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Περίληψη του Έργου
Το έργο «Καινοτόμες λύσεις για τη βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική φυτοπροστασία των οπωροκηπευτικών της Ελλάδας, στην Ευρώπη του μέλλοντος» στοχεύει στην ανάπτυξη σύγχρονων και καινοτόμων μεθόδων για την προστασία των καλλιεργειών όπως τα κηπευτικά, τα εσπεριδοειδή και το επιτραπέζιο σταφύλι. Περιλαμβάνει τη δημιουργία προηγμένων διαγνωστικών εργαλείων για την ανίχνευση εχθρών και παθογόνων με τεχνολογίες αιχμής, όπως ηλεκτρονικές παγίδες και βιοαισθητήρες, καθώς και πλατφόρμες αλληλούχισης για τον πλήρη προσδιορισμό των ιωμάτων. Επιπλέον, θα αναπτυχθούν μοντέλα πρόβλεψης επιδημιών και καινοτόμα βιοφυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα οποία θα αξιολογηθούν για την ασφάλεια τους σε μη στόχους οργανισμούς. Τέλος, οι νέες τεχνολογίες θα ενσωματωθούν σε συστήματα ολοκληρωμένης διαχείρισης φυτοπροστασίας και θα δοκιμαστούν σε πραγματικές συνθήκες, ενώ θα αξιολογηθούν οι κοινωνικοοικονομικές και περιβαλλοντικές επιπτώσεις τους.
Σύνοψη της ΕΕ3
Στο πλαίσιο της ΕΕ3 του έργου, στόχος είναι η ανάπτυξη και αξιολόγηση καινοτόμων φυτοπροστατευτικών προϊόντων που απευθύνονται σε εχθρούς, ασθένειες και ζιζάνια υψηλής δυσκολίας καταπολέμησης, τα οποία επηρεάζουν τα κύρια οπωροκηπευτικά της χώρας. Οι ερευνητικές δραστηριότητες περιλαμβάνουν 13 υποενότητες, καθεμία από τις οποίες καλύπτει διαφορετικές πτυχές της φυτοπροστασίας. Η υποενότητα 3.7 - Βελτιωμένα φυτοπροστατευτικά σκευάσματα με βάση τα νανοσωματίδια, στην οποία ανήκει το παραδοτέο  Π3.7.2, εστιάζει στην ανάπτυξη και αξιολόγηση καινοτόμων φυτοπροστατευτικών προϊόντων για ένα πλήθος δυσεξόνωντων εχθρών, ασθενειών και ζιζανίων, που αφορούν τα κύρια οπωροκηπευτικά της χώρας.
Συνοπτική παρουσίαση του παραδοτέου Π3.7.2
Σκοπός του παραδοτέου Π3.7.2 είναι η μελέτη των μηχανισμών δράσης των νανοσκευασμάτων βασικής ουσίας, με πρωτεΐνες δείκτες άμυνας των φυτών συζευγμένες με φθορίζουσα πρωτεΐνη αναφοράς- συνεστιακή μικροσκοπία, με μοριακές, μεταγραφομικές αναλύσεις (π.χ. διαφορική έκφραση επιλεγμένων γονιδίων) ή και συμβατικές αναλύσεις ορμονών των  φυτών, όπως το σαλικυλικό, γιασμονικό και αμπσισικό οξύ.
Στη συγκεκριμένη δράση μελετήθηκαν οι μηχανισμοί με τους οποίου δρουν τα νανοσωματιδία χιτοζάνης με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ (SA-CNPs) στο φυτό Arabidopsis thaliana ενάντια στο μύκητα Podosphaera xanthii, και τα νανοσωματιδία χιτοζάνης με συζευγμένο ιασμονικό οξύ (JA-CNPs) πάλι στο φυτό Arabidopsis thaliana ενάντια στο μύκητα Botrytis cinerea. Τα σημαντικότερα αποτελέσματα περιλαμβάνουν, όσον αφορά το σύστημα Arabidopsis- P.xanthii, το δυναμικό έλεγχο του μηχανισμού ελέγχου ποιότητας των πρωτεϊνών που πραγματοποιείται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των κυττάρων (ERQC) μεταξύ της επαγόμενη άμυνα του ξενιστή μετά την εφαρμογή των SA-CNPs και του παθογόνου. Επιπρόσθετα, τα σημαντικότερα αποτελέσματα όσον αφορά το σύστημα Arabidopsis- B. cinerea, δείχνουν ότι η εφαρμογή των JA-CNPs ενισχύει το μονοπάτι του ιασμονικού οξέος των φυτών και επηρεάζει αρνητικά τους μηχανισμούς μόλυνσης του μύκητα, αντίστοιχα. Συνολικά, τα ευρήματα υπογραμμίζουν τις δυνατότητες των νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένες ορμόνες άμυνας των φυτών ως ένα πολλά υποσχόμενο εργαλείο για τον έλεγχο φυτοπαθογόνων μυκήτων, συμβάλλοντας στην ελαχιστοποίηση των χημικών μυκητοκτόνων στην προστασία των καλλιεργειών.
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Οι βιοτροφικοί φυτοπαθογόνοι μύκητες, όπως ο μύκητας Podospahera xanthii, αποτελούν μερικά από τα πιο καταστροφικά παθογόνα που μπορούν να προκαλέσουν σημαντικές απώλειες σε γεωργικά σημαντικές καλλιέργειες. Ο επιτυχημένος τρόπος ζωής των παθογόνων αυτών εξαρτάται από τη δημιουργία μιας δυναμικής σχέσης με τα ζωντανά φυτικά κύτταρα του ξενιστή για να υποστηρίξουν την ανάπτυξη και την αναπαραγωγή τους. Η αλληλεπίδραση των βιοτροφικών φυτοπαθογόνων μυκήτων με τους φυτικούς ξενιστές τους ρυθμίζεται με ακρίβεια κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, ώστε να επιτρέπει στο παθογόνο να ξεφύγει από την πίεση των αμυντικών μηχανισμών του φυτού και να αφομοιώνει άμεσα θρεπτικά συστατικά από το κύτταρο-ξενιστή, μια αλληλεπίδραση μεταξύ της δράσης των παθογόνων και της αντοχής του ξενιστή.
Ο μύκητας Botrytis cinerea, αποτελεί είναι ένα αερομεταφερόμενο νεκροτροφικό παθογόνο που προσβάλει περισσότερα από 1.400 διαφορετικά είδη φυτών σε ένα ευρύ φάσμα περιβαλλοντικών συνθηκών σε όλο τον κόσμο. Ο μύκητας B. cinerea κατατάσσεται ως ο δεύτερος πιο σημαντικός φυτοπαθογόνος μύκητας λόγω του εξαιρετικά ευρέος φάσματος ξενιστών του και του υψηλού οικονομικού αντίκτυπου στις γεωργικές καλλιέργειες, μετά τον μύκητα Magnaporthe oryzae, έναν παθογόνο που μπορεί να προκαλέσει καταστροφικές επιπτώσεις στο ρύζι. Η ασθένεια της τεφράς σήψης, που προκαλείται από τον μύκητα B. cinerea, μπορεί να καταπολεμηθεί με  τη χρήση μυκητοκτόνων, αλλά η συνεχής ανάπτυξη αντοχής του παθογόνου μειώνει πλέον την αποτελεσματικότητα των μυκητοκτόνων, με αποτέλεσμα τη μείωση ή ακόμη και την πλήρη απώλεια της αποτελεσματικότητάς τους.
Σήμερα, υπάρχει αυξανόμενη ανάγκη για φιλικές προς το περιβάλλον και βιώσιμες ουσίες για τη διαχείριση των ασθενειών των φυτών. Η εφαρμογή ουσιών που επάγουν την άμυνα των φυτών είναι μια πολλά υποσχόμενη, φιλική προς το περιβάλλον,  στρατηγική για την καταπολέμηση των φυτοπαθογόνων μυκήτων. Τα νανοσωματίδια χιτοζάνης (CNPs) είναι φυσικά πολυμερή, που μπορούν να λειτουργήσουν ως βιολογικοί φορείς δραστικών ενώσεων και χρησιμοποιούνται ευρέως στον επιστημονικό τομέα της ανθρώπινης υγείας για την σταθερή και αργή απελευθέρωση φαρμάκων στοχευμένα στους ιστούς. Η προσέγγιση της χρησιμοποίησης CNPs για τη μεταφορά αμυντικών μορίων στα φυτικά κύτταρα στοχεύει στη μείωση της εξάρτησης από τα χημικά φυτοπροστατευτικά προιόντα και στην προώθηση φιλικών προς το περιβάλλον πρακτικών.
Αν και ο μηχανισμός αντιμικροβιακής δράσης της χιτοζάνης δεν έχει προσδιοριστεί επακριβώς, έχει αποδειχτεί ότι υπάρχουν πολλοί παράγοντες που επηρεάζουν τη συγκεκριμένη δράση (μοριακό βάρος, pKa, κατιοντικό φορτίο και πυκνότητα αυτού, βαθμός ακετυλίωσης, αναλογία λειτουργικών ομάδων προσδεμένων στον σκελετό της χιτοζάνης, θέσεις κατιοντικού φορτίου, υδρόφοβος χαρακτήρας, παρουσία πολλαπλών λειτουργικών ομάδων, παρουσία ανιοντικών ομάδων, πολικών ομάδων και πεπτιδίων) (Sahariah and Masson, 2017). Ιδιαίτερο ρόλο στην αντιμικροβιακή δράση της χιτοζάνης πάντως παίζει η πολυκατιονική της φύση. Η χιτοζάνη και τα παράγωγά της αλληλεπιδρούν με τις αρνητικά φορτισμένες κυτταρικές μεμβράνες των μικροοργανισμών και έτσι δρουν ως διαταράκτες της κυτταρικής μεμβράνης (Εικόνα 3.7.2-1). Με τον τρόπο αυτό, η χιτοζάνη μπορεί να διεισδύσει στο τοίχωμα των βακτηριακών κυττάρων καθώς και στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Στη συνέχεια, η χιτοζάνη καταστρέφει το κύτταρο δεσμεύοντας το DNA και κατ’ επέκταση εμποδίζοντας τη μεταγραφή του και τη σύνθεση πρωτεϊνών και mRNA (Sahariah and Masson, 2017).
[image: ]
Εικόνα 3.7.2.-1 Πιθανός μηχανισμός αντιμικροβιακής δράσης της χιτοζάνης σε αρνητικά κατά Gram και θετικά κατά Gram βακτήρια. Α. Δομή του εξωτερικού περιβλήματος των βακτηρίων όπου a: η εξωτερική μεμβράνη, b: το στρώμα της πεπτιδογλυκάνης και c: η κυτταροπλασματική μεμβράνη. Β. Αλληλεπίδραση της χιτοζάνης με το εξωτερικό περίβλημα των βακτηρίων (Πηγή: Sahariah and Masson, 2017).
Ο σκοπός του παρόντος εγγράφου είναι η παρουσίαση των αποτελεσμάτων καινοτόμου έρευνας στα πλαίσια του παραδοτέου Π3.7.2, που αφορά τη μελέτη των μηχανισμών άμυνας των φυτών μετά την εφαρμογή νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ ή ιασμονικό οξύ ενάντια στις σοβαρές μυκητολογικές ασθένειες του ωιδίου και της τεφράς σήψης, αντίστοιχα.  
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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Μελέτη επαγωγής του μονοπατιού του σαλικυλικού οξέος στη διαγονιδιακή σειρά PR1::GUS
Φυτά Arabidopsis χρησιμοποιήθηκαν για την εφαρμογή των νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ (SA-CNPs) και/η μόλυνση πραγματοποιήθηκε με κονίδια του μύκητα Podosphaera xanthii. Τα φυτά εμβαπτίστηκαν στο διάλυμα χρώσης (100mM NaPO4 [pH 7.0], 0.5mM K3Fe(CN)6, 0.5mM K4Fe(CN)6, 10mM EDTA, 0.1% [v/v] Triton X-100, 1mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucuronic acid σε DMSO [diluted from a 25mM stock solution]) όπως περιγράφεται από τους Jefferson et al., 1987. Μέτα το πέρας της χρώσης που πραγματοποιήθηκε στους 37°C για 30 min σε συνθήκες απουσίας φωτός, τα δείγματα ξεπλύθηκαν και μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα 75% αιθανόλης.

