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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1. Μύκητες 

 

Οι µύκητες αποτελούν ένα ξεχωριστό βασίλειο από τα πέντε των έµβιων 

όντων, που περιλαµβάνει µονοκύτταρους και πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς οι οποίοι στερούνται χλωροφύλλη. Οι µύκητες εµφανίζουν τεράστια 

ποικιλία και υπάρχουν παντού. Οι περισσότεροι βρίσκονται στο έδαφος, στα φυτά 

και τρέφονται  από ανόργανα συστατικά των ζώντων ή νεκρών  οργανισµών. Για το 

λόγο αυτό θεωρούνται το « βασικό εργαστήριο αποικοδόµησης των οργανικών 

ουσιών». 

Είναι οργανισµοί µε εύκαµπτα κυτταρικά τοιχώµατα, µε δοµική µονάδα 

στους πολυκύτταρους µύκητες, την µυκιλιακή υφή. Οι µυκηλιακές υφές αποτελούν 

το σώµα ή θαλλό (thallus) του µύκητα.  Τα είδη, αλλά και ο πληθυσµός που 

συναντώνται στο έδαφος, καθορίζονται κυρίως από τον αερισµό, την υγρασία, το pH, 

τη θερµοκρασία αλλά και την οργανική ουσία που παρέχεται για την ανάπτυξή τους. 

Σε όλα τα εδάφη υπάρχουν όλες σχεδόν οι τάξεις των µυκήτων. Συνήθως είναι 

αερόβιοι οργανισµοί, εκτός από µερικές ζύµες που είναι προαιρετικά αναερόβιες, και 

µπορούν να παράγουν ενέργεια µέσω των ζυµώσεων. 

Σύµφωνα µε µελέτη του Prescott et al  (1999), υπάρχουν περίπου 1,5 

εκατοµµύρια είδη µυκήτων ενώ έχουν καταγραφεί και µελετηθεί πάνω από  90.000 

είδη. Μεγάλη είναι η συµβολή των µυκητών στην αποικοδόµηση των οργανικών 

ουσιών και στην ανακύκλωση των θρεπτικών  στοιχείων στο περιβάλλον. 

Ανάλυση της αλληλουχίας του 18S rRNA και άλλων 25 πρωτεϊνών έδειξε ότι 

οι µύκητες είναι περισσότερο συγγενικοί µε τα ζώα παρά µε φυτά, γεγονός που 

υποστηρίζεται από τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά τους (Baldaufand et al 1993). Οι 

µύκητες και τα ζώα χρησιµοποιούν χιτίνη, γλυκογόνο και τρεχαλόζη ουσίες που 

απουσιάζουν από τα φυτά τα οποία χρησιµοποιούν αντίστοιχα κυτταρίνη, άµυλο και 

σακχαρόζη (Wessels et al 1999). 

Πάνω από το 25% των γνωστών ασκοµυκήτων συµµετέχουν σε ένα γνωστό 

συµβιωτικό φαινόµενο µε τα κυανοπράσινα φύκη, που οδηγεί στο σχηµατισµό των 
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λειχηνών. Στην φύση το 95% των φυτών συµβιώνει µε µύκητες στο ριζικό τους 

σύστηµα, σχηµατίζοντας µια δοµή που είναι γνωστή ως µυκόρριζα. Πέρα από την 

συγγένεια και τις συµβιωτικές σχέσεις, όσο αναφορά τα ζώα, τα φυτά και άλλους 

µικροοργανισµούς, οι µύκητες λειτουργούν ή δρουν ανταγωνιστικά, σαπροφυτικά,  

παρασιτικά και συχνά µολυσµατικά. 

Ένζυµα όπως γλυκοαµυλάσες, πηκτινάσες,  πρωτεάσες, λιπάσες, οργανικές 

ενώσεις όπως το κιτρικό οξύ, το ασκορβικό οξύ, η αιθανόλη, η ακετόνη κτλ, 

αντιβιοτικά, εµβόλια και φάρµακα αποτελούν προϊόντα των µυκητών. Επίσης οι 

µύκητες συµµετέχουν στις διαδικασίες παράγωγης ψωµιού, µπύρας, κρασιού, 

γιαουρτιού και τυριών. Παίζουν πρωταρχικό ρόλο στην αποσύνθεση φυτικών κυρίως 

οργανικών υπολειµµάτων και συµβάλουν στην διατήρηση της γονιµότητας του 

εδάφους. Η βιοτεχνολογική τους αξιοποίηση οδήγησε στην παραγωγή αλκοόλης, 

στην παραγωγή πρωτεΐνών για ζωοτροφές , αλλά παράγωγά τους χρησιµοποιούνται 

και ως ανθρώπινη τροφή, ενώ έχουν αποµονωθεί και πρωτεΐνες υψηλής 

ιατροφαρµακευτικής αξίας. Οι µύκητες είναι παθογόνοι για τα φυτά (πάνω από 

5.000), για τα ζώα και για τον άνθρωπο.  Προσβάλλουν την ξυλεία, τα ρούχα, τα 

έργα τέχνης, τα µέταλλα και τα τρόφιµα. Πολλοί µύκητες παράγουν τοξίνες 

(αφλατοξίνη, ωχρατοξίνη κτλ) που σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις προκαλούν 

κυτταρικές αλλοιώσεις, βλάβες στο ήπαρ και στους νεφρούς και οδηγούν τελικά 

θάνατο. Κάποιοι άλλοι µύκητες έχουν παραισθησιογόνα δράση. 

Η ικανότητα των µυκήτων να αναπτύσσονται σε υψηλές συγκεντρώσεις CO2 , 

έχει ως αποτέλεσµα  την κατακόρυφη διανοµή τους στο έδαφος. Περιορισµένες είναι 

οι γνώσεις µας σχετικά την πληθυσµιακή τους δυναµική, µε την κοινοτική τους δοµή 

και την ποικιλότητα. Ο χρόνος ζωής των µυκήτων ποικίλει ανάλογα µε τον ελεύθερο 

χώρο που διαθέτουν για να αναπτυχτούν και θρεπτικά συστατικά, αναπτύσσονται. Η 

πλειονότητα όµως της ενεργούς µυκητοχλωρίδας εντοπίζεται στους ατελείς µύκητες 

και συγκεκριµένα στα γένη Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Gliocladium, 

Cladosporium καιFusarium και στους φυκοµύκητες  Mucor, Rhizopus και 

Mortierella. Η σύνθεση των µυκήτων στο έδαφος, ελέγχεται από την ποσότητα και 

τη µορφή του άνθρακα. Έτσι, τα Penicillia, σε γενικές γραµµές, αποικοδοµούν 

κυτταρίνη και ξυλάνες, ενώ η συχνότητα εµφάνισης των Mucorales,  τα οποία 

αποικοδοµούν πρωτεΐνες, αυξάνεται µε την εντατικοποίηση της διαδικασίας της 

αποσύνθεσης και της ανοργανοποίησης στο έδαφος. Ο Mucor hiemalis f. hiemalis, 

εξαιτίας της ταχύτητας ανάπτυξης του, αποτελεί έναν από τους πιο κοινούς µύκητες 
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του εδάφους, γι αυτό και αποτελεί τον αντιπροσωπευτικό µύκητα της οικογένειας  

Mucorales (Zygomycotina). 

 

1.1. Φυτοπαθογόνοι µύκητες 

 

Οι φυτοπαθογόνοι µύκητες, αν και αποτελούν τη µειοψηφία των µυκήτων, 

είναι σε θέση να προκαλέσουν ολικές καταστροφές στα φυτά. Η προσβολή του 

ξενιστή εξαρτάται από τους παρακάτω παράγοντες: Τις συνθήκες του περιβάλλοντος 

και την ευπάθεια του ξενιστή, οι οποίοι καθορίζουν την έναρξη της προσβολής  και 

της ασθένειας. Οι περισσότεροι φυτοπαθογόνοι µύκητες εισέρχονται στον ξενιστή 

είτε µε ένα συνδυασµό µηχανικής πίεσης και ενζύµικης δράσης σχηµατίζοντας 

ειδικές δοµές τα απρεσσόρια, είτε από τα στόµατα των φυτών (παράσιτα αδυναµίας). 

Υπολογίζονται περίπου 6.500 είδη µυκήτων που αποτελούν υποχρεωτικά παράσιτα 

των ανώτερων φυτών. Τα µη υποχρεωτικά παράσιτα είναι πολύ περισσότερα. Ένα 

µόνο γένος των Αδηλοµυκήτων, το γένος Cercosora, διαθέτει 1200 παρασιτικά είδη. 

Σε κάποιους από τους κατώτερους µύκητες δε διακρίνεται κυτταρικό τοίχωµα σε όλη 

ή σε ένα µέρος της διάρκειας του βιολογικού τους κυκλού.    

Η ευαισθησία, η ανεκτικότητα ή η ανθεκτικότητα των φυτών απέναντι στα 

παθογόνα στελέχη συνιστά εξελικτική διαδικασία µε έντονη την επίδραση και 

αλληλεπίδραση βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων. Η άµυνα των φυτών 

καθορίζεται από τα γονίδια και το περιβάλλον. Τα γονίδια συµβάλουν µε την 

έκφραση αντιµυκητιακών και αντιβακηριακών πρωτεϊνών στην ενδογενή άµυνα του 

φυτού, ενώ το περιβάλλον και ειδικά η θερµοκρασία και η υγρασία καθορίζουν αν οι 

συνθήκες θα είναι ευνοϊκές ή όχι για µια µόλυνση. Η παρουσία θρεπτικών και η 

απουσία τοξικών ουσιών, στο σηµείο προσβολής, είναι ένας ακόµα σηµαντικός 

παράγοντας άµυνας των φυτών απέναντι στους µύκητες. 
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Εικόνα 1η.: Προσβεβληµένο φυτό από µύκητα. 

 

 

 

 

 

1.2.Είσοδος στον ξενιστή 

 

Οι πρωτογενείς µολύνσεις στα καλλιεργούµενα φυτά δηµιουργούνται από 

υπάρχοντα σκληρώτια στο έδαφος. Τα σκληρώτια είναι µαύρα ακανόνιστα 

αναπαραγωγικά  σωµάτια, µέσω τον οποίων επιβιώνει ο µύκητας στο έδαφος για 

πολλά χρόνια. Τα σκληρώτια είναι βλαστικές δοµές που έχουν σχηµατιστεί από µια 

πυκνή µάζα µυκηλίου, η οποία καλύπτεται και προστατεύεται από ένα στρώµα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων που αποτελούν το φλοιό. Έχει υπολογιστεί ότι το 90% 

του κύκλου ζωής του µύκητα είναι υπό µορφή σκληρωτίου στο έδαφος (Adams et al 

1979).                                                           
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Εικόνα 2η: Σκληρώτια του µύκητα. 

