αμμωνία-λυάση (phenylalanine ammonia-lyase, PAL), η χιτινάση (chitinase, CHI), η περοξιδάση (peroxidase, POD), η υπεροξειδική δισμουτάση (superoxide dismutase, SOD) και η β-1,3-γλυκανάσες (β-1,3-glucanase, GLU) (Ma et al, 2013; Rommanazi, 2010). Ακόμη, εφαρμογές χιτοζάνης σε μετασυλλεκτικό στάδιο έχει βρεθεί, ότι βελτιώνουν τις φυσικοχημικές ιδιότητες καρπών ροδακίνου, μειώνουν τον ρυθμό αναπνοής του καρπού με αποτέλεσμα την καθυστέρηση της ωρίμανσης και γήρανσης αυτών. Ως εκ τούτου οι καρποί καθίστανται ανθεκτικότεροι σε αβιοτικές καταπονήσεις, αλλά και σε επικείμενες μολύνσεις από παθογόνους μικροργανισμούς, με αποτέλεσμα την αύξηση της αντοχής των καρπών κατά την αποθήκευση, την εμπορική διακίνηση και τη διάρκειας ζωής στο ράφι (Li et al., 2001; Rommanazi, 2016). Ακόμη, η αμυντική απόκριση σε διαφορετικά φυτικά είδη περιλαμβάνει την ενίσχυση των κυτταρικών τοιχωμάτων, την οξειδωτική έκρηξη, την αντίδραση υπερευαισθησίας, την ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP-κινασών και την αυξημένη έκφραση γονιδίων, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που σχετίζονται με την παθογένεση (pathogenesis related proteins, PR proteins) (Iriti M. & Faoro F., 2009).

Το εκχύλισμα Equisetum arvense, ως συστατικό του BiFend, αποτελεί πηγή υψηλής συγκέντρωσης πυριτίου, καθώς και άλλων βιοδραστικών ενώσεων, και έχει αναγνωριστεί ως σημαντικός παράγοντας επαγωγής αμυντικών μηχανισμών στα φυτά (García-Gaytán et al., 2019). Το πυρίτιο (Si) έχει αναγνωριστεί ως ιδιαίτερα σημαντικός παράγοντας για τη βελτίωση της ανάπτυξης και της αντοχής των φυτών απέναντι σε πληθώρα αβιοτικών καταπονήσεων, όπως η αλατότητα, η ξηρασία, οι ακραίες θερμοκρασίες, η ακτινοβολία UV-B και το μηχανικό στρες (Mandlik et al., 2020; Tripathi et al., 2020). Ο μηχανισμός δράσης του Si στην αντοχή των φυτών είναι, κυρίως μέσω της ενίσχυσης της μηχανικής αντοχής των ιστών και της σταθεροποίησης των κυτταρικών μεμβρανών, καθυστερώντας ή περιορίζοντας την εγκατάσταση παθογόνων μικροοργανισμών (Debona et al., 2017; Wang et al., 2017). Παράλληλα, έχει αποδειχθεί ότι το πυρίτιο δρα πέραν των φυσικών φραγμών, ενεργοποιώντας δευτερογενείς μεταβολικές οδούς και ενισχύοντας την παραγωγή φαινολικών ενώσεων, φλαβονοειδών, λιγνίνης και φυτοαλεξινών, καθώς και την αυξημένη δραστηριότητα ενζύμων άμυνας, όπως χιτινάσες και β-1,3-γλυκανάσες (Cruz et al., 2015; Ahanger et al., 2020). Η ενσωμάτωσή του στα κυτταρικά τοιχώματα αυξάνει την αντοχή των ιστών, ενώ παράλληλα ενεργοποιεί αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς, περιορίζει τη λιπιδική υπεροξείδωση και συμβάλλει στη ρύθμιση της ομοιόστασης ιόντων εντός του κυττάρου (Debona et al., 2017; Mostofa et al., 2021). Το πυρίτιο που υπάρχει στο εκχύλισμα  του Equisetum arvense, φαίνεται να συμμετέχει ενεργά και στην επαγωγή διασυστηματικής αντοχής, μέσω τροποποίησης της σηματοδότησης φυτικών ορμονών και της ενίσχυσης μηχανισμών άμυνας τύπου PTI (pathogen-triggered imunity, ISR (induced systematic resistance) και, σε ορισμένες περιπτώσεις, SAR (systematic acquired resistance) (Fauteux et al., 2005; Van Bockhaven et al., 2015a; Wang et al., 2017). Το πυρίτιο έχει συσχετιστεί με την ενεργοποίηση και αλληλεπίδραση των μονοπατιών σαλικυλικού οξέος, γιασμονικού οξέος και αιθυλενίου, ανάλογα με το φυτικό είδος και τον τύπο του παθογόνου, λειτουργώντας ως ρυθμιστής μηχανισμών άμυνας (Vivancos et al., 2015; Van Bockhaven et al., 2015b). Συνολικά, το εκχύλισμα  από Equisetum arvense μπορεί να θεωρηθεί επαγωγέας άμυνας, συμβάλλοντας στη βελτίωση της ανθεκτικότητας απέναντι σε μυκητολογικές ασθένειες και στη μείωση της εξάρτησης από συμβατικά φυτοπροστατευτικά προϊόντα (García-Gaytán et al., 2019). 

