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Περίληψη 

Το µυκητιακό στέλεχος Fusarium solani (FsΚ) αναπτύσσεται ενδοφυτικά στις ρίζες της 

τοµάτας και καταστέλλει τη µόλυνση από τον Fusarium oxysporum f.sp.radicis lycopersici 

(FORL), έναν παθογόνο µύκητα. Αυτά τα δύο στελέχη µυκήτων παρουσιάζουν µία ωφέλιµη και 

µία βλαβερή αλληλεπίδραση µε το φυτο-ξενιστή, έχοντας ένα κοινό χαρακτηριστικό στη 

διαδικασία αποικισµού στις ρίζες του φυτού, την εισβολή µέσα στους ιστούς της ρίζας. 

∆ιετελέσαµε πείραµα για να ερευνήσουµε  την επίδραση που έχει η αποίκιση της  ρίζας από τα 

δύο µυκητιακά στελέχη στη δοµή των µικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους. Φυτά τοµάτας 

εµβολιάστηκαν µε FsΚ και/ή FORL και 8, 15 και 30 µέρες µετά τον εµβολιασµό, συλλέχθηκε η 

ριζόσφαιρα και αναλύθηκε µέσω της τεχνικής του DGGE και σε συνδυασµό µε κλωνοποίηση. 

Παρατηρήθηκαν σαφείς επιδράσεις στην κοινότητα των Pseudomonas και των α-

πρωτεοβακτηρίων στη ριζόσφαιρα, αν και µερικές ζώνες και στις δύο βακτηριακές συντεχνίες 

επηρεάστηκαν  σαφώς και κατά τη διάρκεια και µετά από την είσοδο του FsK στη ρίζα. 

Κλωνοποιώντας τις επιλεγµένες ζώνες απο το DGGE που συνδέθηκαν  µε τις συγκεκριµένες 

µεταχειρίσεις, έδειξε ότι ορισµένοι µύκητες και λίγα βακτήρια επηρεάστηκαν από τον FsK ή/και 

την παρουσία του FORL. Οι κλώνοι που συσχετίστηκαν µε τον FsK συνδέθηκαν  µε τα είδη που 

περιλαµβάνονται στο βιολογικό έλεγχο των παθογόνων προκαλώντας συτηµατική επίκτητη 

ανθεκτικότητα (induced systemic resistance ISR) . Θεωρούµε ότι η ενδοφυτική είσοδος του FsK 

αλλάζει τη φυσιολογία της ρίζας η οποία  προκαλεί µε τη σειρά της αλλαγές στη δοµή της 

κοινότητας της ριζόσφαιρας. Αυτές οι αλλαγές απεικονίζουν πιθανότατα τη διαφορετική 

αλληλεπίδραση που προκαλούν οι δύο µύκητες, ένας παθογόνος  και ένας µη παθογόνος( 

ενδόφυτο). 
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Εισαγωγή 

Μικροοργανισµοί της ριζόσφαιρας  - Όφελος προς τον άνθρωπο 

Οι µικροοργανισµοί του εδάφους παίζουν σηµαντικό ρόλο στην υγεία των φυτών (Ikeda et al., 

2006). Έχει βρεθεί ότι οι µικροοργανισµοί που αποικίζουν την ρίζα του φυτού, µπορούν να 

βοηθήσουν στην ανάπτυξη του φυτού µε διάφορους τρόπους, είτε συµµετέχοντας στην 

πρόσληψη διαφόρων θρεπτικών στοιχείων από το έδαφος, είτε ενισχύοντας την ανάπτυξη του 

ριζικού συστήµατος και κατά συνέπεια την ανάπτυξη όλου του φυτού, όπως επίσης είτε 

ελέγχοντας την ανάπτυξη άλλων παθογόνων µικροοργανισµών. Εκτός από την επίδραση που 

µπορούν να έχουν οι µικροοργανισµοί στο φυτό, το ίδιο το φυτό µέσω ουσιών που εκκρίνει, 

µπορεί να µεταβάλει τη σύσταση της µικροβιακής κοινότητας στην ριζόσφαιρα. Με αυτόν τον 

τρόπο, η απόδοση των καλλιεργειών σχετίζεται άµεσα µε την ορθή ανάπτυξη και επικοινωνία 

των µικροοργανισµών της βιόσφαιρας και της ρίζας του φυτού.  

Οι αλληλεπιδράσεις που πραγµατοποιούνται στη ριζόσφαιρα, δηλαδή στο µικρο-

οικοσύστηµα του εδάφους που γειτνιάζει και βρίσκεται σε άµεση επαφή µε την ρίζα του φυτού, 

µόλις τώρα αρχίζουν να γίνονται κατανοητές. Γενικά, τα φυτά αναπτύσσονται φυσιολογικά στο 

έδαφος, χωρίς την παρέµβαση του ανθρώπου. Όµως η συνεχής καλλιέργεια, η ρύπανση του 

εδάφους ή η επικράτηση φυτοπαθογόνων µικροοργανισµών, σε ορισµένες περιπτώσεις, έχει 

οδηγήσει σε σηµαντικά µειωµένη παραγωγή ή ολοκληρωτική καταστροφή των καλλιεργειών. 

Γι’ αυτόν τον λόγο η καλύτερη κατανόηση των αλληλεπιδράσεων και των διεργασιών που 

λαµβάνουν χώρα στην ριζόσφαιρα των φυτών µεταξύ φυτοπαθογόνων µικροοργανισµών – 
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ωφέλιµων µικροοργανισµών – φυτού είναι σηµαντική για την διασφάλιση αποδοτικότερων και 

οικονοµικότερων συστηµάτων καλλιέργειας.  

Μικροβιακή κοινότητα της ριζόσφαιρας 

Είδη µικροοργανισµών 

Μια µεγάλη ποικιλία µικροοργανισµών µπορεί να αποικίσει την ριζόσφαιρα. Είναι γενικά 

αποδεκτό ότι όλα τα είδη των µικροοργανισµών µπορούν να αναπτύξουν σηµαντικές λειτουργίες 

στο οικοσύστηµα. Περισσότερη γνώση υπάρχει γύρω από τις αλληλεπιδράσεις διαφόρων 

βακτηριακών πληθυσµών αλλά και µυκήτων, στην ριζόσφαιρα, ενώ ελάχιστα είναι γνωστά για 

τον ρόλο των αρχαίων. Τα βακτήρια και οι µύκητες, παρουσιάζουν διαφορετικές τροφικές 

συνήθειες, ενώ έχουν περιγραφεί τόσο ωφέλιµες όσο και παθογόνες αλληλεπιδράσεις (Barea et 

al., 2005). Οι ωφέλιµοι µικροοργανισµοί που προάγουν την ανάπτυξη του φυτού µπορούν να 

κατηγοριοποιηθούν σε α) αποδοµητές νεκρής οργανικής ύλης (saprotrophos), β) στα 

ριζοβακτήρια-ριζοµύκητες που προάγουν την ανάπτυξη του φυτού (plant growth promoting 

rhizobacteria-rhizofungi PGPR) και γ) τους µύκητες ή βακτήρια που ανταγωνίζονται τους 

παθογόνους µικροοργανισµούς της ρίζας, ενώ η σχέση των πληθυσµών αυτών µε το φυτό µπορεί 

είτε να είναι συµβιωτική (αµοιβαία ή όχι) ή µη-συµβιωτική.  

Μη-συµβιωτικά ωφέλιµα βακτήρια και µύκητες της ριζόσφαιρας 

Ο όρος ριζοβακτήρια/ριζοµύκητες χρησιµοποιείται για να περιγράψει την κατηγορία των 

βακτηρίων/µυκήτων τα οποία είναι ικανά να αποικίσουν το εδαφικό µικρο-οικοσύστηµα της 

ρίζας. Τα PGPR παρουσιάζουν τρία χαρακτηριστικά: α) θα πρέπει να µπορούν να αποικίσουν το 
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περιβάλλον της ρίζας, β) θα πρέπει να µπορούν να ανταγωνιστούν άλλους µικροοργανισµούς και 

να αποικίζουν την ρίζα για όσο χρονικό διάστηµα απαιτείται ώστε να οδηγήσουν σε ανάπτυξη 

του φυτού και γ) θα πρέπει να µπορούν να προάγουν την ανάπτυξη του φυτού (Barea et al., 

2005). Οι ωφέλιµοι για την ανάπτυξη του φυτού µικροοργανισµοί, παρουσιάζουν ενδιαφέρον 

για χρήση ως βιολογικά λιπάσµατα (Compant et al., 2009). Παρόλα αυτά, σε αρκετές 

περιπτώσεις η χρήση των PGPR δεν παρουσιάζει τα επιθυµητά αποτελέσµατα, όταν 

εφαρµόζεται στον αγρό. Αυτό µπορεί να είναι αποτέλεσµα ανεπαρκούς ικανότητας αποίκισης 

της ριζόσφαιρας, γι’ αυτόν τον λόγο είναι απαραίτητο όχι µόνο να βρεθούν οι µηχανισµοί µε 

τους οποίους επιτυγχάνεται η προώθηση της ανάπτυξης των φυτών αλλά επιπλέον να γίνει 

κατανοητός ο τρόπος µε τον οποίο ο εµβολιασµός µε PGPR θα οδηγήσει σε εγκατάσταση των 

επιθυµητών µικροοργανισµών στην ριζόσφαιρα του φυτού.  

Τα PGPR µπορούν να χωριστούν περαιτέρω σε δύο κατηγορίες: α) σε αυτά τα οποία 

συµµετέχουν στην ανακύκλωση των θρεπτικών στοιχείων και στην ενεργοποίηση των φυτών και 

β) σε αυτά τα οποία ελέγχουν την ανάπτυξη των παθογόνων µικροοργανισµών, παρόλα αυτά 

µπορεί κάποιος µικροοργανισµός να στηρίζει την ανάπτυξη του φυτού και µε τους δύο τρόπους 

(Barea et al., 2005; Naik et al., 2008). Οι µικροοργανισµοί της πρώτης κατηγορίας βοηθούν την 

ανάπτυξη του φυτού είτε διαλυτοποιώντας ενώσεις του φωσφόρου και µέταλλα, ώστε να 

µπορούν να προσληφθούν από την ρίζα, είτε παράγοντας φυτοορµόνες οι οποίες δρουν στο φυτό 

ευνοώντας την ανάπτυξή του.  
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Α) Μικροοργανισµοί που συµµετέχουν στην ανακύκλωση θρεπτικών στοιχείων και ενεργοποίηση 

των φυτών 

Είναι γνωστό, ότι µικροοργανισµοί παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ανακύκλωση των 

θρεπτικών του εδάφους. Μικροοργανισµοί όπως βακτήρια, µύκητες της ριζόσφαιρας αλλά και 

ελεύθεροι µύκητες, έχουν την ικανότητα να καθιστούν περισσότερο διαλυτά και προσβάσιµα 

στο φυτό διάφορα θρεπτικά στοιχεία. Για παράδειγµα διάφορα βακτήρια έχουν την ικανότητα να 

παράγουν σιδηροφόρες ουσίες οι οποίες βοηθούν στην αύξηση της διαθεσιµότητας του σιδήρου 

στην ριζόσφαιρα των φυτών (Whitelaw et al., 2000; Richardson et al., 2001). Αντίστοιχα, 

βακτήρια έχουν αποµονωθεί από καλλιεργούµενα και µη εδάφη που έχουν την ικανότητα να 

διαλυτοποιούν ανόργανες και οργανικές µορφές φωσφόρου καθιστώντας πιο εύκολη την 

πρόσληψη του από τα φυτά. Παρόλο που βακτήρια από τα γένη των Mesorhizobium, Rhizobium, 

Klebsiella, Acinetobacter, Enterobacter, Erwinia, Achrobacter, Miccrococcus, Aerobacter και 

Bacillus έχουν περιγραφεί σαν ικανά να διαλυτοποιούν ενώσεις φωσφόρου, στελέχη του γένους 

Pseudomonas θεωρούνται σαν αποτελεσµατικότεροι  για τον σκοπό αυτό (Villegas et al., 2001).  

Για την ανάπτυξη του φυτού, σηµαντικό ρόλο παίζουν φυτοορµόνες όπως είναι το 

ινδολυλοξικό οξύ (ΙΑΑ), το αιθυλένιο, οι κυτοκινίνες και οι γιβερελλίνες. Αυτές οι ορµόνες είτε 

συντίθενται από το ίδιο το φυτό, είτε από τους µικροοργανισµούς της ριζόσφαιρας. Επιπλέον, οι 

µικροοργανισµοί, µπορούν να αλλάξουν την αναλογία της συγκέντρωσης των ορµονών. Ένα 

παράδειγµα, για το ότι ορισµένες φορές η αναλογία των ορµονών είναι πιο σηµαντική για το 

τελικό αποτέλεσµα, αποτελεί το αιθυλένιο. Σε χαµηλά επίπεδα, το αιθυλένιο, προάγει την 

ανάπτυξη αρκετών φυτών, ενώ η ίδια ορµόνη θεωρείται σαν ορµόνη που σχετίζεται µε την 

γήρανση του φυτού (Pieric et al., 2006). Βακτήρια µπορούν να ενεργοποιήσουν την µείωση των 



[10] 

 

επιπέδων αιθυλενίου οδηγώντας µε αυτόν τον τρόπο σε ανάπτυξη της ρίζας του φυτού και 

περιορισµό της γήρανσης του φυτού (Glick et al., 2005). 

