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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

   Ένα ενδοφυτικό στέλεχος µύκητα, το Fusarium solani  στέλεχος K (FsK), είναι 

ικανό να επιφέρει προστασία στα φυτά από διάφορα παθογόνα. Ένα  πολύ σηµαντικό 

παθογόνο που προσβάλλει τα φύλλα και της ρίζες φυτών τοµάτας είναι το   

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL), το οποίο έχει αποδειχτεί πως 

δρα ανταγωνιστικά µε τον FsK, ο οποίος αποικίζει τις ρίζες των φυτών τοµάτας και 

µειώνει τη παθογόνο δράση του FORL. Η διαδικασία αυτή βρέθηκε πως επηρεάζεται 

από την παρουσία αιθυλενίου. Σκοπός αυτής της εργασίας λοιπόν ήταν να 

διερευνηθεί εάν η ορµόνη των φυτών, αµπσισικό οξύ (ABA) επηρεάζει το µηχανισµό 

δράσης του FsK έναντι του παθογόνου FORL. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν 

φυτά µεταλλαγµένης σειράς sitiens τα οποία είναι ελλιπή ως προς τη σύνθεση του 

αµπσισικού οξέος, καθώς επίσης και τα αντίστοιχα φυτά αγρίου τύπου Rheinlands 

Ruhm (RR). Τα αποτελέσµατα έδειξαν (α) το ΑΒΑ οριακά αυξάνει την ικανότητα 

µόλυνσης των φυτών από το παθογόνο FORL, (β) η παρουσία του αµπσισικού οξέος 

επηρεάζει τον µηχανισµό µε τον οποίο δρα ανταγωνιστικά ο FsK τον παθογόνο 

µύκητα καθώς τα φυτά µε γενότυπο αγρίου τύπου προστατεύονται από την ασθένεια 

που προκαλεί το παθογόνο παρουσία του ανταγνωνιστικού µύκητα FsK ενώ τα 

µεταλλάγµατα της σειράς sitiens δεν παρουσιάζουν καµία διαφορά είτε έχουν 

εµβολιασθεί και µε τον FsK είτε όχι. Εφαρµόστηκε επίσης εξωγενής προσθήκη στα 

και στις δύο σειρές ώστε να διερευνηθεί εάν µία εξωγενής προσθήκη είναι ικανή να 

αναπληρώσει την ενδογενή βιοσύνθεσή του. Παρατηρήθηκε, ότι η εξωγενής 

προσθήκη της φυτοορµόνης, τόσο στα φυτά αγρίου τύπου όσο και στα φυτά της 

µεταλλαγµένης σειράς δεν επηρεάζει σηµαντικά την ανάπτυξη ασθένειας αλλά ούτε 

και τη δράση του ανταγωνιστικού µύκητα FsK.της µεταλλαγµένης σειράς. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΚΑΤΑΠΟΛΕΜΗΣΗ 

ΤΩΝ ΠΑΘΟΓΟΝΩΝ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ 

   Η βιολογική καταπολέµηση αποτελεί σήµερα ένα από τα κύρια αντικείµενα 

επιστηµονικών ερευνών στον τοµέα της καταπολέµησης των ασθενειών. Σε 

ολόκληρο τον κόσµο γίνονται πειράµατα µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα. Αυτό µας 

δίνει ελπίδες ότι η βιολογική καταπολέµηση δεν θα είναι στο µέλλον κάτι το 

ακατόρθωτο και ότι σύντοµα θα µπορεί να εξελιχθεί σε έναν εναλλακτικό και 

οικονοµικό τρόπο καταπολέµησης των ασθενειών και δεν θα επιβαρύνουµε πλέον το 

περιβάλλον µε φυτοφάρµακα. 

   Η χρησιµοποίηση µη παθογόνων µικροοργανισµών για τον έλεγχο µυκητολογικών 

ασθενειών άρχισε περίπου στις αρχές του 20ου αιώνα. Το 1921 ο Hartley 

χρησιµοποίησε ανταγωνιστές µύκητες για να καταπολεµήσει σήψεις σε σπορόφυτα 

κωνοφόρων. Το 1927 οι Millard και Teylor πειραµατίστηκαν στην ασθένεια που 

προκαλείται από το παθογόνο Streptomyces scabies και απέδειξαν ότι η 

καταπολέµησή της συνδεόταν µε τη δράση ανταγωνιστών µικροοργανισµών, και πιο 

συγκεκριµένα βακτηρίων που προήλθαν από χλωρή λίπανση. Το 1951 ο Wood 

εµβολίασε γερασµένα φύλλα µαρουλιού µε ανταγωνιστές (Fusarium sp. Penicillium 

claviforme), για να εµποδίσει την αρχική εγκατάσταση του B.cineria (Dubos 1992). 

   Με τον καιρό όλο και περισσότερο αύξανε ο αριθµός των δηµοσιεύσεων που 

ανέφεραν την καταπολέµηση ασθενειών µε ανταγωνιστές µικροοργανισµούς. Πολύ 

λίγες, όµως, είναι οι περιπτώσεις που οι ανταγωνιστές µπορούν να εφαρµοστούν σε 

εµπορικό επίπεδο. Ως παράδειγµα αναφέρεται το Trichodex, ένα σκεύασµα του 

µύκητα Trichoderma harzianum, που παράγεται σε εµπορική κλίµακα από το 1985 

από την εταιρεία Makteshim και βρέθηκε αποτελεσµατικό για την καταπολέµηση της 

τεφρής σήψης. Ένα άλλο βιοµυκητοκτόνο, που ονοµάστηκε Mycostop και βασίστηκε 

στο µύκητα Streptomyces griseovirides, θα εγκριθεί για τον έλεγχο του µύκητα B. 

cinerea στο µαρούλι στη Φιλανδία, µετά τις τοξικολογικές δοκιµές (Dubos 

1992).Στην πράξη χρησιµοποιούνται σκευάσµατα µε βάση τους µύκητες 
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Trichoderma spp. T.harzianum, T.viride, όπως τα Trichotec, Trichodex-T39, Fior 

κλπ. 

   Μερικά από τα σκευάσµατα αυτά περιέχουν στελέχη ανθεκτικά ή ανεκτικά σε 

µυκητοκτόνα, που χρησιµοποιούνται για την αντιµετώπιση της τεφρής σήψης 

(benomyl, PCAF). Η ιδιότητα αυτή επιτρέπει τη συνεφαρµογή του βιολογικού 

σκευάσµατος µε ένα από τα µυκητοκτόνα αυτά (Μπούρµπος και Σκουντριδάκης 

1993).Ο πιο αποδεκτός ορισµός για τη βιολογική καταπολέµηση είναι αυτός που 

δόθηκε από τους Cook και Baker (1983) και αναφέρει τα εξής: “Βιολογική 

καταπολέµηση των παθογόνων των φυτών είναι η µείωση της ποσότητας του 

µολύσµατος ή της νοσογόνου δράσης τους, που πραγµατοποιείται από ή διαµέσου 

ενός ή περισσότερων οργανισµών, άλλων από τον άνθρωπο”. 

   Η τοµατοκαλλιέργεια είναι η σηµαντικότερη λαχανοκοµική καλλιέργεια στην 

Ελλάδα και τα επεξεργασµένα προϊόντα της κατέχουν την πρώτη θέση στις εξαγωγές 

λαχανοκοµικών προϊόντων (Ντόγρας Κ. 1991). Η Ελλάδα µάλιστα συγκαταλέγεται 

στις χώρες µε τη µεγαλύτερη παραγωγή βιοµηχανικής τοµάτας. Από τα παραπάνω 

καθίσταται σαφές ότι η β. τοµάτα αποτελεί σηµαντική πηγή εισοδήµατος για τον 

αγροτικό κόσµο της Ελλάδας.  

   Η τοµάτα είναι ένα προϊόν που απαιτεί πολλούς ψεκασµούς για ασθένειες στα 

πλαίσια της χηµικής γεωργίας. Κατέχει µάλιστα την πρώτη θέση στη λίστα 

επικινδυνότητας εκδήλωσης ογκογένεσης στον άνθρωπο λόγω διατροφής 

(Μπούρµπος, 1996). Η αλόγιστη χρήση χηµικών φαρµάκων στη γεωργία οδηγεί 

παραγωγούς και καταναλωτές µε όλο και πιο γρήγορο ρυθµό στη βιολογική γεωργία.  

   Όπως γίνεται κατανοητό η καλλιέργεια της βιοµηχανικής τοµάτας στην Ελλάδα µε 

βάση τους κανόνες της βιολογικής γεωργίας βρίσκει πρόσφορο έδαφος. Αποµένει να 

απαντηθούν δύο βασικά ερωτήµατα: α) αν είναι εφικτή η καλλιέργεια της µε βάση 

τους κανόνες της βιολογικής γεωργίας και β) αν είναι συµφέρον για τον παραγωγό 

αλλά και την ελληνική οικονοµία το οικονοµικό αποτέλεσµα που θα προκύψει. 
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ΜΕΡΟΣ 1° 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΜΥΝΑΣ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ ΕΝΑΝΤΙ ΤΩΝ 

 ΠΑΘΟΓΟΝΩΝ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ 

    Όπως τα ζώα, τα φυτά έχουν επίσης να αντιµετωπίσουν µια ευρεία ποικιλία 

εχθρών, οι οποίοι περιλαµβάνουν έντοµα, νηµατώδεις, παθογόνους µύκητες, 

βακτήρια, ιούς και πολλούς άλλους οργανισµούς. Το αµυντικό σύστηµα των φυτών 

µπορεί να ταξινοµηθεί σε δύο κατηγορίες µε βάση την απόκριση της άµυνας: 

παθητική, εάν είναι µια προϋπάρχουσα ανταπόκριση του φυτού ενάντια στα 

παθογόνα και εχθρούς και της ενεργού ή επαγώµενης εάν η ανταπόκριση 

αναπτύσσεται µετά τη µόλυνση ή επίθεση από το παθογόνο.  