 

Τα σκληρώτια βλαστάνουν είτε µυκηλιογενώς και µολύνουν τις ρίζες, τους 

βλαστούς ή τα φύλλα που βρίσκονται σε επαφή µε το έδαφος, είτε καρπογένως 

παράγοντας αποθήκια και ελευθερώνοντας ασκοσπόρια,  τα οποία µολύνουν το 

βλαστό, τα άνθη και τα φύλλα. Πολλές φορές η βλάστηση  των σκηροµάτων µπορεί 

να γίνει και µε τους δυο τρόπους. Στην εδαφογραµµή οι µολύνσεις γίνονται είτε µε 

τα ασκοσπόρια  είτε µε το µυκήλιο (Adams et al 1979). 

Μηχανικά τραύµατα και τραυµατισµοί από έντοµα σε λαχανικά παρέχουν 

θέσεις εισόδου για το µύκητα. Η προσβεβληµένη περιοχή αποκτά πράσινο βαθύ 

χρώµα ή υδατώδη εµφάνιση και λίγο αργότερα κιτρινίζει. Ακολούθως εµφανίζει 

λευκό βαµβακώδες µυκήλιο που εξαπλώνεται στα υγιή σηµεία του φύτου (Dillard et 

al 1995). 

 

 

1.3.Μικροοργανισµοί για τον έλεγχο των ασθενειών των φυτών 

 

∆εκάδες ωφέλιµοι µικροοργανισµοί που ονοµάζονται ανταγωνιστές, (µεταξύ 

των οποίων είναι και τα µυκοπαράσιτα ) έχουν δοκιµαστεί για τον έλεγχο ασθενειών 

στο ριζικό σύστηµα και κυρίως των ασθενειών που προσβάλλουν το υπέργειο τµήµα 

και τους καρπούς των καλλιεργούµενων φυτών. Μερικοί από τους πιο 

διαδεδοµένους παθογόνους µικροοργανισµούς είναι: Trichoderma spp, subtilis, 

Agrobacterium radiobacter, Pseudomonas cepacia, Streptomyces griseoviridis, 

Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, , Coniothyrium minitans, 

Verticillium lecanii, Myrothecium verrucaria, Bacillus subtilis, Agrobacterium 

rabacterium, Pseudomonas cepacia, Streptomyces griseoviridis. Μη παθογόνα 
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στελέχη είναι τα Fusarium και Phlebia gigantean. Ο τελικός έλεγχος που δίνουν σε 

κάποιες περιπτώσεις  αγγίζει το 80%.   

Οι µηχανισµοί µέσα από τους οποίους οι ανταγωνιστές επιτυγχάνουν τον 

έλεγχο ενάντια σε παθογόνα είναι : ο ανταγωνισµός για θρεπτικά µέσα , για χώρο και 

πιθανόν για νερό και οξυγόνο, η παραγωγή αντιβιωτικών, τοξινών, υδρολυτικών  

ενζύµων και σχηµατισµός biofilm  (El-Tarabily et al 2000). 

 

 

1.4.Μη παθογόνοι µύκητες 

 

Η παρουσία ωφέλιµων µη παθογόνων µικροοργανισµών στο ριζικό σύστηµα 

των φυτών έχει πολλές φορές θετικές επιδράσεις στην ανάπτυξη των φύτων. Οι 

µυκόρριζες παρέχουν νερό και θρεπτικά στοιχεία στον ξενιστή. Τα υπεύθυνα για την 

προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών ριζοβακτηρίδια, παράγουν  και παρέχουν στα 

φυτά φυτοορµόνες. Επίσης τα µυκοπαράσιτα/ανταγωνιστές  παρέχουν προστασία 

στο ριζικό σύστηµα από φυτοπαθογόνα µικρόβια. Τέλος, η παρουσία τους συχνά 

υποκινεί αντιδράσεις άµυνας µέσα από µια διαδικασία γνωστή ως επαγόµενη 

συστηµατική ανθεκτικότητα, η οποία είναι ένας νέος σχετικά και σηµαντικός 

µηχανισµός άµυνας των φυτών. Αν και δεν είναι απολύτως ξεκάθαρο, το πιθανότερο 

είναι να παράγονται αντιµικροβακοί παράγοντες όπως είναι οι φυτοαλεξίνες, ενώ 

φαίνεται να έχουν άµεση σχέση µε το σαλικυλικό οξύ, µε την αυξηµένη δράση της 

χιτινάσης τις περοξειδάσης καθώς και µε την εναπόθεση της λιχνίνης. 

Οι ωφέλιµοι µικροοργανισµοί, που προστατεύουν το ριζικό σύστηµα των 

φυτών διαθέτουν µια σειρά από µηχανισµούς, µέσω των οποίων αναστέλλουν την 

ανάπτυξη των φυτοπαθογόνων µικροοργανισµών ή προκαλούν ακόµα και την 

καταστροφή τους. Οι πιο σηµαντικοί από αυτούς είναι τα αντιβιοτικά, οι τοξίνες, ο 

παρασιτισµός, ο ανταγωνισµός για τα θρεπτικά και το χώρο και η επαγοµένη 

συστηµατική ανθεκτικότητα (Koike et al 2001). 
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1.4.1.Επαγώµενη Ανθεκτικότητα που προκαλείται από φυτο-

προστατευτικούς οργανισµούς 

  

Επαγόµενη ανθεκτικότητα µπορεί να προκληθεί και από µη παθογόνους 

µικροοργανισµούς. Έτσι, σε φυτά τοµάτας που εφαρµόσθηκε ο Bacillus subtilis στο 

ριζικό τους σύστηµα είχε σαν αποτέλεσµα τη µείωση έως και 50% του παρασιτισµού 

από τον Phytophthora infestans. Παράλληλα σε φυτά φασολιού χρησιµοποιήθηκε ο 

Pseudomonas aeruginosa οποίος παράγει σαλικυλικό οξύ, το οποίο προσδίδει 

ανθεκτικότητα κατά του Botrytis cinerea στα φυτά του φασολιού. Ακόµη, ένα µείγµα 

από ριζοβακτήρια που επάγουν την αύξηση του φυτού (plant-promoting 

rhizobacteria [PGPR]) (Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Curtobacterium 

flaccumfaciens) µελετήθηκε για την αποτελεσµατικότητά τους ενάντια παθογόνων 

µικροοργανισµών  που προσβάλουν το φύλλωµα στο αγγούρι. Μέσω της επαγόµενης 

συστηµατικής ανθεκτικότητας (induced systemic resistance) παρατηρήθηκε 

καταστολή της γωνιώδους κηλίδωσης ( Pseudomonas syringae pv. lachrymans) και 

της ανθράκωσης (Colletotrichum orbiculare). Οµοίως θετικά αποτελέσµατα κατά της 

ανθράκωσης, της γωνιώδους κηλίδωσης και της µάρανσης από Fusarium στο 

αγγούρι παρατηρήθηκε ύστερα από εφαρµογή µυκήτων που επάγουν την αύξηση του 

φυτού (plant growth promoting fungi-PGPF). Οι PGPF οδήγησαν άµεσα ή έµµεσα 

στην επαγόµενη συστηµατική ανθεκτικότητα των φυτών τοµάτας κατά του Erwinia 

tracheiphila καθώς επίσεις και κατά των cucumber mosaic virus (CMV) και tomato 

mottle virus (ToMoV)3.  

 

2.Μηχανισµοί άµυνας φυτικών οργανισµών 

 

Στα φυσικά οικοσυστήµατα τα φυτά βρίσκονται συνεχώς σε επαφή µε ένα 

εχθρικό βιοτικό περιβάλλον. Βακτήρια, ιοί, µύκητες, νηµατώδεις, ακάρεα, έντοµα, 

φυτοφάγα ζώα, συγκροτούν ένα µακρύ κατάλογο απειλητικών για την επιβίωση 

εχθρών. ∆εδοµένου ότι τα φυτά αδυνατούν να αντεπεξέλθουν στις αντίξοες συνθήκες 

του περιβάλλοντος µε τη φυγή, αναγκάστηκαν µέσω της εξέλιξης να εφοδιαστούν µε 

µηχανισµούς για την επιβίωση τους. Οι φυτικοί οργανισµοί επιτυγχάνουν να 

επιβιώσουν από βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις µέσω φυσικών 
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παρεµβαλλόµενων αµυντικών φραγµάτων, όπως η επιδερµίδα και η εφυµενίδα, αλλά 

και µέσω της βιοχηµικής σύνθεσης ενώσεων που µπορεί να είναι τοξικές ή/και 

αποτρεπτικές για τα παθογόνα. Η άµυνα των φυτών είναι δυο ειδών: 

 10)  Θεµελιώδη προϋπάρχουσα άµυνα  

 20)  Επαγόµενη άµυνα  

 

 

2.1.Θεµελιώδης άµυνα 

 

Οι φυτικοί οργανισµοί αναπτύσσουν µόνιµους µηχανισµούς προστασίας 

µέσω της δοµής τους. Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν οι µορφολογικοί χαρακτήρες, 

όπως η επιδερµίδα και τα εξαρτήµατά της (άκανθές, τρίχες κ.α.). Η κουτίνη και οι 

κηροί της εφυµενίδας των υπέργειων οργάνων, καθώς και η σουβερίνη, που καλύπτει 

κυρίως τα υπόγεια όργανα, αποτελούν βασικό τµήµα της θεµελιώδους άµυνας. Με 

αυτόν τον τρόπο οι δευτερογενείς µεταβολίτες συσσωρεύονται σε περιοχές πάνω ή 

κοντά στην επιφάνεια των φυτών. 

Οι δευτερογενείς µεταβολίτες είναι οργανικά µόρια, η σύνθεση των οποίων 

δεν φαίνεται να σχετίζεται ευθέως µε τις ανάγκες της αύξησης και της ανάπτυξης 

των φυτών. Αρχικά, θεωρήθηκε πως τα οργανικά αυτά µόρια αποτελούν προϊόντα 

µεταβολικής δραστηριότητας που δε σχετίζονται µε φυσιολογικές λειτουργίες 

ζωτικής σηµασίας και χαρακτηρίστηκε ως µια δευτερεύουσα σηµασίας 

δραστηριότητα (Kumiko et al 2006). 

Η θεµελιώδη άµυνα µπορεί να προσαρµόζεται, όχι µόνο σε καταπονήσεις, 

αλλά και στις διάφορες συνθήκες που επικρατούν στο περιβάλλον. Μεγάλη επίδραση 

στη διαµόρφωση της θεµελιώδους άµυνας έχει η εποχή, το στάδιο της ανάπτυξης και 

το είδος του οργάνου (Lincoln Taiz et al 2002) . Μια σηµαντική συνεισφορά στην 

άµυνα ενός φυτικού οργανισµού έχουν και οι απονεκρωµένοι ιστοί, στους οποίους, 

όµως, σε κάποια στάδια της ανάπτυξης συσσωρεύονται δευτερογενείς µεταβολίτες, 

συνήθως φαινολικές ουσίες. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι το εγκάρδιο ξύλο 

του κορµού ορισµένων δένδρων, καθώς και ορισµένα επιδερµικά εξαρτήµατα. 