Βακτήρια του γένους Azospirillum θεωρούνται επίσης ότι ανήκουν στην κατηγορία των 

PGPR (Zahir et al., 2004). Μια σηµαντική ιδιότητα των βακτηρίων αυτού του γένους είναι ότι 

παράγει φυτοορµόνες τύπου-αυξίνης οι οποίες επηρεάζουν την µορφολογία της ρίζας και µε 

αυτόν τον τρόπο βελτιώνεται η πρόσληψη θρεπτικών στοιχείων από το έδαφος. Αυτήν τους η 

ιδιότητα φαίνεται να είναι πιο σηµαντική από την ικανότητά τους να δεσµεύουν, µη συµβιωτικά, 

ατµοσφαιρικό N2 (Dobbelare et al., 1999). Στελέχη αυτού του γένους έχουν βρει εφαρµογή σε 

συνθήκες αγρού ενώ παρόλο που σε αρκετές µελέτες φαίνεται να υπάρχει όφελος από την 

εφαρµογή των µικροοργανισµών αυτών, υπάρχουν και µελέτες οι οποίες παρουσιάζουν 

αντικρουόµενα αποτελέσµατα.  

Β) Μικροοργανισµοί µε φυτοπροστατευτικές ιδιότητες 

Η χρήση µικροοργανισµών για τον περιορισµό ασθενειών στα φυτά είναι µια φιλική προς το 

περιβάλλον φυτοπροστατευτική µέθοδος που περιορίζει σε σηµαντικό βαθµό την επιβάρυνση 

του περιβάλλοντος από χηµικά συνθετικά γεωργικά φάρµακα. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν 

µικοοργανισµοί που αποτελούν φυσικούς εχθρούς (παράσιτα ή αρπακτικά) που φυτοπαθογόνου 

µικροοργανισµού. Ορισµένα µέλη των PGPR έχει αναφερθεί ότι µπορούν να ελέγχουν την 

ανάπτυξη άλλων παθογόνων µικροοργανισµών, στην ριζόσφαιρα του φυτού (Chin-A-Woeng et 

al., 2003; De Boer et al., 2003; Persello-Cartieaux et al., 2003). Ο τρόπος µε τον οποίο 

επιτυγχάνεται µπορεί να είναι είτε δρώντας ανταγωνιστικά ως προς τα θρεπτικά στοιχεία και τις 

θέσεις προσκόλλησης στην ριζόσφαιρα, είτε παράγοντας αντιβιοτικά, συνεχώς ή έπειτα από 
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επαγωγή, είτε µέσω έµµεσης επαγωγής - ενεργοποίησης των µηχανισµών άµυνας του ίδιου του 

φυτού (Εικόνα 1) (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Σε πολλές περιπτώσεις µικροοργανισµοί 

µπορεί να χρησιµοποιούν περισσότερους από ένα µηχανισµούς για τον έλεγχο των 

φυτοπαθογόνων.  

Παράδειγµα αποτελεί η εφαρµογή µη-παθογόνων στελεχών του γένους Streptomyces για τον 

έλεγχο ασθένειας σε καρπούς πατάτας (Solanum tuberosum L.) η οποία προκαλείται από το 

βακτηριακό στέλεχος Streptomyces scabies (Neeno-Eckwall et al., 1999). Σε αυτήν την 

περίπτωση, ο έλεγχος της ανάπτυξης του παθογόνου πραγµατοποιείται µέσω παραγωγής 

αντιβιοτικών ή ανταγωνισµού ως προς την πρόσληψη θρεπτικών στην ριζόσφαιρα. Αντίστοιχα, 

το στέλεχος Pseudomonas fluorescens ελέγχει την ανάπτυξη του παθογόνου Erwinia carotovora 

µέσω της παραγωγής του αντιβιοτικού 2,4-διακέτυλοφορογλυκινόλης (2,4-diacetylphoroglucinol 

DAPG) αλλά και δηµιουργώντας συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης σιδήρου (Cronin et al., 

1997). Επιπλέον, στελέχη Pseudomonas µπορούν να περιορίσουν την ασθένεια που προκαλείται 

σε πολλά δικοτυλύδoνα φυτά από το βακτήριο Agrobacerium tumefaciens (Khmel et al., 1998). 

Παρόλα αυτά, η κλασική και πιο αποδοτική µέθοδος για τον έλεγχο της συγκεκριµένης 

ασθένειας είναι ο εµβολιασµός µη παθογόνου στελέχους του Agrobacterium tumefaciens το 

οποίο ανταγωνίζεται τον αγρίου τύπου πληθυσµό και τελικά εγκαθίσταται στην ριζόσφαιρα 

(Whipps, 2001). Ένα άλλο παράδειγµα µεικτής δράσης για την αντιµετώπιση του παθογόνου 

µικροοργανισµού αποτελεί ο µύκητας Trichoderma. Τα στελέχη του µύκητα αυτού έχουν 

χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα για την καταπολέµηση φυτοπαθογόνων µυκήτων, σε 

µονοκοτυλήδονα και δικοτυλήδονα φυτά, δρώντας ανταγωνιστικά και ενεργοποιώντας 

παράλληλα την άµυνα του ίδιου του φυτού (Harman et al., 2004;. Shoresh et al, 2010). 
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Εικόνα 1. Μηχανισµοί ελέγχου της ανάπτυξης παθογόνων µικροοργανισµών από µη παθογόνους 

µικροοργανισµούς (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Μικροοργανισµοί µπορούν να ασκήσουν 

προστατευτική δράση είτε δρώντας ανταγωνιστικά ως προς τα θρεπτικά στοιχεία και τις θέσεις 

προσκόλλησης στην ριζόσφαιρα παρεµποδίζοντας την ανάπτυξη παθογόνων(a), είτε παράγοντας 

αντιβιοτικά (b), είτε µέσω της ενεργοποίησης των µηχανισµών άµυνας του ίδιου του φυτού (c) 

Αµοιβαία Συµβιωτικοί µικροοργανισµοί 

Η συµβιωτική αζωτοδέσµευση, είναι µια διαδικασία στην οποία συµµετέχουν βακτήρια  τα 

οποία εκφράζουν την νιτρογενάση, το ένζυµο για την µετατροπή του αζώτου σε αµµωνία στα 

συµβιωτικά φυµάτια της ρίζας διαφόρων φυτών κυρίως ψυχανθών. Η αζωτοδέσµευση αποτελεί 

βασική διεργασίια για τον εµπλουτισµό του εδάφους και των φυτών σε Ν. Τα βακτήρια τα οποία 

συµµετέχουν σε αυτήν τη διεργασία και σχηµατίζουν συµβιωτικές σχέσεις µε φυτά της 
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οικογένειας των ψυχανθών ανήκουν στα γένη Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium και Azorhizobium (Vance CP, 2001).  

Μια άλλη οµάδα µικροοργανισµών οι οποίοι δηµιουργούν συµβιωτικές σχέσεις µε φυτά, 

είναι οι µυκορριζικοί µύκητες, οι οποίοι σχηµατίζουν συµβιωτικές σχέσεις σε περισσότερα από 

80% των σήµερα γνωστών φυτών. Οι µυκορριζικοί µύκητες, αποικίζουν επιφανειακά τη ρίζα και 

αναπτύσσουν ένα εκτενές δίκτυο υφών το οποίο βοηθά την ρίζα των φυτών να αξιοποιήσει 

µεγαλύτερο όγκο εδάφους βελτιώνοντας έτσι την ικανότητα του να παραλαµβάνει θρεπτικά 

στοιχεία από το έδαφος (Barea et al., 2005; Smith and Read, 2008). Η ανάπτυξη της µυκόρριζας 

βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο γονιδίων τόσο του φυτού όσο και του µύκητα, οι οποίοι 

αλληλεπιδρούν συντονισµένα για να δηµιουργηθεί αποτελεσµατική συµβίωση µεταξύ τους. Οι 

µυκορριζικοί µύκητες λαµβάνουν C από το φυτό, ενώ αντίθετα οι µύκητες βοηθούν το φυτό 

στην πρόσληψη θρεπτικών στοιχείων (P, Zn, Cu) που παρουσιάζουν χαµηλή διαθεσιµότητα στο 

έδαφος υπό άλλες συνθήκες.  

Είδη αλληλεπιδράσεων στην ριζόσφαιρα 

Ανάµεσα στους διάφορους µικροβιακούς πληθυσµούς της ριζόσφαιρας, λαµβάνουν χώρα µια 

σειρά από αλληλεπιδράσεις, οι οποίες σε ένα υγιές φυτό, ευνοούν την ανάπτυξη. Τρεις είναι οι 

κύριες κατηγορίες αλληλεπιδράσεων µεταξύ των µικροοργανισµών της ριζόσφαιρας: 

1. Μεταξύ PGPR-Rhizobium, για αποδοτικότερη αζωτοδέσµευση 

2. Αλληλεπιδράσεις ανταγωνισµού για τον έλεγχο των παθογόνων 
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3. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ µικροοργανισµών της ριζόσφαιρας και δενδρόµορφων 

µυκορριζικών µυκήτων (∆ΜΜ) για να δηµιουργηθεί λειτουργική ριζόσφαιρα 

1. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ PGPR και Rhizobium οδηγώντας σε αποτελεσµατικότερη 

αζωτοδέσµευση 

Καθώς µοιράζονται το ίδιο µικροπεριβάλλον, συµβιωτικά αζωτοδεσµευτικά βακτήρια του 

γένους Rhizobium και PGPR θεωρητικά θα πρέπει να αλληλεπιδρούν. Έχει αποδειχθεί ότι 

επιλεγµένα PGPR µπορούν να βοηθήσουν στην δηµιουργία φυµατίων και την αζωτοδέσµευση 

σε ψυχανθή φυτά ενώ µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν και σε επίπεδο αγρού ενισχύουν αυτήν 

την άποψη (Lucas-Garcia et al., 2007). Ο µηχανισµός µε τον οποίο τα PGPR ευνοούν την 

δηµιουργία φυµατίων, φαίνεται να είναι η παραγωγή φυτοορµονών. Για παράδειγµα, ορισµένα 

στελέχη του γένους Pseudomonas, βρέθηκε ότι αυξάνουν τον αριθµό των φυµατίων και την 

συνολική µάζα του φυτού, έπειτα από εµβολιασµό µαζί µε αζωτοδεσµευτικά βακτήρια, όπως 

παρατηρήθηκε σε in vitro πειράµατα, ενώ ενδιαφέρον θα παρουσίαζε αν ο σύγχρονος 

εµβολιασµός µε στελέχη των γενών Pseudomonas και Rhizobium για την βελτίωση της 

αζωτοδέσµευσης, θα µπορούσε να βρει ευρεία εφαρµογή (Rosas et al., 2006).  

Μια άλλη περίπτωση στην οποία παρατηρήθηκε αλληλεπίδραση µεταξύ PGPR-Rhizobium, 

είναι σε εδάφη ρυπασµένα µε Cd, όπου τα PGPR οδήγησαν σε αύξηση του αριθµού των 

φυµατίων σε φυτά τριφυλλιού (Vivas et al., 2005). Η κύρια εξήγηση, γι’ αυτό το αποτέλεσµα, 

φαίνεται να είναι ότι τα PGPR συσσώρευσαν το Cd, οδηγώντας σε µείωση της συγκέντρωσης 

του µετάλλου και κατά συνέπεια και της πρόσληψης από το φυτό και τα Rhizobia, µειώνοντας 

µε αυτόν τον τρόπο την τοξικότητα και επιτρέποντας την δηµιουργία φυµατίων. Επιπλέον, 
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παρατηρήθηκε και αυξηµένη παραγωγή αυξίνης γύρω από τα εµβολιασµένα µε PGPR τµήµατα 

της ρίζας η οποία θα µπορούσε επίσης να συµµετέχει στην δηµιουργία των φυµατίων.   

2. Αλληλεπιδράσεις ανταγωνισµού για τον έλεγχο των παθογόνων 

Έχουν χρησιµοποιηθεί βακτήρια σε σπόρους και ρίζες για τον έλεγχο βακτηριακών 

µολύνσεων. ∆ιάφορα προϊόντα µεταβολισµού που παράγονται in vitro από ορισµένα 

βακτηριακά στελέχη, παρουσιάζουν αντιµυκητιακή δράση, ενώ για ορισµένα από αυτά έχει 

δειχθεί ότι παράγονται και in vivo (Whipps JM, 2001). Επιπλέον, ορισµένα βακτήρια παράγουν 

µεγάλες ποσότητες σιδηροφόρων µορίων στην ριζόσφαιρα και αναστέλλουν την ανάπτυξη 

παθογόνων µυκήτων. Έπειτα από την σύνδεση µε ένα άτοµο Fe3+, το σύµπλεγµα σηδηροφόρο-

Fe3+ συνδέεται στον αντίστοιχο υποδοχέα στην κυτταρική µεµβράνη του βακτηρίου 

µεταφέροντας το άτοµο του σιδήρου στο κυτταρόπλασµα σαν Fe2+, µειώνοντας µε αυτόν τον 

τρόπο τη συγκέντρωση του διαλυτού σιδήρου στην ριζόσφαιρα (Lugtenberg and Kamilova, 

2009).Σφάλµα! ∆εν έχει οριστεί σελιδοδείκτης.  

Παλαιότερα, είχε γίνει η υπόθεση ότι θα πρέπει να υπάρχει ανταγωνισµός για τα θρεπτικά 

συστατικά της ρίζας καθώς και για τις θέσεις προσκόλλησης στις αντίστοιχες επιφάνειες της 

ριζόσφαιρας και ότι µε αυτόν τον τρόπο θα επιλέγονταν οι µικροοργανισµοί µε την µεγαλύτερη 

ανταγωνιστικότητα, χωρίς όµως να έχει πλήρως αποδειχθεί κάτι τέτοιο. Εκτός από τον 

ανταγωνισµό µεταξύ των πληθυσµών, έχει παρατηρηθεί ότι κυτταρολυτικά ένζυµα προερχόµενα 

από βακτηριακούς πληθυσµούς της ριζόσφαιρας µπορεί να αποδοµήσουν το κυτταρικό τοίχωµα 

µυκήτων προστατεύοντας µε αυτόν τον τρόπο το φυτό (Whipps JM, 2001). Αυτός ο µηχανισµός 
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µπορεί να χρησιµοποιηθεί παράλληλα µε την έκκριση αντιβιοτικών έναντι των κυττάρων του 

µύκητα.  

