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Nanoczastki chitozanu funkcjonalizowane dwuniciowym RNA jako nowa strategia
ochrony roslin

Glownym celem projektu jest uzyskanie nowego systemu ochrony roslin przed patogenami w
wyniku wzmocnienia dwoch natywnych cech chitozanu: aktywnosci antygrzybowej oraz
zdolno$ci do indukowania odpowiedzi immunologicznej w roslinach. Cel ten bedzie
osiggniety dzieki wprowadzeniu do komorek patogena i do komdrek rosliny nanoczastek
chitozanu (ChNPs) sprzezonych z dwuniciowym RNA (dsRNA) zaprojektowanych tak aby
indukowane procesy RNAi wywotaly zamierzony skutek eliminacji patogena i wzmocnienia
reakcji immunologicznej rosliny.

Projekt bazuje na trzech hipotezach: (1) Chitozan aktywuje geny i procesy warunkujace
odporno$é nabyta rosliny. (2) Staba aktywnos¢ antygrzybowa chitozanu zostanie wzmocniona
w wyniku asocjacji ChNPs z czasteczkami dsRNA zaprojektowanymi tak, aby zachodzila
ukierunkowana degradacja wybranych transkryptéw patogena. Asocjacja dsSRNA z ChNPs
poprawi stabilnos$¢ czasteczek dsRNA oraz ulatwi ich wprowadzenie do komorek patogena i
komorek rosliny. (3) Koncowa efektywnosé ochrony rosliny przez dsRNA-ChNPs bedzie
efektem antygrzybowej aktywnosci chitozanu, jego zdolnosci do indukowania odpornosci
nabytej oraz procesow RNAi aktywowanych przez dsRNA.

Badania zaplanowano w czterech pakietach (WP). Analiza transkryptomu jeczmienia (WP1) i
transkryptomu Fusarium graminearum (Fg) (WP2) traktowanych chitozanem o okreslonych
parametrach pozwoli identyfikowa¢ geny specyficznie regulowane w kazdym z tych
organizmow pod wplywem chitozanu. Wyniki pozwola wskaza¢ geny i procesy warunkujace
antygrzybowa aktywnos$¢ chitozanu oraz geny i procesy odpowiedzialne za indukowanie
odpornosci nabytej w roslinie. W WP3 zaplanowano (1) szczegdtowa charakterystyke
chitozanu uzyskanego z réznych Zrddel, (2) uzyskanie ChNPs oraz komplekséw dsRNA-
ChNPs oraz (3) fizykochemiczng charakterystyke uzyskanych kompleksow. WP3 bedzie
realizowany w zespole Dr M. Pigtkowskiego na Politechnice Krakowskiej - eksperta w tej
dziedzinie. W WP4 zaplanowano wykorzystanie wynikow WP1-WP3 do zaprojektowania i
zbudowania systemu dsRNA-ChNPs, ktéry po wprowadzeniu do komérek grzyba bedzie go
specyficznie eliminowal, a po wprowadzeniu do komorek rosliny bedzie wzmacniat
odpornos¢ nabyta. Szczegdtowe parametry komplekséw dsRNA-ChNPs bedg ustalane z
uzyciem genoéw reporterowych: AmCyan w Fg oraz PDS w jeczmieniu. Skutecznos¢ dsRNA-
ChNPs bedzie szacowana dzigki obserwacji fluorescencji AmCyan w komodrkach Fg i
fotooksydacji chlorofilu (efekt wyciszenia genu PDS) w komorkach jeczmienia.
Eksperymenty z uzyciem gendéw reporterowych pozwolg rowniez oceni¢ stabilnos¢ dsRNA-
ChNPs w warunkach podobnych do warunkéw polowych. Efektem projektu bedzie (i)
weryfikacja hipotez badawczych, (ii) nowa wiedza o genach i procesach indukowanych w Fg
i w jeczmieniu po traktowaniu chitozanem, (iii) szczegdélowe procedury syntezy ChNPs oraz
budowania kompleksow dsRNA-ChNPs, (iv) szczegolowa fizykochemiczna charakterystyka
chitozanu, ChNPs i komplekséw dsRNA-ChNPs. Nalezy podkresli¢, ze obydwa komponenty
proponowanego systemu ochrony roslin tj. dSRNA oraz ChNPs sga biodegradowalne nie
powoduja zadnego zanieczyszczenie $srodowiska. Co wiecej, chitozan i otrzymane z niego
produkty maja dluga historie bezpiecznego uzycia w medycynie i rolnictwie, w tym rowniez
w rolnictwie ekologicznym. Dlugoletnie doswiadczenie wnioskodawcy (IHAR-PIB) w
wykorzystaniu RNAi do celow genomiki funkcjonalnej roslin uzytkowych i1 badaniach
interakcji roslina-patogen oraz doswiadczenie zespotu dr M. Pigtkowskiego (Politechnika
Krakowska) w badaniach chitozanu, ChNPs oraz biomedycznych aplikacjach tych
biopolimeréw sa komplementarne w osiagnieciu kluczowych celéw tego projektu. Strategia
bedaca efektem tego projektu moze by¢ latwo adaptowana do innych roslin i innych
patogenow szczegolnie tam, gdzie nie sg znane inne skuteczne srodki ochrony roslin.



