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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

Η P.entomophila, όπως και πολλά άλλα βακτήρια, προκειµένου να 

αντιµετωπίσει τη µικρή βιοδιαθεσιµότητα του σιδήρου και να ικανοποιήσει τις 

διατροφικές της ανάγκες, προχωρά στην παραγωγή σιδηροφόρων, χαµηλού µοριακού 

βάρους συµπλόκων, που σκοπό έχουν να δεσµεύουν και να µεταφέρουν τον σίδηρο στο 

εσωτερικό της. 

Η πυοβερδίνη είναι το κύριο σιδηροφόρο που παράγεται στην P.entomophila, 

αλλά και σε όλες τις φθορίζουσες ψευδοµονάδες, και παρουσιάζει υψηλή σταθερά 

σύνδεσης µε το σίδηρο. Ωστόσο, στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, παράγονται 

επίσης και δευτερεύοντα σιδηροφόρα, σε µικρότερες ποσότητες και µε άγνωστο 

συνήθως βιολογικό ρόλο. 

Σκοπός της εργασίας είναι η δηµιουργία γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης του 

βακτηρίου Pseudomonas entomophila και η εύρεση κλώνων που να φέρουν γονίδια που 

να ευθύνονται για την παραγωγή σιδηροφόρων. Οι πειραµατικές διαδικασίες ξεκίνησαν 

µε την ελπίδα ότι θα επιτύχουµε αποµόνωση και µελέτη του δεύτερου, άγνωστου µέχρι 

τότε, σιδηροφόρου της P.entomophila. 

Ωστόσο, µία ερευνητική οµάδα από εργαστήριο του Βελγίου, και ενώ είχε ήδη 

ξεκινήσει η πειραµατική διαδικασία, προχώρησε σε αποµόνωση και ταυτοποίηση του 

δεύτερου σιδηροφόρου της P.entomophila, το οποίο και ονοµάστηκε ψευδοµονίνη. 

Συνεπώς, η εργασία προσανατολίζεται πλέον σε διαφορετική κατεύθυνση και 

συγκεκριµένα προχωρούµε σε µεταλλαξιγένεση του γονιδιώµατος της P.entomophila 

και εύρεση κλώνων από τους οποίους να απουσιάζει η ικανότητα σχηµατισµού βιοφιλµ. 

Τα αρνητικά, ως προς τη δηµιουργία βιοφιλµ, µεταλλάγµατα θα ελεγχθούν ως προς την 

εντοµοπαθογένειά τους σε σχέση µε τον άγριο τύπο. ∆υστυχώς, τα στενά χρονικά 

περιθώρια στα οποία έπρεπε να παραδοθεί η παρούσα εργασία δεν επέτρεψαν 

ολοκληρωµένα αποτελέσµατα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1Ο 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Το βακτηριακό γένος Pseudomonas 

Το γένος Pseudomonas περιλαµβάνει αρκετές εκατοντάδες είδη βακτηρίων, που 

ανήκουν στην κατηγορία των Gram-αρνητικών-γ-πρωτεοβακτηρίων. Χαρακτηρίζονται 

από ένα ή περισσότερα αντιδιαµετρικά µαστίγια και την έλλειψη δυνατότητας 

σχηµατισµού σπορίων. Αναπτύσσονται κυρίως κάτω από αερόβιες συνθήκες, αν και 

αναερόβια ανάπτυξη είναι επίσης δυνατή (Mossialos and Amoutzias, 2007). Στο γένος 

περιλαµβάνονται είδη που ενισχύουν τη φυτική ανάπτυξη (P.fluorescens), είδη που 

είναι παθογόνα για τον άνθρωπο (P.aeruginosa, εικ.1.α) και τα φυτά (P.syringae), αλλά 

και είδη που συµµετέχουν στην βιοαποικοδόµηση ξενοβιοτικών ουσιών (P.putida, 

εικ.1.β). Ενδεικτικά, το είδος P.aeruginosa προσβάλλει ευκαιριακά τον άνθρωπο και τα 

ζώα, και ευθύνεται για µια σειρά από µολύνσεις, όπως η κυστική ίνωση (CF) των 

πνευµόνων και άλλες νοσοκοµειακές λοιµώξεις (Lyczak et al., 2000). 

Το γένος Pseudomonas χωρίζεται σε πέντε οµάδες µε κριτήριο την οµολογία 

των 16S rRNA αλληλουχιών. Η πρώτη οµάδα (Group I) διακρίνεται περαιτέρω σε 

φθορίζουσες και µη φθορίζουσες ψευδοµονάδες (Palleroni, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.α. Το βακτήριο P.aeruginosa 

έπειτα από καλλιέργεια σε τριβλίο 
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Τα βακτήρια που ανήκουν στο γένος Pseudomonas διακατέχονται από υψηλή 

µεταβολική προσαρµοστικότητα και παραγωγή πολυάριθµων δευτερογενών 

µεταβολιτών (Ryall et al., 2009). 

Εγκαθίστανται και επιβιώνουν σε πολυάριθµα οικολογικά ενδιαιτήµατα, όπως 

είναι το έδαφος, το νερό και οι φυτικές επιφάνειες. Η µεγάλη ποικιλία ενδιαιτηµάτων 

αντανακλά κατά κανόνα το µέγεθος του γονιδιώµατος του κάθε µικροοργανισµού, το 

οποίο περιέχει µεγάλες οµάδες γονιδίων που σχετίζονται µε την εκµετάλλευση της 

εκάστοτε πηγής άνθρακα και την ικανότητα προσαρµογής του (Vodovar et al., 2006). 

 

 

Εικόνα 1.β. Το βακτήριο 

Pseudomonas putida όπως φαίνεται 

από το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
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1.2 Pseudomonas Entomophila 

Η Pseudomonas entomophila αποµονώθηκε για πρώτη φορά το 2001 από µύγες 

φρούτων στο δυτικό τµήµα του νησιού της Γουαδελούπης (Liehl et al., 2006). 

Πρόκειται για ένα εντοµοπαθογόνο Gram αρνητικό βακτήριο που ζει στο έδαφος και 

αποτελεί, όπως επιβεβαίωσε και η αλληλούχιση του 16S rRNA, στενό συγγενή των 

βακτηριακών στελεχών Pseudomonas putida και Pseudomonas monteilli. 

Χαρακτηρίζεται από υψηλή εντοµοπαθογένεια, καθώς έχει τη δυνατότητα να θανατώνει 

τη Drosophila melanogaster αλλά και έντοµα διαφόρων τάξεων, ενήλικα και 

προνύµφες, ύστερα από κατάποση (Vodovar et al., 2006). 

 

 

 

1.2.1 Γονιδίωµα 

Το γονιδίωµα της P.entomophila αποτελείται από ένα µοναδικό κυκλικό 

χρωµόσωµα (εικ.1.2.1) και είναι σε µέγεθος το µικρότερο από τα µέχρι τώρα 

µελετηµένα είδη που συγκαταλέγονται στο γένος Pseudomonas, µε µήκος 5.888.780 

ζεύγη βάσεων (Vodovar et al., 2006). Περίπου το 67% αυτού αποτελεί γονίδια µε 

γνωστές λειτουργίες. 

Χρήση του BLAST για σύγκριση του γονιδιώµατος µε τα 5 αντιπροσωπευτικά 

είδη Pseudomonas αποκάλυψε την ύπαρξη 2.065 γονιδίων που αποτελούν τον πυρήνα 

του γονιδιώµατος των ψευδοµονάδων. Αποτέλεσµα της ίδιας έρευνας ήταν η 

ταυτοποίηση 1.002 γονιδίων, µοναδικών στο γονιδίωµα της P.entomophila (Vodovar et 

al., 2006). 

Η αλληλούχιση του γονιδιώµατος έδειξε πως περίπου το 70% των γονιδίων της 

P.entomophila έχουν ορθόλογά του στην P.putida, φανερώνοντας στενή συγγενική 

σχέση µεταξύ τους (Vodovar et al., 2006). 

Το µικρό µέγεθος του γονιδιώµατος της P.entomophila, συγκριτικά µε τις άλλες 

ψευδοµονάδες, δεν αποτελεί προϊόν εξελικτικής πίεσης, ειδικά αν ληφθεί υπ’ όψιν ότι 

το γονιδίωµα της P.entomophila έχει δεχθεί παρεµβολές από γενετικά µεταθετά 

στοιχεία και βακτηριοφάγους στο µικρότερο βαθµό (Vodovar et al., 2006). 

Για τη σηµαντική παθογένεια που παρουσιάζει φαίνεται να ευθύνονται γονίδια 

που παράγουν εντοµοκτόνες τοξίνες, αιµολυσίνες (εξωτοξίνες που διαρρηγνύουν 

µεµβράνες ερυθρών αιµοσφαιρίων), λιπάσες, πρωτεάσες καθώς και πρωτεΐνες που 
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επιτρέπουν την προσκόλληση στον ξενιστή και την αποτελεσµατική εγκαθίδρυση. 

(Vodovar et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2.1. Το κυκλικό χρωμόσωμα που αποτελεί το γονιδίωμα του βακτηρίου Pseudomonas entomophila με 

συνολικό µήκος 5.888.780 ζεύγη βάσεων 
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1.2.2 Μεταβολισµός 

Το γονιδίωµα της P.entomophila κωδικοποιεί τα βασικά µεταβολικά µονοπάτια 

που συναντώνται στο γένος Pseudomonas, όπως το µονοπάτι της φωσφορικής 

πεντόζης, το µονοπάτι Entner-Doudoroff και τον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων 

(Vodovar et al., 2006).  

Επίσης, περιλαµβάνει και γονίδια που συµµετέχουν σε υδρολυτικές διαδικασίες, 

όπως πιθανότατα στην αποικοδόµηση πολυµερών του συναντώνται στο εδάφους. Σε 

αντίθεση µε άλλα φυτοπαθογόνα στελέχη, η P.entomophila στερείται γονιδίων που 

κωδικοποιούν ένζυµα ικανά να αποικοδοµήσουν το κυτταρικό τοίχωµα των φυτών, 

γεγονός αναµενόµενο, δεδοµένου ότι το συγκεκριµένο είδος δεν είναι παθογόνο για τα 

φυτά (Vodovar et al., 2006). 

 

 

 

1.2.3 Οικολογία 

Οι µεταβολικές δυνατότητες του βακτηρίου (όπως προκύπτουν από τη µελέτη 

του γονιδιώµατός του) επιτρέπουν την εύκολη προσαρµογή του σε ποικίλα 

περιβάλλοντα όπως το έδαφος, τη ριζόσφαιρα ή ακόµη και το νερό (Vodovar et al., 

2006). 

 

 

 

1.2.4 Παθογένεια 

Η P.entomophila εµφανίζει υψηλή παθογένεια για τη Drosophila melanogaster, 

στα ενήλικα άτοµα αλλά και στις προνύµφες. Παρά την επαγωγή του ανοσοβιολογικού 

συστήµατος της τελευταίας, φαίνεται πως η P.entomophila έχει αναπτύξει ειδικές 

στρατηγικές δράσης για να αποφεύγει την ανοσολογική απόκριση του εντόµου. 

Τα τελευταία χρόνια η Drosophila έχει εξελιχθεί σε ένα άριστο µοντέλο µελέτης 

των αλληλεπιδράσεων µεταξύ του ξενιστή και του παθογόνου µικροοργανισµού 

(Schneider, 2000; Vodovar et al., 2004). Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του 

συστήµατος της Drosophila, είναι η ύπαρξη πολλαπλών αµυντικών µηχανισµών που 

συναντώνται και σε ανώτερους οργανισµούς (Tzou et al., 2002; Hultmark, 2003; Ha et 

al., 2005). Σ’ αυτούς περιλαµβάνονται φυσικοί φραγµοί, τοπική και συστεµική 
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ανοσολογική απόκριση. Στη συντονισµένη άµυνα έναντι των µικροοργανισµών 

συµµετέχουν και αρκετοί ιστοί (Liehl et al., 2006). 

Αρχικά, στην πρώτη γραµµή της άµυνας βρίσκονται η στοµατική κοιλότητα και 

η τραχεία, όπου παράγονται αντιµικροβιακά πεπτίδια (AMPs). Στη συνέχεια, 

εξειδικευµένα αιµοκύτταρα προχωρούν σε εγκόλπωση και φαγοκύττωση των 

εισβολέων. Τέλος, το λιπαρό σώµα, που είναι λειτουργικά αντίστοιχο του συκωτιού των 

θηλαστικών, είναι η περιοχή όπου λαµβάνει χώρα η χυµική ανοσία (Liehl et al., 2006). 