Ένα άλλο παράδειγµα καταπολέµησης φυτοπαθογόνου µύκητα από βακτήρια αποτελεί ο 

µύκητας Fusarium oxysporum και η καταπολέµηση του από το βακτηριακό στέλεχος 

Pseudomonas fluorescens WCS365. Το φουζαρικό οξύ (fusaric acid) που ελευθερώνεται από τον 

µύκητα Fusarium oxysporum δρα σαν χηµειοτακτικός παράγοντας για τo βακτηριακό στέλεχος 

Pseudomonas fluorescens WCS365 (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Κατά τον έλεγχο της 

ασθένειας που προκαλείται από το Fusarium oxysporum, τo στέλεχος  P. fluorescens WCS365 

προσβάλει την υφή του µύκητα σχηµατίζοντας µικροαποικίες µέσα στην υφή. Αυτός ο 

αποικισµός φαίνεται να καθιστά τον µύκητα λιγότερο ικανό να προσβάλει το φυτό. Όταν 

επωάσθηκαν σπόρια του µύκητα  Fusarium oxysporum µε εκκρίσεις της ρίζας του φυτού της 

τοµάτας, παρουσία του βακτηριακού στελέχους Pseudomonas fluorescens WCS365 ανεστάλλει 

η εκβλάστησή των σπορίων του µύκητα. Μετά την ανάπτυξη της υφής του  Fusarium 

oxysporum, σχηµατίστηκαν σπόρια τα οποία µπορούν να διασπείρουν τον µύκητα στο 

περιβάλλον. Η παρουσία του P. fluorescens WCS365, οδηγεί σε µείωση της δηµιουργίας των 

σπορίων εµποδίζοντας µε αυτόν τον τρόπο την διασπορά του  Fusarium oxysporum. 

Συµπερασµατικά, το βακτηριακό στέλεχος Pseudomonas fluorescens WCS365 αναστέλλει την 

δράση, την επιβίωση και διασπορά του  Fusarium oxysporum µε το να αποικίζει στις υφές του 

µύκητα και να αναστέλλει τη δηµιουργία νέων σπορίων.  

Για τον έλεγχο της ανάπτυξης των µικροοργανισµών, µπορούν να ενεργοποιηθούν και οι 

µηχανισµοί άµυνας του φυτού. Αλληλεπίδραση µεταξύ ορισµένων βακτηρίων και της ρίζας του 
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φυτού, µπορεί να οδηγήσει σε ανθεκτικότητα του φυτού έναντι παθογόνων βακτηρίων, µυκήτων 

και ιών (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Αυτό το φαινόµενο ονοµάζεται επαγώµενη 

διασυστηµική ανθεκτικότητα (induced systemic resistance ISR).  

3. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ ∆ΜΜ και πληθυσµών της ριζόσφαιρας 

Η ανάπτυξη δενδρόµορφων µυκορριζικών µυκήτων (∆ΜΜ) στην επιφάνεια της ρίζας του 

φυτού είναι γνωστό ότι προκαλεί σηµαντικές µεταβολές στη φυσιολογία του φυτού και στην 

µικροβιακή σύσταση της ριζόσφαιρας τόσο ποιοτικά όσο και ποσοτικά. Έχει δειχθεί ότι η 

ανάπτυξη δενδρόµορφων µυκορριζικών µυκήτων αυξάνει τον σχηµατισµό φυµατίων ενώ 

βελτιώνει την ικανότητα δέσµευσης αζώτου από τα συµβιωτικά αζωτοδεσµευτικά βακτήρια. Ο 

τρόπος µε τον οποίο επιτυγχάνεται αυτή η µεταβολή κατά κανόνα είναι µέσω της γενικότερης 

ενεργοποίησης της ανάπτυξης του φυτού.  

Η κύρια µεταβολή που προκαλεί στο φυτό η συµβίωση µε ∆ΜΜ είναι η βελτιωµένη 

ικανότητα πρόσληψης φωσφορικών από το φυτό. Επειδή τα φωσφορικά που ελευθερώνονται 

από την δράση των φώσφορο-διαλυτικών βακτηρίων (PSB) µπορεί να µην φτάσουν στη ρίζα του 

φυτού λόγω της περιορισµένης διάχυσης τους, προτάθηκε ότι ο διαλυτοποιηµένος P  

προσλαµβάνεται από τις µυκορριζικές υφές  και µεταφέρεται στη ρίζα του φυτού. Με αυτόν τον 

τρόπο ∆ΜΜ και PSB βακτήρια συνεργάζονται για την παροχή P στο φυτό (Barea et al., 2005).  

Εκτός των βακτηρίων επιλεγµένοι µύκητες έχει βρεθεί ότι µπορούν να ασκήσουν 

προστατευτική δράση στο φυτό, εµποδίζοντας την ανάπτυξη φυτοπαθογόνων. Έτσι µύκητες του 

γένους Trichoderma έχει βρεθεί ότι µπορούν να περιορίσουν την προσβολή φυτών από σοβαρά 

εδαφογενή φυτοπαθογόνα του γένους Pythium, Fusarium και Rhizoctonia (Whipps JM, 2001). Ο 
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ανταγωνισµός για την πρόσληψη θρεπτικών όπως άνθρακα, αζώτου και σιδήρου είναι ένας 

µηχανισµός µε το οποίο τα µη παθογόνα στελέχη του γένους Fusarium και Trichoderma 

προστατεύουν τα φυτά από εδαφογενή φυτοπαθογόνα του γένους Fusarium. Επίσης, όπως 

περιγράφηκε και για τους βακτηριακούς πληθυσµούς, ένας µεγάλος αριθµός µυκήτων, οι οποίοι 

περιγράφηκαν ότι ασκούν ανασταλτική επίδραση σε παθογόνους µύκητες είτε παράγοντας 

αντιβιοτικά είτε ανταγωνίζοντας τους παθογόνους για θρεπτικά στοιχεία και θέσεις στην 

ριζόσφαιρα, µπορούν να ασκήσουν ανασταλτική δράση ενεργοποιώντας τους µηχανισµούς 

άµυνας του ίδιου του φυτού. Ακόµη υπάρχουν µύκητες οι οποίοι µπορούν να παρασιτήσουν σε 

σπόρια, υφές ή άλλες δοµές µυκήτων και αυτή τους η ιδιότητα οδηγεί σε περιορισµό της 

ανάπτυξης φυτοπαθογόνων µυκήτων. 

Επίδραση των ριζικών εκκρίσεων στην µικροβιακή κοινότητα της ριζόσφαιρας 

Οι οργανικές ενώσεις που ελευθερώνονται από τη ρίζα του φυτού περιλαµβάνουν αµινοξέα, 

λιπαρά οξέα, νουκλεοτίδια, άλλα οργανικά οξέα, φαινόλες, σάκχαρα, βιταµίνες, αυξητικούς 

παράγοντες (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Οι ριζικές εκκρίσεις µεταβάλλονται από 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η θερµοκρασία, το φως, η συγκέντρωση του CO2 στην 

ατµόσφαιρα, από βιολογικές παραµέτρους όπως το είδος του φυτού ή το στάδιο ανάπτυξής του, 

αλλά και αλληλεπιδράσεις µε µικροοργανισµούς της ριζόσφαιρας (Baudoin et al., 2003). 

Το είδος των εκκρίσεων του φυτού µπορεί να επηρεάζει την σύσταση της µικροβιακής 

κοινότητας της ριζόσφαιρας. Τα περισσότερα δεδοµένα αναφορικά µε την σύσταση των 

εκκρίσεων της ρίζας έχουν µελετηθεί σε φυτά τοµάτας. Σε αυτήν την περίπτωση οι κύριες 

µορφές άνθρακα που ελευθερώνονται στην ριζόσφαιρα των φυτών είναι οργανικά οξέα και 



[19] 

 

ακολουθούν σάκχαρα και αµινοξέα (Kamilova et al, 2006a; Kamilova et al, 2006b, Simmons et 

al., 1997). Οι εκκρίσεις της ρίζας µπορούν να επηρεάσουν την συµπεριφορά παθογόνων ή µη 

µυκήτων. Οι εκκρίσεις της ρίζας του φυτού της τοµάτας, καθώς και δύο από τα βασικά 

συστατικά τους, κιτρικό και γλυκόζη, προωθούν την βλάστηση των σπορίων του παθογόνου 

µύκητα Fusarium oxysporum f.sp.radicis-lycopersici (FORL) (Kamilova et al., 2008). 

Μέθοδοι προσδιορισµού της σύστασης της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

Οι µέθοδοι αξιολόγησης της ποικιλότητας των µικροοργανισµών στο έδαφος µε την 

καλλιέργεια τους σε θρεπτικά µέσα δεν παρέχουν επαρκή εικόνα της ποικιλότητας. Πλέον είναι 

γνωστό ότι µόνο 1-5% του συνόλου των µικροοργανισµών που υπάρχουν στο έδαφος µπορούν 

να καλλιεργηθούν στα ως σήµερα γνωστά θρεπτικά µέσα. Αντίθετα, η χρήση µοριακών (PCR, 

βιβλιοθήκες κλώνων, αλληλούχιση) ή βιοχηµικών τεχνικών που δεν εξαρτώνται από την 

καλλιέργεια σε θρεπτικά µέσα παρέχει µια πιο ρεαλιστική απεικόνιση της ποικιλότητας των 

µικροοργρανισµών στο έδαφος και γενικότερα σε περιβαλλοντικά υποστρώµατα.  

Στις µοριακές τεχνικές, συνήθως πραγµατοποιείται ενίσχυση PCR συντηρηµένων γονιδίων 

που παρέχουν φυλογεννετικές πληροφορίες. Ο πιο κοινός γενετικός τόπος για τα βακτήρια είναι 

το γονίδιο του 16S rRNA. Μετά από την ενίσχυση της επιθυµητής αλληλουχίας, το προϊόν της 

PCR µπορεί, είτε να κλωνοποιηθεί και στην συνέχεια να ακολουθήσει πέψη µε περιοριστικά 

ένζυµα ή αλληλούχιση, είτε να χρησιµοποιηθεί απευθείας για την µελέτη της κοινότητας των 

βακτηρίων µε κατάλληλες µεθόδους µοριακής αποτύπωσης. 

Στην περίπτωση της κλωνοποίησης δηµιουργούνται βιβλιοθήκες κλώνων για τον κάθε 

βακτηριακό πληθυσµό, καθιστώντας έτσι ικανή την µελέτη του κάθε πληθυσµού χωριστά. 
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Αλληλούχιση του κλωνοποιηµένου τµήµατος του γονιδίου που ενισχύθηκε, επιτρέπει την 

ταυτοποίηση πληθυσµών οι οποίοι είτε είναι άγνωστοι, είτε δεν καλλιεργούνται. Μειονεκτήµατα 

της µεθόδου είναι ότι απαιτείται αρκετός χρόνος καθώς πρέπει να αποµονωθεί ένας 

ικανοποιητικός αριθµός κλώνων. Το κόστος είναι αυξηµένο αν χρησιµοποιηθεί συσκευή 

αλληλούχισης ενώ ισχύουν οι περιορισµοί της PCR στην επιλογή των εκκινητών και των 

συνθηκών της αντίδρασης. 

Εκτός από την κλωνοποίηση, το προϊόν της PCR µπορεί να χρησιµοποιηθεί απευθείας για την 

µελέτη της βακτηριακής κοινότητας. Ο διαχωρισµός των διαφόρων αλληλουχιών µπορεί να γίνει 

είτε µε βάση το µέγεθος των τµηµάτων που προκύπτουν (ARDRA, ΤRFLP, RISA), είτε µε βάση 

την αλληλουχία των τµηµάτων αυτών (DGGE, TGGE, SSCP) (Εικόνα 2). Το αποτέλεσµα είναι 

ένα µοριακό αποτύπωµα, το οποίο αποτελεί το σύνολο των µικροοργανισµών που συµµετέχουν 

στην µικροβιακή κοινότητα του δείγµατος. Η ανάλυση των αποτελεσµάτων µπορεί να γίνει 

πολύπλοκη καθώς µία ζώνη µπορεί να προέρχεται από διαφορετικούς πληθυσµούς ή από το 

γεγονός ότι ο κάθε πληθυσµός µπορεί να δηµιουργεί περισσότερες από µια ζώνες, όπως φάνηκε 

σε µελέτες όπου βακτήρια του ίδιου είδους παρουσίαζαν διαφορετικές αλληλουχίες rRNA και 

διαφορετική βακτήρια παρουσίαζαν παρόµοια µήκη τµηµάτων rDNA (Cole  et al., 1994; Nubel 

et al., 1996). Συνεπώς, αυτού του είδους οι προσεγγίσεις είναι κατάλληλες για την σύγκριση 

βακτηριακών κοινοτήτων και επάνω σε αυτές τις αρχές έχει αναπτυχθεί ένα πλήθος µεθόδων.  