Σημαντικό συστατικό του BiFend, ακόμη, αποτελεί ο ορός γάλακτος, το οποίο είναι σύνθετο υπόστρωμα πλούσιο σε πρωτεΐνες ορού και αντιμικροβιακούς παράγοντες, όπως η λακτοφερρίνη. Η λακτοφερίνη εμπλέκεται στον μηχανισμό επαγόμενης διασυστηματικής αντοχής των φυτών, μέσω ενεργοποίησης της απόκρισης τύπου Pathogen-Associated Molecular Pattern-Triggered Immunity (PAMP-PTI), κατόπιν αναγνώρισης από αντίστοιχους υποδοχείς (Pattern Recognition Receptors, PRRs), γεγονός που οδηγεί στην επαγωγή της έκφρασης γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες σχετιζόμενες με την παθογένεση (Pathogenesis-Related, PR πρωτεΐνες) και στην παραγωγή αντιμικροβιακών πεπτιδίων (Buziashvili et al., 2023). Ωστόσο, η δράση της λακτοφερίνης έχει μελετηθεί πιο στοχευμένα για την απευθείας τοξική επίδραση σε φυτοπαθογόνους νεκροτροφικούς μύκητες, όπως ο B. cinerea, συγγενικός του M. fructicola, και όχι τόσο εκτενώς για την δυνατότητα επαγωγής μηχανισμών άμυνας σε καρπούς ροδακίνου (Wang et al., 2013).

Το Lisophos® είναι σκεύασμα χαμηλού κινδύνου βασισμένο στη lysophosphatidylethanolamine (LPE), μία φυσική φωσφολιπιδική ένωση που προέρχεται από φυτικής προέλευσης λεκιθίνες. Η LPE αποτελεί ενδιάμεσο μόριο του μεταβολισμού των φωσφολιπιδίων και είναι γνωστή για τη ρυθμιστική της δράση σε φυσιολογικές διεργασίες των φυτών.

Σε επίπεδο φυτικού ιστού, η LPE έχει συσχετιστεί με καθυστέρηση της γήρανσης, ρύθμιση της διαπερατότητας των κυτταρικών μεμβρανών και αύξηση της σταθερότητας των μεμβρανικών δομών (Cowan et al., 2009; Özgen et al., 2015). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι επηρεάζει θετικά τη βιοσύνθεση φαινολικών ενώσεων και αντιοξειδωτικών συστημάτων, τα οποία συνδέονται άμεσα με μηχανισμούς άμυνας έναντι φυτοπαθογόνων. Έχει αποδειχθεί ακόμη, ότι μπορεί να περιορίσει έμμεσα την ανάπτυξη φυτοπαθογόνων μυκήτων, κυρίως μέσω της ενίσχυσης της ανθεκτικότητας των φυτικών ιστών και της τροποποίησης της αλληλεπίδρασης ξενιστή–παθογόνου (Völz et al., 2021). Σε μετασυλλεκτικές εφαρμογές, η LPE έχει συσχετιστεί με μείωση της έντασης και της σοβαρότητας μυκητολογικών προσβολών σε καρπούς, βελτιώνοντας παράλληλα τη διάρκεια ζωής και την ποιότητα των προϊόντων (Cowan et al., 2009; Özgen et al., 2015).
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Για την αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας τριών σκευασμάτων, χρησιμοποιήθηκαν καρποί ροδάκινου (Prunus persica) στο στάδιο εμπορικής ωριμότητας, ομοιόμορφοι ως προς το μέγεθος και το στάδιο ωρίμανσης και απαλλαγμένοι από εμφανείς μηχανικές βλάβες ή συμπτώματα προσβολών από παθογόνους μικροοργανισμούς ή έντομα. Οι καρποί ήταν ποικιλίας «Κατερίνα» και προμηθεύτηκαν από τον Αγροτικό Συνεταιρισμό Αγία Κυριακή Νησελίου την ημέρα της συγκομιδής. Στη συνέχεια, μεταφέρθηκαν στον χώρο διεξαγωγής του πειράματος, όπου παρέμειναν σε συνθήκες ψύξης (4oC). 
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Για την αξιολόγηση της δυνατότητας επαγωγής μηχανισμών άμυνας των καρπών ροδάκινου επιλέχθηκαν τα σκευάσματα, που αναδείχθηκαν ως τα πιο αποτελεσματικά στο Έκθεση-Παραδοτέο ΠΕ3.4.8, συνδυάζοντας τα αποτελέσματα από τις in vitro δοκιμές τοξικότητας έναντι του M. fructicola, την in vivo αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας μετασυλλεκτικών εφαρμογών αυτών, αλλά και την in planta αξιολόγηση εφαρμογών σε προσυλλεκτικό στάδιο για την διαχείριση της φαιάς σήψης. Τα σκευάσματα χαμηλού κινδύνου, τα οποία διαφοροποιήθηκαν μελετώντας την αποτελεσματικότητα τους είναι τα  BiFend® και Lisophos® (Emphyton, Greece) και το NovastimTM® (Farma-Chem SA, Greece). 
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Μετά την μεταφορά των καρπών ροδάκινου σε συνθήκες ψύξης, έγινε επιφανειακή απολύμανση αυτών σε διάλυμα υποχλωριώδους νατρίου (2%) για 1 λεπτό. Τα υπολείμματα του υποχλωριώδους νατρίου απομακρύνθηκαν από τους καρπούς με 2 επακόλουθες πλύσεις σε αποστειρωμένο, απιονισμένο νερό για 1 λεπτό έκαστη, και στη συνέχεια οι καρποί παρέμειναν σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι την απομάκρυνση της υγρασίας από την επιφάνεια τους. Στη συνέχεια, οι καρποί τοποθετήθηκαν σε απολυμασμένα πλαστικά δοχεία (διαστάσεις 35*23.8*13 εκ.). Κάθε πλαστικό δοχείο περιείχε 12 καρπούς και αντιστοιχούσε σε μια πειραματική μεταχείριση. 
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Η εφαρμογή των σκευασμάτων υπό αξιολόγηση πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της εμβάπτισης. Για κάθε ένα από τα τρία προϊόντα παρασκευάστηκε υδατικό διάλυμα στην εμπορικά προκαθορισμένη συνιστώμενη δόση εφαρμογής, σύμφωνα με το πειραματικό πρωτόκολλο που περιεγράφηκε κατά τις in vivo δοκιμές (Έκθεση ΠΕ3.4.8-Ενότητα 2.1.3.2.3). Οι καρποί εμβαπτίστηκαν πλήρως στο αντίστοιχο διάλυμα για σταθερό χρόνο ενός (1) λεπτού, εξασφαλίζοντας ομοιόμορφη διαβροχή της επιφάνειάς τους. Μετά την εμβάπτιση, οι καρποί απομακρύνθηκαν από το διάλυμα, αποστραγγίστηκαν και αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου (23oC). Ως μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν καρποί που εμβαπτίστηκαν σε νερό, υπό τις ίδιες ακριβώς συνθήκες.