In vivo βιοδοκιμές ανάπτυξης ριζών (δείκτης ανάπτυξης) του φυτού A. thaliana υπό την επίδραση JA-CNPs
Χρησιμοποιήθηκαν αποστειρωμένοι σπόροι Arabidopsis thaliana, άγριου τύπου Col-0 και αναπτύχθηκαν σε στερεοποιημένο με Agarose θρεπτικό μισής ισχύος Murashige-Skoog (1/2 MS) για πέντε ημέρες. Στη συνέχεια, τα φυτά μεταφέρθηκαν στο ίδιο μέσο (1/2 MS) με ενσωμάτωση στη σύνθεση JA-CNPs σε συγκέντρωση 5 ppm. 72 ώρες μετά, η σύγκριση της ανάπτυξης του ριζικού συστήματος αξιολογήθηκε σε cm, χρησιμοποιώντας το λογισμικό ImageJ. Τουλάχιστον είκοσι τέσσερα (24) βιολογικά αντίγραφα χρησιμοποιήθηκαν ανά μεταχείριση και το πείραμα επαναλήφθηκε τρεις φορές. Φυτά που αναπτύχθηκαν μόνο σε μέσο ½ MS χρησιμοποιήθηκαν ως φυτά-ελέγχου. Όλα τα φυτά καλλιεργήθηκαν υπό συνθήκες μεγάλης ημέρας (16 ώρες φως και 8 ώρες σκοτάδι, στους 22°C) σε θάλαμο ανάπτυξης φυτών.

Μεταγραφομική και πρωτομική ανάλυση στο φυτό Arabidopsis thaliana υπό την εφαρμογή νανοσωματιδίων με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ σε συνδυασμό με ή χωρίς τεχνητή μόλυνση από τον μύκητα Podosphaera xanthii.
Πραγματοποιήθηκε απομόνωση ολικού RNA από νεαρά φυτά Arabidopsis 21 ημερών (+/- τεχνητή μόλυνση και +/- εφαρμογή νανοσωματιδίων). Μετά τον έλεγχο της ποιότητας και της ποσότητας του ολικού RNA δημιουργήθηκαν βιβλιοθήκες RNA-seq και αναλύθηκαν στο σύστημα Illumina NovaSeq 6000. Οι αλληλουχίες απλής ανάγνωσης χαρτογραφήθηκαν στο γονιδίωμα αναφοράς του A. thaliana TAIR10 (πρόσβαση: GCA_000001735) χρησιμοποιώντας το λογισμικό STAR (έκδοση 2.5.3.a54). Ο αριθμός των αλληλουχίσεων που αντιπροσωπεύονται σε κάθε γονίδιο του γονιδιώματος αναφοράς, μετρήθηκε με τον κώδικα HTSeq (Python) έχοντας ως αναφορά τις μεταγραφόμενες περιοχές των γονιδίων. Οι αναλύσεις διαφορικής έκφρασης πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας το πακέτο R DESeq2. Διαφορικά εκφρασμένα θεωρήθηκαν γονίδια με απόλυτη τιμή log2FoldChange ±1. Η ανάλυση του εμπλουτισμού όρων οντολογίας (GO Term analysis) των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (DEGs) πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας την πλατφόρμα Cytoscape. Για τη μελέτη της έκφρασης γονιδίων του μύκητα P. xanthii, οι αλληλουχίες απλής ανάγνωσης χαρτογραφήθηκαν στο γονιδίωμα αναφοράς του P. xanthii YZU573 χρησιμοποιώντας το λογισμικό Kallisto. 
Όσον αφορά την πρωτεομική ανάλυση, δείγματα φυτών Arabidopsis με όμοιους χειρισμούς όπως και στη μεταγραφομική ανάλυση, ομογενοποιήθηκαν και επεξεργάστηκαν με το πρωτόκολλο Sp3 για την μη εκλεκτική απομόνωση πρωτεϊνών. Τα δείγματα των απομονωμένων πρωτεϊνών αναλύθηκαν σε πλατφόρμα φασματομετρίας μάζας/υγρής χρωματογραφίας (LC-MS/MS) τύπου Orbitrap. Τα ακατέργαστα δεδομένα που προέκυψαν, αναλύθηκαν με το πρόγραμμα DIA-NN χρησιμοποιώντας ως πρωτεόματα αναφοράς το UP000006548_3702 (βάση δεομένων Uniprot) για το Arabidopsis και το YZU573 για το P. xanthii. Τέλος, η στατιστική ανάλυση και η διαφορική έκφραση των πρωτεϊνών  πραγματοποιήθηκαν με το πρόγραμμα Perseus.  

In vitro βιοδοκιμές βλαστικότητας κονιδίων του μύκητα B. cinerea υπό την επίδραση JA-CNPs
Το σκεύασμα JA-CNPs δοκιμάστηκαν για την ικανότητά τους να αναστέλλουν τη βλάστηση των κονιδίων του στελέχους Β05.10 του μύκητα B. cinerea, in vitro. Το water άγαρ (WA, 1,5% άγαρ) χρησιμοποιήθηκε ως θρεπτικό υπόστρωμα σε τρυβλία Petri διαμέτρου 9 cm. Το JA-CNPs ενσωματώθηκε μέσα στο θρεπτικό υπόστρωμα σε συγκεντρώσεις 0.5, 1, 5, 10, 50 και 100 ppm και προστέθηκε σε αυτό το στέλεχος Β05.10 ως αιώρημα κονιδίων με σταγόνα 40μL πάνω στο θρεπτικό. Τα αιώρημα κονιδίων παρασκευάστηκαν σε αποστειρωμένο νερό, συλλέχθηκαν με απόξεση της μυκηλιακής αποικίας από καλλιεργειες σε PDA και αραιώθηκαν σε συγκέντρωση 105 σπόρια. ml−1. Τα τρυβλία με τα νανοσωματίδια και το μύκητα επωάστηκαν για 18 ώρες στους 22 °C και η βλάστηση των κονιδίων αξιολογήθηκε με μέτρηση κάτω από το μικροσκόπιο τουλάχιστον 100 κονιδίων για κάθε τρυβλίο για να παρατηρηθεί εάν τα κονίδια είχαν βλαστήσει και αν είχαν αναπτύξει  βλαστικό σωλήνα. Τρεις επαναλήψεις ανά επέμβαση (τρυβλία) εξετάστηκαν με τα τρυβλία με μόνο B.cinerea να αποτελούν τα τρυβλία-ελέγχου.

In vivo βιοδοκιμές βλάστησης κονιδίων του μύκητα B. cinerea σε φυτά A. thaliana μετά από επέμβαση με JA-CNPs
Χρησιμοποιήθηκαν αποστειρωμένοι σπόροι Arabidopsis thaliana, ο άγριος τύπος Col-0 αναπτύχθηκε σε στερεοποιημένο με αγαρόζη μέσο μισής ισχύος Murashige-Skoog (1/2 MS) για πέντε ημέρες. Στη συνέχεια, τα φυτά μεταφέρθηκαν στο ίδιο μέσο (1/2 MS) με ενσωμάτωση των νανοσωματιδίων JA-CNPs με συγκεντρώσεις 1, 2.5, 5, 10, 20 και 50ppm (βιοδοκιμή βλαστικότητας κονιδίων). Επτά ημέρες μετά τη μεταφορά, τα φυτά χρησιμοποιήθηκαν για τεχνητή μόλυνση. Για την διεξαγωγή της τεχνητής μόλυνσης, το στέλεχος B05.10 αναπτύχθηκε σε πλάκες ΗΑ και επωάστηκε για 7 ημέρες στους 22 °C υπό συνεχές φως για να προκληθεί η παραγωγή κονιδίων. Τα αιωρήματα κονιδίων παρασκευάστηκαν σε υγρό θρεπτικό Gamborg Minimal (3 g μείγματα βασικών αλάτων Gamborg B5, 1,36 g KH2PO4 και 9,9 g γλυκόζης ανά λίτρο), συλλέχθηκαν με απόξεση του μυκηλίου από αποικίες του μύκητα σε τρίλια και ρυθμίστηκαν σε συγκέντρωση 105 σπορίων. ml−1. Ένα σταγονίδιο αιωρήματος κονιδίων Β05.10 των 5 μl τοποθετήθηκε στην επάνω επιφάνεια κάθε φύλλου. Η βλαστικότητα των κονιδίων του Β05.10 μετρήθηκε 24 ώρες μετά τη τεχνητή μόλυνση αφού πραγματοποιήθηκε χρώση με Lactophenol blue των μολυσμένων φύλλων, έτσι ώστε να παρατηρηθούν τα κονίδια και οι βλαστικοί σωλήνες του μύκητα πάνω στα φύλλα με τη χρήση μικροσκοπίου. Τρία βιολογικά αντίγραφα χρησιμοποιήθηκαν ανά μεταχείριση και μετρήθηκαν τουλάχιστον 100 κονίδια ανά αντίγραφο. Η ένταση της ασθένειας αξιολογήθηκε τέσσερις ημέρες (96 ώρες) μετά τη τεχνητή μόλυνση μετρώντας τον αριθμό των χλωρωτικών και νεκρωμένων φύλλων που εμφανίστηκαν σε κάθε φυτό. Εννέα βιολογικά αντίγραφα χρησιμοποιήθηκαν ανά μεταχείριση. Φυτά που αναπτύχθηκαν μόνο σε μέσο ½ MS χρησιμοποιήθηκαν ως φυτά-ελέγχου. Όλα τα





Συνεστιακή μικροσκοπία βλάστησης και ανάπτυξης κονιδίων του μύκητα Botrytis cinerea
Η ανάπτυξη του του μύκητα Botrytis cinerea παρακολουθήθηκε με διπλή χρώση της λεκτίνης Wheat Germ Agglutinin (WGA) που συνδέεται με χιτίνη, συζευγμένης με την πράσινη, φθορίζουσα χρωστική 488 (Biotium, ΗΠΑ) και το propidium iodide (PI). Η Wheat Germ Agglutinin-488 διεγέρθηκε με τη γραμμή 488nm του λέιζερ λευκού φωτός TCS SP8 (WLL) και η ανίχνευση της εκπομπής επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας ένα φίλτρο ζώνης διέλευσης 510 έως 530nm, ενώ το PI διεγέρθηκε με τη γραμμή 535nm του WLL. Η ανίχνευση της εκπομπής επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας ένα φίλτρο ζώνης διέλευσης 630 έως 660nm. Κατά τη λήψη εικόνας, πραγματοποιήθηκε σάρωση της κάθε γραμμής τέσσερις φορές και κάθε καρέ δύο φορές και υπολογίστηκε ο μέσος όρος. Για την ανάλυση εικόνας χρησιμοποιήθηκαν ενσωματωμένες λειτουργίες του λειτουργικού λογισμικού LAS X.

