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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι ςτριγγολακτόνεσ είναι μόρια που εμπλζκονται ςε διάφορεσ διεργαςίεσ ζξω 

και μζςα ςτο φυτό. Στθ ριηόςφαιρα δρουν ωσ ςθματοδοτικά μόρια, κακϊσ 

εκκρίνονται από τα κφτταρα τθσ ρίηασ και προωκοφν ςυμβιωτικζσ αλλθλεπιδράςεισ 

με τουσ Δενδροειδείσ Μυκορριηικοφσ Μφκθτεσ αλλά και τθν εκβλάςτθςθ των ριηϊν 

παραςιτικϊν φυτϊν. Ωσ φυτοορμόνεσ, εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ τθσ αρχιτεκτονικισ 

του φυτοφ, ςτθ δευτερογενι αφξθςθ, και ςτθν αναπαραγωγικι ανάπτυξθ, ενϊ νζοι 

ρόλοι αναδφονται ςυνεχϊσ.  

 Στθν παροφςα μελζτθ, διερευνιςαμε τθν επίδραςθ των ςυνκετικϊν αναλόγων 

ςτριγγολακτονϊν ςε άλλεσ κατθγορίεσ μυκιτων από αυτζσ που μζχρι τϊρα ζχουν 

μελετθκεί διεξοδικά, και ςυγκεκριμζνα ςτον αςκομφκθτα Fusarium solani ςτζλεχοσ 

Κ (Fs-K) ςε ςφςτθμα in vitro. Συγκεκριμζνα, μελετικθκε θ πικανι επιρροι ςτθ 

φυςιολογία του μφκθτα τόςο άμεςα, με καταγραφι των επιπτϊςεων ςτθν αφξθςθ 

και ςτθν εκβλάςτθςθ των δομϊν αγενοφσ αναπαραγωγισ του μφκθτα, όςο και 

ενδοφυτικά, μζςω τθσ μελζτθσ αλλθλεπίδραςθσ του μφκθτα με το ψυχανκζσ Lotus 

japonicus. Ρροτείνουμε ότι οι ςτριγγολακτόνεσ διαδραματίηουν ρόλο , όχι τόςο ςτθν 

εκβλάςτθςθ των ςπορίων όςο ςτθν επιμικυνςθ των υφϊν του Fs-K, που 

προκφπτουν από το βλαςτικό ςωλινα των αναπαραγωγικϊν δομϊν, μζςω τθσ 

επιβράδυνςθσ τθσ αφξθςθσ. Μολαταφτα, δεν παρατθρικθκε αρνθτικι επίδραςθ ςτθ 

διαδικαςία αποικιςμοφ των ριηικϊν ιςτϊν του Lotus japonicus από το μφκθτα, ςε 

καμία από τισ ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ που ελζγχκθκαν υπό τισ ςυγκεκριμζνεσ in 

vitro ςυνκικεσ αλλθλεπίδραςθσ του φυτοφ με τον ενδοφυτικό μφκθτα. 

 

 

Strigolactones are multifunctional molecules involved in several processes outside 

and within the plant. In the rhizosphere, they act as signalling molecules; they are 

exuded by plants cells and have been recorded to promote symbiotic interactions 

with Arbuscular Mycorrhizal Fungi, as well as germination of root parasitic plants. As 

phytohormones, they are involved in the regulation of plant architecture, secondary 

growth and reproductive development, and novel roles are emerging continuously. 

In the present study, we investigated the influence of synthetic SLs on different 
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fungal categories, than those previously extensively studied, and more specifically on 

an ascomycetous fungus, namely Fusarium solani strain K (Fs-K), in an in vitro 

system. The influence was studied both directly by recording the effects on fungal 

growth and asexual reproductive structures germination, as well as endophytically, 

by studying the effects of exogenous application of the hormone on the interaction 

of Fs-K with the model legume Lotus japonicus. We propose that SLs may not play a 

role in the germination of Fs-K spores, but influence the elongation of hyphae 

originating from spore germ tubes, by delaying their growth. Nonetheless, no 

negative effect on the colonization process of Fs-K was observed in Lotus root tissues 

by none of the GR24 concentrations investigated under the conditions employed in 

this study. 
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ΕΙΑΓΩΓΗ 

ΕΝΟΣΗΣΑ 1θ  

 

ΕΝΔΟΦΤΣΙΚΟΙ ΜΤΚΗΣΕ 

 

1.1 θμαςία των ενδοφυτικών μυκιτων 

Αξίηει αρχικά να ςθμειωκεί ότι υπάρχουν δφο ςυμβιωτικά ςυςτιματα, θ 

ςυμβιωτικι δζςμευςθ αηϊτου και οι μυκόρριηεσ. Αναλυτικότερα, ςτθ ςυμβιωτικι 

δζςμευςθ αηϊτου εμφανίηεται ςυμβίωςθ μεταξφ των αηωτοδεςμευτικϊν 

βακτθρίων Rhizobium με τα ψυχανκι (Leguminosae), είτε μεταξφ των 

αηωτοδεςμευτικϊν βακτθρίων Frankia με ανκόφυτα διαφόρων γενϊν, όπωσ Alnus, 

που όλα ζχουν ξυλϊδεισ ρίηεσ. Στα ςυμβιωτικά ςυςτιματα οι αηωτοδεςμευτικοί 

μικροοργανιςμοί παρζχουν ςτο φυτό περίςςεια Ν υπό τθν μορφι ΝΗ3 που τθν 

ενςωματϊνουν ςε οργανικζσ ενϊςεισ ενϊ τα φυτά παρζχουν ςτουσ 

μικροοργανιςμοφσ  ανκρακοφχεσ ενϊςεισ για τθν επιβίωςθ τουσ. Η αηωτοδζςμευςθ 

πραγματοποιείται ςτα φυμάτια, όπου το αζριο άηωτο τθσ ατμόςφαιρασ 

μετατρζπεται ςε αμμωνία μζςω τθσ δράςθσ ενηφμων που φζρουν οι 

αηωτοδεςμευτικοί μικροοργανιςμοί (Franche C. et al. 2009). Επιπλζον, οι 

ςυμβιωτικοί μικροοργανιςμοί που δεςμεφουν άηωτο διαδραματίηουν ςθμαντικό 

ρόλο ςτθ ηωι του φυτοφ, εξαςφαλίηοντασ όχι μόνο τθν παροχι αηϊτου ςτο φυτό 

αλλά και τθν άμυνα τουσ ζναντι πακογόνων.  

 Ο όροσ μυκόρριηεσ αναφζρεται ςτθ ςυμβίωςθ μεταξφ μυκιτων και φυτϊν. 

Υπάρχουν δφο είδθ μυκορριηικϊν ςυμβιωτικϊν ςυςτθμάτων, οι εκτομυκόρριηεσ και 

οι ενδομυκόρριηεσ- δενδρόμορφεσ μυκόρριηεσ. Οι ςυμβιωτικοί μφκθτεσ που 

ςυμβιϊνουν ςτο ριηικό ςφςτθμα των φυτϊν παρζχουν διάφορα πλεονεκτιματα. 

Ειδικότερα, θ μυκορριηικι ςυμβίωςθ προςφζρει ςτο φυτό αυξθμζνθ ικανότθτα 

πρόςλθψθσ κρεπτικϊν ςτοιχείων (κυρίωσ φϊςφορο), αντοχι ςτθ ξθραςία και 

αυξθμζνθ προςταςία από προςβολζσ από μφκθτεσ, νθματϊδεισ και τοξικότθτα 

μετάλλων. Γενικότερα, μυκορριηικά φυτά ςυνικωσ παρουςιάηουν αυξθμζνθ 

ανάπτυξθ και παραγωγι ςε ςχζςθ με αντίςτοιχα μθ- μυκορριηικά φυτά.  
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Ο Anton de Bary, Γερμανόσ βοτανολόγοσ, ο οποίοσ κεωρικθκε πατζρασ τθσ 

πακολογίασ των φυτϊν, επινόθςε τον όρο ενδόφυτο το 1886 για να περιγράψει 

μικροοργανιςμοφσ που αποικίηουν τουσ εςωτερικοφσ ιςτοφσ των βλαςτϊν και των 

φφλλων (Wilson D. 1995). Αυτόσ ο οριςμόσ με το πζραςμα των χρόνων 

ανακεωρικθκε όπου ςφμφωνα με τoν οριςμό του Wilson D., οι ενδοφυτικοί 

μφκθτεσ είναι μικροοργανιςμοί- μφκθτεσ οι οποίοι περνοφν όλο ι ζνα μζροσ του 

κφκλου ηωισ τουσ ενδοκυτταρικά και/ι μεταξφ των κυττάρων ςχθματίηοντασ 

αποικίεσ ςε υγιείσ ιςτοφσ των φυτϊν-ξενιςτϊν τουσ, τυπικά χωρίσ να προκαλοφν 

εμφανι ςυμπτϊματα αςκζνειασ (Wilson D. 1995). Αυτι θ αλλθλεπίδραςθ 

αναφζρεται ωσ αμοιβαία. Ωςτόςο ςφμφωνα με τουσ Schulz και Boyle (2005), αυτι θ 

αμοιβαία αλλθλεπίδραςθ μπορεί να είναι προςωρινι και να αλλάξει με τθν πάροδο 

του χρόνου. Ειδικότερα, θ αλλθλεπίδραςθ  ενόσ ενδοφυτικοφ μφκθτα με ζνα φυτό 

ξενιςτι χαρακτθρίηεται από μια λεπτά ρυκμιςμζνθ ιςορροπία μεταξφ τθσ 

λοιμογόνου ικανότθτασ του μφκθτα και τθσ άμυνασ του φυτοφ. Αν αυτι θ ιςορροπία 

διαταραχκεί είτε με αφξθςθ τθσ φυτικισ άμυνασ είτε με αφξθςθ τθσ λοιμογόνου 

ικανότθτασ του μφκθτα, τότε αναπτφςςεται αςκζνεια. Το ενδόφυτο πρζπει να 

ςυνκζτει μεταβολίτεσ για να ανταγωνιςτεί τόςο τα επίφυτα όςο και τα πακογόνα με 

ςτόχο να αποικίςει το φυτό (Schulz et al. 2002). Σε μία αμοιβαία αλλθλεπίδραςθ, 

επωφελοφνται και οι δφο οργανιςμοί κακϊσ το ενδόφυτο αποκτά κρεπτικά ςτοιχεία 

και προςταςία από το φυτό ξενιςτι ενϊ το ίδιο παρζχει ςτο φυτό μεταβολίτεσ που 

ςυμβάλλουν ςτθν αντοχι του ξενιςτι ζναντι  πακογόνων και διάφορων αβιοτικϊν 

πιζςεων, ενιςχφοντασ με αυτό τον τρόπο τθν αρμοςτικότθτα του φυτοφ ςε ζνα 

εχκρικό περιβάλλον (Schulz and Boyle 2005). 

 Για τον αποικιςμό των φυτϊν-ξενιςτϊν, οι ενδοφυτικοί μφκθτεσ παράγουν 

εξωζνηυμα (Schulz et al. 2002). To 1997, o Agrios G.H ανακάλυψε ότι όλοι οι 

ενδοφυτικοί μφκθτεσ που ελζγχκθκαν ςυνζκεταν τα ζνηυμα που είναι απαραίτθτα 

για τθ διείςδυςθ και τον αποικιςμό των φυτϊν- ξενιςτϊν, παρόλο που αυτά τα 

ζνηυμα ποικίλουν μεταξφ των ςτελεχϊν. Η διείςδυςθ, ο αποικιςμόσ και θ ανάπτυξθ 

είχε ελεγχτεί μικροςκοπικά, αποκαλφπτοντασ ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των 

ενδόφυτων και των πακογόνων. Μια ςθμαντικι διαφορά είναι ότι θ ενδοφυτικι 

διείςδυςθ γινόταν αντικλινϊσ κατά μικοσ των επιδερμικϊν κυττάρων ενϊ ςτθν 
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περίπτωςθ των πακογόνων γινόταν απευκείασ μζςω του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ 

(Boyle et al. 2001).  

Εκτόσ από τα εξωζνηυμα, οι ενδοφυτικοί μφκθτεσ ζχουν τθν ικανότθτα να 

παράγουν τισ ίδιεσ ι παρόμοιεσ ενϊςεισ που προζρχονται από τα φυτά- ξενιςτζσ 

κακϊσ επίςθσ και ζνα μεγάλο αρικμό ποικίλων βιοενεργϊν ενϊςεων που 

εμπλζκονται ςτθν προςταςία του ξενιςτι τουσ από πακογόνα και φυτοφάγα 

(Wicklow et. al. 2005). Σφμφωνα με τουσ Zhang et al., ο αρικμόσ των δευτερογενϊν 

μεταβολιτϊν που παράγονται από τουσ ενδοφυτικοφσ μφκθτεσ είναι μεγαλφτεροσ 

ςε ςφγκριςθ με οποιοδιποτε άλλο ενδοφυτικό μικροοργανιςμό. Για αυτό το λόγο, 

υπάρχει μεγαλφτερθ πικανότθτα ανακάλυψθσ μεταβολιτϊν με αντιβακτθριακι 

δράςθ ςτουσ ενδοφυτικοφσ μφκθτεσ.  

Ο δυνθτικόσ ρόλοσ των ενδοφφτων και των βιολογικά ενεργϊν μεταβολιτϊν 

τουσ ςτθ ςχζςθ τουσ με τον ξενιςτι ζχει μελετθκεί (Schulz et al. 2002). Επιπλζον θ 

ςυνειδθτοποίθςθ τθσ φπαρξθσ ςυνεχϊσ αυξανόμενθσ ανκεκτικότθτασ ςε πακογόνα 

βακτιρια οδιγθςε ςτθν ανάγκθ εφρεςθσ καινοφριων αντιβιοτικϊν. Για ακόμθ μία 

φορά οι επιςτιμονεσ επικεντρϊκθκαν ςτουσ ενδοφυτικοφσ μφκθτεσ κακϊσ 

αποτελοφςαν μια ςχετικά ανεξερεφνθτθ ομάδα μυκιτων (Radid and Strukelj 2012). 

Αξίηει να ειπωκεί ότι ενδοφυτικοί μφκθτεσ ζχουν βρεκεί ςε κάκε είδοσ φυτοφ που 

ζχει μελετθκεί και πιςτεφεται ότι υπάρχουν πάνω από 1 εκατομμφριο ενδοφυτικοί 

μφκθτεσ ςτθ φφςθ (Petrini 1991). Επιπρόςκετα, είναι αρκετά ςυχνό φαινόμενο θ 

εφρεςθ του ίδιου ενδοφυτικοφ μφκθτα ςε διαφορετικό είδοσ φυτοφ ξενιςτι. 

 

1.2 Κατθγορίεσ ενδοφυτικών μυκιτων 

Συλλογικά, περιςςότερα από 100 χρόνια ζρευνασ οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα 

ότι τα περιςςότερα, αν όχι όλα τα φυτά ςτα φυςικά οικοςυςτιματα είναι 

ςυμβιωτικά με μυκορριηικοφσ μφκθτεσ και/ι ενδοφυτικοφσ μφκθτεσ. Σε αντίκεςθ με 

τουσ μυκορριηικοφσ μφκθτεσ που αποικίηουν τισ ρίηεσ των φυτϊν και αναπτφςςονται 

ςτθ ριηόςφαιρα, τα ενδόφυτα κατοικοφν εξ ολοκλιρου μζςα ςτουσ φυτικοφσ ιςτοφσ 

και μποροφν να αναπτφςςονται μζςα ςτισ ρίηεσ, ςτουσ κορμοφσ βλαςτοφσ  και/ι ςτα 

φφλλα (Rodriguez et. al. 2008). 
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Γενικά, δφο μεγάλεσ ομάδεσ ενδοφυτικϊν μυκιτων ζχουν αναγνωριςτεί, 

αντανακλϊντασ διαφορζσ ςτθν εξελικτικι ςυγγζνεια, ταξινόμθςθ, ςτα φυτά ξενιςτζσ 

και ςτισ οικολογικζσ λειτουργίεσ. Οι ομάδεσ αυτζσ είναι τα ενδόφυτα 

clavicipitaceous (C- endophytes) και τα ενδόφυτα nonclavicipitaceous (NC- 

endophytes). Η δεφτερθ ομάδα αποτελείται από μφκθτεσ με υψθλι ποικιλομορφία 

οι οποίοι διακρίνονται τουλάχιςτον ςε τρεισ διακριτζσ λειτουργικζσ ομάδεσ με βάςθ 

τθν οικολογικι τουσ ςθμαςία και τα χαρακτθριςτικά τθσ ιςτορίασ τθσ ηωισ τουσ 

(Rodriguez et. al. , 2008). 

Τα ενδόφυτα clavicipitaceous (ι αλλίωσ ενδόφυτα τάξθσ 1) αντιπροςωπεφουν 

ζνα μικρό αρικμό φυλογενετικά ςχετιηόμενων ειδϊν clavicipitaceous (Bischoff and 

White, 2005). Αυτά τα ενδόφυτα βρίςκονται τυπικά μζςα ςτουσ βλαςτοφσ των 

φυτϊν, όπου ςχθματίηουν ςυςτθμικζσ ενδοκυτταρικζσ λοιμϊξεισ. Τα ενδόφυτα 

τάξθσ 1 αυξάνουν ςυχνά τθ φυτικι βιομάηα, παρζχουν ανοχι ςτθ ξθραςία και 

παράγουν χθμικζσ ενϊςεισ οι οποίεσ είναι τοξικζσ ςτα ηϊα και μειϊνουν τα 

φυτοφάγα (Clay, 1988). Πμωσ τα πλεονεκτιματα που παρζχονται από αυτοφσ τουσ 

μφκθτεσ φαίνεται να εξαρτϊνται από το είδοσ του ξενιςτι, το γενότυπο του ξενιςτι 

και τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ (Saikkonen et al., 1999, Faeth & Sullivan, 2003, 

Faeth et al., 2006). 

