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Περίληψη 

Ένα µη παθογόνο µυκητιακό στέλεχος Fusarium solani (Fs-K), εµφάνισε την 

ιδιότητα να επιφέρει στα φυτά τοµάτας µια ενεργοποίηση των µηχανισµών άµυνας  

έναντι του φυτοπαθογόνου µύκητα φυλλώµατος Septoria lycopersici (Kavroulakis et 

al., 2007). Ο µύκητας προστατεύει το φυτό επίσης τοπικά έναντι της προσβολής από 

το ριζοµύκητα σήψης Fusarium oxysporum radicis-lycopersici  µέσω του µηχανισµού 

άµυνας που εµπλέκεται το αιθυλένιο. Στα πειράµατα που έγιναν στα πλαίσια αυτής 

της εργασίας επιχειρήθηκε να αποσαφηνιστεί η πορεία του µύκητα εντός του φυτικού 

σώµατος καθώς και ο ενδοφυτικός του χαρακτήρας µέσω πειραµάτων µικροσκοπίας 

φθορισµού, ενώ το στέλεχος είχε γενετικά µετασχηµατιστεί µε την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (gfp). Επίσης κατασκευάστηκε µια αφαιρετική βιβλιοθήκη 

cDNA για τον εντοπισµό γονιδίων που εκφράζονται στο φυτό κατόπιν της επίδρασης 

του στελέχους. Στην παρουσία του Fusarium solani (Fs-K), αναγνωρίστηκαν γονίδια 

που κωδικοποιούν για  κινάσες, υπεροξειδάσες και άλλες πρωτεΐνες που παράγονται 

σε συνθήκες καταπόνησης.. H παρουσία του µυκητιακού στελέχους και ο 

ενδοφυτικός του χαρακτήρας θέτουν το φυτό σε µια υψηλή κατάσταση 

ενεργοποίησης. Η ασυµπτωµατική πορεία, όµως, του στελέχους έναντι του φυτού και 

ο µηχανισµός που κρύβεται πίσω από αυτή την αλληλεπίδραση χρίζει περαιτέρω 

διερεύνηση    .        
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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ 
 

ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΤΩΝ ΦΥΤΙΚΏΝ ΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ 
 
Α.1 Γενικές έννοιες-παραδοχές 

 Ανάµεσα στους ανώτερους πολυκύτταρους οργανισµούς αυτούς που θα 

µπορούσαµε να χαρακτηρίσουµε ως τους πιο αποτελεσµατικά και άµεσα 

αλληλεπιδρώντες µε το περιβάλλον τους είναι οι φυτικοί οργανισµοί. Αυτή η ιδιότητα 

έχει αποκτηθεί από τα φυτά κατόπιν της επίδρασης εκατοµµυρίων χρόνων 

εξελικτικής πίεσης, ακριβώς για να µπορέσουν να επιβιώσουν και να µεταβιβάσουν 

τις γενετικές τους πληροφορίες. Αυτή η παραδοχή γίνεται εύκολα κατανοητή αν 

ληφθεί υπόψη ότι τα φυτά είναι οργανισµοί που καλούνται να αναπτυχθούν σε έναν 

θώκο χωρίς την δυνατότητα µετακίνησης τουλάχιστον όσον αφορά την αλλαγή θέσης 

και όχι την κίνηση του φυτικού σώµατος (ναστικές κινήσεις). Επίσης η πρόσληψη 

των απαραίτητων µακροστοιχείων και µικροστοιχείων είναι άµεσα συνυφασµένη µε 

την διάθεση αυτών στο έδαφος. Οπότε για να επιτευχθεί η επιβίωση για τους 

φυτικούς οργανισµούς αναγκαία κρίνεται η ταχύτατη γονιδιακή ρύθµιση, και η 

απόκριση τους σε οποιοδήποτε ερέθισµα βιοτικoύ ή µη χαρακτήρα.  

Ως καταπόνηση µπορεί να χαρακτηριστεί η επίδραση ποικίλων εξωτερικών 

και εσωτερικών παραγόντων (παραγόντων καταπόνησης), που προκαλεί µεταβολή 

στην οµοιοστασία ή στην κατάσταση προσαρµογής του οργανισµού. Η αντίδραση 

του οργανισµού σε παράγοντες καταπόνησης, που είναι µια αντίδραση προσαρµογής 

του στις νέες συνθήκες, στοχεύει στην επαναφορά του οργανισµού σε µια βασική 

φυσιολογική κατάσταση και βασική κατάσταση συµπεριφοράς. Το καταπόνηση 

µπορεί να ταξινοµηθεί σε τρείς κατηγορίες (Σµοκοβίτης, 2007): 

  

1) Ουδέτερη καταπόνηση  

2) Ευεργετική καταπόνηση 

3) Επιβλαβής καταπόνηση 

 

Για την µελέτη µεταξύ των φυτών και του οργανωµένου µοριακού 

µηχανισµού ανταπόκρισης τους απέναντι στην καταπόνηση υπάρχει ένας ακόµα 

τρόπος κατάταξης της καταπόνησης, κατά τον οποίο ως κεντρικό κριτήριο 
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λαµβάνουµε την προέλευση του ερεθίσµατος από βιοτικούς ή αβιοτικούς παράγοντες 

(βιοτική-αβιοτική καταπόνηση). Τα  φυτά έχουν στην διάθεση τους ένα καλά 

εξοπλισµένο οπλοστάσιο για να κερδίσουν την µάχη της διαιώνισης τους έναντι σε 

οτιδήποτε τα απειλήσει. Οι µηχανισµοί αυτοί άµυνας των φυτών είναι καλά 

οργανωµένοι και πολύπλοκοι, έχοντας επανδρώσει στις τάξεις τους πληθώρα χηµικών 

µορίων και µοριακών ιδιοτήτων. 

 Με τον όρο αβιοτική καταπόνηση συνήθως καταδεικνύουµε της κλιµατικές 

συνθήκες και γενικότερα το µικρο- και µακρο-περιβάλλον του οικολογικού θώκου 

του φυτικού οργανισµού. Τα φυτά βιώνουν σωρεία παραγόντων περιβαλλοντικής 

καταπόνησης, όπως η έλλειψη νερού (λειψυδρία), η αλατότητα των εδαφών, και οι 

ακραίες θερµοκρασίες. Η ανοχή και η ευπάθεια των φυτών σε αυτούς τους 

αβιοτικούς παράγοντες είναι ένα πολύπλοκο και παραγοντικό φαινόµενο διότι η 

καταπόνηση, µπορεί να εκδηλωθεί σε διάφορα στάδια ανάπτυξης του φυτού και σε 

διάφορους βαθµούς έντασης (Viswanathan Chinnusamy et al., 2004). 

 Η βιοτική καταπόνηση εµπεριέχει όλες τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

φυτικών οργανισµών και όλων των άλλων έµβιων όντων όπως οι µύκητες, τα 

βακτήρια, τα έντοµα οι κατώτεροι ζωικοί οργανισµοί καθώς και οι ανώτεροι. Τα φυτά 

έρχονται αντιµέτωπα εξίσου µε ανταγωνιστικούς και ωφέλιµους οργανισµούς κατά 

την διάρκεια της ζωής τους. Τα φυτά προστατεύονται από τη βιοτική καταπόνηση 

χρησιµοποιώντας διάφορους προϋπάρχοντες και επαγώµενους µηχανισµούς άµυνας-

απόκρισης-ενεργοποίησης απέναντι στο κάθε τι έµβιο.  

 

Α.2 Μηχανισµοί άµυνας του φυτού έναντι των βιοτικών καταπονήσεων 

Τα φυτά δεν µπορούν να γνωρίζουν εκ των προτέρων τη φύση και τις 

προθέσεις του κάθε οργανισµού µε τον οποίο αλληλεπιδρούν, για αυτό ένα από τα 

βασικά συστήµατα του ανοσοποιητικού τους συστήµατος είναι η αναγνώριση 

χηµικών µορίων και διεγερτών που προέρχονται από τον εισβολέα ή ορθότερα από 

τον αγνώστου ταυτότητας και πρόθεσης οργανισµό. Επίσης, συχνά τα φυτά  

αλληλεπιδρούν όχι µόνο µε εχθρικούς για αυτά οργανισµούς αλλά και µε σύµµαχους, 

αποκοµίζοντας οφέλη όπως την ενεργοποίηση αµυντικών συστηµάτων. Η επαγωγή 

αυτών των σηµαντικών ανοσοποιητικών συστηµάτων για το φυτό αποτελεί µια 

δεύτερη γραµµή άµυνας και σίγουρα αποτελεί στρατηγική που αναπτύχθηκε κατά το 

πέρας αιώνων και συνεξέλιξης µε αυτούς τους ωφέλιµους  µικροοργανισµούς. Αυτή η 

αλληλεπίδραση επιφέρει και στους ωφέλιµους µικροοργανισµούς κάποια 
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ανταλλάγµατα (θρεπτικά στοιχεία, προστασία, και ευνοϊκές συνθήκες για ανάπτυξη). 

Η επαγόµενη ανθεκτικότητα έχει ένα ενεργειακό κόστος για το φυτό (Heil, 2002), 

(Heil and Baldwin, 2002). Για αυτό το λόγο τα φυτά διαθέτουν ρυθµιστικούς 

µηχανισµούς, οι οποίοι βελτιώνουν και ενεργοποιούν τον πιο κατάλληλο µηχανισµό 

άµυνας έναντι της προσβολής από τα παθογόνα ενώ το ενεργειακό κόστος 

ελαχιστοποιείται (Pieterse and Dicke, 2007).  

 
Εικ.1 Τα φυτά ως µέλη πολυσύνδετων κοινοτήτων. Τα φυτά αλληλεπιδρούν µε εχθρούς, όπως παθογόνοι 

µικροοργανισµοί και φυτοφάγα έντοµα (κόκκινο χρώµα) καθώς και µε ωφέλιµους οργανισµούς, όπως 

ριζοβακτήρια, µυκόρριζες, εντοµοφάγα έντοµα και εποικονιαστές (πράσινο χρώµα). Το δίκτυο σηµατοδότησης το 

οποίο ενεργοποιείται από το φυτό σε βιοτικές καταπονήσεις δείχνει ότι η αντίδραση του φυτού ισορροπεί κάπου 

µεταξύ προστασίας έναντι κάθε επιθετικής πολιτικής καθώς και ανοχής απέναντι σε κάθε συµµαχική πολιτική. 

(Pieterse and Dicke, 2007). 

           

Α.2.1 Πρώτη γραµµή άµυνας 

Μία απλή παρατήρηση των φυτικών οργανισµών, µάς οδηγεί στη σκέψη ότι 

τα φυτά µπορούν να ανθίστανται έναντι ενός µεγάλου αριθµού µικροοργανισµών και 

εντόµων κάτι που προϋποθέτει µια µεγάλη γκάµα από αµυντικούς µηχανισµούς. Τα 

αγκάθια και η µορφολογία του φυτικού σώµατος πολλές φορές είναι δοµηµένη έτσι 

ώστε να αποτελεί µια πρώτη γραµµή άµυνας. Ακόµα και αν εξετάσουµε τα φυτικά 

κύτταρα µικροσκοπικά, η κατασκευή τους αποτελεί ένα φραγµό για ένα εύρος 

εισβολέων. Πληθώρα φυτών παράγουν δευτερογενείς µεταβολίτες οι οποίοι κάνουν 

λιγότερο ελκυστικό τον φυτικό ιστό στους εισβολείς (Osbourn, 1996), (Tierens et al., 

2001). Παρόλα αυτά, όµως, πολλοί µικροοργανισµοί καθώς και έντοµα είναι ικανά να 

ξεπεράσουν αυτούς τους µηχανισµούς βασικής άµυνας. Σε αυτές τις περιπτώσεις ένας 

µεγάλος αριθµός από επαγώµενους µηχανισµούς ενεργοποιείται µε σκοπό την 
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παρεµπόδιση περαιτέρω προσβολής. Αυτοί οι µηχανισµοί απαρτίζουν την πρωτογενή 

αµυντική οχύρωση των φυτών.  

Οι φυτικοί οργανισµοί συνεπώς ανοσοποιούνται από τους πιο κοινούς 

παθογόνους µέσω της παρεµπόδισης της εισβολής αυτών στο φυτικό σώµα (non-host 

resistance) ή µέσω της παρεµπόδισης περαιτέρω εξάπλωσης της ασθένειας (basal 

resistance), δια της ταχύτατης νέκρωσης των προσβεβληµένων φυτικών κυττάρων 

αυτό το φαινόµενο είναι γνωστό ως αντίδραση υπερευαισθησίας 

(HYPERSENSITIVE RESPONSE) για την οποία αναφορά θα γίνει παρακάτω. 

 

Α.2.1.1 Άµυνα χωρίς προσβολή του ξενιστή - Non-host Resistance 

Η άµυνα που επιτυγχάνεται µέσω της παρεµπόδισης της εισβολής στο φυτικό 

σώµα περιλαµβάνει την αναγνώριση της ταυτότητας των παθογόνων οργανισµών 

βάση των χαρακτηριστικών που φέρουν στην κυτταρική τους µεµβράνη ή των έξω-

κυτταρικών χηµικών µορίων που κατευθύνονται προς το φυτικό κύτταρο, όπως η 

φλατζελίνη, η χιτίνη οι λιποσακχαρίτες και η εργοστερόλη. Όλα αυτά τα µόρια 

αποτελούν επαγωγείς ανθεκτικότητας (Bittel and Robatzek, 2007). Αυτοί οι µοριακοί 

διεγέρτες-σχετιζόµενοι µε παθογένεια (PAMPs - pathogen-associated molecular 

patterns) ενεργοποιούν την σηµατοδότηση που οδηγεί στην λεγόµενη ανοσοποίηση 

διεγέρτη (PAMP-triggered immunity - PTI), που ουσιαστικά είναι µια 

ανοσολογική απόκριση του φυτού χάρη στο µηχανισµό αναγνώρισης των PAMPs 

µέσω εξειδικευµένων υποδοχέων (των PRPs – pattern recognition receptors). 

Συνήθως η PTI αποτελεί την πρώτη ενεργή αντίδραση του φυτικού οργανισµού. Ο 

µοριακός µηχανισµός που διέπει αυτή την άµυνα του φυτού σχετίζεται µε την 

ενεργοποίηση των MAP κινασών, την επαγωγή  εξειδικευµένων γονιδίων (Pathogen 

Responsive), την παραγωγή ελεύθερων ενεργών ριζών ROS (reactive oxygen species) 

και την εναπόθεση καλόζης στο κυτταρικό τοίχωµα του φυτικού κυττάρου για την 

ισχυροποίηση του έναντι της εισβολής, όλα αυτά συνηγορούν εις βάρος της 

ανάπτυξης του παθογόνου αιτίου (Nurnberger et al., 2004).    

Αν και οι µοριακοί µηχανισµοί που εµπλέκονται στην PTI δεν είναι πλήρως 

αποσαφηνισµένοι εντούτοις, όµως, πολλά πράγµατα είναι γνωστά για αυτό τον τρόπο 

άµυνας τον φυτικών οργανισµών. Αυτή η αµυντική λειτουργία που έχουν αναπτύξει 

τα φυτά εκδηλώνεται µόνο στην περίπτωση που το παθογόνο δεν µπορεί να 

προκαλέσει κανένα σύµπτωµα στο φυτό (Agrios, 1997).    

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 08:14:02 EEST - 3.144.1.58



 13

 

 

Α.2.1.2 Βασική Άµυνα-Basal Resistance 

Οι πιο επιτυχηµένοι παθογόνοι µικροοργανισµοί έχουν αναπτύξει συστήµατα 

παραπλάνησης και τεχνικές αποφυγής της έγκαιρης αναγνώρισής τους από το φυτό. 

Αυτό επιτυγχάνεται µέσω κάποιων εξειδικευµένων πρωτεϊνών που παράγουν τα 

παθογόνα και ονοµάζονται τελεστές (effector proteins). Οι τελεστές µπορούν και 

αλληλεπιδρούν µε την PTI έτσι ώστε να µειώνουν ή ακόµα και να τερµατίζουν τη 

δράση της ανοσοποίησης που οφείλεται στην PTI. Οι φυτικοί οργανισµοί, όµως, 

αντιστέκονται σε αυτή τη νέα στρατηγική των παθογόνων χτίζοντας ένα νέο σύστηµα 

αναγνώρισης του εχθρού το οποίο είναι η αναγνώριση των τελεστών, έτσι ώστε να 

µην προλάβουν να σαµποτάρουν την άµυνα του φυτού. Αυτό επιτυγχάνεται δια µέσω 

της παραγωγής συγκεκριµένων γονιδίων ασθένειας-µολυσµατικότητας, τα οποία 

επάγουν ένα νέο σύστηµα ανοσοποίησης το ονοµαζόµενο ανοσοποίηση τελεστή 

(effector-triggered immunity – ETI). Η ETI συνήθως σχετίζεται µε την αντίδραση 

υπευρευασθησίας (Jones and Dangl, 2006).     

 Η αντίδραση υπερευαισθησίας (HR-HYPERSENSITIVE RESPONSE) 

είναι ένας από τους κύριους µηχανισµούς άµυνας που διαθέτει το φυτό. Στην 

περίπτωση αυτή λαµβάνει χώρα ταχεία νέκρωση των κυττάρων στην περιοχή που 

έχει γίνει η προσβολή από τον παθογόνο παράγοντα έτσι ώστε να σταµατά έγκαιρα η 

εξάπλωση της µόλυνσης. Ενεργοποιείται, µε άλλα λόγια, ένας µηχανισµός 

προγραµµατισµένου θανάτου προσβεβληµένων κυττάρων ο οποίος αποσκοπεί στην 

ανακοπή της προσβολής από το παθογόνο. Ολόκληρος ο µηχανισµός βασίζεται στην 

αλληλεπίδραση του προϊόντος ενός σταθερά εκφραζόµενου φυτικού γονιδίου 

ανθεκτικότητας (R) και του αντίστοιχου, ενός ατοξικού (Avr) γονιδίου του 

παθογόνου.  