Μελέτες γονιδιακής έκφρασης στο σύστημα Arabidopsis thaliana- Botryits cinerea παρουσία νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένο ιασμονικό οξύ
Για να εξετάσουμε πως η εφαρμογή των JΑ-CNPs επηρέασε τους μοριακούς μηχανισμούς του Arabidopsis με αποτέλεσμα την επαγωγή της άμυνας και προστασία από τον μύκητα B. cinerea, πραγματοποιήθηκε μελέτη γονιδιακής έκφρασης. Επιλέχτηκαν γονίδια-δείκτες του μονοπατιού του γιασμονικού οξέος στο Arabidopsis αλλά και γονίδια-δείκτες (virulence genes) του μύκητα. Το ολικό RNA εκχυλίστηκε χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Trizol και στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε χειρισμός με DNase I για την εξάλειψη του γενωμικού DNA. Τα δείγματα κανονικοποιήθηκαν σε τελική συγκέντρωση 10 ng x μl-1. Οι δοκιμές qRT-PCR πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας το σύστημα PCR πραγματικού χρόνου StepOne Plus με κιτ SYBR Green. Τα δεδομένα κανονικοποιήθηκαν στην έκφραση του γονιδίου αναφοράς EF1a για το A. thaliana και του UBQ για το B. cinerea και υπολογίστηκαν τα σχετικά επίπεδα μεταγραφής σύμφωνα με τη μέθοδο ΔΔCt.

Μελέτες τρόπου δράσης σκευασμάτων νανοσωματιδίων χιτοζάνης στο σύστημα τομάτα-βακτήρια (Rs, Cmm)
Για τη διερεύνηση του μηχανισμού δράσης των υπό μελέτη νανοσκευασμάτων επί των βακτηρίων-στόχων, αρχικά επιλέχθηκε να μελετηθεί η δράση των σκευασμάτων σε κυτταρικό επίπεδο με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου (confocal microscope). Για το σκοπό αυτό απαιτήθηκε η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση πρωτοκόλλου διπλής χρώσης των βακτηριακών κυττάρων για τη διαφοροποίησή τους σε νεκρά και ζωντανά κύτταρα, και την ταυτόχρονη ταυτοποίησή τους μέσω φθορίζουσας χρωστικής σε σύζευξη με εξειδικευμένα αντισώματα για τα βακτήρια-στόχους. Για τη βελτιστοποίηση του πρωτοκόλλου συνεστιακής παρατήρησης των βακτηριακών κυττάρων, αξιολογήθηκε η χρήση: διαφορετικών τύπων αντικειμενοφόρων πλακών, διαφορετικών τρόπων εφαρμογής των χρωστικών (σειρά εφαρμογής, χρόνος επώασης, συγκεντρώσεις), διαφόρων βοηθητικών χημικών παραγόντων προστασίας του σήματος του φθοριοχρώματος. Ειδικότερα, σε υγρές καλλιέργειες Rs και Cmm, έγινε προσθήκη: α) νανοσκευάσματος χιτοζάνης 1:25 v/v, β) νανοσκευάσματος χιτοζάνης-χαλκού 1:25 v/v, ή γ) απιονισμένου-αποστειρωμένου νερού, και παρατηρήθηκε η επίδρασή τους επί των βακτηριακών κυττάρων 24h μετά την προσθήκη. 

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε μελέτη της καμπύλης ανάπτυξης των δύο βακτηρίων-στόχων Rs και Cmm σε υγρή καλλιέργεια με και χωρίς την επίδραση των δύο νανοσκευασμάτων, για την εκτίμηση του απαιτούμενου χρόνου έναρξης της αντιμικροβιακής δράσης τους. H επέμβαση με το νανοσκεύασμα πραγματοποιήθηκε όταν η καλλιέργεια ήταν 24h. Η εκτίμηση βασίστηκε στην παραλαβή μικρής ποσότητας δείγματος από τις υγρές καλλιέργειες σε τουλάχιστον 12 χρονικές στιγμές μεταξύ 0 h και 216 h μετά την προσθήκη του νανοσκευάσματος ή του νερού, και μεταφορά του σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα για τον προσδιορισμό του μεγέθους του πληθυσμού των ζωντανών κυττάρων. Για κάθε επιλεγμένη χρονική στιγμή, πραγματοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις δειγματοληψίας από κάθε βακτηριακή καλλιέργεια. Συνολικά, για κάθε βακτήριο-στόχο πραγματοποιήθηκαν δύο επαναλήψεις του πειράματος για τον προσδιορισμό της καμπύλης ανάπτυξης με και χωρίς την επίδραση των δυο νανοσκευασμάτων. 

Για τη μελέτη του μηχανισμού δράσης της χιτοζάνης σε μοριακό επίπεδο, διερευνήθηκε η έκφραση επιλεγμένων γονιδίων της τομάτας που βάσει της βιβλιογραφίας σχετίζονται με την επαγόμενη άμυνα του φυτού. Συγκεκριμένα, από τα δείγματα τομάτας 5dpi της 6ης δοκιμής, έγινε εξαγωγή RNA από 90mg φυτικού ιστού με χρήση εμπορικά διαθέσιμων αντιδραστηρίων (RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN). Τα RNA δείγματα υποβλήθηκαν σε χειρισμό με DNase Ι (NewEngland BioLabs), ακολουθώντας τις οδηγίες των Παρασκευαστών Οίκων, και ακολούθησε κατακρήμνιση με αιθανόλη και επαναδιάλυση σε υπερκάθαρο νερό απαλλαγμένο από RNases. Η απομάκρυνση του DNA από τα δείγματα RNA ελέγχθηκε με real-time PCR για γονίδιο στόχο (PR1b1) του φυτού, και στην περίπτωση που διαπιστώθηκε η παρουσία υπολειμμάτων DNA σε κάποιο δείγμα RNA, η διαδικασία καθαρισμού του RNA δείγματος επαναλήφθηκε. Τα καθαρισμένα δείγματα RNA χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή cDNA με χρήση των αντιδραστηρίων PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis kit (TAKARA). Τα δείγματα cDNA χρησιμοποιήθηκαν για τη σχετική ποσοτικοποίηση της έκφρασης δύο γονιδίων της τομάτας που σχετίζονται με την επαγωγή της άμυνας του φυτού από τη χιτοζάνη: Acre180 και RKase, συγκριτικά με την έκφραση ενός γονιδίου αναφοράς για το φυτό: ubiquitin. Για τη σχετική ποσοτικοποίηση ακολουθήθηκε ανάλυση qPCR στα δείγματα cDNA για το καθένα από τα δύο γονίδια (Acre180 και RKase) και εφαρμογή της μεθόδου Livak για τον προσδιορισμό της τιμής 2-ΔΔCt.
























2.2 [bookmark: _Toc184738479]Αποτελέσματα και Συζήτηση 
Τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης δράσης σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα της δράσης 3.7.2 και με αποτελέσματα προηγούμενων προγραμμάτων, έχουν δημοσιευτεί στο διεθνές επιστημονικό περιοδικό Plant Stress του οίκου Elsevier με τίτλο: ‘Antagonistic manipulation of ER-protein quality control between biotrophic pathogenic fungi and host induced defense’ (https://doi.org/10.1016/j.stress.2024.100693) και στο διεθνές επιστημονικό περιοδικό Molecular and Physiological Plant Pathology του οίκου Elsevier με τίτλο: ‘Chitosan nanoparticles loaded with jasmonic acid induce plants’ resistance against Botrytis cinerea’ (https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2025.102887).


Μελέτη επαγωγής του μονοπατιού του σαλικυλικού οξέος στη διαγονιδιακή σειρά PR1::GUS
Τα πειράματα με ξενιστή το φυτό Arabidopsis thaliana πραγματοποιήθηκαν σε θαλάμους ανάπτυξης ελεγχόμενων συνθηκών. Στο παθοσύστημα Arabidopsis thaliana – Podosphaera xanthii, σκευάσματα νανοσωματιδίων χιτοζάνης, ελευθέρα ή με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ, εφαρμόστηκαν είτε με ενσωμάτωση σε στερεό θρεπτικό μέσο είτε με ψεκασμό στην επιφάνεια των φύλλων. Και οι δύο τρόποι εφαρμογής των νανοσωματιδίων έδωσαν παρόμοια αποτελεσματικότητα ενάντια στο παθογόνο. Με τη διαγονιδιακή σειρά PR1::GUS  μελετήθηκε η επαγωγή του μονοπατιού του σαλικυλικού οξέος. Σε πειράματα με ξενιστή το φυτό Arabidopsis thaliana επιλέχθηκαν συγκεντρώσεις που να παρουσιάζουν το μικρότερο allocation cost (πχ ανάσχεση ανάπτυξης ριζών, φύλλων) σε συνάρτηση με τη επαγωγή της άμυνας. Στις διαγονιδιακή σειρά PR1::GUS, το γονίδιο αναφοράς GUS είναι συζευγμένο με τον προαγωγέα του γονιδίου αναφοράς PR1 που αποτελεί κατάλληλο δείκτη για τη μελέτη της επαγωγής του μονοπατιού άμυνας του σαλικυλικού οξέος. Φυτά Arabidopsis PR1::GUS αναπτύχθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο MS για 5 μέρες και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο MS εμπλουτισμένο με 5 ppm σκευασμάτων νανοσωματιδίων που αναφέρονται στην Εικόνα 3.7.2-2. Οκτώ μέρες μετά τη μεταφορά, πραγματοποιήθηκε συλλογή των φυτών και ακολούθησε το πρωτόκολλο χρώσης GUS.
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Εικόνα 3.7.2-2: Ενδεικτικό πείραμα μελέτης επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου PR1 στη διαγονιδιακή σειρά PR1::GUS μετά την εφαρμογή διαφόρων συγκεντρώσεων σκευασμάτων νανοσωματιδίων. Η συσσώρευση μπλε χρώματος στα φύλλα των φυτών δηλώνει την επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου PR1.