Τέλος, έχει διαπιστωθεί ότι τα νεαρά φύλλα θωρακίζονται µε υψηλότερη 

συγκέντρωση δευτερογενών µεταβολιτών, ενώ οι καρποί εµφανίζουν µειωµένη 
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αµυντική προστασία, καθώς η κατανάλωση τους αποτελεί συνήθως µέρος της 

διαδικασίας εξάπλωσης του είδους. 

 

2.2. Επαγόµενη άµυνα 

 

Μέτα την προσβολή από παθογόνους εισβολείς, στο φυτικό κύτταρο αρχίζει 

µια σειρά από χηµικές αντιδράσεις για την προστασία του. Οι επαγόµενοι αµυντικοί 

µηχανισµοί αποτελούνται από τις παρακάτω διεργασίες: 

1.  Σύνθεση φυτοαλεξινών από τα προσβεβληµένα κύτταρα του φυτού. 

Είναι δευτερογενείς µεταβολίτες που είναι τοξικές για τους 

παθογόνους εισβολείς. 

2.  Αντίδραση υπερευαισθησίας δηλαδή νέκρωση των προσβεβληµένων 

κυττάρων µε προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο, ώστε να µην 

εξαπλωθεί η µόλυνση σε όλο το φύτο. 

3. Παραγωγή µορίων-σηµάτων συναγερµού όπως οξείδιο του αζώτου, 

σαλικυλικό, γιασµονικό,  βενζοικό οξύ και αιθυλένιο. 

4. Ενίσχυση των κυτταρικών τοιχωµάτων. 

5. Σύνθεση νέων πρωτεϊνών όπως οι λεκτίνες και οι χιτινάσες, που 

στοχεύουν στην εξουδετέρωση του παθογόνου.           

         

 

3.Επαγόµενη προστασία µέσω του Fusarium solani (FsK) 

 

Ο Fusarium solani είναι ένας µη παθογόνος νηµατοειδής µύκητας που 

εντοπίζεται στο έδαφος και σε φυτικούς οργανισµούς. Αποµονώθηκε από ένα 

επισχετικό compost από υπολείµµατα στεµφύλων και παραπροϊόντων ελαιουργίας. 

Το συγκεκριµένο στέλεχος εµφανίζει την ικανότητα να επιφέρει στα φυτά της 

τοµάτας ενεργοποίηση των µηχανισµών άµυνας έναντι του φυτοπαθογόνου µύκητα 

του φυλλώµατος Septoria lycopersici (Olivain et al 1998) . Ο µύκητας προστατεύει 

επίσης τοπικά το φυτό έναντι της προσβολής από το ριζοµύκητα σήψης Fusarium 

oxysporym radicis-lycopercic (Kavroulakis.et al 2007)  µέσω του µηχανισµού 

άµυνας που εµπλέκεται το αιθυλένιο. Ο Fusarium solani, όπως και άλλοι µύκητες 

παράγουν εξωκυτταρικά ένζυµα. Κάποια από αυτά παρουσιάζουν µεγάλο ερευνητικό 
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ενδιαφέρoν και είναι γνωστά ως τοµατινάσες. Οι τοµατινάσες του Fusarium solani 

και του Fusarium oxysporym διασπούν την β1-συνδεδεµένη γαλακτόζη και 

απελευθερώνουν την β-lycotetraose και την τοµατιδίνη ( Roldan-Arjona et al 1999) .  

 

                                                                                                                                                                   
 

 

Εικόνα 3η: Fusarium solani. 

 

Βασίλειο Μύκητας 

Φύλο Ασκοµύκητας 

Τάξη Hypocreales 

Οικογένεια Hypocreaceae 

Γένος Fusarium 

Πίνακας 1ος: Χαρακτηριστικά Fusarium solani.  
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4.Σαπωνίνες-τοµατίνη  

 

Οι σαπωνίνες αποτελούνται από ένα άγλυκο (aglucone) τµήµα που έχει δοµή 

είτε στερεοειδούς, είτε τριτερπενοειδούς και συνδέεται µε ένα ή περισσότερα 

σάκχαρα. Σχηµατίζουν συµπλέγµατα µε τις στερόλες των µεµβρανών, οι οποίες 

φέρουν ελεύθερες 3β-υδροξυστερόλες. Το αποτέλεσµα αυτής της αλληλεπίδρασης 

είναι η απώλεια της σταθερότητας των µεµβρανών, η αύξηση της διαπερατότητας 

τους και η επακόλουθη διαρροή των ηλεκτρολυτών (Sandrock et al 1995). Η  α-

τοµατίνη είναι µια σαπωνίνη που εµποδίζει την ανάπτυξη των µυκήτων, αφού είναι 

τοξική γι’ αυτούς. Παράγεται στο φυτό της τοµάτας και είναι ένας δευτερογενής 

µεταβολίτης. Η συγκέντρωση της α-τοµατίνης είναι ικανή να προστατεύσει τις υγιείς 

τοµάτες από το µύκητα. Βρίσκεται στα φύλλα, τις ρίζες και τον κορµό του φυτού, 

ενώ υπάρχει και στα ανώριµα φρούτα. Παρουσιάζει υδρόφοβο χαρακτήρα και έχει 

αιµολυτικές και χολιστερολικές ιδιότητες για το µύκητα. Τέτοιου είδους σαπωνίνες 

µπορεί να συναντώνται σε µεγάλες συγκεντρώσεις σε υγιείς φυτικούς οργανισµούς. 

Πρόσφατα ο όρος φυτοαντισιπίνες (phytoanticipin) έχει χρησιµοποιηθεί για να 

περιγράψει τις σαπωνίνες και άλλα χαµηλού µοριακού βάρους αντιµικροβιακά 

µόρια, τα οποία παράγονται σαν µέρος της φυσιολογικής ανάπτυξης των φυτών και 

µπορεί να παίξουν ρόλο στην προστασία τους από παθογόνους παράγοντες (Βanetten 

et al 1994). Αυτός ο όρος έχει χρησιµοποιηθεί για τον διαχωρισµό τους από τα 

παθητικά παραγόµενα αντιµικροβιακά  µόρια που συνθέτονται de novo ως απόκριση 

στην µικροβιακή µόλυνση. 
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Εικόνα 4η : ∆οµή τοµατίνης. 

 

5.1.Γλυκοσιδάσες 

 

Οι γλυκοσιδάσες χωρίζονται σε 45 οικογένειες. Εντοπίζονται τόσο 

ενδοκυτταρικά  όσο και εξωκυτταρικά. Χρησιµοποιούνται για την απορρόφηση 

θρεπτικών συστατικών. Τα ένζυµα της κατηγορίας αυτής υδρολύουν τους Ο-, Ν-ή S-

γλυκοσυλ-δεσµούς. ∆ιαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην φυσιολογία των φυτών, 

καθώς συµµετέχουν στην βιοσύνθεση της λιγνίνης, η οποία συµετέχει στη χηµική 

προστασία του φυτού ενάντια στα παθογόνα, αλλά και γενικότερα στην αύξηση και 

στην ανάπτυξη των φυτικών οργανισµών. 

Οι β-γλυκοσιδάσες καταλύουν την υδρόλυση του γλυκοσιδικού δεσµού 

µεταξύ του άνω άνθρακα και του ¨γλυκοσιδικού¨ οξυγόνου. Αυτό επιτυγχάνεται 

µέσα από έναν µηχανισµό στον οποίο η άνω διαµόρφωση της γλυκόζης διατηρείται. 

Η ενζυµική υδρόλυση του γλυκοσιδικού δεσµού πραγµατοποιείται µέσω µιας 

γενικής όξινης κατάλυσης που απαιτεί δύο πολύ σηµαντικά στοιχεία. Ένα δότη 

πρωτονίων και ένα πυρινόφιλο µόριο/βάση. Αυτού του είδους η υδρόλυση 

πραγµατοποιείται µέσω δύο σηµαντικών µηχανισµών (Simos et al 1993). Οι 

µηχανισµοί αυτοί χρησιµοποιούν είτε µια γενική διατήρηση, είτε µια αναστροφή της 

ανωµερούς διαµόρφωσης του µορίου που πρόκειται να υδρολυθεί. Και στις δύο 

αυτές περιπτώσεις, διατήρηση-αναστροφή, η θέση του δότη πρωτονίων είναι η ίδια, 

δηλαδή βρίσκεται πάντα στην περιοχή του υδρογόνου του γλυκοσιδικού οξυγόνου. 

Στα ένζυµα που χρησιµοποιούν το µηχανισµό διατήρησης, η νουκλεόφιλη 

καταλυτική βάση βρίσκεται σε στενή εγγύτητα µε τον ανωµερή άνθρακα του 
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σακχάρου. Αυτή η βάση βρίσκεται πιο µακριά στην περίπτωση αναστροφής, όπου 

ένα µόριο νερού θα πρέπει να βρίσκεται µεταξύ της βάσης και του σακχάρου. 

Αυτή η διαφορά οδηγεί σε µια µέση απόσταση µεταξύ των δύο καταλυτικών 

καταλοίπων της τάξης των 5.5 Å στα ένζυµα που χρησιµοποιούν το µηχανισµό της 

διατήρησης, ενώ στα ένζυµα που χρησιµοποιούν τον µηχανισµό της αναστροφής 

φτάνουν σε µια απόσταση των 10 Å (Gideon Davies et al 1995).   

 

 

 

Εικόνα 5η : Μηχανισµός διατήρησης.. 

 

 

 

 

Εικόνα 6η : Μηχανισµός αναστροφής.. 
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Έχει προταθεί µια κατάταξη των γλυκοσιδάσων σε οικογένειες µε βάση την 

οµοιότητα τους στην αµινοξιτελικής τους αλληλουχία, ώστε να διευκολυνθεί η 

συλλογή χρήσιµων πληροφοριών για τη δοµή και την λειτουργία των ενζύµων 

αυτών. Με βάση αύτη την κατάταξη, ένζυµα µε διαφορετική ειδικότητα για 

υποστρώµατα βρίσκονται µερικές φορές στην ίδια οικογένεια, υποδεικνύοντας µια 

εξελικτική απόκλιση για την δηµιουργία νέων ιδιοτήτων. Από την άλλη, ένζυµα  τα 

οποία υδρολύουν  το ίδιο υπόστρωµα µπορεί µερικές φορές να βρεθούν σε 

διαφορετικές οικογένειες. Επειδή η τρισδιάστατη δοµή των πρωτεϊνών αύτων είναι 

περισσότερο συντηρηµένενη από ότι οι  αλληλουχίες τους, διαφορετικές  οικογένειες 

βασιζόµενες στην αλληλουχία µπορεί να έχουν συναφείς αναδιπλώσεις.  