Μία από τις µεθόδους στις οποίες ο διαχωρισµός γίνεται µε βάση το µήκος των τµηµάτων 

που προκύπτουν είναι η ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis). Αρχικά 

πραγµατοποιείται ενίσχυση µε PCR ενός τµήµατος του 16S rDNA, ακολουθεί πέψη µε ένζυµα 
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περιορισµού και ηλεκτροφόρηση των τµηµάτων περιορισµού σε πήκτωµα αγαρόζης ή 

ακρυλαµίδης. Γενικά είναι µια απλή µέθοδος η οποία χρησιµοποιείται για την µελέτη αλλαγών 

στην σύσταση της βακτηριακής κοινότητας περιβαλλοντικών δειγµάτων (Ciccilo et al., 2002). Ο 

κύριος περιορισµός είναι η επιλογή των ενζύµων περιορισµού η οποία είναι σηµαντική για τον 

ικανοποιητικό διαχωρισµό των πληθυσµών, ενώ το πλήθος των πληροφοριών που προκύπτουν 

δυσχεραίνει την ποσοτικοποίηση συγκεκριµένων προτύπων.  

Για να µειωθεί το πλήθος της πληροφορίας που λαµβάνεται από την ARDRA, µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν εκκινητικά µόρια συνδεδεµένα µε κάποιο φθοριόχρωµα, µε αποτέλεσµα να 

µελετώνται µόνο τα τελικά τµήµατα που προκύπτουν έπειτα από την πέψη µε τα ένζυµα 

περιορισµού, επιτρέποντας µε αυτόν τον τρόπο την ανάλυση πολυπληθών κοινοτήτων καθώς και 

παρέχοντας πληροφορίες για την ποικιλοµορφία καθώς κάθε θραύσµα αντιπροσωπεύει µία 

ταξινοµική µονάδα (Ikeda et al., 2006). Επιπλέον, η µέθοδος µπορεί να αυτοµατοποιηθεί 

χρησιµοποιώντας συσκευή αυτόµατης αλληλούχισης, επιτρέποντας την ανάλυση µεγάλου 

αριθµού δειγµάτων. Η επαναληψιµότητα της µεθόδου έχει επιβεβαιωθεί, ενώ επίσης έχει 

χρησιµοποιηθεί για την µελέτη της ριζόσφαιρας σε περιβαλλοντικά δείγµατα (Osborn et al., 

2000; Tonin et al., 2001). Μια σηµαντική διαφορά της µεθόδου σε σχέση µε τις µεθόδους 

DGGE/SSCP είναι ότι από το ίδιο προϊόν της PCR µπορούν να προκύψουν διαφορετικά 

πρότυπα ανάλογα µε τα ένζυµα περιορισµού που θα χρησιµοποιηθούν (Dunbar et al., 2000).  

Εκτός από το γονίδιο του 16S rRNA, η περιοχή ανάµεσα από τα γονίδια 16S και 23S έχει 

χρησιµοποιηθεί για την µελέτη της ποικιλότητας περιβαλλοντικών δειγµάτων. Η µέθοδος που 

χρησιµοποιείται ονοµάζεται RISA (ribosomal intergenic spacer analysis), στην οποία αρχικά 
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ενισχύεται µε PCR η περιοχή ανάµεσα στο 16S και 23S rDNA (intergenic spacer region, IGS) 

και στη συνέχεια ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης χρησιµοποιώντας 

αποδιατακτικές συνθήκες. Αυτή η περιοχή κωδικοποιεί γονίδια tRNA στους πρωκαριώτες και 

είναι χρήσιµη για την διαφοροποίηση συγγενικών ειδών λόγω της ετερογένειας του µήκους της 

αλληλουχίας αυτής (Fisher and Triplett, 1999). Οι πολυµορφισµοί µπορεί να µετρηθούν είτε σε 

πήκτωµα ακρυλαµίδης µε χρώση νιτρικού αργύρου, είτε µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

σηµασµένοι εκκινητές και η ανίχνευση να γίνει σε συσκευή αυτόµατης αλληλούχισης (ARISA, 

Automated-RISA). Και οι δύο παραλλαγές της µεθόδου χαρακτηρίζονται από υψηλή 

επαναληψιµότητα κατά την µελέτη βακτηριακών κοινοτήτων, ενώ η ARISA παρέχει επιπλέον 

αυξηµένη ευαισθησία ενώ µειώνει και τον απαιτούµενο χρόνο. Όπως συµβαίνει και σε άλλες 

µεθόδους (DGGE, SSCP), οι επιθυµητές ζώνες, µπορούν να αποµονωθούν από το πήκτωµα και 

να αλληλουχηθούν.  

Η µέθοδος DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) που αρχικά αναπτύχθηκε για την 

µελέτη σηµειακών µεταλλάξεων σε αλληλουχίες, χρησιµοποιήθηκε για την µελέτη για 

µικροβιακής ποικιλότητας (Myzer et al., 1993). Αποµονωµένο DNA ενισχύθηκε για µια περιοχή 

του γονιδίου του 16S rRNA. Το 5’ άκρο του πρόσθιου εκκινητή είναι συνδεδεµένο µε µια ουρά 

πλούσια από επαναλήψεις της αλληλουχίας GC, µήκους περίπου 40 νουκλεοτιδίων, έτσι ώστε 

ένα τµήµα του DNA να παραµένει δίκλωνο κατά την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 

µε διαβάθµιση συγκέντρωσης αποδιατακτικών παραγόντων (φορµαµίδη και ουρία), ενώ 

θεωρητικά η µέθοδος αυτή µπορεί να διαχωρίσει δύο µόρια DNA τα οποία διαφέρουν σε µία 

µόνο βάση. Μια παραλλαγή της µεθόδου αποτελεί το TGGE (temperature gradient gel 

electrophoresis) µε τη διαφορά ότι, σε αυτήν την περίπτωση χρησιµοποιείται θερµότητα για την 
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αποδιάταξη αντί για χηµικά αποδιατακτικά. Η µέθοδος DGGE έχει χρησιµοποιηθεί για την 

µελέτη της ποικιλοµορφίας τόσο σε βακτηριακούς όσο και σε πληθυσµούς µυκήτων της 

ριζόσφαιρας, ενώ περιορισµός της µεθόδου αποτελεί ο χρόνος που απαιτείται για τον χειρισµό 

των δειγµάτων ενώ παρατηρούνται, δυσκολίες στον σχεδιασµό των εκκινητικών µορίων λόγω 

του περιορισµού στο µήκος της αλληλουχίας που µπορεί να αναλυθεί. Επίσης, τµήµατα DNA µε 

διαφορετική αλληλουχία µπορεί και να έχουν ίδια κινητικότητα, ενώ η δηµιουργία ετεροδιµερών 

έχει αναφερθεί ότι µπορεί να αυξήσει των αριθµό των ζωνών. Γι’ αυτόν τον λόγο, η ανάλυση 

των αποτελεσµάτων µιας ανάλυσης DGGE χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή ενώ µια συγκεκριµένη 

ζώνη δεν αντιπροσωπεύει απαραίτητα ένα συγκεκριµένο είδος (Ikeda et al., 2006).  

Μια ακόµη µεθοδολογία, η οποία βασίζεται στον διαχωρισµό µε ηλεκτροφόρηση τµηµάτων 

DNA µε διαφορετική αλληλουχία είναι το SSCP (single strand conformation polymorphism). 

Όπως και µε το DGGE, η συγκεκριµένη µεθοδολογία αναπτύχθηκε για να αναγνωρίζει 

πολυµορφισµούς ή σηµειακές µεταλλάξεις σε µία αλληλουχία DNA (Orita et al., 1989). Τα 

διαφορετικά τµήµατα µονόκλωνου DNA ξεχωρίζουν µεταξύ τους µε βάση τη διαφορά στην 

κινητικότητά τους λόγω των δευτεροταγών δοµών που σχηµατίζουν (Lee et al., 1996). Η 

µέθοδος του SSCP παρουσιάζει τα ίδια πλεονεκτήµατα και περιορισµούς µε αυτήν του DGGE, 

ενώ δεν χρειάζεται GC ουρά στον πρόσθιο εκκινητή ή την δηµιουργία πηκτής µε βαθµίδωση 

συγκέντρωσης αποδιατακτικών παραγόντων. Με αυτόν τον τρόπο, οι απαιτήσεις σε εξοπλισµό 

και η διαδικασία σχεδιασµού των εκκινητικών µορίων είναι λιγότερο προβληµατική σε σχέση µε 

τα αντίστοιχα της µεθοδολογίας DGGE.   
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Εικόνα 2. Κύριες µοριακές τεχνικές για την µελέτη της βιοποικιλότητας του εδάφους 
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Σκοπός της µελέτης 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη των µεταβολών στις κοινότητες επιλεγµένων 

βακτηριακών οµάδων (Pseudomonas και a-proteobacteria) που κυριαρχούν στη ριζόσφαιρα, 

έπειτα από εµβολιασµό µε το φυτοπαθογόνο µύκητα Fusarium oxysporum f.sp. radicis 

rycopersici (FORL) ή/και τον µη παθογόνο και ενδοφυτικό µύκητα Fusarium solani (Fs-K). Η 

ερευνητική υπόθεση στην οποία στηρίζεται η παρούσα εργασία είναι ότι η τριµερής 

αλληλεπίδραση µεταξύ φυτοπαθογόνου – µη παθογόνου  - φυτού είναι πιθανόν  να οδηγεί σε 

σηµαντικές µεταβολές στην µικροβιακή κοινότητα της ριζόσφαιρας µε τελικό σκοπό την 

βελτίωση της άµυνας του φυτού κατά του φυτοπαθογόνου.  

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 

Ο µύκητας Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) προκαλεί σήψη της ρίζας 

στην τοµάτα, µια ασθένεια η οποία παρουσιάζει ιδιαίτερο οικονοµικό ενδιαφέρον καθώς οδηγεί 

σε σηµαντική µείωση της παραγωγής. H καταπολέµηση του εδαφογενούς παθογόνου µύκητα 

FORL είναι ιδιαίτερα δύσκολη. Κατά την δεύτερη ηµέρα µετά την µόλυνση αρχίζουν να 

παρατηρούνται υφές στη ρίζα του φυτού χωρίς όµως παθολογικά συµπτώµατα σήψης. Από την 

τρίτη ηµέρα και µετά αρχίζουν να εµφανίζονται συµπτώµατα της µόλυνσης. Οι θέσεις στις 

οποίες εγκαθίσταται ο µύκητας είναι οι θέσεις σύνδεσης µεταξύ επιδρερµικών κυττάρων όπου 

αναπτύσσεται ένα δίκτυο υφών οι οποίες αναπτύσσονται και καλύπτουν όλη την περιοχή του 

συνδέσµου (Lagopodi et al., 2002). Εκτενής αποικισµός της ρίζας από τον συγκεκριµένο µύκητα 

προκαλεί σηµαντική καταστροφή στην ρίζα, άµεσο µαρασµό των φύλων και θάνατο του φυτού.  
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Η ανάπτυξη του µύκητα FORL στην ριζόσφαιρα της τοµάτας φαίνεται να περιορίζεται από 

βακτήρια της ριζόσφαιρας όπως είναι τα βακτηριακά στελέχη Pseudomonas fluorescens 

WCS365 και Pseudomonas chlororaphis PCL1391 (Bolwerk et al., 2003). Το βακτήριο P. 

fluorescens WCS365 προστατεύει το φυτό από το FORL µέσω διαφόρων µηχανισµών όπως 

ενεργοποίηση της ISR του φυτού, άµεσου παρασιτισµού της υφής του µύκητα FORL και 

ανταγωνισµός για θέσεις ανάπτυξης και θρεπτικά,. Αντίθετα, το στέλεχος P. chlororaphils PCR 

1391 φαίνεται ότι καταπολεµά τον FORL µέσω ανταγωνισµού για θέσεις ανάπτυξης και 

θρεπτικά, µέσω παραγωγής βιοκτόνων µεταβολιτών (Pyocyanin) και πιθανόν µέσω άµεσου 

παρασιτισµού της υφής του µύκητα FORL.  

Εκτός των βακτηρίων και µη παθογόνα στελέχη µυκήτων έχουν την ικανότητα να 

περιορίζουν την ανάπτυξη και να καταπολεµούν άµεσα το FORL. Έτσι, το µη παθογόνο 

στέλεχος Fusarium oxysporum Fo47, έχει αποδειχθεί ότι µπορεί να αναστείλει την ανάπτυξη του  

FORL σε φυτά τοµάτας (Bolwerk et al., 2005). Ο τρόπος µε τον οποίο το µη παθογόνο στέλεχος 

παρεµποδίζει την ανάπτυξη της ασθένειας δεν φαίνεται να είναι µέσω άµεσου ανταγωνισµού µε 

το παθογόνο στέλεχος. Αντίθετα, φαίνεται ότι οι εκκρίσεις τις ρίζας ευνοούν την εκβλάστηση 

των σπορίων του µη παθογόνου µύκητα. Με αυτόν τον τρόπο, περισσότερες υφές του µύκητα 

Fo47 αναπτύσσονται και ανταγωνίζονται για την πρόσληψη θρεπτικών από τις εκκρίσεις της 

ρίζας, τους παθογόνους µύκητες FORL.  

Fusarium solani στέλεχος K 

Το στέλεχος Fusarium solani K (FsK) αποµονώθηκε από κοµπόστα στέµφυλων και στερεών 

αποβλήτων ελαιουργίας που είχε επισχετική δράση κατά του FORL. Το στέλεχος FsK έχει την 
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ικανότητα να  περιορίζει την ανάπτυξη του FORL και κατά συνέπεια την προσβολή φυτών 

τοµάτας από το συγκεκριµένο φυτοπαθογόνο (Kavroulakis et al., 2005). Ο µύκητας FsK που 

αποµονώθηκε παρουσίαζε επισχετική δράση κατά του φυτοπαθογόνου FORL (Kavroulakis et 

al., 2005).  