Πολύ συχνά ως συνεχεία της αντίδρασης υπερευαισθησίας ακολουθεί η 

ενεργοποίηση µιας αλληλουχίας µηχανισµών άµυνας του φυτού. Η έκφραση γονιδίων 

άµυνας του φυτού ως αποτέλεσµα της επίδρασης εξωτερικών παραγόντων 

ονοµάζεται επαγόµενη ανθεκτικότητα (Hammerschmidt, 1999). Κατά την 

επαγόµενη ανθεκτικότητα το φυτό βρίσκεται σε µια κατάσταση υψηλής “αµυντικής 

ετοιµότητας” για να αντιµετωπίσει δυνητικές προσβολές από παθογόνα (Van Loon, 

1997).  
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Eικ. 2 Μοντέλο εξέλιξης της ανθεκτικότητας των φυτών έναντι των βακτηρίων (Chisolm et al., 2006) 

 

Α.3 ∆εύτερη γραµµή άµυνας  

Η αµυντική ανταπόκριση του φυτού κατά την επαγοµένη ανθεκτικότητα 

ρυθµίζεται από ένα δίκτυο αλληλεπιδρώντων µονοπατιών µεταγωγής σήµατος στα 

οποία το σαλυκιλικό οξύ, το ιασµονικό οξύ και το αιθυλένιο διαδραµατίζουν 

κεντρικό ρόλο (Pieterse and Van Loon 1999, Thomma and Penninckx 2001, 

Glazebrook 2001) . Στα µονοπάτια αυτά πιθανολογείται ότι εµπλέκονται και άλλες 

φυτορµόνες όπως το αψιζινικό οξύ και οι αυξίνες.    

  

 

           
Εικ. 3  Χηµικός τύπος σαλικυλικού οξέος                         Εικ.4  Χηµικός τύπος αιθυλενίου     
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                      Εικ.5  Χηµικός τύπος ιασµονικού οξέος  

        

To σαλικυλικό οξύ, το ιασµονικό οξύ και το αιθυλένιο συσσωρεύονται στα 

φυτά µετά από προσβολή από παθογόνα ή µετά από ζηµιές από ζωικούς εχθρούς και 

οδηγούν στην ενεργοποίηση διακριτών ή µερικώς επικαλυπτόµενων οµάδων 

αµυντικών γονιδίων των φυτών (Pieterse and Van Loon, 2004). Θα πρέπει βέβαια να 

τονισθεί ότι οι περισσότερες πληροφορίες που διαθέτουµε αφορούν το γνωστό φυτό 

µοντέλο των µοριακών βιολόγων Arabidopsis thaliana και πολλά µένουν να 

διευκρινισθούν για τα µονοπάτια επαγοµένης ανθεκτικότητας στα φυτά γεωργικού 

ενδιαφέροντος. Παρόλα αυτά έχει γίνει σαφές ότι υπάρχει εξειδίκευση των αµυντικών 

µονοπατιών στα διάφορα παθογόνα. Γενικά, τα υποχρεωτικά παθογόνα θεωρούνται 

ευαίσθητα σε αµυντικούς µηχανισµούς που εξαρτώνται από το σαλικυλικό οξύ (Ton 

et al., 2002b). Το σαλικυλικό οξύ θεωρείται ότι συµµετέχει σε µηχανισµούς 

προγραµµατισµένου θανάτου των κυττάρων (apoptosis), ο οποίος οδηγεί σε 

καταστροφή των µολυσµένων κυττάρων και κατά συνέπεια περιορισµό των 

υποχρεωτικών παθογόνων. Αντίθετα τα σαπροφυτικά παθογόνα, καθώς και φυτοφάγα 

έντοµα, αντιµετωπίζονται από τα φυτά µε µηχανισµούς άµυνας που εξαρτώνται από 

το αιθυλένιο και το ιασµονικό οξύ. Για παράδειγµα, η ενεργοποίηση της SA-

εξαρτώµενης SAR (βλέπε παρακάτω) από το µη µολυσµατικό στέλεχος Pseudomonas 

syringae pv. tomato προσφέρει επαρκή προστασία στο φυτό Arabidopsis έναντι του 

υποχρεωτικού παθογόνου Turnip crinkle virus (Pieterse and Van Loon, 2004).. Από 

την άλλη µεριά, στο ίδιο φυτό, η JA/ET εξαρτώµενη ISR που ενεργοποιείται από το 

µη παθογόνο ριζοβακτήριο, Pseudomonas fluorences προσφέρει επαρκή προστασία 

έναντι του σαπροφυτικού µύκητα Alternaria brassicicola όπου ο µηχανισµός 

επαγόµενης προστασίας SAR είναι ανεπαρκής (Ton et al., 2002b). Η αλληλεπίδραση 
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των παραπάνω µονοπατιών επιτρέπει στα φυτά να ελέγχουν τους ενδογενείς 

επαγόµενους µηχανισµούς άµυνας ανάλογα µε το είδος των προσβολών που 

αντιµετωπίζει κάθε φορά. 

 

Α.3.1 Επαγόµενοι µηχανισµοί άµυνας του φυτού-Induced Resistance 

Ένας από τους µηχανισµούς επαγόµενης άµυνας είναι η τοπικά επίκτητη 

ανθεκτικότητα (Local Acquired Resistance - LAR). Η LAR είναι κατάσταση 

αυξηµένης αµυντικής ετοιµότητας φυτικών ιστών οι οποίοι βρίσκονται σε άµεση 

επαφή µε το σηµείο προσβολής. Η LAR µπορεί να εκδηλωθεί µε τη νέκρωση και 

ξήρανση του φυτικού ιστού όπως και η αντίδραση υπερευαισθησίας και συνήθως 

προστατεύει το φυτό από δευτερογενείς προσβολές του προσβεβληµένου ιστού από 

µια σειρά άλλων παθογόνων.  

Ένας από τους κύριους µηχανισµούς προστασίας του φυτού που εκδηλώνεται 

ως αντίδραση σε κάποια αρχική προσβολή είναι η επίκτητη διασυστηµατική 

ανθεκτικότητα (Systemic Acquired Resistance - SAR). Η SAR εκδηλώνεται, σε 

αντίθεση µε την LAR και σε µέρη του φυτού που βρίσκονται µακριά από την θέση 

της προσβολής. Κατά συνέπεια αυτή η κατηγορία επαγόµενων µηχανισµών πρέπει να 

είναι αποτέλεσµα µεταφερόµενων µοριακών σηµάτων. Οι µηχανισµοί SAR και LAR 

είναι φαινοµενικά ίδιοι, ωστόσο το σήµα το οποίο παράγεται και µεταφέρεται σε όλο 

το φυτό κατά τη SAR, δεν υφίσταται στη LAR.  

Επαγόµενη ανθεκτικότητα φυτών παρατηρείται και ως αποτέλεσµα της 

αλληλεπίδρασής τους µε µη παθογόνους µικροοργανισµούς. Ο µηχανισµός αντοχής 

των φυτών ενάντια σε ασθένειες, ο οποίος αναπτύσσεται διασυστηµατικά ως 

αντίδραση σε µη παθογόνα αίτια, όπως ριζοβακτήρια, ονοµάζεται επαγόµενη 

διασυστηµατική ανθεκτικότητα (Induced Systemic Resistance-ISR). Όπως και η 

SAR, η ISR αφορά ακόµα και όργανα του φυτού χωρίς άµεση επαφή µε τον 

επαγωγέα παράγοντα. Μια βασική διαφορά των δύο αυτών τύπων επαγοµένης 

ανθεκτικότητας σχετίζεται µε την φύση των µοριακών µονοπατιών σηµατοδότησης 

τα οποία έχουν να κάνουν µε ενεργοποίηση των µηχανισµών αυτών. 

 

Α.3.2 ∆ιασυστηµατική ανθεκτικότητα επαγόµενη από τα ριζοβακτήρια 

Οι Kloepper & Schroth το 1978 ανέφεραν για πρώτη φορά ότι ορισµένα είδη 

βακτηρίων, τα οποία αποικίζουν το ριζικό σύστηµα των φυτών, µπορούν να 

βοηθήσουν στην ανάπτυξη των φυτών. Τα βακτήρια αυτά που ονοµάστηκαν 
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ριζοβακτήρια και προάγουν την αύξηση των φυτών (plant growth-promoting 

rhizobacteria, PGPR), συντελούν στην καλύτερη ανάπτυξη και λειτουργία του 

ριζικού συστήµατος και κατ’ επέκταση και ολόκληρων των φυτών είτε άµεσα µε την 

παραγωγή φυτορµονών είτε έµµεσα µε την παρεµπόδιση της ανάπτυξης παθογόνων 

µέσω ανταγωνισµού για θρεπτικές ουσίες ή µέσω της παραγωγής διαφόρων ενώσεων, 

όπως αντιβιοτικών, κυανιδίων (ενώσεις τοξικές για τους οργανισµούς), ή 

σιδηροφόρων (ενώσεις µε τις οποίες µεταφέρεται ο σίδηρος στα κύτταρα) (Weller 

1988, Wei et al., 1996, Van Loon et al ., 1998, Zehnder et al., 2000, Pieterse et al ., 

2001b). Για πολλά από αυτά τα βακτήρια της ριζόσφαιρας έχει προταθεί ότι είναι 

δυνατόν να ενεργοποιήσουν ενδογενείς µηχανισµούς άµυνας του φυτού. Το 

φαινόµενο αυτό είναι γνωστό στη διεθνή βιβλιογραφία ως διασυστηµατική αντοχή 

επαγόµενη από ριζοβακτήρια (rhizobacteria-mediated induced systemic resistance) 

(Lynch & Whipps 1991, Ton et al., 2001).      

Είναι γνωστό ότι βακτήρια της ριζόσφαιρας των γενών Pseudomonas και 

Bacillus,µπορούν να επάγουν διασυστηµατική ανθεκτικότητα (ISR) στα φυτά έναντι 

παθογόνων τόσο της ρίζας όσο και των φύλλων (Pieterse and van Loon, 1999). Το 

φαινόµενο της ISR διαφέρει από αυτό της SAR κυρίως στο ότι δεν είναι αναγκαία η 

ύπαρξη νεκρωτικών κηλίδων (αντίδραση υπερευαισθησίας) (Liu et al., 1995), και 

στην απουσία της διαµεσολάβησης του σαλικυλικού οξέος (SA) κατά την 

ενεργοποίηση των αυξηµένων επιπέδων άµυνας (Chen et al., 1999). Κατά συνέπεια 

δεν έχουµε την επαγωγή της έκφρασης PR πρωτεϊνών η οποία όπως θα αναφερθεί 

παρακάτω συνδέεται µε το σαλυκιλικό οξύ. Στην περίπτωση της διασυστηµατικής 

αντοχής που επάγεται από ριζοβακτήρια τα επίπεδα αντοχής των φυτών καθορίζονται 

από τα βιοχηµικά µονοπάτια βιοσύνθεσης-αντίληψης του ιασµονικού οξέος και του 

αιθυλενίου (Ton et al., 2002b). Tα ακριβή µονοπάτια µεταγωγής σήµατος και 

δηµιουργίας ανθεκτικών φυτών διαφέρουν ανάλογα µε το φυτό και το 

µικροοργανισµό που αλληλεπιδρούν. Eπίσης, οι περισσότερες πληροφορίες που 

υπάρχουν σχετικά µε το φαινόµενο της ISR αφορούν το φυτό-µοντέλο Arabidopsis 

και θα πρέπει να υπάρχει µια σχετική επιφύλαξη σχετικά µε την γενικευσή τους σε 

όλα τα φυτά. Για παράδειγµα όταν το φυτό-ξενιστής είναι σολανώδες, το σαλικυλικό 

οξύ φαίνεται να παίζει κάποιο ρόλο στην επαγωγή της ISR στα φύλλα τουλάχιστον σε 

ορισµένες  περιπτώσεις βακτηριακών στελεχών (Audenaert et al., 2002, Maurhofer et 

al., 1998). Ακόµα η ISR µπορεί να συνοδεύεται από επαγωγή σύνθεσης PR 

πρωτεϊνών (Maurhofer et al., 1994, Park and Kloepper, 2000) γεγονός που αποτελεί 
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εξαίρεση στον κανόνα. Αντιθέτως, η ISR στα Arabidopsis σχετίζεται µόνο µε τα 

βιοχηµικά µονοπάτια του ιασµονικού οξέος και του αιθυλενίου αλλά όχι µε του 

σαλικυλικού οξέος. 

Η πλειοψηφία των ερευνητών έχει επικεντρωθεί στην µελέτη της ISR µόνο 

στα φύλλα µε αποτέλεσµα πολλές διαδικασίες που διέπουν το φαινόµενο στις ρίζες 

να παραµένουν αδιευκρίνιστες προς το παρόν. Η επαγωγή της ISR στη ρίζα έχει 

καταρχήν µελετηθεί στη βάση του βιολογικού ελέγχου των παθογόνων οργανισµών 

της ρίζας και όχι της διευκρίνησης των βιοχηµικών µονοπατιών που εµπλέκονται µε 

αυτήν. Στην περίπτωση της ρίζας έχουν προταθεί µηχανισµοί βιολογικού ελέγχου 

φυτοπαθογόνων οι οποίοι σχετίζονται µε την παραγωγή ελεύθερων ριζών στο φυτό 

ξενιστή (Audenaert et al., 2002), καθώς και µε την παραγωγή του αντιµυκητιακού 

µεταβολίτη 2,4-diacetylphloroglucinol από τον ανταγωνιστή µικροργανισµό (Iavicoli 

et al., 2003). Έχει ενδιαφέρον ότι στην αγγουριά, το βακτήριο που δρα ως βιολογικός 

παράγοντας ελέγχου ενός φυτοπαθογόνου αλλά και ο ίδιος ο φυτοπαθογόνος 

οργανισµός ενεργοποιούν τα ίδια γονίδια άµυνας (Chen et al., 2000). Ανάλογο 

φαινόµενο παρατηρείται και στην τοµάτα σε συγκεκριµένα βακτηριακά στελέχη  

(Audenaert et al., 2002). Μέχρι στιγµής οι µελέτες για την ISR έχουν περιοριστεί 

κυρίως στα δικότυλα και πολλά πράγµατα µένουν να διευκρινιστούν κυρίως για τις 

διαδικασίες και τα γονίδια που σχετίζονται µε την ISR στα υπόγεια τµήµατα του. 
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ΜΕΡΟΣ ∆ΕΥΤΕΡΟ 
 

 ΟΙ ΜΥΚΗΤΕΣ ΩΣ ΣΥΜΜΑΧΟΙ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ   
 
Α.1 Γενικά περί µυκήτων  

 Ανάµεσα στις τόσες απειλές που δέχονται τα φυτά µια απο τις σηµαντικότερες 

είναι και αυτή των παθογόνων µυκήτων. Τα αίτια αυτής της µάχης εκατοµµυρίων 

χρόνων ανάµεσα στα δύο στρατόπεδα αποτελεί η ανεύρεση χώρου,θρεπτικών 

στοιχίων και γενικά η επιβίωση του ενός εις βάρος του άλλου. Οι µύκητες αποτελούν 

µια οµάδα µικροοργανισµών που η ύπαρξη τους στο πλανήτη γη χρονολογείται 

περίπου στα δύο εκατοµµύρια χρόνια. Αποτελούν ένα είδος που συνεχίζει την υπαρξή 

του δια µέσου των αιώνων µέσω της ικανοτητάς τους να προσαρµόζονται στο 

περιβάλλον και στο να µπορούν µε διάφορες λειτουργίες και µηχανισµούς να 

εξασφαλίζουν τη διαβίωση τους (συνήθως εις βάρος κάποιου ξενιστή) άρα και την 

επιβίωση-αναπαραγωγή τους. Εκτός από τους παθογόνους µύκητες υπάρχουν και 

πολλοί φυτοπροστατευτικοί αλλά η αναγνώριση τους και η σηµασία τους για τα φυτά 

καθυστέρησε να γίνει αντιληπτή λόγω της έµφασης που δόθηκε από τους ερευνητές 

πρώτα προς τους παθογόνους. Τα τελευταία χρόνια όµως το πεδίο για τους 

φυτοπροστατευτικούς µύκητες γίνεται όλο και πιο ξεκάθαρο µε πολλές έρευνες να 

βλέπουν το φως της  δηµοσίευσης.    

 Σύµφωνα µε τα βασικά µορφολογικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά τους οι 

µύκητες: 

� Είναι ευκαρυωτικοί οργανισµοί. 

� Στερούνται χλωροφύλλης (είναι ετερότροφοι). 

� Τα κυτταρά τους περιβάλλονται από κυτταρικό τοίχωµα, το οποίο 

συνίσταται από χιτίνη ή κυτταρίνη ή και από τις δύο. 

� Το σώµα τους είναι νηµατοειδές, διακλαδιζόµενο ή αµοιβαδοειδές. 

� Αναπαράγονται κατά κανόνα µε αγενή και σε ορισµένες περιπτώσεις µε 

εγγενή σπόρια. 

� Ζουν σε ποικιλία υποστρωµάτων και συνθηκών ως παράσιτα ή σαπρόφυτα 

(Ηλιόπουλος, 2000). 

 Έχουν περιγραφεί 100.000 είδη που κατατάσσονται σε 2.500 περίπου γένη. 

Τα περισσότερα από αυτά ζουν σαπροφυτικά στο έδαφος και αλλού, ενώ άλλα είναι 

παράσιτα κυρίως των φυτών και µερικά του ανθρώπου και των ζώων. Στους 
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µύκητες ανήκει το σηµαντικότερο και πολυπληθέστερο άθροισµα φυτοπαθογόνων 

µικροοργανισµών. Περισσότερα από 8.000 είδη µυκήτων έχουν προσδιοριστεί ως 

φυτοπαθογόνα. Σχεδόν όλα τα φυτά προσβάλλονται από µερικά είδη µυκήτων. 

Ορισµένοι φυτοπαθογόνοι µύκητες µπορούν να προσβάλλουν πολλά είδη φυτών, 

ενώ άλλοι µόνο λίγα είδη. Μερικοί προσβάλλουν µόνο ένα είδος φυτού. Ως 

σαπρόφυτα, οι µύκητες συµβάλλουν µαζί µε τα βακτήρια και άλλους 

µικροοργανισµούς στη χουµοποίηση και διατήρηση της γονιµότητας του εδάφους. 