Αφού παρατηρήσαμε ότι τα νανοσωματίδια με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ (SA-CNPs) είναι ικανά να επάγουν το μονοπάτι άμυνας του σαλικυλικού οξέος και να μειώνουν την ένταση της προσβολής στο φυτό Arabidopsis thaliana από το μύκητα P. xanthii, προχωρήσαμε σε εις βάθος ανάλυση του μονοπατιού της επαγωγής της άμυνας με τη χρήση δύο προσεγγίσεων: μεταγραφομικής και πρωτεομικής.  


Μεταγραφομική και πρωτομική ανάλυση στο φυτό Arabidopsis thaliana υπό την εφαρμογή νανοσωματιδίων με συζευγμένο σαλικυλικό οξύ σε συνδυασμό με ή χωρίς τεχνητή μόλυνση από τον μύκητα Podosphaera xanthii.

Σε μεταγραφομικό επίπεδο, η εφαρμογή SA-CNPs επηρέασε σημαντικά την έκφραση 3.745 γονιδίων, σε σχέση με τον Μάρτυρα (Εικόνα 3.7.2-3β), ενώ η εφαρμογή SA-CNPs σε συνδυασμό με την τεχνητή μόλυνση τροποποίησαν την έκφραση 3.540 γονιδίων, σε σύγκριση με φυτά όπου είχε πραγματοποιηθεί μόνο η τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (Εικόνα 3.7.2-3γ). Αντίθετα, η τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο επηρέασε την έκφραση. 1.689 γονιδίων υποδεικνύοντας περιορισμένη επίδραση στα γενετικά δίκτυα του Arabidopsis (Εικόνα 3.7.2-3α).
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Εικόνα 3.7.2-3: Volcano plots που δείχνουν τα θετικά και αρνητικά διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια στις συγκρίσεις α) τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο P. xanthii σε σχέση με το Μάρτυρα-Νερό (Px vs Control), β) εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs σε σχέση με το Μάρτυρα (SA-CNPs vs Cotnrol), γ) εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs με το παθογόνο σε σχέση με μόνο το παθογόνο (SA-CNPs/Px vs Px).

Για να διασαφηνίσουμε τις πιθανές λειτουργίες των γονιδίων που εμπλέκονται στους μηχανισμούς επαγωγής άμυνας, εξετάσαμε τον εμπλουτισμό όρων οντολογίας (GO Terms) και στις τρεις ταξινομήσεις (Λειτουργία σε μοριακό επίπεδο, Κυτταρική τοποθέτηση και Βιολογική διαδικασία) όλων των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων που ταυτοποιήθηκαν στο Arabidopsis στις παραπάνω συγκρίσεις, μετά από εφαρμογή φίλτρου log2fold. Σημαντική παρατήρηση αποτελεί το γεγονός ότι σε όλες τις ομάδες των αρνητικά διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων  δεν ανιχνεύθηκε σημαντικός εμπλουτισμός όρων οντολογίας, επιδεικνύοντας χαμηλής έντασης αρνητική επίδραση είτε της εφαρμογής του επαγωγέα, είτε της τεχνητής μόλυνσης με το παθογόνο, στους μοριακούς μηχανισμούς του Arabidopsis.

Αντίθετα, στις ομάδες των θετικά εκφραζόμενων γονιδίων εντοπίσαμε ποικίλους σημαντικούς εμπλουτισμούς σε όρους οντολογίας. Η εξέταση των κοινών GO όρων έδωσε αξιοσημείωτα αποτελέσματα (Εικόνα 3.7.2-4). 91 όροι, που αντιπροσωπεύουν το 87,5% των εμπλουτισμένων GO όρων στη σύγκριση παρουσία του παθογόνου P. xanthii σε σχέση με το Μάρτυρα-νερό (Px vs Control) ήταν κοινοί στο 45,9% της σύγκρισης εφαρμογής νανοσωματιδίων SA-CNPs σε σχέση με το Μάρτυρα (SA-CNPs vs Cotnrol), υποδεικνύοντας την ουσιαστική σύνδεση μεταξύ της επαγωγής άμυνας και της αντίδρασης του ξενιστή στη μόλυνση από το παθογόνο.
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AI-generated content may be incorrect.]Εικόνα 3.7.2-4: Επικάλυψη των κοινών GO όρων οντολογίας των θετικά διαφορικά ρυθμιζόμενων ομάδων γονιδίων μεταξύ των διαφόρων σημαντικών συγκρίσεων  


Σε πρωτεομικό επίπεδο, η εφαρμογή SA-CNPs επηρέασε σημαντικά την έκφραση 2.368 πρωτεϊνών, σε σχέση με τον Μάρτυρα (Εικόνα 3.7.2-5β), ενώ η εφαρμογή SA-CNPs σε συνδυασμό με την τεχνητή μόλυνση τροποποίησαν την έκφραση 1.309 πρωτεϊνών, σε σύγκριση με φυτά όπου είχε πραγματοποιηθεί μόνο η τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (Εικόνα 3.7.2-5γ). Αντίθετα, η τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο επηρέασε την έκφραση μόνο 289 πρωτεϊνών υποδεικνύοντας μια ακόμα πιο έντονη περιορισμένη επίδραση στους μοριακούς μηχανισμούς του Arabidopsis, σε σχέση με τις διαφορές των μεταγραφομικών προφίλ (Εικόνα 3.7.2-5α).
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[bookmark: _Hlk216693382]Εικόνα 3.7.2-5: Volcano plots που δείχνουν τις θετικά και αρνητικά διαφορικά εκφραζόμενες πρωτεΐνες στις συγκρίσεις α) τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο P. xanthii σε σχέση με το Μάρτυρα (Px vs Control), β) εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs σε σχέση με το Μάρτυρα (SA-CNPs vs Cotnrol), γ) εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο σε σχέση με μόνο την τεχνητή μόλυνση (SA-CNPs/Px vs Px).

Επιπρόσθετα, όταν οι βιβλιοθήκες των πεπτιδίων των πρωτεϊνικών δειγμάτων αντιστοιχίστηκαν με το πρωτέομα αναφοράς του μύκητα P. xanthii, εντοπίστηκαν 35 πρωτεΐνες του μύκητα στα δείγματα όπου είχε πραγματοποιηθεί τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο, και μόλις 14 πρωτεΐνες στα δείγματα όπου είχε πραγματοποιηθεί εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο, όπως φαίνεται με τις πρωτεΐνες σημασμένες με πράσινο χρώμα στις Εικόνες 3.7.2-5α και γ. 
Τα πρωτεομικά προφίλ αναλύθηκαν για συγκεκριμένες πρωτεϊνικές λειτουργίες που σχετίζονται με τους μηχανισμούς άμυνας και αποκαλύφθηκαν αξιοσημείωτα αποτελέσματα. Η εφαρμογή SA-CNPs επηρέασε θετικά την έκφραση 30 από τις 41 ανιχνεύσιμες LRR-RKs πρωτεΐνες (Εικόνα 3.7.2-6). Οι LRR-RK πρωτεΐνες είναι υποδοχείς κινασών πλούσιων σε επαναλήψεις λευκίνης, αποτελούν μέρος της κυτταρικής μεμβράνης των φυτών και αποτελούν βασικούς μεσολαβητές της διακυτταρικής επικοινωνίας που διέπει την ανάπτυξη των φυτών, την αλληλεπίδραση με το περιβάλλον και άλλες βιολογικές αποκρίσεις, όπως η ομοιόσταση των βλαστικών κυττάρων, η κυτταρική διαφοροποίηση, η αντίληψη των ορμονών, η ανοσολογική άμυνα και η συμβίωση. 
Στη συνέχεια, μελετήσαμε τις πρωτεΐνες που σχετίζονται με τη SAR αντίδραση. Η ανάλυση ανέδειξε 17 πρωτεΐνες που περιλαμβάνουν τις γνωστές κινάσες MPK3 και MPK6 που ενεργοποιούνται μετά τη μόλυνση από παθογόνα, 5 υπεροξιρεδοξίνες που σχετίζονται με την παραγωγή ενεργών ελευθέρων ριζών (ROS) και την EDS1 πρωτεΐνη, που αποτελεί βασικό συστατικό του μηχανισμού ανθεκτικότητας που επάγεται από τα R γονίδια (Εικόνα 3.7.2-7).  
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Εικόνα 3.7.2-6: Θερμικός χάρτης διαφορικής έκφρασης πρωτεϊνών που σχετίζονται με υποδοχείς κινασών πλούσιων σε επαναλήψεις λευκίνης σε φυτά Arabidopsis μετά από τις αναγραφόμενες επεμβάσεις: Μάρτυρας (Control), τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο P. xanthii (Px), εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs (SA-CNPs), εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (SA-CNPs/Px)
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AI-generated content may be incorrect.]Εικόνα 3.7.2-7: Θερμικός χάρτης διαφορικής έκφρασης πρωτεϊνών που σχετίζονται με Συστημική Επίκτητη Αντοχή (Systemic Acquired Resistance, SAR) σε φυτά Arabidopsis μετά από τις αναγραφόμενες επεμβάσεις: Μάρτυρας-νερό (Control), τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο P. xanthii (Px), εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs (SA-CNPs), εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (SA-CNPs/Px)


Προκειμένου να μπορέσουμε να συνδυάσουμε τα αποτελέσματα της μεταγραφομικής με τα αποτελέσματα της πρωτεομικής προσέγγισης ώστε να έχουμε συνολική αντίληψη των επιδράσεων της εφαρμογής των νανοσωματιδίων SA-CNPs, περιορίσαμε το σύνολο των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων και πρωτεϊνών στα υψηλά διαφοροποιημένα, θέτοντας ώς όριο 1 για τη log2fold change διαφορική έκφραση των μεταγραφημάτων  και 0,8 log2fold change διαφορική έκφραση για τις πρωτεΐνες. Παρόλο που οι συγκρίσεις μεταξύ των διαφόρων αλλαγών δεν παρουσίασαν αλλαγές, η ανάλυση αποκάλυψε ότι η εφαρμογή του επαγωγέα άμυνας κυρίως προκαλεί θετική ρύθμιση στις εκφράσεις τόσο των γονιδίων όσο και των πρωτεϊνών, ενώ η αρνητική ρύθμιση λαμβάνει χώρα σε αρκετά περιορισμένο βαθμό (Εικόνα 3.7.2-8).
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Εικόνα 3.7.2-8: Θερμικός χάρτης των συνόλων των θετικά (up) και αρνητικά (down) διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων και πρωτεϊνών στις αναγραφόμενες συγκρίσεις εφαρμογών. Px vs Control: τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο P. xanthii σε σχέση με το Μάρτυρα, SA-CNPs vs Control: εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs σε σχέση με το Μάρτυρα, SA-CNPs/Px vs Px: εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο σε σχέση με μόνο την τεχνητή μόλυνση. DEGs: Διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια, DEPs: Διαφορικά εκφραζόμενες πρωτεΐνες.