Μετά την εφαρμογή, οι καρποί τοποθετήθηκαν σε πλαστικά δοχεία σε ελεγχόμενες συνθήκες αποθήκευσης (θερμοκρασία 23oC, σχετική υγρασία 60% και φωτοπερίοδο 10 ώρες/ημέρα), οι οποίες διατηρήθηκαν σταθερές καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράματος. Η δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε σε πέντε χρονικά σημεία μετά την εμβάπτιση, συγκεκριμένα στις 6, 24, 48, 72 και 96 ώρες, προκειμένου να παρακολουθηθεί η χρονική εξέλιξη της απόκρισης των καρπών μετά από εφαρμογές των υπό αξιολόγηση προϊόντων. Σε κάθε χρονικό σημείο συλλέχθηκαν αντιπροσωπευτικά δείγματα από το μεσοκάρπιο τμήμα από 9 καρπούς για κάθε μεταχείριση. Τα δείγματα από τους 9 καρπούς αυτά αναμείχθηκαν αποτελώντας μια βιολογική επανάληψη της κάθε μεταχείρισης, ενώ στο σύνολο πραγματοποιήθηκαν 3 βιολογικές επαναλήψεις. Τα δείγματα καταψύχθηκαν άμεσα με τη χρήση υγρού αζώτου και αποθηκεύτηκαν σε συνθήκες βαθιάς κατάψυξης (-80°C) έως την περαιτέρω επεξεργασία.
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Τα δείγματα των καρπών μετά τις εφαρμογές σκευασμάτων χαμηλού κινδύνου κονιορτοποιήθηκαν σε πορσελάνινο γουδί με γουδοχέρι, παρουσία υγρού αζώτου. Στη συνέχεια, έγινε εκχύλιση του ολικού RNA από κάθε δείγμα σύμφωνα με τους Meisel et al. (2005), με μικρές τροποποιήσεις. Έγινε μεταφορά 0.2 g λυοτριβημένου ιστού σε σωληνάριο τύπου Eppendorf χωρητικότητας 2 ml, όπου αναμείχθηκαν με 800 μL προθερμασμένου διαλύματος εκχύλισης [2% (w/v) CTAB, 2% (w/v) PVP (mol wt 40,000), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% ß-mercaptoethanol]. Για την ανάμειξη χρησιμοποιήθηκε ομογενοποιητής με  χρήση δύο (2) μεταλλικών σφαιριδίων εντός του δείγματος, ενώ πραγματοποιήθηκαν δύο κύκλοι ανάμειξης με ενδιάμεση παραμονή των δειγμάτων σε θερμοστατούμενο επωαστήρα για 10 λεπτά. Στη συνέχεια, προστέθηκε ίση ποσότητα χλωφόρμιο-ισοαμυλική αλκοόλη (24:1) και έγινε ανάμειξη και φυγοκέντρηση (13000 g για 15 λεπτά). Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο και έγινε εκχύλιση εκ νέου με χλωροφόρμιο-ισοαμυλική αλκοόλη (24:1). Το υπερκείμενο μετάφερθηκε σε νέο σωληνάριο, όπου προστέθηκαν 250 μL χλωριούχο λίθιο και τα δείγματα παρέμειναν σε συνθήκες κατάψυξης (-20oC) για 12 ώρες. Στη συνέχεια έγινε κατακρήμνιση των νουκλεϊκών οξέων με φυγοκέντρηση (13000 g για 40 λεπτά) και δύο (2) βήματα καθαρισμού του τελικού προϊόντος με χρήση 500 μL αιθανόλης (70%) με ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις (13000 g για 15 λεπτά). Η πελέττα νουκλεϊκών οξέων που σχηματίστηκε στο σωληνάριο αφυδατώθηκε με παραμονή σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι εξάτμισης των υπολειμμάτων αιθανόλης και επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 40 μL υπερκάθαρου νερού. Η συγκέντρωση και η ποιότητα από κάθε δείγμα εξετάστηκε με ηλεκτροφόρηση του κάθε δείγματος σε πήκτη αγαρόζης (1.5% Agarose) και στη συνέχεια με τη χρήση φασματοφωτόμετρου. Στον πήκτη αγαρόζης προστέθηκε εξ αρχής η χρωστική ουσία MIDORI Green Xtra, που δεσμεύεται στις αζωτούχες βάσεις του RNA. Μετά την οπτικοποίηση του αποτελέσματος της ηλεκτροφόρησης με χρήση ακτινοβολίας UV, η εικόνα είχε δύο (2) σαφώς ξεχωριστές «μπάντες», που αντιπροσωπεύουν το ριβοσωμικό RNA (25S και 18S RNA, αντίστοιχα). Τέλος, πραγματοποιήθηκαν κατάλληλες αραιώσεις των δειγμάτων προκειμένου η τελική συγκέντρωση να είναι 10 ng νουκλεϊκών οξέων ανά ml, προκειμένου να χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια στις αντιδράσεις ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο, με αντίστροφη μεταγραφή (RT-PCR).
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Για τη μελέτη της απόκρισης του ροδάκινου (Prunus persica) σε εφαρμογές σκευασμάτων χαμηλού κινδύνου, επιλέχθηκαν γονίδια-δείκτες, που εμπλέκονται σε βασικά μονοπάτια της άμυνας των ιστών που μελετήθηκαν. Η μελέτη επικεντρώθηκε στην εξέλιξη της έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με το μονοπάτι άμυνας του σαλικυλικού οξέος (SA) και το μονοπάτι γιασμονικού οξέος (JA) και αιθυλενίου (ET), με το μονοπάτι των φαινολοπροπανοειδών και με μεταγραφικούς παράγοντες που παίρνουν μέρος στη ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων άμυνας.

