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Παραδοτέο Π.3.5.3: Βέλτιστες συνθήκες in vitro καλλιέργειας παραγωγής των βιοδραστικών μορίων/ενώσεων

Πληροφορίες για το έγγραφο
Αριθμός παραδοτέου: Π.3.5.3
Ενότητα εργασίας: ΕΕ3
Επικεφαλής δικαιούχος: [ΓΠΑ/ΕΛΓΟ-ΔΗΜΗΤΡΑ/ΜΦΙ/ΑΠΘ/ΔΠΘ/ΙΤΕ/ΕΛΜΕΠΑ]
Συγγραφείς: [Παναγιώτης Σαρρής]
Έκδοση: 1.0
Είδος Παραδοτέου: [Έκθεση]
Ημερομηνία παράδοσης: [15 - 12 – 2025]

Στοιχεία Πράξης
Τίτλος: Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος
Τίτλος (EN): InnoPP-Innovations in Plant Protection for sustainable and environmentally friendly pest control
Κωδικός πράξης: TAEDR-0535675
Ακρωνύμιο έργου: InnoPP
Ημερομηνία έναρξης: 15 Μαΐου 2023
Διάρκεια: 28 Μήνες
Συντονιστής Φορέας: Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών
Συντονιστής/ Επιστημονικός Υπεύθυνος: Ιωάννης Βόντας
Πίνακας Περιεχομένων

1	ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ	4
2	ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ	5
2.1	Υλικα και μεθοδοι	5
2.2	αποτελέσματα και συζήτηση	5
3	ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ	10
4	ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι- Βιβλιογραφικές Αναφορές	11



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 Π3.5.3
Στο πλαίσιο του παραδοτέου 3.5.3 αξιολογήθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες in vitro καλλιέργειας των ωφέλιμων βακτηρίων για την παραγωγή των βιοδραστικών ενώσεων. Περιγράφονται οι εργασίες στα πλαίσια της Εμβληματικής δράσης «Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος», οι οποίες έλαβαν χώρα στα παρακάτω ερευνητικά Ινστιτούτα και Πανεπιστήμια:
•	Ινστιτούτο Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας (ΙΜΒΒ) του Ιδρύματος Έρευνας και Τεχνολογίας (ΙΤΕ), και στο εργαστήριο «Μικροβιολογίας και Αλληλεπιδράσεων Μικροβίου – Ξενιστή» του Καθ. Π. Σαρρή.


1 [bookmark: _Toc184738476]ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ
Τα ωφέλιμα βακτήρια και μύκητες μελετώνται τα τελευταία χρόνια ως προς την ικανότητά τους να αναστέλλουν φυτοπαθογόνα μικρόβια. Το θρεπτικό μέσο όπου μεγαλώνουν μπορεί να επηρεάσει τους μεταβολίτες που παράγονται και καταπολεμούν τα φυτοπαθογόνα ελέγχοντας τον άνθρακα, το άζωτο, τα μέταλλα και τους αυξητικούς παράγοντες. Αυτοί επηρεάζουν άμεσα τον τύπο, την ποσότητα και την αποτελεσματικότητα των αντιμυκητιακών ενώσεων (δευτερογενών μεταβολιτών) που παράγονται από ωφέλιμα μικρόβια όπως μύκητες και βακτήρια, με βελτιστοποιημένα μέσα που ενισχύουν την παραγωγή για βιολογικό έλεγχο, ενώ η έλλειψη θρεπτικών συστατικών ή συγκεκριμένες μετατοπίσεις θρεπτικών συστατικών μπορούν να προκαλέσουν αντιδράσεις στο στρες ή ανταγωνιστικές στρατηγικές που είτε ενισχύουν είτε μειώνουν την παραγωγή προστατευτικών μεταβολιτών (Ahsan et al., 2022; Chen et al., 2024; Fatima & Senthil-Kumar, 2015).