Παθητική Άµυνα:  

   Αυτό το είδος της απάντησης της άµυνας οφείλεται στην παρουσία ορισµένων 

ανατοµικών ή µορφολογικών στοιχείων ή στη παρουσία των µεταβολιτών που 

υπάρχουν στο σώµα του φυτού. Η εξωτερική κάλυψη της επιφάνειας των φυτών 

µπορεί να είναι ειδικού τύπου, όπως η επιδερµίδα ή το κερί, στον οποίο δεν µπορεί να 

επιτεθεί ο κάθε µικροοργανισµός ή να αφοµοιωθεί από τον µύκητα µόλυνσης ή τα 

βακτήρια. Η παρουσία ισχυρών υλικών όπως λιγνίνη, σκληρός φλοιός, νευρώσεις των 

φύλλων, επιφανειακά τριχίδια  κ.λπ. µπορεί να εµποδίσει αποτελεσµατικά τη 

διείσδυση οργανισµών από την επιφάνεια των φυτών. Υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός 

δευτερογενών µεταβολιτών όπως αλκαλοειδή, τανίνες, φαινόλες, ρητίνες, κλπ, τα 

οποία είναι τοξικά για τα παράσιτα και παθογόνους παράγοντες. Ορισµένες από τις 

ενώσεις αυτές µπορούν να έχουν αντιµυκητιακές, αντιβακτηριακές, ή εντοµοκτόνες 

ιδιότητες. Εκτός από την ύπαρξη δευτερογενών µεταβολιτών, υπάρχουν ορισµένες 

πρωτεΐνες ή πεπτίδια, τα οποία έχουν αντιµικροβιακές ιδιότητες. Για παράδειγµα, 

υδρολυτικά ένζυµα, τα οποία µπορούν και προκαλούν λύση των βακτηρίων και 

µυκήτων. 
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Ενεργή Άµυνα:  

Η παρουσία της άµυνας, η οποία επάγεται µετά από προσβολή από εχθρό και δεν 

είναι παρούσα στο παρελθόν στο κύτταρο ή στον οργανισµό, ονοµάζεται ενεργή 

άµυνα. Το κυτταρικό τοίχωµα είναι ένα µέρος του φυτού στο οποίο µπορεί να 

παρουσιαστεί αλλαγή στη δοµή του ως αποτέλεσµα της άµυνας του φυτού έναντι 

κάποιου µικροοργανισµού. Όταν ένας µικροοργανισµός όπως ένας µύκητας ή ένα 

βακτήριο ξεκινά µολύνοντας το σώµα των φυτών από την επιφάνεια, το κυτταρικό 

τοίχωµα στο σηµείο διείσδυσης αυξάνεται σε πάχος, ούτως ώστε η διείσδυση να είναι 

αδύνατη. Η αλλαγή στο πάχος οφείλεται στην προσθήκη νέων υλικών κυρίως στην 

περιοχή της λοίµωξης. Ένας άλλος ενδιαφέρων µηχανισµός απόκρισης σε προσβολή 

από παθογόνα καλείται αντίδραση υπερευαισθησίας (hypersensitive response- HR). Η 

αντίδραση υπερευαισθησίας διεγείρεται από το παθογόνο ή από τα προϊόντα του 

µεταβολισµού τους και προϋποθέτει µοριακή επικοινωνία αλληλοαναγνωρίσεως 

ξενιστή και παθογόνου. Αφορά ασύµβατες σχέσεις παθογόνου-ξενιστή και 

περιλαµβάνει κυτταρολογικές και βιοχηµικές αλλοιώσεις και ταχύτατη νέκρωση των 

προσβαλλόµενων κυττάρων µε επακόλουθο τον εγκλωβισµό του παθογόνου στην 

αρχική θέση διεισδύσεως του.  Το σύστηµα των φυτών ή τα κύτταρα γύρω από την 

περιοχή της λοίµωξης παράγουν επίσης ορισµένα νέα χηµικά προϊόντα για την 

αντιµετώπιση της λοίµωξης που είναι γνωστά ως φυτοαλεξίνες. Είναι µικρού 

µοριακού βάρους ενώσεις που παράγονται όταν υπάρχει µικροβιακή επίθεση ή υπό 

συνθήκες πίεσης, τα οποία είναι εντελώς απόντα σε υγιείς ιστούς.  

   Μία άλλη µορφή «ανοσοποιήσεως», η οποία προκαλείται από βιολογικούς 

παράγοντες είναι η επίκτητη ή επαγώµενη διασυστηµατική αντοχή. Ορίζεται ως η 

βιολογική, βιοχηµική ή χηµική διέγερση λανθανόντων µηχανισµών αντοχής, ώστε 

ένα φυτό ευπαθές σε ένα συγκεκριµένο σύστηµα ξενιστή-παθογόνου να καθίσταται 

ανθεκτικό στο ίδιο σύστηµα. Η µορφή αυτής της προστασίας διαχωρίζεται σε 

επίκτητη διασυστηµατική ανθεκτικότητα (Systemic Aquired Resistance-SAR), 

όταν ενεργοποιείται κατόπιν µολύνσεως του ξενιστή µε ένα  παθογόνο και σε 

επαγώµενη διασυστηµατική ανθεκτικότητα (Induced Systemic Resistance-ISR), 

όταν επιτυγχάνεται µε βιολογικούς παράγοντες που δεν προκαλούν τοπική νέκρωση, 

π.χ. ριζοβακτήρια. Επιπλέον, η ανοσοποίηση εµφανίζεται µε δύο µορφές: µία τοπικού 

και µία διασυστηµατικού χαρακτήρα.   
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Επαγώµενη διασυστηµατική Ανθεκτικότητα: 

   Η ευαισθησία, ανεκτικότητα ή ανθεκτικότητα των φυτών απέναντι στα παθογόνα 

συνιστά µια µάλλον εξελικτική διαδικασία µε έντονη την επίδραση και 

αλληλεπίδραση βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων. Η άµυνα των φυτών σε µεγάλο 

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

έκφραση αντιµυκητολογικών και αντιβακηριολογικών πρωτεϊνών ενώ το περιβάλλον 

και ειδικά η θερµοκρασία και η υγρασία καθορίζουν το αν οι συνθήκες θα είναι 

ευνοϊκές ή όχι για µια µόλυνση. Η παρουσία θρεπτικών και η απουσία τοξικών 

ουσιών στο σηµείο προσβολής είναι ένας άλλος σηµαντικός παράγοντας. Η 

Επαγώµενη Ανθεκτικότητα είναι ένας νέος σχετικά και σηµαντικός µηχανισµός 

άµυνας των φυτών. Ορίζεται ως αυξηµένη ανθεκτικότητα σαν αποτέλεσµα της 

επίδρασης εξωγενών παραγόντων χωρίς αλλαγή του γονιδιώµατος. Μη παθογόνες 

φυλές µικροοργανισµών ή ουσίες όπως το σαλικυλικό οξύ µπορούν να προκαλέσουν 

Επαγώµενη Ανθεκτικότητα. Φυτά τοµάτας στα οποία εφαρµόσθηκε ο Bacillus 

subtilis στο ριζικό σύστηµα είχε σαν αποτέλεσµα να µειωθεί έως 50% ο παρασιτισµός 

από τον Phytophthora infestans (Kilian et al 2000) ενώ σε φυτά φασολιού στα οποία 

έγινε εφαρµογή του Pseudomonas aeruginosa µέσω του σαλικυλικού οξέος 

επιτεύχθηκε ανθεκτικότητα κατά του Botrytis cinerea (Meyer and Hofte 1997). Οι 

Raupach and Κloepper (1998), µελέτησαν ένα µείγµα από plant growth-promoting 

rhizobacteria (Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Curtobacterium flaccumfaciens) για 

την αποτελεσµατικότητα τους ενάντια σε παθογόνα φυλλώµατος στο αγγούρι. Μέσω 

της επαγώµενης διασυστηµατικής ανθεκτικότητας (ΕΣΑ-induced systemic resistance) 

παρατηρήθηκε καταστολή της γωνιώδους κηλίδωσης (Pseudomonas syringae pv. 

lachrymans) και της ανθράκωσης (Colletotrichum οrbiculare). Plant growth-

promoting rhizobacteria οδήγησαν άµεσα ή έµµεσα σε επαγώµενη συστηµατική 

ανθεκτικότητα φυτών αγγουριού κατά του Erwinia tracheiphila και φυτών τοµάτας 

κατά των cucumber mosaic virus (CMV) και tomato mottle virus (ToMoV) (Zehnder 

et al 2001). Οµοίως θετικά αποτελέσµατα κατά της ανθράκωσης, της γωνιώδους 

κηλίδωσης και της µάρανσης από Fusarium στο αγγούρι παρατήρησε οι Koike et al 

(2001) ύστερα από εφαρµογή plant growth promoting fungi. Οι µηχανισµοί µέσω των 

οποίων επιτυγχάνεται η ΕΣΑ δεν είναι απολύτως ξεκάθαροι όµως το πιθανότερο είναι 

να παράγονται αντιµικροβιακοί παράγοντες όπως οι φυτοαλεξίνες. Φαίνεται να έχει 

άµεση σχέση µε το σαλικυλικό οξύ (De Meyer and Hofte 1997), µε την αυξηµένη 
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δράση χιτινάσης και περοξειδάσης (Nandakumar et al 2001), την εναπόθεση λιγνίνης 

(Koike et al, 2001) κ.α.                                                                                                                                                              

Έχουν διενεγερθεί πολλές µελέτες για τον έλεγχο της άµυνας των φυτών έναντι 

διαφόρων µυκήτων. Έχει επίσης αποδειχτεί πως σε µόλυνση φυτών από παθογόνα, 

όπως τα Verticillium dahliae και Fusarium oxysporum, στο µηχανισµό άµυνας των 

φυτών υπάρχει συµµετοχή του σαλικυλικού οξέος (SA), του ιασµονικού οξέος (JA) 

και του αιθυλενίου (ET), καθώς και των µονοπατιών πρόσληψης και µεταγωγής του 

σήµατός τους στα φυτά. Προηγούµενες µελέτες έδειξαν ότι το αιθυλένιο και το 

µονοπάτι µεταγωγής του σήµατός του συµµετέχουν στην άµυνα των φυτών ενάντια 

σε διάφορα παθογόνα και ιδιαίτερα τα νεκροτροφικά. Σε ορισµένες περιπτώσεις 

διαπιστώθηκε ότι η µη αντίληψη του αιθυλενίου προάγει την ασθένεια που 

προκαλούν τα παθογόνα ενώ σε άλλες φάνηκε ότι τα φυτά δεν παρουσίασαν τόσο 

έντονα συµπτώµατα όσο τα φυτά αγρίου τύπου. Πάντως, σε καµία περίπτωση τα 

µειωµένα συµπτώµατα δεν συσχετίστηκαν µε τη µειωµένη ποσότητα των παθογόνων 

στους ιστούς των φυτών, υποδεικνύοντας ότι η µη αντίληψη του αιθυλενίου δεν 

ενεργοποιεί την καταστολή της ανάπτυξης των παθογόνων αλλά είναι µια αντίδραση 

που σχετίζεται κυρίως µε τη φυσιολογία των φυτών.  
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ΜΕΡΟΣ 2°  

 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΜΥΚΗΤΩΝ 

 

2.1 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΜΥΚΗΤΩΝ 

 

   Οι µύκητες είναι γενικώς ετερότροφοι, µικροσκοπικοί µικροοργανισµοί, που δε 

διαθέτουν χλωροφύλλη. Στερούνται αµύλου αλλά συνθέτουν γλυκογόνο. Συνήθως 

σχηµατίζουν νηµατοειδείς διακλαδιζόµενες υφές, που ονοµάζονται µυκήλια, 

διαθέτουν οργανωµένους πυρήνες και παράγουν διαφόρων ειδών σπόρια. 

Όλοι οι µύκητες δεν προκαλούν ασθένειες στα φυτά. Πράγµατι, υπάρχουν πάνω από 

70.000 είδη µυκήτων που ζουν ως σαπρόφυτα σε νεκρά οργανικά υποστρώµατα και 

συµβάλουν στην αποδόµησή τους. 

   Οι µύκητες θα µπορούσαν αρχικά να διακριθούν σε παθογόνους και σε µη 

παθογόνους. Η πρωταρχική διάκριση µεταξύ των παθογόνων µυκήτων αφορά στην 

εξειδίκευσή τους να επιβιώνουν επιλεκτικά στο έδαφος ή σε φυτικά υπολείµµατα, σε 

υπόγεια ή εναέρια τµήµατα του ξενιστή και να προσβάλουν αντιστοίχως, υπέργεια ή 

υπόγεια όργανα του φυτού. Επιπλέον, οι µύκητες µπορούν να είναι µονοκύτταροι, 

όπως οι ζύµες, ή πολυκύτταροι οργανισµοί. 