Η P.entomophila, µπορεί να προκαλέσει και συστεµική αλλά και τοπική 

ανοσοαπόκριση προκαλώντας το θάνατο και σε προνύµφες ύστερα από στοµατική 

µόλυνση (εικ.1.2.4). Η παραµονή της στις προνύµφες προκαλεί µαζική καταστροφή 

των κυττάρων του εντέρου (Vodovar et al., 2005). 

Αν και παθογόνος οργανισµός, στερείται εκκριτικό σύστηµα τύπου III, καθώς 

και όλες τις συσχετιζόµενες τοξίνες, µε αποτέλεσµα να βασίζει την εντοµοπαθογένειά 

της σε ένα αριθµό πιθανολογούµενων παθογόνων παραγόντων, όπως εντοµοκτόνες 

τοξίνες, πρωτεάσες, αιµολυσίνες, υδροκυάνιο και άλλους νέους δευτερογενείς 

µεταβολίτες (Vodovar et al., 2006). 

Μελέτες απέδειξαν πως η παθογένεια του βακτηρίου είναι πολυπαραγοντική και 

µάλιστα φαίνεται πως παράγοντες που ενεργοποιούν την απόκριση διακρίνονται από 

εκείνους που προάγουν την παθογένεια. Μεταλλαξιγένεση (µε χρήση µεταθετών 

γενετικών στοιχείων, όπως το τρασποζόνιο) οδήγησε στην αναγνώριση αρκετών 

ρυθµιστικών γονιδίων, απαραίτητων για την προσβολή και το θάνατο της Drosophila 

(Liehl et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2.4. Προνύμφη στο έντερο της 

οποίας διακρίνεται το βακτήριο 

Pseudomonas entomophila, ύστερα από 

σήμανση με GFP 
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Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, το υδροκυάνιο αποτελεί έναν από τους 

πιθανούς παθογόνους παράγοντες στους οποίους βασίζει την εντοµοπαθογένειά της η 

P.entomophila. Λίγα µόνο βακτηριακά είδη είναι γνωστά που να παράγουν και να 

εκκρίνουν υδροκυάνιο (HCN). 

Το HCN αποτελεί ισχυρό αναστολέα της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c και 

αρκετών άλλων µεταλλοενζύµων. Χαρακτηρίζεται γενικά σαν δευτερογενής 

µεταβολίτης, καθώς δε φαίνεται να έχει κάποιο ρόλο στον πρωτογενή µεταβολισµό των 

βακτηρίων που το εκκρίνουν. Το HCN έχει τοξική δράση και τα βακτηριακά στελέχη 

που το εκκρίνουν διαθέτουν µηχανισµούς ώστε να προστατεύονται από αυτή. Βασικό 

µηχανισµό αυτοπροστασίας αποτελεί η µη ευαίσθητη οξειδάση του υδροκυανίου (CIO). 

Η παραγωγή της οξειδάσης αυτής επιτρέπει στα βακτήρια να αναπτύσσονται παρουσία 

υψηλών συγκεντρώσεων υδροκυανίου (Zlosnik et al., 2006; Cooper et al., 2003). 

Το HCN παράγεται µε οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση της γλυκίνης, µε τη 

βοήθεια του ενζύµου συνθάση του HCN. Η συνθάση του HCN κωδικοποιείται από την 

οµάδα γονιδίων hcnABC (Blumer and Haas, 2000; Zlosnik et al., 2006). 

Ο βιολογικός ρόλος της παραγωγής υδροκυανίου στα βακτήρια δεν είναι 

απόλυτα ξεκάθαρος αλλά το πιθανότερο είναι ότι προσφέρει ανταγωνιστικό 

πλεονέκτηµα έναντι άλλων βακτηρίων και παίζει ρόλο στην αποκλειστικότητα των 

διαθέσιµων θρεπτικών, όπως συµβαίνει στην P.fluorescens (Haas and Defago, 2005). 

Το γονιδίωµα της P.entomophila κωδικοποιεί γονίδια που ευθύνονται για τη 

παραγωγή της συνθάσης του υδροκυανίου (HCN). Έπειτα από ανάπτυξη τόσο σε υγρή 

όσο και στερεή καλλιέργεια, φαίνεται να παράγει HCN σε συγκεντρώσεις που αγγίζουν 

τα 40µmol/l, και η παραγωγή επηρεάζεται από την διαθεσιµότητα του οξυγόνου (Ryall 

et al., 2009). 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

15 

 

1.3 Σιδηροφόρα 

Ο σίδηρος είναι ένα απαραίτητο θρεπτικό συστατικό για όλα σχεδόν τα 

βακτήρια. Έχει βασικό ρόλο τόσο ως συµπαράγοντας πρωτεϊνών που συµµετέχουν 

στην αναπνοή όσο και στην σύνθεση του RNA (Braun, 1997). Παρόλο που είναι ένα 

από τα στοιχεία που αφθονούν στον πλανήτη, σε ουδέτερο pH σχηµατίζει αδιάλυτα 

υδροξείδια µε αποτέλεσµα η διαθεσιµότητά του στα βακτήρια να είναι περιορισµένη 

(Neilands, 1995). Ενδεικτικά, η συγκέντρωση σιδήρου που απαιτείται για την 

φυσιολογική ανάπτυξη των βακτηρίων είναι 10-8-10-6M. Ωστόσο, σε ουδέτερο pH, και 

κάτω από αερόβιες συνθήκες, αυτή µπορεί να φτάνει τα 10-17-10-18M (Guerinot, 1994). 

Τα βακτήρια έχουν αναπτύξει διάφορες µεθόδους προκειµένου να 

αντιµετωπίσουν τη µικρή βιοδιαθεσιµότητα του σιδήρου και να ικανοποιήσουν τις 

διατροφικές τους ανάγκες. Η πιο κοινή από αυτές είναι η παραγωγή ενός σιδηροφόρου, 

ενός δηλαδή χαµηλού µοριακού βάρους συµπλόκου που µπορεί να δεσµεύει τον σίδηρο 

(Neilands, 1995). Το σιδηροφόρο προσφέρει στον µικροοργανισµό που το παράγει την 

ποσότητα σιδήρου που χρειάζεται από το περιβάλλον του. 

Τα σιδηροφόρα των βακτηρίων ταξινοµούνται, ανάλογα µε την κύρια χηµική 

οµάδα τους που συµµετέχει στη σύνδεση µε το σίδηρο, σε κατεχολικά, υδροξαµικά και 

καρβοξυλικά. Παρόλα αυτά, έχουν βρεθεί σιδηροφόρα που δεν ανήκουν αποκλειστικά 

σε κάποια από αυτές τις κατηγορίες. Όλα όµως τα σιδηροφόρα χαρακτηρίζονται από 

σταθερά σύνδεσης µε το σίδηρο, που σε ορισµένες περιπτώσεις µπορεί να αγγίζει το 

1052 (όπως για παράδειγµα το κατεχολικό σιδηροφόρο εντεροβακτίνη) (Drechsel and 

Jung, 1998). 

Η µεταφορά του σιδήρου από το σιδηροφόρο στα Gram αρνητικά βακτήρια 

απαιτεί την ύπαρξη ειδικών υποδοχέων που βρίσκονται στην εξωτερική µεµβράνη του 

βακτηρίου. Αυτοί οι υποδοχείς εκφράζονται σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου και το 

µοριακό τους βάρος είναι συνήθως 75-90kDa (Guerinot, 1994). Το σιδηροφόρο ή ο 

σίδηρος (Fe+++) θα πρέπει να µεταφερθούν από τον εξωκυττάριο χώρο στο 

κυτταρόπλασµα διασχίζοντας την κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Σε αυτή τη 

διαδικασία λαµβάνουν µέρος πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για να συνδεθεί ο σίδηρος 

ή το σιδηροφόρο στους ειδικούς υποδοχείς, διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που λειτουργούν 

σαν κανάλι και φυσικά ATPάσες που θα προµηθεύσουν µε την απαραίτητη για τη 

µεταφορά ενέργεια, υδρολύοντας ATP (Faraldo-Gomez and Sansom, 2003). 
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1.3.1 Πυοβερδίνη 

Η πυοβερδίνη είναι ένα κιτρινο-πράσινο φθορίζον σιδηροφόρο που παράγεται 

από τις φθορίζουσες ψευδοµονάδες, όταν αυτές αναπτύσσονται κάτω από συνθήκες 

έλλειψης σιδήρου (εικ.1.3.1). Παρουσιάζει υψηλή σταθερά σύνδεσης µε το σίδηρο 

προσφέροντας έτσι ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα στις ψευδοµονάδες που την παράγουν 

(Ravel and Cornelis, 2003). 

Αποτελείται από τρία δοµικά µέρη: 

• ένα εξελικτικά διατηρηµένο χρωµοφόρο, που ευθύνεται για το φθορισµό, 

• ένα πεπτιδικό βραχίονα από L- και D- αµινοξέα, που ποικίλει στις διάφορες 

πυοβερδίνες και 

• ένα µικρό δικαρβοξυλικό οξύ συνδεδεµένο µε την αµινοµάδα του χρωµοφόρου 

(Budzikiewicz, 1997) 

Η πυοβερδίνη περιλαµβάνει και κατεχόλες και υδροξαµικές οµάδες. Το χρωµοφόρο 

διαθέτει µια κατεχολική οµάδα, και ο πεπτιδικός βραχίονας διαθέτει δύο υδροξαµικές 

οµάδες. Στη σύνδεση του Fe3+, συµµετέχουν από κοινού, τόσο το χρωµοφόρο όσο και ο 

πεπτιδικός βραχίονας (Budzikiewicz, 1997). 

Τα γονίδια που συµµετέχουν στην πρόσληψη σιδήρου µέσω των σιδηροφόρων, 

επάγονται και καταστέλλονται σύµφωνα µε τη διαθεσιµότητα του σιδήρου. Μια 

διµερής πρωτεΐνη, η Fur (Ferric Uptake Regulator), δρα σαν µεταγραφικός 

καταστολέας χάρις την εξαρτώµενη από το Fe2+ ικανότητά της να δεσµεύεται στους 

υποκινητές βιοσυνθετικών γονιδίων. Όταν η συγκέντρωση του σιδήρου στο εσωτερικό 

του κυττάρου αυξάνεται, η Fur συνδέεται µε το Fe2+ και στη συνέχεια όλο το σύµπλοκο 

αναγνωρίζει και προσδένεται σε µια περιοχή του DNA, µήκους 19 βάσεων, που 

βρίσκεται κοντά στον προαγωγέα, εµποδίζοντας τη µεταγραφή (Escolar et al., 1999). 

Αντίστοιχα, όταν το βακτήριο βρεθεί σε κατάσταση έλλειψης σιδήρου, το 

σίδηρο στο εσωτερικό του κυττάρου µειώνεται, οπότε και δε µπορεί να συµβεί 

καταστολή µέσω της πρωτεΐνης Fur, λόγω της αδυναµίας πρόσδεσης των ιόντων 

σιδήρου ως συµπαράγοντα. Επιπλέον, απαιτείται και θετική ρύθµιση για την παραγωγή 

πυοβερδίνης. Αυτή πραγµατοποιείται µε την έκφραση ενός µεταγραφικού ενεργοποιητή 

και την πρόσδεσή του σε ειδική περιοχή του DNA (Mossialos and Amoutzias, 2007). 

Η πρόσληψη σιδήρου µέσω της πυοβερδίνης είναι ιδιαίτερα σηµαντική για την 

µολυσµατικότητα της P.aeruginosa. In vivo επαγωγή των βιοσυνθετικών για την 

πυοβερδίνη γονιδίων προκάλεσε σε πειραµατόζωα χρόνια µόλυνση των πνευµόνων και 
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σηψαιµία. (Handfield et al., 2000). Επιπλέον, µεταλλάγµατα αρνητικά για την 

παραγωγή πυοβερδίνης έδειξαν έλλειψη ικανότητας µόλυνσης σε σύγκριση µε αυτά του 

άγριου τύπου (Meyer et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3.1. Αριστερά. Knock out μετάλλαξη ενός γονιδίου υπεύθυνου για τη 

βιοσύνθεση πυοβερδίνης, με αποτέλεσμα την απουσία φθορισμού σε UV 

Δεξιά. Παραγωγή της φθορίζουσας πυοβερδίνης από άγριου τύπου στελέχη 

σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου. 
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1.3.2 ∆ευτερεύοντα σιδηροφόρα 

Η πυοβερδίνη είναι το κύριο σιδηροφόρο στις φθορίζουσες ψευδοµονάδες. 