Ο σκοπός του παρόντος εγγράφου είναι να μελετηθούν και να αναδειχθούν μικρόβια από ήδη υπάρχουσες μικροβιακές βιβλιοθήκες ως προς την ικανότητά τους να παρεμποδίζουν φυτοπαθογόνα βακτήρια και μύκητες.
Το παρόν έγγραφο ακολουθεί την παρακάτω δομή:
1. Εισαγωγή και Στόχοι: Παρουσιάζεται το πλαίσιο της έρευνας και οι στόχοι του εγγράφου.
2. Περιγραφή των Εργασιών: 2.1. Υλικά και Μέθοδοι, 2.2. Αποτελέσματα και Συζήτηση.
3. Σύνοψη και Συμπεράσματα: Βασικά ευρήματα της έρευνας και σχετικά συμπεράσματα.
4. Παράρτημα: Βιβλιογραφικές αναφορές.
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2.1 [bookmark: _Toc184738479]Υλικά και Μέθοδοι
Από τα αποτελέσματα του Π.3.5.2, όπου συν-καλλιεργήθηκαν απομονωμένα βακτηριακά στελέχη της βιο-τράπεζας και φυτοπαθογόνα μικρόβια σε πλούσιο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης (Nutrient Agar, ΝΑ) και παρατηρήθηκαν ζώνες αναστολής, επιλέχθηκαν κάποιες από αυτές τις απομονώσεις και συγκεκριμένα είδη των γενών Bacillus, Pseudomonas και Variovorax. Συγκεκριμένα, συν-καλλιεργήθηκαν με τα φυτοπαθογόνα βακτήρια Clavibacter michiganensis, Paracidovorax citrulli, Xanthomonas campestris pv. campestris και Ralstonia solanacearum, τόσο σε πλούσιο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης, όσο και σε φτωχό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης (Reasoner's 2A agar, R2A), προκειμένου να ελεγχθούν οι βέλτιστες συνθήκες καλλιέργειας για την παραγωγή των βιοδραστικών ενώσεων, οι οποίες προκαλούν την αναστολή αύξησης των φυτοπαθογόνων βακτηρίων in vitro. 
Αρχικά, προετοιμάστηκε μία υγρή καλλιέργεια για κάθε φυτοπαθογόνο βακτήριο και για κάθε θρεπτικό μέσο ανάπτυξης. Για το σκοπό αυτό, 10 mL υγρού θρεπτικού μέσου NB (Nutrient Broth) και R2A ενοφθαλμίστηκαν με αποικίες από στέρεη καλλιέργεια αντίστοιχου μέσου ανάπτυξης (NA ή R2A). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε θερμοκρασία 28°C, με ανακίνηση σε 200 rpm για 48-72 ώρες, έως ότου οι καλλιέργειες ήταν κορεσμένες. Η επιφάνεια στερεών θρεπτικών μέσων NA ή R2A σε πλαστικά τρυβλία  Petri καλύφθηκε με τη χρήση αποστειρωμένης μπατονέτας με κορεσμένη υγρή καλλιέργεια από κάθε φυτοπαθογόνο βακτήριο. Στη συνέχεια, στην επιφάνεια του θρεπτικού μέσου που είχε καλυφθεί με την κορεσμένη καλλιέργεια (δημιουργία μικροβιακής χλόης) του φυτοπαθογόνου βακτηρίου προστέθηκαν τοπικά αποικίες από διαφορετικά στελέχη της βιο-τράπεζας. Τα τρυβλία στεγανοποιήθηκαν με Parafilm και επωάστηκαν στους 28°C για 2-3 ημέρες, ενώ ελέγχονταν ανά εικοσιτετράωρο για ενδείξεις ανασταλτικής επίδρασης των στελεχών της βιο-τράπεζας ενάντια στα φυτοπαθογόνα στελέχη. Συγκεκριμένα, παρατηρούνταν η εμφάνιση ζωνών αναστολής του φυτοπαθογόνου βακτηρίου γύρω από την περιοχή όπου είχαν καλλιεργηθεί τα στελέχη της βιο-τράπεζας και σύγκριση της ακτίνας της ζώνης αναστολής στα δύο διαφορετικά μέσα ανάπτυξης, η οποία εκφραζόταν σε χιλιοστόμετρα (mm).

2.2 Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Από τα πειράματα που διενεργήθηκαν, παρατηρήθηκε πως υπάρχουν στελέχη τα οποία έχουν την ικανότητα να σταματούν την αύξηση πολλών διαφορετικών φυτοπαθογόνων βακτηρίων, τόσο Gram αρνητικών, όσο και Gram θετικών (Πίνακας 3.5.3-1). Επιπλέον, φαίνεται ότι το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ποσότητα της παραγόμενης βιοδραστικής ένωσης, ενώ το ίδιο βακτηριακό στέλεχος συμπεριφέρεται διαφορετικά ανάλογα με το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης όπου μεγαλώνει με τα διαφορετικά φυτοπαθογόνα βακτήρια (Εικόνα 3.5.3.1).