Συγκεκριμένα, επιλέχθηκε το γονίδιο PpACS1, το οποίο κωδικοποιεί την 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase, ένζυμο-κλειδί στη βιοσύνθεση του αιθυλενίου. Το αιθυλένιο εμπλέκεται σε πολλές βιοχημικές διεργασίες των κυττάρων σε καρπούς ροδάκινου, λειτουργώντας κυρίως ως μόριο-σήμα για την ρύθμιση των μηχανισμών απόκρισης του καρπού, είτε σε μηχανικούς τραυματισμούς, είτε σε προσβολές από παθογόνους μικροοργανισμούς. Στο ροδάκινο η αυξημένη παραγωγή αιθυλενίου έχει συσχετιστεί με αυξημένη ανθεκτικότητα των καρπών σε επικείμενες προσβολές από νεκροτροφικούς μύκητες (Papavasileiou et al., 2020).  

Το γονίδιο PpNPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related genes 1) επιλέχθηκε ως θετικός ρυθμιστής του μονοπατιού παραγωγής SA. Το NPR1 επιτελεί θεμελιώδες ρόλο στην επίκτητη διασυστηματική  αντοχή (SAR) ελέγχοντας την μεταγραφή γονιδίων που σχετίζονται με την άμυνα σε φυτά (pathogenesis related genes-PR genes). Τα PR γονίδια κατανέμονται σε 17 ομάδες, μεταξύ των οποίων τα PR2 και PR4, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, όπως είναι οι γλουκανάσες και οι χιτινάσες. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν αντιμικροβιακές ιδιότητες, καθώς προκαλούν την αποδιάταξη των κυτταρικών τοιχωμάτων των μυκήτων, καθιστώντας τους καρπούς ανθεκτικούς σε εισβολές παθογόνων μικροοργανισμών. Οι αυξημένη έκφραση γονιδίων PR πρωτεϊνών είναι δείκτης ενεργοποίησης της επίκτητης διασυστηματικής αντοχής (LI et al., 2023).   

Ακόμη, επιλέχθηκε το γονίδιο PpERF1, μέλος της οικογένειας Ethylene Response Factors (AP2/ERF). Οι ERF μεταγραφικοί παράγοντες παίρνουν μέρος στα τελευταία στάδια της μεταγωγής σημάτων αιθυλενίου. Συγκεκριμένα προσδένονται στο μοτίβο GCC (GCC box) των υποκινητών των γονιδίων PR και επιδρούν στην αύξηση και ανάπτυξη των φυτικών ιστών, στην ωρίμανση των καρπών, αλλά και στην απόκριση των καρπών σε άλλα βιοτικά ή αβιοτικά στρες (Wang et al., 2017). Επίσης, ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων, που αποκρίνονται στο αιθυλένιο και συμμετέχουν στη διασταύρωση των μονοπατιών αιθυλενίου και γιασμονικού οξέος (JA). Στο ροδάκινο, ERF γονίδια έχουν συσχετιστεί με την επαγωγή PR πρωτεϊνών, όπως χιτινάσες και β-1,3-γλυκανάσες, καθώς και με τη διασυστηματική ενεργοποίηση μηχανισμών άμυνας σε απομακρυσμένα τμήματα των καρπών (Xie et al., 2014).