Τα ενδόφυτα nonclavicipitaceous είναι υψθλά ποικιλόμορφα, 

αντιπροςωπεφοντασ μία πολυφυλετικι ομάδων αςκομυκιτων με ποικίλουσ και 

ςυχνά πτωχϊσ κακοριςμζνουσ ι άγνωςτουσ οικολογικοφσ ρόλουσ. Αυτά τα 

ενδόφυτα ανακτικθκαν από όλα τα επίγεια οικοςυςτιματα (Arnold & Lutzoni, 

2007). Τα ενδόφυτα nonclavicipitaceous μποροφν να διαφοροποιθκοφν ςε τρεισ 

λειτουργικζσ τάξεισ (τάξεισ 2, 3 και 4) με βάςθ τα πρότυπα αποικιςμοφ του ξενιςτι, 

το μθχανιςμό μεταβίβαςθσ μεταξφ των γενεαλογιϊν των ξενιςτϊν και τθν 

οικολογικι λειτουργία (Rodriguez et. al., 2008). 

Τα ςυμβιωτικά κριτιρια που χρθςιμοποιικθκαν για τθν κατθγοριοποίθςθ των 

ενδοφυτικϊν μυκιτων φαίνονται ςτον ακόλουκο πίνακα (Ρίνακασ 1).  
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 Clavicipitaceous 
 

Νonclavicipitaceous 
 

Κριτιρια 
 

Σάξθσ 1 
 

Σάξθσ 2 
 

Σάξθσ 3 
 

Σάξθσ 4 
 

Φάςμα ξενιςτϊν 
 

Ρεριοριςμζνο 
 

Ευρφ 
 

Ευρφ 
 

Ευρφ 
 

Ιςτόσ/οι που 
αποικίηονται 

 

Βλαςτόσ, ρίηωμα 
 

Βλαςτόσ, ρίηα, 
ρίηωμα 

 

Βλαςτόσ 
 

ίηα 

 

Αποικιςμόσ 
in planta 

 

Εκτεταμζνοσ 
 

Εκτεταμζνοσ 
 

Ρεριοριςμζνοσ 
 

Εκτεταμζνοσ 

 

Βιοποικιλότθτα 
in planta 

 

Χαμθλι 
 

Χαμθλι 
 

Υψθλι 
 

Άγνωςτο 

 

Μετάδοςθ 

 

Κάκετθ και 
οριηόντια 

 

Κάκετθ και 
οριηόντια 

 

Οριηόντια 
 

Οριηόντια 

 

Οφζλθ  
αρμοςτικότθτασ* 

 

 

a 

 

 

a και b 

 

a 

 

a 

 

Ρίνακασ 1: Συμβιωτικά κριτιρια για τθν κατθγοριοποίθςθ των ενδοφυτικϊν μυκιτων, όπου 

ο αςτερίςκοσ (*) αναφζρεται ςε: *Οφζλθ μθ εξαρτϊμενα από τθν κατοικία (Μθ 

προςαρμοςμζνα ςε ενδιαίτθμα) όπωσ ανοχι ςτθ ξθραςία, ενίςχυςθ τθσ ανάπτυξθσ είναι 

ςυνικθ ςτα ενδόφυτα ανεξάρτθτα τθσ προζλευςθσ τθσ κατοικίασ (ςυμβολίηεται με a ςτον 

πίνακα). Οφζλθ εξαρτϊμενα από τθν κατοικία (Ρροςαρμοςμζνα ςε ενδιαίτθμα) είναι για 

παράδειγμα το pH, θ κερμοκραςία και θ περιεκτικότθτα ςε άλατα (ςυμβολίηεται με b ςτον 

πίνακα) (τροποποιθμζνο από Rodriguez R. J. et al. 2009). 

 

1.3 θμαντικά παραδείγματα ενδοφυτικών μυκιτων  

 

1.3.1 Piriformospora indica 

Ζνα χαρακτθριςτικό παράδειγμα ενδοφυτικοφ μφκθτα αποτελεί ο μφκθτασ 

Piriformospora indica (Βαςιδιομφκθτεσ) ο οποίοσ μπορεί να καλλιεργθκεί ςε ποικίλα 

υποςτρϊματα, γεγονόσ που του προςδίδει πλεονζκτθμα για τθν περαιτζρω μελζτθ 

των κετικϊν αλλθλεπιδράςεων του με τα φυτά. 

Ο μφκθτασ αυτόσ, που μπορεί να αναπτυχκεί ςε αμιγείσ καλλιζργειεσ, φζρει 

παρόμοια λειτουργικά και φυςιολογικά χαρακτθριςτικά με τουσ μφκθτεσ που 

αναπτφςςουν οι δενδροειδείσ μυκόρριηεσ με τα φυτά, όπωσ είναι θ μεταφορά 

κρεπτικϊν ςτοιχείων και νεροφ μζςω των υφϊν ςτισ ρίηεσ των φυτϊν (Varma et al. 

1999, 2001). Επιπλζον βρζκθκε ότι ο εμβολιαςμόσ φυτϊν μεγάλθσ καλλιζργειασ, 
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όπωσ ο καπνόσ και το καλαμπόκι, με αυτό το μφκθτα προκάλεςε αφξθςθ τθσ 

βιομάηασ τουσ κατά 50% (Varma et al. 1999). Η αυξθτικι δράςθ που αςκεί ο 

μφκθτασ οφείλεται ςτθν ικανότθτα του να διαλυτοποιεί και να μεταφζρει 

φωςφορικά ιόντα (Varma et al. 2001). Μία ζρευνα που πραγματοποιικθκε πάνω ςε 

δφο φαρμακευτικά φυτά, το Spilanthes calva και το Withania somnifera, ενιςχφει 

περαιτζρω τθ φιμθ του μφκθτα κακϊσ παρουςία του είχε παρατθρθκεί αυξθμζνθ 

ανάπτυξθ τθσ ολικισ βιομάηασ, αυξθμζνοσ αρικμόσ ανκοταξιϊν και ςπερμάτων και 

βελτιωμζνθ αντοχι ςε ςυνκικεσ ξθραςίασ (Rai et al. 2001). Μια διαφορετικι πτυχι 

του μφκθτα ανακαλφφκθκε από τουσ Peškan- Berghöfer et al. (2004), που 

αναφερόταν ςτθν ικανότθτα του μφκθτα να αλλθλεπιδρά και με φυτά που δεν 

αναπτφςςουν μυκορριηικζσ ςχζςεισ, όπωσ το Arabidopsis thaliana, και να προάγει 

τθν ανάπτυξθ τουσ. O μφκθτασ Piriformospora indica ζχει διαφορετικό τρόπο ηωισ 

ςτο Arabidopsis (δικοτυλιδονο φυτό) και ςτο κρικάρι (μονοκοτυλιδονο φυτό). Πςο 

αφορά το κρικάρι, ζχει αναφερκεί ότι ο μφκθτασ εκμεταλλεφεται νεκρά κφτταρα για 

τθν ανάπτυξι του (Deshmukh et al. 2006, Zuccaro et al. 2011). 

 

1.3.2 Colletotrichum tofieldiae 

Αν και τα περιςςότερα χαρακτθριςμζνα είδθ των μυκιτων του γζνουσ 

Colletotrichum είναι πακογόνα, ζχει δειχκεί ότι το C. tofieldiae (Ct) είναι ενδθμικό 

ενδόφυτο των πλθκυςμϊν του Arabidopsis thaliana. Το Ct είχε αρχικά απομονωκεί 

ωσ ζνα ενδόφυτο από τα φφλλα του A. thaliana αλλά ςτθ ςυνζχεια αποκαλφφκθκε 

ότι είναι ζνα ενδόφυτο των ριηϊν (García et al. 2013). Ειδικότερα, μζςω πειραμάτων 

αποικιςμοφ με απαλλαγμζνα από μικρόβια φυτά A. thaliana αποκαλφφκθκε ότι το 

Ct ξεκινάει τθν ενδοφυτικι ανάπτυξθ μόνο μζςω ριηϊν, όχι μζςω των φφλλων, και 

περιςταςιακά επεκτείνεται ςυςτθματικά ςτουσ βλαςτοφσ χωρίσ να προκαλεί 

ευδιάκριτα ςυμπτϊματα αςκζνειασ. Το Ct ειςβάλλει ςτισ ρίηεσ μζςω ανοιγμάτων 

μεταξφ των επιδερμικϊν κυττάρων για να ςχθματίςει ενδοκυτταρικζσ υφζσ. 

Σφμφωνα με τουσ Deising et al. (2000), θ είςοδοσ αυτϊν των μυκιτων 

πραγματοποιείται μζςω αδιαφοροποίθτων υφϊν παρά με τθ μορφι appressorium1 

                                                           
1
 Appressorium: όργανο πολλϊν πακογόνων μυκιτων που χρθςιμοποιείται από το μφκθτα για να 

μολφνει το φυτό-ξενιςτι. 
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και θ διείςδυςθ μπορεί να επιτευχκεί είτε μζςα ςτο κφτταρο είτε μζςω των 

μεςοκυττάριων χϊρων.  

Η προϊκθςθ τθσ ανάπτυξθσ των φυτϊν από το Ct αποδείχκθκε ότι ρυκμίηεται 

ςτενά από τθ διακεςιμότθτα Pi, υποδθλϊνοντασ με αυτό τον τρόπο ότι οι 

ευεργετικζσ δράςεισ του μφκθτα εξαρτϊνται από ςυγκεκριμζνεσ περιβαλλοντικζσ 

ςυνκικεσ, όπωσ θ ποςότθτα βιοδιακζςιμων φωςφορικϊν ςτο ζδαφοσ. Αυτό ζρχεται 

ςε αντίκεςθ με το ενδόφυτο των ριηϊν, Piriformospora indica, το οποίο προάγει τθν 

ανάπτυξθ των φυτϊν υπό ςυνκικεσ τόςο χαμθλισ όςο και υψθλισ ςυγκζντρωςθσ 

φωςφορικϊν (Yadav et al. 2010). Επίςθσ, το Ct ζχει τθν ικανότθτα να προάγει τθν 

ανάπτυξθ του A. thaliana όταν μοναδικι πθγι φωςφόρου είναι ο ανόργανοσ 

υδροξυαπατίτθσ (Ca10(PO4)6(OH)2), γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι ζνα μζροσ τθσ 

ευεργετικισ δράςθσ του Ct περιλαμβάνει τθ διαλυτοποίθςθ του Pi από μθ-

προςβάςιμο για το φυτό υδροξυαπατίτθ.  
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ΕΝΟΣΗΣΑ 2θ  

 

ΣΟ ΓΕΝΟ FUSARIUM 

 

 

Oι μφκθτεσ του γζνουσ Fusarium προκαλοφν αςκζνειεσ ςε φυτά και ηϊα, 

παράγουν μυκοτοξίνεσ και ζχουν βρεκεί τα τελευταία 100 χρόνια πάνω από 1000 

είδθ με ολοκλθρωμζνεσ ακολουκίεσ γονιδιϊματοσ ςε προχωρθμζνα ςτάδια 

ταυτοποίθςθσ. Μερικά από τα είδθ που περιλαμβάνονται ςε αυτό το γζνοσ είναι τα 

ακόλουκα: F. sambucinum, F. chlamydosporum, F. incarnatumequiseti, F. tricinctum, 

F. heterosporum, F. fujikuroi, F. nisikadoi, F. oxysporum, F. redolens, F. babinda, F. 

concolor, F. lateritium, F. buharicum, F. buxicola, F. staphyleae, F. solani, F. 

decemcellulare, F. albidum, F. dimerum και το ςφμπλοκο ειδϊν F. ventricosum 

(O’Donnell et al. 2013). Επιπλζον, το γζνοσ Fusarium αποτελεί μία μεγάλθ 

μονοφυλετικι2 ομάδα μερικϊν εκατοντάδων ειδϊν που παράγουν, με εξαίρεςθ 

μερικά είδθ, χαρακτθριςτικά μακροκονίδια. Το γζνοσ περιλαμβάνει πακογόνα 

φυτϊν, ενδόφυτα και ςαπρόφυτα ικανά να μεταβολίηουν διάφορα υποςτρϊματα 

και εν δυνάμει πακογόνα που ζχουν κλινικι ςθμαςία. Μοριακι φυλογενετικι 

ανάλυςθ αυτοφ του γζνουσ αποκάλυψε ότι περιλαμβάνει τουλάχιςτον 20 κλάδουσ ι 

«ςφμπλεγμα ειδϊν» (O’Donnell et al. 2013).  Η ταξινόμθςθ των μυκιτων του γζνουσ 

Fusarium ιταν πάντα ζνα αμφιλεγόμενο κζμα.   

 

2.1 Fusarium oxysporum 

Το Fusarium oxysporum είναι ζνασ ευρζωσ απαντϊμενοσ μφκθτασ του εδάφουσ 

που περιλαμβάνει πακογόνα και μθ πακογόνα ςτελζχθ. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ 

του μφκθτα επικεντρϊνονται ςτθν ικανότθτα του F. oxysporum να προκαλεί 

αγγειακι βλάβθ ςε ζναν ςυγκεκριμζνο ξενιςτι. Ειδικότερα, τα πακογόνα μζλθ είναι 

γνωςτά για τθν πρόκλθςθ νόςων, όπωσ μαραςμό και ςιψθ τθσ κορϊνασ, ςε πολλζσ 

οικονομικά ςθμαντικζσ γεωργικζσ καλλιζργειεσ. Ραραδείγματα καλλιεργειϊν που 

                                                           
2
 Μονοφυλετικι ομάδα: ομάδα οργανιςμϊν που μοιράηονται ζναν κοινό πρόγονο, ειδικότερα τον 

πιο πρόςφατο κοινό πρόγονο. Ονομάηεται αλλιϊσ και κλάδοσ. 
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επθρεάηονται από αυτζσ τισ νόςουσ αποτελοφν θ μπανάνα (Musa spp.), θ οποία 

επθρεάηεται από μία ειδικι μορφι του μφκθτα γνωςτι ωσ F. oxysporum f. sp. 

cubense (Foc) κακϊσ και θ τομάτα, θ οποία επθρεάηεται με τθ ςειρά τθσ από τθν 

αςκζνεια μαραςμοφ Fusarium που προκαλείται από το  F. oxysporum f. sp. 

lycopersici. 

Ρεριβαλλοντικζσ ζρευνεσ για ζνα ευρφ φάςμα οικοτόπων ςυχνά βρίςκουν το F. 

oxysporum ςε φυτά χωρίσ να ζχει προκλθκεί αςκζνεια (Stoner MF. 1981). Αυτοί οι 

πλθκυςμοί του F. oxysporum, ςυχνά αναφερόμενοι ωσ μθ πακογόνοι,  είναι μια 

ςθμαντικι ςυνιςτϊςα των κοινοτιτων του εδάφουσ. Πςο αφορά τα μθ πακογόνα 

ςτελζχθ του F. oxysporum Fo 47, θ προςτατευτικι δράςθ τουσ ενάντια ςε αςκζνειεσ 

που προκαλοφνται από φουηάρια αποδίδεται κυρίωσ ςτον ανταγωνιςμό για 

κρεπτικά ςτοιχεία αλλά και ςε μικρότερθ ζκταςθ ςτθ διζγερςθ ενόσ μθχανιςμοφ 

διαςυςτθμικισ προςταςίασ (Fuchs et al. 1999, Duijff et al. 1998). Επίςθσ, το F. 

oxysporum μπορεί να μολφνει και να αποικίςει τα φυτά αςυμπτωματικά ωσ 

ενδόφυτο αλλά αυτόσ ο ενδοφυτικόσ τρόποσ ηωισ δεν ζχει ερευνθκεί καλά. Το 

ενδοφυτικό F. oxysporum ςυνικωσ απομονϊνεται από φυτά μολυςμζνα με 

πακογόνο F. oxysporum (Alves-Santos FM 1999, Fiely MB et al. 1995), 

υποδεικνφοντασ ότι ο αποικιςμόσ φυτϊν με πολλαπλοφσ γενότυπουσ του F. 

oxysporum μπορεί να είναι ςυχνόσ. 

Πςο αφορά τον τρόπο εξάπλωςθσ του μφκθτα, ςε ευπακι φυτά το πακογόνο F. 

oxysporum διειςδφει ςτθ ρίηα, αποικίηει τον φλοιό τθσ ρίηασ και ςτθ ςυνζχεια 

εξαπλϊνεται μζςω του ξυλϊματοσ ςτο υπόλοιπο του φυτοφ, προκαλϊντασ 

μαραςμό και κάνατο (Olivain C et al. 1999, 2003). Στθν περίπτωςθ ξενιςτϊν που 

είναι ανκεκτικοί ςτο πακογόνο, θ εξάπλωςθ του μφκθτα αποκλείεται και 

εμφανίηεται μόνο περιοριςμζνοσ αποικιςμόσ του ιςτοφ του ξενιςτι (Baayen RP. 

1988, Beckman CH 1982). Ειδικότερα, το μθ πακογόνο F. oxysporum εμβολιαςμζνο 

ςε φυτά μπορεί να αποικίςει τον φλοιό των ριηϊν παρομοίωσ με τουσ πακογόνουσ, 

αλλά οι αποκρίςεισ των ξενιςτϊν, όπωσ θ πάχυνςθ των κυτταρικϊν τοιχωμάτων, 

φαίνεται να περιορίηουν τθν ανάπτυξθ των ενδόφυτων. 