Όπως φαίνεται και από την Εικόνα 3.7.2-8, η τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο δεν εμφάνισε σημαντικό αριθμό διαφορικά εκφραζόμενων πρωτεϊνών (Px vs Control), γεγονός που μπορεί να δηλώνει ότι στο συγκεκριμένο στάδιο της προσβολής (η δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε 36 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση για να μελετήσουμε τους εμπλεκόμενους μηχανισμούς άμυνας στα πρώτα στάδια της μόλυνσης) το φυτό εκδηλώνει ήπια αντίδραση στη προσβολή από το παθογόνο. 
Η ταυτοποίηση των κοινών εμπλουτισμένων GO όρων μεταξύ των μεταγραφημάτων (DEGs) και των πρωτεϊνών (DEPs) στη σύγκριση SA-CNPs έναντι C έδειξε ότι η εφαρμογή SA-CNPs προκάλεσε ποικίλες αλλαγές στις αποκρίσεις των φυτών, καθώς το 33% των εμπλουτισμένων GO όρων ήταν κοινοί μεταξύ DEGs και DEPs (Εικόνα 8). Αντίθετα, όταν η εφαρμογή των SA-CNPs συνδυάζεται με την τεχνητή μόλυνση του παθογόνου (σύγκριση SA-CNPs/P. xanthii έναντι P. xanthii), οι κοινοί GO όροι μειώθηκαν στο 22%, υποδηλώνοντας μεγαλύτερη διαφοροποίηση στα γενετικά δίκτυα του φυτού (Εικόνα 3.7.2-9).


[image: A diagram of a number of different types of numbers

AI-generated content may be incorrect.]Εικόνα 3.7.2-9: Επικάλυψη των κοινών GO όρων οντολογίας των θετικά διαφορικά ρυθμιζόμενων ομάδων γονιδίων και πρωτεϊνών μεταξύ των συγκρίσεων  SA-CNPs vs Control: εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs σε σχέση με το Μάρτυρα, και SA-CNPs/Px vs Px: εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο σε σχέση με μόνο την τεχνητή μόλυνση



Δεδομένου ότι η σύγκριση της εφαρμογής SA-CNPs έναντι του Μάρτυρα (SA-CNPs vs Control) αντιπροσωπεύει μια χαρακτηριστική επαγόμενη αμυντική απόκριση, επιλέξαμε τις επικαλυπτόμενες ομάδες μεταγραφημάτων και πρωτεϊνών αυτής της σύγκρισης για περαιτέρω ανάλυση. Ένας σημαντικός αριθμός γονιδίων συμμετείχε στους 18 εμπλουτισμένους GO όρους που σχετίζονται με την άμυνα, όπως «αλληλεπίδραση φυτού-παθογόνου», «συστημική επίκτητη αντοχή», «κυτταρικό τοίχωμα», «απόκριση σε ενεργές μορφές οξυγόνου», «εκκριτικός μηχανισμός», «δραστικότητα τρανσφεράσης της γλουταθειόνης», «μεταβολική διαδικασία γλουταθειόνης», «εξωτερική δομή ενθυλάκωσης» και «προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος» (Εικόνα 3.7.2-10).
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AI-generated content may be incorrect.]Εικόνα 3.7.2-10: Ανάλυση εμπλουτισμού των μονοπατιών των διαφορικά εκφραζόμενων πρωτεϊνών που ταυτοποιήθηκαν στη σύγκριση SA-CNPs έναντι Μάρτυρα (SA-CNPs vs Control)



Μεταξύ των εμπλουτισμένων GO όρων που παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.7.2-10, 7 GO όροι ταυτοποιήθηκαν επίσης στη σύγκριση των πρωτεϊνικών ομάδων SA-CNPs/P. xanthii έναντι P. xanthii, υποδηλώνοντας μια ισχυρότερη σχέση με τους αμυντικούς μηχανισμούς. Εκτός από αυτούς, άλλοι τέσσερις επιπλέον GO όροι ήταν κοινοί μεταξύ των αναλυμένων πρωτεϊνικών ομάδων και στο σύνολό τους, οι 11 GO όροι που προέκυψαν, αναλύθηκαν περαιτέρω. Αυτοί οι GO όροι περιλάμβαναν σχετικούς με συστημική επίκτητη αντοχή, δραστικότητα γλουταθειόνης, μεταβολισμό τοξινών, χιτινάσες, τον εκκριτικό μηχανισμό και δραστικότητα 3-Ο-γλυκοζυλοτρανσφεράσης κουεσερτίνης, μια φλαβονόλη που επάγει τη βιοσύνθεση του σαλικυλικού οξέος (Εικόνα 3.7.2-11).
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Εικόνα 3.7.2-11: Σχεδιάγραμμα Circos που παρουσιάζει τους έντεκα ταυτοποιημένους σημαντικά εμπλουτισμένους όρους οντολογίας μετά την εφαρμογή των νανοσωματιδίων SA-CNPs. Οι όροι περιέχουν γονίδια που σχετίζονται με την άμυνα των φυτών ενάντια παθογόνων όπως αποτελούν οι GSTs (S-GLUTATHIONE TRANSFERASE), HEL/PR4 (PATHOGENESIS RELATED 4), MPK3 (MITOGEN PROTEIN KINASE 3) και CHI (CHITINASE) μεταξύ άλλων. Οι γραμμές αντιπροσωπεύουν τη σύνδεση των εμπλουτισμένων όρων με τις εμπλεκόμενες πρωτεΐνες.





Οι 38 πρωτεΐνες που συμμετείχαν στους παραπάνω GO όρους υποβλήθηκαν σε STRING ανάλυση για την εύρεση δικτύων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι 27 (71%) από τις 38 πρωτεΐνες σχηματίζουν ένα λειτουργικά συσχετισμένο δίκτυο (Εικόνα 3.7.2-12) με μία εξαιρετικά σημαντική πιθανότητα δημιουργίας του δικτύου των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων εμπλουτισμό αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης (τιμή P: < 1,0e-16), τονίζοντας τη συνεργιστική δράση των παραπάνω μονοπατιών που ανιχνεύθηκαν στην επαγωγή άμυνας του φυτού μετά την εφαρμογή των SA-CNPs και τη σημαντικότητά τους στην αντιμετώπιση της προσβολής από το παθογόνο P. xanthii.  
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Εικόνα 3.7.2-12: Δίκτυο αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών που συμμετέχουν στους κοινούς εμπλουτισμένους GO όρους μεταξύ των συγκρίσεων SA-CNPs έναντι Μάρτυρα (SA-CNPs vs Control) και εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο σε σχέση με μόνο την τεχνητή μόλυνση (SA-CNPs/Px vs Px). Οι δύο ομάδες διαφορετικών χρωμάτων δηλώνουν την ομαδοποίηση ως προς τον χρόνο έκφρασης των πρωτεϊνών με K-means clustering. 

Η σε βάθος διερεύνηση των μοριακών μηχανισμών στο Arabidopsis, σε συνδυασμό με τη σημαντική αναστολή της βλάστησης των κονιδίων του μύκητα P. xanthii, μετά την εφαρμογή των SA-CNPs (όπως παρατηρήσαμε σε προηγούμενα πειράματα που αναφέρονται στο Παραδοτέο 3.7.1), έθεσε το βασικό ερώτημα για το ποιες αλλαγές συμβαίνουν στα γενετικά μονοπάτια του μύκητα. Η ανάλυση ολικού μεταγραφόματος του μύκητα, χρησιμοποιώντας το λογισμικό Kallisto, ποσοτικοποίησε 2.365 μεταγραφήματα γονιδίων στα δείγματα όπου πραγματοποιήθηκε μόνο η τεχνητή μόλυνση, ενώ μετά την εφαρμογή των SA-CNPs ο αριθμός των μεταγραφημάτων μειώθηκε σημαντικά σε 724, με 709 από αυτά να είναι κοινά και στις δύο επεμβάσεις (Εικόνα 3.7.2-13).
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AI-generated content may be incorrect.]Εικόνα 3.7.2-13: Επικάλυψη των κοινών μεταγραφημάτων του μύκητα P. xanthii μεταξύ των δύο επεμβάσεων: μόνο τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (Px) και εφαρμογή νανοσωματιδίων SA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με το παθογόνο (SA-CNPs/Px).