Ωστόσο, έχουν περιγραφεί αρκετά δευτερεύοντα σιδηροφόρα, τα οποία 

χαρακτηρίζονται από µικρότερη συγγένεια µε το σίδηρο. Σε αυτά περιλαµβάνονται η 

θειοκινολοβακτίνη, η πυοχελίνη, η ψευδοµονίνη, η κορουγατίνη και η πιο πρόσφατα 

ανακαλυφθείσα ορνικορουγατίνη (εικ.1.3.2) (Cox and Graham, 1979; Risse et al., 1998; 

Mercado-Blanco et al., 2001; Cornelis and Matthijs, 2002; Matthijs et al., 2007, 2008). 

Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, τα δευτερεύοντα σιδηροφόρα παράγονται 

σε µικρότερες ποσότητες, συγκριτικά µε την πυοβερδίνη, και ο βιολογικός τους ρόλος 

δεν είναι απόλυτα κατανοητός. Εικάζεται πως κάτω από συγκεκριµένες 

περιβαλλοντικές συνθήκες, και απουσία πυοβερδίνης, τα δευτερεύοντα σιδηροφόρα 

µπορούν να προµηθεύουν το βακτήριο µε επαρκείς ποσότητες σιδήρου αλλά να 

επιτελούν και άλλες διαφορετικές λειτουργίες, πέραν αυτής. Η αποµόνωση και µελέτη 

πολλών από αυτά έγινε έπειτα από δηµιουργία αρνητικών για την πυοβερδίνη 

µεταλλαγµάτων. Τα µεταλλάγµατα δεν παρήγαγαν πυοβερδίνη και παρόλα αυτά 

αναπτύσσονταν σε θρεπτικά µέσα όπου ο σίδηρος βρισκόταν σε περιορισµένη 

ποσότητα. Στα δευτερεύοντα σιδηροφόρα ανήκουν επίσης η κινολοβακτίνη και η PDIC 

(πυριδίνη-2, 6-δις θειοκαρβοξυλικό οξύ) (Mossialos and Amoutzias, 2007). 

Η αλληλούχιση του γονιδιώµατος της P.entomophila έδειξε ότι αυτή παράγει 

δύο σιδηροφόρα, ένα µοναδικό, από άποψη δοµής, σιδηροφόρο, την πυοβερδίνη, και 

ένα άλλο που έχει ήδη περιγραφεί στη Pseudomonas fluorescens, την ψευδοµονίνη 

(Matthijs et al., 2009). 

Ένα γνώρισµα που κάνει τις φθορίζουσες ψευδοµονάδες ιδιαίτερα 

ανταγωνιστικές για το σίδηρο, είναι η ικανότητά τους να χρησιµοποιούν σύµπλοκα 

σιδήρου από διάφορα σιδηροφόρα, εκκρινόµενα από άλλους µικροοργανισµούς 

γενικότερα, ανάµεσά τους βακτήρια και µύκητες (Poole et al., 1990; Jurkevitch et al., 

1992; Meyer, 1992; Raaijmakers et al., 1995). 

Πρόσφατες µελέτες αποκάλυψαν τη δυνατότητα της P.entomophila να 

εκµεταλλεύεται µια ποικιλία από διαφορετικές πυοβερδίνες, εκκρινόµενες από άλλα 

είδη Pseudomonas (Matthijs et al., 2009). 
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Εικόνα 1.3.2. Χημική δομή της πυοβερδίνης και της πυοχελίνης 

(Mossialos and Amoutzias, 2009) 
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1.4 Βιοφιλµ 

Ένα χαρακτηριστικό που δίνει επιπλέον κίνητρο για τη µελέτη της 

P.entomophila είναι η ικανότητα σχηµατισµού βιοφιλµ. Πρόκειται για έναν ή 

περισσότερους πληθυσµούς, που προσκολλώνται σε επιφάνειες σχηµατίζοντας µια 

δοµή, αντί να βρίσκονται στο περιβάλλον ως πλαγκτονικά κύτταρα. Στην 

πραγµατικότητα οι πληθυσµοί που σχηµατίζουν τα βιοφιλµ διαφέρουν από τους 

αντίστοιχους πλαγκτονικούς του ίδιου είδους σε γονιδιακή έκφραση, κυτταρική 

φυσιολογία και αυξηµένη αντίσταση σε αντιβιοτικά (Hoyle and Costerton, 1991; 

Costerton et al., 1995). 

Η ανάπτυξη των βιοφιλµ ξεκινά όταν βακτήρια αλλάζουν τρόπο ζωής 

αποφασίζοντας να εγκαταλείψουν την πλαγκτονική ύπαρξη και να προσκολληθούν 

σταθερά σε αβιοτικές ή βιοτικές επιφάνειες (εικ.1.4.α). Αυτή η αλλαγή του τρόπου 

ζωής φαίνεται να ρυθµίζεται κατά ένα µέρος και από το επίπεδο των θρεπτικών στο 

περιβάλλον (Wimpenny and Colasanti, 1997). Μετά την αρχική προσκόλληση στο 

υπόστρωµα, τα κύτταρα πιστεύεται πως υπόκεινται σε ένα πρόγραµµα αλλαγών της 

φυσιολογίας τους, που οδηγεί σταδιακά σε υψηλά δοµηµένες, λείες µικροβιακές 

κοινότητες (O’Toole et al., 1998). 

Το µοτίβο σχηµατισµού των βιοφιλµ επιτρέπει στα κύτταρα να τοποθετούνται 

σε ευνοϊκή θέση µπροστά σε µια µεταβολή των θρεπτικών συστατικών και οδηγεί στην 

κατασκευή και διατήρηση διακριτών υποπληθυσµών (εικ.1.4.β), που µπορούν και 

επιβιώνουν εν όψει µιας περιβαλλοντικής αναταραχής (Parsek and Tolker-Nielsen, 

2008). 

Από τα πιο αξιοπρόσεχτα χαρακτηριστικά των βιοφιλµ, εκτός από την  

αυξηµένη αντίσταση σε αντιβιοτικά, είναι και η παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων 

εξωκυττάριων πολυσακχαριτών. Ωστόσο, ο µηχανισµός µε τον οποίο πραγµατοποιείται 

το πρώτο, δεν είναι ακόµη κατανοητός (Costerton et al., 1995). 

Η ικανότητα των παθογόνων βακτηρίων να σχηµατίζουν βιοφιλµ στη κυστική 

ίνωση (CF) των πνευµόνων συµβάλλει περαιτέρω στην αντίσταση κατά των 

αντιβιοτικών (Caraher et al., 2007; Hill et al., 2005). 
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Εικόνα 1.4.α. Απεικόνιση της εναλλαγής των βακτηριακών κυττάρων από την πλαγκτονική τους 

κατάσταση σε βιοφιλμ, και το αντίστροφο. 

Εικόνα 1.5.β. Α. Βακτήρια που έχουν προσκολληθεί στη γυάλινη επιφάνεια και έχουν δημιουργήσει 

βιοφιλμ γίνονται ορατά ύστερα από χρώση με κρυσταλλικό ιώδες.  

Β. Ποσοτικοποίηση των κυττάρων αυτών με επαναδιάλυση της χρωστικής σε αιθανόλη και μέτρηση 

της οπτικής απορρόφηση στα 600nm. (Meritt et al., 2005) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

22 

 

1.5 Γονιδιωµατική βιβλιοθήκη 

1.5.1 Γενικά 

Με τον όρο γονιδιωµατική βιβλιοθήκη αναφερόµαστε στο σύνολο του 

γονιδιώµατος ενός οργανισµού, τµηµατοποιηµένο και κλωνοποιηµένο σε κατάλληλους 

φορείς, που στη συνέχεια εισάγονται σε βακτήρια (εικ.1.6.1) 

Συγκεκριµένα, τµήµατα ευκαρυωτικού DNA πέπτονται µε ένζυµο περιορισµού 

και συνδέονται in vitro σε φορείς που µπορούν να πακεταριστούν µέσα σε µόρια 

βακτηριοφάγου λ. Οι βακτηριοφάγοι που προκύπτουν, λειτουργούν σαν ∆ούρειοι Ίπποι 

που εισάγουν αποτελεσµατικά το ανασυνδυασµένο DNA µέσα στα βακτήρια. Το 

ανασυνδυασµένο DNA µπορεί να πολλαπλασιάζεται ανεξάρτητα από το κύριο µόριο 

DNA σαν µεγάλου µοριακού βάρους πλασµίδιο (Molecular Cloning 3rd Edition, 

Sambrook and Russel, 2001). Η επιλογή του µετασχηµατισµένου βακτηριακού κλώνου 

γίνεται συνήθως εξαιτίας της ανθεκτικότητάς του σε ένα συγκεκριµένο αντιβιοτικό, 

ιδιότητα που οφείλεται σε γονίδιο του φορέα κλωνοποίησης. 

Τέλος, απαραίτητη διαδικασία αποτελεί η δηµιουργία και η σήµανση 

κατάλληλων ανιχνευτών για την διαλογή των βιβλιοθηκών, την επιλογή δηλαδή του 

συγκεκριµένου γονιδίου ή απλώς ενός τµήµατος DNA που µας ενδιαφέρει. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6.1. Απεικόνιση της δημιουργίας μιας γονιδιωματικής βιβλιοθήκης με τη χρήση 

πλασμιδίου ως φορέα κλωνοποίησης. 
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1.5.2 Φορείς 

Για την κατασκευή µιας DNA βιβλιοθήκης χρησιµοποιούνται διάφοροι φορείς, 

ανάµεσά τους πλασµίδια, κοσµίδια και βακτηριοφάγοι λ. 

Το πλασµίδιο µπορεί να δεχθεί ένθεµα µέχρι 10kb. Όµως, ο αριθµός των 

διακριτών κλώνων που αποφέρει η κλωνοποίηση σε πλασµίδια είναι µικρός, λόγω της 

σχετικά µειωµένης ικανότητας µετασχηµατισµού του E.coli, αλλά και του µικρού 

αριθµού των διακριτών αποικιών που προκύπτουν και µπορούν να αποµονωθούν από 

το τριβλίο, µε αποτέλεσµα να το καθιστούν µάλλον δεύτερη επιλογή ως φορέα 

κλωνοποίησης (Gene Cloning, Principles and Applications, p.93-99, Lodge et al., 

2007). 

Όσον αφορά το βακτηριοφάγο λ, το βασικό πλεονέκτηµα της χρήσης του είναι 

ότι αυτός προσβάλλει τα βακτήρια ξενιστές ενεργά και έτσι το DNA του εισάγεται 

µέσα στα κύτταρα µε πολύ µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα απ’ ότι µε κάποια χηµική 

µέθοδο. Ωστόσο, πριν τη χρήση του ως φορέας κλωνοποίησης θα πρέπει να 

τροποποιηθεί για να µπορεί να δεχθεί ένθεµα και αυτό δε µπορεί να ξεπερνά το 5% του 

φυσιολογικού γονιδιώµατος του φάγου. Με διάφορες τεχνικές κατά τις οποίες 

αποκόπτονται µη απαραίτητες περιοχές, ο βακτηριοφάγος λ µπορεί τελικά να δεχθεί 

τµήµα DNA που να φτάνει τις 25kb. Χάρις τις cos αλληλουχίες το γονιδίωµα του φάγου 

µπορεί να εισέλθει στο άδειο καψίδιο, µια διαδικασία που ονοµάζεται πακετάρισµα. 

(Gene Cloning, Principles and Applications, p.93-99, Lodge et al., 2007). 