 

2.1.1 ΠΑΘΟΓΟΝΟΙ ΜΥΚΗΤΕΣ 

 

   Οι µύκητες αυτοί αποτελούν τη σπουδαιότερη και µεγαλύτερη οµάδα παθογόνων 

µικροοργανισµών των φυτών καθώς προκαλούν το µεγαλύτερο ποσοστό ασθενειών 

και τη µεγαλύτερη οικονοµική ζηµιά. Έχουν υπολογιστεί περίπου 6.500 είδη 

µυκήτων που αποτελούν υποχρεωτικά παράσιτα των ανώτερων φυτών. 

 

2.2 ΑΝΤΑΓΩΝΙΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΜΥΚΗΤΩΝ 

 

   Οι µύκητες έχουν µια ποικιλία απαιτήσεων για την ανάπτυξη και την αναπαραγωγή 

τους. Ακόµη και αν το έδαφος είναι ολιγοτροφικό, µέχρι  και 10 6 µυκήτων ανά g 

µπορεί να αποµονωθεί από το έδαφος. Ακόµη και υψηλότερη πυκνότητα µπορεί να 
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βρεθεί σε υποστρώµατα πλούσια σε οργανική ουσία, ενώ σηµαντικό ρόλο για τον 

πληθυσµό τους παίζει και το pH, ο αερισµός, η θερµοκρασία και η υγρασία του 

εδάφους. Επιπλέον, οι µύκητες χρειάζονται οργανική ουσία για να επιβιώσουν, καθώς 

και να καταλαµβάνουν χώρο, ώστε να µπορούν να αυξήσουν την πρόσβασή τους για 

την αναζήτηση τροφής.  Ωστόσο, παρά τις διαφορετικές τάξεις που µπορεί να 

συνυπάρχουν στο έδαφος, οι µύκητες µπορεί να αλληλεπιδρούν χωρίς όµως 

απαραίτητα να ανταγωνίζονται, αν διαφέρουν οι διατροφικές τους ανάγκες. Ένας από 

τους οργανισµούς µπορεί να είναι η πηγή τροφής για τους άλλους, ή µπορεί να 

µοιράζεται πόρους µε κάποιο τρόπο. Οι αλληλεπιδράσεις που µπορούν να υπάρξουν 

µεταξύ των µυκήτων µπορούν να είναι:  

 Έµµεσες αλληλεπιδράσεις· παρατηρούνται όταν η φυσιολογική δράση και 

συµπεριφορά ενός µύκητα µεταβάλλεται από τη παρουσία άλλων παθογόνων. Για 

παράδειγµα, ένας µύκητας µπορεί να αφαιρέσει όλα τα θρεπτικά συστατικά από τη 

ζώνη µεταξύ των δύο µυκήτων εµποδίζοντας έτσι στον άλλο την πρόσβαση σε αυτά. 

Η έµµεση αλληλεπίδραση είναι ιδιαίτερα σηµαντική όταν ένας πόρος βρίσκεται σε 

έλλειψη ή πολύ µικρές συγκεντρώσεις, και ένας από τους ανταγωνιστές έχει µια 

υψηλή ανάγκη για τον πόρο αυτό. Σε περίπτωση που ο πόρος είναι άφθονος, τότε θα 

περιµέναµε να δούµε την ανάπτυξη υφών και των δύο µυκήτων χωρίς εµφανή 

αλληλεπίδραση. Άµεσες αλληλεπιδράσεις· µπορεί να πραγµατοποιηθούν στην 

απουσία οποιασδήποτε επαφής µεταξύ των ανταγωνιστών. Πολλοί µύκητες παράγουν 

δευτερογενείς µεταβολίτες που είτε αναστέλλουν ή  σκοτώνουν τους µύκητες 

ανταγωνιστικά, σε κάποια απόσταση. Η παραγωγή των αναστολέων είναι ευρέως 

διαδεδοµένη στους µύκητες. 

2.3 ΑΝΤΑΓΩΝΙΣΤΙΚΟΙ ΜΥΚΗΤΕΣ  

   Αποτελούν µια µεγάλη κατηγορία ωφέλιµων µικροοργανισµών των φυτών στις 

τάξεις των οποίων υπάρχουν και βακτήρια. Αποστολή τους είναι η προστασία του 

ριζικού συστήµατος των φυτών από επίδοξους εισβολείς. Προστατεύουν από 

φυτοπαθογόνους µύκητες και φυτοπαθογόνα βακτήρια που προσβάλλουν το ριζικό 

σύστηµα, και επίσης µέσα από αδιευκρίνιστους έως σήµερα µηχανισµούς έχει βρεθεί 

να προστατεύουν από µύκητες βακτήρια και ιούς που προσβάλλουν το υπέργειο 

µέρος των φυτών (βλέπε επαγώµενη συστηµατική ανθεκτικότητα). Trichoderma, 

Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter, Coniothyrium, Verticillium, Bacillus, 
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Streptomyces, Gliocladium, Pythium,, Talaromyces, είναι µερικά από τα 

σηµαντικότερα γένη που µας έχουν δώσει εξαιρετικής σπουδαιότητας µικρόβια στην 

αντιµετώπιση των ασθενειών του ριζικού συστήµατος. Επίσης µη παθογόνες φυλές 

Rhizoctonia, µη παθογόνες φυλές Fusarium, µη παθογόνες φυλές Pseudomonas 

solanacearum, και Phlebia gigantea είναι µερικοί από τους περισσότερο 

δοκιµασµένους µικροοργανισµούς. ∆υστυχώς και εδώ οι κακές συνθήκες στράγγισης 

και αερισµού, η έλλειψη οργανικής ουσίας και η αλόγιστη χρήση φυτοφαρµάκων 

είναι οι σηµαντικότερες αιτίες που οδηγούν στο να µειωθεί σηµαντικά ο πληθυσµός 

αυτών των εξαιρετικά ωφέλιµων βακτηρίων και µυκήτων. 

2.3.1 Trichoderma sp. 

  Τα διάφορα είδη µυκήτων Trichoderma βρίσκονται συνήθως σε όλα τα εδάφη, και 

επιπλέον είναι οι πιο επικρατούντες µύκητες που µπορούν να καλλιεργηθούν στο 

εργαστήριο. Πολλά είδη σε αυτό το γένος µπορούν να χαρακτηριστούν ως µη 

υποχρεωτικοί και µη παθογόνοι συµβιώτες. Οι καλλιέργειες τους είναι 

χαρακτηριστικά ταχέως αναπτυσσόµενες στους 25-30°C. ∆ιάφορα είδη Trichoderma 

έχουν µελετηθεί για να αποδειχθεί τελικά πως είναι ανταγωνιστικοί µύκητες ενάντια 

σε άλλους παθογόνους µύκητες. Μάλιστα πρόσφατες µελέτες έδειξαν πως η δράση 

κατά των παθογόνων µυκήτων µπορεί να εµπλέκει έµµεσους µηχανισµούς που 

οµοιάζουν στην επίκτητη διασυστηµατική ανθεκτικότητα και την επαγώµενη από 

ριζοβακτήρια διασυστηµατική αντοχή. Οι περισσότερο ανταγωνιστικοί µύκητες  είναι 

από τα είδη Τ.harzianum και Τ. hamatum.  

2.3.2 Στελέχη Fusarium oxysporum 

   Ο µύκητας Fusarium oxysporum έχει µελετηθεί αρκετά, εξαιτίας της ικανότητάς 

του να προκαλεί ασθένειες σε σηµαντικά από οικονοµικής πλευράς φυτικά είδη.  

   Ο µύκητας F. oxysporum ανήκει στην οικογένεια Tuberculariacae της τάξης 

Moniliales των Ατελών Μυκήτων. Σχηµατίζει δύο ειδών κονίδια: τα µακροκονίδια 

και τα µικροκονίδια καθώς κα τα ανθεκτικά στις αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες 

χλαµυδοσπόρια. Ο µύκητας παρουσιάζει µεγάλη µορφολογική και φυσιολογική 

παραλλακτικότητα, µε αποτέλεσµα παλαιότερα να ταξινοµούνταν σε πολλά 

διαφορετικά είδη. Αργότερα, όµως, οι Snyder & Hansen ενοποίησαν όλα αυτά τα 
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είδη στο είδος F. oxysporum, στο οποίο έχουν αναγνωριστεί µέχρι σήµερα 

περισσότερες από 120 ειδικές µορφές και φυλές καθώς επίσης πολυάριθµα µη-

παθογόνα στελέχη. Λόγω της µεγάλης εξάπλωσης των τελευταίων είναι δυνατόν να 

οδηγηθούµε στη λογική υπόθεση της καταγωγής των παθογόνων από µη-παθογόνους 

προγόνους (Gordon T. R., Martyn R. D. 1997).  

   Έχει µελετηθεί η προστατευτική δράση του µη παθογόνου στελέχους Fusarium 

oxysporum Fo 47 ενάντια σε ασθένειες που προκαλούνται από φουζάρια και 

αποδίδεται κυρίως στον ανταγωνισµό για θρεπτικά στοιχεία αλλά και σε µικρότερη 

έκταση στη διέγερση ενός µηχανισµού διασυστηµατικής προστασίας που παραπέµπει 

στο µηχανισµό SAR και επιπλέον εµπλέκει τη σύνθεση  PR πρωτεϊνών (Fuchs et al. 

1997, Duijff  et al. 1998). 

   Έτσι σύµφωνα µε πειράµατα ο εµβολιασµός ριζών φασολιών µε το στέλεχος αυτό 

περιόρισε την ανάπτυξη του παθογόνου µύκητα Fusarium oxysporum f. sp. pisi, στην 

επιδερµίδα και τον εξωτερικό φλοιό της ρίζας (Benhamou και Garand, 2001). 

2.3.3 Fusarium solani K 

   Το 2005, οι Kavroulakis et al., παρατήρησαν την ικανότητα ενός compost, προϊόν 

θερµόφιλης βιοαποικοδόµησης στέµφυλων οινοποιίας και στερεών αποβλήτων 

ελαιουργίας, να περιορίζει την εξάπλωση του παθογόνου µύκητα Fusarium 

oxysporum f.sp radicis – lycopersici στις ρίζες φυτών τοµάτας σε σχέση µε φυτά που 

είχαν αναπτυχθεί σε υπόστρωµα τύρφης. ∆ύο χρόνια αργότερα, το 2007, οι ίδιοι 

ερευνητές, µε ηµιεκλεκτικά υποστρώµατα, αποµόνωσαν ένα στέλεχος του γένους 

Fusarium από ρίζες φυτών τοµάτας που είχαν αναπτυχθεί στο ίδιο κοµποστοποιηµένο 

υλικό αναµεµιγµένο µε τύρφη. Το στέλεχος αυτό που αναφέρεται ως Fusarium solani 

K (Fs-K) ήταν ικανό να επάγει διασυστηµατική ανθεκτικότητα (ISR) ενάντια στον 

παθογόνο µύκητα Septoria lycopersici που προσβάλλει τα φύλλα της τοµάτας και να 

δρα ανταγωνιστικά ως προς τον παθογόνο µύκητα του εδάφους Fusarium oxysporum 

f.sp radicis – lycopersici (FORL). 

   Σε προηγούµενη µελέτη, απεδείχθει πως ο µύκητας Fs-K αποτελεί ένα στέλεχος το 

οποίο είναι ικανό να ανταγωνίζεται το παθογόνο FORL διεκδικώντας το ίδιο 

διαθέσιµο υπόστρωµα. Ίσως πάλι να ασκεί επίδραση στη βιωσιµότητα του παθογόνου 
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και την ικανότητα βλάστησης των σπορίων του εξαιτίας της σύνθεσης µυκητοκτόνων 

ενώσεων. 