Για την αξιολόγηση της ενεργοποίησης του μονοπατιού των φαινυλοπροπανοειδών σε καρπούς ροδάκινου, επιλέχθηκε το γονίδιο PpPAL (Phenylalanine ammonia-lyase). Το PpPAL είναι σημαντικό ένζυμο-κλειδί, που παίρνει μέρος στην αρχική ρύθμιση και ενεργοποίηση του μονοπατιού των φαινυλoπροπανοειδών. Το ένζυμο PAL που κωδικοποιείται από το PpPAL, καταλύει τη μετατροπή της φαινυλαλανίνης σε trans-κινναμικό οξύ, οδηγώντας στη βιοσύνθεση φαινολικών ενώσεων, φλαβονοειδών, ανθοκυανινών και πρόδρομων μορίων λιγνίνης, τα οποία διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο τόσο σε βιοχημικούς μηχανισμούς άμυνας, όσο και στη μηχανική ενίσχυση των κυτταρικών τοιχωμάτων του φυτού (Dos Santos Pereira et al., 2014). Η έκφραση του PpPAL επάγεται έντονα κατά τη διάρκεια βιοτικών καταπονήσεων και έχει συσχετιστεί με αυξημένη συσσώρευση φαινολικών ενώσεων και ενισχυμένη αντιοξειδωτική ικανότητα των ιστών. Σε αλληλεπίδραση καρπών ροδάκινου με τον μύκητα Monilinia fructicola, έχει αναφερθεί αυξημένη έκφραση του PpPAL, ενώ αντίστοιχη παρατήρηση έχει γίνει και μετά από αβιοτικές καταπονήσεις (π.χ. θερμική καταπόνηση), οδηγώντας στο φαινόμενο «priming» του καρπού, που τον καθιστά έτοιμο να αντιμετωπίσει αποτελεσματικά μια επικείμενη προσβολή από κάποιον παθογόνο μικροοργανισμό. Συνολικά, το PpPAL αποτελεί αξιόπιστο μοριακό δείκτη ενεργοποίησης της φαινολοπροπανοειδούς οδού και της επαγόμενης διασυστηματικής άμυνας του ροδάκινου (Lizzio et al., 2025; Amri et al., 2021).  

Τέλος, επιλέχθηκε το γονίδιο PpWRKY22, το οποίο κωδικοποιεί έναν μεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας WRKY και διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση της αμυντικής απόκρισης του ροδάκινου σε βιοτικές καταπονήσεις. Το PpWRKY22 ενεργοποιείται έντονα μετά από βιοτικό στρες και λειτουργεί σε συνεργασία με το PpWRKY70, σχηματίζοντας ένα ρυθμιστικό μεταγραφικό σύμπλεγμα που ελέγχει την έκφραση γονιδίων του μεταβολικού μονοπατιού GABA (GABA shunt genes), οδηγώντας σε αυξημένη συσσώρευση γ-αμινοβουτυρικού οξέος (Li et al., 2025). Παράλληλα, το PpWRKY22 αλληλεπιδρά φυσικά με το γονίδιο PpHOS1, που κωδικοποιεί το ένζυμο Really Interesting New Gene (RING) finger E3 ligase και τον μεταγραφικό παράγοντα PpTGA1, επάγοντας μηχανισμούς άμυνας που σχετίζονται με το σαλικυλικό οξύ και κατά συνέπεια την παραγωγή PR-πρωτεϊνών (Li et al., 2021). Συνολικά, το PpWRKY22 αποτελεί αξιόπιστο μοριακό δείκτη ενεργοποίησης σύνθετων δικτύων άμυνας και επαγόμενης ανθεκτικότητας του ροδάκινου έναντι της φαιάς σήψης (Su et al., 2025).

Για την ανάλυση των επιπέδων έκφρασης των παραπάνω γονιδίων χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς το ActinP, που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη της ακτίνης και αποτελεί έναν από τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα γονίδια αναφοράς, καθώς παρουσιάζει σταθερά υψηλά επίπεδα έκφραση σε ιστούς ροδάκινου (Xu et al., 2022). 
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Η ποσοτική αντίδραση της πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction – qPCR) βασίζεται στην υψηλής ειδικότητας και επάρκειας ενίσχυση της αλληλουχίας στόχου και την ενσωμάτωση φθοροφόρων μορίων τα οποία επιτρέπουν την ποσοτικοποίηση των προϊόντων της αντίδρασης σε πραγματικό χρόνο. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό κιτ ABScript II One Step SYBR Green RT-qPCR Kit (RK20404), το οποίο περιέχει ως φθορίζουσα χρωστική ανίχνευσης την SYBR Green και τη χρωστική αναφοράς ROX. Ως πολυμεράση χρησιμοποιήθηκε η Taq DNA Polymerase σε ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα. Για να δράσει η DNA πολυμεράση έγινε αντίστροφη μεταγραφή των δειγμάτων RNA σε cDNA, με το ένζυμο ABScript II Reverse Transcriptase, σε αντίδραση qPCR ενός βήματος. Τέλος, οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον  Πίνακα 3.4.9.-1  και ήταν, ειδικοί για το κάθε γονίδιο που μελετήθηκε. Η προετοιμασία του κάθε δείγματος έγινε σε τελικό όγκο 25 μL, με τον υπολειπόμενο όγκο να αποτελείται από υπερκάθαρο, απαλλαγμένο από RNAσες, νερό, ενώ πραγματοποιήθηκαν τρεις (3) τεχνικές επαναλήψεις για κάθε δείγμα. Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε Real-Time PCR StepOnePlus™ System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).