Το κοσµίδιο είναι ένας τύπος φορέα που συνδυάζει χαρακτηριστικά και από 

τους δύο φορείς που περιγράφηκαν προηγουµένως. Προσφέρει µεγάλη 

αποτελεσµατικότητα µετασχηµατισµού, όπως και ο φάγος λ, αλλά και την δυνατότητα 

να µεταφέρει µεγάλο ένθεµα, όπως το πλασµίδιο. Το βασικό βήµα για τη δηµιουργία 

των κοσµιδίων ήταν η εκµετάλλευση των cos αλληλουχιών. Όπως προαναφέρθηκε, 

οποιαδήποτε αλληλουχία DNA µπορεί να πακεταριστεί in vitro αρκεί να υπάρχουν οι 

cos αλληλουχίες και να απέχουν µεταξύ τους τουλάχιστον 50kb. Το κοσµίδιο δεν είναι 

κάτι περισσότερο από ένα πλασµίδιο στο οποίο έχει κλωνοποιηθεί τµήµα 

βακτηριοφάγου λ που περιλαµβάνει και τις cos περιοχές. Οι cos περιοχές έχουν µέγεθος 

συνήθως 5-7kb. Ένα ανασυνδυασµένο κοσµίδιο δε µπορεί να ενσωµατώσει ξένο DNA 

µικρότερο από 28kb ή µεγαλύτερο από 45kb. Τµήµατα DNA αυτών των µεγεθών 

προκύπτουν µετά από µερική πέψη υψηλού µοριακού βάρους χρωµοσωµικό DNA µε 

ένζυµο περιορισµού που αναγνωρίζει αλληλουχίες που βρίσκονται περίπου κάθε 4kb 
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και αφήνει κολλώδη τελικά άκρα. Η δυνατότητά του κοσµιδίου να δέχεται µεγάλο 

ένθεµα και να µετασχηµατίζει αποτελεσµατικά τα βακτήρια ξενιστές, δικαιολογεί το 

γεγονός ότι χρησιµοποιείται εκτεταµένα ως φορέας κλωνοποίησης στην κατασκευή 

γονιδιωµατικών βιβλιοθηκών (εικ.1.6.2) (Gene Cloning, Principles and Applications, 

p.93-99, Lodge et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.5.2. Το κοσμίδιο σαν φορέας κλωνοποίησης. Το κοσμίδιο κόβεται με κάποιο ένζυμο 

περιορισμού στο σημείο πολλαπλής κοπής και γίνεται γραμμικό. Στη συνέχεια, και με τη 

βοήθεια μίας λιγάσης, ενώνεται, λόγω συμπληρωματικότητας,  με  τμήμα χρωμοσωμικού DNA 

που έχει υποστεί μερική πέψη από το ίδιο ένζυμο. Το κοσμίδιο, με το ενσωματωμένο πλέον 

τμήμα χρωμοσωμικού DNA, πακετάρεται σε καψίδιο βακτηριοφάγου, χάρις την ύπαρξη των cos 

αλληλουχιών. 
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1.5.3 Χρησιµότητα γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 

Με τον όρο γονιδιωµατική βιβλιοθήκη αναφερόµαστε στο σύνολο των 

βακτηριακών κλώνων που περιέχουν όλο το DNA ενός οργανισµού. Περιέχει ολόκληρη 

την ποσότητα του γενετικού υλικού (π.χ. υποκινητές, τµήµατα γονιδίων, αλληλουχίες 

λήξης της µεταγραφής, junk DNA κ.ά.). Έτσι, µας δίνεται το πλεονέκτηµα αποµόνωσης 

και µελέτης των παραπάνω αλληλουχιών ή τµηµάτων που µας ενδιαφέρουν (µε τη 

χρήση ανιχνευτών). 

Ο βασικός λοιπόν λόγος για να κατασκευαστεί µια γονιδιωµατική βιβλιοθήκη 

είναι γιατί αποτελεί ένα χρήσιµο εργαλείο, δεδοµένου ότι ανά πάσα στιγµή µπορεί να 

επιλεγεί ο κλώνος που περιέχει το γονίδιο ή τα γονίδια που χρειάζεται να µελετηθούν. 

Ασφαλώς και παρουσιάζει µεγαλύτερη χρησιµότητα σαν εργαλείο για έναν 

προκαρυωτικό οργανισµό, καθώς ο τελευταίος έχει µικρό σχετικά µέγεθος 

γονιδιώµατος και στερείται εσωνίων (Gene Cloning, Principles and Applications, p.92-

93, Lodge et al., 2007). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2Ο 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Καλλιέργεια µικροοργανισµών 

Οι µικροοργανισµοί που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή της 

γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης, ήταν το βακτηριακό στέλεχος Escherichia coli, που 

περιέχει το κοσµίδιο pRG930-CmR, και το βακτηριακό στέλεχος Pseudomonas 

entomophila L48. Επίσης, για τη δηµιουργία µεταλλαγµάτων της P.entomophila, µε τη 

χρήση τρανσποζονίου (βλέπε 2.9 µεταλλαξιγένεση), χρησιµοποιήθηκαν τα βακτηριακά 

στελέχη E.coli S17lambdaPir, µε το πλασµίδιο pUT-miniTn5-Tc, και το E.coli 

S17lambdaPir, που στερούνταν πλασµιδίου. 

Το κοσµίδιο pRG930-CmR προσδίδει ανθεκτικότητα, για τα βακτήρια που το 

διαθέτουν, στα αντιβιοτικά στρεπτοµυκίνη (Sm) και χλωραµφενικόλη (Cm) σε 

συγκεντρώσεις 25µg/ml και 50µg/ml, αντίστοιχα. Οµοίως, το πλασµίδιο pUT-

miniTn5-Tc προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό τετρακυκλίνη (Tc) σε 

συγκέντρωση, για το E.coli S17lambdaPir, 15µg/ml (πίνακας 1). 

Για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υπόστρωµα 

LB agar (Luria Bertani). Το βακτήριο Pseudomonas entomophila αναπτύχθηκε σε 

τριβλία που περιείχαν µόνο άγαρ και στους 30oC, ενώ το βακτήριο Escherichia coli µε 

το κοσµίδιο pRG930-CmR, σε τριβλία µε αντιβιοτικά Sm και Cm, στους 37oC. Η 

παρουσία των αντιβιοτικών στο τελευταίο ήταν απαραίτητη για την επιλογή του 

κοσµιδίου. Αντίστοιχα, το βακτηριακό στέλεχος E.coli S17lambdaPir µε το πλασµίδιο 

pUT-miniTn5-Tc, αναπτύχθηκε στους 37oC. Στο θρεπτικό υπόστρωµα προστέθηκε και 

το αντιβιοτικό Tc για επιλογή του πλασµιδίου. 

Τέλος, για υγρές καλλιέργειες χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό LB Broth, µε 

τις ανάλογες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών, όταν αυτό ήταν απαραίτητο, και στις 

ανάλογες θερµοκρασίες. Να σηµειωθεί επίσης ότι τα αντιβιοτικά Sm και Cm 

διατηρούνται στους -20oC σε stock γλυκερόλης, σε συγκεντρώσεις 25mg/ml και 

50mg/ml αντίστοιχα, ενώ η Tc σε συγκέντρωση 20mg/ml. 

Στο σηµείο αυτό είναι ιδιαίτερα σηµαντικό να αναφερθεί ότι τα θρεπτικά µέσα 

αλλά και όλα τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν κατά την προετοιµασία της καλλιέργειας 

των µικροοργανισµών ήταν αποστειρωµένα. Η αποστείρωση έγινε µε υγρή θέρµανση 

(σε αυτόκαυστο) σε θερµοκρασίες που άγγιζαν τους 121oC. Το θρεπτικό υλικό 
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παραµένει σε αυτή τη θερµοκρασία για περίπου 20 λεπτά και αφού κρυώσει αρκετά, 

µετά προστίθενται τα αντιβιοτικά. 

Η αποστείρωση είναι πολύ σηµαντική διαδικασία και γίνεται για να µην 

υπάρχουν επιµολύνσεις από άλλους µικροοργανισµούς. Σε αυτό συµβάλλει και η 

εργασία σε ασηπτικό περιβάλλον. Όταν δεν είναι εφικτό να δουλεύουµε σε θάλαµο 

νηµατικής ροής, ο πάγκος καθαρίζεται σχολαστικά µε οινόπνευµα, το ίδιο και τα χέρια 

µας αλλά και όλες οι εργασίες γίνονται µε αναµµένο καµινέτο και σε κοντινή απόσταση 

από αυτό. 

 

 

 

 

Πίνακας 1 

 

 

ΣΤΕΛΕΧΗ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ 

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

E.coli (µε το κοσµίδιο pRG930-CmR) 37oC 25µg/ml Sm και 50µg/ml Cm 

E.coli S17lambdaPir (µε το pUT-

miniTn5-Tc) 

37oC 15µg/ml Tc 

E.coli S17lambdaPir 37oC - 

Pseudomonas entomophila L48 30oC - 
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Για την δηµιουργία της DNA βιβλιοθήκης χρησιµοποιήθηκε το τεχνητά 

κατασκευασµένο κοσµίδιο pRG930-CmR (εικ.2.1). Έχει µέγεθος 16.1 kb και περιέχει 

µοναδικές θέσεις αναγνώρισης για τα ένζυµα περιορισµού EcoRI, BamHI, PstI, SmaI, 

HindIII και SacII. Η παρουσία του στο βακτήριο προσδίδει ανθεκτικότητα στα 

αντιβιοτικά στρεπτοµυκίνη (Sm) και χλωραµφενικόλη (Cm) όταν αυτά βρίσκονται σε 

συγκεντρώσεις 25µg/ml και 50µg/ml, αντίστοιχα. Το κοσµίδιο (εικ.2.1) περιέχονταν 

στο βακτηριακό στέλεχος Escherichia coli (E.coli). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.1. Το τεχνητά κατασκευασμένο κοσμίδιο pRG930-Cm
R
 (Van den Eede, 1992) 
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2.2 Αποµόνωση του κοσµιδίου pRG930-CmR από το E.coli 

Για την αποµόνωση του κοσµιδίου από το βακτήριο E.coli ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολλο της Nucleospin (εταιρεία MACHEREY-NAGEL), που αφορά την 

αποµόνωση µικρών αντιγράφων πλασµιδίων και κοσµιδίων. 

Η διαδικασία περιλαµβάνει φυγοκέντρηση υγρής καλλιέργειας βακτηρίων και 

µια σειρά από προσθήκες διαφορετικών buffer µε ενδιάµεσες φυγοκεντρήσεις, που σαν 

αποτέλεσµα έχουν να σπάσουν τις µεµβράνες του βακτηριακού κυττάρου και να 

προσφέρουν σε καθαρή µορφή το πλασµιδιακό (κοσµιδιακό στην περίπτωσή µας) 

DNA. 

 

 

 

2.3 Αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από το βακτήριο P.entomophila 

Για την κατασκευή της βιβλιοθήκης ήταν απαραίτητη και η αποµόνωση όλου 

του χρωµοσωµικού DNA της P.entomophila. Αρχικά, χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο 

Puregene Yeast/Bact. Kit A της QIAGEN που αφορά την αποµόνωση DNA από Gram 

αρνητικά βακτήρια. Η διαδικασία περιλαµβάνει λύση των κυττάρων, δράση µε RNάση, 

τοποθέτηση του διαλύµατος στον πάγο για κατακρήµνιση των πρωτεϊνών και υδρόλυση 

του DNA. 

Ωστόσο, η ποσότητα του DNA που πήραµε δεν ήταν ικανοποιητική και για το 

λόγο αυτό ακολουθήθηκε ένα διαφορετικό πρωτόκολλο (Ausubel et al., 1996) µε 

προετοιµασία µιας µεγάλης καλλιέργειας και αποµόνωση εκ νέου. 

Η διαδικασία περιλάµβανε overnight 100ml υγρή καλλιέργεια των βακτηρίων, 

φυγοκέντρηση και προσθήκη TE (Tris EDTA), SDS και πρωτεϊνάσης K. Επώαση στους 

55oC-60oC για µία ώρα και προσθήκη NaCl και CTAB. Στη συνέχεια επώαση για 20 

λεπτά πριν προστεθεί χλωροφόρµιο και ισοπροπανόλη. Το χρωµοσωµικό DNA 

ξεπλένεται µε αλκοόλη και διαλύεται σε αποστειρωµένο νερό. 
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2.4 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

Μετά την αποµόνωση τόσο του κοσµιδίου pRG930-CmR όσο και του 

χρωµοσωµικού DNA, απαραίτητο βήµα είναι η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων, 

αφενός µεν για να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη και καθαρή αποµόνωση του DNA και 

αφετέρου να γίνει µια ποσοτική εκτίµηση του DNA που έχουµε στην κατοχή µας. 

Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης βασίζεται στην ιδιότητα του αρνητικά 

φορτισµένου (λόγω των φωσφορικών οµάδων) DNA να κινείται προς τον θετικό πόλο, 

όταν βρεθεί µέσα σε ένα µέσο που ασκείται ηλεκτρικό πεδίο. Στους πόλους της ειδικής 

συσκευής ηλεκτροφόρησης (tank) τοποθετούνται ηλεκτρόδια και εφαρµόζεται τάση 

ηλεκτρικού ρεύµατος, µε αποτέλεσµα διαφορετικά τµήµατα DNA να κινούνται µε 

διαφορετική ταχύτητα, συναρτήσει του µήκους τους, του φορτίου τους και του 

σχήµατός τους. Τα µικρά τµήµατα γενικά κινούνται γρηγορότερα από τα µεγάλα 

(εικ.2.4) (Recombinant DNA, 3rd ed., Watson et al., 2007). 

Το µέσο στο οποίο θα πραγµατοποιηθεί η ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιούνται 

ανθεκτικά υλικά, συνήθως χάρτινα φίλτρα και πηκτώµατα που αποτελούνται από 

πολυµερή, όπως η αγαρόζη ή η πολυακρυλαµίδη. Τα τµήµατα DNA µε µέγεθος από 

100 ζεύγη βάσεων έως αρκετές χιλιάδες ζεύγη βάσεων είναι δυνατόν να διαχωριστούν 

αποτελεσµατικά σε ένα πήκτωµα µε συγκέντρωση αγαρόζης 1%, εφόσον το µέγεθος 

των τµηµάτων αυτών διαφέρει κατά λίγες εκατοντάδες ζεύγη βάσεων. Όταν είναι 

απαραίτητο να διαχωριστούν µεταξύ τους µικρά τµήµατα (δεκάδων έως εκατοντάδων 

ζευγών βάσεων) που διαφέρουν ακόµη και κατά ένα µόνο νουκλεοτίδιο, είναι 

απαραίτητη η χρήση πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης. 

Το βρωµιούχο αιθίδιο είναι µια χρωστική που προσδένεται στο DNA και έτσι 

επιτυγχάνεται χρώση των τµηµάτων ενόσω αυτά βρίσκονται στο πήκτωµα. Εκθέτοντας 

το πήκτωµα σε UV, τα τµήµατα του DNA εµφανίζονται σαν µία σειρά από φωτεινές 

ζώνες, καθεµία από τις οποίες αντιστοιχεί σε ένα τµήµα συγκεκριµένου µεγέθους. Τα 

µεγέθη µπορούν να προσδιοριστούν µετά από σύγκριση µε µόρια DNA γνωστού 

µεγέθους. 

Ένα από τα πολύ σηµαντικά πλεονεκτήµατα της ηλεκτροφόρησης είναι ότι τα 

µόρια του DNA που µετακινούνται µέσα στα πηκτώµατα αυτά διατηρούνται άθικτα και 

είναι δυνατό να ανακτηθούν και κατόπιν να χρησιµοποιηθούν σε επόµενα πειράµατα. 
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Για τις ανάγκες του πειράµατος η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε gel µε 

συγκέντρωση 0,8% αγαρόζη. Για το gel µε 0,8% αγαρόζη διαλυµένη στα 100ml, 

προστίθενται 0,8gr αγαρόζη, 90ml απιονισµένο νερό και 10ml TBE (σύνολο 100ml). 

Το βρωµιούχο αιθίδιο βρίσκεται σε συγκέντρωση stock 10mg/ml. Η τελική του 

συγκέντρωση θα πρέπει να είναι 1µg/ml. Άρα προστίθονται 10µl βρωµιούχο αιθίδιο. 

Έτσι προκύπτει ο συντελεστής αραίωσης για το βρωµιούχο αιθίδιο 1:10000. 

Στο tank της ηλεκτροφόρησης τοποθετούνται 700 ml running buffer (70ml TBE 

και 630ml απιονισµένο νερό). Το TBE (Tris-Boric acid-EDTA) που χρησιµοποιήθηκε 

ήταν της εταιρείας BioRad Ltd. 

Στα πηγαδάκια, φορτώνεται στο πρώτο το ladder και µετά 4µl από το DNA και 

1µl από το loading buffer. Το ladder που χρησιµοποιείται στο εργαστήριο είναι το 2-

Log DNA ladder της εταιρείας New England Biolabs. Μετά από ηλεκτροφόρηση δίνει 

ζωνώσεις µε µεγέθη 0,1-10,0kb. Το ladder θα επιβεβαιώσει ότι οι συνθήκες 

ηλεκτροφόρησης ήταν σωστές αλλά και θα βοηθήσει στον υπολογισµό από τα µοριακά 

βάρη των κοµµατιών µας, ενώ το loading buffer (5x της BioRad) χρησιµοποιείται για 

να οπτικοποιήσει το διάλυµα (DNA) που θα φορτώσουµε αλλά και για να το κάνει πιο 

βαρύ και άρα πιο εύκολο να παραµείνει στα πηγαδάκια. Το loading buffer περιέχει δύο 

χρωστικές, κυανό του ξυλενίου και µπλε της βρωµοφαινόλης. 
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Εικόνα 2.4. Συσκευή ηλεκτροφόρησης. Το ειδικό «χτενάκι» τοποθετείται πριν πήξει η 

αγαρόζη για να σχηματιστούν τα πηγαδάκια. Το αρνητικά φορτισμένου  DNA κινείται 

προς τον θετικό πόλο, όταν βρεθεί μέσα σε ένα μέσο που ασκείται ηλεκτρικό πεδίο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

34 

 

2.5 Μερική πέψη χρωµοσωµικού DNA 

Η µερική πέψη του χρωµοσωµικού DNA της P.entomophila γίνεται µε 

διαδοχικές αραιώσεις του ενζύµου. Χρησιµοποιείται ένζυµο που να αναγνωρίζει και να 

κόβει το κοσµίδιο µία και µόνο φορά, στο σηµείο πολλαπλής κοπής από ένζυµα. 

Το ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε ήταν το PstI, FastDigest της εταιρείας 

Fermentas και ήταν σε συγκέντρωση 10u/µl. 

Το ένζυµο αναγνωρίζει και κόβει, όπου συναντά, την παρακάτω αλληλουχία στο 

σηµείο που υποδεικνύουν τα βέλη: 

 

 

5’…CTGCAG…3’ 

3’…GACGTC…5’ 

 

 

Η αραίωση έγινε µε 5 δείγµατα. Ξεκινώντας από το πρώτο, σε αυτό 

περιέχονταν, 20 units του ενζύµου, 60µl DNA, 10µl buffer και dH2O µέχρι τελικό όγκο 

100µl. Τα υπόλοιπα τέσσερα δείγµατα περιείχαν 30µl DNA, 5µl buffer και dH2O µέχρι 

τελικό όγκο 50µl. Μόνο το πρώτο δείγµα περιείχε το ένζυµο και από αυτό, µετά από 

µια σύντοµη ανάδευση µε την πιπέτα, πήραµε 50µl και τα µεταφέραµε στο δεύτερο 

δείγµα. Μετά από σύντοµο πιπετάρισµα, 50µl από το δεύτερο δείγµα µεταφέρθηκαν 

στο τρίτο. Από το τρίτο 50µl µεταφέρθηκαν στο τέταρτο, και το ίδιο από το τέταρτο 

στο πέµπτο. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα η αραίωση του ενζύµου να έχει ως εξής: στο 

πρώτο δείγµα ήταν µηδενική, στο δεύτερο ήταν 1/2, στο τρίτο 1/4, στο τέταρτο 1/8 και 

στο πέµπτο 1/16 (εικ.2.5). 

Αφήνεται το ένζυµο να δράσει για 30 λεπτά στους 37oC (fast digest) και έπειτα 

τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 65oC για περίπου 20-25 λεπτά. Το ένζυµο µε αυτό 

τον τρόπο αδρανοποιείται και σταµατάει να κόβει. Το χρωµοσωµικό DNA βρίσκεται 

τώρα σε κοµµάτια διαφόρων µεγεθών. 

Με το ίδιο ένζυµο κόβουµε και το κοσµίδιο. Αναµειγνύονται 20µl από το 

κοσµίδιο, 3µl buffer και 5µl dH2O. Το ένζυµο αναγνωρίζει και κόβει σε ένα µόνο 

σηµείο του κοσµιδίου, οπότε και το κάνει γραµµικό. Αποθηκεύεται στους -20oC. 
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Εικόνα 2.5. Μερική πέψη χρωμοσωμικού DNA με διαδοχικές αραιώσεις του ενζύμου 
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2.6 Σύνδεση του γραµµικού κοσµιδίου µε το χρωµοσωµικό DNA 

Για την επανακυκλοποίηση του κοσµιδίου, αφού πρώτα έχουν ενσωµατωθεί 

τµήµατα χρωµοσωµικού DNA, χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο από το βιβλίο 

Molecular Cloning 3rd Edition, Sambrook and Russel, 2001. 

Για ένα διάλυµα τελικού όγκου 20µl προστέθηκαν:  

• 6µl γραµµικό κοσµιδιακό DNA, 

• 4µl χρωµοσωµικό DNA, 

• 2µl 10x buffer για τη σύνδεση, 

• 1µl DNA λιγάση του βακτηριοφάγου T4 

• 1µl dATP 

Επώαση στους 16 oC για 12-16 ώρες. 

 

 

2.6.1 Ποσοτικοποίηση νουκλεϊκών οξέων 

Για την αποτελεσµατικότητα της εφαρµογής του πρωτοκόλλου που αφορά το 

ligation, απαραίτητη ήταν η ποσοτικοποίηση του DNA στα δείγµατα που θα 

χρησιµοποιούνταν. Αυτό µπορούσε να γίνει µε φασµατοφωτοµετρία, µέτρηση δηλαδή 

της οπτικής πυκνότητας (OD) των δειγµάτων. Η τεχνική βασίζεται στο γεγονός ότι τα 

νουκλεϊκά οξέα απορροφούν υπεριώδες φως, µε την απορρόφηση να εµφανίζει µέγιστο 

σε µήκος κύµατος 260nm. Η συγκέντρωση ενός δείγµατος µε ένα τυχαίο συντελεστή 

αραίωσης και µια οπτική πυκνότητα OD260nm υπολογίζεται ως εξής: 

 

C(µg/ml) = OD260nm X συντελεστής αραίωσης X 50 

 

Πραγµατοποιήθηκαν δύο µετρήσεις: µία µέτρηση στα 260 nm και µία µέτρηση 

στα 280 nm. Ο λόγος της απορρόφησης στα 260nm προς 280nm χρησιµοποιείται για να 

εκτιµηθεί η επιµόλυνση από πρωτεΐνες, γιατί οι πρωτεΐνες τείνουν να απορροφούν σε 

µήκος κύµατος 280nm. Γενικά χαµηλές τιµές του λόγου αυτού (<1,5) αντιστοιχούν σε 

µεγάλη επιµόλυνση του δείγµατος σε πρωτεΐνη, ενώ οι τιµές 1,8-2,0 αντιστοιχούν σε 

δείγµατα µε υψηλή καθαρότητα νουκλεϊκών οξέων (Molecular Cloning 3rd Edition, 

Sambrook and Russel, 2001). Στη µέτρηση της OD χρησιµοποιήθηκε σαν τυφλό dH2O, 

γιατί µέσα σε αυτό είναι διαλυµένο το DNA. 
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2.7 Τιτλοποίηση της αντίδρασης πακεταρίσµατος του κοσµιδίου 

Το πακετάρισµα, η είσοδος δηλαδή των ανασυνδυασµένων κοσµιδίων µέσα σε 

άδεια καψίδια φάγων, έγινε σύµφωνα µε το Gigapack III Gold Packaging Extract. 

Για τις ανάγκες του πειράµατος χρησιµοποιήθηκε το δεκτικό στέλεχος E. Coli, 

VCS257 το οποίο και βρισκόταν σε stock γλυκερόλης. Το πρώτο βήµα ήταν να 

δηµιουργηθεί µια στερεή καλλιέργεια από το δείγµα και να παραµείνει για ανάπτυξη 

στους 37oC. Μετά την ανάπτυξη των βακτηρίων, τα τριβλία µπορούν να φυλάσσονται 

στους 4oC έως και µια βδοµάδα. 