 

 

 



Ειςαγωγι 

-15- 
 

2.2 Fusarium solani species complex 

Το ςφμπλεγμα ειδϊν3 Fusarium solani (Fusarium solani species complex- FSSC) 

είναι μια ομάδα που εκτιμάται ότι περιζχει τουλάχιςτον 60 φυλογενετικά 

διαφορετικά είδθ (Nalim et al. 2011, O’Donnell 2000, O’Donnell et al. 2008, Zhang et 

al. 2006). Ππωσ ορίςτθκε από τουσ Snyder και Hansen (1941), το Fusarium solani 

ιταν το μοναδικό είδοσ ςε αυτό που ςιμερα αναγνωρίηεται ωσ FSSC. Δεδομζνου ότι 

τα μζλθ του FSSC ζχουν μελετθκεί εκτενζςτατα ωσ πακογόνα φυτϊν, αυτοί οι 

μφκθτεσ υποδιαιροφνται περαιτζρω ςε formae speciales4 (f. sp.) με βάςθ τθν 

ειδικότθτα του ξενιςτι. Με βάςθ τισ μοριακζσ φυλογενετικζσ ςχζςεισ μεταξφ των 

ςτελεχϊν, το FSSC περιλαμβάνει τρεισ κφριουσ κλάδουσ, όπου ο τρίτοσ κλάδοσ 

περιλαμβάνει με τθ ςειρά του όλα τα ςτελζχθ που χαρακτθρίςτθκαν ωσ N. 

haematococca (O’Donnell 2000, Zhang et al. 2006). Το ςφςτθμα ταξινόμθςθσ των 

μελϊν του κλάδου 3 του FSSC βαςίηεται ςε πολυμορφιςμοφσ ςτισ αλλθλουχίεσ DNA 

του παράγοντα επιμικυνςθσ τθσ μετάφραςθσ 1α (EF 1a), ςτθ δεφτερθ μεγαλφτερθ 

υπομονάδα τθσ RNA πολυμεράςθσ ΙΙ (RPB2) και ςτθν πυρθνικι ριβοςωμικι περιοχι 

ITS (internal transcripted space) (Chang et al. 2006, O’Donnell et al. 2008). 

Να ςθμειωκεί ότι εκτόσ από τθν φπαρξθ πακογόνων των φυτϊν, οριςμζνα μζλθ 

του FSSC είναι υπεφκυνα για τθν πλειοψθφία των ςυςτθμικϊν φουηαρικϊν 

μολφνςεων ςε ανοςοκατεςταλμζνουσ ανκρϊπουσ και ηϊα (Muhammed et al. 2013, 

O’Donnell et al. 2008, Zhang et al. 2006).  

Ππωσ ιςχφει με όλα τα Fusaria, τα μζλθ του ςυμπλζγματοσ FSSC είναι ικανά να 

παράγουν άφκονουσ δευτερογενείσ μεταβολίτεσ. Σε αντίκεςθ με τα είδθ που 

ανικουν ςτα ςφμπλοκα ειδϊν Fusarium sambucinum και F. fujikuroi, τα μζλθ του 

FSSC δεν είναι γνωςτό να παράγουν μυκοτοξίνεσ5 φουμονιςίνθσ και τριχοκθκίνθσ. 

Επομζνωσ, τα βιοςυνκετικά μονοπάτια για αυτοφσ τουσ δευτερογενείσ μεταβολίτεσ  

κεωρείται ότι ζχουν εξελιχκεί μετά τθν απόκλιςθ του FSSC από τα υπόλοιπα Fusaria 

(O’Donnell et al., 2013).  

                                                           
3
 Σφμπλεγμα ειδϊν: ομάδα ςτενά ςυγγενικϊν ειδϊν με πολλά κοινά χαρακτθριςτικά κακιςτϊντασ 

δφςκολθ τθν διάκριςθ τουσ 
4
 formae specials: άτυπθ ταξινομικι ομάδα που χρθςιμοποιείται για τθν ταξινόμθςθ φυτϊν, άλγεων 

και μυκιτων αλλά ςυχνότερα για ζνα μφκθτα που είναι προςαρμοςμζνοσ ςε ζνα ςυγκεκριμζνο 
ξενιςτι. 
5
 Μυκοτοξίνεσ: τοξικοί δευτερογενείσ μεταβολίτεσ που παράγονται από οργανιςμοφσ του βαςιλείου 

των μυκιτων και είναι ικανοί να προκαλοφν αςκζνειεσ ςτουσ ανκρϊπουσ και ςτα ηϊα. 
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Ρολλοί ερευνθτζσ ςυγχζουν το F. solani με το F. oxysporum. Αυτι θ ςφγχυςθ 

αντανακλά τισ επικαλφψεισ ςε οριςμζνεσ πτυχζσ τθσ μορφολογίασ και των 

οικολογικϊν τουσ κζςεων. Τα μικροκονίδια6 του F. solani τείνουν να είναι ευρφτερα, 

με περιςςότερο ωοειδζσ ςχιμα και με παχφτερα τοιχϊματα από τα μικροκονίδια 

του F. oxysporum. Τα μακροκονιδία του Fusarium solani είναι ςχετικά μεγάλα, 

ευκεία ζωσ ελαφρά καμπυλωμζνα, ενϊ τα μικροκονίδια είναι ωοειδι και 

ελλειψοειδι (Εικόνα 2).  

 

Εικόνα 2:  Μορφολογία των μακροκονιδίων (Α) και των μικροκονιδίων (Β) του είδουσ 

Fusarium solani. Η ράβδοσ τθσ κλίμακασ αναπαριςτά 25μm. (Τροποποιθμζνο από the 

Fusarium Laboratory Manual, Leslie J. and Summerell B., publishing Blackwell, 2002). 

 

Οι αςκομφκθτεσ, ςτουσ οποίουσ ςυμπεριλαμβάνεται και το γζνοσ Fusarium, 

μποροφν να αναπαραχκοφν είτε αγενϊσ είτε εγγενϊσ. Κυριότερθ αναπαραγωγικι 

μονάδα είναι το ςπόριο που παράγεται ςε ειδικά όργανα, τα ςποριάγγεια, και κατά 

τθν αγενι αναπαραγωγι (αγενι ςπόρια) και κατά τθν εγγενι (εγγενι ςπόρια). Στθν 

εγγενι αναπαραγωγι, τα ςπόρια αναπτφςςονται μζςα ςε αναπαραγωγικζσ δομζσ, 

τουσ αςκοφσ. Πςο αφορά τθν αγενι αναπαραγωγι, είναι πολφ ςυχνι ςτουσ 

αςκομφκθτεσ και λαμβάνει χϊρα μζςω των κονιδίων, δθλαδι ςπορίων που 

αποκόπτονται μζςω διαφραγμάτων ςτα άκρα των υφϊν. Τα κονίδια επιτρζπουν τον 

γριγορο αποικιςμό μίασ καινοφριασ πθγισ και ενδζχεται να είναι πολυπφρθνα ςε 

οριςμζνεσ περιπτϊςεισ (Raven P. and Johnson G., Biology, 2002). 

 

                                                           
6
 Μικροκονίδια: αναπαραγωγικι μορφι των μυκιτων, τα οποία είναι λειτουργικά όμοια με τα 

κονίδια απλά είναι πιο μικρά ςε μζγεκοσ και μορφολογικά διαφορετικά από τα μακροκονίδια. 
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2.2.1 Fusarium solani ςτζλεχοσ Κ 

Το 2005, οι Kavroulakis et al. παρατιρθςαν τθν ικανότθτα ενόσ κόμποςτ, προϊόν 

κερμόφιλθσ βιοαποικοδόμθςθσ ςτζμφυλων οινοποιίασ και ςτερεϊν αποβλιτων 

ελαιουργίασ, να περιορίηει τθν εξάπλωςθ του πακογόνου μφκθτα Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis-lycopersici ςτισ ρίηεσ φυτϊν τομάτασ ςε ςχζςθ με φυτά που 

είχαν αναπτυχκεί ςε υπόςτρωμα τφρφθσ. Δφο χρόνια αργότερα (2007), οι ίδιοι 

ερευνθτζσ απομόνωςαν με τθ χριςθ θμιεκλεκτικϊν υποςτρωμάτων ζνα ςτζλεχοσ 

του γζνουσ Fusarium από ρίηεσ φυτϊν τομάτασ που είχε αναπτυχκεί ςτο ίδιο 

κομποςτοποιθμζνο υλικό αναμεμιγμζνο με τφρφθ. Το ςτζλεχοσ αυτό ζχει 

ταυτοποιθκεί ωσ Fusarium solani ςτζλεχοσ Κ (Fs-K) και δρα ανταγωνιςτικά ωσ προσ 

το μφκθτα του εδάφουσ Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (FORL) και ωσ 

προσ τον μφκθτα του φυλλϊματοσ Septoria lycopersici.  

O μφκθτασ Fs-K είναι ικανόσ να διειςδφει ςτισ ρίηεσ του φυτοφ και να 

αναπτφςςεται ςτο φλοιό τθσ ρίηασ 15 θμζρεσ μετά τον εμβολιαςμό του κακϊσ και 

να ειςχωρεί ςτισ θκμαγγειϊδεισ δεςμίδεσ διαβιϊντασ ωσ ενδόφυτο (Εικόνα 1). 

Ωςτόςο θ ικανότθτα αποικιςμοφ του μφκθτα ςτισ θκμαγγειϊδεισ δεςμίδεσ είναι 

χαρακτθριςτικό των μυκιτων που αποτελοφν πακογόνα των ριηϊν. Για αυτό το 

λόγο, θ δυνατότθτα ενόσ ωφζλιμου ςτελζχουσ να αναπτφςςεται άφκονα και χωρίσ 

να προκαλεί ςυμπτϊματα αςκζνειασ ςτο φυτό  αποκαλφπτει μια αςυνικιςτθ 

αλλθλεπίδραςθ μεταξφ μικροβίου και φυτοφ. 

 

Εικόνα 1: Αποικιςμόσ ριηικοφ ιςτοφ τομάτασ από το μφκθτα Fs-K 15 θμζρεσ μετά τον 

εμβολιαςμό του. Διακρίνεται ο ςχθματιςμόσ κυκλικϊν ςωματίων (άςπρα βζλθ) (Α) και ο 

αποικιςμόσ τθσ θκμαγγειϊδουσ δεςμίδασ (μαφρα βζλθ) (Β). (Τροποποιθμζνα από 

Kavroulakis et al. 2007)   
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Ρροκειμζνου να διερευνθκεί ο ρόλοσ του αικυλενίου και του γιαςμονικοφ οξζοσ 

ςτο μθχανιςμό μζςω του οποίου παρζχεται προςταςία ςτα φυτά τθσ τομάτασ από 

τον μφκθτα Fs-K, χρθςιμοποιικθκαν μεταλλαγμζνεσ ςειρζσ τομάτασ ωσ προσ τθ 

ςφνκεςθ αυτϊν των δφο ορμονϊν. Σφμφωνα με τα αποτελζςματα, το μονοπάτι 

μετάδοςθσ ςιματοσ που ρυκμίηεται από το αικυλζνιο είναι απαραίτθτο ςτθν 

εκδιλωςθ τθσ προςτατευτικισ δράςθσ του Fs-K ενϊ το γιαςμονικό οξφ δεν φαίνεται 

να παίηει κάποιο ρόλο ςτο μθχανιςμό αυτό (Kavroulakis et al. 2007). 

Επιπλζον, ο Fs-K προκαλεί μείωςθ του επιπζδου των μεταγραφθμάτων των 

γονιδίων PR1, PR5 και PR6/PR77 ςτισ ρίηεσ των φυτϊν τομάτασ ενϊ δεν 

παρατθρικθκε καμία εμφανισ αλλαγι ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των γονιδίων που 

κωδικοποιοφν χιτινάςεσ8 ι γλουκανάςεσ9 (Kavroulakis et al. 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
7
 Γονίδια που ςχετίηονται με τθν πακογζνεςθ. 

8
 Χιτινάςεσ: υδρολυτικά ζνηυμα που διαςποφν το πολυμερζσ χιτίνθ, που είναι ςυςτατικό των 

κυτταρικϊν μεμβρανϊν των μυκιτων    
9
 Γλουκανάςεσ: ζνηυμα που διαςποφν γλυκάνιο, ζνα πολυςακχαρίδιο αποτελοφμενο από αρκετζσ 

μονάδεσ γλυκόηθσ 
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ΕΝΟΣΗΣΑ 3θ  

Lotus japonicus 

 

Η οικογζνεια Leguminosae (Fabaceae) περιζχει μια ςειρά από ςθμαντικά φυτά 

και ξυλϊδθ δζντρα. Τα ψυχανκι είναι φυτά που μποροφν να αναπτυχκοφν ςε 

εδάφθ φτωχά ςε κρεπτικά ςυςτατικά λόγω τθσ ικανότθτασ τουσ να ςυμβιϊνουν με 

ριηόβια και με μφκθτεσ του εδάφουσ που παρζχουν ςτο φυτό φϊςφορο και άλλα 

βαςικά κρεπτικά ςυςτατικά. Η αηωτοδζςμευςθ πραγματοποιείται ςτα φυμάτια, 

όπου το αζριο άηωτο τθσ ατμόςφαιρασ μετατρζπεται ςε αμμωνία μζςω τθσ δράςθσ 

ενηφμων που φζρουν οι αηωτοδεςμευτικοί μικροοργανιςμοί. Επιπλζον, θ 

ςυμβιωτικι αλλθλεπίδραςθ των ψυχανκϊν με μυκορριηικοφσ μφκθτεσ, αν και δεν 

ςυμβαίνει αποκλειςτικά μόνο ςε αυτι τθν οικογζνεια, είναι επίςθσ ςθμαντικι 

αλλθλεπίδραςθ, θ οποία παρζχει φϊςφορο κυρίωσ ςτο φυτό. Η απόκτθςθ επαρκϊν 

κρεπτικϊν ςυςτατικϊν από το ζδαφοσ είναι ζνα πρόβλθμα που αντιμετωπίηουν όλα 

τα φυτά και 80% με 90% αυτϊν βρικαν τθ λφςθ μζςω τθσ ςυμβίωςθσ τουσ με 

μυκορριηικοφσ μφκθτεσ. 

Με περίπου 18.000 διαφορετικά είδθ να ανικουν ςτισ υπο-οικογζνειεσ  

Mimosoideae, Caesalpinioideae και Papilionoideae, θ οικογζνεια των ψυχανκϊν 

είναι μια μεγάλθ και ποικιλόμορφθ οικογζνεια φυτϊν, θ οποία ςυμπεριλαμβάνει 

αρκετά είδθ με γεωργικό ενδιαφζρον. Το Lotus japonicus χρθςιμοποιείται ωσ φυτό 

μοντζλο ςτα ψυχανκι, κακϊσ προςφζρει αρκετά πλεονεκτιματα μελζτθσ των 

φυτϊν αυτϊν, όπωσ ικανότθτα αυτογονιμοποίθςθσ, μικρό μζγεκοσ γονιδίωματοσ 

(περίπου 450 ΜΒ), μικρό μζγεκοσ φυτοφ, μεγάλθ παραγωγι ςπόρων και ςφντομοσ 

κφκλοσ ηωισ (περίπου τρεισ μινεσ). (Márquez A.J., Lotus japonicus Handbook, 2005) 
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ΕΝΟΣΗΣΑ 4θ  

 

τριγγολακτόνεσ 

 

4.1 Κατθγορίεσ φυτικών ορμονών 

Οι ορμόνεσ είναι χθμικοί αγγελιοφόροι που παράγονται ςε ζνα κφτταρο και 

διαμορφϊνουν τισ κυτταρικζσ διεργαςίεσ ςε ζνα άλλο, μζςω αλλθλεπίδραςθσ με 

ςυγκεκριμζνεσ πρωτεΐνεσ, που καλοφνται υποδοχείσ. Ζξι ομάδεσ ορμονϊν ρυκμίηουν 

κυρίωσ τθ φυτικι ανάπτυξθ: αυξίνεσ, γιββερελλίνεσ, κυτοκινίνεσ, αικυλζνιο, αποκοπτικό 

οξφ και βραςςινοςτεροειδι. Να ςθμειωκεί ότι θ αυξίνθ και οι κυτοκινίνεσ διαφζρουν 

από τισ υπόλοιπεσ φυτικζσ ορμόνεσ ςτο γεγονόσ ότι είναι απαραίτθτεσ για τθ 

βιωςιμότθτα του φυτικοφ εμβρφου και ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ του φυτοφ.  

Άλλα μόρια ςθματοδότθςθσ που ενζχονται ςτθν αντίςταςθ ςε πακογόνα και ςτθν 

άμυνα εναντίον φυτοφάγων ζχουν επίςθσ αναγνωριςτεί ςτα φυτά και 

ςυμπεριλαμβάνουν τισ ςυμπλοκοποιθμζνεσ και μθ μορφζσ του ιαςμονικοφ οξζοσ, 

μικρϊν πεπτιδίων και του ςαλικυλικοφ οξζοσ. Ζνα άλλο μόριο, θ ςτριγγολακτόνθ, ζχει 

αποδειχκεί ότι αποτελεί ζνα ςθμαντικό μόριο ςτθ μεταγωγι ςθμάτων, που ρυκμίηει για 

παράδειγμα τθν ζκπτυξθ των πλευρικϊν οφκαλμϊν. Η χθμικι αυτι ζνωςθ κεωρείται 

ωσ μια πραγματικι φυτικι ορμόνθ (Φυςιολογία φυτϊν, Lincoln Taiz & Eduardo Zeiger, 

Εκδόςεισ Utopia, 2013).  