          Πίνακας 3.4.9-1 Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις qPCR
	Primer name
	Nucleotide sequence (5′ – 3′)
	Target gene
	Reference

	Actin-Fw
	TCAATGTGCCTGCCATGTAT
	Actin-7
	Papavasileiou et al., 2020

	Actin-Rv
	AGCAAGGTCCAGACGAAGAA
	
	

	PpPAL-Fw
	ATGAGGTGAAGCGCATGGTG
	PAL
	Pereira et al., 2013

	PpPAL-Rv
	CTATGGCAGCCACTTGGGAA
	
	

	PpACS1-Fw
	TGATGGTGAGATGGTGCTTTG
	PpACS1
	Wang et al., 2023

	PpACS1-Rv
	AATGTTCTGATCCTTTTGAGTGC
	
	

	PpNPR1-Fw
	GAGATTGGTGGGGAGGTGTG
	PpNPR1
	Li et al., 2023

	PpNPR1-Rv
	CCTTGTGAGGCGCTTAGTGA
	
	

	PpWRKY22-Fw
	CGATGATGATGGTGATGATG
	PpWRKY22
	Chen et al., 2016

	PpWRKY22-Rv
	ACGACGAAGAGATTGAAGA
	
	

	PpERF1-Fw
	ACCACCATCACAGTCAACCC
	PpERF1
	Zhang et al., 2023

	PpERF1-Rv
	CTGACACCGTTTCGAGTGGA
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Για κάθε αντίδραση καταγράφηκαν οι τιμές του κύκλου ανίχνευσης (Ct), οι οποίες αντιστοιχούν στον κύκλο κατά τον οποίο το φθορίζον σήμα υπερέβη το προκαθορισμένο όριο ανίχνευσης. Η ειδικότητα της ενίσχυσης επιβεβαιώθηκε με ανάλυση της καμπύλης τήξης (melt curve), ενώ αντιδράσεις που παρουσίασαν πολλαπλές κορυφές ή ενδείξεις μη ειδικής ενίσχυσης αποκλείστηκαν από την περαιτέρω ανάλυση.

Για την κανονικοποίηση των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε γονίδιο αναφοράς (PpActin), το οποίο επιλέχθηκε λόγω της σταθερής έκφρασής του στα εξεταζόμενα δείγματα. Για κάθε δείγμα υπολογίστηκε η τιμή ΔCt ως η διαφορά μεταξύ του Ct του γονιδίου στόχου και του Ct του γονιδίου αναφοράς. Η σχετική μεταβολή της γονιδιακής έκφρασης μεταξύ των επεμβάσεων και του μάρτυρα υπολογίστηκε με τη μέθοδο 2−ΔΔCt, όπου to ΔΔCt προέκυψε από τη διαφορά των τιμών ΔCt μεταξύ κάθε δείγματος και του αντίστοιχου μάρτυρα αναφοράς. 

Για την αξιολόγηση της επίδρασης των διαφορετικών επεμβάσεων και του χρόνου μετά την εφαρμογή, εφαρμόστηκε ανάλυση διακύμανσης (ANOVA), με τους παράγοντες «επέμβαση» και «χρόνος», όταν πληρούνταν οι προϋποθέσεις κανονικότητας και ομοσκεδαστικότητας. Σε περιπτώσεις όπου εντοπίστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές, ακολούθησε έλεγχος πολλαπλών συγκρίσεων μεταξύ των μέσων τιμών με τη δοκιμή Tukey’s HSD. Όταν τα δεδομένα δεν πληρούσαν τις παραπάνω προϋποθέσεις, χρησιμοποιήθηκε μη παραμετρική δοκιμή Kruskal–Wallis, ακολουθούμενη από αντίστοιχη post hoc σύγκριση. Το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε στο p ≤ 0,05. Τα αποτελέσματα παρουσιάστηκαν ως μέσος όρος ± τυπικό σφάλμα των βιολογικών επαναλήψεων.
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Η σχετική έκφραση των γονιδίων PpACS1, PpNPR1, PpERF1, PpPAL και PpWRKY22 σε δείγματα από καρπούς ροδάκινου, που είχαν δεχτεί εφαρμογές σκευασμάτων χαμηλού κινδύνου για την διερεύνηση της επαγωγής μηχανισμών άμυνας μελετήθηκε μέσω της RT-qPCR και παρουσιάζεται σε σχέση με το δείγμα-μάρτυρα ανά χρονική στιγμή. Η διακεκομμένη γραμμή στο διάγραμμα υποδηλώνει το επίπεδο σχετικής έκφρασης ίσης με 1 (δηλαδή απουσία μεταβολής έναντι του μάρτυρα), ενώ τιμές >1 ερμηνεύονται ως επαγωγή/υπερέκφραση. Ως το ελάχιστο επίπεδο σημαντικής υπερέκφρασης των γονιδίων ορίστηκε το διπλάσιο επίπεδο έκφρασης του αντίστοιχου μάρτυρα (2−ΔΔCt =2)
[image: ]Μετά από εμβάπτιση των καρπών στο σκεύασμα BiFend, παρατηρήθηκε έντονη και ταχεία επαγωγή γονιδίων που σχετίζονται με το μονοπάτι άμυνας του γιασμονικού οξέος-αιθυλενίου και το μεταβολικό μονοπάτι των φαινυλοπροπανοειδών. Η μεγαλύτερη διαφοροποίηση καταγράφηκε στο γονίδιο PpERF1, το οποίο εμφάνισε πολύ υψηλό έκφρασης στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση (περίπου 25 φορές υψηλότερα), ακολουθούμενη από χαμηλότερα επίπεδα στις 24–48 ώρες (από 1.5 έως 3 φορές υψηλότερα του μάρτυρα). Αυξημένη έκφραση παρατηρήθηκε επίσης στις 72 ώρες μετά την εμβάπτιση των καρπών (9 φορές υψηλότερα) και ιδιαίτερα στις 96 ώρες μετά την εμβάπτιση όπου καταγράφηκε αύξηση 20 φορές σχετικά με τον μάρτυρα. Παράλληλα, τα γονίδια PpPAL και PpWRKY22 παρουσίασαν ισχυρή ενεργοποίηση στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση (13.5 και 9.7 φορές αυξημένη έκφραση σχετικά με τον μάρτυρα). Στις μετέπειτα χρονικές στιγμές και τα δύο γονίδια δεν σημείωσαν σημαντική υπερέκφραση. Το ίδιο παρατηρήθηκε και για τα γονίδια PpACS1 και PpNPR1 για όλες τις χρονικές στιγμές, υποδηλώνοντας την απουσία συμμετοχής αυτών στην επαγόμενη 