Μελέτες έχουν δείξει (Orego et al 1994) ότι συγκεκριµένες αναδιπλώσεις 

πρωτεϊνών εµφανίζονται πολύ συχνότερα από τις άλλες. Συγκεκριµένα µόνο εννέα 

από αυτές είναι επαρκείς για να περιγράψουν την αναδίπλωση στο 30% του συνόλου 

των πρωτεϊνών. Μέχρι στιγµής από της είκοσι δύο οικογένειες των γλυκοσιδασών 

των οποίων η 3D δοµή έχει βρεθεί οι έννια από αυτές ανήκουν στον τύπο TIM 

barrel. Συγκρίνοντας τις αλληλουχίες διαφορετικών οικογενειών γλυκοσιδασών 

παρατηρούµε ότι µοιράζονται την ίδια αναδίπλωση, προτείνοντας έτσι ότι για τις 

γλυκοσιδάσες η προτίµηση προς κάποια αναδίπλωση είναι εξίσου σηµαντική.  

  Οι γλυκοσιδάσες ταξινοµούνται σύµφωνα µε την τοπολογία της ενεργούς 

τους θέσης. Η συνολική τοπολογία των ενεργών θέσεων µπορεί να διαχωριστεί σε 

τρείς γενικές τάξεις ανάλογα µε το εάν το ένζυµο χρησιµοποιεί το µηχανισµό 

διατήρησης ή της αναστροφής. Αυτές οι τρείς τοπολογίες µπορούν κατά κανόνα να 

δηµιουργηθούν στην ίδια αναδίπλωση µε το ίδια καταλυτικό κατάλοιπο. 

 

•Τοπολογία Pocket or crater : 

Αυτή η τοπολογία είναι βέλτιστη για την αναγνώριση των µη αναγωγικών 

άκρων σακχάρων και εντοπίζεται σε µονοσακχαρίτες, όπως είναι η β-

γαλακτοσιδάση, η β-γλυκοσίδαση και η νευραµινιδάση, αλλά και σε 

εξωπολυσακχαρίτες, όπως είναι η γλυκοαµυλάση και η β-αµυλάση. Αυτοί οι 

εξωπολυσακχαρίτες είναι προσαρµοσµένοι σε υποστρώµατα που διαθέτουν ένα 

µεγάλο αριθµό διαθέσιµων άκρων αλυσίδας, όπως είναι οι αµυλόκοκκοι των οποίων 

η ακτινωτή δοµή εκθέτει όλα τα µη αναγωγικά άκρα αλυσίδων στην επιφάνεια. Από 
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την άλλη αυτά τα ένζυµα δεν είναι πολύ αποτελεσµατικά σε ινώδη υποστρώµατα, 

όπως είναι η κυτταρίνη που δεν έχει σχεδόν κανένα ελεύθερο άκρο αλυσίδας.  

 

 

 

•Τοπολογία  Cleft or groove 

Αυτή η ΄΄ ανοιχτή ΄΄ δοµή επιτρέπει ένα τυχαίο ζευγάρωµα αρκετών µονάδων 

σακχάρων στα πολυµερικά υποστρώµατα που βρίσκονται συνήθως σε 

πολυσακχαρίτες µε εσωτερική δράση όπως η λυσοζύµη, οι α-αµυλάσες, οι 

ξυλανάσες και οι χιτινάσες. 

 

•Τοπολογία Τούνελ (Tunnel) 

Αυτή η τοπολογία προκύπτει από την προηγούµενη όταν η πρωτεΐνη περιέχει 

µακριές θηλιές (loops) οι οποίες καλύπτουν ένα µέρος από την σχισµή, όµως  µέχρι 

στιγµής έχει βρεθεί µόνο στην υδρολάση της κελλοβιόζης . Η προκύπτουσα δοµή 

επιτρέπει στον πολυσακχαριδική αλυσίδα να αναχθεί. Η τοπολογία αυτή επιτρέπει 

στα ένζυµα να απελευθερώνουν το προϊόν, ενώ παραµένουν σταθερά συνδεδεµένα 

µε την πολυσακχαριδική αλυσίδα. Παραµένει όµως ασαφές προς το παρόν αν το 

υπόστρωµα αρχικά διεισδύει στην αρχική θέση µέσω των δύο εισόδων του τούνελ ή 

αν οι θηλιές οι οποίες κλείνουν την ενεργή θέση, µπορούν να ανοίξουν περιστασιακά 

για να επιτρέψουν ένα τυχαίο ζευγάρωµα του υποστρώµατος µε την ενεργή θέση και 

να ακολουθήσει  διαδικασία επεξεργασίας (Davies et al 1995).   
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     Εικόνα 7η : ∆οµές και µηχανισµοί διαφορετικών οικογενειών γλυκοσιδασών (Davies G. et al 

1995).     

 

      5.2.Τοµατινάση 

 

Η τοµατινάση χρησιµοποιείται σαν όπλο από τον Fusarium solani 

προκειµένου να παρακάµψει την άµυνα του φυτού. Υδρολύοντας την τοµατίνη 

προκύπτουν δυο παράγωγά της. Αυτά που είναι λιγότερο τοξικά, είναι η τοµατιδίνη 

και η γλυκοτετραόζη. Τα παθογόνα της τοµάτας έχουν την ικανότητα να 

αντιστέκονται στην α-τοµατίνη λόγω της µεµβρανικής τους σύστασης, καθώς και 

εξαιτίας άλλων παραγόντων, όπςως για παράδειγµα είναι τα εξωκυττάρια ένζυµα, 

όπως είναι η τοµατινάση.  

Υπάρχουν δυο µηχανισµοί ανθεκτικότητας του µύκητα στην α-τοµατίνη. Ο 

πρώτος µηχανισµός αφόρα την σύσταση των µεµβρανών του. Έχουν αποµονωθεί 

µεταλλαγµένα στελέχη του FsK για την βιοσύνθεση στερολών, τα οποία έδειξαν 

αυξηµένη αντοχή στην α-τοµατίνη, ενώ είναι ικανά να µολύνουν το φυτό της 

τοµάτας (Defago et al 1983). Ο δεύτερος µηχανισµός περιλαµβάνει ενζυµική 

αποτοξίνωση. Πολύ παθογόνοι µύκητες της τοµάτας παράγουν γλυκοσιλικές 

υδρολάσες που αποµακρύνουν το σάκχαρο από το µόριο των σαπωνινών. Aυτά τα 
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ένζυµα ονοµάζονται τοµατινάσες και έχουν διαφορετικούς µηχανισµούς δράσης 

µεταξύ τους. 

Πολυκλωνικό αντίσωµα αντί-τοµατινάσης του  Fusarium oxysporym δεν 

αναγνωρίζει την τοµατινάση του Fusarium solani προτείνοντας έτσι ότι η 

τοµατινάση αύτη µπορεί να είναι ένα µοναδικό µόριο. Η τοµατινάση από τον 

Fusarium oxysporym και του Botrylis cinerea  κόβουν την β1-γαλακτόζη, που είναι 

συνδεδεµένη και απελευθερώνουν τον τετρασακχαρίτη β-λυκοτετραόζη και την 

τοµατιδίνη. Η τοµατινάση  από τον Alternaria solani  επίσης αποικοδοµεί  τη α-

τοµατίνη σε τοµατιδίνη, αλλά απελευθερώνει έναν µονοσακχαρίτη, αντί του 

τετρασακχαρίτη. Όλοι αυτοί οι µηχανισµοί αποµακρύνουν σάκχαρα και 

καταστρέφουν την ικανόνητα της α-τοµατίνης να σχηµατίζει συµπλέγµατα µε τις 

στερόλες των µεµβράνων. 

Η τοµατινάση είναι µια γλυκοσιδάση που ανήκει στην οικογένεια των β-

γλυκοσιδάσων. Η αποτοξικοποίηση της α-τοµατίνης επιτυγχάνεται καθώς η 

τοµατινάση αποµακρύνει είτε ένα, είτε και τα τέσσερα σάκχαρα από την τοµατίνη. 

 

 

 

 
Εικόνα 8η : ∆οµή τοµατιδίνης. 
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Εικόνα 9η : Υδρόλυση της α-τοµατίνης από το ένζυµο τοµατινάση.   

                           

6.Αρχές ενζυµικής κινητικής 

Η κινητική των ενζυµικών αντιδράσεων, όπως διατυπώθηκε κυρίως από τους 

Michaelis-Menten, ασχολείται µε την µέτρηση χαρακτηριστικών σταθερών του κάθε 

ενζύµου, Vmax και ΚΜ , και µε την µέτρηση των παραγόντων που επηρεάζουν την 

ενζυµική αντίδραση. Οι κυριότεροι παράγοντες είναι: η συγκέντρωση του ενζύµου, η 

συγκέντρωση του υποστρώµατος και άλλων ουσιών που µπορούν να συνδεθούν µε 

το ένζυµο (προϊόντα αντιδράσεων, συνένζυµα, ενεργοποιητές, αναστολείς ), το pH, η 

θερµοκρασία και η ιοντική ισχύς.  

Η ενεργότητα ενός ενζύµου, Ε, εκφράζεται µε την ταχύτητα της αντίδρασης 

που καταλύεται από το ένζυµο. Για την απλούστερη περίπτωση, όπου ένα 

υπόστρωµα µετατρέπεται σε ένα προϊόν, η ταχύτητα, V, ορίζεται σαν το ποσό του 

υποστρώµατος, S, που καταναλώνεται ή το ποσό των προϊόντων, P, που 

δηµιουργούνται στην µονάδα του χρόνου και υπολογίζεται από την εξίσωση 

Michaelis-Menten: 

V0=VMAX *([S]/ ΚΜ+[S]) 

Όπου V 0 η αρχική ταχύτητα της αντίδρασης, [S] η αρχική συγκέντρωση του 

υποστρώµατος, VMAX  H µέγιστη ταχύτητα για την συγκέντρωση του ενζύµου που 

χρησιµοποιήθηκε : 
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ΚΜ (σταθερά Michaelis)=k1+k3/k2 

Από την  εξίσωση Michaelis-Menten προκύπτει ότι η αρχική ταχύτητα µιας 

αντίδρασης εξαρτάται από την συγκέντρωση του υποστρώµατος. Για πολλές 

ενζυµικές αντιδράσεις, οπού ένα υπόστρωµα µετατρέπεται σε ένα προϊόν, το 

διάγραµµα µεταβολής της αρχικής ταχύτητας ,V0, µε τη συγκέντρωση του 

υποστρώµατος,[S], είναι µια ορθογώνια υπερβολή. Παρατηρούµε ότι σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις υποστρώµατος η αρχική ταχύτητα αυξάνει γραµµικά µε τη 

συγκέντρωση του υποστρώµατος (κινητική πρώτης τάξεως, V0=k[S]), ενώ σε υψηλές 

συγκεντρώσεις υποστρώµατος η αρχική ταχύτητα γίνεται σταθερή και ανεξάρτητη 

από την συγκέντρωση του υποστρώµατος(κινητική µηδενικής τάξεως, V0=k) και 

πλησιάζει την οριακή τιµή της µέγιστης ταχύτητας,VMAX  . Η σταθερά Michaelis είναι 

η συγκέντρωση υποστρώµατος στην οποία έχουµε το ήµισυ της µέγιστης ταχύτητας. 