   Ο µύκητας Fs-K 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 σωλήνες διαβιώντας ως ενδόφυτο. Η ικανότητα 

αποικισµού των ηθµαγγειωδών σωλήνων ωστόσο, είναι κάτι που χαρακτηρίζει τους 

µύκητες που αποτελούν παθογόνα των ριζών και για το λόγο αυτό, η δυνατότητα ενός 

ωφέλιµου στελέχους να αναπτύσσει άφθονα και χωρίς να προκαλεί συµπτώµατα 

ασθένειας στο φυτό δηλώνει µια ασυνήθιστη αλληλεπίδραση µεταξύ µικροβίου και 

φυτού. 

   Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µιας µελέτης που έχει πραγµατοποιηθεί (Kavroulakis 

et al, 2007) , στην οποία χρησιµοποιήθηκαν µεταλλαγµένες σειρές τοµάτας ως προς 

τη σύνθεση του αιθυλενίου και του γιασµονικού οξέως, το µονοπάτι µετάδοσης 

σήµατος που ρυθµίζεται από το αιθυλένιο είναι απαραίτητο στην εκδήλωση της 

προστατευτικής δράσης του Fs-K, ενώ για το γιασµονικό οξύ δε φάνηκε να παίζει 

ουσιαστικό ρόλο στο µηχανισµό αυτό.  
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ΜΕΡΟΣ 3° 
 

Ο ΠΑΘΟΓΟΝΟΣ ΜΥΚΗΤΑΣ 

Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici 

 

   Το Γένος Fusarium θεωρείται ως ένα από τα σηµαντικότερα φυτοπαθογόνα γένη 

µυκήτων διότι προκαλεί σοβαρές καταστρεπτικές ασθένειες, όπως αδροµυκώσεις, 

σηψιρριζίες, σήψεις της βάσεως και του στελέχους, τήξεις σπορείων αλλά και 

εναέριες προσβολές ανθέων όπως στα σιτηρά. Γενικά το γένος Fusarium, προκαλεί 

σήψεις φλοιού, ριζών, καρπών, ακραίο µαρασµό, κηλίδωση φύλλων, καθοδική 

νέκρωση, έλκος και αδροµύκωση. Το πιο σηµαντικό ίσως από αυτά τα συµπτώµατα 

της ασθένειας είναι η αδροµύκωση, η οποία και προκαλείται από τις φυλές του 

Fusarium oxysporum. Η µελέτη που εκπονήθηκε αφορά τον ατελή µύκητα Fusarium 

oxysporum Schlechtend.:Fr. F.sp. radicis-lycopersici Jarvis and Shoemaker (FORL) 

που προκαλεί την ασθένεια της σήψης του λαιµού και των ριζών (crown and root rot) 

η οποία παρουσιάζει ευρεία γεωγραφική εξάπλωση. Στη χώρα µας παρατηρήθηκε 

στην Κρήτη κατά τη καλλιεργητική περίοδο 1981-82 και έκτοτε προκαλεί κάθε χρόνο 

σοβαρές ζηµίες στις θερµοκηπιακές καλλιέργειες. Έχει αποδειχθεί πως το φάσµα 

ξενιστών του FORL περιλαµβάνει εκτός από τη τοµάτα και άλλα είδη όπως Vicia 

faba L., Trifolium repens L., Phaseolus vulgaris L. (Menzies et al. 1990) 

 

 
 

. 
Εικόνα 1: Συµπτώµατα του FORL στο λαιµό φυτού τοµάτας ποικιλίας sitiens 
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   Το στέλεχος FORL αναπτύσσεται καλύτερα στους 18˚C και ευδοκιµεί σε µεγάλη 

ποικιλία τιµών pH, καθώς έχει εντοπιστεί σε πολλούς διαφορετικούς τύπους εδαφών. 

Οι επαναλαµβανόµενες καλλιέργειες τοµάτας στο ίδιο έδαφος είναι επίσης ένας 

παράγοντας που ευνοεί την ανάπτυξη του παθογόνου. Ιδιαίτερα σε εδάφη που έχουν 

υποστεί απολυµάνσεις η διάδοση της ασθένειας µπορεί να γίνει ταχύτατα αφού 

απουσιάζει το φαινόµενο του βιολογικού ελέγχου. Μολυσµένο πολλαπλασιαστικό 

υλικό ή νερό άρδευσης µπορούν να συνεισφέρουν στην εξάπλωση της ασθένειας. 

Επιπλέον, υπάρχει η δυνατότητα εξάπλωσής του µέσω του αέρα, µε µεταφορά 

κονιδίων.  

   Προσφάτως έγινε µια µελέτη της αλληλεπίδρασης βιολογικών παραγόντων στην 

αντιµετώπιση του µύκητα Fusarium oxysporum fsp radicis lycopersici στην τοµάτα 

όπου σκοπός της εργασίας ήταν να µελετηθεί η αλληλεπίδραση µεταξύ του 

υπερπαράσιτου µύκητα Clonostachys rosea IK726 και του βακτηρίου Pseudomonas 

chlororaphis PCL1391 στην αντιµετώπιση του φυτοπαθογόνου µύκητα Fusarium 

oxysporum f.sp radicis – lycopersici που προκαλεί σήψη στο λαιµό και τις ρίζες 

φυτών τοµάτας (Τσελέπης, 2008). Τα αποτελέσµατα στα in vitro πειράµατα έδειξαν 

πως συγκεκριµένος µεταβολίτης αναστέλλει την ανάπτυξη τόσο του φυτοπαθογόνου 

όσο και του υπερπαράσιτου µύκητα.και παρατηρήθηκε συνεργιστική δράση των δύο 

βιολογικών παραγόντων αφού η συνδυασµένη εφαρµογή αυτών µείωσε σηµαντικά το 

δείκτη ασθένειας των φυτών τοµάτας συγκρινόµενα µε τα φυτά του θετικού µάρτυρα 

αλλά και των φυτών όπου οι βιολογικοί παράγοντες εφαρµόστηκαν ξεχωριστά. Όσον 

αφορά τα αποτελέσµατα των in planta πειραµάτων σε τύρφη, η ταυτόχρονη 

εφαρµογή των δύο βιολογικών παραγόντων µείωσε σηµαντικά το δείκτη ασθένειας 

των φυτών, σε σύγκριση µε τα φυτά του θετικού µάρτυρα αλλά όχι και των φυτών 

όπου οι βιολογικοί παράγοντες εφαρµόστηκαν ξεχωριστά. 
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ΜΕΡΟΣ 4° 
ΤΟ ΑΜΠΣΙΣΙΚΟ ΟΞΥ 

 

4.1 ΜΟΝΟΠΑΤΙ ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗΣ 

 

   Το αµπσισικό οξύ (Abscisic acid, ABA) ανήκει στην λίστα µε τις πέντε γνωστές 

φυτικές ορµόνες. Ανήκει στην οµάδα των τερπενίων καθ’ότι είναι ένα 

σεσκιτερπενοειδές, το οποίο αποτελείται από 15 άτοµα άνθρακα.  

 

 

 

 

Εικόνα 2 : Η δοµή του αµπσισικού οξέος 

   Έχει την ικανότητα να συντίθεται σε κάθε φυτικό κύτταρο το οποίο διαθέτει 

πλαστίδια, και να µεταφέρεται τόσο µέσω του ηθµού αλλά και του ξύλου. 

Το µονοπάτι της βιοσύνθεσης του αµπσισικού οξέος θεωρείται ότι περιλαµβάνει τρία 

στάδια εκ των οποίων τα δύο πρώτα εκτυλίσσονται αποκλειστικά στους 

χλωροπλάστες, ενώ οι τελικές καθοριστικές αντιδράσεις σύνθεσης εντοπίζονται στο 

κυτόπλασµα.Πρόσφατα πειράµατα υποστηρίζουν πως το µονοπάτι της βιοσύνθεσης 

αναπαριστάται από την παρακάτω εικόνα. 
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Εικόνα 3: Μονοπάτι βιοσύνθεσης αµπσισικού οξέος. 

 

• Κατά της πρώιµες αντιδράσεις (І), µέσω της µεταβολικής οδού του 

µεβαλονικού και τη βιοσυνθετική οδό του πυροσταφυλικού συσσωρεύονται 

ενδιάµεσες φωσφορυλιωµένες ενώσεις που αποτελούν τα πρόδροµα µόρια 

των ενδιάµεσων αντιδράσεων (ІІ). Συγκεκριµένα, το πυροφωσφορικό 

ισοπεντενύλιο (IPP) και το ισοµερές του πυροφωσφορικό διµεθυλαλλύλιο 

(DMAPP), αποτελούν τις ενεργοποιηµένες πρόδροµες µορφές µορίων οι 

οποίες συνδυαζόµενες παράγουν τα διάφορα µόρια των τερπενίων. 

• Οι ενδιάµεσες αντιδράσεις ξεκινούν µε τη διάσπαση του β-καροτενίου 

(τετρατερπένιο µε 40 άτοµα άνθρακα) προς παραγωγή της ζεαξανθίνης και 

µια  σειρά από εποξειδώσεις και ισοµεριώσεις τερµατίζονται από τη διάσπαση 

της 9 -́cis-νεοξανθίνης προς ξανθοξάλη που αποτελεί και το σκελετικό µόριο  

( C40) του αµπσισικού οξέος.  

• Το τελικό στάδιο (ІІІ) δεν είναι πλήρως αποσαφηνισµένο, ωστόσο 

υποστηρίζεται ότι η ξανθοξίνη µετατρέπεται σε αλδεύδη του αµπσισικού 
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οξέος µε τη δράση της πρωτεΐνης ABA2/SDR (short-chain alcohol 

dehydrogenase/reductase, SDR) και µε τη βοήθεια της οξειδάσης της 

αλδεϋδης του αµπσισικού οξέος παράγεται το αµπσισικό οξύ.  

Αρκετά ΑΒΑ µεταλλάγµατα ταυτοποιήθηκαν, ελλειµατικά σε συγκεκριµένα 

στάδια της βιοσυνθετικής οδού, τα οποία είναι χρήσιµα στην αποκάλυψη των 

λεπτοµερειών της διαδροµής.   επίσης, αυτά τα µεταλλάγµατα µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για να επιδείξουν τις ανωµαλίες που µπορούν ίσως να 

διορθωθούν από την προσθήκη εξωγενούς αµπσισικό οξύ. Παραδείγµατος χάρη, 

flacca (flc) και sitiens (sit) "µεταλλάγµατα µάρανσης"  της ντοµάτας, στα οποία η 

τάση των φύλλων να µαραθούν- που προκαλείται από την ανικανότητα να 

κλείσουν τα στοµατά τους- µπορεί να αποφευχθεί από την προσθήκη εξωγενούς 

αµπσισικό οξύ. Τα µεταλλάγµατα aba του φυτού Arabidοpsis επιδεικνύει επίσης 

ένα φαινότυπο µαράµατος. Τα µεταλλάγµατα της σειράς sitiens είναι ελλιπή ως 

προς το δοµικό γονίδιο της οξειδάσης της αλδεϋδης του αµπσισικού οξέος, του 

ενζύµου που όπως αναφέραµε καταλύει τη µετατροπή της αµπσισικής αλδεϋδης 

σε αµπσισικό οξύ, µε αποτέλεσµα τα επίπεδα του ABA των φυτών που φέρουν 

αυτή τη µετάλλαξη να ανέρχονται µόλις στο 8% των επιπέδων των φυτών αγρίου 

τύπου.  