Ο µύκητας FsK είναι ικανός να διεισδύει στις ρίζες του φυτού και να αναπτύσσεται στο 

φλοιό της ρίζας 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό του όπως και να εισχωρεί στους ηθµαγγειώδεις 

δεσµίδες του φυτού διαβιώντας ενδοφυτικά (Εικόνα 3). Η ικανότητα του FsK να αποικίζει τις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες του φυτού ωστόσο, είναι κάτι που χαρακτηρίζει τους µύκητες που 

αποτελούν παθογόνα των ριζών και για το λόγο αυτό, η δυνατότητα ενός ωφέλιµου στελέχους 

να αναπτύσσεται ενδοφυτικά χωρίς να προκαλεί συµπτώµατα ασθένειας στο φυτό δηλώνει µια 

ασυνήθιστη αλληλεπίδραση µεταξύ µύκητα και φυτού.  

Ο µηχανισµός µε τον οποίο περιορίζεται η εξάπλωση του παθογόνου FORL, δεν έχει 

διευκρινιστεί πλήρως. Πιθανόν ο µύκητας FsK να αποτελεί ένα στέλεχος το οποίο ανταγωνίζεται 

τον παθογόνο FORL ως προς τα θρεπτικά και τις θέσεις ανάπτυξης. Εναλλακτικά έχει προταθεί 

ότι στον µηχανισµό δράσης του FsK έναντι του FORL, φαίνεται να συµµετέχει το αιθυλένιο, 

καθώς σε γενετικά τροποποιηµένα φυτά, τα οποία δεν ανταποκρίνονται στο αιθυλένιο, ο FsK 

δεν φαίνεται να ασκεί προστατευτική δράση ενάντια του FORL. 
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Εικόνα 3. Αποικισµός ριζικού ιστού τοµάτας από το µύκητα Fs-K 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό του. 

Σφάλµα! ∆εν έχει οριστεί σελιδοδείκτης. ∆ιακρίνεται ο σχηµατισµός κυκλικών σωµατίων  (Α) και ο 

αποικισµός της ηθµαγγειώδους δεσµίδας (Β). 

Pseudomonas,- a-Πρωτεοβακτήρια 

Με βάση τη φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας του ριβοσωµικού RNA, οι διάφοροι 

βακτηριακοί πληθυσµοί µπορούν να ταξινοµηθούν µεταξύ τους. Βακτήρια του γένους 

Pseudomonas καθώς και βακτήρια που ανήκουν στην κλάση των α-πρωτεοβακτηρίων 

(Acetovacter, Agrobacterium, Azospirillum, Rhodobacter, Rhizobium κ.α.) αποτελούν σηµαντικά 

µέλη της βακτηριακής κοινότητας στην ριζόσφαιρα των φυτών και αρκετά στελέχη των 

παραπάνω γενών ή οµάδων βακτηρίων έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρούν άµεσα ή έµµεσα µε το 

φυτό προοθώντας την ανάπτυξη του µε διάφορους τρόπους, όπως περιγράφηκε προηγουµένως 

(πρόσληψη θρεπτικών συστατικών, έλεγχος ανάπτυξης παθογόνων) (Stackebrandt et al., 1988). 

Με βάση τις οµοιότητες που παρατηρούνται στην κάθε ταξινοµική οµάδα, είναι δυνατόν να 

σχεδιασθούν εκκινητικά µόρια ειδικά για τις οµάδες αυτές. Στην παρούσα εργασία, διαφορετικά 

εκκινητικά µόρια, χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση και ανίχνευση πληθυσµών του γένους 

των Pseudomonas και της κλάσης των α-πρωτεοβακτηρίων.  
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Υλικά και µέθοδοι 

Μικροοργανισµοί και προετοιµασία εµβολίου 

Για την εκτέλεση των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκε ένα µη παθογόνο ενδοφυτικό στέλεχος, 

Fusarium solani (FsK), καθώς και ο γνωστός παθογόνος µύκητας της τοµάτας Fusarium 

oxysporum fsp. radicis-lycopersici (FoRL) Jarvis & Shoemaker (strain CBS 101587, Centraal 

Bureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands) (Kavroulakis et al., 2005).Σφάλµα! ∆εν έχει 

οριστεί σελιδοδείκτης. Τα στελέχη του παθογόνου και του  µη παθογόνου µύκητα αναπτύχθηκαν, σε 

θρεπτικό µέσο Potato Dextrose Broth (PDB), στους 25οC για 5 µέρες στο σκοτάδι. Τα κονίδια 

ανακτήθηκαν µετά από φυγοκέντρηση  στις 4000 rpm. Μετά από την αφαίρεση των µυκηλιακών  

θραυσµάτων ύστερα από διήθηση, ο αριθµός των κονιδίων µετρήθηκε χρησιµοποιώντας 

κυτταροµετρία ροής και επαναδιαλύθηκαν σε κατάλληλο όγκο 0.85% ΝαCl προκειµένου να 

επιτευχθεί η επιθυµητή συγκέντρωση εµβολίου.  

Πειραµατική διαδικασία 

Σχεδιάστηκε ένα πείραµα ικανό να καθορίσει τις επιδράσεις ενός παθογόνου και ενός µη 

παθογόνου µύκητα Fusarium στη δοµή της µικροβιακής κοινότητας στη ριζόσφαιρα της 

τοµάτας. Αρχικά συλλέχθηκε ποσότητα εδάφους από τη Βούλα Αθήνας το Σεπτέµβριο του 2007, 

το οποίο χρησιµοποιήθηκε για τα πειράµατα µας. Το έδαφος κοσκινίστηκε σε κόσκινο διατοµής 

2mm και οµογενοποιήθηκε. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε σε 48 πλαστικά φυτοδοχεία των 200 

cm3. Σε κάθε φυτοδοχείο φυτεύθηκαν 4 προβλαστηµένα σπόρια τοµάτας (ποικιλία ACE55). Οι 

σπόροι τοµάτας είχαν προηγούµενως αποστειρωθεί επιφανειακά µε πλύσιµο σε διάλυµα 2.5% 

NACl. Τα φυτά τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ανάπτυξης φυτών. Επτά µέρες µετά την εκβλάστηση 
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των φυτών, τα φυτοδοχεία διαχωρίστηκαν σε τέσσερεις οµάδες των 12. Οι δύο πρώτες οµάδες 

φυτοδοχείων εµβολιάστηκαν µε υδατικά διαλύµατα που περιείχαν σπόρια των µυκήτων FsK και 

FORL ενώ η τρίτη οµάδα εµβολιάστηκε ταυτόχρονα και µε τους δύο µύκητες (FsK+FORL). Η 

τελική πυκνότητα εµβολίου των µυκήτων στο έδαφος ήταν 106 
κονίδια µύκητα g-1 

εδάφους. Το 

τέταρτο σετ φυτοδοχείων έλαβε την ίδια ποσότητα νερού χωρίς κονίδια µυκήτων και 

χρησιµοποιήθηκαν ως µη εµβολιασµένοι µάρτυρες .Όλα τα φυτοδοχεία τοποθετήθηκαν σε 

θάλαµµο ανάπτυξης φυτών σε σταθερή θερµοκρασία 250C και φωτοπερίοδο 16 ώρες φως, 8 

ώρες σκοτάδι. Τα φυτά διατηρήθηκαν σε καλή θρεπτική κατάσταση µε εβδοµαδιαία προσθήκη 

θρεπτικού διαλύµατος Hoagland 10%. Σε τακτά χρονικά διαστήµατα τα φυτά ποτίζονταν µε 

νερό έτσι ώστε να διατηρήσουν την υγρασία τους στο 60% της υδατοχωρητικότητας.  

Σε διάστηµα 8, 15 και 30 ηµερών µετά τον εµβολιασµό των φυτών µε τους µύκητες, τέσσερις 

γλάστρες από κάθε µεταχείριση αποµακρύνθηκαν από το θάλαµµο ανάπτυξης, εκκριζώθηκαν 

προσεκτικά τα φυτά και ακολούθησε συλλογή της ριζόσφαιρας. Ως ριζοσφαρικό έδαφος 

ορίστηκε το έδαφος που παρέµεινε προσκολληµένο επάνω στις ρίζες των φυτών ύστερα από 

έντονο τίναγµα της ρίζας. Το έδαφος αυτό συλλέχθηκε σε αποστειρωµένα δοχεία Falcon (50 ml) 

µετά από πλύσιµο των ριζών µε διάλυµα NaCl 0.1%. Σ’ όλες τις περιπτώσεις τα δείγµατα από τα 

φυτά µάρτυρες συλλέχθηκαν πρώτα για να αποφευχθεί οποιαδήποτε υπόνοια µόλυνσης µε τα 

εµβολιασµένα δείγµατα. Το έδαφος που συλλέχθηκε στην συνέχεια φυγοκεντρήθηκε στις 13,000 

rpm για 10 λεπτά στους 40C. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε προσεκτικά και το υπόλοιπο 

δείγµα συντηρήθηκε στους -200C, µέχρι να ξεκινήσει η διαδικασία εξαγωγής του DNA. 



[31] 

 

Αποµόνωση DNA από υλικό εδάφους (Soil DNA extraction) 

Το DNA εκχυλίστηκε ξεχωριστά από 0,25g εδάφους σε καθένα από τα τρία αποθηκευµένα 

δείγµατα που αντιστοιχούν σε κάθε µεταχείριση χρησιµοποιώντας το Power Soil DNA Isolation 

kit σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας (Mo Bio Laboratories, USA). Σκοπός ήταν η 

απόκτηση τριών επαναλήψεων για κάθε µεταχείριση και χρόνο δειγµατοληψίας.  

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

Για την µελέτη της µικροβιακής κοινότητας, και πιο συγκεκριµένα για τη µελέτη της 

κοινότητας των Pseudomonas και των α-πρωτεοβακτηρίων, ενισχύθηκε µεταβλήτη περιοχή του 

16s rRNA γονιδίου µε την µέθοδο PCR εσωτερικής ένθεσης. Στην πρώτη PCR, το DNA του 

εδάφους ενισχύθηκε µε εξειδικευµένους εκκινητές για το γένος Pseudomonas (PsF311 - 

PsR1459 µέγεθος 1150 bp) και τα α-πρωτεοβακτήρια ( a-F203 - R1492, µέγεθος 1300 bp). Οι 

αλληλουχίες των εκκινητικών µορίων που χρησιµοποιήθηκαν παραπάνω παρουσιάζονται στους 

Πίνακες 1 και 2, ενώ τα αντιδραστήρια και οι όγκοι που χρησιµοποιήθηκαν στις παραπάνω 

αντιδράσεις PCR παρουσιάζονται στους Πίνακες 3 και 4.  

Πίνακας 1. Η αλληλουχία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του 16S rRNA 
γονιδίου των βακτηρίων του γένους Pseudomonas. 

Εκκινητής Αλληλουχία Τm 
PsR1459 5΄-AAT CAC TCC GTC GTA ACC GT-3́ 58 
PsF311 5΄-CTG GTC TGA GAC GAT GAT CAG T -3́ 62 

Πίνακας 2. Η αλληλουχία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του 16S rRNA 
γονιδίου των α-πρωτεοβακτηρίων 

Εκκινητής Αλληλουχία Τm 
a-F203  5́ -CCG CAT ACG CCC TAC GGG GGA AAG ATT TAT -3́ 73 
R1492 5΄-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T -3́ 59 
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Πίνακας 3. Συστατικά της PCR για την ενίσχυση του 16S rRNA γονιδίου των Pseudomonas 

Αντιδραστήρια Όγκος 
Buffer (10x optimized) 5 µl 
dNTPs (10mM) 1 µl 
Forward primer  PsF311 (20pmol/µl) 1 µl 
Reverse primer PsR1459 (20pmol/µl) 1 µl 
BSA (10µg/µl) 2 µl 
Πολυµεράση (1U/µl) 1 µl 
DNA 3 µl 
ddH2O 36 µl 
Συνολικός όγκος 50 µl 

Πίνακας 4. Συστατικά της PCR για την ενίσχυση του 16S rRNA γονιδίου των a-πρωτεοβακτηρίων 

Αντιδραστήρια Όγκος 
Buffer (10x optimized) 5 µl 
dNTPs (10mM) 1 µl 
Forward primer  a-F203 (20pmol/µl) 1 µl 
Reverse primer R1492 (20pmol/µl) 1 µl 
BSA (10µg/µl) 1 µl 
Πολυµεράση (1U/µl) 1 µl 
DNA 3 µl 
ddH2O 37 µl 
Συνολικός όγκος 50 µl 

Και οι δύο αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε το θερµοκυκλοποιητικό 

πρόγραµµα που παρουσιάζεται στον Πίνακας 5). 