 

4.2 τριγγολακτόνεσ και οι ρόλοι τουσ 

Οι ςτριγγολακτόνεσ ζχουν αναγνωριςτεί ωσ φυτοορμόνεσ που εμπλζκονται ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ διακλάδωςθσ του βλαςτοφ ςτα φυτά και ζτςι ζχουν προτακεί ότι είναι 

ευρφτατα κατανεμθμζνεσ ςτο φυτικό βαςίλειο (Gómez-Roldán et al. 2008, Umehara 

et al. 2008). Οι ςτριγγολακτόνεσ οι οποίεσ απελευκερϊνονται από τισ ρίηεσ ςτθ 

ριηόςφαιρα είναι γνωςτζσ ωσ επαγωγείσ τθσ βλάςτθςθσ των ςπερμάτων για ριηικά- 

παραςιτικά ηιηάνια όπωσ το Striga spp. και Orobanche spp. (Bouwmeester et al., 

2007) και είχε ανακαλυφκεί και ο ρόλοσ τουσ ωσ βαςικζσ ςθματοδοτικζσ ενϊςεισ 

ςτθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των φυτϊν και των δενδροειδϊν μυκορριηικϊν 

μυκιτων (Akiyama et al., 2005). Να ςθμειωκεί ότι λίγα δεδομζνα είναι διακζςιμα 

για τισ ςτριγγολακτόνεσ και άλλουσ μφκθτεσ εκτόσ από τουσ ΔΜΜ. 
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4.2.1 Χθμικι ποικιλομορφία και κατανομι των ςτριγγολακτονών μεταξφ των 

φυτών 

Οι ςτριγγολακτόνεσ ζχουν απομονωκεί από εκχυλίςματα ρίηασ ποικιλίασ φυτϊν, 

ςυμπεριλαμβανομζνων του αραβόςιτου, του αμπελοφάςουλου (cowpea) και του 

Lotus japonicus (Cook et al. 1966, Hauck et al. 1992,Yokota et al. 1998, Akiyama et al. 

2005). Αν και οι ςτριγγολακτόνεσ πιςτεφεται ότι είναι ευρζωσ διανεμθμζνεσ ςτο 

φυτικό βαςίλειο, θ απομόνωςθ και ο χαρακτθριςμόσ τουσ παρεμποδίηεται λόγω των 

μικρϊν τουσ ςυγκεντρϊςεων ςτα εκχυλίςματα ρίηασ. Μζχρι ςιμερα ζχουν 

απομονωκεί πζντε φυςικζσ ςτριγγολακτόνεσ ενϊ ζχει ςυντεκεί ζνασ αρικμόσ 

δομικϊν αναλόγων (Bouwmeester et al. 2003). Πςο αφορά τθν 5-δεοξυ-ςτριγγόλθ, 

ζχει παραςκευαςτεί με οργανικι ςφνκεςθ ωσ παράγωγο τθσ ςτριγγόλθσ (Frischmuth 

et al. 1991). Οι χθμικζσ δομζσ των φυςικϊν ςτριγγολακτονϊν που ζχουν 

απομονωκεί και των ςυνκετικϊν αναλόγων τουσ φαίνονται ςτθν Εικόνα 3.  
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Εικόνα 3: Χθμικζσ δομζσ των φυςικϊν ςτριγγολακτονϊν και ςυνκετικϊν αναλόγων: (Α) BF 

που απομονϊκθκε ωσ 5-deoxy-strigol, (B) 4 φυςικζσ ςτριγγολακτόνεσ, (C) ςυνκετικό 

ανάλογο GR24, (D) ςυνκετικό ανάλογο GR7 (Akiyama et al. 2006). 

 

Οι ςτερεοχθμικζσ διαφορζσ από τθ ςφηευξθ των δακτυλίων B και C διαιροφν τισ 

ςτριγγολακτόνεσ ςε δυο μεγάλεσ κατθγορίεσ, τον τφπο strigol και τον τφπο 

orobanchol, αλλά ςε όλεσ τισ ςτριγγολακτόνεσ ο δακτφλιοσ D ζχει ςυγκεκριμζνθ 

διαμόρφωςθ (2’R). Αυτι θ λεπτι διάκριςθ είναι ςθμαντικι για τθ λειτουργία των 

ςτριγγολακτονϊν ςτθν ανάπτυξθ των φυτϊν. Για τθ διερεφνθςθ των επιδράςεων 

των ςτριγγολακτονϊν, χρθςιμοποιοφταν και ςυνεχίηει να χρθςιμοποιείται εκτενϊσ 

το ςυνκετικό ανάλογο GR24. Ωςτόςο, είναι τυπικά ζνα ρακεμικό μίγμα (rac-GR24) 

όπου περιλαμβάνει εναντιομερι ςτθ 2’S διαμόρφωςθ μόρια, τα οποία μποροφν να 

ενεργοποιιςουν μονοπάτια ςθματοδότθςθσ που δεν ςχετίηονται με τισ 

ςτριγγολακτόνεσ και για αυτό χριηει προςοχισ (Waters M. et al. 2017). 

Αξίηει να ςθμειωκεί ότι το Arabidopsis thaliana, που ανικει ςτθ μθ μυκορριηικι 

οικογζνεια Brassicaceae, βρζκθκε ότι παράγει διεγζρτεσ τθσ εκβλάςτθςθσ των 

ςπόρων αλλά ςε πολφ χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ ςε ςχζςθ με καλλιεργθτικά φυτά 

καρότου και καπνοφ, που είναι ξενιςτζσ των δενδρόμορφων μυκορριηικϊν μυκιτων 

(ΔΜΜ) (Westwood 2000). Η ευρεία κατανομι των ςτριγγολακτονϊν ςτο φυτικό 

βαςίλειο και τα επίπεδα τουσ ςτα εκχυλίςματα ρίηασ των φυτϊν είναι ςφμφωνα με 

τθν εξειδίκευςθ του φυτοφ ξενιςτι ωσ προσ τουσ ΔΜΜ (Akiyama et al. 2006).  

Πςο αφορά τθ ςυγκζντρωςθ των ςτριγγολακτονϊν ςτο ζδαφοσ, είναι πικανόν 

πολφ μεταβλθτι. Μόνο λίγεσ προςπάκειεσ ζχουν γίνει για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ 

παρουςίασ ςτριγγολακτονϊν ςτο ζδαφοσ. Το 2011, οι Dor et. al. βρικαν ότι θ 

ςυγκζντρωςθ τθσ orobanchol είναι περίπου 10-8 Μ ςε κρεπτικό διάλυμα που 

ςυλλζχκθκε από γλάςτρεσ όπου είχαν αναπτυχκεί τομάτεσ. Οι ρυκμοί ζκκριςθσ, 

διάχυςθσ, απορρόφθςθσ και διάςπαςθσ των ςτριγγολακτονϊν είναι οι κφριοι 

παράγοντεσ που κακορίηουν τθ ςυγκζντρωςθ τουσ ςτο ζδαφοσ ςε διάφορεσ 

αποςτάςεισ από τθ ρίηα. Ζτςι οι μικροοργανιςμοί του εδάφουσ εκτίκενται ςε 

διαβακμίςεισ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ςτριγγολακτονϊν (Dor et al. 2011a).  
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4.2.2 Βιοςυνκετικό μονοπάτι ςτριγγολακτονών 

Οι ςτριγγολακτόνεσ ςυντίκεται από τθ δράςθ μιασ ιςομεράςθσ του β-

καροτενίου (D27) και τθν οξειδωτικι διάςπαςθ από δφο διοξιγενάςεσ διάςπαςθσ 

των καροτενοειδϊν (CCD7 και CCD8) για να παραχκεί θ κοινι πρόδρομθ 

καρλακτόνθ. Αυτά τα ςτάδια τθσ οδοφ βιοςφνκεςθσ των ςτριγγολακτονϊν 

λαμβάνουν χϊρα ςτο πλαςτίδιο και θ καρλακτόνθ που παράγεται εξάγεται ςτθ 

ςυνζχεια ςτο κυτταρόπλαςμα. Τα επόμενα βιματα περιλαμβάνουν τθν οξείδωςθ 

τθσ καρλακτόνθσ και περαιτζρω δθμιουργίεσ δακτυλίων, ςτισ οποίεσ εμπλζκονται 

μζλθ τθσ οικογζνειασ ενηφμων CYP711, δθμιουργϊντασ τελικά τισ ςτριγγολακτόνεσ 

και ενϊςεισ που μοιάηουν με τισ ςτριγγολακτόνεσ. Αυτό ςθμαίνει ότι μετά τθν 

παραγωγι τθσ καρλακτόνθσ υπάρχουν δφο διαφορετικοί οδοί για τθν παραγωγι 

των ςτριγγολακτονϊν, οι οποίεσ φαίνεται να εξαρτϊνται από το είδοσ του φυτοφ. 

Αναλυτικότερα, ςτο Arabidopsis thaliana, θ καρλακτόνθ οξειδϊνεται από ζνα 

κυτόχρωμα P450 (MAX1), μεκυλιϊνεται και οξειδϊνεται ξανά από τθ δράςθ μιασ 

οξειδορεδουκτάςθσ πλευρικισ διακλάδωςθσ. Στο ρφηι, θ μετατροπι τθσ 

καρλακτόνθσ ςε ςτριγγολακτόνεσ προκφπτει από δφο ζνηυμα τφπου MAX1 (López-

Ráez et al. 2017).   

Η 5-δεόξυ-ςτριγγόλθ είναι το πρϊτο προϊόν ςτο μονοπάτι βιοςφνκεςθσ των 

ςτριγγολακτονϊν ικανό να δράςει ωσ BF ςτουσ AMF κακϊσ και ωσ διεγζρτθσ τθσ 

εκβλάςτθςθσ ςε παραςιτικά ηιηάνια. Η 5-δεόξυ-ςτριγγόλθ μπορεί να μετατραπεί 

περαιτζρω ςε ςτριγγόλθ και orobanchol μζςω υδροξυλίωςθσ ςτον άνκρακα C-5 και 

C-4, αντίςτοιχα. Η ςοργκολακτόνθ μπορεί επίςθσ να ςυντεκεί από τθ 5-δεόξυ-

ςτριγγόλθ μζςω οξειδωτικισ απομεκυλίωςθσ ςτον άνκρακα C-9. Κατά ςυνζπεια, θ 

5-δεόξυ-ςτριγγόλθ είναι πικανό να αποτελεί ςθμαντικό κομβικό ςθμείο ςτθ 

βιοςφνκεςθ των ςτριγγολακτονϊν (Akiyama et al. 2006). Η μετατροπι τθσ 5-δεόξυ-

ςτριγγόλθ ςτισ υπόλοιπεσ μορφζσ ςτριγγολακτονϊν φαίνονται ςτθν ακόλουκθ 

εικόνα (Εικόνα 4).   
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Εικόνα 4: Μονοπάτι μετατροπισ τθσ 5-δεοξυςτριγγόλθσ ςτισ υπόλοιπεσ μορφζσ 

ςτριγγολακτονϊν (τροποποιθμζνο από Ruyter-Spira C. et al. 2013).  

   

4.2.3 τριγγολακτόνεσ ωσ επαγωγείσ τθσ διακλάδωςθσ των υφών του ΔΜΜ   

Ο κακαριςμόσ των BF ζχει παρεμποδιςτεί ςοβαρά από τισ εξαιρετικά χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ που παράγονται και εκκρίνονται από τισ ρίηεσ κακϊσ και λόγω τθσ 

χθμικισ τουσ αςτάκειασ. Για πρϊτθ φορά, ζνασ παράγοντασ διακλάδωςθσ 

απομονϊκθκε με επιτυχία από τα εκχυλίςματα ρίηασ του Lotus japonicus και 

ταυτοποιικθκε ωσ 5-δεοξυςτριγγόλθ όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω. Αυτόσ ο 

παράγοντασ διακλάδωςθσ από το L.japonicus που παράγεται υπό ςυνκικεσ 

χαμθλοφ φωςφορικοφ είναι μια λιπόφιλθ ζνωςθ.   

Η φυςικι 5-δεοξυςτριγγόλθ προκαλεί εκτεταμζνθ διακλάδωςθ υφϊν ςτα 

εκβλαςτθμζνα ςπόρια του ΔΜΜ Gigaspora margarita. Η δραςτθριότθτα 

διακλάδωςθσ υφϊν τθσ ρακεμικισ 5-δεοξυςτριγγόλθσ (που παραςκευάςτθκε με 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138512002300?_rdoc=1&_fmt=high&_origin=gateway&_docanchor=&md5=b8429449ccfc9c30159a5f9aeaa92ffb
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χθμικι ςφνκεςθ) ιταν ςυγκρίςιμθ με εκείνθ τθσ φυςικισ ζνωςθσ επιβεβαιϊνοντασ 

ότι θ δραςτθριότθτα τθσ φυςικισ 5- δεοξυςτριγγόλθσ δεν οφείλεται ςε 

επιμολφνςεισ του δείγματοσ. Οι γνωςτζσ φυςικζσ ςτριγγολακτόνεσ (sorgolactone, 

strigol) και το ςυνκετικό ανάλογο (GR24) προάγουν τθ διακλάδωςθ των υφϊν του 

μφκθτα ςε πολφ μικρζσ ποςότθτεσ, τθσ τάξθσ μεγζκουσ πικογραμμάρια ζωσ 

νανογραμμάρια. Εκτόσ από τθν επαγωγι τθσ διακλάδωςθσ των υφϊν ςτουσ ΔΜΜ, 

οι ςτριγγολακτόνεσ παίηουν πολλοφσ ρόλουσ ςτθν ανάπτυξθ του φυτοφ όπου 

ςυνοψίηονται ςτθν Εικόνα 5. Το 2005, οι Bécard et al. ανζφεραν τα διεγερτικά 

αποτελζςματα των ςυνκετικϊν αναλόγων GR24 και GR7 ςτθ διακλάδωςθ των υφϊν 

ςτο ΔΜΜ Gigaspora rosea.  

 

Εικόνα 5: Οι ρόλοι και τα αποτελζςματα των ςτριγγολακτονϊν ςτθν ανάπτυξθ του φυτοφ. 

Οι ςτριγγολακτόνεσ προωκοφν (μπλε βζλθ) ι αναςτζλλουν (κόκκινεσ γραμμζσ) πολλζσ 

διαφορετικζσ διαδικαςίεσ ανάπτυξθσ του φυτοφ. Στο Arabidopsis, οι SLs προωκοφν τθν 

επζκταςθ του μίςχου του φφλλου, προωκϊντασ μια πιο ανοιχτι αρχιτεκτονικι rosseta 

(Challis et al. 2013, Scaffidi et al. 2013, Soundappan et al. 2015). Στο Medicago, οι SLs δεν 
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επθρεάηουν το ςχιμα του φφλλου αλλά αυξάνουν τθν απόπτωςθ των φφλλων 

(Lauressergues et al. 2014). Ο ρόλοσ των SLs ςτθ ξθραςία και ςτθν αβιοτικι αντοχι δεν ζχει 

διευκρινιςτεί πλιρωσ (Bu et al. 2014). Συντομογραφίεσ: Pi: Ανόργανο φωςφορικό, SL: 

ςτριγγολακτόνθ. (Smith et al. 2012) 

 

Επιπλζον, ζχει παρατθρθκεί ότι τα εκχυλίςματα ρίηασ από φυτά που 

καλλιεργοφνται υπό ςυνκικεσ περιοριςμζνων φωςφορικϊν (Pi) παράγουν 

περιςςότερουσ παράγοντεσ διακλάδωςθσ ςε ςχζςθ με εκείνα τα εκυλίςματα από 

φυτά με επαρκι κρζψθ με Pi, υποδθλϊνοντασ ότι θ παραγωγι BF ςε ρίηεσ και θ 

ζκκριςθ τουσ ρυκμίηεται από τθ διακεςιμότθτα ςε Pi (Nagahashi et al. 2000). 

 

4.2.4 Ρόλοσ των ςτριγγολακτονών ςτο ςχθματιςμό φυματίων 

Λίγα δεδομζνα είναι διακζςιμα ςχετικά με τθν επίδραςθ των ςτριγγολακτονϊν 

ςε άλλουσ μικροοργανιςμοφσ εκτόσ από τουσ ΔΜΜ και δεν ιταν τίποτα γνωςτό 

ςχετικά με το  αν οι ςτριγγολακτόνεσ επθρεάηουν τθ ςυμβίωςθ των ριηοβίων με τα 

ψυχανκι φυτά, που χαρακτθρίηεται από το ςχθματιςμό αηωτοδεςμευτικϊν 

φυματίων ςτισ ρίηεσ των ψυχανκϊν. Σε αρκετζσ μελζτεσ με φυτά μπιηελιοφ ζχει 

αναφερκεί ότι εκχυλίςματα από φυτά χωρίσ φυμάτια παρουςιάηουν υψθλότερθ 

δραςτθριότθτα εκβλάςτθςθσ των ςπόρων ςε ςπόρουσ Orobanche από τα 

εκχυλίςματα φυτϊν με φυμάτια. Αυτό δθλϊνει ότι τα επίπεδα των επαγωγζων 

εκβλάςτθςθσ των ςπόρων είναι μειωμζνα ςτθν περίπτωςθ των φυτϊν με φυμάτια 

(Mabrouk et al. 2007a,b). To 2009, οι Soto J.M. et al. ζδειξαν ότι όταν τα φυτά 

μθδικισ (alfalfa- Medicago sativa) αναπτφςςονται παρουςία τθσ ορμόνθσ GR24, 

τότε επθρεάηεται θ βιοςφνκεςθ και ο μεταβολιςμόσ των ςτριγγολακτονϊν ςτθ 

μθδικι με αποτζλεςμα τθν αφξθςθ του ςχθματιςμοφ φυματίων. Επιπλζον, θ 

εφαρμογι τθσ ορμόνθσ GR24 ίςωσ τροποποιεί τα επίπεδα των άλλων φυτοορμονϊν 

(αυξίνθ, κυτοκινίνθ) που παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτο ςχθματιςμό φυματίων, κακϊσ 

πρόςφατα είχε αναφερκεί ότι οι ςτριγγολακτόνεσ επθρεάηουν τα επίπεδα αυτϊν 

των ορμονϊν (Arite et al. 2007, Hayward et al. 2009).  