Γράφημα 3.4.9-1. Σχετική έκφραση γονιδίων του ροδάκινου που σχετίζονται με την άμυνα του καρπού κατόπιν εφαρμογής του σκευάσματος χαμηλού κινδύνου BiFend. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως σχετική έκφραση σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης που παρατηρήθηκαν στον μάρτυρα. 
διασυστηματική άμυνα του καρπού, μετά από εμβάπτιση στο BiFend (Διάγραμμα 3.4.9-1). Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν την αποτελεσματικότητα του σκευάσματος αυτού στην ενεργοποίηση του μονοπατιού του γιασμονικού οξέος και του αιθυλενίου, αλλά και αυξημένη παραγωγή μεταγραφικών παραγόντων της οικογένειας WRKY. Και τα δύο αυτά φαινόμενα οδηγούν σε αυξημένη παραγωγή πρωτεϊνών που σχετίζονται με την παθογένεση, ενώ πιθανώς να επιτυγχάνεται ενίσχυση της αντοχής των κυττάρων μέσω του μονοπατιού των φαινυοπροπανοειδών.  
[image: ]Η μεταχείριση με Lisophos προκάλεσε τη μεγαλύτερη συνολικά επαγωγή έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με το μονοπάτι των φαινυλοπροπανοειδών με ιδιαίτερα έντονα πρώιμη απόκριση. Το γονίδιο PpPAL εμφάνισε εξαιρετικά υψηλά επίπεδα έκφρασης στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση (43 φορές πιο αυξημένα σε σχέση με τον μάρτυρα), ενώ στις επόμενες χρονικές στιγμές η έκφραση μειώθηκε έντονα, ξεπερνώντας το επίπεδο έκφραση 2 μόνο τη χρονική στιγμή 96 ώρες μετά την εμβάπτιση, αλλά σε χαμηλά ακόμη επίπεδα (διπλάσιο επίπεδο έκφραση συγκριτικά με τον μάρτυρα). Αντίστοιχα, το γονίδιο PpWRKY22 παρουσίασε πρώιμη επαγωγή στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση σε επίπεδο 45 φορές αυξημένο του επιπέδου έκφρασης στον μάρτυρα. Στις μετέπειτα χρονικές στιγμές παρατηρήθηκε είτε υποέκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου (24, 48, και 72 ώρες μετά την εμβάπτιση), είτε καμία διαφοροποίηση από τα επίπεδα έκφρασης του μάρτυρα (96 ώρες μετά την μόλυνση). Συνεπώς, παρατηρείται έντονη επαγωγή του μηχανισμού άμυνας που σχετίζεται με την παραγωγή φαινυλοπροπανοειδών και μεταγραφικών παραγόντων, που πιθανώς οδηγούν σε αυξημένη παραγωγή PR πρωτεϊνών.  Το PpERF1 εμφάνισε σαφή αλλά σαφώς χαμηλότερη επαγωγή συγκριτικά με τα γονίδια PpPAL/PpWRKY22, με τιμές 2.5 φορές αυξημένες στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση, ενώ στις υπόλοιπες χρονικές στιγμές δεν παρατηρήθηκε καμία σημαντική μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του συγκεκριμένου γονιδίου. Το γεγονός αυτό στηρίζει την υπόθεση της επαγωγής των μηχανισμών σηματοδότησης και ενεργοποίησης της άμυνας του καρπού μέσω του μονοπατιού του γιασμονικού οξέος και του αιθυλενίου, κάτι που επιβεβαιώνεται από την αυξημένη έκφραση του γονιδίου PpACS1 στις 6 ώρες μετά την εμβάπτιση, γονίδιο απαραίτητο για την βιοσύνθεση του αιθυλενίου. Το τελευταίο γονίδιο δεν σημειώνει καμία έντονη μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του τις χρονικές στιγμές 24, 48, 72 και 96 ώρες μετά την εμβάπτιση, γεγονός που υποδηλώνει την συμμετοχή του αντίστοιχου μηχανισμού άμυνα μόνο άμεσα μετά την εφαρμογή του σκευάσματος. Όπως και στο BiFend, το PpNPR1 παρέμεινε πρακτικά μη επαγόμενο και αντιθέτως σημειώθηκε υποέκφραση αυτού σε όλα τα χρονικά σημεία που μελετήθηκαν, γεγονός που δεν υποστηρίζει ενεργοποίηση της επίκτητης διασυστηματικής αντοχής (SAR) ως κύριας οδού απόκρισης (Γράφημα 3.4.9-2).Γράφημα 2. Σχετική έκφραση γονιδίων του ροδάκινου που σχετίζονται με την άμυνα του καρπού κατόπιν εφαρμογής του σκευάσματος χαμηλού κινδύνου Lisophos. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως σχετική έκφραση σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης που παρατηρήθηκαν στον μάρτυρα.