[33] 

 

Πίνακας 5. Θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες για την πρώτη PCR όπου χρησιµοποιήθηκαν κάθε φορά 
εκκινητές εξειδικευµένοι για Pseudomonas και α-πρωτεοβακτήρια 

Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης  
Αρχική αποδιάταξη 94 ºC 5min  
Αποδιάταξη 
Υβριδοποίηση 
Επιµήκυνση 

94ºC 
* 

72 ºC 

30sec 
30sec 
1min 

 
30 κύκλους 

Τελική επιµήκυνση 72 ºC 10min  
*56οC για  α-πρωτεοβακτήρια, 58οC για Pseudomonas  

Σε όλες τις περιπτώσεις στην πρώτη PCR χρησιµοποιήθηκε bovine serum albumin (BSA) σε 

συγκέντρωση 400 ng µl-1 µε σκοπό να αποτραπεί η αναστολή της δράσης της πολυµεράσης 

εξαιτίας της παρουσίας των χουµικών οξέων που βρίσκονται στο περιβαλλοντικό DNA. Το 

προϊόν PCR (1µl) που λάβαµε από την πρώτη PCR χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα σε PCR 

εσωτερικής ένθεσης µε την χρήση των κοινών βακτηριακών εκκινητών 357f+GC και 534r 

(Πίνακας 6) οι οποίοι ενισχύουν ένα κοµµάτι µήκους 194bp που περιλαµβάνει τη µεταβλητή V3 

περιοχή του 16S rRNA γονιδίου. Μία αλυσίδα 40bp, εµπλουτισµένη  σε νουκλεοτίδια γουανίνης 

και κυτοσίνης (GC clamp), συνδέεται στο 5’ άκρο του πρόσθιου εκκινητή ώστε να 

παρεµποδιστεί η πλήρης αποδιάταξη του PCR προϊόντος κατά την ηλεκτροφόρηση σε 

βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσίων (Muyzer et al., 1993). Τα αντιδραστήρια και οι όγκοι που 

χρησιµοποιήθηκαν στην PCR εσωτερικής ένθεσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 7.  

Πίνακας 6. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR εσωτερικής ένθεσης 

Εκκινητής Αλληλουχία Τm 
Muyzer F (357f-GC) 5’ – CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA 

CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG – 3’ 
103.2oC 

Muyzer R (534r) 5’ – ATT ACC GCG GCT GCT GG – 3’ 54.4oC 
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Πίνακας 7. Συστατικά της PCR εσωτερικής ένθεσης για την ενίσχυση του 16S rRNA γονιδίου των 
Pseudomonas και των  a-πρωτεοβακτηρίων 

Αντιδραστήρια Όγκος 
Buffer (10x optimized) 5 µl 
dNTPs (0,2mM each) 1 µl 
Forward primer (0.4µM ή 20 pmol) 1 µl 
Reverse primer (0.4µM ή 20 pmol) 1 µl 
1 U DNA πολυµεράση (EXT-DyNAzyme Polymerase) 1 µl 
ddH2O 40 µl 
1ο PCR προϊόν 1 µl 

Οι θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες για την PCR εσωτερικής ένθεσης παρουσιάζονται στον  

Πίνακας 8 . 

Πίνακας 8. Θερµοκυκλικές συνθήκες για τη PCR εσωτερικής ένθεσης 

Συνθήκες nested PCR 
Αρχική αποδιάταξη 950C 5min  

Αποδιάταξη 
Υβριδοποίηση 
Επιµήκυνση 

95  0C 
550C 
720C 

30sec 
30sec 
45sec 

 
30 κύκλοι 

Τελική επιµήκυνση 720C 10min  
 

Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι µία µέθοδος που χρησιµοποιείται για το 

διαχωρισµό, την αναγνώριση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA. Στην εργασία αυτή 

πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση στα δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από το έδαφος για 

τον έλεγχο της απόδοσης της εκχύλισης και στα προϊόντα των PCR για τον έλεγχο της 

παρουσίας του επιθυµητού προϊόντος. 

Χρησιµοποιήθηκε πηκτή αγαρόζης 1% για την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της πρώτης 

PCR, φορτώθηκαν 10µl από κάθε δείγµα και 3µl loading buffer 6x. Η ηλεκτροφόρηση 
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πραγµατοποιήθηκε στα 100V. Για τη δεύτερη PCR αντίθετα πραγµατοποιήθηκε πηκτή αγαρόζης 

1,5% και φορτώθηκαν 5µl προϊόντος PCR. 

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών - DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

Η DGGE  ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε το INGENYphorU-2x2 σύστηµα (Ingeny 

International BV, Ολλανδία). Χρησιµοποιήθηκε πηκτή πολυακρυλαµίδης 8% σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 1x TAE. Σε κάθε ‘διαδροµή’ φορτώθηκαν 500 ng προϊόντος της δεύτερης PCR. Για την 

ηλεκτροφόρηση και ανάλυση της κοινότητας των Pseudomonas χρησιµοποιήθηκε βαθµίδωση 

αποδιατακτικών ουσιών από 45 έως 60% ενώ η αντίστοιχη βαθµίδωση για την κοινότητα των α-

πρωτεοβακτηρίων ήταν  45 έως 65% (Αποδιατακτικός παράγοντας 100% περιέχει 7Μ ουρία και 

40% φορµαµίδη). 

 

Εικόνα 4. INGENYphorU-2x2 σύστηµα 

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στα 75 V για 16 ώρες στους 60°C. Με την 

ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης ακολούθησε βαφή της πηκτής µε νιτρικό άργυρο όπως 
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περιγράφεται από τον McCaig και τους συνεργάτες (ΜcCaig et al., 2001). Η εικόνα της πηκτής 

µετά την βαφή φωτογραφήθηκε µε ψηφιακή κάµερα και ακολούθησε ανάλυση των εικόνων των 

πηκτωµάτων DGGE µε το λογισµικό CrossChecker. Τα µοριακά αποτυπώµατα µετατράπηκαν 

µέσω καταµέτρησης για την παρουσία και την απουσία ζωνών σε δεδοµένα δυαδικής µορφής 

(binary data) τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση µε µεθόδους 

πολυµεταβλητότητας όπως ανάλυση κατά συστάδες (cluster analysis) µε την µέθοδο Jaccard 

distance matrix χρησιµοποιώντας το αλγόριθµο group average. H ανάλυση των δεδοµένων µε 

µεθόδους πολυµεταβλητότητας πραγµατοποιήθηκε µε το στατιστικό πακέτο MultiVariate 

Statistical Package (MVSP) 3.13v (Kovach Computing Services, http://www.kovcomp.co.uk/ 

mvsp).  

Κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR και αλληλούχιση 

Τα προϊόντα και των τριών επαναλήψεων της πρώτης PCR αναµίχθηκαν ώστε να πάρουµε 

µια υψηλή ποσότητα DNA για την κλωνοποίηση. Τα προϊόντα της PCR  καθαρίστηκαν 

χρησιµοποιώντας το Nucleospin Extract II kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) σύµφωνα µε 

το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Το καθαρισµένο πλέον προϊόν PCR  κλωνοποιήθηκε  σε 

φορέα pGEM-T (Promega, Madison, USA) σύµφωνα µε συγκεκριµένο πρωτόκολο που έχει 

περιγραφεί από τον Sambrook και συνεργάτες (Sambrook et al., 1989). H αξιολόγηση των 

βιβλιοθηκών κλώνων που δηµιουργήθηκαν για τις διάφορες µεταχειρίσεις έγινε όπως έχει 

περιγραφεί από άλλους (Liang et al., 2008).  Εν συντοµία επιλέχθηκαν 50 κλώνοι από κάθε 

µεταχείριση και ελέχθηκαν µε colony-PCR χρησιµοποιώντας του εκκινητές εσωστερικής 

ένθεσης 357f+GC και 534r εάν περιέχουν το σωστό ένθεµα. Ακολούθως, το προϊόν PCR των 
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κλώνων που περιείχαν το σωστό ένθεµα αξιολογήθηκαν ως προς την κινητικότητα τους σε 

πηκτή DGGE σε αντιπαραβολή µε το µοριακό αποτύπωµα του περιβαλλοντικού δείγµατος από 

το οποίο προήλθαν (Εικόνα 5). Αντιπροσωπευτικοί κλώνοι που εµφάνισαν πανοµοιότυπη 

κινητικότητα σε σχέση µε ζώνες των περιβαλλοντικών δειγµάτων αλληλουχήθηκαν. Γενικότερα, 

για κάθε ζώνη αλληλουχήθηκαν τρεις κλώνοι ώστε να επιβεβαιώσουµε ότι οι κλώνοι που 

παρουσιάζουν την ίδια κινητικότητα στις πηκτές DGGE παρουσιάζουν και πανοµοιότυπες 

αλληλουχίες,   

 

Εικόνα 5. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65%, όπου παρουσιάζεται 

ενδεικτικά πως έγινε η αξιολόγηση των κλώνων µε βάση την κινητικότητα τους σε αντιπαραβολή µε τα 

περιβαλλοντικά δείγµατα από τα οποία προήλθαν (PD: περιβαλλοντικό δείγµα, Lad: Ladder) 
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Για την αλληλούχιση, εκχυλίστηκε και καθαρίστηκε πλασµιδιακό DNA από επιλεγµένους 

κλώνους χρησιµοποιώντας το NucleoSpin Plasmid kit (Macharey-Nagel GmbH, Germany). 

συµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ακολούθως τα πλασµίδια αποστάλησαν στην 

εταιρεία MACROGEN για ανάλυση της αλληλουχίας του ενθέµατος. Για την ταυτοποίηση των 

κλώνων που αλληλουχήθηκαν πραγµατοποιήθηκε  οµοπαράθεση της αλληλουχίας του 16s 

rRNA γονιδίου µε τις καταχωρηµένες αλληλουχίες της ηλεκτρονικής βάσης δεδοµένων BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool). (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), πρόγραµµα (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST). 
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Αποτελέσµατα 

Αποτελέσµατα εξαγωγής του DNA από τη ριζόσφαιρα της τοµάτας 

Η εξαγωγή του DNA από τα δείγµατα του εδάφους πραγµατοποιήθηκε από τον προπτυχιακό 

φοιτητή του τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας, Αναστάσιο Καρατασά. Τα αποτελέσµατα 

αυτής της διαδικασίας περιγράφονται στη διπλωµατική του εργασία.  

Αποτελέσµατα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) 

Pseudomonas  

Στην πρώτη αντίδραση PCR για τις Pseudomonas  χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές PsR1459 

και PsF311 οι οποίοι ενισχύουν ένα σηµαντικό µεγέθους τµήµα του 16s rRNA γονιδίου των 

Pseudomonas.(1200bp) (Εικόνα 5). Αντίστοιχα για τα α-πρωτεοβακτήρια χρησιµοποιήθηκαν οι 

εκκινητές a-F203 και R1492 (Εικόνα ). 

Ακολούθως το προϊόν PCR µε τους εξειδικευµένους εκκινητές χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα 

για PCR εσωτερικής ένθεσης µε τους εκκινητές Muyzer F (357f-GC) και Muyzer R (534r) οι 

οποίοι (προϊόν περίπου 200bp) και δίνουν προϊόν κατάλληλο για ανάλυση µε την µέθοδο DGGE 

(Εικόνα  και 9). 
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Εικόνα 5. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων που προέκυψαν 

από ενίσχυση του 16S rRNA γονιδίου των Pseudomonas της ριζόσφαιρας µε τους εκκινητές PsR1459 

και PsF311 . L: λ HindIII-DNA marker (1µl), Γραµµές 1-9 PCR προϊόν από δείγµατα εδάφους. Στις 

γραµµές φορτώθηκαν 10µl προϊόντος PCR.  

 

Εικόνα 7. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,5% των προϊόντων PCR 

εσωτερικής ένθεσης  από το 16S rRNA γονίδιο της κοινότητας των Pseudomonas στην ριζόσφαιρα. L: 

1000 bp DNA Ladder(1µl), Στις γραµµές 1- 36 φορτώθηκαν  5µl προϊόντος  PCR εσωτερικής ένθεσης 

.  
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Εικόνα 8. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων ύστερα από 

ενίσχυση του 16s rRNA γονιδίου των α-πρωτεοβακτηρίων της ριζόσφαιρας χρησιµοποιώντας τους 

εκκινητές a-F203 και R1492 . L: λ HindIII-DNA marker (1µl), Γραµµές 1-18 PCR προϊόν από 

δείγµατα εδάφους. Στις γραµµές φορτώθηκαν 10µl PCR προϊόντος 

850 bp 
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Εικόνα 9. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,5% προϊόντων PCR εσωτερικής 

ένθεσης  από το 16S rRNA γονίδιο της κοινότητας των α- πρωτεοβακτηρίων στην ριζόσφαιρα. L: 

1000 bp DNA Ladder(1µl), Στις γραµµές 1- 36 φορτώθηκαν 5µl PCR προϊόντος .  

Αποτελέσµατα Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

Σε όλες τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε περιορισµένη παραλακτικότητα στα µοριακά 

αποτυπώµατα των τριών επαναλήψεων από την ίδια µεταχείριση µε αποτέλεσµα να 

παρουσιάζονται στις εικόνες από τις πηκτές DGGE ένα δείγµα για κάθε µεταχείριση ώστε να 

καταστεί δυνατή η ηλεκτροφήρηση όλων των δειγµάτων για κάθε βακτηριακή κοινότητα στην 

ίδια πηκτή (Παράρτηµα: εικόνα 14, 15). Έτσι αποφεύχθηκε η σύγκριση µεταξύ διαφορετικών 

πηκτών που µπορεί να αυξάνουν την παραλλακτικότητα και να οδηγούν σε εσφαλµένα 

συµπεράσµατα.  
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Κοινότητα Pseudomonas 

Τα µοριακά αποτυπώµατα της κοινότητας των Pseudomonas στην ριζόσφαιρα των φυτών 

τοµάτας παρουσιάζονται στην Εικόνα 10. Τα µοριακά αποτύπωµατα που συλλέχθηκαν δείχνουν 

µια σχετικά πολυπληθή κοινότητα βακτηρίων του γένους Pseudomonas καθώς ο αριθµός των 

ζωνών στις διάφορες µεταχειρίσεις κυµάνθηκε µεταξύ 22 και 26. Ανάλυση κατά συστάδες των 

δεδοµένων δυαδικής µορφής που προέκυψαν έδειξαν ότι οι κοινότητα των Pseudomonas στις 

διάφορες µεταχειρίσεις και χρόνους δειγµατοληψίες δεν παρουσίασε σηµαντικές µεταβολές 

(οµοιότητα >80%). Η ανάλυση κατά συστάδες έδειξε την δηµιουργία δύο κυρίως συστάδων: µια 

µεγάλη συστάδα (Συστάδα IV) συµπεριλαµβανοµένων όλων των FORL-εµβολιασµένων 

δειγµάτων (FsK+FORL, FORL) και του µάρτυρα και των δειγµάτων FsK από τις ηµέρες 8 15 

και 30 (Εικόνα ).Τα µόνα δείγµατα που διαµόρφωσαν µια χωριστή συστάδα (Συστάδα V, Εικόνα 

) ήταν τα δείγµατα του µάρτυρα και τα FsK-εµβολιασµένα δείγµατα που συλλέχθηκαν την 

ηµέρα 8.  