Στο σύνολο των μεταγραφημάτων του μύκητα, ταυτοποιήσαμε 78 μεταγραφήματα εκκρινόμενων πρωτεϊνών στα δείγματά μας που ομαδοποιήθηκαν σε τρεις κατηγορίες σύμφωνα με τους Kim et al. (2021). Η πρώτη κατηγορία αποτελούνταν από 30 υποψήφιες εκκρινόμενες πρωτεΐνες τελεστές (CSEPs, Candidate Secreted Effector Proteins) που ανήκαν κυρίως στις οικογένειες των πρωτεασών, ισομερασών και υδρολασών και άλλα ένζυμα που στοχεύουν τα μονοπάτια πρωτεολυτικής αποικοδόμησης (Εικόνα 3.7.2-14). Η ανίχνευση των πρωτεϊνών αυτών έρχεται σε συμφωνία με τις αυξανόμενες ενδείξεις στη βιβλιογραφία που δηλώνουν ότι οι πρωτεΐνες-τελεστές των μικροβίων αξιοποιούν το σύστημα ουμπικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS) ως κεντρικό κόμβο προκειμένου να επιτευχθεί διαταραχή στο σύνολο των μοριακών μηχανισμών στα κύτταρα του ξενιστή. Η δεύτερη κατηγορία αποτελούταν από 34 μη κλασικές εκκρινόμενες πρωτεΐνες (Non Classical Secreted Proteins, NCSPs) που αποτελούνταν κυρίως από ριβοσωμικές πρωτεΐνες (47%), αλλά υπήρχαν επίσης και μόρια ουβικιτίνης, κινάσες και μιτοχονδριακές πρωτεΐνες (Εικόνα 3.7.2-15). Η τρίτη κατηγορία αποτελούταν από 14 εκκρινόμενες πρωτεΐνες (Secreted Proteins, SPs) με τις περισσότερες από αυτές να είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες, όπως πρωτεΐνη λειτουργίας μοριακού συνοδού με τοποθέτηση στο ενδοπλασματικό δίκτυο, μια φωσφατιδυλ-τρανσφεράση CDP-αλκοόλης που εμπλέκεται στη βιοσύνθεση των φωσφολιπιδίων, μια πρωτεΐνη που αποτελεί συστατικό της εσωτερικής μεμβράνης του μιτοχονδρίου. Επίσης, στην κατηγορία αυτή ταυτοποιήθηκαν και δύο glycan πρωτεΐνες, Οι glycan πρωτεϊνες είναι πολυσακχαρίτες που εμπλέκονται σε μηχανισμούς αναγνώρισης παθογόνων και ρύθμιση του ανοσοποιητικού συστήματος. Επιπρόσθετα, αποτελεί ενδιαφέρον ότι ταυτοποιήθηκε ένα μεταγράφημα που αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη παρόμοια με θειορεδοξίνη (TRX-like), η οποία προσδίδει προστασία στα κύτταρα έναντι διαφόρων οξειδωτικών στρες (Εικόνα 3.7.2-16). Το κοινό χαρακτηριστικό μεταξύ όλων των μεταγραφημάτων του μύκητα που ταυτοποιήθηκαν και στις τρεις κατηγορίες ήταν ότι μετά την εφαρμογή των νανοσωματιδίων SA-CNPs, παρατηρήθηκε μια αξιοσημείωτη συνολική μείωση στην έκφρασή τους (Εικόνα 3.7.2-14, -15, -16). Έτσι, είναι προφανές ότι η συνολική μείωση των εκκρινόμενων πρωτεϊνών του μύκητα αντικατοπτρίζει τη μειωμένη βλάστηση των κονιδίων του μετά την εφαρμογή των SA-CNPs, επιδεικνύοντας μια ουσιαστική καταστολή της μολυσματικότητας του παθογόνου στα φυτά.
SA-CNPs/Px

























Εικόνα 3.7.2-14: Θερμικός χάρτης που δείχνει τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης των αναγνωρισμένων υποψήφιων εκκρινόμενων πρωτεϊνών τελεστών του μύκητα P. xanthii (CESPs) μετά την εφαρμογή SA-CNPs.
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Εικόνα 3.7.2-15: Θερμικός χάρτης που δείχνει τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης των αναγνωρισμένων μη κλασικών εκκρινόμενων πρωτεϊνών του μύκητα P. xanthii (NCSPs) μετά την εφαρμογή SA-CNPs.
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Εικόνα 3.7.2-16: Θερμικός χάρτης που δείχνει τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης των αναγνωρισμένων εκκρινόμενων πρωτεϊνών του μύκητα P. xanthii (SPs) μετά την εφαρμογή SA-CNPs.


Συνεστιακή μικροσκοπία βλάστησης και ανάπτυξης κονιδίων του μύκητα Botrytis cinerea

Στο σύστημα Arabidopsis thaliana- Botrytis cinerea επιλέχθηκαν σκευάσματα νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένο ιασμόνικό οξύ (JA-CNPs) και εφαρμόστηκαν είτε με ενσωμάτωση σε στερεό θρεπτικό μέσο είτε με ψεκασμό στην επιφάνεια των φύλλων. Για να παρατηρηθεί η επίδραση των σκευασμάτων Cu-CNPs ή JA-CNPs στην βλάστηση των κονιδίων και στην ανάπτυξη του μύκητα, πραγματοποιήθηκε χρώση των κονιδίων με τη την πράσινη φθορίζουσα χρωστική CF-488 που είναι συζευγμένη στην πρωτεΐνη Wheat Germ Agglutinin (WGA). H WGA είναι πρωτεΐνη που προσδένεται στα μόρια χιτίνης που βρίσκονται στο κυτταρικό τοίχωμα των μυκήτων. Πραγματοποιήθηκαν διάφορες εφαρμογές και ακολούθησε παρατήρηση των ιστών με συνεστιακό μικροσκόπιο σάρωσης. 
Επίσης για να μελετηθεί ο τρόπος δράσης των νανοσωματίδων χιτοζάνης με συζευγμένο γιασμονικό οξύ πραγματοποιήθηκαν εφαρμογές νανοσωματιδίων και τεχνητή μόλυνση με αιώρημα κονιδίων του μύκητα στη διαγονιδιακή σειρά GFP::TUB, η οποία μας επιτρέπει να παρατηρήσουμε την αναδιαμόρφωση/οργάνωση της πρωτεΐνης τουμπουλίνης στο κυτταρικό τοίχωμα των φυτικών κυττάρων (Συνεργασία με Καθ. Κ. Καραογλανίδη και Αναστάσιο Σακελλαρίου που πραγματοποίησε την πρακτική του άσκηση και το μεγαλύτερο μέρος της πτυχιακής του Εργασίας στο ΜΦΙ). 
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Εικόνα 3.7.2-17: Ενδεικτικές μικρογραφίες κονιδίων και μυκηλιακών υφών του μύκητα B. cinerea χωρίς και με την εφαρμογή 5ppm σκευάσματος JA-CNPs, με τη χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου σάρωσης. Στον μύκητα B. cinerea πραγματοποιήθηκε χρώση με WGA, που σημαίνει τα μόρια χιτίνης της κυτταρικής μεμβράνης του μύκητα, και με propidium iodide (PI) που παρεμβαίνει μεταξύ των βάσεων των μορίων νουκλεϊκών οξέων, DNA και RNA. Το PI είναι φθορίζουσα χρωστική που εκπέμπει στο μήκος κύματος των 636 nm και εμφανίζεται ως κόκκινο χρώμα. Στις συνθήκες μάρτυρα, ο μύκητας αναπτύσσει μεγάλες υφές που διακλαδίζονται, οι οποίες στο άκρο τους μπορεί να διαρρηχθούν και να ελευθερώσουν το περιεχόμενό τους στο φυτικό κύτταρο (Πάνω μέρος Εικόνα 3.7.2-17), ενώ 24 ώρες μετά την εφαρμογή του σκευάσματος JA-CNPs, ο μύκητας παρουσιάζει καθυστερημένη ανάπτυξη με μικρή ανάπτυξη υφών και την παρουσία πολλών μη βλαστημένων κονιδίων πάνω στους ιστούς (Κάτω μέρος Εικόνα 3.7.2-17).  









In-vitro βιοδοκιμές βλαστικότητας κονιδίων του μύκητα B. cinerea υπό την επίδραση JA-CNPs
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Εικόνα 3.7.2-18: In vitro βιοδοκιμή με το μύκητα Botrytis cinerea σε στερεό θρεπτικό Water Agar (1,5%) χωρίς και με την ενσωμάτωση νανοσκευάσματος χιτοζάνης με γιασμονικό οξύ JA-CNPs σε συγκέντρωση 100ppm, 18 ώρες (hpi) μετά τη τεχνητή μόλυνση. Οι κόκκινες γραμμές υποδηλώνουν το ενδεικτικό μήκος του βλαστικού σωλήνα των κονιδίων. Οι μετρήσεις έγιναν χρησιμοποιώντας το λογισμικό ImageJ, και οι εικόνες ελήφθησαν από μικροσκόπιο σε μεγέθυνση x10.









In-vivo βιοδοκιμές ανάπτυξης ριζών (δείκτης ανάπτυξης) του φυτού A. thaliana υπό την επίδραση JA-CNPs





Εικόνα 3.7.2-19: Μέσοι όροι και η τυπική απόκλιση (±1SD) μετρήσεων ανάπτυξης του ριζικού συστήματος (δείκτης ανάπτυξης) φυτών Col-0 αναπτυσσόμενων σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα που είχε ενσωματωθεί νανοσκεύασμα χιτοζάνης με γιασμονικό οξύ JA-CNPs για περίοδο 2 και 3 ημερών. Οι μετρήσεις των ριζών πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του λογισμικού ImageJ.


In-vivo βιοδοκιμές βλάστησης κονιδίων του μύκητα B. cinerea σε φυτά A. thaliana μετά από επέμβαση με JA-CNPs





















Εικόνα 3.7.2-20: In vivo βιοδοκιμή δράσης νανοσωματιδίων χιτοζάνης με γιασμονικό οξύ σε φυτά Col-0 JA-CNPs (24hpi). Οι κάθετες γραμμές στις στήλες του διαγράμματος υποδηλώνουν την τυπική απόκλιση (±SD) των μετρήσεων.
         Μάρτυρας                JA-CNPs 1ppm                 JA-CNPs 5ppm














Εικόνα 3.7.2-21: Απεικόνιση της βλάστησης  των κονιδίων του μύκητα B. cinerea στην επιφάνεια φυτών A. thaliana τα οποία είχαν δεχτεί επέμβαση με νανοσωματίδια χιτοζάνης με εγκλωβισμένο γιασμονικό οξύ JA-CNPs, 24 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση. Από αριστερά προς τα δεξιά: Μάρτυρας (εφαρμογή νερού), εφαρμογή σκευάσματος JA-CNPs σε συγκέντρωση 1ppm, εφαρμογή σκευάσματος JA-CNPs σε συγκέντρωση 5ppm.