Τζλοσ αξίηει να ειπωκεί ότι ενϊ για αρκετά χρόνια κεωροφςαν ότι θ ζκκριςθ 

ςτριγγολακτονϊν προάγει κυρίωσ τθν αμοιβαία αλλθλεπίδραςθ των φυτϊν με τουσ 

ΔΜΜ, πλζον πιςτεφεται ότι τα φυτά ανζπτυξαν εξωτερικοφσ μθχανιςμοφσ άμυνασ, 
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ςυμπεριλαμβανομζνων των ςτριγγολακτονϊν, εναντίον των πακογόνων. Αυτι θ 

ιδζα ενιςχφεται περαιτζρω κακϊσ ζχει βρεκεί ότι το ςυνκετικό ανάλογο GR24 

αναςτζλλει τθν ανάπτυξθ των φυτοπακογόνων μυκιτων. Η βαςικι απόκριςθ των 

περιςςότερων πακογόνων μυκιτων που ζχουν ελεγχκεί ιταν θ αφξθςθ τθσ 

διακλάδωςθσ των υφϊν. Αυτό ςθμαίνει ότι οι πακογόνοι μφκθτεσ αποκρίνονται 

διαφορετικά από τουσ ΔΜΜ (Dor et al. 2011a). 
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ΚΟΠΟ ΣΗ ΕΡΓΑΙΑ 

Η κακιζρωςθ αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των φυτϊν και ωφζλιμων 

μικροοργανιςμϊν προχποκζτει τθν αμοιβαία αναγνϊριςθ και τον υψθλοφ επιπζδου 

ςυντονιςμό των βιοχθμικϊν και μορφολογικϊν αποκρίςεων τουσ. Αυτό απαιτεί 

ςυνεχι κυτταρικό και μοριακό «διάλογο» μεταξφ του φυτοφ και του 

μικροοργανιςμοφ. Ρροκειμζνου να εγκακιδρυκεί θ ςυμβιωτικι ςχζςθ, οι ρίηεσ των 

φυτϊν και οι μικροοργανιςμοί ανταλλάςουν χθμικά ςιματα ςτθ ριηόςφαιρα. Μια 

κατθγορία τζτοιων ςθμάτων είναι οι φυτικζσ ορμόνεσ ςτριγγολακτόνεσ. Είναι ιδθ 

γνωςτό ότι οι ςτριγγολακτόνεσ εκκρίνονται από τα κφτταρα τθσ ρίηασ, γίνονται 

αντιλθπτζσ από τουσ Δενδροειδείσ Μυκορριηικοφσ Μφκθτεσ, τα ςπόριά τουσ 

εκβλαςτάνουν, επάγεται θ διακλάδωςθ των υφϊν που προκφπτουν από τα 

εκβλαςτθμζνα ςπόρια, και κατά αυτό τον τρόπο ξεκινά θ αλλθλεπίδραςθ φυτοφ- 

ςυμβιϊτθ και θ διαδικαςία αποικιςμοφ.  

Ρροςπάκειεσ ζχουν γίνει τελευταία ϊςτε να διαλευκανκεί ο ρόλοσ τουσ ςτθν 

εγκακίδρυςθ άλλων ςυμβιωτικϊν ςχζςεων, όπωσ αυτισ των ψυχανκϊν με τα 

αηωτοδεςμευτικά ριηόβια. Λίγεσ μελζτεσ ζχουν επεκτακεί και ςε άλλεσ κατθγορίεσ 

μικροοργανιςμϊν, με το ενδιαφζρον να εςτιάηεται ςε φυτοπακογόνουσ κυρίωσ 

μφκθτεσ.  Σκοπόσ τθσ παροφςασ πτυχιακισ μελζτθσ είναι θ διερεφνθςθ του ρόλου 

των ςτριγγολακτονϊν, ςτθ φυςιολογία ενδοφυτικϊν μυκιτων και ςυγκεκριμζνα του 

ενδοφυτικοφ μφκθτα Fusarium solani ςτζλεχοσ Κ, κακϊσ και ςτθν αλλθλεπίδραςθ 

του τελευταίου με το ψυχανκζσ Lotus japonicus. Στόχοσ είναι θ αποςαφινιςθ τθσ 

πικανισ ςθμαςίασ των ςτριγγολακτονϊν ςτθν κακιζρωςθ αλλθλεπιδράςεων μεταξφ 

φυτοφ και μιασ ποικιλίασ μικροοργανιςμϊν, ζξω από το πλαίςιο των δυο 

προαναφερκζντων πολφ καλά μελετθμζνων ςυμβιωτικϊν ςχζςεων. 



Υλικά και μζκοδοι 

-29- 
 

ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1. ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΤΛΙΚΟ 

 

1.1 ΣΕΛΕΧΟ ΜΤΚΗΣΑ ΚΑΙ ΕΙΡΕ ΦΤΣΩΝ  

Τo ςτζλεχοσ του μφκθτα που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα μελζτθ είναι ο 

ενδοφυτικόσ μφκθτασ Fusarium solani ςτζλεχοσ K (Fs-K), ο οποίοσ ζχει 

προθγουμζνωσ απομονωκεί από ρίηεσ τομάτασ. Τo ςτζλεχοσ αυτό αναπτφχκθκε 

ςε κρεπτικό υλικό είτε ςε Potato Dextrose Agar (PDA), ςτουσ 26οC ςτο ςκοτάδι, 

για 5 θμζρεσ πριν τον εμβολιαςμό τουσ ςτα φυτά είτε ςε Potato Dextrose 

Browth (PDΒ), ςτουσ 26οC υπό ςυνεχι ανάδευςθ (160 rpm) ςτο ςκοτάδι, για 5 

θμζρεσ πριν τθ χριςθ του εμβολίου. 

Ωσ φυτό επιλζχκθκε το ψυχανκζσ Lotus japonicus λόγω τθσ ικανότθτασ του 

να ςχθματίηει ςυμβίωςθ με ριηόβια και δενδρόμορφουσ μυκορριηικοφσ μφκθτεσ 

(ΔΜΜ).  

 

2. ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ 

ΟΡΜΟΝΩΝ ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ GR24 ΣΗΝ ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΣΟΤ ΜΤΚΗΛΙΟΤ 

ΣΟΤ ΜΤΚΗΣΑ Fs-K 

Για τθν εκτίμθςθ μιασ πικανισ άμεςθσ επίδραςθσ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτθν 

ανάπτυξθ του μφκθτα Fusarium solani K, ςχεδιάςτθκε θ ακόλουκθ in vitro 

δοκιμι. Στο κζντρο κάκε τρυβλίου επιςτρωμζνο με water agar εφαρμόςτθκαν 

γνωςτισ διαμζτρου τεμάχια pda που φζρουν μυκθλιακό εμβόλιο και τα οποία 

λιφκθκαν από το νεαρότερο τμιμα αναπτυςςόμενθσ αποικίασ του μφκθτα, με 

τθ χριςθ φελλοτρυπθτιρα διαμζτρου 5mm. Το ςυνκετικό ανάλογο 

ςτριγγολακτονϊν GR24 (Strigolab, rac GR24, MW: 298,29) που χρθςιμοποιικθκε 

ςε όλθ τθ μελζτθ ιταν ςτθ μορφι ρακεμικοφ μίγματοσ που περιείχε και τα δφο 

εναντιομερι τθσ ζνωςθσ. Αρχικά διαλφκθκε ςε 335μl ακετόνθσ προκειμζνου να 

επιτευχκεί αραίωςθ 10-1 Μ και οι επόμενεσ αραιϊςεισ πραγματοποιικθκαν ςε 

αποςτειρωμζνο δισ απεςταγμζνο νερό. Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 

που χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ τθσ ανάπτυξθσ του μυκθλίου του Fs-K ιταν 

10-6, 10-7 και 10-8 Μ. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε το αποςτειρωμζνο νερό. 
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Τζςςερα αποςτειρωμζνα φίλτρα από υπερ-λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ (Ρίνακασ 4, 

Ραράρτθμα) διαμζτρου 5mm εφαρμόςτθκαν αντιδιαμετρικά ςτισ άκρεσ του 

κάκε τρυβλίου  και ςτθ ςυνζχεια προςτζκθκαν 10μl από κακεμία ςυγκζντρωςθ 

τθσ ορμόνθσ  και νερό (ωσ μάρτυρασ) ςε κάκε φίλτρο  (Εικόνα 6). 

Αναλυτικότερα, προςτζκθκαν ςτα φίλτρα 2,98 ng για τθ ςυγκζντρωςθ ορμόνθσ 

10-6 Μ, 0,298 ng για τθ ςυγκζντρωςθ 10-7 Μ και 0,0298 ng για τθν ςυγκζντρωςθ 

ορμόνθσ 10-8 Μ. Ακολοφκθςε επϊαςθ,  ςτουσ 26οC ςτο ςκοτάδι, για 5 θμζρεσ. 

Μετά το πζρασ των 5 θμερϊν, πραγματοποιικθκε μζτρθςθ τθσ ακτίνασ αφξθςθσ 

του μφκθτα Fs-K από το κζντρο του μυκθλίου του μφκθτα ζωσ τθν άκρθ αυτοφ 

ςτθ νοθτι ευκεία με κατεφκυνςθ προσ τα φίλτρα που περιζχουν τθν ορμόνθ ι 

το νερό. Στθν παροφςα μελζτθ πραγματοποιικθκαν δφο επαναλιψεισ του 

ςυγκεκριμζνου πειράματοσ. Στθν 1θ επανάλθψθ χρθςιμοποιικθκαν δφο είδθ 

φίλτρων: διθκθτικά χαρτιά και φίλτρα από υπζρ-λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ (Ρίνακασ 4, 

Ραράρτθμα) και πραγματοποιικθκαν 10 βιολογικζσ επαναλιψεισ για κάκε είδοσ 

φίλτρου. Στθ 2θ επανάλθψθ πραγματοποιικθκαν 23 βιολογικζσ επαναλιψεισ 

μόνο για τα φίλτρα από υπζρ-λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ κακϊσ ςτθν προθγοφμενθ 

επανάλθψθ παρατθρικθκαν ςτατιςτικϊσ ςθμαντικζσ διαφορζσ μόνο ςε αυτά τα 

φίλτρα. Η επεξεργαςία των αποτελεςμάτων ζγινε με τθ βοικεια υπολογιςτικϊν 

φφλλων excel και θ ςτατιςτικι ανάλυςθ ζγινε με τθ μζκοδο Student’s t-test 

(P<0,05). 
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Εικόνα 6: Αντιπροςωπευτικι εικόνα τρυβλίου που χρθςιμοποιικθκε για τθ μελζτθ τθσ 

επίδραςθσ τθσ ςυνκετικισ ςτριγγολακτόνθσ GR24 ςτθν ανάπτυξθ του μφκθτα. Τα 

φίλτρα που ζχουν χρθςιμοποιθκεί ζχουν καταςκευαςτεί από υπζρ-λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ. 

 

3. ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ 

ΟΡΜΟΝΩΝ ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ GR24 ΣΗΝ ΕΚΒΛΑΣΗΗ ΣΩΝ ΠΟΡΙΩΝ 

ΑΓΕΝΟΤ ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ ΣΟΤ ΜΤΚΗΣΑ Fs-K 

Τεμάχια PDA που φζρουν μυκθλιακό εμβόλιο και τα οποία λιφκθκαν από το 

νεαρότερο τμιμα αναπτυςςόμενθσ αποικίασ του μφκθτα χρθςιμοποιικθκαν για 

τον εμβολιαςμό υγρισ καλλιζργειασ PDB με ςτόχο τθ ςυλλογι εμβολίου μετά το 

πζρασ 5 θμερϊν. Για τθν απομάκρυνςθ του μυκθλίου και τθ ςυλλογι των 

κονιδίων του μφκθτα χρθςιμοποιικθκαν αποςτειρωμζνο τουλουπάνι και 

αποςτειρωμζνα χωνιά. Αρχικά διαπζραςε το διάλυμα τθσ υγρισ καλλιζργειασ 

του μφκθτα ςε PDB μζςα από το τουλουπάνι και ςυλλζχκθκαν τα κονίδια με 

φυγοκζντρθςθ ςτισ 6500 ςτροφζσ για 5 λεπτά. Ακολουκεί απομάκρυνςθ του 

υπερκειμζνου λόγω κακίηθςθσ των κονιδίων του μφκθτα και επαναδιάλυςθ του 

ιηιματοσ ςε διάλυμα NaCl (0,85% w/v). Η ςυγκζντρωςθ των κονιδίων 

υπολογίςτθκε με τθ μζκοδο του αιμοκυτταρόμετρου με τθ βοικεια οπτικοφ 

μικροςκοπίου (Εικόνα 7) και με τθν κατάλλθλθ αραίωςθ επετεφχκθ θ επικυμθτι 

τελικι ςυγκζντρωςθ του εμβολίου. Στόχοσ ιταν θ επίςτρωςθ ~180 κονιδίων ανά 

τρυβλίο. Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 που χρθςιμοποιικθκαν για τθ 

μελζτθ τθσ εκβλάςτθςθσ των κονιδίων ιταν 10-6 Μ και 10-8 Μ.  

Ρραγματοποιικθκαν τρεισ χειριςμοί για κάκε ςυγκζντρωςθ ορμόνθσ: 

1) Μεταχείριςθ: τρυβλία με το κρεπτικό μζςο water agar επιςτρωμζνα με τθν  

κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ τθσ ορμόνθσ, 

 

2) Μάρτυρασ 1: τρυβλία με το κρεπτικό μζςο water agar επιςτρωμζνα με τθν 

αντίςτοιχθ ποςότθτα ακετόνθσ που χρθςιμοποιικθκε για τθ διάλυςθ τθσ 

ορμόνθσ ςε κάκε αραίωςθ, 

 

3) Μάρτυρασ 2: τρυβλία μόνο με το κρεπτικό μζςο water agar. 
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Σε κάκε περίπτωςθ θ κατάλλθλθ ποςότθτα τθσ ορμόνθσ ι τθσ ακετόνθσ 

επιςτρϊκθκε ςτα τρυβλία που περιείχαν το κρεπτικό μζςο water agar (Ρίνακασ 

3, Ραράρτθμα) και ακολοφκωσ πραγματοποιικθκε εναπόκεςθ των κονιδίων ςτο 

τρυβλίο. Για τθ διευκόλυνςθ μζτρθςθσ των εκβλαςτθμζνων κονιδίων με τθ 

χριςθ οπτικοφ μικροςκοπίου (OLYMPUS CH20) είχαν ςχεδιαςτεί ςτο πίςω μζροσ 

του τρυβλίου 6 τετράγωνα (εμβαδοφ 1cm2)  ςτα οποία ζγινε θ εναπόκεςθ 

κονιδίων (Εικόνα 8). Ακολοφκθςε επϊαςθ,  ςτουσ 26οC ςτο ςκοτάδι, για 4 ϊρεσ. 

Μετά το πζρασ των 4 ωρϊν, πραγματοποιικθκε υπολογιςμόσ των 

εκβλαςτθμζνων κονιδίων κακϊσ και του μικουσ τθσ υφισ που προκφπτει από 

τθν εκβλάςτθςθ αυτϊν ςε κάκε τρυβλίο με τθ χριςθ οπτικοφ μικροςκοπίου. Ο 

υπολογιςμόσ του μικουσ τθσ υφισ πραγματοποιικθκε με τθ λιψθ 25 

φωτογραφιϊν, με τθ βοικεια τθσ κάμερασ του οπτικοφ μικροςκοπίου, 3 ϊρεσ 

μετά τθν επίςτρωςθ των κονιδίων ςτο τρυβλίο. Ακολοφκθςε επεξεργαςία των 

φωτογραφιϊν με τθ χριςθ του προγράμματοσ ImageJ προκειμζνου να 

υπολογιςτεί το ακριβζσ μικοσ τθσ υφισ. 

Το πείραμα επαναλιφκθκε εισ διπλοφν. Η επεξεργαςία των αποτελεςμάτων 

ζγινε με τθ βοικεια υπολογιςτικϊν φφλλων excel και θ ςτατιςτικι ανάλυςθ 

ζγινε με τθ μζκοδο Student’s t-test (P<0,05). 

 

 

Εικόνα 7: Απεικόνιςθ του αιμοκυτταρόμετρου (αριςτερά) και του τρόπου 

υπολογιςμοφ των κονιδίων (δεξιά). Ο αρικμόσ των κονιδίων υπολογίςτθκε ςε 

γνωςτϊν διαςτάςεων τετράγωνα (ςθμειωμζνα με κόκκινο χρϊμα ςτθν εικόνα). 

(τροποποιθμζνο από Chan L., 2015. The historical development of hemocytometer)  
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Εικόνα 8: Απεικόνιςθ τρυβλίου με ςχεδιαςμζνα τα τετράγωνα (1cm2) για τθν 

παρατιρθςθ των κονιδίων του Fs-K ςτο οπτικό μικροςκόπιο. 