Πίνακας 3.5.3-1. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα των in vitro βιοδοκιμών αξιολόγησης αντιμικροβιακής δράσης των στελεχών της βιο-τράπεζας. Αναγράφεται η ακτίνα ζώνης αναστολής στα δύο θρεπτικά μέσα ανάπτυξης (μπλε: NA, ροζ: R2A). Ως Cmm αναφέρεται το Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, ως Rs το Ralstonia solanacearum, ως Xcc το Xanthomonas campestris pv. campestris και ως Ac το Acidovorax citrulli. Με έντονο χρώμα σημαίνεται η μεγαλύτερη ακτίνα ζώνης αναστολής που εμφανίζεται σε ένα από τα δύο θρεπτικά μέσα ανάπτυξης.
	Απομόν-ωση
	Γένος
	Ακτίνα ζώνης αναστολής έναντι Cmm (mm)
	Ακτίνα ζώνης αναστολής έναντι  Rs (mm)
	Ακτίνα ζώνης αναστολής έναντι Xcc (mm)
	Ακτίνα ζώνης αναστολής έναντι Ac (mm)

	
	
	NA
	R2A
	NA
	R2A
	NA
	R2A
	NA
	R2A

	SRL689
	Brevibacillus sp.
	4
	5
	<1
	<1
	7
	8
	2
	<1

	SRL 713
	Bacillus sp
	1
	1
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 727
	Bacillus sp.
	<1
	<1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 728
	Bacillus sp.
	6
	5
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 729
	Bacillus sp.
	<1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 764
	Brevibacillus sp.
	5
	<1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3
	1
	3
	1

	SRL 765
	Bacillus sp
	0
	0
	0
	0
	0
	<1
	0
	0

	SRL 766
	Bacillus sp
	1
	2
	0
	0
	0
	Ν/Α
	0
	0

	SRL 768
	Bacillus sp.
	5
	9
	0
	0
	0
	Ν/Α
	0
	0

	SRL 769
	Pseudomonas sp.
	14
	5
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 771
	Bacillus sp.
	0
	0
	0
	0
	3
	0
	0
	0

	SRL 774
	Bacillus sp.
	3
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 778
	Bacillus sp.
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 810
	Brevibacillus sp.
	0
	0
	2,5
	5
	5
	9
	2
	<1

	SRL 811
	Bacillus sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 813
	Peribacillus sp.
	2
	<1
	0
	0
	1
	1
	0
	0

	SRL 816
	Bacillus sp.
	0
	0
	0
	0
	3
	4
	0
	0

	SRL 818
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	<1
	<1

	SRL 820
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	<1
	0

	SRL 821
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	1
	3,5
	0
	0

	SRL 823
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	<1
	1
	<1
	0

	SRL 835
	Brevibacillus sp.
	4
	2
	3
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 837
	Brevibacillus sp.
	5
	2,5
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3
	1
	1
	<1

	SRL 851
	Pseudomonas sp.
	<1
	5
	>10
	>10
	0
	0
	0
	0

	SRL 871
	Brevibacillus sp.
	5
	4
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	5
	3
	1
	<1

	SRL 879
	Brevibacillus sp.
	4
	3
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3,5
	<1
	1
	<1

	SRL 917
	Pseudomonas sp.
	7
	12
	0
	0
	4
	1
	0
	0

	SRL 928
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 932
	Pseudomonas sp.
	4
	7
	>1
	>1
	0
	0
	0
	0

	SRL 933
	Bacillus sp.
	<1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 937
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	<1
	<1
	1
	1
	1
	0

	SRL 969
	Pseudomonas sp.
	2
	<1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3
	1
	0
	0

	SRL 971
	Pseudomonas sp.
	<1
	4
	5
	14
	0
	0
	0
	0

	SRL 973
	Bacillus sp.
	2
	3
	2
	0
	1,5
	5
	0
	0

	SRL 974
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 979
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 982
	Pseudomonas sp.
	2
	10
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	2
	1
	0
	0

	SRL 983
	Pseudomonas sp.
	2
	1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	4
	1
	0
	0

	SRL 987
	Brevibacillus sp.
	3
	0
	5
	<1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	1,5
	1
	<1

	SRL 1016
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	0
	0
	0
	0

	SRL 1049
	Pseudomonas sp.
	5
	9
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 1113
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 1114
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	<1
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 1123
	Janthinobacterium sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 1126
	Pseudomonas sp.
	<1
	<1
	<1
	<1
	1
	<1
	0
	0