Έτσι έχουµε µια εκτίµηση της συγγένειας του ενζύµου προς το συγκεκριµένο 

υπόστρωµα. 

Οι καταλυτικές σταθερές ΚΜ και VMAX  είναι χαρακτηριστικές µιας ενζυµικής 

αντίδρασης. Η τιµή ΚΜ  είναι σταθερά για ένα ένζυµο µε ένα ορισµένο υπόστρωµα 

κάτω από καθορισµένες συνθήκες pH, θερµοκρασίας και ιοντικής ισχύος, 

εκφράζεται ως συγκέντρωση και συνήθως κυµαίνεται σε 10-1  µε 10-7  Μ. Αντίθετα η 

VMAX  εξαρτάται από το ποσό του ενζύµου που χρησιµοποιείται και γι αυτό 

εκφράζεται ως ταχύτητα σχηµατισµού P ανά µονάδες ενζύµου (π.χ. µmoles/min/mg 

πρωτεΐνης) 

Μια πολύ χρήσιµη σταθερά είναι ο αριθµός ανακύκλωσης δηλαδή η kCAT, 

που ορίζεται ως kcat=VMAX /[ET]. Η kcaτ  αντιστοιχεί στον µέγιστο αριθµό moles 

υποστρώµατος που µπορούν να µετατραπούν σε προϊόν ανά µονάδα χρόνου σε 

συνθήκες ενζυµικού κορεσµού, αντιπροσωπεύει δηλαδή τη µοριακή ενεργότητα του 

ενζύµου και εκφράζεται σε sec-1  . Η kcaτ =k3 όταν [S]>>KM  και έχει τιµές που 

κυµαίνονται ανάµεσα στο 1-107 . Τέλος η σταθερά εξειδίκευσης, kcaτ/ ΚΜ ο λόγος 

δυο σταθερών, εκφράζεταισε Μ-1 sec-1  
και είναι ενδεικτική της αποδοτικότητας του 

ενζύµου. Αντιστοιχεί στην σταθερά της ταχύτητας k1 ανάµεσα στο υπόστρωµα και 

στο ελεύθερο ένζυµο, όταν [S]<< ΚΜ και [ΕΤ ]=[Εελεύθερο] 

 



23 

 

 

Β. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΓΡΑΣΙΑΣ 

 

Η τοµατινάση είναι µια γλυκοσιδάση που ανήκει στην οικογένεια των β-

γλυκοσιδασών. Η αµινοξική της ακολουθία υποδεικνύει ότι ανήκει στην οικογένεια 3 

των γλυκοσιδασών. Η οικογένεια αυτή έχει πάνω από 100 µέλη, περιλαµβάνοντας 

ένζυµα που προέρχονται από µύκητες και βακτήρια. ∆εν υπάρχουν πληροφορίες 

ούτε για το µηχανισµό ενζυµικής της δράσης, ούτε για την δοµή της. Άρα 

παρουσιάζει µεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον, αφού ανήκει σε µια µη χαρακτηρισµένη 

οικογένεια ενζύµων. Ακόµα ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι δεν µπορεί να 

γίνει σχεδιασµός δοµής µε βάση την οµολογία της, γιατί οι εν λόγω πρωτεΐνες είναι 

εξαιρετικά αποκλίνουσες (Vicki A. 2004). ∆εν υπάρχει κάποιο µοντέλο οµολογίας 

για την ακριβή περιγραφή της δοµής της τοµατινάσης. Άρα θα πρέπει να γίνει 

εξαρχής σχεδιασµός του ενζύµου. Για αυτούς τους λόγους σκοπός της παρούσας 

εργασίας ήταν αρχικά η εύρεση των βέλτιστων συνθηκών έτσι ώστε, στη συνέχεια να 

γίνει µελέτη της ενζυµικής δράσης της τοµατινάσης του µύκητα Fusarium solani 

στέλεχος Fsk.          
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Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

  

Φωτόµετρο Spectronic 20 genesys 
Speed Vac RC110B 
Φυγόκεντρος Eppendorf Centrifuge 5810R 
  Πίνακας 2ος: Όργανα που χρησιµοποιήθηκαν.  

 

Tomatine Extrasynthece 
Tomatidine Sigma 
DNS Sigma 
PNG Alfa Aesar 
Bradford BIOQUANT της Merck 
Ammonium Sulfate Serva 
Sodium Acetate Merck 
Πίνακας 3ος: Αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

Γ.1. Αποµόνωση τοµατινάσης του µύκητα fusarium solani 

  

Παρασκευή υγρού θρεπτικού µέσου LB 

Για την παρασκευή ενός λίτρου υγρού θρεπτικού µέσου προστίθενται 10 g 

Casein,  5 g NaCl, 5g  yeast extract και 5ml θεϊκό αµµώνιο 10 mM σε νερό .Tο 

θρεπτικό µέσο αποστειρώθηκε και εµβολιάστηκε µε στερεή καλλιέργεια του µύκητα 

FsK. Στην  καλλιέργεια προστέθηκε  α-τοµατίνη  200µM  και αναπτύχθηκε για 5 

µέρες σε θερµοκρασία 29οC σε συνεχής ανάδευση. Η α-τοµατίνη επάγει την 

παράγωγη της τοµατινάσης του µύκητα.   

Αφού έχει αναπτυχθεί η καλλιέργεια διηθούµε µε γάζα έτσι ώστε να 

αποµακρύνουµε το µικκύλιο . 
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Στην συνέχεια κατακρηµνίζουµε τις πρωτεΐνες µε σταδιακή προσθήκη 

κορεσµένου διαλύµατος 80% θεϊκού αµµωνίου, στους 0ο C. Το αφήνουµε όλο το 

βράδυ σε συνεχή ανάδευση στους 4oC. 

Μετά την κατακρήµνιση φυγοκεντρούµε στις 10.000 rpm στους 4o C για µια 

ώρα. Το ίζηµα που παρουσιάζεται επαναδιαλύεται µε 1ml οξικό νάτριο 20mM     pH 

=5.  

 

Γ.1.2. Φωτοµετρικός ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών-Μέθοδος 

Bradford 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης ενός δείγµατος σε πρωτεΐνες 

πραγµατοποιείται µε την µέθοδο Bradford. Οι πρωτεΐνες αντιδρούν µε το 

αντιδραστήριο που βρίσκεται  σε περίσσεια και σχηµατίζεται µια έγχρωµη ένωση. 

Σε ορισµένο εύρος συγκεντρώσεων η ποσότητα της σχηµατιζόµενης έγχρωµης 

ένωσης είναι ανάλογη της ποσότητας της αρχικής ουσίας. Για την ποσοτικοποίηση 

του δείγµατος, είναι απαραίτητη η κατασκευή πρότυπης καµπύλης συσχέτισης της 

οπτικής πυκνότητας µε την πρωτεϊνική συγκέντρωση, µε τη χρήση δειγµάτων 

γνωστής συγκέντρωσης  πρωτεΐνης. 

 

 Αρχικά, λοιπόν µετράται η απορρόφηση µιας σειράς προτύπων διαλυµάτων 

BSA ( Bovine Serum Albumin). Η παρασκευή των πρότυπων διαλυµάτων γίνεται ως 

εξής : 

Συγκέντρωση πρότυπων 

διαλυµάτων 

Ποσότητα BSA ( 10µg/ml) Ποσότητα H2O 

0 0 1ml 

0,1 10µl 990 µl 

0,2 20 µl 980 µl 
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0,4 40 µl 960 µl 

0,6 60 µl 940 µl 

0,8 80 µl 920 µl 

1 100 µl 900 µl 

Πίνακας 4ος: : Παρασκευή πρότυπων διαλυμάτων στη μέθοδο Bradford. 

 

Για τη κατασκευή της πρότυπης καµπύλης κάθε φορά παίρνουµε 20µl από το 

κάθε πρότυπο διάλυµα και προσθέτουµε 980 µl διαλύµατος Bradford.  Ακολουθεί 

καλή ανάδευση, επώαση για 5min και µέτρηση απορρόφησης στα 595 nm. Από τις 

τιµές απορρόφησης των πρότυπων δειγµάτων κατασκευάζεται η πρότυπη καµπύλη, 

από την οποία βρίσκουµε την εξίσωση της πρότυπης καµπύλης. Με βάση την 

πρότυπη καµπύλη που δηµιουργήσαµε αντιστοιχίζουµε την τιµή της απορρόφησης 

του δείγµατος µας και γίνεται ο προσδιορισµός της άγνωστης συγκέντρωσης των 

πρωτεϊνών του δείγµατος.   

  

 

Γ.2. Καθαρισµός ενζύµου µέσω διαπίδυση 

Στην συνέχεια πραγµατοποιήσαµε  διαπίδυση. Είναι µια µέθοδος 

διαχωρισµού µε βάση το µέγεθος κατά την οποία χρησιµοποιείται ηµιπερατή 

µεµβράνη για να διαχωρίσει τον αναλυτή από τις παρεµποδίσεις . Εµβαπτίζεται σε 

διάλυµα του οποίου η σύσταση διαφέρει από αύτη του δείγµατος. Στο πείραµα µας 

είναι το οξικό νάτριο 20mΜ pΗ=5.  

Επώαση O/N µε συνεχή ανάδευση στους 0ο C πραγµατοποιώντας δυο 

αλλαγές του ρυθµιστικού διαλύµατος ανά οκτώ ώρες .  

 Στην διαπίδυση χρησιµοποιούµε µεµβράνες που κατασκευάζονται από 

κυτταρίνη µε διάµετρο πόρων 1-5nm. Παρασκευάζονται ως εξής : φτιάχνουµε ένα 
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διάλυµα 8g διτανθρακικού νατρίου σε 500ml H2O και το αφήνουµε να βράσει για 30 

min. Οι µεµβράνες µε αυτή τη διαδικασία καθίστανται ηµιδιαπερατές.  

Εάν η συγκέντρωση ενός συστατικού είναι διαφορετική εκατέρωθεν της 

µεµβράνης  η δηµιουργούµενη βαθµίδα συγκέντρωσης παρέχει την κινητήρια 

δύναµη για τη διάχυσή της κατά µήκος της µεµβράνης. Έτσι, ενώ τα µικρά µπορούν 

να διέρθουν ελεύθερα µέσω της µεµβράνης, τα µεγάλα κατακρατούνται. Η 

διαπίδυση ως µέθοδος διαχωρισµού χρησιµοποιείται συχνά στον καθορισµό 

πρωτεϊνών, ορµονών και ενζύµων (Μπακέα 2008).    