 

4. ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ 

ΟΡΜΟΝΩΝ ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ GR24 ΣΟΝ ΑΠΟΙΚΙΜΟ ΣΟΤ ΨΤΧΑΝΘΟΤ 

Lotus japonicus 

Σπζρματα φυτϊν Lotus japonicus απολυμάνκθκαν ςε διάλυμα χλωρίνθσ 20% 

v/v (NaOCl) για 20 λεπτά, ξεπλφκθκαν καλά με τθ χριςθ αποςτειρωμζνου 

απιονιςμζνου νεροφ και τοποκετικθκαν για προβλάςτθςθ ςε τρυβλία με 

κρεπτικό υπόςτρωμα ½ x MS (Ρίνακασ 1, Ραράρτθμα). Η προβλάςτθςθ προιχκθ 

με τθν τοποκζτθςθ των τρυβλίων για δφο θμζρεσ ςτουσ 4οC ςτο ςκοτάδι.  Με το 

πζρασ των δφο θμερϊν, απομακρφνκθκε το αλουμινόχαρτο και τα τρυβλία 

τοποκετικθκαν ςε κάλαμο ανάπτυξθσ με κερμοκραςία 22oC και 16 h 

φωτοπερίοδο. Τα φυτά τότε κεωρικθκαν θλικίασ μίασ θμζρασ. Ακολοφκωσ, 

φυτά θλικίασ 10 θμερϊν εμβολιάςτθκαν με τον Fs-K.   

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτθ διαδικαςία αποικιςμοφ 

του μφκθτα Fs-K ςε ιςτοφσ ρίηασ Lotus japonicus, ο μφκθτασ είχε αναπτυχκεί για 

5 θμζρεσ, πριν πραγματοποιθκεί εμβολιαςμόσ με τον Fs-K ςε φυτά θλικίασ 10 

θμερϊν, ςε τρυβλία με κρεπτικό υπόςτρωμα PDA. Η αλλθλεπίδραςθ φυτοφ- 

μφκθτα πραγματοποιικθκε ςε κρεπτικό μζςο Μ (Ρίνακασ 2, Ραράρτθμα). Οι 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 που χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ του 
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βακμοφ του αποικιςμοφ ιταν 10-6 Μ και 10-8 Μ (ςε τελικι ςυγκζντρωςθ ςτο 

κρεπτικό υπόςτρωμα ανάπτυξθσ των φυτϊν).  

Ρραγματοποιικθκαν τρεισ χειριςμοί για κάκε ςυγκζντρωςθ ορμόνθσ: 

1) Μεταχείριςθ: τρυβλία επιςτρωμζνα με κρεπτικό μζςο Μ που περιείχαν τθν 

ορμόνθ ςε κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ, 

 

2) Μάρτυρασ 1: τρυβλία επιςτρωμζνα με κρεπτικό μζςο Μ που περιείχαν τθν 

αντίςτοιχθ ποςότθτα ακετόνθσ που χρθςιμοποιικθκε για τθ διάλυςθ τθσ 

ορμόνθσ, 

 

3) Μάρτυρασ 2: τρυβλία μόνο με το κρεπτικό μζςο Μ. 

Οι αραιϊςεισ κακϊσ και οι αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ ακετόνθσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των τρυβλίων φαίνονται αναλυτικά ςτον 

Ρίνακα 5 ςτο Ραράρτθμα. 

Σε κάκε τρυβλίο επιςτρωμζνο με κρεπτικό μζςο M τοποκετικθκαν 3 φυτά 

Lotus japonicus θλικίασ 10 θμερϊν (Maciá-Vicente et al. 2009). Ακολοφκωσ και 

ςε απόςταςθ 1cm από το άκρο τθσ ρίηασ πραγματοποιικθκε εμβολιαςμόσ με 

τον μφκθτα Fs-K. Για τον εμβολιαςμό των φυτϊν χρθςιμοποιικθκαν γνωςτισ 

διαμζτρου τεμάχια pda που φζρουν μυκθλιακό εμβόλιο και τα οποία λιφκθκαν 

από το νεαρότερο τμιμα αναπτυςςόμενθσ αποικίασ του μφκθτα, με τθ χριςθ 

φελλοτρυπθτιρα διαμζτρου 5mm. Μετά το πζρασ 3 θμερϊν, ο μφκθτασ είχε ιδθ 

αλλθλεπιδράςει με τισ ρίηεσ των φυτϊν οπότε και πραγματοποιικθκε 

δειγματολθψία των ριηικϊν ιςτϊν ωσ εξισ: 

Αρχικά ςυλλζχκθκαν τα δείγματα φυτϊν και πραγματοποιικθκε 

επιφανειακι απολφμανςθ με διάλυμα χλωρίνθσ (1% v/v) με ςτόχο τθν 

απομάκρυνςθ τθσ περίςςειασ του μφκθτα που βριςκόταν ςτθν εξωτερικι 

επιφάνεια τθσ ρίηασ (Doyle J.J and Doyle J.L 1987). Ακολοφκωσ 

πραγματοποιικθκε ςυλλογι των ριηικϊν ιςτϊν. Για το πάγωμα των ριηϊν που 

ςυλλζχκθκαν χρθςιμοποιικθκε υγρό άηωτο και θ αποκικευςθ τουσ ζγινε ςτουσ 

-80 o C μζχρι τθν επικείμενθ εξαγωγι του DNA. Να ςθμειωκεί ότι κάκε βιολογικι 

επανάλθψθ αποτελοφνταν από 3 ρίηεσ φυτϊν. 
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Η εξαγωγι του DNA πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ του πρωτοκόλλου 

CTAB. Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτθ διαδικαςία 

αποικιςμοφ του μφκθτα Fs-K εφαρμόςτθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ 

(PCR) με ςτόχο τον υπολογιςμό των αντιγράφων 2 γονιδίων που 

χρθςιμοποιοφνται για φυλογενετικι ανάλυςθ μυκιτων (Internal Transcripted 

Spacer-ITS, Translation Elongation Factor-TEF). Η απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ 

αυτϊν των γονιδίων ςε ολικό DNA που ζχει απομονωκεί από τουσ φυτικοφσ 

ιςτοφσ, μασ δίνει μια ςχετικι εκτίμθςθ του αποικιςμοφ του μφκθτα Fs-K ςτο 

ριηικό ςφςτθμα του φυτοφ (βλζπε παράγραφο 4.1.2) 

Το πείραμα επαναλιφκθκε εισ διπλοφν. Και ςτισ δφο επαναλιψεισ 

πραγματοποιικθκαν 4 βιολογικζσ επαναλιψεισ για κάκε χειριςμό. Κάκε 

βιολογικι επανάλθψθ αποτελοφταν από 3 ρίηεσ που είχαν προζλκει από 3 φυτά. 

Η επεξεργαςία των αποτελεςμάτων ζγινε με τθ βοικεια υπολογιςτικϊν φφλλων 

excel και θ ςτατιςτικι ανάλυςθ ζγινε με τθ μζκοδο Student’s t-test (P<0,05).  

 

4.1  ΚΑΣΑΚΕΤΗ ΠΡΟΣΤΠΗ ΚΑΜΠΤΛΗ ΓΙΑ ΣΗΝ ΠΟΟΣΙΚΟΠΟΙΗΗ ΣΟΤ 

ΜΤΚΗΣΑ ΣΟΤ ΡΙΖΙΚΟΤ ΙΣΟΤ ΦΤΣΩΝ Lotus japonicus 

Η αντίδραςθ PCR πραγματικοφ χρόνου είναι μια εναλλακτικι και 

ταυτόχρονα επαναςτατικι μζκοδοσ ενίςχυςθσ και ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ 

αλλθλουχιϊν DNA. Σε αντίκεςθ με τθν κλαςςικι μζκοδο PCR, δίνει τθ 

δυνατότθτα παρακολοφκθςθσ τθσ πορείασ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ, κακ’ 

όλθ τθ διάρκεια που λαμβάνει χϊρα, ςε πραγματικό χρόνο. Η παρακολοφκθςθ 

τθσ εξζλιξθσ τθσ αντίδραςθσ οφείλεται ςτθ δυνατότθτα μζτρθςθσ των επιπζδων 

φκοριςμοφ τθσ χρωςτικισ SyberGreen. Η χρωςτικι αυτι ζχει τθν ικανότθτα να 

φκορίηει κατά τθν πρόςδεςθ τθσ ςτα δίκλωνα μόρια του DNA. Οι μετριςεισ των 

επιπζδων φκοριςμοφ πραγματοποιοφνται ςτο τζλοσ κάκε κφκλου με τθ χριςθ 

ρομποτικοφ ςαρωτι. Στθν παροφςα εργαςία, αυτι θ μζκοδοσ χρθςιμοποιικθκε 

για τθ μελζτθ του βακμοφ αποικιςμοφ του μφκθτα Fs-K ςε ριηικοφσ ιςτοφσ 

παρουςία- απουςία τθσ ςτριγγολακτόνθσ GR24.  
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4.1.1 ΕΠΙΛΟΓΗ ΣΩΝ ΕΚΚΙΝΗΣΩΝ 

Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται τα δφο ηεφγθ εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία για απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ των 

γονιδίων ITS και Tef1a. Και τα 2 ηεφγθ ςτοχεφουν ςτθν ενίςχυςθ τμιματοσ των 

αντίςτοιχων γονιδίων ειδικό για Fusarium solani. 

 

 
Ονομαςία 

 
Εκκινθτι 

 
Νουκλεοτιδικι Αλλθλουχία 

 
Ορκόδρομου Εκκινθτι 5’     3’ 

 
Ονομαςία 

 
Εκκινθτι 

 
Νουκλεοτιδικι Αλλθλουχία  
 
Οπιςκόδρομου Εκκινθτι  5’     3’ 

 
FsITS_F 

 
TGG TCA TTT AGA GGA AGT AA 

 
FsITS_R 

 
GGT ATG TTC ACA GGG TTG ATG 

 
Tef1a_F 

 
CCC CTC CAG GAT GTC TAC AA 

 
Tef1a_R 

 
GGA AGA CCC TCA GTG AGC TG 

 

Ρίνακασ 2: Απεικόνιςθ τθσ αλλθλουχίασ των ηευγϊν των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν 

για απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ των γονιδίων ITS, Tef1a. 

 

4.1.2 ΚΑΣΑΚΕΤΗ ΠΡΟΣΤΠΗ ΚΑΜΠΤΛΗ  

Η απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ ςτθν ποςοτικι PCR πραγματοποιείται βάςει 

μιασ πρότυπθσ καμπφλθσ, θ οποία μπορεί να δθμιουργθκεί από δείγματα με 

γνωςτι ςυγκζντρωςθ ι καλφτερα από δείγματα με γνωςτό αρικμό αντιγράφων 

του γονιδίου που πρόκειται να ποςοτικοποιθκεί.  

Στθν παροφςα μελζτθ, για τθν ποςοτικοποίθςθ του μφκθτα Fs-K ςτουσ 

ριηικοφσ ιςτοφσ χρθςιμοποιικθκαν δφο πρότυπεσ καμπφλεσ, για τα γονίδια ITS 

και Tef1a. Η καταςκευι τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ του γονιδίου ITS είχε 

πραγματοποιθκεί ςε προθγοφμενθ μελζτθ ενϊ θ καταςκευι τθσ πρότυπθσ 

καμπφλθσ του γονιδίου Tef1a πραγματοποιικθκε ςτθν παροφςα μελζτθ. Αρχικά 

πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ για τθν ενίςχυςθ του 

γονιδίου Tef1a χρθςιμοποιϊντασ τουσ εκκινθτζσ που αναγράφονται παραπάνω. 

Η φπαρξθ του επικυμθτοφ προϊόντοσ (~160 bp) επιβεβαιϊκθκε με τθν 

θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων ςε gel αγαρόηθσ (1,5% w/v) και ακολοφκθςε 

ανάκτθςθ του προϊόντοσ από το gel με τθ χριςθ του πρωτοκόλλου Nucleospin 

gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Cat. No 740609.250). Στθ ςυνζχεια, το 
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ανακτθκζν προϊόν χρθςιμοποιικθκε για ζνκεςθ ςε πλαςμιδιακό φορζα pGEM 

με τθ χριςθ του πρωτοκόλλου pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems 

(Promega, Cat. No: Α1360). Το πλαςμίδιο χρθςιμοποιικθκε για το 

μεταςχθματιςμό δεκτικϊν κυττάρων Escherichia coli (ςτζλεχοσ DH5a). 

 Για τθν κλωνοποίθςθ των τμθμάτων DNA χρθςιμοποιικθκε ο πλαςμιδιακόσ 

φορζασ pGEM-T Easy (Promega). Ο ςυγκεκριμζνοσ φορζασ είναι 

ευκυγραμμιςμζνοσ και ζχει μονόκλωνα 3’  άκρα που φζρουν και τα δφο βάςεισ 

κυμίνθσ. Αυτό εμποδίηει τθν επανακυκλοποίθςθ του πλαςμιδίου και βελτιϊνει 

τθν ενςωμάτωςθ του ζνκετου DNA ςτον φορζα. Ο φορζασ φζρει το γονίδιο 

ανκεκτικότθτασ ςτθν αμπικιλίνθ, επιτρζποντασ ζτςι τθν επιλογι μόνο των 

αναςυνδυαςμζνων κλϊνων. Επίςθσ, ο πλαςμιδιακόσ φορζασ περιζχει τουσ Τ7 

και SP6 προαγωγείσ τθσ RNA πολυμεράςθσ, οι οποίοι πλαιςιϊνουν τθν 

πολυκλωνικι κζςθ εντόσ τθσ κωδικισ περιοχισ του α-πεπτιδίου του ενηφμου τθσ 

β-γαλακτοςιδάςθσ. Απενεργοποίθςθ του α-πεπτιδίου με ενςωμάτωςθ του 

ζνκετου DNA επιτρζπει τθν αναγνϊριςθ των αναςυνδυαςμζνων κλϊνων με 

βάςθ το χρϊμα των αποικιϊν (οι λευκζσ αποικίεσ φζρουν το επικυμθτό γονίδιο).  

Ακολοφκθςε επιλογι μοναδικισ λευκισ αποικίασ, εμβολιαςμόσ αυτισ ςε 

υγρι καλλιζργεια LB/amp (5 ml) (Ρίνακασ 7, Ραράρτθμα) και επϊαςθ 

ολονυκτίωσ ςτουσ 37°C, 210 rpm. Τθν επόμενθ μζρα ακολοφκθςε απομόνωςθ 

πλαςμιδίου, και περαιτζρω επιβεβαίωςθ τθσ ζνκεςθσ ςε αυτό με τθ χριςθ 

αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ με τουσ κατάλλθλουσ εκκινθτζσ.   

Για περαιτζρω επιβεβαίωςθ ότι οι ςωςτζσ αλλθλουχίεσ ειςιχκθςαν ςτον 

πλαςμιδιακό φορζα, τα δείγματα εςτάλθςαν ςε αναλυτικό εργαςτιριο για 

ανάγνωςθ τθσ αλλθλουχίασ (sequencing). Ο προςδιοριςμόσ τθσ αλλθλουχίασ 

(τμιμα του TEF1a γονιδίου) ζγινε με ςφγκριςθ αυτϊν με ιδθ καταχωρθμζνεσ 

αλλθλουχίεσ τθσ GenBank, με χριςθ του αλγόρικμου BLAST, μζςω τθσ βάςθσ 

δεδομζνων NCBI. 

Η καταςκευι τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ πραγματοποιικθκε με διαδοχικζσ 

δεκαδικζσ αραιϊςεισ του πλαςμιδιακοφ φορζα που ζφερε τμιμα του γονιδίου 

TEF1a. Τα αντίγραφα του γονιδίου ςτθν κάκε αραίωςθ προςδιορίςτθκαν με 

βάςθ τον τφπο (Whelan et al. 2003): 
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       Μοριακό βάροσ ςε Dalton (g/mol)=  

(μζγεκοσ του προϊόντοσ ςε bp) × (330 Dalton × 2nt/bp)  

 

Αντίγραφα του γονιδίου= (
g

mol )
Αριθμό Avogadro
    

 

4.1.3 ΑΝΣΙΔΡΑΗ ΣΗ qRT-PCR 

Η αντίδραςθ πραγματοποιικθκε ςε ςυςκευι CFX ConnectTM Real-Time PCR 

Detection System. Το κερμοκραςιακό πρόγραμμα που χρθςιμοποιικθκε 

φαίνεται ςτθν Εικόνα 9. 

 

Εικόνα 9: Θερμοκραςιακό πρόγραμμα τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ 

πραγματικοφ χρόνου. 

 

Πλεσ οι αντιδράςεισ πραγματοποιικθκαν με το ίδιο κερμοκραςιακό 

πρόγραμμα και καταγράφονταν για 41 κφκλουσ. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ το 

μίγμα τθσ αντίδραςθσ είχε τελικό όγκο 10 μl και περιλάμβανε τα ςυςτατικά που 

αναγράφονται ςτον Ρίνακα 3.  
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Αντιδραςτιρια 10 μl 

Sybr Green (2x) 5 μl 

F primer (5μΜ) 0,6 μl 

R primer (5μΜ) 0,6 μl 

Genomic DNA 1 μl 

ddH2O (st.) Μζχρι 10 μl 

 

Ρίνακασ 3: Συςτατικά του μίγματοσ τθσ qPCR που χρθςιμοποιικθκε για τθν 

ποςοτικοποίθςθ των αντιγράφων του μφκθτα Fs-K. 

 

Μετά το τζλοσ των αντιδράςεων τα δεδομζνα επεξεργάςτθκαν με τθ χριςθ 

του προγράμματοσ Bio-Rad CFX 3.1. Σε κάκε περίπτωςθ πραγματοποιοφνταν 

ζλεγχοσ των επιδόςεων ενίςχυςθσ τθσ qPCR, του ςυντελεςτι r2 και του αρικμοφ 

των κφκλων του ορίου (Ct), ο οποίοσ αντιπροςωπεφει τον αρικμό των κφκλων 

τθσ αντίδραςθσ πάνω από τουσ οποίουσ είναι δυνατι θ ανίχνευςθ φκοριςμοφ. 