 

4.2 Ο ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΑΜΠΣΙΣΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ  

 

   Το ABA γενικά διαδραµατίζει ρυθµιστικό ρόλο σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες 

των φυτών. Ρυθµίζει διάφορες σηµαντικές πτυχές της ανάπτυξης των φυτών µε 

αλληλεπίδραση, συνήθως ανταγωνιστική, µε την αυξίνη, τη κυτοκινίνη και τη 

γιββεριλλίνη καθώς επίσης συµµετέχει και σε διάφορες άλλες φυσιολογικές 

διαδικασίες, όπως το κλείσιµο των στοµατίων, τη διατήρηση της ληθαργικής 

κατάστασης των σπερµάτων και των οφθαλµών, στη σύνθεση των πρωτεϊνών και των 

λιπιδίων αποθήκευσης, τη βλαστικότητα και την άµυνα κατά των παθογόνων.  

Οι φυσιολογικές δράσεις του ABA µπορούν να υποδιαιρεθούν σε δύο οµάδες και 

αφορούν  

• την έκλυση σταδίων ηρεµίας των φυτικών οργάνων (λήθαργος), και  

• την υδατική οικονοµία του φυτού 
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4.2.1. Ρύθµιση της οικονοµίας του ύδατος 

 

   Ιδιαίτερη φυσιολογική σηµασία έχει το ABA για τη ρύθµιση της οικονοµίας του 

ύδατος, λόγω του κλεισίµατος των στοµάτων που προκαλεί σε έλλειψη ύδατος. Έτσι 

σε έλλειψη ύδατος προκαλεί αύξηση της υδραυλικής αγωγιµότητας του ύδατος των 

ριζών και προαγωγή της αύξησης της ρίζας µε ταυτόχρονη αναστολή της αύξησης 

του βλαστού. Η τελευταία δράση θεωρείται ως µακρόχρονη προσαρµογή σε χρόνια 

έλλειψη ύδατος. Η αύξηση της υδραυλικής αγωγιµότητας στην περιοχή της ρίζας 

εµφανίζεται µετά από µερικές ώρες από την έλλειψη ύδατος στο βλαστό. 

 

4.2.2. Προαγωγή του λήθαργου των οφθαλµών και των σπερµάτων 

 

   Η συσσώρευση του ABA στα σπέρµατα και µεταξύ των άλλων στο σαρκώδες 

µέρος των καρπών είναι, εξαιτίας της ανασχετικής δράσης στη φύτρωση, ένας 

ουσιώδης παράγοντας για το λήθαργο των σπερµάτων.  

   Το αµπσισικό οξύ προτάθηκε αρχικά ως η επάγουσα για το λήθαργο των οφθαλµών 

ορµόνη λόγω της συσσώρευσής του στους οφθαλµούς που βρίσκονται σε ληθαργική 

κατάσταση και της ελάττωσής του µετά την έκθεση του ιστού σε χαµηλές 

θερµοκρασίες. Πάρα ταύτα, οι τελευταίες µελέτες έδειξαν ότι οι περιεκτικότητα των 

οφθαλµών σε ABA δε σχετίζεται πάντα µε το βαθµό του ληθάργου. Το γεγονός αυτό 

αντανακλά την ύπαρξη αλληλεπιδράσεων ανάµεσα στο ABA  και τις υπόλοιπες 

ορµόνες, όπου ο λήθαργος και η αύξηση των οφθαλµών ρυθµίζεται από την 

ισορροπία ανάµεσα σε αναστολείς της αύξησης των οφθαλµών, όπως το ΑΒΑ, και σε 

ουσίες που επάγουν την αύξηση, όπως οι κυτοκινίνες και οι γιββεριλλίνες. Έτσι η 

επαγωγή του λήθαργου των οφθαλµών γίνεται από την υψηλή στάθµη του 

αµπσισικού οξέος και τη χαµηλή στάθµη των κυτοκινινών και των γιββεριλλινών, 

ενώ το αντίθετο συµβαίνει στην περίπτωση άρσης του ληθάργου. Το έναυσµα για τις 

µεταβολές στα επίπεδα των ορµονών αυτών δίνεται κυρίως από περιβαλλοντικά 

ερεθίσµατα, όπως το φως, η υγρασία και η θερµοκρασία. 

 

4.3 Πρόσφατα αποτελέσµατα δράσης 

 

   Πολλές µελέτες έχουν γίνει τελευταία για τον ρόλο του αµπσισικού οξέος, η δράση 

του οποίου είναι πολλές φορές διφορούµενη. Σύµφωνα µε κάποιες νέες µελέτες που 
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πραγµατοποιήθηκαν βρέθηκε πως η µείωση της αφθονίας των µυκορριζών  σε φυτά 

sitiens συνδέεται άµεσα µε την ανεπάρκεια τους στη βιοσύνθεση ΑΒΑ, και η 

συσσώρευση του αιθυλενίου, είναι  συνέπεια της έλλειψης ΑΒΑ στις µεταλλάξεις, 

και πλήττει, κυρίως, το βαθµό αποικισµού της µυκόρριζας (J.A.M.  Rodriguez, 

University of Granada,2009) . Βάση µίας άλλης µελέτης που πραγµατοποιήθηκε από 

τους David De Vleesschauwer et al, 2010 στην οποία µελετήθηκε η σχέση του ABA 

που προστίθεται εξωγενώς  µε τη δράση του παθογόνου µύκητα Cochliobolus 

miyabeanus στο ρύζι , βρέθηκε πως το ABA ενισχύει την προστασία του φυτού από 

τον παθογόνο µύκητα. Σύµφωνα, µε µία άλλη µελέτη (E. A. Achuo, E. Prinsenand M. 

Höfte, 2007) που έγινε στα sitiens και RR φυτά τοµάτας βρέθηκε πως το εξωγενές 

ABA είναι ικανό να αυξήσει την ανθεκτικότητα των φυτών έναντι στον Botrytis 

cinerea καθώς αυξάνονταν η συγκέντρωση της δοθείσας ποσότητας.  Βάση δε µιας 

άλλης µελέτης που πραγµατοποιήθηκε διαπιστώθηκε πως η εξωγενής προσθήκη 

αµπσισικού οξέος, σε sitiens και RR φυτά, σε συνθήκες ξηρασίας και καλών 

συνθηκών σε υγρασία, ο αποικισµός των µυκόρριζων µειώνεται σηµαντικά (Ricardo 

Aroca and Maria del Mar Alguacil  et al,2008) 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

   Όπως προαναφέρθηκε οι µη παθογόνοι µύκητες καθώς και οι παθογόνοι έχουν την 

ικανότητα να "επικοινωνούν" τόσο µεταξύ τους αλλά και µε το φυτό το οποίο έχουν 

αποικίσει. Πολλές φορές η αλληλεπίδραση του φυτού και του ξενιστή µπορεί να 

καθοριστεί από ενδογενείς παράγοντες όπως η παρουσία φυτορµονών όπως το 

αµπσισικό οξύ και να καθορίσει το αποτέλεσµα αυτής της συµβίωσης. Για το λόγο 

αυτό φυτά µεταλλαγµένων σειρών όπως τα sitiens λειτουργούν ως εργαλεία για να 

απαντηθούν τα ερωτήµατα που προκύπτουν για τη δράση τέτοιων ορµονών. 

   Σκοπός λοιπόν αυτής της εργασίας ήταν να ελεγχθεί εάν τα επίπεδα του αµπσισικού 

οξέος της τοµάτας επηρεάζουν το µηχανισµό δράσης του ωφέλιµου µύκητα Fusarium 

solani K ώστε να αντιµετωπίσει τον παθογόνο µύκητα Fusarium oxysporum f.sp. 

radicis-lycopersici και να επιφέρει προστασία στο φυτό. Επιπλέον, µελετήθηκε και 

κατά πόσο η παρουσία σε δύο διαφορετικά επίπεδα ή η απουσία του αµπσισικού 

οξέος ενισχύει ή όχι την ανάπτυξη των δύο αυτών µυκήτων σε υποστρώµατα 

ανάπτυξης. Τέλος, διερευνήθηκε εάν τα επίπεδα του αµπσισικού οξέος επηρεάζουν 

τον αποικισµό του ωφέλιµου µύκητα στο φυτό. Όλα αυτά τα στοιχεία σε συνδυασµό 

µε άλλα που έχουν ήδη συλλεχθεί ίσως µας δώσουν τη δυνατότητα να κατανοήσουµε 

τον τρόπο δράσης του FsK µε τον οποίο καταφέρνει να αντιµετωπίζει και να 

αναστέλλει τη δράση ενός τόσο παθογόνου µύκητα όπως αυτός του Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis-lycopersici. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

1. ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 

 

1.1 ΣΤΕΛΕΧΗ ΜΥΚΗΤΩΝ ΚΑΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

                

   Τα στελέχη των µυκήτων που χρησιµοποιήθηκαν στο παρακάτω πείραµα είναι ο 

ανταγωνιστικός µύκητας Fusarium solani K (Fs-K) και ο παθογόνος µύκητας 

Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker (στέλεχος CBS 

101587, Central Bureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands). Η 

αποµόνωση του µύκητα Fusarium solani στέλεχος Κ έγινε από κοµπόστ προερχόµενο 

από στέµφυλα οινοποιίας και στερεά απόβλητα ελαιουργίας όπως περιγράφεται από 

τους Kavroulakis et al. (2007). Τα στελέχη αυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό 

Potato Dextrose Broth (PDB), στους 25˚C , για 5 ηµέρες πριν τον εµβολιασµό τους 

στα φυτά, και υπό συνεχή ανάδευση στις 120 στροφές, στο σκοτάδι. 

 

1.2 ΣΕΙΡΕΣ ΤΟΜΑΤΑΣ ΚΑΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

 

   Οι σειρές τοµάτας (Lycopersicon esculentum Mill.) που χρησιµοποιήθηκαν για τον 

έλεγχο της αποτελεσµατικότητας του Fusarium  solani K έναντι του Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis lycopersici είναι οι εξής: sitiens (µεταλλαγµένη σειρά ως προς 

τη σύνθεση του αµπσισικού οξέος) και cv. Rheinlands Ruhm (ο αντίστοιχος 

γενότυπος αγρίου τύπου των sitiens). Τα σπέρµατα των προαναφερθέντων  σειρών 

διατέθηκαν από συνάδελφο η οποία και τα συνέλλεξε από φυτά που είχε σε 

καρποφορία.  