 

 

Εικόνα 10η : Μέθοδος διαχωρισµού µε διαπίδυση. Πορώδης µεµβράνη  µε διάλυµα της προς 

αποµάκρυνση ουσίας βυθίζεται σε καθαρό διαλύτη: (α) πριν και (β) µετά την αποκατάσταση 

της ισορροπίας.  
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Γ.3. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

Κατά την ηλεκτροφόρηση οι πρωτεΐνες και αλλά µακροµόρια (DNA, RNA) 

διαχωρίζονται καθώς κινούνται υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου, µέσα από τους 

πόρους ενός πηκτώµατος. Η ταχύτητα µετακίνησης των (U) εξαρτάται από την 

ένταση του ηλεκτρικού πεδίου (Ε), το καθαρό φορτίο του µορίου (Ζ) και από τον 

συντελεστή τριβής (f) σύµφωνα µε τον τύπο U=E*Z/f. H ηλεκτροστατική δύναµη 

Εz που κατευθύνει το φορτισµένο µόριο προς το αντίθετο φορτισµένο ηλεκτρόδιο 

είναι αντίθετη της τριβής fv που εµφανίζεται µεταξύ του µορίου που µετακινείται 

και του µέσου. Η σταθερά τριβής f εξαρτάται από τη µάζα και το σχήµα του µορίου 

που µετακινείται καθώς επίσης και από την πυκνότητα και το ιξώδες του 

πηκτώµατος. 

  Ο ηλεκτροστατικός διαχωρισµός γίνεται σχεδόν πάντα σε πηκτή παρά σε υγρό, 

διότι η πηκτή καταστέλλει τα ρεύµατα που δηµιουργούνται από µικρές βαθµιδώσεις 

της θερµοκρασίας ( απαραίτητη για τον σωστό διαχωρισµό) και λειτουργεί ως 

µοριακός ηθµός καθιστώντας έτσι ευκολότερους τους διαχωρισµούς µορίων. Τα 

µόρια που είναι µικρά σε σχέση µε τους πόρους της πηκτής µετακινούνται εύκολα 

διαµέσου του πηκτώµατος, ενώ τα µεγάλα µόρια µένουν σχεδόν αµετακίνητα. Τα 

µόρια ενδιάµεσου µεγέθους µετακινούνται µέσα από την πηκτή µε διαφορετικές 

ταχύτητες. Το πήκτωµα µπορεί να είναι άµυλο ή αγαρόζη κυρίως όµως 

χρησιµοποιείται πολυακριλαµίδιο για τις πρωτεΐνες, γιατί παρέχει µεγάλη 

επαναληψιµότητα αποτελεσµάτων, είναι χηµικά αδρανές, διαφανές, σταθερό σε 

µεγάλο εύρος pH, θερµοκρασίας και ιοντική ισχύος και επιπλέον το µέγεθος των 

πόρων του µπορεί να ποικίλει σηµαντικά. 

Το σύστηµα ηλεκτροφόρησης µπορεί να είναι συνεχές ή ασυνεχές. Στο συνεχές 

σύστηµα χρησιµοποιείται το ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα στην πηκτή και στα δοχεία 

ηλεκτροδίων και έχει ένα µόνο ενιαίο πήκτωµα διαχωρισµού . Στο ασυνεχές 

σύστηµα, ένα µη περιοριστικό πήκτωµα µε µεγάλους πόρους αποκαλούµενο πήκτωµα 

συσσώρευσης (stacking gel) είναι τοποθετηµένο σε στρώσεις πάνω από  ένα πήκτωµα 

διαχωρισµού (separating gel). Κάθε πήκτωµα γίνεται µε ένα διαφορετικό ρυθµιστικό 

διάλυµα και τα ρυθµιστικά των δεξαµενών είναι διαφορετικά από τα ρυθµιστικά των 

πηκτωµάτων. Η σύσταση, το pH και το µέγεθος των πόρων των δυο πηκτών είναι 

τέτοια, ώστε στην πηκτή συσσώρευσης τα δείγµατα να συµπυκνώνονται και στο 



29 

 

τέλος οι πρωτεΐνες να συσσωρεύονται σε στενές ζώνες µεγάλης συγκέντρωσης. Στην 

πηκτή διαχωρισµού επιτελείται ο διαχωρισµός τους, λόγω διαφορετικής 

κινητικότητας κάθε πρωτεΐνης. Έτσι επιτυγχάνεται πολύ καλύτερα ο διαχωρισµός 

τους από ότι στο συνεχές σύστηµα και η καλύτερη ανάλυση των αποτελεσµάτων.  

Τέλος η ηλεκτροφόρηση δύναται να γίνει παρουσία ή απουσία αποδιατακτικών 

µέσων, όπως του απορρυπαντικού SDS ( θειικό δωδεκανικό νάτριο) ή της ουρίας. 

Στην πρώτη περίπτωση (κάτω από µη- µετουσιωτικές συνθήκες), τα πρωτεϊνικά 

µόρια διατηρούν άθικτες τις ανώτερες διαµορφώσεις τους και παραµένουν κατά 

κανόνα δραστικά, Στη δεύτερη περίπτωση (ηλεκτροφόρηση  κάτω από µετουσιωτικές 

συνθήκες) αναδιατάσσονται οι τυχόν υποµονάδες των πρωτεϊνών λαµβάνοντας 

τυχαίες διαµορφώσεις και διαχωρίζονται.  

Το θειικό άλας νατρίου (Sodium dodecyl sulphate, SDS) είναι ένα ανιονικό 

απορρυπαντικό, το οποίο δεσµεύεται πάνω στην ραχοκοκαλιά της πολυπτετιδικής 

αλυσίδας µε υδρόφοβους δεσµούς. Το SDS δεσµεύεται αρκετά εξειδικευµένα  µε 

σταθερό ποσό SDS ανά µονάδα βάρους πρωτεΐνης ( 1,4 gr SDS : 1 gr πρωτεΐνης) και 

έχει ως αποτέλεσµα την διάσπαση όλων των µη οµοιοπολικών δεσµών στο µόριο της 

πρωτεΐνης, την αποδιάταξή της και τη δηµιουργία ενός επιµήκους συµπλόκου SDS- 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας µε καθαρό αρνητικό φορτίο και περίπου σταθερό λόγο 

φορτίου ανά µονάδα µάζας πολυπεπτιδίου. Συνεπώς το ολικό φορτίο του συµπλόκου 

εξαρτάται µόνο από το µέγεθος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας και η ηλεκτροφορητική 

κινητικότητα του στο πήκτωµα αποκλειστικά από το µοριακό βάρος του 

πολυπεπτιδίου.  

Έτσι, καθίσταται δυνατός ο προσδιορισµός του µοριακού βάρους των πρωτεϊνών 

ή των υποµονάδων αυτών, µε τον παραλληλισµό των αποτελεσµάτων της SDS-PAGE  

πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους (µάρτυρες)  σε σχέση µε αυτά των υπό 

χαρακτηρισµό πρωτεϊνών. Γραµµική σχέση υπάρχει µεταξύ του λογαρίθµου του 

µοριακού βάρους ενός SDS-µετουσιωµένου πολυπεπτιδίου ή ενός νουκλεικού οξέος 

και του Rf του. Το Rf ορίζεται ως η αναλογία της απόστασης µετανάστευσης ενός 

µορίου προς αυτή που µετανάστευσε ένας χρωµατισµένος µάρτυρας. Η µέθοδος 

χρησιµοποιείται ευρύτατα για την ταυτοποίηση, διαχωρισµό και χαρακτηρισµό 

πρωτεϊνών, καθώς επίσης για τον έλεγχο της οµοιογένειας ενός πρωτεϊνικού 

κλάσµατος. Παρουσιάζει όµως ορισµένους περιορισµούς. Έτσι, πολύ βασικές 
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πρωτεΐνες ή πρωτεΐνες µε µεγάλο βαθµό γλυκοσυλίωσης ( επειδή δεσµεύουν 

απορρυπαντικό µόνο στο πρωτεϊνικό τµήµα τους) κινούνται πιο αργά στην πηκτή µε 

αποτέλεσµα να ταυτοποιούνται λανθασµένα. Επίσης λανθασµένο µοριακό βάρος 

µπορεί να προκύψει και για ορισµένες περιπτώσεις πρωτεϊνών που δεν 

αναδιατάσσονται πλήρως µε το SDS. 

 

Εικόνα 11η: Μέθοδος ηλεκροφόρησης πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου.    

 

Γ.4. ΤLC ( χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας ) 

Με αυτήν την χρωµατογραφική τεχνική έγινε προσπάθεια ανίχνευσης των 

προϊόντων υδρόλυσης της α-τοµατίνης. Χρησιµοποιούνται γυάλινες ή αλουµινένιες 

πλάκες επιστρωµένες µε µια στοιβάδα στατικής φάσης. Η στατική φάση συνήθως 

είναι γέλη πυριτίου ή λιγότερο συχνά οξείδιο αργιλίου, κυτταρίνης κτλ. Η κινητή 

φάση αποτελείται από χλωροφόρµιο, µεθάνολη και νερό σε αναλογία 6:4:1. 

Πραγµατοποιούµε την δηµιουργία αντίδρασης µε: 

• 13µl από το διάλυµα της τοµατινάσης  

• 1µl α-τοµατίνης 10mM  

• 36µl οξικό νάτριο 20mM pH =5 

Σε τελικό όγκο  50µl και την αφήσαµε Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου.   
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Το δείγµα την επόµενη µέρα λυοφιλιοποιείται και το επαναδιαλύουµε  σε 

30µl  µεθανόλης. Ως control χρησιµοποιήσαµε α-τοµατίνη 10mM διαλυµένη σε 50µl 

µεθανόλης και τοµατιδίνη διαλυµένη σε 200µl µεθανόλης. 

Η πλάκα του TLC είναι τοποθετηµένη πάνω σε θερµαινόµενη πλάκα στους 

50 oC έτσι ώστε να εξατµίζεται αµέσως η µεθανόλη. Φορτώνουµε 10µl τοµατίδινης  

στην συνέχεια 10µl τοµατίνη δεξιά και αριστερά απο 10µl του δείγµατος της 

αντίδρασης σε απόσταση µεταξύ τους  2cm. Στην συνέχεια η πλακά τοποθετείται 

όρθια µέσα σε αεροστεγή θάλαµο, στον οποίο έχει ήδη εισαχθεί η κινητή φάση σε 

ύψος κάτω από αυτό των κηλίδων. Οι διαλύτες πρέπει να έχουν εισαχθεί στο 

θάλαµο τουλάχιστον 10min  πριν την τοποθέτηση της πλάκας, ώστε να έχει 

κορεσθεί ο υπερκείµενος χώρος από τους ατµούς. 