Οπτική παρατήρηση των πηκτών DGGE έδειξε την παρουσία/απουσία ορισµένων ζωνών σε 

συγκεκριµένες µεταχειρίσεις . Κατά συνέπεια δηµιουργήθηκαν βιβλιοθήκες κλώνων για τον 

φυλογεννετικό προσδιορισµό αυτών των ριβότυπων του γένους Pseudomonas. Συνολικά, οι 

σηµαντικότερες ζώνες στο µοριακό αποτύπωµα DGGE περιλαµβάνονται στη βιβλιοθήκη 

κλώνων. Η πλειοψηφία των κλώνων/ζωνών παρουσιάζουν υψηλότερη οµολογία ακολουθίας  µε 

στελέχη του γένους Pseudomonas, όπως και αναµενόταν µε εξαίρεση µερικές ζώνες (9, 10, 14), 

οι οποίες παρουσίασαν υψηλότερη οµολογία µε βακτήρια του γένους Thermomonas και 

Xanthomonas (Πίνακας 9). Οι ζώνες 8a και 8b, που παρουσίασαν ίδια κινητικότητα στις πηκτές, 



[44] 

 

φαίνεται να είναι ιδιαίτερα έντονες και κυριάρχες µόνο στα αποτυπώµατα των δειγµάτων που 

εµβολιάστηκαν µε τον FsK και συλλέχθηκαν 15 και 30 µέρες µετά τον εµβολιασµό µε το 

µύκητα αντίστοιχα (Εικόνα ). Οι κλώνοι που αντιστοιχούν στις ζώνες 8α και 8β παρουσίασαν 

υψηλότερη οµολογία µε στελέχη του είδους P. syringae (99.4%) και P. stutzeri (99,9%) 

αντίστοιχα (Πίνακας 9). Οµοίως, η ζώνη 11 εµφανίστηκε µόνο στα δείγµατα που εµβολιάστηκαν 

µε τον FsK  και συλλέχθηκαν 30 µέρες µετά τον εµβολιασµό  και οι σχετικοί κλώνοι 

παρουσίασαν υψηλότερη οµολογία µε στελέχος του γένους P. putida (99.8%). Αντίθετα, η ζώνη 

1b, η οποία αντιστοιχεί σε κλώνους που παρουσίασαν υψηλή οµολογία µε στέλεχος  

Pseudomonas sp. (99.4%) κυριάρχησε στα δείγµατα του µάρτυρα που συλλέχθηκαν 30 ηµέρες 

µετά τον εµβολιασµό. 
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Εικόνα 10. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65% όπου αναλύθηκαν 

τα προϊόντα της PCR εσωτερικής ένθεσης της κοινότητας των Pseudomonas. ∆ιαδροµές 1, 5, 9 

δείγµατα που δεν εµβολιάστηκαν µε µύκητες (Μάρυτρας), 2, 6, 10 δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε το 

στέλεχος FsK, 3, 7, 11 δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε τα στελέχη FsK και FORL και 4, 8, 12 

δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε το στέλεχος FORL. Όπου Μ  marker που αποτελείται από ανάµειξη 

προϊόντων PCR (20 ng µl-1) από την περιοχή V3 του 16S rRNA γονιδίου των βακτηριακών στελεχών: 

Flavobacterium sp. Pseudomonas entomophila, Rhizobium sp., Mesorhizobium loti, Agrobacterium 

sp 
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Εικόνα 11. Ανάλυση κατά συστάδες (UPGMA, Jaccard similarity matrix) των µοριακών 

αποτυπωµάτων της κοινότητας των Pseudomonas στην ριζόφαιρα φυτών τοµάτας που εµβολιάστηκαν 

µε τους µύκητες FSK και/ή FORL καθώς και σε δείγµατα που δεν εµβολιάστηκαν µε µύκητες 

(Control).  Η οµοιότητα µεταξύ των διαφόρων δειγµάτων που αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα 

κάτω από το δενδρόγραµµα  

Πίνακας 9. Ταυτότητα των επιλεγµένων ζωνών DGGE από την κοινότητα των Pseudomonas 

Αριθµός  

Ζώνης  

Στελέχη µε τη µεγαλύτερη οµολογία σύµφωνα µε την GenBank   

(%  οµολογία ακολουθίας από το BLAST)a  

GenBank 

Accession no. 

1a Pseudomonas sp. isolate HMPB1 (99.6%) AM745260 

1b Pseudomonas sp. isolate HMPB1 (99.4%) AM745260 

2 Ps. alcaligenes strain M4-4 (99.4%)  AY880332 

3 Ps. putida strain TFD49 (99.9%) EU827496 

4a Ps. rhizosphaerae isolate (99.9%) AY152673 
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4b Ps. putida partial  strain P9 (99.8%) FM211694 

5 Uncultured Cellvibrio clone (97.9%) EU449580 

6a Ps. jessenii  strain PS06 (100%) EU275363 

6b Pseudomonas sp. isolate LaGso27l (99.9%) EU934229 

7a Pseudomonas sp. ST-46 strain (99.8%)\ EF044368 

7b Ps. fluorescens strain SCAM BA_1 (99.8%) AM900685 

8a Ps. syringae strain ICMP (99.4%) AJ308316 

8b Ps. stutzeri strain hyss62 (99.9%) FJ613315 

9 Uncultured γ-proteobacterium (Thermomonas sp) clone (96.7%) EU276576 

10 Xanthomonas sp. strain (96.3%) AJ244722 

11 Ps. putida strain AS01 (99.8%)  EU661866 

12 Uncultured bacterium clone (97.1%) AY212560 

13 Uncultured soil bacterium clone (98.5%) AY493942 

14 Uncultured γ-proteobacterium (Thermomonas sp) clone (96.7%) EU276576 

15 Pseudomonas sp. strain PH1N (99.9%) AY835584 

16 Uncultured γ-proteobacterium clone (96.3%) DQ676408 

17 Pseudomonas sp. strain USTB-04 (99.9%) 

Ps. pseudoalcaligenes strain KS-1 (99.9%) 

Ps. lindanilytica strain IPL-1 (99.9%) 

Ps. mendocina strain PC1 (99.9%) 

EU781490 

EU815635 

DQ916277 

DQ178219 

18 Pseudomonas sp. MAG-api strain (99.3%) EU445343 
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a Οι οµολογίες βασίζονται σε αλληλουχίες 850 βάσεων του γονιδίου 16 rRNA των Pseudomonas του εδάφους  εκτός 

από τις αλληλουχίες των ζωνών 1a, 1b, 8a, 8b και 11 όπου αλληλουχήθηκαν  και οι δύο αλυσίδες µε αποτέλεσµα το 

συνολικό µέγεθος της αλληλουχίας που αναλύθηκε να είναι 1150 bp 

Κοινότητα α-πρωτεοβακτηρίων 

Τα µοριακά αποτυπώµατα DGGE της κοινότητας των α-πρωτεοβακτηρίων στη ριζόσφαιρα 

των τοµάτας ήταν πλούσια στις διαφορετικές µεταχειρίσεις µε αριθµό ζωνών που κυµάνθηκε 

από 17 έως 22 (Εικόνα). Ανάλυση κατά συστάδες των δεδοµένων δυαδικής µορφής που 

προέκυψαν έδειξαν ότι η κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων δεν διαφοροποιήται σε σηµαντικό 

βαθµό από µεταχείριση σε µεταχείριση (Εικόνα 13.63). Έτσι τα δείγµατα κατανεµήθηκαν σε δύο 

κυρίως συστάδες χωρίς όµως να εµφανίζεται κάποια ξεκάθαρη κατανοµή µε βάση το είδος του 

µύκητα που εµβολιάστηκε στα φυτά ή τον χρόνο δειγµατοληψίας. Η πρώτη συστάδα (Συστάδα 

VI) περιλάµβανε τα δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε τον µύκητα FsK και συλλέχθηκαν 30 

ηµέρες µετά τον εµβολιασµό µαζί µε τα δείγµατα του µάρτυρα που συλλέχθηκαν στις 15 ηµέρες. 

Η δεύτερη κύρια συστάδα αποτελούνταν από δύο υπό-συστάδες : η πρώτη (Συστάδα VII) 

περιλαµβάνει µόνο τα δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε τον µύκητα FsK και συλλέχθηκαν την 

ηµέρα 15, ενώ η δεύτερη (Συστάδα VIII) περιείχε όλα τα υπόλοιπα δείγµατα χωρίς περαιτέρω 

υποοµαδοποίηση µε βάση το χρόνο ή την µεταχείριση.  

Βιβλιοθήκες κλώνων δηµιουργήθηκαν για την κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων 

προκειµένου να προσδιοριστούν τα µέλη της κοινότητας που ανταποκρίθηκαν στον εµβολιασµό 

της ριζόσφαιρας της τοµάτας µε το ενδοφυτικό ή/και το παθογόνο στέλεχος Fusarium. 

Συνολικά, στην κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων επικράτησαν βακτήρια που ανήκουν στα 
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γένη Agrobacterium/Rhizobium και Devosia (ζώνες 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 και 14). Επιµέρους ζώνες 

φαίνεται ότι επηρεάστηκαν από τον εµβολιασµό µε τον µη παθογόνο µύκητα. Έτσι η ζώνη 15 

ήταν παρούσα σε όλες τις µεταχειρίσεις µε εξαίρεση τα FsK-εµβολιασµένα δείγµατα που 

συλλέχθηκαν 15 και 30 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό, ενώ αντίθετα η  ζώνη 12 ήταν µόνο 

παρούσα στο µοριακό αποτύπωµα των δειγµάτων που εµβολιάστηκαν µε τον µύκητα FsK και 

συλλέχθηκαν 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό (Εικόνα2). Οι αντίστοιχοι κλώνοι παρουσίασαν 

υψηλότερη οµολογία µε στέλεχος του είδους Devosia riboflavina (99.4%) και µε ένα 

περιβαλλοντικό κλώνο α-proteobacterium (97%) αντίστοιχα (Πίνακας 10). Από την άλλη µεριά 

η ζώνη 8 εµφανίζεται σε όλες τις µεταχειρίσεις στα δείγµατα που συλλέχθηκαν στις 30 ηµέρες 

και οι αντίστοιχοι κλώνοι παρουσιάζουν υψηλότερη οµολογία µε ένα περιβαλλοντικό κλώνο της 

οικογένειας Rhizobiaceae (98.9%). 
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Εικόνα 12. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65% όπου αναλύθηκαν 

τα προϊόντα της PCR εσωτερικής ένθεσης της κοινότητας των α-πρωτεοβακτηρίων. ∆ιαδροµές 1, 5, 9 

δείγµατα που δεν εµβολιάστηκαν µε µύκητες (Μάρυτρας), 2, 6, 10 δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε το 

στέλεχος FsK, 3, 7, 11 δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε τα στελέχη FsK και FORL και 4, 8, 12 

δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε το στέλεχος FORL. Όπου M marker που αποτελείται από ανάµειξη 

προϊόντων PCR από την περιοχή V3  του 16S rRNA γονιδίου των βακτηριακών στελεχών 

Flavobacterium sp. Pseudomonas entomophila, Rhizobium sp., Mesorhizobium loti, Agrobacterium 

sp.   
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Εικόνα 13.6 Cluster analysis (UPGMA, Jaccard similarity matrix) του µοριακού αποτυπώµατος των 

διαφόρων µεταχειρίσεων που παρουσιάζονται στην παραπάνω πηκτή DGGE.  Η οµοιότητα µεταξύ 

των διαφόρων δειγµάτων που αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα κάτω από το δενδρόγραµµα, 

Πίνακας 10. Ταυτότητα των επιλεγµένων ζωνών DGGE από την κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων   

Αριθµός   

Ζώνης 

   Στελέχη µε τη µεγαλύτερη οµολογία σύµφωνα µε την GenBank   

(%  οµολογία ακολουθίας από το BLAST)a 

GenBank 

Accession no. 