Σχεδόν όλοι οι µύκητες έχουν την ικανότητα αποσύνθεσης πολύπλοκων οργανικών 

ουσιών, τις οποίες χρησιµοποιούν ως πηγές ενέργειας. Άλλοι παρασιτούν ανώτερα 

φυτά µε την ατελή µορφή τους, π.χ Fusicladium dendriticum (Φουζικλάδιο µηλιάς) 

και ζουν σαπροφυτικά µε την τέλεια µορφή τους π.χ Venturia inaequalis ως 

Ασκοµύκητας.  

Η επιβίωση και ανάπτυξη των µυκήτων, εξαρτάται σε πολύ µεγάλο µέρος από 

τις συνθήκες περιβάλλοντος, όπως την υγρασία, τη θερµοκρασία, τη διαθεσιµότητα 

τροφής, παράγοντες που καθορίζουν τη δυνατότητα πρόσληψης των θρεπτικών 

στοιχίων. Ο ρόλος των µυκήτων εκτός από επιζήµιος, µπορεί να αποδειχθεί και 

ευεργετικός µέχρι σηµείου ενεργοποίησης επαγόµενων αµύνων. Η αναγνώριση των 

MAMPs (microbe-associated molecular patterns) από το φυτό όσον αφορά του 

φυτοπροστατεύτικους µύκητες δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως. Μύκητες του γένους 

Trichoderma spp. που παράγουν κυτταρίνη (cellulose) καθώς και ξυλανάσες επάγουν 

άµυνες στα φυτά. (Rotblat et al., 2002). Προσφάτως αποδείχτηκε ότι η hydrophobin-

like elicitor Sm1 του φυτοπροστατευτικού µύκητα εδάφους Trichoderma virens 

επάφει διασυστηµατική ανθεκτικότητα στο ρύζι (Djonovic et al., 2007). Φυτά ρυζιού 

µε αποσιώπηση του Sm1 γονιδίου έδειξαν µειωµένη επαγωγή του φαινόµενου πράγµα 

που καταδεικνύει την σηµαντικότητά του στη σηµατοδότηση της άµυνας του ξενιστή. 

Επίσης, χηµικά µόρια ή διεγέρτες των µυκήτων και ιδίως των µυκορριζικών επάγουν 

ανθεκτικότητα παραµένουν άνγωστα (Pozo and Azcon-Aguilar, 2007). Παρόλα αυτά 

η προσφάτως αλληλούχιση του µυκορριζικού µύκητα Laccaria bicolor (Martin et al., 

2008) ίσως παρέχει στοιχεία για την διερεύνηση των MAMPs που εµπλέκονται στο 

φαινόµενο. 
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Α.2 Οι µύκητες ως επαγωγείς της ανάπτυξης των φυτών (Plant Growth 

Promoting Fungi) 

Πολλοί µύκητες που έχουν αποµονωθεί από το έδαφος µπορούν να 

αναστείλουν την φυτική ανάπτυξη. Κατά κανόνα η αναστολή της ανάπτυξης του 

φυτού συνήθως πραγµατοποιείται από τους φυτοπαθογόνους µύκητες. Ωστόσο 

ορισµένοι µύκητες που δεν θεωρούνται παθογόνοι, κάτω από ορισµένες συνθήκες 

έχουν την συµπεριφορά των παθογόνων στην φυτική ανάπτυξη (Yuen and Schroth 

1986). Εν αντιθέση άλλοι εδαφικοί µύκητες όπως η Trichoderma sp., (Yedidia et al., 

2001, Harman 2006) και ο Rhizoctonia solani (Hyakumachi 1997) καθώς και άλλοι 

µπορούν να επάγουν τη φυτική ανάπτυξη και συνεπώς και τη φυτική µάζα. Πολλοί 

από αυτούς τους µύκητες επαγωγής ανάπτυξης των φυτών (Plant Growth Promoting 

Fungi - PGPF), είναι αρκετά ανταγωνιστικοί και καταλαµβάνουν το χώρο της 

ριζόσφαιρας. Τα  περισσότερα γένη που έχουν βρεθεί και ταυτοποιηθεί αποτελούν 

γνωστά και διαδεδοµένα είδη που ζούν στο έδαφος. Η τεχνική η οποία 

χρησιµοποιείται για να καταταχθεί ένας µύκητας ως PGPF είναι η µέτρηση του ξηρού 

βάρους της ρίζας ή του υπέργειου τµήµατος στα φυτά που έχουν εµβολιαστεί µε το 

µύκητα σε σύγκριση µε τα φυτά που δεν έχουν εµβολιαστεί (Shivanna et al., 1994). 

Μύκητες όπως ο Rhizopus nigricans και ο Fusarium roseum επίσης έχουν αναφερθεί 

ως επαγώγεις ανάπτυξης στην τοµάτα (Lindsey and Baker 1967).  

Οι φυσικές ιδιότητες του εδάφους δηλαδή το pH, η υγρασιακή καταστασή, τα 

ανόργανα θρεπτικά στοιχεία και τα οργανικά υπολείµµατα σε συνάρτηση µε το 

µικροβιακό φορτίο του εδάφους, επιδρούν στην εισαγωγή και εγκατάσταση των 

φυτοπροστατευτικών οργανισµών στο έδαφος. Αρκετές υποθέσεις υπάρχουν για το 

που οφείλεται η επαγωγή της ανάπτυξης του φυτού από τους PGPF καθώς και για το 

ποιοι µηχανισµοί διέπουν αυτή τη σχέση. Μερικοί από αυτούς τους µηχανισµούς 

εµπλέκονται στην: (α) παραγωγή ορµονών,  (β) αποδόµηση υποστρωµάτων και (γ) 

τον περιορισµό των παθογόνων µικροοργανισµών.       

 

Α.3 Επαγόµενη ανθεκτικότητα στα φυτά από τους µύκητες       

 Φαινόµενα ISR έχουν παρατηρηθεί στην κολοκυθιά προερχόµενα από 

ενδοφυτικούς µύκητες καθώς και PGPF (Hyakumachi 1997, Koike et al., 2001, 

Meera et al., 1994). Προσφάτως πολλά δηµοσιεύµατα αναφέρουν ότι µύκητες του 

γένους Rhizoctonia και Trichoderma µπορούν να επάγουν διασυστηµατική 

ανθεκτικότητα καθώς και την ανάπτυξη της φυτικής µάζας του φυτού. Οι ορµόνες 
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παίζουν κεντρικό ρόλο και στα δύο αυτά φαινόµενα, οπότε συνήθως αρκετοί µύκητες 

χαρακτηρίζονται από αυτόν τον διττό φυτοπροστατευτικό ρόλο. Επίσης  η εναπόθεση 

λιγνίνης έχει χαρακτηριστεί ως ένας από τους µηχανισµούς της ISR προερχόµενη από 

τους µύκητες (Hammaerschimidt and Kuc 1982). Έχει επίσης παρατηρηθεί τοπική 

και διασυστηµατική ανθεκτικότητα έναντι του µύκητα Phytophthora parasitca 

προερχόµενη από τον µυκορριζικό µύκητα Glomus mosseae σε ρίζες τοµάτας 

(Cordier et al., 1998). Η διαπίστωση αυτών των αποτελεσµάτων γίνεται µε την 

τεχνική του διαχωρισµού των ριζών (split-root system) και κατόπιν του εµβολιασµού 

των διαχωρισµένων ριζών πρώτα µε των φυτοπροστατευτικό και µετά µε το 

παθογόνο. 

 Η µελέτη αυτής της συµπεριφοράς των φυτοπροστατευτικών µυκήτων εκτός 

από το επιστηµονικό ενδιαφέρον τους που περικλείουν για την κατανόηση των 

µηχανισµών των επαγόµενων αµυνών έχουν και µεγάλο πρακτικό ενδιαφέρων. Η  

χρήση σκευασµάτων µυκήτων που έχουν τέτοιες ευεργετικές ιδιότητες για τα φυτά θα 

µπορούσαν να µειώσουν την επιβάρυνση του οικοσυστήµατος από τη χρήση των 

αγροχηµικών. Θα µπορούσαµε να πούµε ότι πρόκειται για µια πιο βιολογική και 

αειφόρο προσέγγιση στην γεωργία.  

 

Α.4 Piriformospora indica ένας µύκητας πολλά οφέλη 

 Ένα απτό παράδειγµα για το πώς µπορεί ένα µικροοργανισµός και ιδίως ένας 

µύκητας από µόνος του να αποτελέσει των καλύτερο σύµµαχο ενός φυτού αποτελεί η 

περίπτωση της Piriformospora indica. Ο εν λόγω µύκητας ανήκει στην οικογένεια 

των Βασιδιοµυκήτων και η ανεύρεση του έγινε στην έρηµο Τhar στις Ινδίες και από 

τα πρώτα πειραµατικά δεδοµένα κιόλας διαπιστώθηκε ότι επάγει ισχυρή ανάπτυξη 

της φυτικής µάζας σε ένα µεγάλο εύρος φυτών κατά την συµβίωση του µε αυτά 

(Verma et al. 1998). Ανάµεσα στα φυτικά είδη που µπορεί να αναπτύξει συµβιωτική 

σχέση συµπεριλαµβάνονται φυτά µεγάλης οικονοµικής και διατροφικής αξίας όπως 

τα δηµητριακά και ιδίως το ρύζι, το σιτάρι,το κριθάρι καθώς και πολλά δικοτυλήδονα 

συµπεριλαµβανοµένου του Arabidopsis (Varma et al., 1999, Peskan et al., 2004). Η 

αλληλεπίδραση του ενδοφυτικού αυτού µύκητα µε της ρίζες του φυτού Arabidopsis 

συνοδεύεται µε σηµαντική πρόσληψη αζώτου από το περιβάλλον (Peskan et al., 

2004). Είναι σηµαντικό, επίσης, το γεγονός ότι τα µοριακά εργαλεία που υπάρχουν 

στο φυτό µοντέλο Arabidopsis αποτελούν έναν πολύ καλό οδηγό στην εξερεύνηση 
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γονιδίων που εµπλέκονται σε αυτήν την αλληλεπίδραση, έτσι ώστε να ανοίξει ο 

δρόµος και για άλλους φυτο-προστατευτικούς οργανισµούς. 

 Με τον αποικισµό της ριζόσφαιρας των φυτών από την  Piriformospora έχει 

επίσης παρατηρηθεί (Waller et al., 2005) αντοχή στην ήπια καταπόνηση από την 

αλατότητα (αβιοτικό stress) στο κριθάρι, και επαγόµενη τοπικά (στη ρίζα) και 

διασυστηµατικά (στα φύλλα) ανθεκτικότητα έναντι του νεκροτροφικού µύκητα 

σήψης Fusarium culmorum και του βιοτροφικού µύκητα Bulmeria graminis 

αντιστοίχως (Bergmann et al., 2001). 

 Αναλογιζόµενη όλες αυτές τις ιδιότητες της Piriformospora indica µπορούµε 

να καταλάβουµε πόσο όφελος µπορεί να προσφέρει ένα στέλεχος ενός µύκητα ή 

γενικότερα των ωφέλιµων µικροοργανισµών για τα φυτά  από άποψη ενεργειακού 

κόστους, κόπου και χρήµατος, αλλά και από την πλευρά της περιβαλλοντικής 

διαχείρισης.   
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ΜΕΡΟΣ ΤΡΙΤΟ 
 

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

 
Α.1 Οργανισµοί που έχουν χρησιµοποιηθεί στην παρούσα µελέτη 
 
Α.1.1 Ο φυτικός οργανισµός  
  

Ο φυτικός οργανισµός που επιλέχθηκε για να µελετηθεί αυτή η εξελικτική 

σχέση µεταξύ ενός µη-παθογόνου µύκητα και ενός φυτού είναι η κοινή σε όλους 

τοµάτα Lycopersicon esculentum της ποικιλίας ACE 55. 

 Η τοµάτα και τα στενά συγγενικά της είδη έχουν ως κέντρο καταγωγής τους 

µια ορεινή περιοχή που εκτείνεται στην οροσειρά των Άνδεων µεταξύ Περού, 

Ισηµερινού, και Χιλής. Καλλιέργεια της τοµάτας εκτός του κέντρου καταγωγής της 

φαίνεται ότι για πρώτη φορά έλαβε χώρα στους αρχαίους πολιτισµούς του Μεξικό. 

Το όνοµα tomato προέρχεται από τη Μεξικανική διάλεκτο Nahuatl και παραλλαγές 

αυτού του ονόµατος έχουν συνοδεύσει την εξάπλωση καλλιέργειας της τοµάτας σε 

όλο τον κόσµο (Tigchelaar 1991). Στην Ευρώπη έγινε γνωστή από το 16ο αιώνα, ενώ 

η χρήση της στη διατροφή του ανθρώπου άρχισε από το 18ο αιώνα. Μέχρι τότε 

καλλιεργούνταν µόνο ως καλλωπιστικό, επειδή θεωρούταν επιβλαβής στην 

ανθρώπινη υγεία. Η εισαγωγή της στην Ελλάδα έγινε το 1818 και σήµερα η 

καλλιέργεια της κατέχει αξιοσηµείωτη θέση ανάµεσα στις κηπευτικές εκµεταλλεύσεις 

στην αγροτική παραγωγή-οικονοµία (∆ηµητράκης 1998). 

Η καλλιεργούµενη τοµάτα (tomato) ταξινοµείται στο γένος Lycopersicon της 

οικογένειας Solanaceae. Στην οικογένεια αυτή ανήκουν, επίσης αρκετά είδη 

καλλιεργούµενων φυτών µε µεγάλη οικονοµική σηµασία, όπως η πατάτα, η 

µελιτζάνα, η πιπεριά και ο καπνός (Tigchelaar 1991). Η καλλιέργεια της τοµάτας  

αποτελεί µία από τις πιο διαδεδοµένες καλλιέργειες στον ελλαδικό χώρο. Οι καρποί 

της αποτελούν ένα υψηλό διατροφικό προϊόν που βρίσκουν εφαρµογή τόσο στην 

βιοµηχανία τροφίµων όσο και στην απλή διακίνηση µέσω τον αγορών των 

οπωροκηπευτικών αγαθών.    

 

Α.1.2 Το στέλεχος του µύκητα 

Το στέλεχος του µύκητα που χρησιµοποιήθηκε στην εργασία είναι το µη 

παθογόνο στέλεχος Fusarium solani. Ο  Fusarium solani (Fs-K) αποτελεί ένα 
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στέλεχος το οποίο αποµονώθηκε απο ένα επισχετικό compost που παρασκευάστηκε  

απο υπολλείµατα στέµφυλων και παραπροϊόντων ελαιουργίας (Kavroulakis et al., 

2005). Το συγκεκριµένο στέλεχος εµφάνισε την ιδιότητα να επιφέρει στα φυτά 

τοµάτας µια ενεργοποίηση των µηχανισµών άµυνας του φυτού έναντι του 

φυτοπαθογόνου µύκητα φυλλώµατος Septoria lycopersici (Kavroulakis et al., 2007). 

Ο µύκητας προστατεύει το φυτό επίσης τοπικά έναντι της προσβολής από το 

ριζοµύκητα σήψης Fusarium oxysporum radicis-lycopersici  µέσω του µηχανισµού 

άµυνας που εµπλέκεται το αιθυλένιο. 

 Σε αυτή την διπλωµατική εργασία πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

µικροσκοπίας φθορισµού µε ένα γενετικά µετασχηµατισµένο µε την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (gfp)στέλεχος του Fs-K,  έτσι ώστε να παρακολουθηθεί 

(monitoring) η πορεία του µύκητα εντός του φυτικού ιστού.    Eπίσης επιχειρήθηκε η 

κατασκευή µιας αφαιρετικής βιβλιοθήκης (cDNA Subtraction Library) για την 

διερεύνηση της γονιδιακής έκφρασης που διέπει αυτή την αλληλεπίδραση και τον 

εντοπισµό γονιδίων που υπερ-εκφράζονται στο φυτό κατά τον αποικισµό του ριζικού 

συστήµατος από το στέλεχος Fs-K.. 
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Β.1 Πειραµατικός σχεδιασµός 

           Όπως αναφέρθηκε και στην προηγούµενη ενότητα η πειραµατική προσέγγιση 

που επιχειρήθηκε στα πλαίσια αυτής της διπλωµατικής εργασίας ήταν η εξής: 

(α) Πειράµατα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας φθορισµού µε το µετασχηµατισµένο 

στέλεχος Fusarium solani µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (gfp) µε σκοπό τη 

λεπτοµερή περιγραφή του προτύπου αποικισµού της ρίζας φυτών τοµάτας από τον 

ενδοφυτικό µύκητα. 

 

(β) Η κατασκευή µιας αφαιρετικής βιβλιοθήκης για τη µελέτη των 

υπερεκφραζοµένων και υποεκφραζοµένων γονιδίων στην ρίζα φυτών τοµάτας 

κατόπιν της επίδρασης του µη παθογόνου ενδοφυτικού στελέχους Fusarium solani, 

µε σκοπό την ανεύρεση γονιδίων που σχετίζονται µε την εγκαθίδρυση του 

αποικισµού του φυτού από το µύκητα. 

         Συνοπτικά ακολουθήθηκε ο εξής πειραµατικός σχεδιασµός: φύτευση φυτών 

τοµάτας και χάραξη πειραµατικών τεµαχίων, εµβολιασµός φυτών µε τον Fusarium 

solani, συλλογή ιστών και αποµόνωση RNA, αποµόνωση mRNA από ολικό RNA 

(poly A+ isolation), σύνθεση αφαιρετικής βιβλιοθήκης (cDNA Subtraction 

Synthesis), Southern υβριδισµός, υποκλωνοποίηση και αλληλούχιση, επιλογή 

κλώνων. 