Μετά το πζρασ κάκε αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ πραγματοποιικθκε 

θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων ςε gel αγαρόηθσ (1,5% w/v) με ςτόχο τθν 

επιβεβαίωςθ τθσ φπαρξθσ ενόσ μόνο επικυμθτοφ προϊόντοσ. Επιπλζον, οι 

δεκαδικζσ αραιϊςεισ του αναςυνδιαςμζνου πλαςμιδίου που κυμαίνονταν από 

5,9x100 ζωσ 5,9x107 υποβλικθκαν εισ τριπλοφν ςτθν qPCR για να 

καταςκευαςτεί θ πρότυπθ καμπφλθ. Στο τζλοσ πραγματοποιικθκε ςτατιςτικι 

επεξεργαςία των αποτελεςμάτων με τθ μζκοδο Student’s t-test (P<0,05). 
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ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 

 

ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ ΟΡΜΟΝΩΝ 

ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ, GR24, ΣΗΝ ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΣΟΤ ΜΤΚΗΛΙΟΤ ΣΟΤ ΜΤΚΗΣΑ Fs-K 

Ρροκειμζνου να αξιολογθκεί μία πικανι άμεςθ επίδραςθ των ςτριγγολακτονϊν ςτθ 

φυςιολογία τθσ ανάπτυξθσ του Fs-K, διεξιχκθ μια in vitro δοκιμι με εξωγενι 

εφαρμογι τθσ ορμόνθσ GR24 παρουςία του μφκθτα. Στο κζντρο κάκε τρυβλίου 

επιςτρωμζνο με water agar εφαρμόςτθκαν γνωςτισ διαμζτρου τεμάχια pda που 

φζρουν μυκθλιακό εμβόλιο του Fs-K ενϊ  ςτισ άκρεσ του κάκε τρυβλίου 

εφαρμόςτθκαν αντιδιαμετρικά τζςςερα αποςτειρωμζνα φίλτρα από υπζρ-λεπτζσ 

ίνεσ γυαλιοφ διαμζτρου 5mm ςτα οποία προςτζκθκαν 10μl από κακεμία 

ςυγκζντρωςθ τθσ ορμόνθσ και νερό (ωσ μάρτυρασ). Πςον αφορά τα φίλτρα που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ςτριγγολακτονϊν ςτθ 

φυςιολογία του μφκθτα, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ και φίλτρων νιτροκυτταρίνθσ 

ωσ φίλτρα. Ωςτόςο, δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικϊσ ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθ 

φυςιολογία του μφκθτα με τθ χριςθ των διθκθτικϊν χαρτιϊν ςε αντίκεςθ με τα 

φίλτρα από υπζρ- λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ.  Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ αυτι ιταν 0, 10-6, 10-7 και 10-8 Μ (Xie et al. 2010). 

Οι εν λόγω ςυγκεντρϊςεισ επιλζχκθκαν γιατί ςε αυτζσ τισ ςυγκεντρϊςεισ 

παρατθρικθκε επίδραςθ ςτο ςχθματιςμό φυματίων ςτο M. sativa παρουςία τθσ 

ορμόνθσ (Soto et al., 2010) και αυτζσ είχαν επιλεχκεί για τθ διερεφνθςθ τθσ 

ενδεχόμενθσ εμπλοκισ των ςτριγγολακτονϊν ςτθν αφξθςθ του μφκθτα Botrytis 

cinerea (Torres- Vera et al., 2014). 

 Ραρατθρικθκε κετικι επίδραςθ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτθν ακτίνα αφξθςθσ του 

μυκθλίου του μφκθτα Fs-K μόνο ςτισ ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ 10-7 και 10-8 Μ. 

Εντοφτοισ, δεν παρατθρικθκαν μεταβολζσ ςτθ γραμμικι ταχφτθτα ανάπτυξθσ του 

μφκθτα ςε καμία από τισ ςυγκεντρϊςεισ που επιλζχτθκαν προσ αξιολόγθςθ 

(Ρίνακασ 4). Αυτά τα αποτελζςματα δείχνουν ότι υπάρχει άμεςθ επίδραςθ των 

ςτριγγολακτονϊν (ςε ςυγκεντρϊςεισ 10-7 και 10-8 Μ) ςτθν ανάπτυξθ του μφκθτα Fs-

K ενϊ ςτθν ςυγκζντρωςθ 10-6 Μ δεν παρατθρικθκε καμία επίδραςθ. 
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GR24 (M) Ανάπτυξθ τθσ ακτίνασ 
(mm) (Α) 

Γραμμικι ταχφτθτα αφξθςθσ 
(mm/θμζρα)(Β) 

Μάρτυρασ 25,20 ±0,17 5,10 ± 0,05 

10-6 25,78 ±0,26 5,07 ± 0,05 

10-7 25,87 ±0,19 * 5,10 ± 0,06 

10-8 25,72 ±0,19 * 5,07 ± 0,06 

 

Ρίνακασ 4: (Α) Ανάπτυξθ τθσ ακτίνασ του Fs-K όπωσ προςδιορίςτθκε ςε χρονικι περίοδο 5 

θμερϊν μετά τθν εφαρμογι 10μl των διαφορετικϊν ςυγκεντρϊςεων (10-6, 10-7 και 10-8 Μ) 

του αναλόγου τθσ ςτριγγολακτόνθσ GR24 ςε φίλτρο υπζρ- λεπτων ινϊν γυαλιοφ, (Β) 

Γραμμικι ταχφτθτα αφξθςθσ τθσ ακτίνασ του μυκθλίου του Fs-K, όπωσ υπολογίςτθκε από τα 

ίδια τρυβλία που χρθςιμοποιικθκαν και ςτο (Α). Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν 10μl 

αποςτειρωμζνου νεροφ. Τα νοφμερα αναπαριςτοφν το μζςο όρο 23 βιολογικϊν 

επαναλιψεων ± τυπικό ςφάλμα. Οι αςτερίςκοι (*) υποδεικνφουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαφορζσ ςφμφωνα με το Student’s t-test (* P≤0,05). 

 

 

ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ ΟΡΜΟΝΩΝ 

ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ GR24 ΣΗΝ ΕΚΒΛΑΣΗΗ ΣΩΝ ΠΟΡΙΩΝ ΑΓΕΝΟΤ 

ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ ΣΟΤ ΜΤΚΗΣΑ Fs-K 

Τα κονίδια είναι δομζσ αγενοφσ αναπαραγωγισ των Αςκομυκιτων. Οι 

ςτριγγολακτόνεσ είναι γνωςτό ότι επάγουν εκβλάςτθςθ των ςπορίων ςτουσ 

δενδροειδείσ μυκορριηικοφσ μφκθτεσ (Besserer et al. 2006). Ρροκειμζνου να 

αξιολογθκεί μια πικανι επίδραςθ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτθν εκβλάςτθςθ των ςπορίων 

του Fs-K, πραγματοποιικθκε εναπόκεςθ κονιδίων του μφκθτα ςε τρυβλία 

επιςτρωμζνα με κρεπτικό μζςο νερό-άγαρ ςκζτο, κακϊσ και ςε τρυβλία με νερό-

άγαρ που φζρει τθν κατάλλθλθ ποςότθτα ορμόνθσ ι ακετόνθσ. Οι ςυγκεντρϊςεισ 

τθσ ορμόνθσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ τθσ εκβλάςτθςθσ των ςπορίων 

του Fs-K ιταν 10-6 Μ και 10-8 Μ κακϊσ αποτελοφν τισ 2 ακραίεσ τιμζσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ ορμόνθσ GR24. Η πορεία τθσ εκβλάςτθςθσ παρακολουκείτο ςε 

χρονικά διαςτιματα περίπου μιασ ϊρασ. Για τθν καταμζτρθςθ εν τζλει επιλζχκθκε θ 

χρονικι ςτιγμι των 4 ωρϊν, διότι τότε παρατθρικθκε εκκίνθςθ τθσ εκβλάςτθςθσ 

των κονιδίων ςτο μάρτυρα (αρχι δθμιουργίασ του βλαςτικοφ ςωλινα). Η 
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ςτριγγολακτόνθ GR24 φαίνεται να επθρεάηει τθν εκβλάςτθςθ των κονιδίων του 

μφκθτα Fs-K (Γράφθμα 1).  

 

 

Γράφθμα 1: Εκβλάςτθςθ των κονιδίων μετά το πζρασ 4 ωρϊν από τθν επίςτρωςθ ςε 

τρυβλία και επϊαςθ ςτουσ 26οC (καταγραφι τθσ εκβλάςτθςθσ περίπου 180 κονιδίων ανά 

βιολογικι επανάλθψθ). Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 που χρθςιμοποιικθκαν ιταν: 

Α) 10-6 Μ, Β) 10-8 Μ. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε αποςτειρωμζνο νερό και ακετόνθ ςε 

ίδια ςυγκζντρωςθ με αυτι που χρθςιμοποιικθκε για τθν εκάςτοτε ςυγκζντρωςθ τθσ 

ορμόνθσ. Τα δεδομζνα αναπαριςτοφν το μζςο όρο 5 βιολογικϊν επαναλιψεων ± τυπικό 

ςφάλμα για κάκε χειριςμό. Κάκε βιολογικι επανάλθψθ περιλάμβανε τθν καταμζτρθςθ 

εκατό κονιδίων. Δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικϊσ ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθν επίδραςθ τθσ 

GR24 ςτθν εκβλάςτθςθ των κονιδίων  ςφμφωνα με το Student’s t-test (P<0,05). 

 

Αξιοςθμείωτο είναι ότι ενϊ δεν παρατθρικθκε επίδραςθ τθσ ορμόνθσ ςτθν 

εκβλάςτθςθ των κονιδίων, κατά τθν παρατιρθςθ των εκβλαςτθμζνων κονιδίων με 
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τθ χριςθ οπτικοφ μικροςκοπίου, παρατθρικθκε διαφορά ςτο μικοσ τθσ υφισ 

αυτϊν, και ςυγκεκριμζνα ςτθ ςυγκζντρωςθ τθσ ορμόνθσ  GR24 10-6 M. Για αυτό το 

λόγο, το πείραμα επαναλιφκθκε, και πραγματοποιικθκε υπολογιςμόσ του μικουσ 

τθσ υφισ που προκφπτει ζπειτα από το ςτάδιο του βλαςτικοφ ςωλινα ςε κάκε 

τρυβλίο με τθ λιψθ 25 τυχαίων φωτογραφιϊν κονιδίων, με τθ βοικεια ψθφιακισ 

κάμερασ προςαρτθμζνθσ επί του οπτικοφ μικροςκοπίου (Εικόνα 10). Το ακριβζσ 

μικοσ των υφϊν υπολογίςτθκε μζςω του προγράμματοσ ImageJ. Από τθν 

επεξεργαςία των δεδομζνων προζκυψε το ακόλουκο γράφθμα (Γράφθμα 2).  

  

 

Γράφθμα 2: Επίδραςθ τθσ ορμόνθσ ςτο μικοσ τθσ υφισ που προκφπτει από τθν εκβλάςτθςθ 

των κονιδίων για τθ ςυγκζντρωςθ ορμόνθσ 10-6 Μ. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε θ 

ακετόνθ λόγω τθσ διάλυςθσ τθσ ορμόνθσ ςε αυτι. Τα δεδομζνα αναπαριςτάνουν το μζςο 

όρο 25 βιολογικϊν επαναλιψεων. Οι αςτερίςκοι (*) υποδεικνφουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαφορζσ ςφμφωνα με το Student’s t-test (* P<0,05 και ** P≤0,01). 
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Εικόνα 10: Αντιπροςωπευτικζσ εικόνεσ από κονίδια του μφκθτα Fs-K που λιφκθκαν 4 ϊρεσ 

μετά τον εμβολιαςμό. Τρεισ χειριςμοί πραγματοποιικθκαν: 1) ακετόνθ ωσ μάρτυρασ (a, b, 

c) , 2) αποςτειρωμζνο νερό ωσ μάρτυρασ (d, e, f) και 3) μεταχείριςθ με τθν ορμόνθ ςτθ 

ςυγκζντρωςθ 10-6 M. Λιφκθκαν 25 τυχαίεσ φωτογραφίεσ κονιδίων, με τθ βοικεια 

ψθφιακισ κάμερασ προςαρτθμζνθσ επί του οπτικοφ μικροςκοπίου. (Η ράβδοσ τθσ κλίμακασ 

αναπαριςτά 50 μm) 

 

Με βάςθ το μζςο όρο του μικουσ των υφϊν ςε κάκε χειριςμό και τθ διαφορά 

χρόνου μεταξφ των δφο μετριςεων υπολογίςτθκε θ κατά μζςο όρο ταχφτθτα 

εκβλάςτθςθσ των κονιδίων και για τουσ δφο χειριςμοφσ (Ρίνακασ 5). Αξίηει να 

ςθμειωκεί ότι θ επιλογι των κονιδίων κατά τθ ςυλλογι των φωτογραφιϊν ιταν 

τυχαία ςτουσ δφο επιλεχκζντεσ χρόνου καταγραφισ (δεν απεικονίςτθκε απαραίτθτα 

το ίδιο κονίδιο ςτουσ δυο διαφορετικοφσ χρόνουσ καταγραφισ).  

Χειριςμοί Σαχφτθτα (mm/min) [x10-3] 

Ορμόνθ GR24 10-6 M 0,037 

Ακετόνθ 0,142 

 

Μάρτυρασ 

(ακετόνθ) 

Μάρτυρασ 

(νερό) 

GR24      

(10-6 M) 
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Ρίνακασ 5: Επίδραςθ τθσ ορμόνθσ ςτθν ταχφτθτα εκβλάςτθςθσ των κονιδίων ςτουσ δφο 

χειριςμοφσ (ορμόνθ GR24 10-6 M και ακετόνθ). Τα δεδομζνα αναπαριςτάνουν το μζςο όρο 

25 τυχαίων βιολογικϊν επαναλιψεων. Δεδομζνθσ τθσ δυςκολίασ εφρεςθσ του ίδιου 

ςπορίου 2 φορζσ, δεν χρθςιμοποιικθκαν οι ίδιεσ βιολογικζσ επαναλιψεισ ςτουσ 

επιλεχκζντεσ χρόνουσ. Η ςτατιςτικι ανάλυςθ ζγινε ςφμφωνα με το Student’s t-test (P<0,05). 

Το πείραμα επαναλιφκθκε δφο φορζσ με το ίδιο αποτζλεςμα. 

 

Από τα γραφιματα, μποροφμε να ςυμπεράνουμε ότι παρουςία τθσ ορμόνθσ 

παρατθροφμε μια επιβράδυνςθ ςτθν ταχφτθτα εκβλάςτθςθσ των κονιδίων ςε 

ςφγκριςθ με το μάρτυρα (ακετόνθ). Η δυςκολία ταυτόχρονθσ απεικόνιςθσ των υπό 

εκβλάςτθςθ ςπορίων ςτισ δφο μεταχειρίςεισ, εξθγεί τθ μικρι διαφορά ςτουσ 

επιλεχκζντεσ χρόνουσ. Ραρά ταφτα, παρουςία τθσ ορμόνθσ παρατθρείται μία 

επιβράδυνςθ τθσ επιμικυνςθσ των αναπτυςςόμενων από το βλαςτικό ςωλινα 

υφϊν, γεγονόσ που επιβεβαιϊνεται τόςο από το μικοσ τθσ αναπτυςςόμενθσ υφισ 

όςο και από τθν ζκφραςθ αυτοφ ςυναρτιςει του χρόνου (ταχφτθτα επιμικυνςθσ 

τθσ υφισ).  