1a Rhizobium sp. strain 4_C26_39 (99.1%) EF540509 

1b Uncultured a-protebacterium clone (99.7%) AY133098 

2 Uncultured Rhizobiales clone (99.5%) AM936236 

3 Devosia neptuniae isolate (99.7%) AF469072 

4 Agrobacterium tumefaciens strain AT108N (99.7%) FJ666055 

5 Uncultured Devosia clone (99.3%) EF665097     
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6 Devosia sp. strain 4_C16_46 (96.2%) EF540511 

7a Uncultured bacterium clone HP1B28 (99.5%) AF502219 

7b Uncultured Hyphomicrobiaceae bacterium clone (98.9%) EF018645 

8 Uncultured Rhizobiaceae clone (98.9%) FJ516842 

9 Uncultured bacterium soil clone bac2nit3 (89.1%) EU861930 

10 Uncultured a-proteobacterium (Rhodospiralles) clone (98.9%) EU589322 

11 Uncultured a-proteobacterium (Paracoccus) clone (97.6%) AM231059 

12 Uncultured a-proteobacterium clone (97.0%) FJ230899 

13 Agrobacterium tumefaciens strain ISSDS-755 (99.6%) EF620460 

14 Uncultured Caulobacter clone (98.6%) AF245033 

15 Devosia riboflavina isolate (99.4%) AJ549086 

16 Uncultured bacterium clone (99.0%) DQ532347 

17 Uncultured Caulobacterales clone (99.3%) EU202838 

a Οι οµολογίες βασίζονται σε αλληλουχίες 850 βάσεων του γονιδίου 16 rRNA των α-πρωτεοβακτηρίων του εδάφους  

εκτός από τις αλληλουχίες των ζωνών 8, 9, 12, και 15 όπου αλληλουχήθηκαν  και οι δύο αλυσίδες συνολικού µήκους 

1300 bp 

 



[53] 

 

Συζήτηση 

Στην παρούσα εργασία µελετήσαµε την επίδραση που έχει στη µικροβιακή κοινότητα της 

ριζόσφαιρας της τοµάτας ο εµβολιασµός µε δύο στελέχη Fusarium, ένα φυτπαθογόνο (FORL) 

και ένα µη παθογόνο (FsK) που ενεργεί ανταγωνιστικά και προστατεύει το φυτό από την 

ανάπτυξη της ασθένειας που προκαλείται από το πρώτο. Ερευνήσαµε αυτήν την επίδραση στη 

µικροβιακή δυναµική της ριζόσφαιρας κατά τη διάρκεια τριών διαφορετικών αλληλεπιδράσεων 

στα φυτά, δηλ. µε την παρουσία ενός παθογόνου, µε έναν συµβιωτικό µύκητα καθώς επίσης και 

την τριµερή αλληλεπίδραση. Η αρχική υπόθεση που κάναµε ήταν ότι οι παραπάνω τρεις 

διαφορετικές καταστάσεις των φυτών θα οδηγούσαν σε διαφορετικές επιµέρους µεταβολές  

στη µικροβιακή κοινότητα του εδάφους.  

Συνολικά, στη ριζόσφαιρα της τοµάτας επικράτησαν στελέχη Pseudomonas που παρουσίαζαν 

υψηλή οµολογία αλληλουχίας µε στελέχη που έχει βρεθεί ότι προωθούν την φυτική ανάπτυξη  

(PGPR) µε διάφορους µηχανισµούς (ζώνες Pseudomonas 2, 4, 6, 7, 10) (Εικόνα ). Για 

παράδειγµα, η ζώνη/κλώνος 7a παρουσιάζει υψηλότερη οµολογία µε ένα στέλεχος τους είδους 

P.corrugata (99.8%) το οποίο αποµονώθηκε από ριζόσφαιρα και είχε την ικανότητα να 

ανταγωνίζεται και να καταπολεµά φυτοπαθογόνα εδάφους (Guo et al., 2007). Ο εµβολιασµός 

της ριζόσφαιρας µε τους µύκητες FsK ή/και FORL δεν φαίνεται να προκαλεί µεγάλες και 

σταθερές αλλαγές στη δοµή των Pseudomonas στη ριζόσφαιρα όπως φαίνεται και από την 

ανάλυση κατά συστάδες. Εντούτοις, ορισµένες ζώνες στο µοριακό αποτύπωµα των δειγµάτων 

που εµβολιάστηκαν µε το µη παθογόνο στέλεχος FsK φαίνεται να ευνοούνται από την παρουσία 

FsK στη ριζόσφαιρα και ειδικότερα µετά την είσοδο του µύκητα στο ενδοφυτικό του στάδιο (15 
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και 30 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό). Πράγµατι, ένας κλώνος που παρουσιάσε υψηλότερη 

οµολογία µε στέλεχος του είδους P. syringae κυριάρχησε στα FsK-εµβολιασµένα δείγµατα που 

συλλέχθηκαν 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό, ενώ κλώνοι που παρουσιάζουν υψηλή οµολογία 

µε στελέχη των ειδών P. stutzeri και P. putida φαίνεται ότι µετατράπηκαν σε κυρίαρχα µέλη της 

κοινότητας στα δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε τον µύκητα FsK και συλλέχθηκαν 30 ηµέρες 

µετά τον εµβολιασµό (Εικόνα ). Το στέλεχος P. syringae είναι ένα παθογόνο βακτηριακό 

στέλεχος των φυτών που είναι γνωστό για την ικανότητά του να αποικίζει επιφυτικά τα διάφορα 

φυτά και να σχηµατίζει πυρήνες πάγου (ice-nucleation). Από την άλλη µεριά, στελέχη του είδους 

P. syringae αποµονώθηκαν επίσης από µη γεωργικά εδάφη, στατικά και ρέοντα επιφανειακά 

υδροφόρα συστήµατα, περιοχές µόνιµων πάγων που αποδεικνύουν την εκτεταµένη διασπορά 

του στη βιόσφαιρα (Hirano SS, 1985; Morris et al., 2008). Επίσης, µη παθογόνα στελέχη του 

είδους P. syringae έχουν χρησιµοποιηθεί επίσης ως παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης για 

την καταπολέµηση µυκητολογικών προσβολών των φρούτων µετά τη συγκοµιδή. Πρόσφατα, η 

συµµετοχή τους στην επαγωγή της επαγώµενης διασυστηµικής ανθεκτικότητας (IRS)  στα φυτά  

µέσω των µονοπατιών του σαλυκιλικού/γιασµονικού οξέος (Gardener et al., 2007; Cui et al., 

2005). 

Οµοίως, στελέχη των ειδών P. stutzeri και P. putida αποτελούν κοινούς αποικιστές της 

ριζόσφαιρας όπου έχει βρεθεί ότι συµµετέχουν σε σηµαντικές λειτουργίες όπως της αποδόµησης 

και αποτοξικοποίησης οργανικών ρύπων, στους γεωχηµικούς κύκλους αζώτου και φωσφόρου 

ενώ µερικά στελέχη έχουν και την ικανότητα να δρούν ως βιολογικοί παράγοντες για την 

καταπολέµηση φυτοπαθογόνων (Karpouzas et al., 2000; Lalucat et al., 2006).  
Σχετικά 

πρόσφατα, στελέχη του είδους P. stutzeri που αποµονώθηκαν από την ριζόσφαιρα φυτών 
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βρέθηκαν να κατέχουν το γονίδιο  απαµινάση του ACC (1-Aminocyclopropane-l-carboxylate 

deaminase) το οποίο παίζει σηµαντικό ρόλο στην υδρόλυση του ACC που αποτελεί πρόδροµη 

ουσία για την παραγωγή υψηλών συγκεντρώσεων αιθυλενίου στα φυτά (Govindasamy et al., 

2008). Τα παραπάνω αποτελέσµατα προσφέρουν αρχικές ενδείξεις ότι η είσοδος του FsK στη 

ρίζα των φυτών οδηγεί σε µια επιλεγµένη ενεργοποίηση βακτηρίων της ριζόσφαιρας  που θα 

µπορούσαν να δράσουν άµεσα ως παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης φυτοπαθογόνων ή 

έµµεσα διαµέσου ενεργοποίησης επαγώµενης διασυστηµικής ανθεκτικότητας στα φυτά. 

Περαιτέρω µελέτες που πραγµατοποιούνται αυτή την στιγµή στο εργαστήριο εστιάζουν στη 

σύνθεση των εκκρίσεων της ρίζας φυτών τοµάτας που έχουν εµβολιαστεί µε το µη  παθογόνο 

στέλεχος FsK προσφέροντας περισσότερες πληροφορίες για το θέµα. 

Όσον αφορά τα α-πρωτεοβακτήρια, η ανάλυση κατά συστάδες των δεδοµένων που 

προέκυψαν από τα µοριακά αποτυπώµατα DGGE έδειξαν, όπως και µε τα Pseudomonas, ότι ο 

εµβολιασµός των φυτών τοµάτας µε τους µύκητες FsK και/ή FORL δεν φαίνεται να προκαλεί 

σηµαντικές µεταβολές συνολικά στην κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων. Από την άλλη µεριά 

εµβολιασµός των φυτών µε το µη-παθογόνο στέλεχος FsK προκάλεσε επιλεγµένη ενεργοποίηση 

κάποιων α-πρωτεοβακτηρίων ειδικότερα µετά τις 15 ηµέρες που είναι και η έναρξη του 

ενδοφυτικού σταδίου του µύκητα. Έτσι, ένας κλώνος/ζώνη που παρουσίαζε υψηλότερη 

οµολογία µε ένα στέλεχος του είδους Devosia riboflavina φαίνεται να εξαφανίζεται από την 

κοινότητα των α-πρωτεοβακτηρίων 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό µε το στέλεχος FsK. 

Αντίθετα, ένας άλλος κλώνος/ζώνη που παρουσιάζει υψηλότερη οµολογία µε έναν 

περιβαλλοντικό κλώνο από α-πρωτεοβακτήριο εµφανίζεται να ευνοείται στα FsK-εµβολιασµένα 

δείγµατα από τις 15 ηµέρες και µετά. Στελέχη του είδους Devosia  riboflavina έχουν σαν κύριο 
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ενδιαίτηµα το έδαφος και η εξαφάνιση του από τη ριζόσφαιρα των φυτών τοµάτας που 

εµβολιάστηκαν µε FsK πιθανότατα σηµαίνει ότι η είσοδος FsK στις ρίζες των φυτών οδηγεί σε 

µεταβολές στην σύνθεση των ριζικών εκκρίσεων που αναστέλλουν το Devosia riboflavina. 

Εναλλακτικά, το D.riboflavina. µπορεί να εκτοπίστηκε από άλλα ανταγωνιστικότερα βακτήρια  

που είναι σε θέση να αξιοποιήσουν αποτελεσµατικότερα τις αλλαγές της σύνθεσης των ριζικών 

εκκρίσεων στην ριζόσφαιρα. 
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Τελικά Συµπεράσµατα 

Μελετήσαµε τις πιθανές επιδράσεις µιας τριµερούς αλληλεπίδρασης µεταξύ φυτών τοµάτας – µη 

παθογόνου µύκητα – και φυτοπαθογόνου µύκητα στη σύσταση επιλεγµένων βακτηριακών 

κοινοτήτων στη ριζόσφαιρα της τοµάτας. Από την συγκεκριµένη µελέτη προέκυψαν τα 

παρακάτω βασικά συµπεράσµατα:  

1. Tο µη παθογόνο στέλεχος Fusarium solani K (FsK) αλλά και το φυτοπαθογόνο στέλεχος 

Fusarium oxysporum f.sp. radici lycopersici (FORL) δεν προκαλεί συνολικά σηµαντικές 

και εκτεταµένες µεταβολές στην σύσταση της κοινότητας των Pseudomonas και α-

πρωτεοβακτηρίων στην ριζόσφαιρα φυτών τοµάτας.  

2. Ο εµβολιασµός του µη-παθογόνου στελέχους FsK στην ριζόσφαιρα των φυτών τοµάτας 

και ειδικότερα η είσοδος τους στην ρίζα των φυτών τοµάτας 15 ηµέρες µετά τον 

εµβολιασµό οδήγησε σε επιλεκτική ενεργοποίηση στελεχών του γένους Pseudomonas 

(P. stutzeri, P. syringae, P. putida) και α-πρωτεοβακτηρίων που είναι πιθανόν να 

εµπλέκονται στην καταπολέµηση του φυτοπαθογόνου ή σε ένα συνολικό µηχανισµό 

αύξησης της άµυνας του φυτού κατά της προσβολής από φυτοπαθογόνα εδάφους.  

Το γεγονός ότι ο εµβολιασµός του φυτού µε τον Fs-K δεν µεταβάλει την συνολική 

ποικιλοµορφία των βακτηριακών πληθυσµών της ριζόσφαιρας, αποτελεί πλεονέκτηµα για 

πιθανή εµπορική χρήση του µύκητα αυτού. Τρέχουσες µελέτες στο εργαστήριο θα ερευνήσουν 

περαιτέρω την επίδραση του FsK στη φυσιολογία της ρίζας και στη συνέχεια στη σύνθεση των 

ριζικών εκκρίσεων στην ριζόσφαιρα των φυτών τοµάτας. 
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Παράρτηµα 

∆ιαλύµατα  

5x TBE (Tris Borate EDTA) Buffer                                                        6x loading buffer 

Tris Base                   54gr                                                              Γλυκερόλη                   5ml 

Boric Acid                 27.5gr                                                            Bromophenol blue      1ml 

0.5M EDTA (pH 8)    20ml                                                              20x TAE                     0.5ml 

Προσαρµογή του όγκου στο 1L µε απεσταγµένο νερό                  dd H2O                       3.5ml 

 

 

Εικόνα 14.7 Εικόνα πηκτής πολυακρυλαµιδίου DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-

65% για τις Pseudomonas. Στη πηκτή παρουσιάζονται οι τρεις επαναλήψεις για κάθε µεταχείριση και 
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χρόνο δειγµατοληψίας όπου φαίνεται η υψηλή επαναληψιµότητα και χαµηλή παραλλακτικότητα 

µεταξύ των επαναλήψεων της ίδιας µεταχείρισης  

 

Εικόνα 15. Εικόνα πηκτής πολυακρυλαµιδίου DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-60% 

για τα α-πρωτεοβακτήρια. Στη πηκτή παρουσιάζονται οι τρεις επαναλήψεις για κάθε µεταχείριση και 

χρόνο δειγµατοληψίας όπου φαίνεται η υψηλή επαναληψιµότητα και χαµηλή παραλλακτικότητα 

µεταξύ των επαναλήψεων της ίδιας µεταχείρισης  
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