 

B.2 Μικροσκοπία Φθορισµού 

Β.2.1 Φυτικό υλικό και χειρισµοί πριν τη σπορά-προετοιµασία εδαφικού 

υποστρώµατος 

Οι σπόροι τοµάτας που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα ήταν ποικιλίας ACE 

55 πριν την φύτευση τους απολυµάνθηκαν για πέντε λεπτά σε υποχλωριώδες νάτριο 

και στη συνέχεια ξεπλύθηκαν σχολαστικά µε αποστειρωµένο νερό και αφέθηκαν να 

στεγνώσουν για δέκα λεπτά πάνω σε διηθητικό χαρτί.  

Στο πείραµα χρησιµοποιήθηκε άµµος έτσι ώστε να γίνεται εύκολα ο 

διαχωρισµός των ριζών από το υπόστρωµα κατά την διαδικασία της δειγµατοληψίας. 

Η άµµος αποστειρώθηκε µε υγρή αποστείρωση στους 121 °C για 30 λεπτά. Μετά την 

σπορά τα φυτοδοχεία τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ανάπτυξης φυτών σε θερµοκρασία  

25 °C και φωτοπερίοδο 16 ωρών. Τα φυτά ποτίζονταν µε πλήρες θρεπτικό διάλυµα 
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µία φορά την εβδοµάδα. Η σύσταση του θρεπτικού διαλύµατος που χρησιµοποιήθηκε 

υπάρχει στο παράρτηµα .      

 

Β.2.2 Εφαρµογή εµβολιασµού των φυτών µε το µετασχηµατισµένο στέλεχος του 

µύκητα Fusarium solani 

 Επτά ηµέρες µετά την σπορά τα φυτά εµβολιάσθηκαν µε τον 

µετασχηµατισµένο (µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη) µη παθογόνο µύκητα 

Fusarium solani, σε συγκέντρωση κονιδίων στο υπόστρωµα της άµµου 105 /cm3.    

                

Β.2.3 Θρεπτικό υλικό ανάπτυξης του µύκητα   

Η σύνθεση των θρεπτικών υλικών τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 

εργασία, ήταν η ακόλουθη (Πίνακας Β.1). 

 

Πιν. Β.1 

PDB (Potato Dextrose Broth) 

 

 PDA (Potato Dextrose Agar)  

Potato Dextrose Broth 

(Scharlau Microbiology) 24 gr/lt,  

Potato Dextrose Broth (Scharlau 

Microbiology) 24 gr/lt,, Agar 1,7 % κ.β. 

 

Β.2.4 Καλλιέργεια και συνθήκες ανάπτυξης του µετασχηµατισµένου στέλεχους   

Fusarium solani   

Το µη παθογόνο µετασχηµατισµένο στέλεχος του µύκητα Fusarium solani 

που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία διατηρείται στους 4˚C σε τριβλία µε 

θρεπτικό υλικό PDA (Potato Dextrose Agar). Για την παραγωγή κονιδίων 

χρησιµοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες του µύκητα σε θρεπτικό υλικό PDB (Potato 

Dextrose Broth). Οι φιάλες  µε τον µη παθογόνο µύκητα επωάζονταν στους 25 oC για 

τέσσερις ηµέρες µε ανάδευση (150 στρ/min). Η αποµόνωση των κονιδίων του µύκητα 

έγινε µετά από διήθηση της καλλιέργειας µέσα από τουλουπάνι και φυγοκέντρηση 

στις 3000 στρ/λεπτό. Τα κονίδια επανααιωρήθηκαν σε φυσιολογικό ορό (0,85% 

NaCl) προκειµένου να  µην έχουµε φαινόµενα σπαργής. Η συγκέντρωση των 

κονιδίων προσδιορίστηκε µε την χρήση του αιµατοκυτόµετρου.    
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Β.2.5 ∆ειγµατοληψίες και προετοιµασία για µικροσκοπική παρατήρηση    

 Οι χρόνοι που επιλέχθηκαν για τις δειγµατοληψίες ήταν στις 2, 4, 6, 12, 18 και 

23 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό των φυτών. Σε κάθε δειγµατοληψία επιλεγόντουσαν 

5-10 φυτά στα οποία αποκόπτονταν το υπέργειο τµήµα και σχολαστικά ξεπλένονταν 

οι ρίζες από την άµµο µε όσο το δυνατόν µικρότερη απώλεια ριζικού ιστού µπορούσε 

να επιτευχθεί. Κατόπιν οι ρίζες τοποθετιόντουσαν σε αντικειµενοφόρες πλάκες και 

σκεπάζονταν µε καλυπτρίδες, ακολουθούσε η παρατήρηση τους σε µικροσκόπιο 

φθορισµού (Leica 5500).           

  

B.3 Αφαιρετική βιβλιοθήκη- cDNA Subtraction library 

Β.3.1 Φυτικό υλικό και χειρισµοί πριν τη σπορά-προετοιµασία εδαφικού 

υποστρώµατος 

Οι σπόροι τοµάτας που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα ήταν ποικιλίας ACE 

55. Μεσοπρώιµη ποικιλία, παραγωγική, κατάλληλη για υπαίθριες καλλιέργειες φυτό  

µέτριας ανάπτυξης µε καρπούς σχεδόν στρογγυλούς λίγο πεπλατυσµένους, µεγάλου 

µεγέθους 200-250 gr. (∆ηµητράκης 1998). 

Οι σπόροι πριν την φύτευση τους απολυµάνθηκαν για πέντε λεπτά σε 

υποχλωριώδες νάτριο και στη συνέχεια ξεπλύθηκαν σχολαστικά µε αποστειρωµένο 

νερό και αφέθηκαν να στεγνώσουν για δέκα λεπτά πάνω σε διηθητικό χαρτί.  

Στο πείραµα χρησιµοποιήθηκε τύρφη (Peat moss, Sunu Kura, Seda joint-Stock 

company). Η τύρφη αποστειρώθηκε µε υγρή αποστείρωση στους 121°C για 30 λεπτά. 

Μετά την σπορά τα φυτοδοχεία τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ανάπτυξης φυτών σε 

θερµοκρασία κατάλληλη 25°C και φωτοπερίοδο 16 ωρών. Τα φυτά ποτίζονταν µε 

πλήρες θρεπτικό διάλυµα µία φορά την εβδοµάδα. Η σύσταση του θρεπτικού 

διαλύµατος που χρησιµοποιήθηκε υπάρχει στο παράρτηµα .      

 

Β.3.2 Εφαρµογή εµβολιασµού των φυτών µε το στέλεχος του µύκητα Fusarium 

solani                

Τα φυτοδοχεία χωρίσθηκαν σε 2 οµάδες , στην πρώτη οµάδα θα γινόταν ο 

εµβολιασµός µε το µυκητιακό στέλεχος ενώ τα φυτά της δεύτερης οµάδας θα έµεναν 

ανεµβολίαστα και θα είχαν τον ρόλο του µάρτυρα όσον αφορά τις οποιεσδήποτε 

αλλαγές επέφερε ο µύκητας στην γονιδιακή απόκριση του φυτού. Κάθε οµάδα 

αποτελούνταν από 15 φυτοδοχεία και κάθε φυτοδοχείο περιείχε 5 φυτά. Η πρώτη 
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πεντάδα φυτοδοχείων (και για τις δύο οµάδες) προοριζόταν για την συλλογή φυτικού 

υλικού 7 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό, η δεύτερη για την συλλογή φυτικού υλικού 14 

ηµέρες µετά τον εµβολιασµό ενώ η τρίτη για τις  21 ηµέρες. 

Τα φυτά εµβολιάσθηκαν µε τον  µύκητα Fusarium solani µια εβδοµάδα µετά 

τη σπορά σε συγκέντρωση κονιδίων στο υπόστρωµα της τύρφης: 105 /cm3.  

 

Β.3.3 Θρεπτικό υλικό ανάπτυξης του µύκητα   

Η σύνθεση των θρεπτικών υλικών τα οποία χρησιµοποιήθηκαν είναι ίδια µε 

την ενότητα Β.2.3 

 

Β.3.4 Καλλιέργεια και συνθήκες ανάπτυξης του µη παθογόνου µύκητα  Fusarium 

solani 

 Η καλλιέργεια και οι συνθήκες ανάπτυξης του µη παθογόνου µύκητα είναι 

ίδιες µε αυτές της ενότητας Β.2.4 

 

Β.3.5 Συλλογή ριζών και αποµόνωση ολικού RNA   

Επτά (7), δεκατέσσερις (14), και είκοσι-µια (21) ηµέρες µετά τον εµβολιασµό 

µε το µύκητα πραγµατοποιήθηκε η συλλογή ριζών, οι οποίες µεταφέρθηκαν αµέσως 

σε υγρό άζωτο. Η άµεση µεταφορά σε υγρό άζωτο αποσκοπούσε αφενός στη 

διατήρηση του RNA αφετέρου στην παρεµπόδιση της επαγωγής της έκφρασης 

γονιδίων λόγω καταπόνησης. Ο φυτικός ιστός κονιορτοποιήθηκε µε υγρό άζωτο σε 

γουδί λειοτρίβησης.  

Για την αποµόνωση του RNA  από τις ρίζες χρησιµοποιήθηκε το RNeasy 

Plant Mini Kit της QIAGEN. Πιο συγκεκριµένα: 

 

Χρησιµοποιήθηκε  0,1 gr φυτικού ιστού για κάθε δείγµα, το οποίο είχε τοποθετηθεί 

σε σωλήνα eppendorf.  

1. Σε Buffer RLT (παρέχεται έτοιµο για χρήση από την εταιρία) προστίθεται 

µερκαπτοαιθανόλη σε τελική συγκέντρωση 5% (κ.ο). 

2. 450 µl του παραπάνω διαλύµατος προστίθενται στο σωλήνα eppendorf που 

περιέχει το φυτικό ιστό. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση µε την χρήση vortex για µερικά 

δευτερόλεπτα. 

3. To υλικό οµογενοποιείται µε την βοήθεια κολώνας που παρέχεται από την εταιρία 

και τοποθετούµε το διήθηµα σε νέο eppendorf.   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 08:14:02 EEST - 3.144.1.58



 31

4. Προσθέτουµε 225 µl αιθανόλης (96-100%). 

5. Στην συνέχεια το ολικό RNA δεσµεύεται σε µεµβράνη µε διέλευση του 

οµογενοποιήµενου υλικού από κολώνα.  

6. Η µεµβράνη µε το ακινητοποιηµένο RNA ξεπλένεται µε 700 µl Buffer RW1 

(παρέχεται από την εταιρία).  

7. Επαναλαµβάνεται η παραπάνω διαδικασία µε 500 µl Buffer RPE για δύο φορές. 

9. Ακολουθεί έκλουση του ακινητοποιηµένου RNA µε 40 µl Rnase-free H2O. To 

RNA φυλάσσεται στους –80 °C µε προσθήκη 1 µl (40 U/µl) παρεµποδιστή 

ριβονουκλεασών. 

 

Η ποσότητα και η ποιότητα του RNA ελέγχονταν µε ηλεκτροφόρησή του σε πηκτή 

αγαρόζης. 

 

Β.3.6 Αποµόνωση Poly-A RNA από ολικό RNA µέσω της χρήσης 

µικροσφαιρίδιων  µε µαγνητισµό (Dynabeads Oligo dT)  

Για την κατασκευή της αρχικής cDNA βιβλιοθήκης έπρεπε να εξαλειφθούν  

όλα τα τµήµατα του RNA που δεν µετείχαν στην µεταγραφή, αφού άλλωστε οι 

αλλαγές στην γονιδιακή έκφραση ήταν το αντικείµενο υπό µελέτη. Για να επιτευχθεί 

αυτό χρησιµοποιήθηκε το χαρακτηριστικό των µεταγραφηµάτων να φέρουν βάσεις 

αδενίνης µετά το µάτισµα. Για την αποµόνωση αυτών τον τµηµάτων 

χρησιµοποιήθηκε η τεχνική δέσµευσής τους µέσω µικροσφαιριδίων πολυστερίνης 

(Dynabeads Oligo dT της εταιρίας DYNAL) µε µαγνητισµό πού έχουν προσκοληµένα 

στο µόριο τους βάσεις θυµίνης, έτσι ώστε να δεσµεύουν της βάσεις αδενίνης που 

έχουν τα µεταγραφήµατα στο 3’ άκρο. Επίσης έγινε ποσοτικοποίηση και ανάµειξη 

των 3 δειγµατοληψιών (7, 14 και 21 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό) για κάθε µία από 

τις 2 οµάδες χειρισµών (παρουσίας και απουσίας του µη παθογόνου στελέχους 

Fusarium solani). Το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε  αναφέρεται παρακάτω.           

 

Προετοιµασία των µικροσφαιριδίων-Dynabeads 

1. Ανάδευση των Dynabeads µε την χρήση vortex για να επαναδιαλυθούν 

2. Μεταφορά 200 µl του εναιωρήµατος των Dynabeads για ποσότητα όγκου 100 µl 

ολικού RNA σε σωλήνα eppendorf.    

3. Τοποθέτηση του σωλήνα eppendorf για 1 λεπτό στον µαγνητικό συγκεντρωτήρα.    
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4. Αφαίρεση της ποσότητας του διαλύµατος αποθήκευσης που υπήρχε χωρίς να 

διαταραχθεί το pellet. 

5. Αποµάκρυνση του µαγνητικού συγκεντρωτήρα από τον σωλήνα eppendorf και 

επαναδιάλυση των beads σε 200 µl Βuffer δέσµευσης (binding, βλέπε παράρτηµα). 

Ανάµειξη µε την χρήση πιπέτας. 

6. Τοποθέτηση του σωλήνα eppendorf για 1 λεπτό στον µαγνητικό συγκεντρωτήρα 

και αφαίρεση του Buffer δέσµευσης. 

7. Αποµάκρυνση του µαγνητικού συγκεντρωτήρα από τον σωλήνα eppendorf και 

επαναδιάλυση των beads σε 100 µl Βuffer δέσµευσης (binding) όσο και η ποσότητα 

του ολικού RNA που θα προστεθεί. 

  

Αποµόνωση poly-A RNA 

1. Επώαση του ολικού RNA στους 70°C για 5 λεπτά, ύστερα προσθήκη 100 µl στο 

διάλυµα που περιέχει τα Dynabeads µε το Buffer δέσµευσης από το βήµα 7 του 

παραπάνω πρωτόκολλου. Ανάµειξη µε την χρήση πιπέτας. 

2. Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά έτσι ώστε να δεσµευτεί το poly-A 

RNA στα beads. 

3. Τοποθέτηση του σωλήνα eppendorf για 2 λεπτά στον µαγνητικό συγκεντρωτήρα. 

4. Αφαίρεση του διαλύµατος που βρίσκεται στο σωλήνα χωρίς να διαταραχτεί το 

pellet. 

5. Αποµάκρυνση του µαγνητικού συγκεντρωτήρα από τον σωλήνα eppendorf και 

επαναδιάλυση των beads σε 200 µl Βuffer πλυσίµατος (wash, βλέπε παράρτηµα). 

Ανάµειξη µε την χρήση πιπέτας. 

6. Τοποθέτηση του σωλήνα eppendorf για 1 λεπτό στον µαγνητικό συγκεντρωτήρα 

και αφαίρεση του Buffer πλυσίµατος χωρίς να διαταραχτεί το pellet. 

7. Επανάληψη των βηµάτων 5 και 6. 

8. Επαναδίαλυση των beads σε 20 µl Βuffer έκλουσης (elution, βλέπε παράρτηµα). 

9. Επώαση του σωλήνα eppendorf για 2 λεπτά σε θερµοκρασία 85 °C. 

10. Αµέσως τοποθέτηση του µαγνητικού συγκεντρωτήρα στον σωλήνα eppendorf και 

µεταφορά του διαλύµατος έκλουσης σε ένα καινούργιο αποστειρωµένο σωλήνα 

eppendorf. Στο διάλυµα έκλουσης περιέχεται το poly-A RNA. Αποθήκευση στους       

-80°C. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 08:14:02 EEST - 3.144.1.58



 33

   

Β.3.7 Σύνθεση αφαιρετικής βιβλιοθήκης (cDNA Subtraction Syntesis) 

 Για την δηµιουργία της αφαιρετικής βιβλιοθήκης χρειαζόµαστε δύο υπό 

εξέταση νουκλεοτιδικές µήτρες έτσι ώστε να γίνει η σάρωση των γονιδίων. Η µία 

κατέχει το ρόλο του οδηγού (driver) και η άλλη τον ρόλο του ελεγκτή (tester). Τον 

ρόλο του οδηγού στην εν λόγω πειραµατική προσέγγιση κατέχει το m-RNA που 

αποµονώθηκε από την οµάδα που δεν έγινε ο εµβολιασµός µε τον µύκητα ενώ τον 

ρόλο του ελεγκτή το m-RNA της οµάδας των µεταχειρίσεων πού έγινε ο εµβολιασµός 

µε τον µύκητα Fusarium solani. Για να αποφευχθεί το ενδεχόµενο να ανακύψουν 

γονίδια που ανήκουν στο µύκητα, m-RNA είχε αποµονωθεί και από τον µύκητα που 

είχε µεγαλώσει σε minimal θρεπτικό µέσο, αυτό το m-RNA εµπεριέχετε επίσης στον 

οδηγό (driver). Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε αναφέρεται παρακάτω και 

αποτελείται από τα εξής στάδια :  σύνθεση µονόκλωνης αλυσίδας cDNA, σύνθεση 

δίκλωνης αλυσίδας cDNA, πέψη µε την ενδονουκλεάση περιορισµού  Rsa I, σύνδεση 

των προσαρµογέων (adaptors), πρώτος υβριδισµός, δεύτερος υβριδισµός, 

κλωνοποίηση των τµηµάτων της αφαιρετικής βιβλιοθήκης      
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Εικ. 1 Σύνοψη της πειραµατικής διαδικασίας βάση του πρωτοκόλλου της εταιρίας (Clontech)  

 

(α) Σύνθεση µονόκλωνης αλυσίδας cDNA – First Strand Synthesis cDNA 

1. Ανάµειξη  

                    poly-A RNA (2µg)                                    2-4 µl 

                    cDNA Synthesis εκκινητής (primer)           1 µl 

 σε τελικό όγκο αντίδρασης 5 µl, προσθήκη αποστειρωµένου νερού αν χρειαστεί 

2. Επώαση για 2 λεπτά στους 70 °C σε θερµοκυκλοποιητή  

3. Ψύξη σε πάγο για 2 λεπτά και ελαφρά ανάδευση   
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4. Προσθήκη στην αντίδραση 

5Χ Buffer µονόκλωνης αλυσίδας                              2 µl 

µείγµα ολιγονουκλεοτιδίων (dNTP Mix 10mM)        1µl 

αποστειρωµένο νερό                                                   1µl 

Αντίστροφη µεταγραφάση (20 units/µl)                       1µl 

5. Ελαφρά ανάδευση και φυγοκέντρηση 

6. Επώαση των δειγµάτων για 1,5 ώρα σε θερµοκρασία 42 °C 

7. Ψύξη σε πάγο για να σταµατήσει η αντίδραση και άµεσα συνέχιση µε την σύνθεση 

της δίκλωνης αλυσίδας cDNA.  