Αναφορικά με τις εφαρμογές του σκευάσματος Novastim, δεν σημειώθηκε καμία θετική απόκριση των μηχανισμών άμυνας των καρπών ροδακίνου, σε καμία χρονική στιγμή (Γράφημα 3.4.9-3). Συνεπώς, δεν φαίνεται από τα συγκεκριμένα αποτελέσματα να επάγει κάποιο μεταβολικό μονοπάτι στον καρπό, που να σχετίζεται με την άμυνα. Ωστόσο, τα αποτελέσματα αυτά τεκμηριώνουν τα αποτελέσματα από τις προηγούμενες in vitro δοκιμές της τοξικότητας του προϊόντος αυτού έναντι του M. fructicola, καθώς είχε αναδειχθεί ως το πιο αποτελεσματικό σκεύασμα, με απευθείας δράση στον μύκητα. 
[image: ]
Γράφημα 3. Σχετική έκφραση γονιδίων του ροδάκινου που σχετίζονται με την άμυνα του καρπού κατόπιν εφαρμογής του σκευάσματος χαμηλού κινδύνου Novastim. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως σχετική έκφραση σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης που παρατηρήθηκαν στον μάρτυρα.
Συμπερασματικά, η εφαρμογή των σκευασμάτων Lisophos και BiFend προκάλεσε ενεργοποίηση των αμυντικών μηχανισμών των καρπών, κυρίως μέσω μονοπατιών που σχετίζονται με γιασμονικό οξύ, οδήγησαν σε αυξημένη ενεργότητα του μονοπατιού των φαινυλοπροπανοειδών, και σε αυξημένη παραγωγή μεταγραφικών παραγόντων WRKY. Η συμμετοχή της επίκτητης διασυστηματικής άμυνας δεν παρατηρήθηκε μέσω της μελέτης του γονιδίου NPR1. 


[bookmark: _Toc217989565]ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η παρούσα μελέτη διερεύνησε τη δυνατότητα τριών σκευασμάτων χαμηλού κινδύνου (BiFend®, Lisophos® και Novastim™) να επάγουν μοριακούς μηχανισμούς άμυνας σε καρπούς ροδακινιάς μετά από μετασυλλεκτική εφαρμογή, μέσω της ανάλυσης της έκφρασης επιλεγμένων γονιδίων-δεικτών άμυνας. Τα αποτελέσματα της RT-qPCR κατέδειξαν σαφείς διαφοροποιήσεις τόσο ως προς την ένταση όσο και ως προς τη χρονική δυναμική της απόκρισης των καρπών μεταξύ των εξεταζόμενων σκευασμάτων.

Το BiFend® προκάλεσε αξιοσημείωτη ενεργοποίηση γονιδίων, που σχετίζονται με τη σηματοδότηση μέσω του αιθυλενίου, με κυρίαρχη την έντονη επαγωγή έκφρασης του PpERF1, καθώς και ενεργοποίηση των PpPAL και PpWRKY22. Το προφίλ αυτό υποδηλώνει ότι το BiFend® λειτουργεί ως επαγωγέας άμυνας κυρίως μέσω μηχανισμών που σχετίζονται με τα μονοπάτια ET/JA και τη ρύθμιση της έκφρασης καθοδικών γονιδίων άμυνας, χωρίς ωστόσο να ενεργοποιεί το μονοπάτι του σαλικυλικού οξέος.

Το Lisophos® παρουσίασε τη ισχυρότερη πρώιμη απόκριση των μηχανισμών άμυνας του ροδάκινου, μεταξύ των τριών σκευασμάτων, με εξαιρετικά υψηλή επαγωγή των PpPAL και PpWRKY22 στις πρώτες ώρες μετά την εφαρμογή. Παράλληλα, η αύξηση της έκφρασης του PpACS1 υποδηλώνει συμμετοχή της σηματοδότησης αιθυλενίου σε συγκεκριμένες χρονικές στιγμές της απόκρισης του καρπού. Και στην περίπτωση του Lisophos®, το PpNPR1 παρέμεινε μη επαγόμενο, υποδεικνύοντας ότι η παρατηρούμενη άμυνα δεν διαμεσολαβείται πρωτίστως από μηχανισμούς SA/SAR.

Αντιθέτως, το Novastim™ δεν οδήγησε σε σημαντική επαγωγή κανενός από τα εξεταζόμενα γονίδια άμυνας στα χρονικά σημεία που μελετήθηκαν. Τα επίπεδα έκφρασης παρέμειναν χαμηλά και συγκρίσιμα με τον μάρτυρα, γεγονός που υποδηλώνει ότι, υπό τις συγκεκριμένες συνθήκες μετασυλλεκτικής εφαρμογής, το Novastim™ δεν λειτούργησε ως επαγωγέας των επιλεγμένων αμυντικών μονοπατιών στους καρπούς ροδακινιάς.

Συνολικά, τα αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι τα BiFend® και Lisophos® διαθέτουν σαφή ικανότητα επαγωγής μηχανισμών άμυνας σε καρπούς ροδακινιάς σε διαφορετική ένταση, ενώ το Novastim™ δεν παρουσίασε αντίστοιχη δράση. Η απουσία επαγωγής του PpNPR1 και στα τρία σκευάσματα υποδηλώνει ότι οι παρατηρούμενες αποκρίσεις σχετίζονται κυρίως με μονοπάτια ET/JA, μεταγραφικούς παράγοντες (ERF, WRKY) και το μεταβολικό μονοπάτι των φαινολοπροπανοειδών, παρά με την κλασική επίκτητη διασυστηματική αντοχή τύπου SAR. Τα δεδομένα αυτά ενισχύουν τον ρόλο των BiFend® και Lisophos® ως υποσχόμενων εργαλείων για την ανάπτυξη ολοκληρωμένων και βιώσιμων στρατηγικών διαχείρισης της φαιάς σήψης σε καρπούς ροδακινιάς.
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