

Ο ρόλος του θερμικού ‘hardening’ στην ενίσχυση της διασταυρούμενης προστασίας και της ανθεκτικότητας των μυδιών Mytilus galloprovincialis μέσω ενίσχυσης του μεταβολισμού
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Περίληψη
Το ‘hardening’ ενισχύει τη θερμική ανθεκτικότητα του μυδιού Mytilus galloprovincialis, ωστόσο η αποτελεσματικότητά του έναντι πρόσθετων καταπονήσεων παραμένει ασαφής. Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η επίδρασή του στην ανοσολογική και συνδυασμένη θερμική–ανοσολογική καταπόνηση. Τα ‘hardened’ μύδια διατήρησαν μεταβολικά πρότυπα παρόμοια με της ομάδας ελέγχου, υποστηρίζοντας την ενεργειακή παραγωγή και ωσμωτική ισορροπία. Συνεπώς, το ‘hardening’ προάγει τη μεταβολική σταθερότητα και διαμορφώνει έναν ανθεκτικό φαινότυπο έναντι πολλαπλών καταπονήσεων.
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Εισαγωγή

Οι θαλάσσιοι καύσωνες απειλούν τα παράκτια οικοσυστήματα (IPCC, 2022), προκαλώντας διαταραχές στους θαλάσσιους εξώθερμους οργανισμούς (Dzwonkowski et al., 2020), ενώ η θερμική καταπόνηση μπορεί να περιορίσει την ικανότητα αντιμετώπισης πρόσθετων περιβαλλοντικών πιέσεων (Sokolova & Lannig, 2008; Feidantsis et al., 2015; Lattos et al., 2023). Παρότι τα οφέλη του θερμικού ‘hardening’ έχουν τεκμηριωθεί (Georgoulis et al., 2022, 2023, 2024), η αποτελεσματικότητά του έναντι άλλων ή συνδυασμένων καταπονήσεων παραμένει ασαφής. Στο πλαίσιο αυτό, εξετάσαμε κατά πόσο το ‘hardening’ ενισχύει τη μεταβολική προετοιμασία των μυδιών M. galloprovincialis έναντι αυξημένης θερμοκρασίας και ανοσολογικής διέγερσης μέσω λιποπολυσακχαρίτη (LPS).

2. Μεθοδολογία 

2.1 Ζώα
Μύδια M. galloprovincialis μάζας 23.82±3.82g και μήκος 6.52±0.58cm μεταφέρθηκαν σε δεξαμενές 500L σε θερμοκρασία νερού 18°C±0.5 για 1 εβδομάδα για να εγκλιματιστούν. 

2.2 Πειραματικός σχεδιασμός
[bookmark: _Hlk115781053]Το πείραμα διεξήχθη σε τρεις φάσεις: θερμικό “hardening”, ένεση με LPS και εγκλιματισμός.

Φάση θερμικού “hardening”: Σύμφωνα τους Georgoulis και συνεργάτες (2021), ~200 μύδια τοποθετήθηκαν σε νέα ενυδρεία στους 18°C. Η θερμοκρασία αυξήθηκε στους 27°C (1,5°C/min) και παρέμειναν για 2,5 ώρες, ενώ στη συνέχεια επανήλθε στους 18°C για 24ωρη ανάρρωση. Η διαδικασία επαναλήφθηκε τέσσερις φορές. Τα μύδια χαρακτηρίστηκαν ως “hardened” (H), ενώ όσα δεν υποβλήθηκαν στη διαδικασία ως “non-hardened” (NH).

Φάση ένεσης LPS: Η ανοσολογική απόκριση προσομοιώθηκε με έγχυση 10μg LPS από Escherichia coli (100μg/mL) στον οπίσθιο προσαγωγό μυ των μυδιών H και NH, πέντε ώρες πριν από τον εγκλιματισμό (Hernroth, 2003). 

Φάση εγκλιματισμού: Σε τέσσερις δεξαμενές 500 L κατανεμήθηκαν μύδια και από τις δύο ομάδες (NH και H), αντιπροσωπεύοντας τέσσερις συνθήκες έκθεσης: 1) Ομάδα ελέγχου στους 18°C, 2) Μύδια στους 18°C με χορήγηση LPS, 3) Μύδια με αύξηση θερμοκρασίας στους 26°C και 4) Μύδια με αύξηση θερμοκρασίας στους  26°C και χορήγηση LPS.

2.3 Πειραματικές και στατιστικές αναλύσεις
Πραγματοποιήθηκε μεταβολομική ανάλυση στον ιστό του μανδύα με φασματοσκοπία ¹H-NMR (Götze et al., 2020), χρησιμοποιώντας πέντε δείγματα ανά πειραματική ομάδα. Η εκχύλιση πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο μεθανόλης–χλωροφορμίου (Rebelein et al., 2018). Με το λογισμικό MetaboAnalyst 5.0 πραγματοποιήθηκαν ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) για σύγκριση των συγκεντρώσεων των μεταβολιτών μεταξύ των ομάδων και δημιουργία θερμικού χάρτη (heatmap) (Chong et al., 2019). 

Αποτελέσματα

Στο heatmap (Εικ.1Α), φαίνεται ότι τα μύδια H διατήρησαν επίπεδα μεταβολιτών παρόμοια με την ομάδα ελέγχου σε όλες τις συνθήκες έκθεσης, ενώ τα NH παρουσίασαν έντονες μεταβολικές αλλαγές. Η PCA (Εικ.1Β) ανέδειξε διαχωρισμό μεταξύ H και NH και μεταξύ συνθηκών καταπόνησης. Τα H συγκεντρώθηκαν κοντά στην ομάδα ελέγχου, υποδηλώνοντας μεταβολική σταθερότητα, ενώ τα NH σχημάτισαν διακριτές ομάδες, με έντονο διαχωρισμό της συνθήκης 18°C+LPS από τις συνθήκες 26°C και 26°C+LPS.

[image: ]

Εικόνα 1. (Α) Θερμικός χάρτης (heatmap) μεταβολών των συγκεντρώσεων των μεταβολιτών και (Β) ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) των μεταβολικών προφίλ μυδιών ‘non-hardened’ (NH) και ‘hardened’ (H), υπό διαφορετικές θερμικές (18 και 26°C) και ανοσολογικές (με ή χωρίς LPS) συνθήκες

Συζήτηση
Η διατήρηση παρόμοιων μεταβολικών προφίλ μεταξύ των μυδιών H και της ομάδας ελέγχου παρουσιάζει μια ενισχυμένη μεταβολική σταθερότητα υπό διαφορετικές καταπονήσεις. Αντίθετα, οι έντονες μεταβολικές διαφοροποιήσεις των NH υποδηλώνουν μεγαλύτερη ευαισθησία και ενεργοποίηση διαφορετικών μηχανισμών απόκρισης, ανάλογα με τον παράγοντα καταπόνησης. Η ικανότητα των μυδιών ‘hardening’ να διατηρούν τα επίπεδα των μεταβολιτών τους, ανεξάρτητα από τη θερμική ή ανοσολογική καταπόνηση, υποστηρίζει την ανάπτυξη διασταυρούμενης προστασίας και ανθεκτικότητας έναντι πολλαπλών στρεσογόνων παραγόντων.
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