 

(β) Σύνθεση δίκλωνης αλυσίδας cDNA – Second Strand Synthesis cDNA 

1. Προσθήκη στην ήδη υπάρχουσα αντίδραση από την σύνθεση της µονόκλωνης 

αλυσίδας cDNA 

αποστειρωµένο νερό                                                48,4 µl 

5X Buffer δίκλωνης αλυσίδας                                    16 µl 

µείγµα ολιγονουκλεοτιδίων (dNTP Mix 10mM)        1,6µl 

                      20X Second strand Enzyme cocktail                           4,0 µl 

2. Ανάµειξη και ελαφρά ανάδευση. Ο τελικός όγκος πρέπει να ανέρχεται στα 80 µl 

3. Επώαση των δειγµάτων για 2 ώρες σε θερµοκρασία 16 °C 

4. Προσθήκη στην αντίδραση 2 µl Τ4 DNA polumerase (6unit) 

5. Επώαση των δειγµάτων για 30 λεπτά σε θερµοκρασία 16 °C  

6. Προσθήκη στην αντίδραση 4 µl από διάλυµα  20Χ EDTA/Glycogen για να 

τερµατιστεί η αντίδραση  

7. Προσθήκη στην αντίδραση 100 µl διαλύµατος φαινόλης:χλωροφόρµιου: 

ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1) 

8. Ανάδευση και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 14000 rpm σε θερµοκρασία 

δωµατίου για να γίνει ο διαχωρισµός των φάσεων 

9. Μεταφορά της άνω φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf 

10. Προσθήκη στην αντίδραση 100 µl διαλύµατος χλωροφόρµιου: ισοαµυλικής 

αλκοόλης (24:1) 

11. Επανάληψη των βηµάτων 8 και 9 

12. Προσθήκη 40 µl NH4OAc (4M) και 300 µl αιθανόλης (95%)   
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13. Ανάδευση και φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 14000 rpm σε θερµοκρασία 

δωµατίου 

14. Αποµάκρυνση του υπερκείµενου και ξέπλυµα του υπερκείµενου µε 500 µl 

αιθανόλης 80% 

15. Ανάδευση και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 14000 rpm σε θερµοκρασία 

δωµατίου 

16. Αποµάκρυνση του υπερκείµενου και στέγνωµα των δειγµάτων σε απαγωγό εστία 

για 10 λεπτά, έτσι ώστε να αποµακρυνθεί οποιοδήποτε κατάλοιπο αιθανόλης 

17. Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 50 µl αποστειρωµένου νερού 

   

(γ) Πέψη µε την ενδονουκλεάση περιορισµού  Rsa I – Rsa I Digestion 

1. Προσθήκη στην αντίδραση 

ds cDNA                                                43,5 µl 

10X Rsa I Buffer ενδονουκλεάσης         5,0 µl 

Rsa I                                                        1,5 µl 

 

2. Ανάδευση και ελαφρά φυγοκέντρηση 

3. Επώαση για 1,5 ώρα στους 37 °C 

4. Προσθήκη 2,5 µl από διάλυµα  20Χ EDTA/Glycogen για να τερµατιστεί η 

αντίδραση  

5. Προσθήκη στην αντίδραση 50 µl διαλύµατος φαινόλης:χλωροφόρµιου: 

ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1) 

6. Ανάδευση και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 14000 rpm σε θερµοκρασία 

δωµατίου για να γίνει ο διαχωρισµός των φάσεων 

7. Μεταφορά της άνω φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf 

8. Προσθήκη στην αντίδραση 50 µl διαλύµατος χλωροφόρµιου: ισοαµυλικής 

αλκοόλης (24:1) 

9. Επανάληψη των βηµάτων 6 και 7 

10. Προσθήκη 25 µl NH4OAc (4M) και 187,5 µl αιθανόλης (95%)     

11. Επανάληψη του βήµατος 6 

12.  Αποµάκρυνση του υπερκείµενου 

13. Ξέπλυµα του ιζήµατος µε 200 µl αιθανόλης 80% 

14. Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 14000 rpm 
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15. Αποµάκρυνση του υπερκείµενου 

16. Στέγνωµα των δειγµάτων σε απαγωγό εστία για 10 λεπτά 

17. Επαναδίαλυση του ιζήµατος σε 5,5 µl αποστειρωµένου νερού και αποθήκευση 

στους -20 °C  

 

(δ) Σύνδεση των προσαρµογέων  - Adaptor ligation 

1. Επαναδιάλυση 1 µl δείγµατος από τον ελεγκτή (tester)  από την προηγούµενη πέψη 

σε 5 µl αποστειρωµένου νερού. 

2. Προσθήκη στην αντίδραση 

                                                                                           1                                2 

                                                                      Tester 1-1                  Tester 1-2        

                    Επαναδιαλυµένος tester cDNA                    2µl                             2µl 

                    Προσαρµογέας 1                                          2µl                               - 

                     Προσαρµογέας 2R                                        -                               2µl 

                     Master Mix*                                               6µl                              6µl 

 

3. Επώαση για 16 ώρες στους 16°C 

4. Προσθήκη στην αντίδραση 1 µl από διάλυµα  EDTA/Glycogen για να τερµατιστεί 

η αντίδραση 

5. Επώαση των δειγµάτων για 5 λεπτά στους 72°C για να απενεργοποιηθεί η δράση 

της λυγάσης  

 

*  Buffer λυγάσης  

    Τ4 DNA λυγάση 

    Αποστειρωµένο νερό 

 

(ε) Πρώτος υβριδισµός  

1. Προσθήκη στην αντίδραση 

                                                                                            ∆είγµατα Υβριδισµού 

                                                                                              1                             2 

                                                                                       Tester 1-1            Tester 1-2 

cDNA οδηγού (Driver)-από την αντίδραση της πέψης      1,5 µl                   1,5 µl 

Tester 1-1 από την αντίδραση της (δ) ενότητας                  1,5 µl                    - 
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Tester 1-2 από αντίδραση της (δ) ενότητας                           -                        1,5 µl 

4X Buffer Υβριδισµού                                                          1 µl                      1µl 

 

2. Ελαφρά ανάδευση 

3. Επώαση των δειγµάτων για 1,5 λεπτό σε θερµοκρασία 98 °C 

4.Επώαση των δειγµάτων για 8 ώρες σε θερµοκρασία 68 °C  

 

(ζ) ∆εύτερος υβριδισµός  

1. Σε ένα νέο σωλήνα eppendorf προσθήκη 

           cDNA οδηγού (Driver) από την αντίδραση της πέψης     1µl 

            4X Buffer Υβριδισµού                                                      1µl 

            Αποστειρωµένο νερό                                                         2µl 

 

2. Τοποθέτηση 1 µl από την παραπάνω αντίδραση σε νέο σωλήνα eppendorf των 0.5 

ml καθώς και προσθήκη µιας σταγόνας κεδρέλαιου  

3. Επώαση για 1,5 λεπτό σε θερµοκρασία 98 °C 

4. Παίρνοντας µια µικρή ποσότητα από το δείγµα και αφήνοντας κενό αέρα στο tip 

της πιπέτας 

5.  Αναµειγνύουµε έχοντας πάρει µε το ίδιο tip το δείγµα υβριδισµού (2) από την 

προηγούµενη ενότητα παρουσία του φρέσκου cDNA οδηγού µε το δείγµα υβριδισµού 

(1) επίσης από την προηγούµενη ενότητα. Ουσιαστικά ο δεύτερος υβριδισµός 

πραγµατοποιείται στο tip της πιπέτας κατά την διάρκεια της ανάµειξης  

6. Επώαση της αντίδρασης για 16 ώρες σε θερµοκρασία 68 °C 

7. Προσθήκη 200 µl Buffer διάλυσης  

8. Θέρµανση στους 68 °C για 7 λεπτά 

9. Αποθήκευση στους -20°C  

 

(η) Κλωνοποίηση των τµηµάτων της διαφορικής έκφρασης της cDNA 

βιβλιοθήκης  

Τα τµήµατα του DNA που αναµένετε να ανακύψουν από αυτή την αφαιρετική cDNA 

βιβλιοθήκη κλωνοποιούνται µέσω δύο αλυσιδωτών αντιδράσεων της πολυµεράσης. 

Στην πρώτη αντίδραση (primary PCR reaction) µόνο δίκλωνα κοµµάτια DNA µε 

διαφορετικές αλληλουχίες προσαρµογέων στα 3’ άκρα τους κλωνοποιούνται. Ενώ 
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στην δεύτερη αντίδραση (secondary ή nested PCR reaction) ενισχύονται τα τµήµατα 

της διαφορικής έκφρασης, δηλαδή τα τµήµατα του DNA που δυνητικά η παρουσία 

του µηκυτιακού στελέχους (αφού αυτός ο µόνος παράγοντας που διαφοροποιεί την 

έκφραση των γονιδίων στην πειραµατική διαδικασία)  ώθησε στην έκφραση.     

 

(η.1) Πρώτη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης  

       Αποστειρωµένο νερό                                       19,5 µl 

       10Χ Buffer πολυµεράσης                                 2,5 µl 

        Μείγµα ολιγονουκλεοτιδίων (10mM)             0,5 µl 

        Εκκινητής 1(10mM)                                        1,0 µl 

        50Χ cDNA µείγµα πολυµεράσης                    0,5 µl 

 

 DNA από τον δεύτερο υβριδισµό καθώς και του αντίστοιχου τµήµατος από την            

ενότητα της ένωσης των ανταπτόρων                     1 µl 

 

Το πρόγραµµα που ακολουθήθηκε ήταν το εξής 

  Κύκλος 1ος    94˚C για 25 δευτ.  (αρχική αποδιάταξη) 

  Κύκλος 2ος-27 ος        94˚C για 30 δευτ. (αποδιάταξη) 

66˚C  για 30 δευτ. (σύνδεση εκκινητή) 

                   72˚C για 1,5 λεπτό (επιµήκυνση)  

 

(η.2) ∆εύτερη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης  

Επαναδιάλυση 3 µl από το προϊόν της πρώτης αντίδρασης σε 27 µl αποστειρωµένου 

νερού και τοποθέτηση 1 µl από αυτά στην δεύτερη αντίδραση της πολυµεράσης 

(secondary PCR) 

 

        Αποστειρωµένο νερό                                     18,5 µl 

       10Χ Buffer πολυµεράσης                                 2,5 µl 

        Μείγµα ολιγονουκλεοτιδίων (10mM)             0,5 µl 

        Nested Εκκινητής 1(10mM)                            1,0 µl 

        Nested Εκκινητής 2R (10mM)                        1,0 µl 

       50Χ cDNA µείγµα πολυµεράσης                     0,5 µl 

 

Το πρόγραµµα που ακολουθήθηκε ήταν το εξής 
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  Κύκλος 1ος-12 ος        94˚C για 30 δευτ. (αποδιάταξη) 

68˚C  για 30 δευτ. (σύνδεση εκκινητή) 

                   72˚C για 1,5 λεπτό (επιµήκυνση)  

 

Αποθήκευση των δειγµάτων στους -20˚C 

 

Β.3.8 Υποκλωνοποίηση σε φορέα ένθεσης – Subcloning in pGem T-easy Vector 

Το τµήµατα του DNA που προέκυψαν από την αφαιρετική βιβλιοθήκη 

υποκλωνοποιήθηκαν σε φορέα ένθεσης έτσι ώστε να γίνει το screening των κλώνων 

και κατόπιν η αλληλούχιση τους  για να ανιχνευτεί η ταυτότητα τους. Ο φορέας 

ένθεσης που χρησιµοποιήθηκε ήταν ο pGEM T-Easy (Promega) και το πρωτόκολλο 

που χρησιµοποιήθηκε αναφέρεται παρακάτω. Το σύστηµα επιλογής των 

µετασχηµατισµένων αποικιών που παρέχει ο συγκεκριµένος φορέας είναι το σύστηµα 

της β-γαλακτοσιδάσης. 

 

1. Προσθήκη στην αντίδραση 

                2Χ Buffer λυγάσης                                             5 µl 

                pGEM T-Easy φορέας ένθεσης                          1 µl 

                DNA από την αφαιρετική βιβλιοθήκη                3 µl 

                Τ4 DNA λυγάση                                                  1 µl 

2. Επώαση για 16 ώρες στους 4 ˚C  

 
Εικ. 2 Ο φορέας ένθεσης pGEM-T Easy  
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Β.3.9 Μετασχηµατισµός ∆εκτικών κυττάρων – Transformation  

1. Σε 50 µl δεκτικών κυττάρων DH5a (Invitrogen) προσθήκη 2 µl από την αντίδραση 

της λυγάσης στο φορέα ένθεσης  

2. Ψύξη για 30 λεπτά σε πάγο 

3. Θέρµανση για 40 δευτ. στους 42 ˚C 

4. Ψύξη για 5 λεπτά σε πάγο 

5. Προσθήκη 200 µl θρεπτικού διαλύµατος LB και επώαση στους 37 ˚C για 50 λεπτά 

6. Προσθήκη 50 µl Χ-gal και 10 µl IPTG 

7. Στρώσιµο σε τριβλία LB αµπικιλλίνης    

8. Επώαση στους 37 ˚C για 16 ώρες 

9. Επιλογή των µετασχηµατισµένων κλώνων (λευκών αποικιών) και πέρασµα σε 96 

Well Cell Cluster plate (για να γίνει η σάρωση πολλών αποικιών ταυτόχρονα) και 

επώαση στους 37 ˚C για 16 ώρες                   

 

B.3.10 Colony PCR στα δείγµατα από τα 96 Well Cell Cluster plate 

Για να γίνει ο εντοπισµός και η ανίχνευση των γονιδίων που έχουν διαφορική 

έκφραση έγινε επανάληψη της δεύτερης αντίδρασης της πολυµεράσης σε µορφή 

colony PCR  και κατόπιν Υβριδισµός κατά Southern. H αντίδραση και το πρόγραµµα 

που εφαρµόστηκε κατά το colony PCR είναι το ίδιο µε αυτό της ενότητας (η.2).    

 

B.3.11 Υβριδισµός κατά Southern 

Η ανίχνευση των τµηµάτων της cDNA βιβλιοθήκης µέσω του Υβριδισµού κατά 

Southern  χωρίζεται σε τρία τµήµατα:  

α) Ηλεκτροφόρηση των DNA τµηµάτων σε πηκτή αγαρόζης 

β) Μεταφορά του DNA από την πηκτή σε nylon µεµβράνη µε φαινόµενα ανοδικής 

τριχοειδούς µεταφοράς 

γ) Ανάλυση υβριδισµού των ακολουθιών DNA που µας ενδιαφέρουν 

χρησιµοποιώντας µη ραδιενεργά σηµασµένο DNA ανιχνευτή 

 
(α) Τα δείγµατα του DNA υφίστανται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (2%), 

ακολουθεί µετουσίωση του DNA µε εµβάπτιση του πήγµατος σε 500 ml διαλύµατος 

µετουσίωσης (βλέπε παράρτηµα) για 20 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου και ήπια 

ανάδευση. Στη συνέχεια το αλκαλικό περιβάλλον εξουδετερώνεται µε εµβάπτιση του 

πήγµατος σε 500 ml διαλύµατος εξουδετέρωσης (βλέπε παράρτηµα) για 20 λεπτά σε 
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θερµοκρασία δωµατίου και µε ήπια ανάδευση. Ακολουθεί ξέπλυµα της πηκτής µε 

διάλυµα 2Χ SSC (βλέπε παράρτηµα), και η διαδικασία µεταφοράς στην naylon 

µεµβράνη (Hybond) η οποία περιλαµβάνει την εξής διαδικασία 

 
(β) Τοποθέτηση της πηκτής σε δοχείο που θα γίνει η µεταφορά, πάνω σε γυάλινη 

πλάκα που φέρει στην επιφάνειά της 3 φύλλα διηθητικού χαρτιού Whattman 3MΜ σε 

σχήµα γέφυρας, έτσι ώστε οι δύο άκρες του χαρτιού να εφάπτονται στη βάση του 

δοχείου. Η µεταφορά πραγµατοποιείται σε αρκετή ποσότητα διαλύµατος µεταφοράς 

20Χ SSC. Tα  φύλλα του διηθητικού χαρτιού εµποτίστηκαν µε το διάλυµα µεταφοράς 

και η πηκτή τοποθετήθηκε ανεστραµµένη πάνω στα φύλλα Whattman. Στην 

επιφάνεια του πήγµατος τοποθετήθηκε η νάυλον µεµβράνη και δύο φύλλα διηθητικού 

χαρτιού τα οποία εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα µεταφοράς 20Χ SSC. Στην επιφάνεια 

των διηθητικών χαρτιών τοποθετήθηκαν πολλά στρώµατα απορροφητικού χαρτιού 

και στην κορυφή ένα αντικείµενο βάρους 0,5 kg. Η µεταφορά από το πήγµα στη 

µεµβράνη πραγµατοποιήθηκε µε φαινόµενα ανοδικής τριχοειδούς µεταφοράς και 

ολοκληρώθηκε µετά από 16 ώρες περίπου. Η µεµβράνη  στη συνέχεια εµβαπτίζεται 

σε διάλυµα 2Χ SSC και εκπλένεται για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου µε πολύ 

ήπια ανάδευση. Το φίλτρο τοποθετείται σε επιφάνεια διηθητικού χαρτιού και αφήνετε 

να στεγνώσει πλήρως. Αποθήκευση στους -4°C.  