 

    Συνολικά έγιναν τέσσερις χειρισµοί για κάθε µία σειρά φυτών τοµάτας ˙  5 

γλάστρες µε 5 φυτά η κάθε µία που είχαν εµβολιασθεί µε Fusarium oxysporum f.sp. 

radicis lycopersici, 5 γλάστρες µε φυτά που είχαν εµβολιασθεί µε  Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis lycopersici και εφαρµόζοντας εξωγενής προσθήκη 

αµπσισικού οξέος (ABA), 5 γλάστρες µε φυτά εµβολιασθέντα µε Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis lycopersici και Fusarium solani και 5 γλάστρες µε φυτά 

εµβολιασθέντα µε Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici και Fusarium solani 
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και εφαρµόζονταν ταυτόχρονη προσθήκη αµπσισικού οξέος. Τα σπέρµατα όλων των 

σειρών απολυµάνθηκαν σε διάλυµα χλωρίνης 5% (NaOCl) για 10 λεπτά και 

ακολούθησε καλό ξέπλυµα ώστε να επιτευχθεί πλήρη αποµάκρυνση του αρχικού 

διαλύµατος. Έπειτα τοποθετήθηκαν σε τρυβλία στα οποία και υπήρχαν διηθητικά 

χαρτιά, τα οποία τέλος τοποθετήθηκαν για προβλάστηση για 2 ηµέρες σε ψυγείο µε 

σταθερή θερµοκρασία  25˚C. Για κάθε χειρισµό συλλέχθηκαν 25 προβλαστηµένα 

σπέρµατα από κάθε σειρά τοµάτας και φυτεύθηκαν ανά 5 (5 επαναλήψεις σε κάθε 

γλάστρα) σε γλάστρες διαµέτρου 30 cm, κάθε µία εκ των οποίων περιείχε περίπου 

500cm³ τύρφης εµπλουτισµένη µε λίπασµα NPK (20-20-20) τελικής συγκέντρωσης 

0.5 g/l, MgSO4 τελικής συγκέντρωσης 30mg/l, καθώς επίσης και FeSO4 τελικής 

συγκέντρωσης 3mg/l. Οι γλάστρες τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ανάπτυξης µε 

θερµοκρασία 20-23˚C, σχετική υγρασία 65% και 16 h φωτοπερίοδο. Το πότισµα 

γινόταν τρεις φορές την εβδοµάδα, οι δύο µε διάλυµα αµπσισικού οξέος  

συγκέντρωσης 50µΜ, το οποίο περιείχε και EtOH 1% στα φυτά που θα 

εφαρµόζονταν εξωγενής χορήγηση αµπσισικού οξέος και µε διάλυµα EtOH 1% στα 

φυτά που δε θα εφαρµόζονταν καµία χορήγηση αµπσισικού οξέος. Το τρίτο πότισµα 

που εφαρµόζονταν στο µέσω της εβδοµάδας γινόταν µε ισορροπηµένο θρεπτικό 

διάλυµα, συµπεριλαµβανοµένων και θρεπτικών µικροστοιχείων (Πίνακας 1, 

Παράρτηµα) για την ενίσχυση των φυτών. Το πότισµα µε το διάλυµα του ABA και  

το διάλυµα της αιθανόλης γινόταν σε συγκεκριµένες ποσότητες ανά γλάστρα˙ 

20ml/γλάστρα στο αρχικό στάδιο ανάπτυξής τους και µετά µε 40ml/γλάστρα λόγω 

των αυξηµένων αναγκών τους σε υγρασία.  

 

Εικόνα 4: Ανάπτυξη φυτών κατά την 3η 
εβδοµάδα. 

Αριστερά sitiens φυτά εµβολιασµένα και µε τους 2 

µύκητες και εξωγενής προσθήκη αµπσισικού οξέος. 

∆εξιά φυτά αγρίου τύπου εµβολιασµένα και µε τους 2 

µύκητες και εξωγενής προσθήκη αµπσισικού οξέος. 

 

2. ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ ΦΥΤΩΝ 

 

   Ο εµβολιασµός των φυτών µε τον µη παθογόνο µύκητα Fusarium solani K 

πραγµατοποιήθηκε την ηµέρα της φύτευσης των σπερµάτων, αφότου ο µύκητας είχε 

αναπτυχθεί για 5 ηµέρες σε φιάλες µε θρεπτικό διάλυµα µε PDB, σε επωαστήρα µε 
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σταθερή θερµοκρασία 25˚C. Η συγκέντρωση του µολύσµατος  µε τον οποίο 

εφαρµόστηκε ο εµβολιασµός ήταν 105 κονίδια /cm3 υποστρώµατος και ο 

εµβολιασµός και µόλυνση των φυτών διεξήχθη µε ριζοπότισµα. Κατόπιν, τα φυτά 

έµειναν απότιστα για 2 ηµέρες. Κατά τη διαδικασία συλλογής των κονιδίων του 

µολύσµατος αποµακρύνθηκε το µυκήλιο µε χρήση αποστειρωµένου τουλουπάνι και 

εν συνεχεία ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 4000 στροφές, στους 4˚C και για 4 

λεπτά. Έτσι, συλλέχθηκαν τα κονίδια τα οποία και επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα 

φυσιολογικού ορού (NaCl) 0.9%. Η συγκέντρωση των κονιδίων  υπολογίστηκε µε τη 

µέθοδο του αιµατοκυτόµετρου, και µε την κατάλληλη αραίωση επετεύχθη η 

επιθυµητή συγκέντρωση µολύσµατος. 

Στα φυτά µάρτυρες εφαρµόστηκε ίσος όγκος νερού αντί του µολύσµατος. 

 

   Η ίδια ακριβώς διαδικασία ακολουθήθηκε και για τον εµβολιασµό µε τον παθογόνο 

µύκητα Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici, στην ίδια συγκέντρωση, 7 

ηµέρες µετά τη σπορά και εµβολιασµό µε τον Fs-K. 

 

   Η καταγραφή των αποτελεσµάτων διεξάγονταν κάθε 2 ηµέρες µε την απαρίθµηση 

των αποθανόντων φυτών σε αντιδιαστολή µε τα υγιή. Η καταγραφή 

πραγµατοποιούνταν στην κάθε µία επέµβαση ανά γενότυπο τοµάτας χωριστά. Η 

επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε ανάλυση παραλλακτικότητας  και η 

στατιστική ανάλυση µε τη µέθοδο Tukeys. 

 

3. ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΒΑΘΜΟΥ  ΑΠΟΙΚΙΣΜΟΥ  ΤΟΥ FsK  ΣΤΟΥΣ 

∆ΙΑΦΟΡΟΥΣ ΓΕΝΟΤΥΠΟΥΣ ΦΥΤΩΝ 

 

3.1 ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΦΥΤΩΝ ΚΑΙ ΜΥΚΗΤΩΝ 

 

   Για τη µελέτη του επιπέδου αποικισµού του FsK στους διάφορους γενότυπους  

χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες σειρές τοµάτας, sitiens και RR. Οι συνθήκες ανάπτυξης 

ήταν οι ίδιες µε αυτές που αναφέρθηκαν παραπάνω. Η διαφορά µε τη 

προαναφερόµενη όµως διαδικασία είναι πως στη περίπτωση αυτή υπήρξαν δύο 

διαφορετικοί χειρισµοί µε 40 σπέρµατα για την κάθε σειρά φυτών: ένας για τη 

συλλογή των ριζών στις 15 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό, και ο δεύτερος για τη 

συλλογή των ριζών 30 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό. Σε κάθε χειρισµό και για κάθε 
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σειρά φυτών υπήρξαν 4 επεµβάσεις µε 10 σπέρµατα η καθεµία˙ δύο επεµβάσεις µε 

εξωγενής χορήγηση αµπσισικού οξέος εκ των οποίων η µια εµβολιασµένη µε τον FsK  

και άλλες δύο χωρίς καµία χορήγηση αµπσισικού οξέος εκ των οποίων η µία και πάλι 

εµβολιασµένη µε  FsK. Οι γλάστρες που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή τη περίπτωση 

ήταν διαµέτρου 10cm, καθεµία εκ των οποίων περιείχε περίπου 200cm3 τύρφης 

εµπλουτισµένη µε λίπασµα NPK (20-20-20) τελικής συγκέντρωσης 0.5 g/l, MgSO4 

τελικής συγκέντρωσης 30mg/l, καθώς επίσης και FeSO4 τελικής συγκέντρωσης 

3mg/l. Τέλος κάθε γλάστρα χρησιµοποιήθηκε για ένα φυτό. Η ανάπτυξη του µύκητα 

έγινε στις ίδιες συνθήκες µε αυτές παραπάνω, για 5 ηµέρες, και ο εµβολιασµός την 

ηµέρα της φύτευσης των σπερµάτων µε τον ίδιο τρόπο στην ίδια συγκέντρωση. Για 

το πάγωµα των ριζών που συλλέχθηκαν χρησιµοποιήθηκε υγρό άζωτο και η 

αποθήκευσή τους έγινε στους -80˚C. Η εξαγωγή του DNA έγινε µε το Plant DNA 

extraction kit Macherey-Nagel. 

 

3.2 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ DNA 

         

   Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης και της καθαρότητας των νουκλεϊνικών οξέων 

σε υδατικό διάλυµα πραγµατοποιήθηκε µε τη φωτοµετρική µέθοδο. Από κάθε δείγµα 

µεταφέρθηκε 1µl σε σωλήνα eppendorf, όπου και αραιώθηκε µε απεσταγµένο νερό σε 

αναλογία 1:50. Το δείγµα που προκύπτει τοποθετήθηκε σε ειδική κυβέτα και 

προσδιορίσθηκε το φάσµα απορρόφησης από τα 240 έως τα 300nm. Σε υδατικά 

διαλύµατα νουκλεϊνικών οξέων χωρίς την παρουσία άλλων προσµίξεων, όπως 

πρωτεΐνες και πολυσακχαρίδια, η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων δίδεται από 

την εξίσωση: 

 

D=0.D.260 x συντελεστής αραίωσης 

 

όπου: 0.D.260, η οπτική πυκνότητα του δείγµατος στα 260 nm και D η σταθερά που 

εξαρτάται από το είδος του νουκλεϊνικού οξέος που περιέχεται στο δείγµα. Σε καθαρά 

διαλύµατα DNA, η σταθερά D ισούται µε 50 mg/ml. Για την εκτίµηση της 

καθαρότητας ενός δείγµατος των νουκλεϊνικών οξέων υπολογίστηκε ο λόγος 0.D.260 / 

0.D.280   και   0.D.240/ 0.D.260. Για τιµές µεταξύ 1,8-2,0 και 0,5, αντιστοίχως, το δείγµα 

θεωρήθηκε ικανοποιητικής καθαρότητας. 

                        

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 18:14:57 EEST - 3.145.206.108



 30

3.3 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΑΚΟΛΟΥΘΙΩΝ DNA ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ PCR 

(Real Time-PCR) 

 

   Η αντίδραση PCR πραγµατικού χρόνου είναι µία εναλλακτική και ταυτόχρονα 

επαναστατική µέθοδος ενίσχυσης και ποσοτικού προσδιορισµού αλληλουχιών DNA. 

Σε αντίθεση µε την κλασσική µέθοδο PCR, δίνει τη δυνατότητα παρακολούθησης της 

πορείας της αλυσιδωτής αντίδρασης, καθ’όλη τη διάρκεια που λαµβάνει χώρα, σε 

πραγµατικό χρόνο. Η ικανότητα παρακολούθησης της εξέλιξης της αντίδρασης 

δίνεται από τη µέτρηση των επιπέδων φθορισµού της χρωστικής SyberGreen, η οποία 

έχει την ικανότητα να φθορίζει κατά την πρόσδεσή της στα δίκλωνα µόρια του DNA. 

Με αυτό τον τρόπο πραγµατοποιούνται µετρήσεις των επιπέδων του φθορισµού στο 

τέλος κάθε κύκλου της αντίδρασης µε τη χρήση ροµποτικού σαρωτή. Στην παρούσα 

εργασία η µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη της συσσώρευσης κυττάρων 

µύκητα σε φυτικά όργανα. 