Τα βακτήρια στα οποία θα γίνει η είσοδος του ανασυνδυασµένου κοσµιδίου, 

υπόκεινται σε µια προετοιµασία, που περιλαµβάνει ανάπτυξη σε θρεπτικό υλικό που 

περιέχει MgSO4 και 0.2% w/v µαλτόζη. Τα βακτήρια φυγοκεντρούνται και 

επαναδιαλύονται σε MgSO4 µέχρι η OD600 να φτάσει περίπου 0,5. 

Η διαδικασία του πακεταρίσµατος περιλαµβάνει την ανάµειξη του DNA µε τα 

άδεια καψίδια, προσθήκη SM buffer, χλωροφόρµιο και φυγοκέντρηση. Συγκεκριµένα, 

τα καψίδια µεταφέρονται από τους -80oC, όπου φυλάσσονταν, σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος και αµέσως εισάγεται το DNA (περίπου 4µl). Ανακινούµε και 

επωάζουµε για 2 ώρες στους 22oC. Είναι ιδιαίτερα σηµαντικό στο σηµείο αυτό να 

φροντίσουµε ότι όλα τα συστατικά βρίσκονται στον πάτο του eppendorf. Έπειτα 

προστίθενται το SM buffer και το χλωροφόρµιο. Μετά τη διαδικασία αυτή, το 

αποτέλεσµα που προκύπτει είναι ανασυνδυασµένοι φάγοι, φάγοι δηλαδή που περιέχουν 

ως γενετικό υλικό το κοσµιδιακό DNA µε ένθεµα χρωµοσωµικό DNA της 

P.entomophila. 

Ετοιµάζονται αραιώσεις του πακεταρισµένου κοσµιδίου σε SM buffer, 1:10 και 

1:50. Αναµειγνύονται µε τα δεκτικά κύτταρα και επωάζονται µε προσθήκη LB Broth. Η 

επώαση θα επιτρέψει την έκφραση του γονιδίου που προσδίδει την ανθεκτικότητα στα 

αντιβιοτικά Sm και Cm. 

Προχωρούµε σε επίστρωση των βακτηρίων σε τριβλία LB agar µε τις 

κατάλληλες συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών (25µg/ml για την Sm και 50µg/ml για την 

Cm). 
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2.7.1 SM buffer 

Για την παρασκευή 10ml του SM buffer χρειάστηκαν: 

• 0.058gr NaCl, 
• 0.02gr MgSO4

.7H2O, 

• 0.5ml of 1M Tris-HCl (pH 7.5), 

• 0.05ml of 2% (w/v) ζελατίνη, 

• dH2O µέχρι τελικό όγκο 10ml 

 

 

 

2.8 ∆ηµιουργία της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 

Ετοιµάζονται τριβλία µε τις κατάλληλες συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών (Sm 

και Cm). Πραγµατοποιείται η αντίδραση κατά την οποία το δεκτικό στέλεχος E.coli θα 

µολυνθεί από τον φάγο και θα δεχθεί το ανασυνδυασµένο κοσµίδιο. Γίνεται επίστρωση 

των βακτηρίων στα τριβλία και επωάζονται στου 37oC όλο το βράδυ. Παρατηρούνται 

περίπου 25-30 αποικίες ανά τριβλίο. 

Το µάζεµα των αποικιών γίνεται στο θάλαµο νηµατικής ροής. Χρειάζεται 

ιδιαίτερη προσοχή να µη γίνει επιµόλυνση των αποικιών. Η επιλογή τους γίνεται µε 

αποστειρωµένες οδοντογλυφίδες και µεταφέρονται σε πολυκυψελιδικό πιάτο (Tissue 

Culture Testplate της εταιρείας SPL Life Sciences) (εικ.2.8). Κάθε πολυκυψελιδικό 

πιάτο περιέχει 96 πηγαδάκια αριθµηµένα οριζόντια από 1-12 και κάθετα από A-H. 

Κάθε πηγαδάκι του πιάτου περιέχει αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό, LB Broth µε 20% 

Glycerol και τα αντιβιοτικά Sm και Cm. Το πολυκυψελιδικό πιάτο τοποθετείται στους 

37oC overnight για ανάπτυξη των βακτηρίων κι έπειτα στους -80oC. 
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Χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή ώστε κάθε αποικία που συλλέγεται να αποτελεί 

ένα και µόνο κλώνο. Για το λόγο αυτό κατά τη διάρκεια της συλλογής, επιλέγονται 

διακριτές µόνο αποικίες. Κάθε αποικία αποτελείται από ένα κλώνο, βακτήρια δηλαδή 

στα οποία έχει εισέλθει το κοσµίδιο µε το ίδιο ένθεµα, ένα συγκεκριµένο τµήµα του 

γονιδιώµατος της P.entomophila. 

Ο βασικός στόχος όταν κατασκευάζεται µια γονιδιωµατική βιβλιοθήκη είναι η 

δηµιουργία αρκετού αριθµού ανσυνδυασµένων κλώνων ώστε να καλύπτεται 7 µε 10 

φορές το γονιδίωµα του οργανισµού, από τον οποίο προέρχεται το DNA. ∆εδοµένου 

λοιπόν του µήκους της P.entomophila και προκειµένου να γίνει ολική κάλυψή του (να 

έχουµε όλο το γονιδίωµα σε κοµµάτια) συλλέχθηκαν περίπου 4.000 αποικίες (43 

microplates µε 96 πηγαδάκια το καθένα). 

Εικόνα 2.8. Πολυκυψελιδικό πιάτο 
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2.8.1 Υπολογισµός βαθµού κάλυψης (fold coverage) 

 

Ν= ln(1-p)/ln(1-x/y) 

 

Ν = αριθµός κλώνων 

x = το µέσο µέγεθος των κλωνοποιηµένων τµηµάτων 

y = το µέγεθος του απλοειδούς γονιδιώµατος  

p = η πιθανότητα που έχει µια τυχαία αλληλουχία να βρεθεί στη βιβλιοθήκη 

 

 

 

 

Θεωρητικά, η ύπαρξη κενών κατά την κάλυψη του γονιδιώµατος είναι 

αναπόφευκτη, µιας και η βιβλιοθήκη µπορεί να αντιπροσωπεύσει ένα δείγµα µόνο του 

πληθυσµού των τµηµατοποιηµένων κοµµατιών. Το µέγεθος και ο αριθµός αυτών των 

στατιστικών κενών εξαρτάται από τον αριθµό των ισοδύναµων τµηµάτων που θα έχει η 

βιβλιοθήκη. 

Για παράδειγµα σε µια βιβλιοθήκη 750.000 κοσµιδίων που καλύπτει το 

γονιδίωµα ενός ανθρώπου 10 φορές, υπάρχει πιθανότητα 99,995% πιθανότητα η 

αλληλουχία που µας ενδιαφέρει να υπάρχει τουλάχιστον µια φορά στη βιβλιοθήκη 

(Gene Cloning, Principles and Applications, p.89-90, Lodge et al., 2007). 

∆υστυχώς, κάποιοι γονιδιακοί κλώνοι αντιγράφονται περισσότερο από άλλους 

και έτσι η αντιπροσώπευσή τους στη βιβλιοθήκη αυξάνεται. Ωστόσο, δεδοµένου του 

µεγέθους του γονιδιώµατος, των κλωνοποιηµένων τµηµάτων και του βαθµού κάλυψης, 

η πιθανότητα µιας βιβλιοθήκης να µην αντιπροσωπεύει πλήρως το γονιδίωµα ενός 

οργανισµού είναι αµελητέα. 
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2.9 Μεταλλαξιγένεση 

Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε ήταν το Wide genome mutagenesis in 

P.entomophila (L48) (Vodovar et al., 2006). Η διαδικασία περιλαµβάνει τη µεταφορά 

του πλασµιδίου pUT-miniTn5-Tc από το βακτηριακό στέλεχος E.coli S17lambdaPir, 

όπου και βρίσκεται, στην P.entomophila, µέσω βακτηριακής σύζευξης. Το πλασµίδιο 

αυτό περιέχει ένα τρασποζόνιο το οποίο, µετά την είσοδό του στην P.entomophila, θα 

προκαλέσει τυχαίες απενεργοποιήσεις γονιδίων, καθώς θα αρχίσει να ενσωµατώνεται 

τυχαία σε διάφορες περιοχές του γονιδιώµατος. Το τρανσποζόνιο περιέχει επίσης και 

ένα γονίδιο ανθεκτικότητας για το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη (Tc), µε αποτέλεσµα το 

E.coli που φέρει το πλασµίδιο να µπορεί να αναπτυχθεί παρουσία Tc σε συγκέντρωση 

15µg/ml. 

Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε περιελάµβανε καλλιέργεια των βακτηρίων, 

E.coli S17lambdaPir και P.entomophila, στους 37oC και 30oC αντίστοιχα, µέχρι η 

οπτική πυκνότητα να φτάσει 0,8-1. Στο θρεπτικό υπόστρωµα για το E.coli 

S17lambdaPir µε το πλασµίδιο, θα πρέπει να προστεθεί και το αντιβιοτικό Tc για 

επιλογή του πλασµιδίου που φέρει το τρανσποζόνιο. Στη συνέχεια αναµειγνύονται οι 

δύο καλλιέργειες, φυγοκεντρούνται και ξεπλένονται δύο φορές µε φρέσκο LB Broth, 

προκειµένου να µη µείνει καθόλου ποσότητα του αντιβιοτικού. Στη συνέχεια, 

λαµβάνονταν σαν σταγόνα και εναποτίθενται σε τριβλίο µε LB άγαρ για όλο το βράδυ 

και σε θερµοκρασία 30oC, ώστε να γίνει η σύζευξη. Την επόµενη µέρα ετοιµάζονταν 

αραιώσεις (1:50, 1:100 και 1:200) και τα βακτήρια επιστρώνονταν σε τριβλία µε 

συγκέντρωση τετρακυκλίνης 150µg/ml. Σε αυτό το σηµείο είναι σηµαντικό να 

σηµειωθεί πως τα τριβλία στα οποία περιέχονταν το αντιβιοτικό Tc έπρεπε να 

παραµένουν σκεπασµένα µε αλουµινόχαρτο καθώς η τετρακυκλίνη είναι 

φωτοευαίσθητη. 

Παράλληλα, ετοιµάστηκε µία ακόµη καλλιέργεια του E.coli S17lambdaPir, η 

οποία και χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση του πλασµιδίου pUT-miniTn5-Tc. 

Εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο της Nucleospin (εταιρεία MACHEREY-NAGEL), που 

αφορά την αποµόνωση πλασµιδίων. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

για να επιβεβαιωθεί η ύπαρξή του. Το πλασµίδιο σε καθαρή µορφή φυλάσσεται στους -

20oC. 

Σαν αρνητικό control της όλης διαδικασίας χρησιµοποιήθηκε το βακτηριακό 

στέλεχος E.coli S17lambdaPir, το οποίο δεν περιέχει το πλασµίδιο pUT-miniTn5-Tc, 
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και άρα δεν είναι ανθεκτικό για την τετρακυκλίνη. Το E.coli S17lambdaPir 

αναµειγνύεται µε την P.entomophila και ακολουθείται κανονικά η διαδικασία της 

µεταλλαξιγένεσης. Μετά την επίστρωση στο αρνητικό control περιµένουµε να µην 

αναπτυχθούν καθόλου αποικίες. 

Με πειράµατα αποδείχθηκε ότι ούτε το βακτηριακό στέλεχος µε το πλασµίδιο 

(E.coli S17lambdaPir) αλλά ούτε και η P.entomophila χωρίς το πλασµίδιο µπορούσαν 

να αναπτυχθούν σε συγκέντρωση αντιβιοτικού Tc 150µg/ml. Εποµένως, στο επόµενο 

24ωρο αναµένεται να αναπτυχθούν µόνο βακτήρια του είδους P.entomophila που να 

έχουν προσλάβει το πλασµίδιο µε το ενσωµατωµένο τρασποζόνιο (πίνακας 2). Θα 

ακολουθούσε αναγνώριση του είδους P.entomophila µε PCR χρησιµοποιώντας 

εκκινητές για το 16S rRNA της P.entomophila. 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2 

 

 

ΣΤΕΛΕΧΗ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ 

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

E.coli S17lambdaPir (µε το pUT-

miniTn5-Tc) 

37oC 15µg/ml Tc 

E.coli S17lambdaPir 37oC - 

P.entomophila 30oC - 

P.entomophila (µε το pUT-

miniTn5-Tc) 

30oC 150µg/ml Tc 
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2.10 Ηλεκτροδιάτρηση 

Η ηλεκτροδιάτρηση είναι µια µηχανική µέθοδος που χρησιµοποιείται 

προκειµένου διάφορα µόρια, όπως για παράδειγµα DNA, να διαπεράσουν τη µεµβράνη 

του κυττάρου και να εισέλθουν στο εσωτερικό του. 