 
(γ) Μη ραδιενεργός υβριδισµός DNA-DNA 

Η εταιρεία Roche έχει αναπτύξει µία µέθοδο µη ραδιενεργής σύνδεσης και 

ανίχνευσης του DNA. Στη µέθοδο αυτή χρησιµοποιείται η διγοξυγενίνη (ένα 

στεροειδές απτένιο) για την ιχνηθέτηση DNA και RNA. Ο µη ραδιενεργός 

υβριδισµός DNA-DNA σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας Roche βασίζεται 

στη δράση του τµήµατος klenow της DNA πολυµεράσης I, που έχει δράση 

πολυµεράσης στη κατεύθυνση 5΄→3΄, δράση εξωνουκλεάσης στη κατεύθυνση 

3΄→5΄, αλλά δεν έχει δράση εξωνουκλεάσης στη κατεύθυνση 5΄→3΄. Το δίκλωνο 

µόριο του DNA αφού µετουσιωθεί και γίνει µονόκλωνο, µε τη βοήθεια του τµήµατος 

klenow της DNA πολυµεράσης I συντίθεται συµπληρωµατικό DNA µε αυτό του 

µονόκλωνου εκµαγείου. Για την έναρξη της αντιγραφής δίνονται από την εταιρεία  

εξανουκλεοτίδια, τα οποία συνδέονται µε συµπληρωµατικές αλληλουχίες των 

µονόκλωνων µορίων του DNA. Το ένζυµο της πολυµεράσης αναγνωρίζει αυτές τις 
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δίκλωνες περιοχές ως σηµεία έναρξης του πολυµερισµού και αρχίζει να συνθέτει τη 

νέα αλυσίδα ενσωµατώνοντας και το σηµασµένο digoxigenine-11-dUTP. 

 

 Αυτή η µέθοδος υβριδισµού χρησιµοποιήθηκε και στην παρούσα εργασία και 

περιλαµβάνει τρία στάδια: 

 
1. Σήµανση DNA ιχνηθέτη µε digoxigenine-11-dUTP (Roche DIG-High Prime) 

Ως DNA ιχνηθέτης χρησιµοποιείτε τµήµα από το µη κλωνοποιηµένο υλικό της cDNA 

βιβλιοθήκης και η αντίδραση περιλαµβάνει βράσιµο για 10 λεπτά του µορίου το 

DNA ιχνηθέτη µεταφορά κατευθείαν σε πάγο και προσθήκη στο αποδιαταγµένο 

πλέον µόριο 4 µl από το µείγµα DIG-High Prime 

   

2. Υβριδισµός του ιχνηθετιµένου DNA µε το ακινητοποιηµένο DNA στη νάυλον 

µεµβράνη  

Αρχικά πραγµατοποιείται προϋβριδισµός, που περιλαµβάνει επώαση της µεµβράνης 

µε διάλυµα προϋβριδισµού (20 ml διαλύµατος προϋβριδισµού για 100 cm2 

µεµβράνης). Το στάδιο του προϋβριδισµού ολοκληρώνεται µε επώαση της µεµβράνης 

µε το παραπάνω διάλυµα, υπό περιστροφή, στους 68°C για 3 ώρες. Μετά την 

ολοκλήρωση του προϋβριδισµού αφαιρείται το διάλυµα και ακολουθεί ο υβριδισµός. 

Το διάλυµα υβριδισµού περιέχει το σηµασµένο ανιχνευτή που έχει παρασκευαστεί. 

Το στάδιο του υβριδισµού πραγµατοποιείται όπως προηγουµένως σε κλίβανο 

υβριδισµού στους 68°C για 18 ώρες. Μετά το τέλος του υβριδισµού, το φίλτρο 

ξεπλένεται αρχικά 2 φορές για 5 λεπτά (η κάθε πλύση) µε 50 ml διαλύµατος πλύσης I 

(βλέπε παράρτηµα) και εν συνέχεια 2 φορές για 15 λεπτά (η κάθε πλύση) στους 68 °C 

µε διάλυµα πλύσης II (βλέπε παράρτηµα). 

 
3. Ανίχνευση του υβριδίου µε χρωµογόνο αντίδραση 

Η µεµβράνη υφίσταται εκπλύσεις σε θερµοκρασία δωµατίου αρχικά µε το διάλυµα I  

για 1 λεπτό, στη συνέχεια για 30 λεπτά µε διάλυµα II (0.5% w/v αντιδραστήριο 

αποκλεισµού σε διάλυµα I, παρασκευάζεται στους 50 °C -70 °C). Ακολουθεί 

έκπλυση µε διάλυµα I για 1 λεπτό. Στη συνέχεια, παρασκευάζεται το διάλυµα µε το 

αντίσωµα (antibody-conjugated solution) µε διάλυση 4 µl του αντισώµατος σε 20 ml 

διαλύµατος I. Πραγµατοποιήθηκε επώαση του φίλτρου µε 20 ml διαλύµατος µε το 

αντίσωµα για 30 λεπτά και κατόπιν αποµακρύνθηκε το µη συνεζευγµένο αντίσωµα µε 
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πλύσεις µε διάλυµα I, δύο φορές για 15 λεπτά. Η ανίχνευση του υβριδίου γίνεται µε 

χρωµογόνο αντίδραση. Το φίλτρο εξισορροπήθηκε µε το διάλυµα ΙΙΙ (βλέπε 

παράρτηµα). Στη συνέχεια, το φίλτρο επωάζεται στο σκοτάδι χωρίς ανάδευση µε 10 

ml χρωµογόνου διαλύµατος. Όταν εµφανιστούν οι επιθυµητές ζώνες το φίλτρο 

ξεκπλένεται µε 50 ml διαλύµατος ΤΕ και αφήνεται να στεγνώσει. 

 

Β.3.12 Επιλογή κλώνων και διαδικασία αλληλούχισης  

Μετά και την ολοκλήρωση του υβριδισµού έγινε εκτίµηση των ζωνώσεων που 

υβριδίστηκαν στην µεµβράνη νιτρικής κυτταρίνης (µε τον ιχνηθέτη για τα 

υπερεκφραζόµενα τµήµατα  από την cDNA βιβλιοθήκη) και επιλέχθηκαν οι κλώνοι 

οι οποίοι στάλθηκαν για να αλληλουχηθεί η ακολουθία που έφεραν στο πλασµίδιο 

τους, προσδοκώντας να ανακύψουν σηµαντικά µόρια στην αλληλεπίδραση του µη 

παθογόνου στελέχους Fusarium solani και του φυτικού οργανισµού της τοµάτας 

όσων αφορά την εγκαθίδρυση του µύκητα εντός του φυτικού ιστού αλλά και άλλων 

αποκρίσεων όπως η επαγωγή της φυτικής ανάπτυξης. Οι κλώνοι στάλθηκαν για 

αλληλούχιση στην εταιρία Macrogen (Kορέα). Και τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν σε 

βάσεις δεδοµένων χρησιµοποιώντας τους αλγόριθµους (Blast 

/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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Γ.1 Αποτελέσµατα από την µικροσκοπία φθορισµού 

 Κατά την διάρκεια των µικροσκοπικών παρατηρήσεων αποκοµίσθηκαν  

πολλές χρήσιµες πληροφορίες για την πορεία και τον τρόπο αποικισµού του ριζικού 

συστήµατος από τον µύκητα. Η παράθεση αυτών των συµπερασµάτων που αναλύεται 

παρακάτω έγινε βάση των χρονικών σηµείων που έγιναν οι παρατηρήσεις.     

 

 
Εικ. 1. Κονίδια µε τα οποία γίνεται ο εµβολιασµός των φυτών και υφές οι οποίες έχουν βλαστήσει. Η ικανότητα 

φθορισµού τους είναι ικανοποιητική δείγµα του επιτυχηµένου µετασχηµατισµού καθώς και της σταθερότητας 

στην έκφραση του χαρακτηριστικού στους απογόνους. 

 

Γ.1.2 Παρατήρηση δειγµάτων 2, 4 και 6 ηµέρες µετά των εµβολιασµό 

Στις µικροσκοπικές παρατηρήσεις των 2 και 4 ηµέρων µετά των εµβολιασµό 

εντοπίστηκε η προσκόλληση κονιδίων στον ιστό της ρίζας (Εικ 2) καθώς και η 

έναρξη βλάστησης υφών κατά µήκος των επιδερµικών κυττάρων (Εικ. 3, Εικ. 4). Θα 

µπορούσε να θεωρηθεί ότι αυτό το στάδιο είναι το στάδιο αναγνώρισης µεταξύ των 

δύο οργανισµών και προφανώς και η έναρξη σηµατοδότησης και αντίδρασης του 

φυτού συµβαίνει σε αυτό το χρονικό σηµείο. Την 6 ηµέρα δειγµατοληψίας και 

παρατήρησης διαπιστώθηκε πυκνή ανάπτυξη υφών, οι οποίες διατρέχουν την 

επιδερµίδα της ρίζας. Επίσης, δεν παρατηρήθηκε εντοπισµός σηµείων εισόδου του 

µύκητα στη ρίζα σε συγκεκριµένη περιοχή της ρίζας.   
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Εικ. 2 

 

 
Εικ. 3 

 
Εικ. 4 

 

Γ.1.3 Παρατήρηση δειγµάτων 12, 18 και 23 ηµέρες µετά των εµβολιασµό  

Στα δείγµατα των 12, 18 και 23 ηµερών η εικόνα ήταν πλέον πολύ 

διαφορετική και πιο ξεκάθαρη. Η εικόνα 5 δείχνει την εξάπλωση του µύκητα σε όλο 

το φλοιώδες παρέγχυµα και τις υφές να εξαπλώνονται κατά µήκος των περιθωρίων 

των κυττάρων. Οι επιπλέον εικόνες δείχνουν (Εικ. 5α) ενδοκυτταρική ανάπτυξη του 

µύκητα και (Εικ. 5β) εξάπλωση µέχρι το άκρο των πλαγίων ριζών (σε αντίθεση ποτέ 

δεν παρατηρήθηκε είσοδος ή εξάπλωση του µύκητα στο άκρο της κύριας ρίζας). 
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Εικ. 5 

 
Εικ. 5α 

 

Εικ. 5β 

  Παρατηρήθηκε διάτρηση των επιδερµικών κυττάρων (Εικ. 6, Εικ. 7), όπως 

και αναπαραγωγικές δοµές του µύκητα (κονίδια) εντός της ρίζας (Εικ. 8).  

 Εντυπωσιακό ήταν επίσης το φαινόµενο της εισχώρησης των υφών εντός του 

αγγειακού συστήµατος του φυτού (Εικ. 9),  κάτι που εντοπίζεται έντονα  στους  

παθογόνους µύκητες της ριζόσφαιρας (∆ευτεροµύκητες), καθώς και η πλήρη 

ανεκτικότητα που δείχνει το φυτό σε έναν άλλο οργανισµό που το αποικίζει τόσα 

ολοκληρωτικά (Εικ. 10), χωρίς µάλιστα την εµφάνιση οποιουδήποτε συµπτώµατος. 
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Επίσης τα σηµεία εισόδου εντός της ρίζας δεν φαίνονται να σχετίζονται µε την 

περιοχή της καλύπτρας και µε τα ριζικά τριχίδια, και από ότι φαίνεται βασιζόµενοι 

και σε άλλα πειραµατικά δεδοµένα ο µύκητας εξέρχεται από της ρίζες του φυτού ίσως 

για ανεύρεση χώρου και επιπλέων θρεπτικών στοιχείων (Εικ. 11).  

 

        

 
Εικ. 6 
 

 
Εικ.7 

 

  
Εικ. 8 
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Εικ. 9 

 
Εικ. 10 

 
Εικ. 11 

 

Γ.1.4 Ο µύκητας Fs-Κ και ο εν δυνάµει ενδοφυτικός του χαρακτήρας     

 Βάση των αποτελεσµάτων από τις µικροσκοπικές παρατηρήσεις και σε 

σύγκριση µε την παρούσα βιβλιογραφία το συµπέρασµα το οποίο προκύπτει είναι ότι  

στο µυκητιακό στέλεχος Fusarium solani πλέον είναι ξεκάθαρος ο ενδοφυτικός του 

χαρακτήρας, κάτι που παρατηρείται έντονα στις µυκόρριζες και σε άλλους µύκητες 

όπως η Piriformora, η Alternaria και µύκητες του γένους Penicillium (Stone et al., 

2004; Waller et al., 2005). Επίσης η πορεία του αποικισµού φαίνεται να προχωρά από 

την επιδερµίδα προς το αγγειακό σύστηµα, γεγονός που αναδεικνύει ένα επιτυχηµένο 

σύστηµα µεταφοράς του µυκητιακού σώµατος εντός των φυτικών κυττάρων χωρίς 
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κάποια εµφανή εξειδίκευση στον τύπο των κυττάρων. Στις περισσότερες 

βιβλιογραφικές αναφορές η ενδοσυµβίωση µεταξύ παρόµοιων οργανισµών µε τον 

υπό εξέταση µύκητα χαρακτηρίζεται από αµοιβαιότητα των συµβαλλοµένων 

(µύκητας – φυτό) ως προς τα οφέλη (Zimand et al., 1996). Oι µυκόρριζες 

προσλαµβάνουν υδατάνθρακες από το φυτό, εξασφαλίζοντας του αυξητικές ορµόνες 

και ανόργανα στοιχεία (ο φώσφορος αποτελεί ένα από τα κύρια στοιχεία που 

αποκοµίζει το φυτό). Ορισµένοι φυτικοί οργανισµοί ολοκληρώνουν πιο επιτυχηµένα 

τον βιολογικό τους κύκλο χάρη σε αυτή την συµβίωση, όπως στην περίπτωση ενός 

είδους γρασιδιού (Festuca arundinacea) το οποίο εξαιτίας του µονίµως αποικισµένου 

του ιστού από το µύκητα Neotyphodium coenophialum, παράγει στους ιστούς του 

τοξικά αλκαλοειδή (Bacon et al., 1977), τα οποία όµως του προσδίδουν αυξηµένη 

αντοχή έναντι των βιοτικών και αβιοτικών καταπονήσεων (Schardl et al., 2004). 

Οι ενδοφυτικοί µύκητες αποικίζουν τα φυτά χωρίς σηµάδια προσβολής και 

στη φύση δεν υπάρχουν γνωστοί φυτικοί οργανισµοί, ο οποίοι να µην αναπτύσσουν 

τέτοιες συµβιωτικές σχέσεις. Η παραλλακτικότητα όµως που υπάρχει ανάµεσα στους 

ενδοφυτικούς µύκητες όσων αφορά το είδος της συµβιωτικής σχέσης που 

αναπτύσσετε είναι µεγάλη (Ζabalgogeazcoa, 2008). Όπως στην περίπτωση του 

Pythium oligandrum ο οποίος είναι ένας σαπροφυτικός ωοµύκητας και για να τραφεί 

χρησιµοποιεί το περιεχόµενο των υφών στις οποίες διεισδύει, καθώς και εκκρίµατα 

των ριζών στις οποίες προσκολλάται (Bro Ova et al., 2002). Τα οφέλη για το φυτό 

είναι η προαγωγή της ανάπτυξης του µέσω του άµεσου ελέγχου που ασκεί στην 

περιοχή της ριζόσφαιρας ή και µε έµµεσο τρόπο επάγοντας µηχανισµούς 

διασυστηµατικής προστασίας των φυτών (Le Floch et al., 2003). Επίσης η 

Piriformospora indica χάρη στη ενδοφυτική σχέση που αναπτύσσει µε τα φυτά 

µπορεί να εξασφαλίζει σε αυτά αντοχή σε συνθήκες υψηλής αλατότητας καθώς και 

να προάγει την ανάπτυξή τους (Waller et al., 2005). Ακόµα παρατηρείται το 

φαινόµενο µερικοί ενδοφυτικοί µύκητες να µπορούν να αποικίσουν ένα µεγάλο 

αριθµό ξενιστών (π.χ. µυκόρριζες), όπως επίσης και ο αποικισµός τους να 

περιορίζεται σε κάποια ελάχιστα είδη µόνο. Για παράδειγµα  τα είδη του µύκητα 

Neotyphodium είναι οργανισµοί που συνυπάρχουν µε τους ξενιστές τους από το 

στάδιο του σπόρου (έχουν αποικίσει τους σπόρους από το µητρικό φυτό) και η 

συνεξέλιξη τους µε τα διάφορα είδη γρασιδιού θεωρείται πλέον κάτι δεδοµένο 

σύµφωνα µε φυλογεννητικές µελέτες. Αποτελούν, δε, τα πιο µελετηµένα είδη 

ενδοφυτικών οργανισµών εξαιτίας του χαρακτηριστικού τους αυτού. Επίσης, 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 08:14:02 EEST - 3.144.1.58



 52

υπάρχουν είδη γρασιδιού που συσχετίζονται µε παραπάνω από εκατό περιπτώσεις 

ενδοφυτικών αλληλεπιδράσεων µε µύκητες (Sánchez Márquez et al., 2007) και ίσως 

για άλλους φυτικούς οργανισµούς το νούµερο αυτό να είναι ακόµα µεγαλύτερο 

(Arnold et al., 2000; Stone et al., 2004). 

Ως προς τον αποικισµό των επιµέρους φυτικών τµηµάτων και την προτίµηση 

που µπορεί να δείξει ένας ενδοφυτικός µύκητας είναι γνωστό ότι υπάρχει µεγάλη 

ποικιλοµορφία . Μερικοί ενδοφυτικοί µύκητες περιορίζονται µόνο σε ορισµένα µέρη 

του φυτού. Αυτό έχει παρατηρηθεί σε δείγµατα που έχουν ληφθεί από το φυσικό 

περιβάλλον, κάτι που ίσως εν µέρει ισχύει λόγω του ανταγωνισµού των ενδοφυτικών 

οργανισµών για χώρο εντός του φυτικού σώµατος. στις. Για παράδειγµα, είδη του 

γένους Neotyphodium και Epichloë έχει αποδειχθεί ότι αποικίζουν συστηµατικά τον 

ενδοκυτταρικό χώρο τον φύλλων, τους βλαστούς που φέρουν αναπαραγωγικά όργανα 

αλλά και τους σπόρους των ξενιστών τους, αλλά έχουν καταγραφεί και είδη που 

αναβρίσκονται µόνο στις ρίζες ή στα φύλλα (Stone et al., 2004). 