 

3.4 ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΩΝ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 

 

   Η επιλογή των εκκινητών Beacon designer v7.0. Το µέγεθος των ενισχυόµενων 

τµηµάτων ήταν περίπου 150 ζεύγη βάσεων. Οι εκκινητές επιλέχθηκαν µε τέτοιο 

τρόπο ώστε να απόφευχθεί ο σχηµατισµός οµοδιµερών ή ετεροδιµερών. Η 

δηµιουργία οµοδιµερών και ετεροδιµερών από τους εκκινητές έχει ως αποτέλεσµα 

την εκποµπή µη εξειδικευµένου φθορισµού κατά την αντίδραση της PCR 

πραγµατικού χρόνου. Οι εκκινητές που φθορισµού κατά την αντίδραση της PCR  

πραγµατικού χρόνου. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την παρούσα εργασία 

φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 

 

Σύµβολο  

εκκινητή 

Νουκλεοτιδική Αλληλουχία 

Ορθόδροµου  

Εκκινητή 5’→3’ 

Σύµβολο  

εκκινητή 

Νουκλεοτιδική Αλληλουχία 

Οπισθόδροµου 

Εκκινητή 5’→3’ 

ITSF TGG TCA TTT AGA GGA 

AGT  

AA 

ITSR GGT ATG TTC ACA GGG 

TTG ATG 

LeUbiF GCA GAC TAT AAC ATC LeUbiR AAC AAC AAA GCA CAC 
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CAG 

AAA GAC  

AGC CAT C 

 

3.5 ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ qRT-PCR 

     

   H αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε συσκευή Μx3005P (ABI).  

Όλες οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε το ίδιο θερµοκρασιακό πρόγραµµα και 

καταγράφονταν για 45 κύκλους. Στο τέλος κάθε αντίδρασης ακολουθούσε η 

παρακολούθηση της καµπύλης αποδιάταξη βάση της οποίας επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη 

ενός µόνο προϊόντος στη κάθε αντίδραση. Σε όλες τις περιπτώσεις το µίγµα της 

αντίδρασης προετοιµάζονταν σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας 

(Stratagene), ενώ στην τελική αντίδραση χρησιµοποιήθηκε η χρωστική αναφοράς 

ROX. Μετά το τέλος των αντιδράσεων τα δεδοµένα εξήχθησαν µε τη µορφή πινάκων 

και επεξεργάστηκαν µε τη χρήση του προγράµµατος LinRegPCR προκειµένου να 

προσδιοριστούν η αποτελεσµατικότητα των εκκινητών (efficiency) της κάθε 

αντίδρασης αλλά και ο αριθµός των κύκλων ορίου (Ct), ο οποίος αντιπροσωπεύει τον 

αριθµό των κύκλων της αντίδρασης πάνω από τους οποίους είναι δυνατή η ανίχνευση 

φθορισµού. Για κάθε χειρισµό πραγµατοποιήθηκαν τρεις βιολογικές επαναλήψεις. 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων (Livak 

and Schmittgen, 2001).  

       

4. In Vitro ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΒΑΘΜΟΥ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΤΟΥ ΜΗ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ 

ΜΥΚΗΤΑ FsK ΚΑΙ ΤΟΥ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ FORL ΣΕ ∆ΙΑΦΟΡΑ ΘΡΕΠΤΙΚΑ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 

 

4.1 ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΗΣ ΤΟΥΣ 

 

    Τα θρεπτικά υποστρώµατα στα οποία διεξήχθη ο in vitro έλεγχος της ανάπτυξης 

των 2 µυκήτων ήταν: 3 φιάλες µε θρεπτικό διάλυµα PDB µε διαφορετική 

συγκέντρωση αµπσισικού οξέος και 3 τρυβλία µε θρεπτικό υπόστρωµα PDA µε 

διαφορετική επίσης συγκέντρωση αµπσισικού οξέος για το κάθε µύκητα. Για κάθε 

χειρισµό σε θρεπτικό διάλυµα PDB διεξήχθησαν 3 επαναλήψεις και 5 επαναλήψεις 

για κάθε χειρισµό στα τρυβλία. Οι συγκεντρώσεις αµπσισικού οξέος που 

εφαρµόστηκαν ήταν 0µΜ ΑΒΑ, 50µM ΑΒΑ, 100µΜ ΑΒΑ µε προσθήκη 1% EtOH 
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σε κάθε έναν χειρισµό. Το αµπσισικό όξυ προστέθηκε στα δύο διαφορετικά 

υποστρώµατα µετά το πέρας της αποστείρωσης και ενώ τα διαλύµατα είχαν κρυώσει 

λόγω της ευαισθησίας του αµπσισικού οξέος σε υψηλές θερµοκρασίας. Έπειτα από 

καλή ανάδευση τα διαλύµατα µε PDB εµβολιάστηκαν µε τους δύο µύκητες και 

τοποθετήθηκαν σε επωαστήρα στους 25˚C και σε σταθερή ανάδευση για 5 ηµέρες 

όπου και θα µετρηθεί η πυκνότητα των κονιδίων. Τα θρεπτικά διαλύµατα µε PDA 

αρχικά ισοµοιράστηκαν σε τρυβλία και µετά εµβολιάστηκαν µε τους δύο µύκητες. 

Έπειτα τοποθετήθηκαν στους 25˚C και σε σκοτάδι για την ανάπτυξή τους.   

  

4.2 ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΜΕΤΡΗΣΗΣ ΤΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΤΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ  

     

   Η µέτρηση της ανάπτυξης των µυκήτων στις φιάλες PDB έγινε µε τη µέθοδο του 

αιµατοκυτόµετρου, µε την οποία έγινε µέτρηση των κονιδίων του µύκητα στις 

διάφορες συγκεντρώσεις ABA και κατ’επέκταση της ανάπτυξης των µυκήτων.  

   Η µέτρηση της ανάπτυξης των µυκήτων στα τρυβλία µε PDA πραγµατοποιήθηκε µε 

τη µέτρηση του µήκους του µυκηλίου του µύκητα σε διάφορες ηµέρες˙ οι οποίες 

είχαν προσηµειωθεί κατά τη περίοδο ανάπτυξης του κάθε µύκητα. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΑΜΠΣΙΣΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΥ 

ΕΛΕΓΧΟΥ ΠΟΥ ΕΠΙΦΕΡΕΙ Ο ΜΥΚΗΤΑΣ FUSARIUM SOLANI K . 

 

   Στην προσπάθεια να διερευνηθεί η επίδραση που µπορεί να προκαλεί η παρουσία 

του  αµπσισικού οξέος στον µηχανισµό απόκρισης της τοµάτας στην προσβολή του 

από το παθογόνο Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici παρουσία του 

προστατευτικού µύκητα Fusarium solani K, χρησιµοποιήθηκαν τα µεταλλάγµατα της 

σειράς sitiens. Ο εµβολιασµός των φυτών αποκλειστικά µε το παθογόνο προκάλεσε 

τα τυπικά συµπτώµατα˙ σήψη λαιµού και ρίζας (Εικόνα 5). Τα πρώτα συµπτώµατα 

της ασθένειας παρουσιάστηκαν κατά την 24η 
ηµέρα µετά τη φύτευσή τους, ενώ µετά 

από 46 ηµέρες προήλθε η καταστροφή όλων σχεδόν των φυτών (Εικόνα 6). Τα φυτά 

που εµβολιάστηκαν και µε τους δύο µύκητες παρουσίασαν τα ίδια συµπτώµατα 

αργότερα (εµφάνιση 1ου 
θανάτου µετά τις 40 ηµέρες) σε πιο ήπια µορφή, ενώ η 

ολοκληρωτική καταστροφή προήλθε µετά από 80 ηµέρες. 

 

 

 

Εικόνα 5: Ολοκληρωτικός θάνατος sitiens φυτών εµβολιασµένα µε FORL και χωρίς 

προσθήκη αµπσισικού οξέος. 
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Disease incidence at 80 dpi
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Εικόνα 6: Ποσοστό νεκρών φυτών κάθε επέµβασης µέχρι και τις 80 ηµέρες. Οι 

ράβδοι συµβολίζουν την τυπική απόκλιση του µέσου όρου των επαναλήψεων. 

 

   Όπως µπορούµε να παρατηρήσουµε η εξωγενής προσθήκη ABA στα sitiens φυτά 

τα οποία ήταν εµβολιασµένα µόνο µε τον µύκητα FORL δε παρουσίασαν καµία 

αλλαγή στο µηχανισµό δράσης του καθώς τα ποσοστά νεκρών φυτών δε 

παρουσιάζουν καµία στατιστικώς σηµαντική διαφορά.  

     Τα αποτελέσµατα όµως που παρουσίασαν τα sitiens που είχαν εµβολιαστεί και µε 

τους δύο µύκητες µας δείχνει πως η εξωγενής προσθήκη ABA ενισχύει τη δράση του 

FsK.  Έτσι φαίνεται πως η προσθήκη του ABA ενισχύει σε την ικανότητα άµυνας των 

φυτών έναντι του παθογόνου όπως και την ικανότητα προστασίας του FsK. 

 

Εικόνα 7: Φυτά σειράς sitiens µε εξωγενής προσθήκη ABA, 

δεξιά εµβολιασµένα και µε τον FORL µύκητα, αριστερά και 

µε τους δύο µύκητες.  
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   Στατιστικώς όµως σηµαντική είναι και η διαφορά που παρουσιάστηκε µεταξύ των 

φυτών RR όπου η παρουσία του FsK  µείωσε τους θανάτους των φυτών µειώνοντας 

τη δραστικότητα του παθογόνου µύκητα και προστατεύοντας τα φυτά. 

 

Εικόνα 8: Ανάπτυξη φυτών˙ αριστερά sitiens 

εµβολιασµένο µε FORL. Στη µέση sitiens 

εµβολιασµένα και µε τους δύο µύκητες και 

προσθήκη aba και δεξιά φυτά αγρίου τύπου 

εµβολιασµένα και µε τους δύο µύκητες και 

προσθήκη aba. 

 

 

 

O ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΑΜΠΣΙΣΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ  ΤΟΥ FsK ΚΑΙ 

ΤΟΥ FORL ΣΕ PDA. 
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Εικόνα 9: Η ανάπτυξη του FsK και του FORL σε µήκος που έχουν εµβολιαστεί σε 

τριβλύα µε PDA. Τα κοινά γράµµατα υποδεικνύουν απουσία στατιστικά σηµαντικής 

διαφοράς µεταξύ των µεταχειρίσεων. 

a 

A 

b 
b 

A A 
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   Όπως βλέπουµε στη περίπτωση του FORL δεν έχουµε καµία στατιστικός 

σηµαντική διαφορά στην ανάπτυξη του σε καµία από τις 3 επεµβάσεις. Στη 

περίπτωση του FsK όµως παρατηρούµε στατιστικώς σηµαντικές διαφορές στην 

παρουσία και απουσία του αµπσισικού οξέος καθώς παρουσία του αµπσισικού οξέος 

επέρχεται µεγαλύτερη ανάπτυξη του µύκητα.  

 

Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΑΜΠΣΙΣΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΤΟΝ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟ ΤΩΝ 

FsK ΚΑΙ FORL ΣΕ ΥΓΡΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ. 
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Εικόνα 10: Ανάπτυξη των δύο µυκήτων σε 3 διαφορετικά υποστρώµατα. Οι ράβδοι 

συµβολίζουν την τυπική απόκλιση των µέσων όρων των 5 επαναλήψεων. 

 

   Όπως παρατηρούµε υπάρχει στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην ανάπτυξη του 

FsK στα 3 διαφορετικά υποστρώµατα καθώς προσθήκη ABA ευνοεί την ανάπτυξη 

του µύκητα, όπως και η υψηλότερη συγκέντρωση των 100µΜ. Ο FORL αντίθετα δεν 

έχει καµία στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην ανάπτυξή του στα 3 υποστρώµατα. 
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ΒΑΘΜΟΣ ΑΠΟΙΚΙΣΜΟΥ ΤΟΥ FsK ΣΤΑ RR ΚΑΙ SITIENS ΦΥΤΑ ΣΕ 

ΧΡΟΝΙΚΟ ∆ΙΑΣΤΗΜΑ 15 ΗΜΕΡΩΝ. 