 Ο διαλύτης αφήνεται να ανέλθει µε την βοήθεια τριχοειδών φαινοµένων 

µέχρι το µέτωπο του διαλύτη να φθάσει λίγα εκατοστά πριν το τέλος της πλάκας. 

Στην συνέχεια αποσύρεται και ψεκάζεται µε 30% θεϊκό οξύ σε όλη την επιφάνεια 

της πλάκας. Τέλος στεγνώνεται µε ζεστό αέρα. Οι διάφορες ουσίες που περιέχονται 

στο δείγµα µετακινούνται επί της πλάκας µε διαφορετική ταχύτητα ανάλογα µε την 

πολικότητα τους και εµφανίζονται µε τη µορφή διακριτών κηλίδων. Από το χρώµα 

των κηλίδων µπορούν να εξαχθούν συµπεράσµατα για την κατηγορία των ουσιών 

που παρατηρούνται .  

 

Εικόνα12η : Τεχνική TLC. 

 

 



32 

 

Γ.5. Tomatinase Assay µε συνθετικό υπόστρωµα PNG 

Σε αυτό το πείραµα χρησιµοποιήσαµε το PNG το οποίο είναι ένα συνθετικό 

υπόστρωµα που χρησιµοποιείται για την ενζυµική κινητική γλυκοσιδασών. 

Ετοιµάστηκε διάλυµα pB (phosphate buffer) pH =6  50mM που περιείχε Na2HPO4 

και NaH2PO4. Στο διάλυµα προσθέτουµε το υπόστρωµα που είναι το 4-Nitrophenyl-

B-D-glacopyranoside µε τελική συγκέντρωση 10mM (PNG).  

 

Γ.5.1. Εύρεση βέλτιστων συνθηκών της ενζυµικής αντίδρασης . 

Σε 8ml PNG 10mΜ προσθέτουµε 300µl από το διάλυµα τοµατινάσης που 

έχουµε. Η αντίδραση επωάζεται στους 37o C στο υδατόλουτρο. Για κάθε µέτρηση 

αποσπούµε από την αντίδραση 900µl και προσθέτουµε 100µl καυστικού νατρίου 2M 

έτσι ώστε να σταµατήσει η δράση του ενζύµου. Μηδενίζουµε µε PNG και µετράµε 

την απορρόφηση στα 410nm. Πραγµατοποιήσαµε µετρήσεις για:  .   

1. pH 4 

2. pH 5 

3. pH 6 

4. pH 7 

 

Γ.5.2. Υπολογισµός των τιµών Km και Vmax για το ανάλογο 

υποστρώµατος PNG.  

Ακλουθώντας την ίδια διαδικασία για την εύρεση βέλτιστων συνθηκών 

χρησιµοποιήσαµε διαφορετικές συγκέντρωσεις του υποστρώµατος PNG:  

1. 10 mM 

2. 20 mM 

3. 50 mM 

4. 100 mM 
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Γ.6. Tomatinase assay activity µε DNS. 

Το 3,5-Dinitrosalicylic οξύ ή DNS είναι µια αρωµατική ένωση που 

χρησιµοποιείται κυρίως σε πειράµατα ενζυµικής κινητικής. Σε αυτό το πείραµα 

στόχος µας είναι να βρούµε την ενζυµική ενεργότητα χρησιµοποιώντας τη µέθοδο 

προσδιορισµού των αναγωγικών σακχάρων της χρωστική DNS, η οποία δεσµεύεται 

στην β-lycotetraose που είναι αναγωγικό σάκχαρο και παράγεται από την διάσπαση 

της β1-συνδεδεµένης γαλακτόζης από την α-τοµατίνης. 

Είναι µια άµεση διαδικασία. Το σάκχαρο µειώνει το διαθέσιµο DNS και 

οδηγεί σε αλλαγή στο φάσµα απορρόφησης, η οποία παρατηρείται µε αλλαγή του 

χρώµατος από κίτρινο σε κόκκινο- καφέ.  Το ποσοστό της απορρόφησης σχετίζεται 

άµεσα µε την αύξηση της συγκέντρωσης του προϊόντος της αντίδρασης που καταλύει 

η τοµατινάση. 

 

Παρασκευή dinitrosalicylic acid reagent solution 1% (DNS)  100ml: 

• 1g Dinitrosalicylic acid 

• 0,2g Phenol (C6H5OH) 

• 0,05g Sodium sulfite (NaSO3) 

• 1g Sodium hydroxide  (ΝaOH) 

• 100ml H2O 

   Παρασκευάζουµε αντίδραση η οποία περιέχει:  

1. 260µl α-tomatine 10mM  

2. 800µl διάλυµα tomatinase 

3. 1540µl Sodium -acetate (CH3COONa)  20mM pH=5 

 

Ως τυφλό για το µηδενισµό στο φωτόµετρο χρησιµοποιούµε: 

1. 154µl διάλυµα tomatinase 

2. 346µl Sodium-acetate (CH3COONa) 20mM pH=5 

Η αντίδραση επωάζεται στους 37 οC.  Για κάθε χρόνο παίρνουµε 500µl στα 

οποία προσθέτουµε 200µl DNS και θερµαίνουµε  στους 90o C για 15min.  Στην 
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συνέχεια αποσύρουµε τα δείγµατα από το heat block και προσθέτουµε 166µl τρυγικό 

κάλιο νάτριο (Rochelle KNaC4H4O5x4H2O) το οποίο σταθεροποιεί το χρώµα που 

απέκτησε το δείγµα κατά την θέρµανση. Φωτοµετρoύµε στα 575nm.  

    

 

Γ.7. Tomatinase assay activity µε αντιδραστήριο Somogyi-Nelson: 

Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται σε δυο βήµατα: 

• Προσθήκη αντιδραστηρίου  Α  Nelson 

• Προσθήκη αντιδραστηρίου  Β αρσενοµολυβδενικού. 

Κατά τον προσδιορισµό δράσης του ενζύµου µε το αντιδραστήριο Nelson o 

Cu+2  ανάγεται σε  Cu+1 λόγω της αύξησης  της β-γλυκοτερταόζης. 

Αρχικά παρασκευάζουµε τα αντιδραστήρια για την µέθοδο  Somogyi-Nelson 

µε την όποια µπορούµε να προσδιορίσουµε τη συγκέντρωση σακχάρων και 

συγκεκριµένα για αυτό το πείραµα τη συγκέντρωση της  β-lycotetraose. 

Κατά το δεύτερο βήµα µε την προσθήκη του αρσενοµολυβδενικού (άχρωµο) 

το Cu+1  οξειδώνεται σε  Cu+2 , δίνοντας ένα έντονο µπλε χρώµα, το οποίο αντανακλά 

τη συγκέντρωση του προϊόντος και συνεπώς την ενεργότητα του ενζύµου. 

 

•Αντιδραστήριο Α (Νelson) 200ml :  

1. 5,6g NaHPO4 και 8g τριγικό κάλιο νάτριο (Rochelle KNaC4H4O5x 

4H2O) σε 140ml νερό 

2. Το διάλυµα θερµαίνεται µε συνεχή ανάδευση  

3. Επαναφορά σε θερµοκρασία δωµατίου  

4. Προσθέσαµε 20ml NaOH 1N 

5. Υπό συνεχή ανάδευση προσθέσαµε 1,6ml 10% w/v 

 CuSO4 5H20 
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6. Προσθήκη 36g Na2SO4 

7. Τέλος προσθέτουµε νερό έως τον τελικό όγκο 200ml 

Το διάλυµα αφήνεται σε ηρεµία για δυο µέρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Φυλάσσεται σε σκουρόχρωµο δοχείο και το χρώµα του πρέπει να είναι έντονο µπλε. 

Πριν τη χρήση πραγµατοποιείται διήθηση µε απλό διηθητικό χαρτί. 

•Αντιδραστήριο Β (αρσενοµολυβδενικό)  200ml : 

1. Σε 180ml H2O προσθέτουµε 1g (NH4)6Mo7O24 

2. Προσθέτουµε 8,5g θεϊκό οξύ 12M  

3. Σε 5ml H2O προσθέτω 1.2g Na2HasO4 7H2O και µε αυτό 

συµπληρώνουµε το προηγούµενο διάλυµα.         

Το αντιδραστήριο Β επωάζεται για δυο µέρες στους 37 ο Cκαι αποθηκεύεται σε 

σκουρόχρωµο δοχείο.   

Παρασκευάσαµε αντίδραση για τη µέθοδο Somogyi- Nelson µε τα εξής:   

• 150µl Sodium-acetate (CH3COONa) 20mM pH=5 

• 250µl α-tomatine 10mM  

• 250µl από το διάλυµα tomatinase   

 

Πειραµατική διαδικασία: 

1. Μετά από πέρας κάθε χρόνου παίρνουµε από την αντίδραση, η οποία 

επωάζεται στους 30o C, 130µl και προσθέτουµε 20µl NaOH 1Μ για 

την διακοπή της διάσπασης  

2. Προσθέτουµε στην συνέχεια 200µl από το αντιδραστήριο Nelson και 

θερµαίνουµε στους 100o C για 15min  

3. Επαναφέρουµε στην θερµοκρασία δωµατίου  

4. Προσθέτουµε 200µl από το αντιδραστήριο Β και κάνουµε vortex σε 

κάθε δείγµα  

5. Αναδεύοντας αραιώνουµε µε 1260µl  H20 κάθε δείγµα  

6. Κάνουµε vortex για 5min 

7. Φυγογκετρούµε στις 8.000 rpm για 5min  

8. Το υπερκείµενο φωτοµετρήθηκε στα 650nm  
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9. Σαν τυφλό χρησιµοποιούµε διάλυµα που περιέχει: 

• 130µl Na-acetate 20mM pH=5 

• 20µl NaOH 

 

 

Ακολουθούµε την ίδια διαδικασία όλα σε τα δείγµατα µας.   
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∆. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

∆.1 Φωτοµετρικός ποσοτικός προσδιορισµός-Μέθοδος Bradford 

Από τις τιµές απορρόφησης γνωστής συγκέντρωσης των πρότυπων 

δειγµάτων κατασκευάζεται η πρότυπη καµπύλη, από την οποία βρίσκουµε την 

εξίσωση της πρότυπης καµπύλης. 

 

Γράφηµα 1Ο: Πρότυπη καµπύλη ΒSA. 

 

Στη συνέχεια από την τιµή της απορρόφησης που βρέθηκε στο δείγµα γίνεται ο 

προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεΐνης , σύµφωνα µε την εξίσωση της 

πρότυπης καµπύλης. Η συγκέντρωση της τοµατινάσης βρέθηκε ότι είναι 0,395 mg/ml. 
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∆.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση του δείγµατός µας, που περιέχει την τοµατινάση. Ο 

διαχωρισµός των πρωτεϊνων του δείγµατος έγινε ανάλογα µε το µοριακό τους βάρος για την 

ανίχνευση της τοµατινάσης. 

.    