 Ακόµα ποικιλοµορφία εµφανίζεται µεταξύ των ενδοφυτικών µυκήτων στον 

τρόπο µε τον οποίο µπορούν να παρεµβάλουν τη δράση τους µεταξύ των 

αλληλεπιδράσεων φυτών και παθογόνων. Πολλοί µηχανισµοί έχουν αναφερθεί στον 

τοµέα αυτό όπως η επαγωγή µηχανισµών άµυνας, παραγωγή αντιβιοτικών ουσιών 

(Strobel, 2002; Schulz and Boyle, 2005; Wang et al., 2007), και ο ανταγωνισµός για 

χώρο και θρεπτικά στοιχεία. Ορισµένοι ενδοφυτικοί µύκητες µπορούν επίσης να 

παρασιτούν έναντι άλλων µυκήτων όπως στην περίπτωση του Acremonium strictum ο 

οποίος αποµονώθηκε από ένα είδος γρασιδιού  (Dactylis glomerata) (Sánchez 

Márquez et al., 2007), και µπορεί να παρασιτήσει τον µύκητα   Helminthosporium 

solani ο οποίος είναι ένα παθογόνο της πατάτας (Rivera Varas et al., 2007). Επίσης 

υπάρχουν αναφορές για σαπροφυτικούς µύκητες, οι οποίοι συνήθως εντοπίζονται σε 

γηραιότερα µέρη του φυτού αλλά εντοπίστηκαν σε νεότερα µέρη χωρίς σηµάδια 

ασθένειας και  αποµονώθηκαν ως ενδοφυτικοί (Promputtha et al., 2007). 

Όπως πάντως αποδεικνύεται µε τα µέχρι τώρα γνωστά ευρήµατα στον χώρο 

των ενδοφυτικών µυκήτων η εισβολή και ο αποικισµός του φυτού από αυτούς τους 

οργανισµούς δεν συνδέεται µε την παθογένεια. Οι παράγοντες που καθορίζουν την 

εξέλιξη του αποικισµού ενός φυτού από έναν µύκητα σε ασθένεια ή ευηµερία του 

φυτού ξενιστή δεν είναι πλήρως γνωστοί, σίγουρα όµως τα οφέλη από την 

διερεύνηση αυτών των αλληλεπιδράσεων και των µηχανισµών που τους διέπουν 
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µπορούν να φανούν εξαιρετικά χρήσιµα, όχι µόνο για την ακαδηµαϊκή γνώση αλλά 

και για την εφαρµοσµένη γεωργία.     

   

Γ.2 Αποτελέσµατα από την αφαιρετική βιβλιοθήκη- cDNA Subtractioin  

 Κατά την διαδικασία κατασκευής της αφαιρετικής βιβλιοθήκης όπως έχει ήδη 

αναφερθεί οι µοριακές τεχνικές που ακολουθήθηκαν ήταν η αποµόνωση ολικού 

RNA, η αποµόνωση Poly-A RNA από ολικό RNA,το πρωτόκολλο σύνθεσης της 

αφαιρετικής βιβλιοθήκης µε τα επιµέρους τµήµατα, δηλαδή σύνθεση µονόκλωνης 

αλυσίδας cDNA, σύνθεση δίκλωνης αλυσίδας cDNA, πέψη µε την ενδονουκλεάση 

περιορισµού  Rsa I, σύνδεση των προσαρµογέων (adaptors), πρώτος υβριδισµός, 

δεύτερος υβριδισµός, κλωνοποίηση των τµηµάτων της αφαιρετικής βιβλιοθήκης και 

τέλος η επιλογή των κλώνων και η αλληλούχιση τους. Στην ενότητα αυτή γίνεται 

αναφορά των αποτελεσµάτων αλλά και των κριτηρίων µε τα οποία πιστοποιήθηκε η 

καλή ποιότητα της βιβλιοθήκης µας. Οι προσδοκώµενες αλληλουχίες γονίδιων που 

αναµενόταν να προκύψουν από την cDNA βιβλιοθήκη δυνητικά θα έπρεπε να 

περιλαµβάνουν γονίδια τα οποία εµπλέκονται στη σηµατοδότηση του φυτού κατά  

τον αποικισµό του και ίσως γονίδια επαγωγής της ανάπτυξη της φυτικής µάζας η της 

επαγωγής άµυνας του φυτού. Οι βάσεις δεδοµένων που χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανάλυση των αλληλουχιών ήταν η NCBI και η MiBase (ειδική βάση για την τοµάτα). 

Για την εύρεση της οµολογίας των αλληλουχιών χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα 

αλγορίθµων Basic Local Alignment Search Tool  programme (BLAST; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  

Το RNA από τους ιστούς της ρίζας ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 

(διαγνωστικά) για να εξακριβωθεί η ποιότητα του (ενδεικτικά Εικ. 12). Η εικόνα των 

δειγµάτων  από την αποµόνωση για τις 21 ηµέρες και για τις δύο οµάδες κρίθηκε 

επίσης ικανοποιητική.  
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Ladder                   7 dpi (+)                 7 dpi (-)                  14 dpi (+)                 14 dpi (-)

 
Εικ. 12. Αποµόνωση ολικού RNA για τις δύο οµάδες χειρισµών (παρουσία +, απουσία -, του στελέχους) από τις 7 
και 14 ηµέρες  

 
  Πριν την αποµόνωση του Poly-A RNA έγινε ποσοτικοποίηση και ανάµειξη 

των 3 δειγµατοληψιών (7, 14 και 21 ηµέρες µετά τον εµβολιασµό) για κάθε µία από 

τις 2 οµάδες χειρισµών (παρουσίας και απουσίας του µη παθογόνου στελέχους 

Fusarium solani) καθώς και η προσθήκη RNA από τον µύκητα στο δείγµα που θα 

αποτελούσε τον οδηγό (driver, σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της αφαιρετικής 

βιβλιοθήκης).  Για να καθοριστεί επίσης η ποιότητα του Poly-A RNA των δειγµάτων 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Εικ. 13) και φωτοµέτρηση. 

Ladder         1               2

 
Εικ. 13. Ηλεκτροφόρηση του Poly-A RNA για τον οδηγό (driver, 1) και τον ελεγκτή (tester, 2) 

 
 Το επόµενο βήµα ήταν η κατασκευή της αφαιρετικής βιβλιοθήκες (Εικ. 14). 

Μέσω αυτής της τεχνικής είναι εφικτή η σύγκριση δυο πληθυσµών m-RNA και η 

ανάκτηση γονιδίων που εκφράζονται µόνο στον ένα πληθυσµό αλλά όχι στον άλλο. 

Αν και υπάρχουν διάφορες τεχνικές για την κατασκευή µια αφαιρετικής βιβλιοθήκης 
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η βασική θεωρία είναι ίδια για όλες. Αρχικά οι δύο υπό εξέταση νουκλεοτιδικές 

µήτρες (m-RNA)(tester και driver) µετατρέπονται σε cDNA και στην συνέχεια 

υβριδίζονται. Τα υβριδισµένα τµήµατα που είναι ένδειξη της παρουσίας αυτών των 

γονιδίων και στους δύο πληθυσµούς αφαιρούνται έτσι ώστε να µείνουν µόνο τα 

τµήµατα της διαφορικής έκφρασης. Πιο συγκεκριµένα µετά την κατασκευή του 

cDNA µορίου για τον οδηγό και τον ελεγκτή. Ακολουθεί µια πέψη µε την 

ενδονουκλεάση περιορισµού Rsa I και στους δύο πληθυσµούς  (Εικ. 15) για να 

δηµιουργηθούν τυφλά άκρα έτσι να γίνει η σύνδεση των προσαρµογέων. Μετά το 

σηµείο αυτό ο ελεγκτής χωρίζεται σε δύο κλάσµατα στα οποία ακουλουθεί σύνδεση 

µε 2 διαφορετικούς πρασορµογείς (adaptor ligation)(η αλληλουχία των 

προσαρµογέων αναγράφεται στο παράρτηµα) για το κάθε κλάσµα. Το ένα άκρο από 

τον κάθε προσαρµογέα δεν περιέχει φωσφορική οµάδα έτσι ώστε να προσδένεται 

µόνο η µία αλυσίδα του στο 5’ άκρο του cDNA µορίου του ελεγκτή. Στον οδηγό δεν 

γίνεται σύνδεση µε προσαρµογέα. 
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Εικ. 14. ∆ιαδικασία κατασκευής της αφαιρετικής βιβλιοθήκης  

LADDER          cDNA             cDNA PCR-Select cDNA Subtraction KIT

Before and After RsaI Digestion για sub από driver
 

Εικ. 15. Πέψη µε την ενδονουκλεάση περιορισµού Rsa I για τον οδηγό 

 

Έπειτα ακολουθούν δυο αντιδράσεις υβριδισµού. Στον πρώτο προσθέτεται 

περίσσεια από το cDNA του οδηγού σε κάθε κλάσµα του ελεγκτή και ύστερα τα 

δείγµατα αποδιατάσσονται µε θέρµανση και ακολουθεί η υβριδοποίηση τους. Τα 

µόρια που προκύπτουν ανήκουν σε 4 κατηγορίες a,b,c και d (Εικ. 16).   

 

 
 
Εικ. 16. Τα µόρια που προκύπτουν από τον πρώτο υβριδισµό 
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Η πληθώρα των µικρο- και µακρο- µοριακών δοµών τύπου a εξισορροπείται 

πιο γρήγορα κατά την διάρκεια του υβριδισµού λόγω του µεγάλου αριθµού τους  

σύµφωνα µε δεύτερο κανόνα της κινητικής του υβριδισµού (Nucleic Acid 

Hybridization, ed. by James & Higgins, 1985). Επίσης τα τµήµατα a είναι πλέον 

σαφώς ενισχυµένα όσων αφορά την διαφορική έκφραση, ενώ τα τµήµατα τα οποία 

δεν µετέχουν στην διαφορική έκφραση σχηµατίζουν µόρια του τύπου c. Κατά των 

δεύτερο υβριδισµό τα δύο κλάσµατα αναµειγνύονται χωρίς να αποδιαταχθούν έτσι 

ώστε µόνο τα εναποµείναντα διαφορικά µονόκλωνα κλάσµατα να µπορούν να 

ενωθούν δίνοντας µόρια του τύπου e (Εικ. 17) που είναι και τα επιθυµητά. Τα υβρίδια 

τύπου e είναι τα δίκλωνα τµήµατα του ελεγκτή µε τα άκρα των δύο διαφορετικών 

προσαρµογέων και τα τµήµατα της διαφορικής έκφρασης σε σχέση µε τον οδηγό.  

 

 

Εικ. 17. ∆ιαδικασία δεύτερου υβριδισµού, µε την δοµή του επιθυµητό υβριδίου e κατά την κατασκευή της 

αφαιρετικής βιβλιοθήκης έχοντας ενσωµατώσει στο µόριο του τους δύο προσαρµογείς  

 

 Κατόπιν όλα τα µόρια υπόκεινται σε δύο αλυσιδωτές αντιδράσεις της 

πολυµεράσης, στην πρώτη αντίδραση κλωνοποιούνται µόνο τα επιθυµητά υβρίδια 

τύπου e κλωνοποιούνται επαρκώς, ενώ τα µόρια τύπου a και d χάνουν τη θέση 

υβριδισµού του εκκινητή  και δεν µπορούν να πολλαπλασιάστουν περαιτέρω και οι 

περισσότερες δοµές b απλά αποδιατάσσονται και επανασυνδέονται µη µπορώντας να 

κλωνοποιηθούν. Τέλος  οι δοµές τύπου c έχουν µόνο µια θεση υβριδισµού του 
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εκκινητή και κλωνοποιούνται σαν δακτύλιοι. Η δεύτερη αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης πραγµατοποιείται µε τους Nested εκκινητές (βλέπε παράρτηµα) για να 

µειωθεί όσο το δυνατόν περισσότερο οποιοδήποτε κατάλοιπο µη επιθυµητών δοµών 

και για να αυξηθούν τα τµήµατα της διαφορικής έκφρασης που είναι και το 

ζητούµενο.   

 Στην πειραµατική προσέγγιση της παρούσας εργασίας κατασκευάστηκαν δύο 

αφαιρετικές βιβλιοθήκες (Subtraction Library 1- SL1 και Subtraction Library 2-SL2), 

για να εξακριβωθεί η αποτελεσµατικότητα τoυς προτείνεται ένα έλεγχος (µε ένα 

σταθερά εκφραζόµενο και συντηρηµένο γονίδιο (housekeeping). Το γονίδιο που 

επιλέχθηκε για τον έλεγχο αυτό ήταν η ουβικουιτίνη. Βάση αυτής της διαδικασίας 

ελέγχεται το cDNA (του ελεγκτή) πριν και µετά από την αποµάκρυνση των µη 

διαφορικών τµηµάτων. Ειδικότερα ο µάρτυρας (control) περιελάµβανε δείγµα του 

DNA πριν την σύνδεση των προσαρµογέων και o ελεγκτής δείγµα µετά την 

κατασκευή της βιβλιοθήκης (µετά και την δεύτερη αντίδραση της πολυµεράσης). Η 

εξαγωγή 5µl από την αντίδραση στους 18, 23, 28 και 35 κύκλους και η 

ηλεκτροφόρηση τους σε πηχτή αγαρόζης θα έδειχνε και το πρότυπο της έκφρασης. 

Περιµένοντας στον ελεγκτή να ανιχνεύσουµε πολύ µικρή η µηδαµινή έκφραση της 

ουβικουιτίνης κάτι που επαληθεύτηκε και για της δύο βιβλιοθήκες (Εικ. 18, Εικ. 19). 

 
LADDER      1           1          1            1          1c   1c 1c 1c
cycles          18         23        28          35         18  23        28         35            18            23     

 
Εικ. 18. PCR Analysis of Subtraction Efficiency για την S.L 1 (1 - cDNA µόριο κατόπιν της αφαίρεσης των µη 
διαφορικών τµηµάτων, 1c – cDNA µόριο πριν την αφαίρεση των διαφορικών τµηµάτων) 
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L       1        1       1         1       1c      1c 1c 1c
18      23      28      35      18      23       28     35       18      23      28      35      18      23      2

 
Εικ. 19. PCR Analysis of Subtraction Efficiency για την S.L 2 (1 - cDNA µόριο κατόπιν της αφαίρεσης των µη 
διαφορικών τµηµάτων, 1c – cDNA µόριο πριν την αφαίρεση των διαφορικών τµηµάτων) 
  

Αφού όντως η εγκυρότητα των δύο cDNA αφαιρετικών βιβλιοθηκών κρίθηκε 

ικανοποιητική το επόµενο βήµα περιλάµβανε  υποκλωνοποίση σε φορέα ένθεσης 

(pGEM T-Easy Vector από την εταιρία Promega) απευθείας του cDNA µορίου µετά 

και τη δεύτερη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης. Τα πολλά µικροµοριάκα 

τµήµατα που προέκυπταν ενσωµατώνονταν στους πλασµιδιακούς φορείς και ύστερα 

ακολουθούσε η εισαγωγή του φορέων (transformation) στα επιδεκτικά κύτταρα. Το 

σύστηµα για την επιλογή των µετασχηµατισµένων αποικιών (β-γαλακτοσιδάσης) του 

φορέα ένθεσης έκανε εφικτή την γρήγορη επιλογή των κλώνων. Για να γίνει η µαζική 

επιλογή των κλώνων οι οποίοι θα στέλνονταν για αλληλούχιση έπρεπε να 

διαπιστωθεί αφενός η παρουσία του ενθέµατος στον πλασµιδιακό φορέα και 

αφετέρου να γίνει υβριδισµός (κατά Southern) για να εντοπιστούν διαφορετικά 

πρότυπα άρα και κατάλληλα για την περαιτέρω ανάλυση και αλληλούχιση τους. Η 

τεχνική που εξυπηρετούσε την επίτευξη και των δύο στόχων ήταν αυτή της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης σε αποικίες (Colony PCR)(Εικ. 20) έτσι 

ώστε µετά την ηλεκτροφόρηση να γίνει η µεταφορά από το πήγµα στη νάυλον 

µεµβράνη υβριδισµού µε φαινόµενα ανοδικής τριχοειδούς µεταφοράς . 
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M     A1   B1   C1    D1   E1   F1   G1   H1    A2    B2    C2  D2  E2   F2    G2   H2    A3   B3   C3      

M     D3     E3   F3   G3   H3   A4   B4    C4    D4   E4   F4  G4   H4   A5    B5   C5   D5   E5    F5   

M     G5   H5    A6    B6   C6   D6   E6   F6   G6   H6    A7   B7   C7    D7   E7   F7   G7    H7  A8

M    B8   C8   D8   E8    F8  G8 H8    A9   B9   C9  D9   E9   F9    G9    H9 A10  B10  C10 D10

M   E10 F10 G10 H10 A11  B11  C11 D11 E11 F11  G11 H11  B12 C12 D12  E12 F12  G12  H12 

Electrophoresis

     
Εικ. 20. Ηλεκτροφόρηση για δείγµατα από το Colony PCR. Τα µικρά τµήµατα της διαφορικής έκφρασης 

ποικίλουν 

 

Εφόσον η εικόνα από το Colony PCR αποδεικνυόταν ικανοποιητική ο υβριδισµός 

κατά Southern ήταν το επόµενο βήµα το οποίο περιλαµβάνει τη µεταφορά και τον 

υβριδισµό των ακολουθιών DNA µε µη ραδιενεργό σήµανση (βλέπε µέθοδοι και 

υλικά). Οι δύο ιχνηθέτες που χρησιµοποιούνται για τον υβριδισµό (και θεωρούνται  

οι ιδανικοί για να γίνει ο εντοπισµός υβριδίων των οποίων η έκφρασή αυξοµειώνεται 

άρα και η περαιτέρω αλληλούχιση τους κρίνεται αναγκαία) είναι  το cDNA του 

ελεγκτή και του οδηγού. Η σύγκριση των προτύπων των υβριδισµένων µεµβρανών 

οδήγησε και στην επιλογή των τελικών κλώνων (Εικ. 21, Εικ. 22).      