Μια συσκευή που παράγει οξύ ηλεκτρικό παλµό προκαλεί κύρτωση της 

µεµβράνης και επακόλουθο σχηµατισµό προσωρινών υδροφοβικών πόρων, η διάµετρος 

των οποίων ποικίλει από 2nm το ελάχιστο έως µερικά nm το µέγιστο. Μερικοί από τους 

µεγαλύτερους υδροφοβικούς πόρους µετατρέπονται σε υδροφιλικούς, επειδή η ενέργεια 

που χρειάζεται για να δηµιουργηθεί και να διατηρηθεί ένας υδροφιλικός πόρος 

µειώνεται καθώς η τάση µεταξύ των µεµβρανών αυξάνεται (Weaver, 1993). Η 

επαναφορά των πόρων (κλείσιµο) είναι µια µάλλον σχετική διαδικασία καθώς µπορεί 

να καθυστερήσει αν τα κύτταρα παραµείνουν σε χαµηλή θερµοκρασία (Molecular 

Cloning 3rd Edition, Sambrook and Russel, 2001) (εικ. 2.10). 

Η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε για την εισαγωγή του πλασµιδίου  pUT-

miniTn5-Tc στο βακτηριακό στέλεχος E.coli S17lambdaPir, από το οποίο απουσίαζε 

το πλασµίδιο. 

Σε καλλιέργεια δεκτικών κυττάρων E.coli S17lambdaPir προστίθεται το 

πλασµίδιο που διατηρείται σε καθαρή µορφή στους -80oC. Η ηλεκτροδιάτρηση 

πραγµατοποιείται στην ειδική συσκευή και αφού τα κύτταρα τοποθετηθούν µέσα σε 

ειδικές κυψελίδες (της εταιρείας BioRad). Αµέσως µετά, στα κύτταρα προστίθεται 

φρέσκο LB Broth και αφήνονται για επώαση στους 37oC για µία ώρα, προκειµένου να 

γίνει η φαινοτυπική έκφραση. 

Τα βακτηριακά κύτταρα στα οποία έχει εισέλθει το πλασµίδιο επιλέγονται 

έπειτα από καλλιέργεια σε θρεπτικό υπόστρωµα, παρουσία του αντιβιοτικού 

τετρακυκλίνη, σε συγκέντρωση 15µg/ml. 
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Εικ. 2.10. Υποθετικό πλάνο σχετικά με τις αλλαγές που συμβαίνουν στη μεμβράνης κατά την 

πορεία της ηλεκτροδιάτρησης. 

(A). μικρή διακύμανση του μεμβρανικού όγκου (B). δημιουργία προεξοχής (C,D). υδροφοβικοί 

πόροι ή αλλιώς ‘πρωταρχικοί πόροι’ διαμέσου των οποίων περνούν ιόντα και μόρια (Ε). 

φορτισμένο μακρομόριο περνά τον υδροφιλικό πόρο. 

Εικάζεται πως η διαδρομή A �  B� C ή D πραγματοποιείται με συνεχώς αυξανόμενη 

συχνότητα καθώς η τάση αυξάνεται. Η πορεία (F) περιγράφει την είσοδο ενός προσδεδεμένου 

μακρομορίου, ενώ η τάση μεταξύ των μεμβρανών είναι υψηλή, και πως αυτό συνεχίζει καθώς η 

τάση εξασθενεί (Weaver, 1993) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3Ο 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Η κατασκευή µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης είναι ιδιαίτερα σηµαντική, 

καθώς αντιπροσωπεύει το συνολικό γονιδίωµα ενός οργανισµού. Αποτελεί ένα 

σηµαντικότατο εργαλείο για κάθε ερευνητή που θέλει να µελετήσει την P.entomophila, 

να προσδιορίσει γονίδια, έκφραση γονιδίων, οµάδες γονιδίων αλλά και γονιδιακές 

µεταλλάξεις. 

 

 

 

3.1 Αξιολόγηση της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 

Μετά τη διαδικασία µετασχηµατισµού των βακτηρίων, ο έλεγχος και η επιλογή 

των κλώνων που δέχθηκαν το κοσµίδιο γίνεται µε κριτήριο της ανάπτυξή τους σε 

θρεπτικό υπόστρωµα που να περιέχει αντιβιοτικά. Το γονίδιο που ευθύνεται για την 

ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά βρίσκεται στο κοσµίδιο. Ωστόσο, η διαδικασία της 

σύνδεσης επέφερε δυο πιθανές καταστάσεις: 

 

� α. το κοσµίδιο µετά την επέµβαση µε την περιοριστική ενδονουκλεάση, 

επανακυκλοποιήθηκε χωρίς να ενσωµατωθεί άλλο τµήµα DNA (εικ.3.1.α) 

� β. το κοσµίδιο επανακυκλοποιήθηκε αφού προηγούµενως ενσωµατώθηκε, λόγω 

συµπληρωµατικότητας των άκρων, χρωµοσωµικό DNA της P.entomophila (εικ.3.1.β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1.α Επανακυκλοποίηση 

του φορέα χωρίς ένθεμα 
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Οµοίως, µετά τη διαδικασία του µετασχηµατισµού, προέκυψαν τρεις πιθανές 

περιπτώσεις βακτηρίων: 

� α. βακτήρια στα οποία εισήλθε κοσµίδιο χωρίς ένθεµα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1.β. Επανακυκλοποίηση μετά 

την ενσωμάτωση τμήματος DNA, λόγω 

συμπληρωματικότητας 
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� β. βακτήρια στα οποία εισήλθε κοσµίδιο µε ένθεµα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� γ. βακτήρια στα οποία δεν έγινε µετασχηµατισµός 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

48 

 

Η ανάπτυξη σε θρεπτικό υπόστρωµα µε αντιβιοτικά, µας «απαλλάσσει» από τα 

βακτήρια της κατηγορίας γ. Ωστόσο, δε µπορούµε να γνωρίζουµε µε βεβαιότητα αν τα 

βακτήρια που αναπτύσσονται περιέχουν ένθεµα, παρά µόνο αν χρησιµοποιήσουµε 

µοριακές µεθόδους, όπως πέψη µε ένζυµα περιορισµού και ηλεκτροφόρηση. 

Γίνεται τυχαία επιλογή αποικιών από τη γονιδιωµατική βιβλιοθήκη. Αφήνονται 

για ανάπτυξη και στη συνέχεια αποµονώνεται το κοσµίδιο. Με µια αρχική 

ηλεκτροφόρηση φαίνεται το κοσµίδιο να είναι µεγάλου µοριακού βάρους. Για να 

επιβεβαιώσουµε ότι υπάρχει ένθεµα, καθώς και ότι το ένθεµα αυτό είναι διαφορετικό 

σε κάθε βακτηριακό κλώνο που επιλέξαµε, κόβουµε µε το ένζυµο περιορισµού PstI και 

πραγµατοποιούµε και δεύτερη ηλεκτροφόρηση (εικ.3.1.γ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1.γ. Απομόνωση και ηλεκτροφόρηση κοσμιδιακού DNA έπειτα από πέψη με το 

ένζυμο περιορισμό PstI. Οι διαφορετικές ζώνες που προκύπτουν επιβεβαιώνουν την 

ύπαρξη διαφορετικού ενθέματος σε κάθε βακτηριακό κλώνο (1-4). 
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Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται ξανά. Αυτή τη φορά επιλέγουµε τυχαία 7 

βακτηριακούς κλώνους από το σύνολο της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης. Προχωρούµε 

σε αποµόνωση του κοσµιδίου και στη συνέχεια πέπτουµε µε ένζυµο περιορισµού. Το 

ένζυµο που χρησιµοποιείται είναι το BamHI της εταιρείας New England Biolabs. Το 

ένζυµο αυτό αναγνωρίζει και κόβει την παρακάτω αλληλουχία στα σηµεία που 

επισηµαίνουν τα βέλη: 

 

 

 

5’…GGATCC… 3’ 

3’…CCTAGG…5’ 

 

 

 

 

Το ένζυµο παραµένει για 3 ώρες µαζί µε το κοσµίδιο στους 37oC, προκειµένου να γίνει 

η πέψη και ακολουθεί ηλεκτροφόρηση του διαλύµατος (εικ.3.1.δ) 
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Εικ. 3.1.δ. Απομόνωση 7 τυχαίων βακτηριακών κλώνων από τη γονιδιωματική βιβλιοθήκη. Απομόνωση 

του κοσμιδίου και πέψη με το ένζυμο περιορισμού BamHI. Οι διαφορετικές ζώνες στα δείγματα (1-7), 

επιβεβαιώνουν την ύπαρξη διαφορετικού ενθέματος στο κοσμίδιο. Στο δείγμα (5) η ύπαρξη μίας μόνο 

μπάντας δείχνει πως το κοσμίδιο δεν έχει δεχθεί ένθεμα. 
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3.2 Αποτελέσµατα µεταλλαξιγένεσης 

Η διαδικασία της µεταλλαξιγένεσης ως σκοπό είχε την δηµιουργία 

µεταλλαγµάτων του βακτηρίου Pseudomonas entomophila. Το πλασµίδιο pUT-

miniTn5-Tc περιέχονταν στο βακτηριακό στέλεχος E.coli S17lambdaPir από το οποίο 

και θα µεταφερόταν στην P.entomophila. Μετά την είσοδό του στην P.entomophila, το 

τρασποζόνιο που περιέχονταν στο πλασµίδιο θα ενσωµατώνονταν τυχαία στο 

γονιδίωµά της. Η ενσωµάτωση του τρασποζονίου θα προκαλούσε την τυχαία 

απενεργοποίηση κάποιων γονιδίων. 

Ωστόσο, τα πρώτα πειράµατα δεν φάνηκε να δίνουν κάποιο αποτέλεσµα. Μετά 

την επίστρωση των βακτηρίων στα τριβλία µε Tc 150µg/ml δεν αναπτύχθηκε καµία 

αποικία. Στο αρχικό πρωτόκολλο ακολούθησε µια σειρά από τροποποιήσεις 

προκειµένου να επιτευχθεί το επιθυµητό αποτέλεσµα. 

 

 

 

3.2.1 Τροποποιήσεις στο αρχικό πρωτόκολλο της µεταλλαξιγένεσης 

� Αλλαγή συγκέντρωσης αντιβιοτικού 

Αρχικά, θεωρήθηκε πως η συγκέντρωση Tc στα 150µg/ml ήταν πολύ υψηλή 

ακόµη και για την P.entomophila, που έχει προσλάβει το πλασµίδιο, να επιβιώσει. Για 

το λόγο αυτό, δηµιουργήθηκαν τριβλία µε LB άγαρ και διάφορες συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικού Tc: 70µg/ml, 80µg/ml, 90µg/ml, 100µg/ml και 120µg/ml. Στα τριβλία 

αυτά παρέµειναν για ανάπτυξη στις κατάλληλες θερµοκρασίες τα στελέχη E.coli 

S17lambdaPir µε το πλασµίδιο και P.entomophila. Το συµπέρασµα της διαδικασίας 

ήταν ότι το βακτηριακό στέλεχος E.coli S17lambdaPir που περιέχει το πλασµίδιο, ενώ 

αναπτύσσεται άριστα σε συγκέντρωση Tc 15µg/ml, µπορεί να αναπτυχθεί σε θρεπτικό 

µε το αντιβιοτικό Tc µέχρι και σε συγκέντρωση 80µg/ml. Η P.entomophila δεν 

αναπτύσσεται καθόλου παρουσία Tc. Έτσι, η διαδικασία της µεταλλαξιγένεσης 

επαναλήφθηκε µε τη διαφορά ότι µετά τη σύζευξη τα βακτήρια επιστρώθηκαν σε 

τριβλία µε Tc 90µg/ml. Παρόλα αυτά, καµία αποικία δεν αναπτύχθηκε. 