Μάρτυρας      ∆είγµα τοµατίνης 

 

Εικόνα 13η: Πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου για την αωνίχνευση της τοµατινάσης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μπάντα µοριακού βάρους που αντιστοιχεί στην 
τοµατινάσης. 



39 

 

∆.3. ΤLC (χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας) 

Η τοµατιδίνη απεικονίζεται στην πλάκα TLC σε συγκεκριµένο 

χαρακτηριστικό ύψος. Με αυτό τον τρόπο, επιβεβαιώνεται η ύπαρξη τοµατινάσης στα 

δείγµατα µας,καθώς επίσης  και ότι είναι ενεργή, αφού διασπά το υπόστρωµά της, 

δηλαδή την τοµατίνη, παράγοντας τοµατιδίνη. 

     

 

Εικόνα 14η:  Αποτελέσµατα TLC. 

 

1. ∆είγµα µε τοµατιδίνη συγκέντρωσης 1,25 µg. 

2. ∆είγµα µε τοµατιδίνη συγκέντρωσης 2,25 µg. 

3. ∆είγµα µε τοµατιδίνη συγκέντρωσης 11,25 µg. 

4. ∆είγµα µε τοµατιδίνη συγκέντρωσης 22,5 µg. 

5. ∆είγµα αντίδρασης τοµατινάσης σε τοµατίνη για χρόνο 0min. 

6. ∆είγµα αντίδρασης τοµατινάσης σε τοµατίνη για χρόνο 30min. 

7. ∆είγµα αντίδρασης τοµατινάσης σε τοµατίνη για χρόνο 90min. 

8. ∆είγµα µε τοµατίνης συγκέντρωσης 0.2 mM 
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∆.4. Εύρεση βέλτιστου pH της ενζυµικής αντίδρασης . 

 

  

Εικόνα 15η: ∆ιάγραµµα pH που παρουσιάζει την συγκέντρωση του υποστρώµατος (PNG) ως  

προς το χρόνο. 

 

Με βάση τα αποτελέσµατα και τις τιµές του διαγράµµατος προκύπτει ότι το 

βέλτιστο pH για την τοµατινάση είναι το 4.  

 

∆.5. Επεξεργασία κινητικών δεδοµένων Τοµατινάσης. 

Τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται, µετά από τον προσδιορισµό της 

διάσπασης του συνθετικού υποστρώµατος PNG στα δείγµατα του πειράµατος, 

επεξεργάζονται µε το πρόγραµµα Grafit (Leatherbarrow, 1990). Από την 

απορρόφηση του κάθε δείγµατος στα 410 nm και την καταγραφή των τιµών, 

προκύπτουν τα ακόλουθα διαγράµµατα, τα οποία αντιστοιχούν σε  πέντε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις της PNG.  
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Εικόνα 16η:  ∆ιάγραµµα το οποίο παρουσιάζει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος (5 mM 

PNG) ως προς το χρόνο. 

 

 

 

Εικόνα 17η: ∆ιάγραµµα το οποίο παρουσιάζει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος (10 mM 

PNG) ως προς το χρόνο. 
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Εικόνα 18η: ∆ιάγραµµα το οποίο παρουσιάζει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος (20 mM 

PNG) ως προς το χρόνο. 

 

 

Εικόνα 19η: ∆ιάγραµµα το οποίο παρουσιάζει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος (50 mM 

PNG) ως προς το χρόνο. 
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Εικόνα 20η:  ∆ιάγραµµα το οποίο παρουσιάζει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος (100 mM 

PNG) ως προς το χρόνο. 

 

 

 

Από κάθε ένα από τα παραπάνω διαγράµµατα προσδιορίστηκε η αρχική 

ταχύτητα, βάση των οποίων στη συνέχεια, προέκυψε το παρακάτω διάγραµµα 

Michaelis- Menten από το οποίο  και προσδιορίστηκε εν συνεχεία η Κm και η Vmax . 
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Εικόνα 21η:   ∆ιάγραµµα κινητικής µελέτης της τοµατινάσης, σε διάφορες συγκεντρώσεις του  

υποστρώµατος της PNG (5, 10, 20, 50, 100 mM). Το διάγραµµα (υπερβολή), 

παρουσιάζει την ταχύτητα ως προς τη συγκέντρωση του υποστρώµατος.  

Από το παραπάνω διάγραµµα κινητικής µελέτης της τοµατινάσης, προκύπτει 

ότι τα χαρακτηριστικά του ενζύµου είναι τα ακόλουθα : 

Κm=25,052 ± 4,0208 mM καιVmax=0,0676 ± 0,0041 mol.min-1.mg-1 

Επειδή, δεν είναι πάντοτε δυνατό να καθοριστεί, πότε επιτυγχάνεται η Vmax, 

γιατί η καµπύλη σχήµατος υπερβολής, έχει βαθµιαία ανοδική κλίση σε υψηλές 

συγκεντρώσεις υποστρώµατος, αν παρασταθεί γραφικά η 1/ν0 ως προς την 1/[S], τότε 

λαµβάνεται ευθεία γραµµή (Lineweaver-Burke). Το διάγραµµα αυτό µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για τον υπολογισµό της Km και της Vmax.  
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Εικόνα 22η: ∆ιάγραµµα Lineweaver-Burke (ή διαφορετικά διάγραµµα διπλού αντιστρόφου). 
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Ε. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η τοµατινάση είναι ένα ένζυµο που παρουσιάζει µεγάλο ερευνητικό και 

οικονοµικό  ενδιαφέρον. Eίναι το ένζυµο εκείνο που βοηθά τους µύκητες να 

ξεπεράσουν την άµυνα των φυτών της τοµάτας (Lycopersicon esculentum) απέναντι 

σε αυτούς τους παθογόνους µικροοργανισµούς, η οποία εκδηλώνεται µέσα από την 

δράση της τοµατίνης που υπάρχει στα φύλλα και στις ρίζες του φυτού. Με τον τρόπο 

αυτό οι µύκητες προσβάλλουν την τοµάτα, γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα την 

απώλεια των καρπών των καλλιεργειών σε παγκόσµιο επίπεδο. Aνήκει σε µια 

οικογένεια γλυκοσιδασών (την οικογένεια 3) για την οποία υπάρχουν ελάχιστα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα. ∆εν υπάρχουν πληροφορίες  ούτε την ενζυµική δράση των 

µελών της οικογένειας αυτής ούτε και για την δοµή τους.  

Σε αυτή την εργασία αποµονώσαµε την τοµατινάση από υγρές καλλιέργειες 

του µη παθογόνου µύκητα Fusarium solani, στελέχους Fsk, αρχικά µέσω ενός 

καθαρισµού, χρησιµοποιώντας θεϊκό αµµώνιο 80% για την κατακρήµνιση των 

πρωτεϊνών, και στην συνέχεια πραγµατοποιήσαµε  διαπίδυση.  

Η παρουσία της τοµατινάσης, αλλά και η δραστικότητά της, επιβεβαιώθηκαν 

µε τη χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). Αφήσαµε το ένζυµο να δράσει πάνω 

στο φυσικό του υπόστρωµα για διάφορες χρονικές στιγµές, ανιχνεύοντας µε  τη 

χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας την τοµατιδίνη, που είναι το προϊόν της 

αντίδρασης της διάσπασης της τοµατίνης από την τοµατινάση. Με αυτόν τον τρόπο 

υπήρξε ένας ποιοτικός έλεγχος της δράσης του ενζύµου.       

Για πρώτη φορά πραγµατοποιήθηκε κινητικός χαρακτηρισµός του ενζύµου, 

χρησιµοποιώντας το συνθετικό υπόστρωµα (PNG).  Επιτεύχθηκε  τελικά η  εύρεση 

των κινητικών σταθερών της τοµατινάσης Km και της Vmax, αλλά και του βέλτιστου 

pH δράσης της, που βρέθηκε ότι είναι το 4. 

Ακολούθησαν πειράµατα προσδιορισµού της ενζυµικής δράσης της 

τοµατινάσης µε το φυσικό της υπόστρωµα, την τοµατίνη. Αρχικά προσπαθήσαµε να 

µετρήσουµε την ταχύτητα µε την µέθοδο Somogyi-Nelson, που ανιχνεύει την 

αύξηση της β-γλυκοτετραόζης µέσω της αναγωγής του χαλκού. Επίσης έγινε 

προσπάθεια ανίχνευσης της β-γλυκοτετραόζης και µε την µέθοδο προσδιορισµού των 

αναγωγικών σακχάρων µε τη βοήθεια της χρωστικής DNS, η οποία δεσµεύεται στη  

β-γλυκοτετραόζη. Τελικά, δεν καταφέραµε να καταλήξουµε σε ασφαλή 
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συµπεράσµατα, καθώς η ποσότητα της β-γλυκοτετραόζης που παράγεται από την 

αντίδραση της διάσπασης της τοµατίνης δεν είναι αρκετή, ώστε να φωτοµετρηθεί.  

Αυτά τα πειραµατικά δεδοµένα µας κάνουν να πιστεύουµε ότι το πρόβληµα 

που αντιµετωπίσαµε εντοπίζεται  είτε στο ένζυµο είτε στο υπόστρωµα. Πιο 

συγκεκριµένα επειδή το ένζυµο βρίσκεται υπό τη µορφή ακατέργαστου 

εκχυλίσµατος µπορεί είτε να είναι πολύ αραιό είτε µπορεί να περιέχει προσµίξεις, 

που παρεµποδίζουν την  δράση του, οπότε ίσως να είναι απαραίτητη η αποµόνωση 

καθαρότερου ενζύµου.  Παράλληλα, ένα άλλο πρόβληµα που αντιµετωπίσαµε αφορά 

το υπόστρωµα. Η τοµατίνη που χρησιµοποιήσαµε δεν µπορούσε να διαλυθεί σε 

συγκεντρώση µεγαλύτερη από 10 mΜ, οπότε για τα πειράµατα της ενζυµικής 

κινητικής µπορέσαµε να χρησιµοποιήσουµε µέχρι και 7 mΜ υποστρώµατος. 

Ενδεχοµένως, εάν µπορούσαµε να χρησιµοποιήσουµε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

ίσως να είχαµε καλύτερα αποτελέσµατα, όπως κάναµε, όταν χρησιµοποιήσαµε το 

τεχνητό υπόστρωµα PNG, από το οποία µπορέσαµε να χρησιµοποιήσουµε µέχρι και 

100  mΜ.  

Στο εργαστήριο Λειτουργικής Βιοχηµείας έχει πραγµατοποιηθεί η 

αλληλούχηση ολόκληρου του γονιδίου της τοµατινάσης. Πραγµατοποιήθηκε ο 

καθαρισµός, αλλά και η κλωνοποίηση της, ωστόσο αναµένεται ο ενζυµικός 

χαρακτηρισµός της ανασυνδυασµένης τοµατινάσης.     
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