 

ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΟΤ ΤΝΘΕΣΙΚΟΤ ΑΝΑΛΟΓΟΤ ΣΩΝ ΦΤΣΙΚΩΝ ΟΡΜΟΝΩΝ 

ΣΡΙΓΓΟΛΑΚΣΟΝΩΝ GR24 ΣΟΝ ΑΠΟΙΚΙΜΟ ΣΟΤ ΨΤΧΑΝΘΟΤ Lotus japonicus 

Ρροκειμζνου να αξιολογθκεί θ επίδραςθ τθσ ορμόνθσ GR24 ςτον αποικιςμό του Fs-

K ςε ιςτοφσ ρίηασ Lotus japonicus, πραγματοποιικθκε εμβολιαςμόσ με τον Fs-K 

φυτϊν θλικίασ 10 θμερϊν ςε υπόςτρωμα Μ, ϊςτε να επιτευχκεί θ αλλθλεπίδραςθ 

φυτοφ-μφκθτα (Εικόνα 11). Οι δφο μάρτυρεσ ιταν αποςτειρωμζνο νερό και ακετόνθ 

λόγω τθσ διάλυςθσ τθσ ορμόνθσ ςε αυτι. Oι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθ μελζτθ του αποικιςμοφ των ριηϊν από το μφκθτα Fs-K 

ιταν 10-6 Μ και 10-8 Μ κακϊσ αποτελοφν τισ 2 ακραίεσ υπό μελζτθ τιμζσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ ορμόνθσ GR24.  Για τθν ποςοτικοποίθςθ του μφκθτα Fs-K ςτουσ 

ριηικοφσ ιςτοφσ χρθςιμοποιικθκαν δφο πρότυπεσ καμπφλεσ, για τα γονίδια ITS και 

Tef1a. Η διαφορά των δφο γονιδίων είναι ότι το γονίδιο ITS βρίςκεται ςε πολλαπλά 

αντίγραφα ςτο γονιδίωμα των ευκαρυωτϊν ενϊ το γονίδιο Tef1a είναι ςε ζνα 

αντίγραφο (Nillson et al. 2014, Roger et al. 1999). Από τα αποτελζςματα τθσ 

αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου προκφπτουν τα 
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ακόλουκα γραφιματα (Γράφθμα 3). Τα αποτελζςματα ζδειξαν ότι θ ςτριγγολακτόνθ 

GR24 δεν επθρεάηει τoν αποικιςμό των ριηϊν του Lotus japonicus από το μφκθτα Fs-

K. Να ςθμειωκεί ότι ςτθν περίπτωςθ τθσ ακετόνθσ (μάρτυρασ) παρατθρείται μείωςθ 

τθσ αρικμοφ των αντίγραφων των γονιδίων ςτουσ ριηικοφσ ιςτοφσ ςε ςχζςθ με τθν 

περίπτωςθ όπου μάρτυρασ είναι το αποςτειρωμζνο νερό. Κατά ςυνζπεια, θ ακετόνθ 

ωσ διαλφτθσ τθσ ορμόνθσ προκαλεί αρνθτικι επίδραςθ ςτον αποικιςμό των ριηικϊν 

ιςτϊν από το μφκθτα (Davis D.J. et al. 1977). Πςο αφορά τα γραφιματα, 

παρατθροφμε μια μικρι αφξθςθ ςτον αποικιςμό παρουςία τθσ ορμόνθσ, ιδιαίτερα 

για τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ορμόνθσ 10-8 Μ, αλλά θ επίδραςθ τθσ ακετόνθσ είναι 

μεγάλθ και δε μασ επιτρζπει να δοφμε τισ διαφορζσ. Ππωσ ζχει προαναφερκεί, για 

τθν ποςοτικοποίθςθ του μφκθτα Fs-K ςτουσ ριηικοφσ ιςτοφσ χρθςιμοποιικθκαν δφο 

πρότυπεσ καμπφλεσ, για τα γονίδια ITS και Tef1a, όπου πραγματοποιικθκε απόλυτθ 

ποςοτικοποίθςθ των 2 γονιδίων. Τα γραφιματα περιγράφουν τα αντίγραφα του 

εκάςτοτε γονιδίου ςε mg και ςε ng φυτικοφ ιςτοφ. Και από τισ δφο περιπτϊςεισ, 

λιφκθκε το ίδιο αποτζλεςμα. 

 

 

Εικόνα 11: Αντιπροςωπευτικι εικόνα του in vitro ςυςτιματοσ που χρθςιμοποιικθκε για τθ 

μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ςυνκετικισ ςτριγγολακτόνθσ GR24 ςτθν αποικιςμό ριηικϊν ιςτϊν 

από το μφκθτα Fs-K. Η ορμόνθ προςτζκθκε ςτο κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ. Τα φυτά Lotus 

japonicus που ζχουν χρθςιμοποιθκεί ιταν θλικίασ 10 θμερϊν ενϊ εμβολιαςμόσ με τον 

μφκθτα Fs-K πραγματοποιικθκε ςε απόςταςθ 1cm από το άκρο τθσ ρίηασ. 
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Γράφθμα 3:  Τα επίπεδα αποικιςμοφ των ριηϊν από το μφκθτα Fs-K ςε φυτά θλικίασ 10 

θμερϊν. Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 που χρθςιμοποιικθκαν ιταν: Α), Β) 10-6 Μ 

και Γ), Δ) 10-8 Μ. Η ποςοτικοποίθςθ του μφκθτα ςτουσ ριηικοφσ ιςτοφσ ζγινε με βάςθ τθν 

πρότυπθ καμπφλθ του γονιδίου ITS (Α ,Γ) και Tef1a (Β,Δ).  Να ςθμειωκεί ότι τα (i), (ii) 

αναφζρονται ςε κάκε περίπτωςθ ςτα αντίγραφα του εκάςτοτε γονιδίου ανά mg και ng 

φυτικοφ ιςτοφ, αντίςτοιχα. Ωσ μάρτυρασ ςε κάκε περίπτωςθ χρθςιμοποιικθκε το 

αποςτειρωμζνο νερό και θ ακετόνθ λόγω τθσ διάλυςθσ τθσ ορμόνθσ ςε αυτι. Τα δεδομζνα 

αναπαριςτάνουν το μζςο όρο 5 βιολογικϊν επαναλιψεων ± τυπικό ςφάλμα για κάκε 

επεξεργαςία. Κάκε βιολογικι επανάλθψθ αποτελείτο από 3 περίπου φυτά. Δεν 

παρατθρικθκαν ςτατιςτικϊσ ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθν επίδραςθ τθσ GR24 ςτον αποικιςμό 

των ριηϊν του ψυχανκοφσ από το μφκθτα  (εκτόσ από μία περίπτωςθ) ςφμφωνα με το 
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Student’s t-test (P<0,05). Ο αςτερίςκοσ (*) υποδεικνφει ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ  

ςφμφωνα με το Student’s t-test (* P≤0,05). 
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ΤΖΗΣΗΗ 

 

Η απομόνωςθ και ταυτοποίθςθ των ςθμάτων που παράγονται από τα φυτά για 

τθν προϊκθςθ τθσ ςυμβίωςθσ άνοιξε νζουσ δρόμουσ για τθ μελζτθ των μθχανιςμϊν 

που εμπλζκονται ςτθν αλλθλεπίδραςθ των φυτϊν με ενδοφυτικοφσ μφκθτεσ. Το 

ψυχανκζσ Lotus japonicus, το οποίο είχε χρθςιμοποιθκεί για τθν ταυτοποίθςθ των 

χθμικϊν ςθμάτων κατά τθν αλλθλεπίδραςθ του με τουσ δενδροειδείσ μυκορριηικοφσ 

μφκθτεσ, ιταν χριςιμο και ςτθν παροφςα μελζτθ για τθν αποςαφινιςθ των 

ςυμβάντων που μεςολαβοφνται από αυτό το ςθματοδοτικό μόριο ςτθ ςυμβίωςθ με 

το μφκθτα Fusarium solani ςτζλεχοσ Κ.  

Από καιρό είναι γνωςτό ότι οι ςτριγγολακτόνεσ οι οποίεσ απελευκερϊνονται 

από τισ ρίηεσ ςτθ ριηόςφαιρα είναι γνωςτζσ ωσ επαγωγείσ τθσ βλάςτθςθσ των 

ςπόρων για παραςιτικά φυτά όπωσ το Striga spp. και Orobanche spp. (Bouwmeester 

et al., 2007) και ςχετικά πρόςφατα, είχε αποκαλυφκεί ο ρόλοσ τουσ ωσ βαςικζσ 

ςθματοδοτικζσ ενϊςεισ ςτθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των φυτϊν και των 

δενδροειδϊν μυκορριηικϊν μυκιτων (Akiyama et al., 2005). Να ςθμειωκεί ότι λίγα 

δεδομζνα είναι διακζςιμα για τισ ςτριγγολακτόνεσ και άλλουσ μφκθτεσ εκτόσ από 

τουσ ΔΜΜ. Για αυτό το λόγο, διερευνικθκε θ πικανι επίδραςθ τθσ ορμόνθσ GR24 

ςτθ φυςιολογία και ςτο πρότυπο ανάπτυξθσ του ενδοφυτικοφ μφκθτα Fs-K. Τα 

αποτελζςματα που προζκυψαν υποδεικνφουν τθν πικανι εμπλοκι των 

ςτριγγολακτονϊν ςτθν ανάπτυξθ του μυκθλίου και ςτθν εκβλάςτθςθ των ςπόριων 

του μφκθτα ϊςτε να επιτευχκεί θ αλλθλεπίδραςθ του με το ριηικό ςφςτθμα του 

φυτοφ. 

Αναλυτικότερα, θ προςπάκεια να βρεκεί θ επίδραςθ των ςτριγγολακτονϊν ςτθν 

ανάπτυξθ του μυκθλίου του μφκθτα ζδειξε πωσ το πρότυπο ανάπτυξθσ του μφκθτα 

επθρεάηεται από τθ παρουςία τθσ ορμόνθσ GR24 ςτισ ςυγκεντρϊςεισ 10-7 και 10-8 

Μ. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι οι Xie et. al., το 2010, ζδειξαν ότι μεταξφ των 

δευτερογενϊν μεταβολιτϊν των φυτϊν που προάγουν τθν εκβλάςτθςθ, οι 

ςτριγγολακτόνεσ είναι περιςςότερο δραςτικζσ ςτο εφροσ ςυγκεντρϊςεων από 10-7 

Μ ζωσ 10-15 Μ επιβεβαιϊνοντασ τθν επίδραςθ των προαναφερκζντων 

ςυγκεντρϊςεων ςτθν ανάπτυξθ του μφκθτα. Σε αντίκεςθ ζρχεται το γεγονόσ ότι δεν 

παρατθρικθκε κάποια αξιοςθμείωτθ μεταβολι ςτθν ταχφτθτα ανάπτυξθσ του 
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μφκθτα Fs-K ςτισ ςυγκεντρϊςεισ που είχε παρατθρθκεί θ προαγωγι τθσ ανάπτυξθσ 

του μυκθλίου του, εντοφτοισ οι διαφορζσ ςτο πρότυπο αφξθςθσ ιταν μικρζσ. 

Τθν πικανι άμεςθ επίδραςθ των ςτριγγολακτονϊν ςτθν εκβλάςτθςθ των 

ςπορίων του μφκθτα Fs-K φανερϊνει το γεγονόσ ότι θ εκβλάςτθςθ των κονιδίων 

ιταν θ ίδια ςτισ περιπτϊςεισ εφαρμογισ ι μθ τθσ ορμόνθσ. Η διαφορά εντοπίηεται 

ςτο γεγονόσ ότι θ ορμόνθ επιβραδφνει με κάποιο τρόπο τθν εκβλάςτθςθ και τθν 

επιμικυνςθ των κονιδίων. Αυτι θ παρατιρθςθ είναι αντίκετθ με τθν περίπτωςθ 

των δενδροειδϊν μυκορριηικϊν μυκιτων, ςτουσ οποίουσ ζχει αποδειχκεί ότι οι 

ςτριγγολακτόνεσ είναι γνωςτζσ ωσ επαγωγείσ τθσ εκβλάςτθςθσ των ςπορίων τουσ.   

Ο προςδιοριςμόσ τθσ βιομάηασ του μφκθτα Fs-K ςε ςχζςθ με τθ βιομάηα του 

φυτοφ, μπορεί να κεωρθκεί ότι αντικατοπτρίηει τθν ικανότθτα αποικιςμοφ και 

εξάπλωςθσ του Fs-K. Αξιοςθμείωτο είναι ότι ο αποικιςμόσ του ριηικοφ ςυςτιματοσ 

των φυτϊν, ςτα οποία είχε εφαρμοςτεί κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ τθσ ορμόνθσ GR24, 

δεν μεταβάλλεται ςε ςχζςθ με τα φυτά ελζγχου. Μια πικανι εξιγθςθ είναι ότι θ 

προςκικθ τθσ ακετόνθσ ωσ διαλφτθ τθσ ορμόνθσ δθμιοφργθςε μια κατάςταςθ μθ 

ευνοϊκι για τθν είςοδο του μφκθτα ςτον φυτικό ιςτό. Κρίνεται ζτςι απαραίτθτθ θ 

επανάλθψθ του πειράματοσ με τθ χριςθ ενόσ άλλου διαλφτθ για τθν ορμόνθ GR24 

για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ςτον αποικιςμό του μφκθτα Fs-K. 

Σε κάκε περίπτωςθ, από τα παραπάνω αποτελζςματα του πειράματοσ φαίνεται 

ότι θ ςτριγγολακτόνθ GR24 μπορεί να επθρεάςει τθν ικανότθτα αποικιςμοφ των 

ριηϊν του ψυχανκοφσ φυτοφ Lotus japonicus από τον ενδοφυτικό μφκθτα Fs-K μζςω 

τθσ επίδραςθσ τθσ τόςο ςτθν ανάπτυξθ του μυκθλίου όςο και ςτθν εκβλάςτθςθ των 

κονιδίων του. Είναι ιδθ γνωςτό ότι θ ορμόνθ αυτι αποτελεί απαραίτθτο ςιμα ςτθ 

διζγερςθ τθσ ζναρξθσ του μφκθτα να αποικίηει το φυτό και ςτθ κακιζρωςθ τθσ 

ςυμβιωτικισ ςχζςθσ φυτοφ- ενδόφυτου.   

Ρεραιτζρω μελζτεσ ςχετικά με τισ αλλθλεπιδράςεισ ςτριγγολακτονϊν και 

μικροοργανιςμϊν ςτθ ριηόςφαιρα μπορεί να αποκαλφψουν τθ ςθμαςία των 

διάφορων ςυνδυαςμϊν των ςτριγγολακτονϊν για τθν επίτευξθ των 

αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των φυτϊν και των γειτονικϊν πακογόνων ι ωφζλιμων 

μικροοργανιςμϊν.  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ  

½ x MS  ( MURASHIGE & SKOOG MEDIUM) 

- Cat. Νο.: M0222.0050 

- Εταιρία: Duchefa Biochemie 

- Ρροετοιμαςία του διαλφματοσ ½ x MS  με άγαρ (0,4% w/v) 

- Αποςτείρωςθ διαλφματοσ για 26 λεπτά ςτουσ 121oC 
 

Ρίνακασ 1: Συςτατικά του κρεπτικοφ μζςου 1 2  x MS. 

 

φςταςθ του κρεπτικοφ υποςτρώματοσ M  

KI 0.015 g in 20 ml 

Ca(NO3)2.4H2O 2.88 g/l 

NaFeEDTA 0.24 g in 150 ml 

Vitamins (keep at -20oC) 

Glycine  0.09 g in 150 ml 

Thiamine HCl 0.003 g in 150 ml 

Pyridoxine HCl 0.003 g in 150 ml 

Nicotinic Acid 0.015 g in 150 ml 

Myo-inositol 1.5 g in 150 ml 

Macroelements 

MgSO4.7H2O  7.31 g/l 

KNO3 0.80 g/l 

KCl 0.65 g/l 

KH2PO4 0.048 g/l 

Microelements 

MnCl2.4H2O 0.24 g in 5ml  

ZnSO4.7H2O  0.118 g in 5ml 

H3BO3  0.0375 g in 5ml 

CuSO4.5H2O  0.033 g in 2.5ml 

(NH4)6Mo7O24.4H2O  0.0058 g in 5ml 
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Ρίνακασ 2: Σφςταςθ του κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ M που χρθςιμοποιικθκε για τθν 

εναπόκεςθ των φυτϊν και τον επακόλουκο εμβολιαςμό με τον μφκθτα Fs-K. 

 

Θρεπτικό υπόςτρωμα water agar  

- Ρροετοιμαςία του διαλφματοσ water agar (1,5% w/v) 

- Αποςτείρωςθ διαλφματοσ για 26 λεπτά ςτουσ 121οC 
 

Ρίνακασ 3: Στοιχεία του κρεπτικοφ μζςου water agar. 

 

Φίλτρα από υπζρ-λεπτζσ 

 ίνεσ γυαλιοφ 

Διθκθτικό χαρτί  

Κυτταρίνθσ 

- Cat. No.: MN GF-6 - Cat. No.: 1001 090 

- Εταιρία: Macherey- Nagel - Εταιρία: Whatman 

 

Ρίνακασ 4: Στοιχεία των φίλτρων από υπζρ-λεπτζσ ίνεσ γυαλιοφ και των διθκθτικϊν χαρτιϊν 

κυτταρίνθσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν in vitro δοκιμι. 

 

Αραιώςεισ GR24 και αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ ακετόνθσ 

10-6 Μ 10-8 Μ 

GR24  

culture 

 

Cαρχ= 10-3 M, Cτελ= 10-6 Μ 

Vτελ= 300 ml τότε Vαρχ= 300 μl 

 

GR24  

culture 

 

Cαρχ= 10-5 M, Cτελ= 10-8 Μ 

Vτελ= 300 ml τότε Vαρχ= 300 μl 

Acetone 
culture 

 
10 μl ακετόνθ ςε 990 μl 

ddH2O(st)  

Cαρχ= 10-3 M, Cτελ= 10-6 Μ 

Vτελ= 300 ml τότε Vαρχ= 300 μl 

 
 

Acetone  
culture 

 

10 μl ακετόνθ ςε 990 μl 

ddH2O(st)  

Cαρχ= 10-5 M, Cτελ= 10-8 Μ 

Vτελ= 300 ml τότε Vαρχ= 300 μl 

 

Ρίνακασ 5: Αραιϊςεισ τθσ ορμόνθσ GR24 και οι αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ ακετόνθσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των τρυβλίων. 
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Potato Dextrose Browth (PDB), 

Ρατάτεσ κακαριςμζνεσ 400 g ςε 1000 ml 

Σουκρόηθ 20 g ςε 1000 ml 

Για τρυβλία (PDA), προςκικθ άγαρ 17 g ςε 1000 ml 

Αποςτείρωςθ διαλφματοσ για 26 λεπτά ςτουσ 121oC 
 
 

Ρίνακασ 6: Σφςταςθ των κρεπτικϊν μζςων PDB και PDA που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

ανάπτυξθ του μφκθτα Fs-K. 

 

Θρεπτικό μζςο LB 

NaCl (BioChemica, Cat. No.: 6B011130) 10 g/l 

Bacteriological Peptone (Lab M, Cat. No.: MC024) 10 g/l 

Yeast Extract (Lab M, Cat. No.: MC001) 5 g/l 

Για τρυβλία, προςκικθ άγαρ (1,5% w/v) 

Αποςτείρωςθ διαλφματοσ για 26 λεπτά ςτουσ 121oC 

 

Ρίνακασ 7: Σφςταςθ του κρεπτικοφ μζςου LB που χρθςιμοποιικθκε για τθν ανάπτυξθ 

βακτθρίων. 
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