	SRL 1282
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0
	<1
	<1

	SRL 1295
	Paenibacillus sp.
	0
	0
	0
	0
	<1
	<1
	0
	0

	SRL 1297
	Pseudomonas sp.
	5
	9
	0
	0
	1
	1
	0
	0

	SRL 1301
	Brevibacillus sp.
	4
	<1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3
	3
	11
	0
	0

	SRL 1302
	Brevibacillus sp.
	4
	<1
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	Ναι (Μη εφικτή μέτρηση)
	3
	9
	2
	<1

	SRL 1304
	Variovorax sp.
	0
	0
	0
	0
	6
	3
	0
	0

	SRL 1312
	Variovorax sp.
	0
	0
	0
	0
	8
	0
	0
	0

	SRL 1313
	Variovorax sp.
	0
	1
	0
	0
	9
	0
	0
	0

	SRL 1324
	Pseudomonas sp.
	2
	2
	0
	0
	1
	3
	0
	0

	SRL 1325
	Bacillus sp.
	0
	<1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 1328
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	SRL 1333
	Variovorax sp.
	0
	0
	0
	0
	2
	0
	0
	0

	SRL 1336
	Paenibacillus sp.
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0

	SRL 1342
	Pseudomonas sp.
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	0
	0



[image: ]
Εικόνα 3.5.3-1. Συγκριτικές εικόνες για τη βέλτιστη καλλιέργεια των ωφέλιμων βακτηρίων και την παραγωγή των βιοδραστικών ενώσεων. Στις εικόνες παρουσιάζονται οι ζώνες αναστολής που προκαλεί (Α) ο βάκιλλος SRL689, (B) η ψευδομονάδα SRL917 και (Γ) διαφορετικά γένη βακτηρίων όπως Brevibacillus sp. SRL689, Pseudomonas spp. SRL823, SRL818, SRL820, SRL1297, SRL816, SRL769, SRL937 και Bacillus sp. SRL713 σε διαφορετικά φυτοπαθογόνα βακτήρια. Ως Pc: Paracidovorax citrulli, ως Cm: Clavibacter michiganensis, Xcc: Xanthomonas campestris pv. campestris, Rs: Ralstonia solanacearum.
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3 ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

[bookmark: _GoBack]Στην παρούσα μελέτη μελετήθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες καλλιέργειας προκειμένου να μπορέσουν τα ωφέλιμα μικρόβια να παράγουν κατά το μέγιστο δυνατό τις βιοδραστικές τους ενώσεις. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε πως υπάρχουν στελέχη τα οποία έχουν την ικανότητα να σταματούν την αύξηση πολλών διαφορετικών φυτοπαθογόνων βακτηρίων, τόσο Gram αρνητικών, όσο και Gram θετικών. Σε ορισμένες περιπτώσεις το ωφέλιμο βακτήριο παράγει ενώσεις όπως σιδηροφόρα και με τον τρόπο αυτό αναστέλλει την ανάπτυξη του φυτοπαθογόνου, όπως συνέβη στην περίπτωση του SRL917 στο R2A θρεπτικό μέσο και όχι στο NA. Επιπλέον, φαίνεται ότι το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης εκτός από την ποιοτική αλλαγή της βιοδραστικής ένωσης διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και στην ποσότητα της παραγόμενης βιοδραστικής ένωσης, ενώ το ίδιο βακτηριακό στέλεχος συμπεριφέρεται διαφορετικά ανάλογα με το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης και με διαφορετικά φυτοπαθογόνα βακτήρια. 
Στον Πίνακα 3.5.3.1 όπου αναφέρεται ότι δεν ήταν εφικτή η μέτρηση, αυτό συνέβη επειδή το φυτοπαθογόνο βακτήριο Ralstonia solanacearum δε μεγάλωνε επαρκώς στο θρεπτικό μέσο NA, με αποτέλεσμα να μην είναι εμφανής η βακτηριακή χλόη και μη μετρήσιμη η ζώνη αναστολής.

Αποτελέσματα της υποενότητας εργασίας 3.5.3 παρουσιάστηκαν σε γραπτή ανακοίνωση (poster) στο 21ο Φυτοπαθολογικό συνέδριο, που διεξήχθη στην Πάφο 04-07/11/2024. (Συγγραφείς: Βασιλική Α. Μιχαλοπούλου, Χρήστος Α. Χρηστάκης, Μαρία Πλακογιαννάκη, Παναγιώτης Φ. Σαρρής. Τίτλος εργασίας: Η χρήση των ωφέλιμων βακτηρίων των φυτών για την καταπολέμηση φυτοπαθογόνων μικροβίων.)
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