 

   Προκειµένου να διαπιστωθεί εάν η ικανότητα αποικισµού των ριζών τοµάτας από 

τον µύκητα FsK επηρεάζεται από την παρουσία του αµπσισικού οξέος 

χρησιµοποιήθηκα οι σειρές RR και sitiens. Η συλλογή των ριζών έγινε 15 ηµέρες 

µετά τον εµβολιασµό των φυτών. Κάθε δείγµα αποτελούνταν από τρία φυτά από τα 

οποία έγινε εξαγωγή γενετικού υλικού. Η σχετική ποσοτικοποίηση των µορίων DNA 

του φυτού και του µύκητα έγινε µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

πραγµατικού χρόνου. Από τα αποτελέσµατα αυτής προκύπτει και το παρακάτω 

διάγραµµα της Εικόνας 11. 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

FSK RR FSK-ABA RR FSK SITIENS FSK-ABA SITIENS

σ
χ
ε
τι
κ
ή

 β
ιο
µ
ά
ζα

 µ
ύ
κ
η
τα

/φ
υ
το
ύ

15dpi

 

   

Εικόνα 11: Τα επίπεδα αποικισµού των ριζών του µύκητα FsK στις 15 ηµέρες 

µετά τον εµβολιασµό του στις σειρές τοµάτας sitiens και Rheinlands Ruhm (RR). 

Οι ράβδοι συµβολίζουν την τυπική απόκλιση του µέσου όρου των 3 

επαναλήψεων. 
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   Είναι φανερό πως µεγαλύτερος αποικισµός των ριζών από τον FsK στα sitiens 

έχουµε στην περίπτωση απουσίας του αµπσισικού οξέος, καθώς επίσης και στα 

RR όπου και πάλι έχουµε µεγαλύτερο αποικισµό ριζών από το µύκητα στη 

περίπτωση απουσίας του αµπσισικού οξέος χωρίς όµως να έχουν στατιστικώς 

σηµαντικές διαφορές. Παρατηρούµε επίσης, πως τα επίπεδα αποικισµού στα 

sitiens φυτά  στα οποία έγινε προσθήκη ABA εξωγενώς βρίσκονται στο ίδιο 

σηµείο µε αυτά των RR.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

   Ο µη παθογόνος µύκητας Fusarium solani στέλεχος Κ είναι ικανός να ανταγωνιστεί 

τον παθογόνο µύκητα Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici αποικίζοντας το 

ριζικό σύστηµα των φυτών ( Kavroulakis et al, 2007). Έχει επιπλέον διαπιστωθεί πως 

ο αποικισµός του FsK µύκητα και ο µηχανισµός δράσης του ελέγχεται από την 

παρουσία του αιθυλενίου στο φυτό. Συγκεκριµένα έχει αποδειχτεί πως η παρουσία 

του αιθυλενίου βελτιώνει την ανταγωνιστική δράση του FsK ενάντια στον παθογόνο 

FORL, καθώς επίσης και πως η παρουσία του αιθυλενίου ευνοεί τον αποικισµό της 

ρίζας από τα παθογόνα (Kavroulakis et al, 2007).  Μέσα από τη µελέτη αυτή λοιπόν, 

θελήσαµε να δούµε εάν και το αµπσισικό οξύ ελέγχει τον αποικισµό του FsK  στις 

ρίζες φυτών τοµάτας και κατά πόσο µπορεί να µεταβάλει το µηχανισµό δράσης του 

ωφέλιµου µύκητα FsK ενάντια στην παθογόνο δράση του FORL. Για τη µελέτη αυτή 

χρησιµοποιήθηκαν µεταλλαγµένες σειρές φυτών sitiens οι οποίες είναι ελλιπείς ως 

προς τη βιοσύνθεση αµπσισικού οξέος καθώς και αυτές µε γενότυπο αγρίου τύπου 

RR. Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως η αρχική µας υπόθεση ήταν σωστή. Το αµπσισικό 

οξύ επηρεάζει τη ικανότητα αποικισµού του FsK στις ρίζες φυτών τοµάτας µε 

αρνητικό τρόπο ενώ σε περιπτώσεις έλλειψης ABA (γενότυπος sitiens) ο αποικισµός 

αυτός αυξάνεται σε πολύ µεγάλο βαθµό. 

   Αναλυτικότερα, παρατηρώντας το γράφηµα της Εικόνας 11, όπου παρουσιάζεται ο 

αποικισµός του FsK στα φυτά (αντικατοπτρίζεται από το λόγο της σχετικής βιοµάζας 

του µύκητα προς τη βιοµάζα του φυτού), µπορούµε να δούµε ότι η προσθήκη ΑΒΑ 

στα φυτά αγρίου τύπου δεν επηρεάζει σηµαντικά το βαθµό αποικισµού των φυτών 

από τον FsK. Σηµαντικά αυξηµένο βαθµό αποικισµού έχουµε στην περίπτωση των 

sitiens φυτών στα οποία δεν εφαρµόζεται εξωγενής προσθήκη ABA. Μπορούµε 

λοιπόν να πούµε πλέον πως  η παρουσία του ABA επιφέρει µείωση στην 

ικανότητα του ανταγωνιστικού µύκητα FsK να αποικίσει το φυτό, όπως και στην 

περίπτωση των παθογόνων µυκήτων. Στην περίπτωση δε των sitiens φυτών στα οποία 

προσθέσαµε εξωγενώς ABA, ο αποικισµός µειώνεται σηµαντικά και είναι στα ίδια 

επίπεδα µε αυτόν των φυτών αγρίου τύπου, γεγονός που υποστηρίζει ότι η εξωγενής 

εφαρµογή ABA είναι ικανή να επαναφέρει τα sitiens φυτά σε επίπεδα 

συγκεντρώσεων ABA µε αυτές των φυτών αγρίου τύπου όσον αφορά την επίδραση 
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του ΑΒΑ στον βαθµό αποικισµού του FsK. Συνεπώς, η παρουσία αµπσισικού οξέος 

και στα sitiens φυτά µειώνει την ικανότητα του µύκητα να αποικίζει το φυτό.  

Προηγούµενες µελέτες  έδειξαν ότι η απουσία αντίληψης του αιθυλενίου οδηγεί σε 

µειωµένη ικανότητα αποικισµού των φυτών από τον FsK (Καβρουλάκης και 

Παπαδοπούλου, µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα).  Γνωρίζουµε, επίσης, ότι τα  

µεταλλάγµατα της σειράς sitiens (λόγω απουσίας του ABA άρα και µειωµένης 

ανταγωνιστικότητας του µε το αιθυλένιο) παρουσιάζουν αυξηµένη παραγωγή 

αιθυλενίου. Mε βάση τα παραπάνω, µπορούµε να υποθέσουµε ότι πιθανόν η 

αλληλεπίδραση των δύο φυτοορµονών, ΑΒΑ και αιθυλενίου, να οδηγεί σε αυξηµένη 

ικανότητα του µύκητα να αποικίσει τη ρίζα. Παροµοίως, σύµφωνα µε αυτό το 

προτεινόµενο µοντέλο τα επίπεδα συγκέντρωσης ABA στο φυτό είναι υπεύθυνα ή 

σχετίζονται για την ανταγωνιστική δράση του FsK ενώ η δράση του αιθυλενίου 

πιθανόν να είναι δευτερογενής και συνέπεια της επιστατικής και ανταγωνιστικής 

δράσης του ABA στην παραγωγή και µηχανισµό δράσης του αιθυλενίου.  

   Στην Εικόνα 6, παρουσιάζεται η συχνότητα εµφάνισης θανάτων των φυτών και των 

δύο σειρών, σε 4 διαφορετικούς χειρισµούς για την κάθε µία. Είναι προφανής η 

ανταγωνιστική δράση του FsK ενάντια στον παθογόνο FORL, και αυτό το βλέπουµε 

κυρίως στα φυτά αγρίου τύπου RR όπου έχουµε µία πολύ µεγάλη στατιστική διαφορά 

στην εµφάνιση ασθένειας σε σχέση µε τα φυτά που δεν έχουν εµβολιασθεί µε τον  

FsK. ∆ιαπιστώνουµε δε πως στα sitiens φυτά έχουµε µειωµένους θανάτους όταν 

υπάρχει προσθήκη ABA,  άρα το ABA ενισχύει τη δράση του ωφέλιµου µύκητα FsK 

και µάλιστα είναι απαραίτητο για αυτή του τη δράση. Συνεπώς, η δράση του 

ωφέλιµου µύκητα εµφανίζεται µόνο παρουσία αµπσισικού οξέος. 

   Από τα αποτελέσµατα επίσης διαπιστώνεται ότι ο FsK µύκητας επηρεάζεται από τη 

παρουσία ΑΒΑ και µάλιστα θετικά, µε αύξηση του µυκηλίου του σε in vitro 

καλλιέργειες. Επίσης, παρατηρείται και αύξηση του µύκητα στον πολλαπλασιασµό 

του (συγκέντρωση κονιδίων) µε παράλληλη αύξηση της συγκέντρωσης του 

αµπσισικού οξέος. Εποµένως, λαµβάνοντας υπόψη την αρνητική επίδραση του ΑΒΑ 

στο βαθµό αποικισµού του φυτού από τον FsK προκύπτει ότι η διαµεσολάβηση του 

ΑΒΑ στον αποικισµό του FsK δεν οφείλεται σε άµεση δράση του στον µύκητα αλλά 

προφανώς σε επίδρασή του στη γενικότερη απόκριση του φυτού.  Αντιθέτως, η 

παρουσία ΑΒΑ δεν επηρεάζει την ανάπτυξη και την αναπαραγωγή του παθογόνου 

µύκητα FORL. 
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   Συµπερασµατικά,  από τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας προκύπτει: 

• το αµπσισικό οξύ επηρεάζει αρνητικά την ικανότητα αποικισµού του FsK 

µύκητα σε φυτά τοµάτας. Η επίδραση αυτή δεν οφείλεται σε άµεση δράση του 

ΑΒΑ στη φυσιολογία του µύκητα.  

• το αµπσισικό οξύ επιδρά θετικά στο µηχανισµό αµυντικής δράσης του µύκητα 

ενάντια σε παθογόνους µύκητες του εδάφους όπως ο εξεταστέος FORL 

• ο βαθµός αποικισµού του φυτού από τον FsK δεν φαίνεται να έχει σηµασία 

για την εκδήλωση της προστατευτικής δράσης του FsK καθώς τα φυτά της 

σειράς sitiens παρόλο που παρουσιάζουν το µέγιστο βαθµό αποικισµού από 

τον FsK δεν εµφανίζουν προστασία ενάντια στον παθογόνο µύκητα  

•  το αµπσισικό οξύ είναι ίσως η ορµόνη που τελικά καθορίζει και τα 

αποτελέσµατα δράσης και άλλων όπως αυτή του αιθυλενίου και θα ήταν πολύ 

χρήσιµη µία περεταίρω διερεύνηση του µηχανισµού δράσης της καθώς και 

της αλληλεπίδρασής της µε άλλες φυτοορµόνες σε αυτή την αλληλεπίδραση 

φυτού ξενιστή µε τον ανταγωνιστή µύκητα..     
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