   

M   G1   H1   A2    B2   C2   D2    E2    F2   G2   H2    A3  B3   C3   D3    E3   F3    G3   H3   A4      

M    B4    C4    D4   E4   F4    G4    H4    A5   B5  C5   D5  E5      F5   G5    H5     A6  B6  C6  D6 

M   E6   F6   G6   H6    A7   B7   C7    D7   E7   F7   G7    H7  A8   B8    C8   D8   E8    F8  G8

M   H8    A9   B9   C9   D9   E9    F9     G9   H9  A10  B10  C10 D10 E10   F10 G10 H10 A11 B11

M      ۩ C11  D11  E11 F11  G11 H11   ۩ B12 C12   ۩  ۩ F12  G12  H12

 
Εικ. 21. Πρότυπο υβριδισµένης µεµβράνης µε ιχνηθέτη από τον ελεγκτή 
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M  G1  H1    A2    B2   C2   D2    E2    F2      G2   H2    A3  B3   C3    D3    E3    F3   G3  H3  A4      

M  B4   C4    D4   E4     F4    G4    H4  A5    B5    C5    D5  E5   F5   G5    H5   A6    B6  C6   D6 

M  E6    F6   G6    H6   A7    B7     C7    D7   E7    F7    G7 H7    A8   B8    C8   D8    E8   F8  G8

M  H8   A9    B9   C9     D9     E9    F9   G9  H9   A10  B10  C10 D10  E10  F10 G10 H10 A11 B11        

M    ۩ C11   D11  E11 F11   G11 H11    ۩ B12 C12   ۩  ۩ F12  G12  H12

 
Εικ. 22 Πρότυπο υβριδισµένης µεµβράνης µε ιχνηθέτη από τον οδηγό 
 
  

Οι κλώνοι που τελικά επιλέχθηκαν να σταλούν για αλληλούχιση είναι οι παρακάτω 
 
Όνοµα κλώνου Μέγεθος (bp) cDNA 

Βιβλιοθήκη 
Blast Οµολογία Περιγραφή 

Α4 109 Forw. (S.L 1) NCBI, Mibase - - 
Β2 64 Forw. (S.L 1) NCBI, Mibase 98% Εξτενσίνη 

Β5 346 Forw. (S.L 1) NCBI, Mibase 99% EST 

C3 243 Forw. (S.L 1) NCBI, Mibase 83% Κινάση 

D2 236 Forw. (S.L 1) NCBI, Mibase - - 
D2 124 Forw. (S.L 2) NCBI, Mibase 100% EST 
D11 369 Forw. (S.L 2) NCBI, Mibase 100% 

100% 

EST 

ubiquitin 
E4 119 Forw. (S.L 2) NCBI, Mibase 100% Peroxidase 

B12 176 Forw. (S.L 2) NCBI, Mibase - - 
D4 108 Forw. (S.L 2) NCBI, Mibase - - 

 

Η ανάλυση στις βάσεις δεδοµένων για τον κλώνο Β2 της SL1 βιβλιοθήκης 

έδειξε ότι ο συγκεκριµένος κλώνος παρουσιάζει πολύ µεγάλη οµολογία µε γονίδια 

που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που ονοµάζονται εξτενσίνες (extensin class I 

protein). Οι εξτενσίνες αποτελούν µια οικογένεια (hydroxyproline-rich) 

γλυκοπρωτεϊνών, οι οποίες εντοπίζονται στην κυτταρική µεµβράνη των ανώτερων 

φυτών (Cassab et al., 1998, Showalter et al., 1990). Σε πολλά δικοτυλήδονα φυτά οι 

εξτενσίνες παράγονται ως αντίδραση στο αιθυλένιο (Showalter et al., 1990). Eπίσης, 
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η ανίχνευση τους είναι έντονη συνήθως κατόπιν προσβολής και ρήξης του 

κυτταρικού τοιχώµατος καθώς και σε περιστατικά προσβολής φυτών από µύκητες 

(Corbin et al., 1987). Οι εξτενσίνες αν και εντοπίζονται κυρίως στα δικότυλα φυτά 

παρόλα αυτά ανευρίσκονται και στα µονοκότυλα. Η δοµή των πρωτεϊνών για το 

µόριο της εξτενσίνης στα δικότυλα φυτά συνήθως αποτελείται από λίγα αµινοξέα 

όπως την σερίνη, βαλινίνη, τυροσίνη, ιστιδίνη και την υδροξυπρολίνη που είναι και 

αυτό που απαντάται σε µεγαλύτερο βαθµό 30-40%. Ακόµα ένα χαρακτηριστικό της 

πρωτεΐνης είναι η συχνή επανάληψη της αµινοξικής αλληλουχίας σερίνης-

υδροξυπρολίνης4 . Η εξτενσίνες έχουν την τάση να συνδέονται και θεωρούνται σαν 

δοµικός λίθος της κυτταρικής µεµβράνης (Kahl 1982). Η σύνδεση και σταθεροποίηση 

τους ολοκληρώνεται µε την ενσωµάτωση µορίων έτσι ώστε να σχηµατιστεί ένα 

ρευστό µωσαϊκό. Ένας από τους κυρίους υποψηφίους αυτών των µορίων είναι η 

ισοδιτυροσίνη (isodityrosini, IDT).  Στις εξτενσίνες έχει αποδοθεί ο ρόλος της 

επούλωσης πληγών και του ευεργετικού ρόλου που µπορεί να έχει στην άµυνα του 

φυτού λόγω της διαπίστωσης ότι το m-RNA της εντοπίζεται µετά την εµφάνιση 

πληγών κατόπιν και προσβολής από παθογόνα (Showalter et al., 1990).           

 Κατά  την ανάλυση της αλληλουχίας του κλώνου C3 από την SL1 βιβλιοθήκη, 

βρέθηκε οµολογία κατά 83% µε µια εξαρτώµενη του ασβεστίου πρωτεϊνική κινάση. 

Η δράση και ο ρόλος  των κινασών στην σηµατοδότηση είναι γνωστά: οι κινάσες 

είναι ένζυµα τα οποία, χρησιµοποιώντας το µόριο του ΑΤΡ ως καταλύτη, 

φωσφορυλιώνουν άλλες πρωτεΐνες τροποποιώντας έτσι την λειτουργία τους κάνοντας 

εφικτή τη µεταγωγή σηµάτων. Η πρωτεϊνική κινάση ασβεστίου έχει αναφερθεί ότι 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην κυτταρική αύξηση το µετασχηµατισµό και την 

διαφοροποίηση των ευκαρυωτικών κυττάρων (Dekker and Parker, 1995). Τα φυτά 

και τα πρώτιστα έχουν κινάσες, οι οποίες ενεργοποιούνται και ρυθµίζονται απευθείας 

από τα ιόντα ασβεστίου (CDPKs, calcium dependent protein kinases) (Harmon et al., 

1987; Zhao et al., 1994), σε αντίθεση µε τους µύκητες και τα ζώα, των οποίων οι 

κινάσες δεν είναι πλήρως λειτουργικές στα ιόντα ασβεστίου και για την πλήρη 

ενεργοποίηση τους έχουν ανάγκη από καλµοδουλίνη (calmodulin) και λιπίδια. Η 

κλωνοποίηση της πρώτης CDPK στα φυτά έγινε στην σόγια (Glycine max; Harper et 

al., 1991) και ακολούθησαν και άλλα φυτικά είδη. Όλες οι κινάσες των φυτών έχουν 

την ίδια αρχική δοµή 4 τµηµάτων. Ένα Ν-τελικό άκρο  που ποικίλει, την κύρια δοµή 

της κινάσης η οποία ακολουθείται από µία αυτό-ρυθµιζόµενη περιοχή και ένα 

καρβοξυλικό-άκρο, µε δοµή καλµοδουλίνης. Η αυτο-ρυθµιζόµενη περιοχή περιέχει 
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ένα κέντρο ψευδουπόστρωµατος έτσι ώστε εν απουσία του ασβεστίου, προσδένεται 

προς το ενεργό κέντρο καθιστώντας την κινάση ανενεργή. Η δέσµευση, όµως, του 

ασβεστίου µε την καλµοδουλίνη λειτουργεί ως διακόπτης για την απελευθέρωση του 

ενεργού κέντρου και την ενεργοποίηση της κινάσης (Harmon et al., 1994, 2000, 

Harper et al., 1994, Hrabak, 2000). Το ελεύθερο ασβέστιο στο κυτόπλασµα κάτω από 

συνθήκες ηρεµίας διατηρείται σε πολύ χαµηλά επίπεδα (10-200 nm), εξασφαλίζοντας 

τη µικρή δραστικότητα των CDPKs ενώ µια αύξηση του ελεύθερου στο κυτόπλασµα 

ασβεστίου συνεπάγεται και την ενεργοποίηση των κινασών. Ένας µεγάλος αριθµός 

καταπονήσεων βιοτικού και αβιοτικού χαρακτήρα έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση 

του ελεύθερου ασβεστίου που δρα σαν µεταγωγέας σήµατος για µια πληθώρα 

κυτταρικών αντιδράσεων  (Webb et al., 1996; Sanders et al., 1999). Οι CDPKs 

κωδικοποιούνται από µεγάλες οικογένειες γονιδίων και οι διαφορετικές ισοµορφές 

τους εµφανίζουν διαφορετική εξειδίκευση στο ασβέστιο καθώς και διαφορετική 

δραστηριοποίηση όσων αφορά τη διαµερισµατοποίηση τους (Harmon et al., 2000). 

Πιθανοί µηχανισµοί δράσης και ενεργοποίησης των CDPKs περιλαµβάνουν 

διαλυτοποίηση ενζύµων, ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων, κανάλια και 

αντλίες ιόντων και πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού αν και πολύ λιγες πρωτεΐνες 

έχουν χαρακτηριστεί σαν υποστρώµατα κινασών (Harmon et al., 2000; Hrabak, 

2000).  

Στην ανάλυση του κλώνου D11 της SL2 βιβλιοθήκης βρέθηκε 100% 

οµολογία µε ένα γονίδιο που κωδικοποιεί για. ουβικουιτίνη. Η ουβικουιτίνη 

(ubiquitin) είναι µια πρωτεΐνη η οποία είναι ευρύτατα διαδεδοµένη και συντηρηµένη 

στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Η προσθήκη ενός ή λίγων µορίων ουβικουιτίνης 

σε µια πρωτεΐνη (µονοουβικουιτίνωση ή ολιγοουβικουιτίνωση, αντίστοιχα) επηρεάζει 

τη δραστηριότητα της και τη θέση της µέσα στο κύτταρο. Αντίθετα, η προσθήκη 

πολλών µορίων ουβικουιτίνης σε µια πρωτεϊνη (πολυουβικουιτίνωση) οδηγεί στο 

σχηµατισµό αλυσίδων ουβικουιτίνης πάνω στην πρωτεϊνη-στόχο και τη ιχνηθετεί  για 

µεταφορά και αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα.  

 Η ανάλυση για τον κλώνο E4 της SL2 βιβλιοθήκης  έδειξε ότι πρόκειται για 

µια υπεροξειδάση  (peroxidase TPX2). Οι υπεροξειδάσες είναι µία µεγάλη οικογένεια 

ενζύµων, οι οποίες έχουν την ικανότητα να καταλύουν υπεροξείδια καθώς και να 

προστατεύουν τα κύτταρα από της ελεύθερες ρίζες (ROS). Οι υπεροξειδάσες 

δείχνουν ενεργότητα έναντι πολλών υποστρωµάτων. Ιδίως για τους φυτικούς 

οργανισµούς οι υπεροξειδάσες εµπλέκονται σε διάφορες φυσιολογικές διεργασίες 
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όπως στην δευτερογενή βιοσύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος (Abeles and Biles, 

199l), την επούλωση πληγών (Espelie et al., 1986), την εναπόθεση πολυφαινολών 

µετά των τραυµατισµό του φυτικού ιστού (Lagrimini, 1991), τον καταβολισµό της 

αυξίνης (Gaspar et al., 1989) καθώς και βοηθούν στην άµυνα του φυτού ενάντια στα 

παθογόνα (Ye et al., 1990). Η παρουσία των πολλών υπεροξειδασών στα ανώτερα 

φυτά καθιστά δύσκολο την διερεύνηση του ρόλου του κάθε ισοενζύµου in vivo. 

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία ο ρόλος της TPX2 υπεροξειδάσης αν και δεν είναι 

πλήρως διευκρινισµένος σίγουρα δραστηριοποιείται και στοχεύει στο κυτταρικό 

τοίχωµα (Botella et al., 1993).     

Για τον κλώνο Β5 και D2 της SL1 και SL2 αντιστοίχως η ανάλυση έδειξε 

οµολογία µε  ESTs (expressed sequence tags), τα οποία έχουν εντοπισθεί σε πολλές 

cDNA βιβλιοθήκες ιστών τοµάτας αλλά δεν έχει ακόµα χαρακτηρισθεί. Τα τελευταία 

χρόνια η ανάγκη για την ανεύρεση γονιδίων για ένα φυτό οικονοµικής σηµασίας 

όπως η τοµάτα οδήγησε στην έναρξη του ερευνητικού προγράµµατος SOL 

(Solanaceae Genome Project) (http://www.sgn.cornell.edu/solanaceae-project/). Από 

αυτό το ερευνητικό πρόγραµµα τα τελευταία χρόνια πολλές αλληλουχίες ESTs έχουν 

κατατεθεί σε βάσεις δεδοµένων όπως το NCBI (Benson et al., 2003). Κάτι που θα 

φανεί πολύ χρήσιµο στην περαιτέρω µελέτη των γονιδίων για τους εκπροσώπους τους 

είδους των Solanaceae.  

Για τους κλώνους Α4, D2 της SL1 και Β12, D4 της SL2 βιβλιοθήκης δεν 

βρέθηκε οµολογία µε κάποια γνωστή αλληλουχία στις βάσεις δεδοµένων που 

εξετάστηκαν.      

 

Γ.2.1 Συνοψίζοντας  

 Συνοψίζοντας τα µέχρι τώρα ευρήµατα της ανάλυσης των κλώνων αυτό που 

προκύπτει είναι το ότι εντοπίζεται µια έντονη διέγερση µηχανισµών µεταγωγής 

σήµατος αλλά και δραστηριοποίησης µορίων που συνήθως συµβαίνουν έναντι 

βιοτικών καταπονήσεων και έναντι προσβολής παθογόνων µικροοργανισµών. H 

παρουσία του µυκητιακού στελέχους και ο ενδοφυτικός του χαρακτήρας θέτουν το 

φυτό σε µια υψηλή κατάσταση ενεργοποίησης ιδίως από την στιγµή που έχουµε 

εισβολή εντός του φυτικού σώµατος. Η ασυµπτωµατική πορεία, όµως, του στελέχους 

έναντι του φυτού και ο µηχανισµός που κρύβεται πίσω από αυτή την αλληλεπίδραση 

χρίζει περαιτέρω διερεύνηση. Η ευρωστία και η ανοσία που παρέχεται στο φυτό 

έναντι παθογόνων µικροοργανισµών κατά κύριο λόγω οφείλεται σε όλη αυτή την 
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πολύπλοκη µοριακή ενεργοποίηση καταπόνησης και ισχυροποίησης εντέλει από 

µέρους του φυτού.  
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Παράρτηµα  
 

Θρεπτικό διάλυµα φυτών  

Η σύνθεση του θρεπτικού διαλύµατος σε 1 lt απιονισµένου νερού ήταν η ακόλουθη 

Θρεπτικό διάλυµα φυτών  

MgSO4.7M2O               0,2  gr / lt 

KM 2PO4                                    0,27 gr / lt 

KNO3                                          0,2  gr / lt 

K2SO4                                         0,1  gr / lt 

Ca(NO3)2 .4M2O           0,7 gr / lt 

Fe EDTA                                 0,025 gr / lt 

∆ιαλύµατα ιχνοστοιχείων                   0,015% κ.ο 

 

∆ιάλυµα ιχνοστοιχείων 

M3BO3                                         7,5 gr / lt  

MnCl.4H2O                    6,7 gr / lt  

CuCl2.2H2O                   0,37 gr / lt 

MoO3                                            0,15 gr / lt 

ZnSO4.4H2O                  1,18 gr / lt 

 
∆ιαλύµατα από την αποµόνωση Poly-A RNA από ολικό RNA 

Buffer δέσµευσης (binding) : 50 ml διαλύµατος µε τελικές συγκεντρώσεις, 20 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 1M LiCl, και 2 mM EDTA.   

Buffer πλυσίµατος (wash) : 50 ml διαλύµατος µε τελικές συγκεντρώσεις, 10 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 0,15 M LiCl και 1mM EDTA.  

Buffer έκλουσης (elution) : 15 ml διαλύµατος µε τελικές συγκεντρώσεις, 10 mM Tris-

HCl (pH 7,5). 

 

∆ιαλύµατα από τον υβριδισµό κατά Southern 

∆ιάλυµα µετουσίωσης : 0.5N NaOH, 1.5M NaCl 

∆ιάλυµα εξουδετέρωσης : 1M Tris-HCl pH 8.0, 1.5M NaCl 

20ΧSSC: 3M NaCl, 0.3M κιτρικό νάτριο 

∆ιάλυµα I : 100mM Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7.5 

∆ιάλυµα πλύσης II : 0.1xSSC, 0.1% w/v SDS 
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∆ιάλυµα ΙΙΙ : 100mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 50mM MgCl2 pH 9.5 

∆ιάλυµα ΤΕ : 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0 

 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών και των προσαρµογέων της αφαιρετικής c-DNA 

βιβλιοθήκης  
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