Μελέτες γονιδιακής έκφρασης στο σύστημα Arabidopsis thaliana- Botryits cinerea παρουσία νανοσωματιδίων χιτοζάνης με συζευγμένο ιασμονικό οξύ

Η ανάλυση έκφρασης των γονιδίων COI1 και ASK1, βασικών συστατικών του συμπλόκου SCFCOI1, έδειξε σημαντική μείωση της ρύθμισης τόσο μετά την εφαρμογή των JA-CNPs όσο και μετά την τεχνητή μόλυνση με αιώρημα κονιδίων του μύκητα (Εικόνα 3.7.2-22). Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι μετά τον συνδυασμό και των δύο επεμβάσεων, η έκφραση του COI1 μειώθηκε περαιτέρω, υποδεικνύοντας μία συνεργιστική δράση μεταξύ των δύο επεμβάσεων, ενώ η έκφραση ASK1 δεν επηρεάστηκε και παρέμεινε στα ίδια επίπεδα όπως στα δείγματα όπου πραγματοποιήθηκε μόνο εφαρμογή των JA-CNPs. Επιπρόσθετα, η εξέταση των επιπέδων έκφρασης του AUXIN RESISTANT 1 (AXR1), έδειξε σημαντική θετική ρύθμιση έως και 4,5 φορές μετά την εφαρμογή των JA-CNPs, ενώ η τεχνητή μόλυνση με κονίδια του μύκητα ρύθμισε θετικά την έκφραση AXR1 κατά 2,5 φορές (Εικόνα 3.7.2-22). Αντίθετα, ο συνδυασμός των δύο επεμβάσεων μείωσαν την έκφραση AXR1 στα επίπεδα του Μάρτυρα.
Ένα άλλο γονίδιο που εξετάστηκε στη μελέτη γονιδιακής έκφρασης ήταν το JASMONATE HYPERSENSITIVE 3 (JAH3). Στο πείραμα που πραγματοποιήσαμε είδαμε ότι η εφαρμογή των JA-CNPs οδήγησε σε εξαιρετικά μειωμένα επίπεδα έκφρασης αυτού του γονιδίου (Εικόνα 14), υποδεικνύοντας μια σημαντικά επαγόμενη οδό JA. Από την άλλη πλευρά, η τεχνητή μόλυνση με κονίδια του μύκητα προκάλεσε μια μέτρια αύξηση των επιπέδων έκφρασης του JAH3, ενώ ο συνδυασμός και των δύο επεμβάσεων είχε ως αποτέλεσμα τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου να είναι παρόμοια με τα αντίστοιχα των φυτών του Μάρτυρα (Εικόνα 3.7.2-22).









Εικόνα 3.7.2-22: Αποτελέσματα μελέτης γονιδιακής έκφρασης μέσω qPCR σε φυτά Arabidopsis στα οποία πραγματοποιήθηκε χειρισμός με νανοσωματίδια JA-CNPs και τεχνητή μόλυνση με κονίδια του μύκητα B. cinerea. control: φυτά Μάρτυρα, JA-CNPs: εφαρμογή μόνο JA-CNPs, Β05: μόνο τεχνητή μόλυνση με κονίδια του μύκητα, JA-CNPs/B05: συνδυασμός εφαρμογής JA-CNPs και τεχνητής μόλυνσης  


Για να μελετήσουμε την επίδραση του ενισχυμένου μονοπατιού του γιασμονικού οξέος στο Arabidopsis στα μοριακά δίκτυα του μύκητα B. cinerea, επιλέξαμε αντιπροσωπευτικά γονίδια-δείκτες. Αρχικά, μελετήσαμε το γονίδιο ALTERNATIVE OXIDASE (ΑΟΧ) και παρατηρήσαμε ότι όταν η έκφραση του AOX αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου στα φυτά του Μάρτυρα, ενώ η εφαρμογή JA-CNPs μειώνει αξιοσημείωτα την έκφρασή του και στα δύο χρονικά σημεία που εξετάστηκαν (Εικόνα 3.7.2-23).
Το επόμενο γονίδιο που αναλύθηκε ήταν το γονίδιο PECTIN METHYLESTERASE 1 (PME1). Τα αποτελέσματα έκφρασης του γονιδίου PME1 έδειξαν ότι παρόλο που στις 24 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση με αιώρημα κονιδίων του μύκητα, η εφαρμογή των JA-CNPs μείωσε σημαντικά την έκφραση του PME1, στις 96 ώρες, η έκφραση του γονιδίου στα δείγματα όπου εφαρμοστήκαν τα JA-CNPs ήταν παρόμοια με αυτή που παρατηρήθηκε στα δείγματα του Μάρτυρα (Εικόνα 3.7.2-23), υποδηλώνοντας μια παροδική επίδραση της εφαρμογής των JA-CNPs στην έκφραση αυτού του γονιδίου.   
Ένα άλλο γονίδιο B. cinerea που ρυθμίστηκε σε βάθος μετά την εφαρμογή JA-CNPs ήταν το γονίδιο CHITIN SYNTHASE 1 (CHS1) (Εικόνα 3.7.2-23). Η ανάλυση της έκφρασης του CHS1, τόσο στις 24 όσο και στις 96 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση, παρουσίασε παρόμοιο πρότυπο έκφρασης με το γονίδιο AOX, αποδεικνύοντας ότι η εφαρμογή των JA-CNPs επάγει αμυντικούς μηχανισμούς στα φυτά.
Ένας κύριος μεταβολίτης που παράγει ο μύκητας B. cinerea είναι το botcinic acid. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι μετά την εφαρμογή των JA-CNPs, τόσο στις 24 όσο και στις 96 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση, η έκφραση του γονιδίου BOA3 αυξήθηκε σημαντικά περισσότερο από 3 και 1,5 φορές στα προαναφερθέντα χρονικά σημεία, αντίστοιχα (Εικόνα 3.7.2-23).
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Εικόνα 3.7.2-23: Αποτελέσματα μελέτης γονιδιακής έκφρασης μέσω qPCR γονιδίων-δεικτών του μύκητα B. cinerea από δείγματα Arabidopsis στα οποία πραγματοποιήθηκε τεχνητή μόλυνση με κονίδια του μύκητα (control) και συνδυασμός εφαρμογής JA-CNPs και τεχνητής μόλυνσης με το παθογόνο (JA-CNPs). Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε δύο χρονικές στιγμές, 24 και 96 ώρες μετά την τεχνητή μόλυνση.

Μελέτες τρόπου δράσης σκευασμάτων νανοσωματιδίων χιτοζάνης στο σύστημα τομάτα-βακτήρια (Rs, Cmm)

Η συγκριτική μελέτη μικροσκοπικών παρατηρήσεων στο συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal microscope) των βακτηριακών κυττάρων ως προς την μορφολογία τους μετά την έκθεσή τους στα νανοσκευάσματα έδειξε ότι εντός 24 ωρών, είχε ξεκινήσει η αλλοίωση των κυττάρων (Εικόνα 3.7.2-24). Περαιτέρω βελτιστοποίηση στο μέλλον της εφαρμογής των σχετικών χρωστικών, θα βοηθήσει για την εκτίμηση της αναλογίας νεκρών:ζωντανών κυττάρων εντός χρονικών διαστημάτων μικρότερων των 24 ωρών. 

Παράλληλα, κατασκευάστηκαν οι καμπύλες ανάπτυξης των δύο βακτηρίων-Rs και Cmm σε υγρή καλλιέργεια με και χωρίς την επίδραση των δύο νανοσκευασμάτων, για την εκτίμηση του απαιτούμενου χρόνου έναρξης της αντιμικροβιακής δράσης τους (Εικόνα 3.7.2.3). Οι καμπύλες αυτές παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.7.2.4 και Εικόνα 3.7.2.5. Στο τέλος της επώασης των καλλιεργειών Cmm, μετρήθηκε το pH και διαπιστώθηκε ότι ήταν: α) pH 8 όταν η επέμβαση ήταν το νερό), β) pH 7 όταν η επέμβαση ήταν chitozan 1:25, γ) pH 6 όταν η επέμβαση ήταν chitozan+Cu 1:25. Στο τέλος της επώασης των καλλιεργειών Rs, μετρήθηκε το pH και διαπιστώθηκε ότι ήταν: α) pH 8 όταν η επέμβαση ήταν το νερό), β) pH 8 όταν η επέμβαση ήταν chitozan 1:25, γ) pH 6 όταν η επέμβαση ήταν chitozan+Cu 1:25.
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Εικόνα 3.7.2-24: Επίδραση των νανοσκευασμάτων (Chitozan 1:25 v/v, Chitozan+Cu 1:25 v/v) σε κυτταρικό επίπεδο με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου (confocal microscope). Ενδεικτικές φωτογραφίες από τα πειράματα βελτιστοποίησης πρωτοκόλλου διπλής χρώσης των κυττάρων Cmm και Rs για τη διαφοροποίησή τους σε νεκρά και ζωντανά κύτταρα, και την ταυτόχρονη ταυτοποίησή τους μέσω φθορίζουσας χρωστικής σε σύζευξη με εξειδικευμένα αντισώματα για τα βακτήρια-στόχους. Αξιολογήθηκαν παράγοντες όπως: τύπος αντικειμενοφόρων πλακών, τρόπος εφαρμογής των χρωστικών (σειρά εφαρμογής, χρόνος επώασης, συγκεντρώσεις), βοηθητικοί χημικοί παράγοντες προστασίας του σήματος του φθοριοχρώματος. 
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Εικόνα 3.7.2-25: Εκτίμηση του απαιτούμενου χρόνου έναρξης της αντιμικροβιακής δράσης των νανοσκευασμάτων με παραλαβή μικρής ποσότητας από τις υγρές βακτηριακές καλλιέργειες σε διάφορες χρονικές στιγμές μεταξύ 0 h και 216 h μετά την προσθήκη του νανοσκευάσματος ή του νερού, και μεταφορά της σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα για τον προσδιορισμό του μεγέθους του πληθυσμού των ζωντανών κυττάρων. Οι μετρήσεις αυτές χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή των καμπυλών ανάπτυξης. 


Από τις καμπύλες ανάπτυξης διαπιστώθηκε ότι: α) στην περίπτωση του Cmm, η ανάπτυξη του βακτηρίου παρεμποδίστηκε άμεσα με την εφαρμογή είτε του νανοσκευάσματος chitosan είτε του νανοσκευάσματος chitosan+Cu. β) στην περίπτωση του Rs, η ανάπτυξη του βακτηρίου παρεμποδίστηκε μετά από 100h περίπου από την εφαρμογή του νανοσκευάμαστος chitosan, ενώ ήταν άμεση όταν εφαρμόστηκε το νανοσκεύασμα chitosan+Cu. 
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Εικόνα 3.7.2-26: Καμπύλες ανάπτυξης  του βακτηρίου Cmm: α) τυπική καμπύλη ανάπτυξης υγρής καλλιέργεια, β) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με απιονισμένο-αποστειρωμένο νερό, γ) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με νανοσκεύασμα chitosan 1:25, δ) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με νανοσκεύασμα chitozan+Cu 1:25. 
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Εικόνα 3.7.2-27: Καμπύλες ανάπτυξης του βακτηρίου Rs: α) τυπική καμπύλη ανάπτυξης υγρής καλλιέργεια, β) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με απιονισμένο-αποστειρωμένο νερό, γ) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με νανοσκεύασμα chitosan 1:25, δ) καμπύλη ανάπτυξης με επέμβαση με νανοσκεύασμα chitozan+Cu 1:25. 
Από την μελέτη της έκφρασης των δύο γονιδίων: Acre180 και RKase, στη ρίζα φυτών τομάτας που είχαν δεχτεί ή όχι επέμβαση με τα νανοσκευάσματα, διαπιστώθηκαν τα ακόλουθα: 
1) έκφραση του γονιδίου Acre180 (Πίνακας 3.7.2-1): 
α) σε φυτά μολυσμένα με Rs, η έκφραση του γονιδίου Acre180 αυξήθηκε έως και 2,5 φορές όταν έγινε εφαρμογή νανοσκευάσματος chitozan, και έως 2,8 φορές όταν έγινε εφαρμογή του νανοσκευάσματος chitozan+Cu, σε σχέση με τον μάρτυρα (επέμβαση με αποστειρωμένο νερό). β) σε φυτά μολυσμένα με Cmm, η έκφραση του γονιδίου Acre180 μειώθηκε σε σχέση με τον μάρτυρα, είτε είχε γίνει επέμβαση με το νανοσκευάσμα chitosan είτε είχε γίνει επέμβαση με το νανοσκευάσμα chitosan+Cu. 
2) έκφραση του γονιδίου RKase (Πίνακας 3.7.2-2):
α) σε φυτά μολυσμένα με Rs, η έκφραση του γονιδίου RKase δεν παρουσίασε μεταβολή σε σχέση με τον μάρτυρα όταν έγινε επέμβαση με το νανοσκεύασμα chitosan, ενώ στην περίπτωση της επέμβασης με το  νανοσκεύασμα chitosan+Cu η έκφραση κυμάνθηκε από ίδια έως 3,3 φορές μεγαλύτερη από τον μάρτυρα. β) σε φυτά μολυσμένα με Cmm, η έκφραση του γονιδίου RKase αυξήθηκε έως και 2,2 φορές όταν έγινε επέμβαση με νανοσκεύασμα chitosan, και έως 7,4 φορές όταν έγινε επέμβαση με το νανοσκεύασμα chitosan+Cu.  