 

�  Πλύση του αντιβιοτικού Tc πριν την σύζευξη 

Τα βακτηριακά κύτταρα E.coli S17lambdaPir που είχαν το πλασµίδιο 

αναπτύσσονταν σε υγρή καλλιέργεια που περιείχε και το αντιβιοτικό Tc σε 
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συγκέντρωση 15µg/ml. Οπότε, προκειµένου να δουλέψει το πρωτόκολλο, επιχειρήθηκε 

ξέπλυµα των κυττάρων E.coli S17lambdaPir πριν την ανάµιξή τους µε την 

P.entomophila, µήπως η παρουσία αντιβιοτικού, στον ελάχιστο χρόνο µέχρι να γίνει η 

φυγοκέντρηση, ήταν ανασταλτικός παράγοντας της σύζευξης. Το ξέπλυµα των 

κυττάρων έγινε µε φρέσκο LB Broth. Επανάληψη της διαδικασίας της 

µεταλλαξιγένεσης δεν επέφερε κάποιο αποτέλεσµα. 

 

� Απενεργοποίηση περιοριστικού συστήµατος της P.entomophila 

Μια περίπτωση που επίσης εξετάστηκε ήταν το περιοριστικό σύστηµα της 

P.entomophila να επιτίθεται στο πλασµιδιακό DNA του E.coli όταν γίνεται η ανάµιξη 

των δύο στελεχών. Έτσι, πριν την ανάµιξη των δύο καλλιεργειών, και εφόσον αυτές 

είχαν φτάσει την επιθυµητή οπτική πυκνότητα, η P.entomophila παρέµεινε στους 45oC 

για 20 λεπτά, προκειµένου να απενεργοποιηθεί το περιοριστικό της σύστηµα (Matthijs 

et al., 2009). Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η διαδικασία της µεταλλαξιγένεσης 

κανονικά. Ωστόσο, µετά την τελική επίστρωση των βακτηρίων δεν αναπτύχθηκε καµία 

αποικία. 

 

� Ηλεκτροδιάτρηση 

Ένας επιπλέον παράγοντας που διαφοροποιήθηκε ήταν τα ίδια τα κύτταρα που 

έφεραν το πλασµίδιο και χρησιµοποιήθηκαν στη βακτηριακή σύζευξη (donor strain). 

Προκειµένου να πετύχει η µεταλλαξιγένεση εξετάστηκε το ενδεχόµενο τα βακτηριακό 

στέλεχος E.coli S17lambdaPir µε το πλασµίδιο για κάποιο λόγο να µην επιτυγχάνει τη 

σύζευξη. Έτσι, χρησιµοποιήθηκε το ίδιος στέλεχος (E.coli S17lambdaPir) από το οποίο 

όµως απουσίαζε το πλασµίδιο. Με τη διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης επιχειρήθηκε 

µεταφορά του πλασµιδίου από το στέλεχος στο οποίο βρισκόταν στο στέλεχος από το 

οποίο απουσίαζε. Η διαδικασία δεν είχε το επιθυµητό αποτέλεσµα. 

 

� Άλλες παράµετροι 

Άλλες διαφοροποιήσεις που έγιναν πάνω στο αρχικό πρωτόκολλο ήταν η οπτική 

πυκνότητα. Πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές όπου η οπτική πυκνότητα των δύο στελεχών 

έφτανε στο 1-1,2. Επίσης η θερµοκρασία σύζευξης επιχειρήθηκε να είναι στους 25 oC 

αλλά και στους 37oC, χωρίς όµως αποτέλεσµα. Επίσης, κατά την επίστρωση των 

βακτηρίων στο τελικό στάδιο, δοκιµάστηκαν επιστρώσεις µε διάφορες αραιώσεις των 
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βακτηρίων καθώς και επίστρωση χωρίς να έχει γίνει καθόλου αραίωση, µήπως η 

αραίωση που γινόταν ήταν πολύ µεγάλη και για αυτό οι αποικίες δεν αναπτύσσονταν. 

Τέλος, µετά την επίστρωση στα τριβλία τα µετασχηµατισµένα κύτταρα επωάζονταν για 

περισσότερο από ένα 24ωρα. Ωστόσο, χωρίς αποτέλεσµα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4Ο 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Το βακτήριο Pseudomonas entomophila ανακαλύφθηκε πρόσφατα και 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον κυρίως για την ικανότητά του να µολύνει την 

Drosophila melanogaster, τα ενήλικα άτοµα αλλά και τις προνύµφες, ύστερα από 

κατάποση. 

Σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, η P.entomophila, έχει τη δυνατότητα να 

συνθέτει και να εκκρίνει σιδηροφόρα, σύµπλοκα χαµηλού µοριακού βάρους που 

µπορούν και συνδέονται µε το σίδηρο. Το σιδηροφόρο προσφέρει στον µικροοργανισµό 

που το εκκρίνει την ποσότητα σιδήρου που χρειάζεται. Η παραγωγή σιδηροφόρων 

αποτελεί ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα για την P.entomophila αλλά και για όλα τα 

βακτήρια που τα εκκρίνουν, έναντι άλλων µικροοργανισµών, καθώς η παραγωγή και 

έκκρισή τους όχι µόνο διασφαλίζει την επιβίωσή τους, ελλείψεως σιδήρου, αλλά 

φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο και στην παθογένεια κάποιων στελεχών. 

Το κύριο σιδηροφόρο για τις φθορίζουσες ψευδοµονάδες είναι η πυοβερδίνη, η 

οποία και εκκρίνεται αµέσως µόλις το βακτήριο βρεθεί σε συνθήκες µειωµένου 

σιδήρου. Στη δοµή της πυοβερδίνης βρίσκεται, µεταξύ άλλων, ένα φθορίζον 

χρωµοφόρο. Η παρουσία αυτού του χρωµοφόρου προσδίδει στις ψευδοµονάδες που 

εκκρίνουν πυοβερδίνη την ιδιότητα να φθορίζουν σε UV, όταν το περιβάλλον τους 

στερείται σιδήρου. Ωστόσο, πέραν της πυοβερδίνης υπάρχουν κι άλλα δευτερεύοντα 

σιδηροφόρα µε χαµηλότερη σταθερά σύνδεσης µε το σίδηρο. 

Η P.entomophila διαθέτει δύο σιδηροφόρα. Το ένα είναι η πυοβερδίνη και το 

άλλο ήταν µέχρι πρόσφατα άγνωστο από άποψη δοµής και λειτουργίας. 

Σκοπός της εργασίας ήταν η δηµιουργία µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης και η 

χρήση αυτής προκειµένου να ανιχνευτούν και να µελετηθούν γονίδια που είναι 

υπεύθυνα για τη βιοσύνθεση σιδηροφόρων. Συγκεκριµένα, το πρώτο κοµµάτι της 

εργασίας ήταν η δηµιουργία της βιβλιοθήκης και η αξιολόγησή της. Στο δεύτερο 

κοµµάτι η βιβλιοθήκη θα χρησιµοποιούνταν σαν εργαλείο προκειµένου να µελετηθούν 

τα γονίδια που σχετίζονται µε την παραγωγή του δεύτερου σιδηροφόρου της 

P.entomophila. 

Η κατασκευή της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης ολοκληρώθηκε µε επιτυχία και 

πραγµατοποιήθηκε και έλεγχος αυτής µε µοριακές µεθόδους. Ωστόσο, λίγο πριν την 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 04:24:26 EEST - 3.149.24.211



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

55 

 

ολοκλήρωση του πρώτου µέρους δηµοσιεύτηκε µία εργασία που χαρακτήριζε το 

δεύτερο, άγνωστο µέχρι τότε, σιδηροφόρο της P.entomophila, το οποίο και ονοµάστηκε 

ψευδοµονίνη (Matthijs et al., 2009). 

Λαµβάνοντας υπόψη τη συγκεκριµένη δηµοσίευση το δεύτερο κοµµάτι της 

παρούσας εργασίας αποφασίστηκε να τροποποιηθεί, έτσι ώστε αφενός µεν να 

εξακολουθεί να αποτελεί µια ερευνητική εργασία και αφετέρου να εκµεταλλεύεται το 

ήδη υπάρχον εργαλείο, τη γονιδιωµατική βιβλιοθήκη. 

Αποφασίστηκε να µελετήσουµε την ικανότητα του βακτηρίου P.entomophila να 

σχηµατίζει βιοφιλµ. Ως βιοφίλµ χαρακτηρίζεται µια µικροβιακή κοινότητα που 

αποτελείται από ένα ή περισσότερα βακτηριακά είδη τα οποία παράγουν 

εξωκυτταρικούς πολυσακχαρίτες που δηµιουργούν µια προστατευτική κάψα γύρω από 

τα βακτήρια και επιπλέον τα βοηθά να προσκολληθούν σε στερεές επιφάνειες. Τα 

βακτήρια σχηµατίζουν µικροαποικίες µέσα στο στρώµα των πολυσακχαριτών. 

Η βασική ιδέα περιελάµβανε τη δηµιουργία µεταλλαγµάτων της P.entomophila 

µε τυχαία απενεργοποίηση γονιδίων. Η διαδικασία θα πραγµατοποιούνταν µε 

µεταλλαξιγένεση µε τη χρήση γενετικών µεταθετών στοιχείων (τρασποζόνια). Το 

τρανσποζόνιο θα ενσωµατώνονταν ανάµεσα στην αλληλουχία του γονιδιώµατος της 

P.entomophila και θα προκαλούσε τυχαίες απενεργοποιήσεις γονιδίων. Από τα 

µεταλλάγµατα θα επιλέγονταν εκείνα στα οποία είχαν απενεργοποιηθεί γονίδια που 

ευθύνονταν για τη δηµιουργία βιοφιλµ και άρα θα απουσίαζε η ικανότητα σχηµατισµού 

του. 

Η επιλογή αυτών των κλώνων θα γινόταν µε τη βοήθεια µιας χρωστικής, το 

κρυσταλλικό ιώδες. Το κρυσταλλικό ιώδες χρωµατίζει τα κύτταρα που έχουν 

προσκολληθεί σε στερεή επιφάνεια (σχηµατισµός βιοφιλµ) και τα οπτικοποιεί. Εάν και 

εφόσον η µεταλλαξιγένεση ήταν πετυχηµένη, θα δηµιουργούσαµε µια βιβλιοθήκη 

µεταλλαγµάτων (αντίστοιχη µε τη γονιδιωµατική βιβλιοθήκη) σε πολυκυψελιδικά πιάτα 

µε 96 πηγαδάκια το καθένα. Για το κάθε πολυκυψελιδικό πιάτο θα σχηµατίζονταν ένα 

αντίγραφό του. Θα προστίθονταν το κρυσταλλικό ιώδες και στη συνέχεια, αφού 

αποµακρύνονταν τα βακτηριακά κύτταρα από τα πηγαδάκια, θα επιλέγονταν οι κλώνοι 

που δε σχηµάτισαν βιοφιλ (απουσία χρώσης µε κρυσταλλικό ιώδες). Αυτά τα 

µεταλλάγµατα θα χαρακτηρίζονταν µοριακά (εύρεση απενεργοποιηµένου γονιδίου) 

καθώς και για την αποτελεσµατικότητα της εντοµοπαθογένειάς τους, συγκριτικά µε τον 

άγριο τύπο. 
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Παρόλα αυτά, και προκειµένου η παρούσα εργασία να ολοκληρωθεί στα 

χρονικά περιθώρια του µεταπτυχιακού προγράµµατος, η επιλογή των µεταλλαγµάτων 

δεν ολοκληρώθηκε. Ο βασικός λόγος ήταν η αδυναµία της επιτυχηµένης ολοκλήρωσης 

της διαδικασίας της µεταλλαξιγένεσης. Παρόλο που η διαδικασία επαναλήφθηκε 

πολλές φορές, και παρά τις όποιες τροποποιήσεις που επιχειρήθηκαν, άγνωστοι 

παράγοντες λειτούργησαν ανασταλτικά εµποδίζοντας την ολοκλήρωση της διαδικασίας. 

Ωστόσο, σηµαντικό επίτευγµα εξακολουθεί να αποτελεί η κατασκευή ενός 

ιδιαίτερα χρήσιµου εργαλείου, της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης, η οποία, και έπειτα 

από αξιολόγηση, είναι διαθέσιµη σε οποιοδήποτε ερευνητή θελήσει να τη 

χρησιµοποιήσει σαν υποδοµή για την ανίχνευση, τη µελέτη και το χαρακτηρισµό 

γονιδίων της Pseudomonas entomophila. 
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