Πίνακας 3.7.2-1

	Δείγματα
	2e-ΔΔCt για το γονίδιο Acre180

	5dpi, Rs, Chitozan, Ρίζα_1
	1,8

	5dpi, Rs, Chitozan, Ρίζα_2
	2,5

	5dpi, Rs, Chitozan+Cu, Ρίζα_1
	2,8

	5dpi, Rs, Chitozan+Cu, Ρίζα_2
	2,4

	
	

	5dpi, Cmm, Chitozan, Ρίζα_1
	0,7

	5dpi, Cmm, Chitozan, Ρίζα_2
	0,5

	5dpi, Cmm, Chitozan+Cu, Ρίζα_1
	0,2

	5dpi, Cmm, Chitozan+Cu, Ρίζα_2
	0,2



Πίνακας 3.7.2-2
	Δείγματα
	2e-ΔΔCt για το γονίδιο RKase

	5dpi, Rs, Chitozan, Ρίζα_1
	1,2

	5dpi, Rs, Chitozan, Ρίζα_2
	1,0

	5dpi, Rs, Chitozan+Cu, Ρίζα_1
	1,0

	5dpi, Rs, Chitozan+Cu, Ρίζα_2
	3,3

	
	

	5dpi, Cmm, Chitozan, Ρίζα_1
	2,2

	5dpi, Cmm, Chitozan, Ρίζα_2
	1,9

	5dpi, Cmm, Chitozan+Cu, Ρίζα_1
	7,4

	5dpi, Cmm, Chitozan+Cu, Ρίζα_2
	1,7
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Όσον αφορά τη μελέτη στο σύστημα Arabidopsis thaliana – Podospahera xanthii – SA-CNPs, τα αποτελέσματα δείχνουν ότι τα νανοσωματίδια χιτοζάνης με συζευγμένη την αμυντική ορμόνη σαλικυλικό οξύ, μπορούν να ενεργοποιήσουν αποτελεσματικά τους  αμυντικούς μηχανισμούς του φυτού και να επάγουν την έκφραση του γονιδίου δείκτη PATHOGENESIS RELATED-1 (PR1) στα φύλλα του φυτού Arabidopsis thaliana, μειώνοντας τη βλάστηση των κονιδίων του βιοτροφικού παθογόνου μύκητα Podosphaera xanthii. Οι προσεγγίσεις των μεταγραφομικών και πρωτεομικών αναλύσεων αναγνώρισαν αυξημένη έκφραση γονιδίων/πρωτεϊνών που σχετίζονται με τους μηχανισμούς άμυνας μετά την εφαρμογή των SA-CNPs, δίνοντας έμφαση σε ομάδες γονιδίων/πρωτεϊνών σχετικές με LRR υποδοχείς (Leucine Rich Repeat recepotrs), τη συστημική επίκτητη αντοχή (Systemic Achieved Resistance, SAR) και  το μεταβολισμό της αντιοξειδωτικής ουσίας γλουταθειόνη. Η ανάλυση των αποκρίσεων του παθογόνου κατά τη διάρκεια της μόλυνσης στις φυσιολογικές συνθήκες (μάρτυρα), αναγνώρισε ομάδες πρωτεΐνες σχετικές με το ριβόσωμα και τη λειτουργία υδρολάσης ως πιθανώς εκκρινόμενες πρωτεΐνες που επιδρούν ως πρωτεϊνες-τελεστές (effectors) στον ξενιστή , ενώ η εφαρμογή SA-CNPs μείωσε σημαντικά την έκφρασή τους. Επίσης, οι παραπάνω ενεργοποιήσεις των πρωτεΐνών που σχετίζονται με την άμυνα του φυτού δείχθηκε ότι έχουν έντονη συσχέτιση με το μηχανισμό ελέγχου της ποιότητας των πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο των κυττάρων (ERQC) και τη λειτουργία γλυκοζυλίωσης, υποδηλώνοντας κύριους πιθανούς στόχους που μπορούν να αξιοποιηθούν για την εύρεση στρατηγικών ελέγχου ενάντια των βιοτροφικών παθογόνων μέσω της ενεργοποίησης της άμυνας των φυτών.
Από την άλλη μεριά, στη μελέτη του συστήματος Arabidopsis thaliana – Botrytis cinerea – JA-CNPs τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα νανοσωματίδια χιτοζάνης με συζευγμένο ιασμονικό οξύ επάγουν αποτελεσματικά το μονοπάτι άμυνας του ιασμονικού οξέος και μειώνουν ικανοποιητικά την ένταση της ασθένειας που προκαλείται από τον νεκροτροφικό μύκητα Botrytis cinerea (στέλεχος B05.10) στο φυτό μοντέλο Αrabidopsis thaliana. Η αξιολόγηση των μηχανισμών άμυνας, πραγματοποιήθηκε μέσω πειράματος χρώσης β-γλυκουρονιδάσης (χρώση GUS) χρησιμοποιώντας τη διαγονιδιακή σειρά PDF1.2:GUS A. thaliana, και αποδεικνύοντας ότι τα JA-CNPs επάγουν αποτελεσματικά το μονοπάτι άμυνας του ιασμονικού οξέος στη χαμηλή συγκέντρωση των 5 ppm με και χωρίς την τεχνητή μόλυνση των φυτών με αιώρημα κονιδίων του μύκητα. Η συνεστιακή μικροσκοπία αποκάλυψε μείωση της ανάπτυξης υφών του παθογόνου σε φύλλα Arabidopsis στα οποία εφαρμόστηκαν 5ppm JA-CNPs, σε σύγκριση με το μάρτυρα. Η μεταγραφική ανάλυση των COI, ASK1, AXR1 και JAH3 στο A. thaliana, καθώς και των AOX, PME1, CHS1 και BOA3 στο μύκητα B. cinerea, έδειξε ότι η εφαρμογή των JA-CNPs ενισχύει σημαντικά κύρια γονίδια του μονοπατιού του ιασμονικού οξέος του φυτού και επηρεάζει αρνητικά γονίδια που συμβάλλουν στην παθογένεια του μύκητα, αντίστοιχα. Συνολικά, αυτά τα ευρήματα υπογραμμίζουν τις δυνατότητες των JA-CNPs να αποτελέσουν μέρος ολοκληρωμένης διαχείρισης του μύκητα B. cinerea στα κηπευτικά (όπως η τομάτα), συμβάλλοντας στην μείωση χρήσης των χημικών μυκητοκτόνων στις καλλιέργειες. Η έρευνα συνεχίζεται.

Η παρεμποδιστική δράση των δύο νανοσκευασμάτων υπό μελέτη (χιτοζάνη, χιτοζάνη συζευγμένη με χαλκό) έναντι της ανάπτυξης των δύο φυτοπαθογόνων βακτηρίων διαπιστώθηκε τόσο με τη μικροσκοπική παρατήρηση των βακτηριακών κυττάρων, όσο και με την κατασκευή καμπυλών ανάπτυξης των βακτηρίων σε υγρή καλλιέργεια υπό την επίδραση των σκευασμάτων αυτών. Ιδιαίτερα σημειώνεται ότι το νανοσκεύασμα της χιτοζάνης προκάλεσε άμεση παρεμπόδιση και νέκρωση των κυττάρων Cmm, αλλά μόνο μετά από 100h προκάλεσε παρεμπόδιση και νέκρωση των κυττάρων Rs, γεγονός που δείχνει μία σχετική αντοχή του βακτηρίου Rs στη δράση της χιτοζάνης. Αντίθετα, το νανοσκεύασμα που περιείχε χαλκό προκάλεσε άμεση παρεμπόδιση και νέκρωση των κυττάρων τόσο του Rs όσο και του Cmm. Σε μοριακό επίπεδο, στις πρώτες πέντε μέρες από τη μόλυνση των φυτών, το νανοσκεύασμα της χιτοζάνης και της χιτοζάνης συζευγμένης με το χαλκό προκάλεσαν αύξηση της έκφρασης του γονιδίου Acre180 στην περίπτωση φυτών μολυσμένων με Rs, και μείωση της έκφρασής του στην περίπτωση φυτών μολυσμένων με Cmm. Επίσης, το νανοσκεύασμα της χιτοζάνης και της χιτοζάνης συζευγμένης με το χαλκό προκάλεσαν αύξηση της έκφρασης του γονιδίου RKase στην περίπτωση φυτών μολυσμένων με Cmm. Στην περίπτωση φυτών μολυσμένων με Rs, το νανοσκεύασμα της χιτοζάνης δεν επηρέασε την έκφραση του γονιδίου RKase, ενώ το νανοσκεύασμα χιτοζάνης συζευγμένης με το χαλκό αύξησε την έκφρασή του. Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν ότι τα δύο υπό εξέταση γονίδια ενδέχεται να εμπλέκονται στην αλληλεπίδραση του φυτού με τα νανοσκευάσματα και τα φυτοπαθογόνα βακτήρια, και να επηρεάζουν την εκδήλωση/εξέλιξη ή μη ασθένειας στα φυτά. Περισσότερες επαναλήψεις του πειράματος με μεγαλύτερο αριθμό φυτών είναι αναγκαίες για να διαπιστωθεί αν οι παρατηρούμενες αλλαγές της έκφρασης των γονιδίων αυτών αφορούν επίσης και μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα από την μόλυνση των φυτών και αν είναι στατιστικώς σημαντικές. 
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