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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Σκοπός της πτυχιακής αυτής µελέτης είναι ο έλεγχος του ρόλου των βασικών 

µονοπατιών ρύθµισης του φυτού σε µετα-µεταγραφικό και µετα-µεταφραστικό 

επίπεδο των οποίων ο ρόλος στην άµυνα του φυτού δεν έχει αποσαφηνιστεί. Για την 

πρώτη περίπτωση επιλέχθηκε η µελέτη του RNA σίγησης του φυτού στην 

αλληλεπίδραση µεταξύ ξενιστού-παθογόνου και συγκεκριµένα του φυτού Νicotiana 

benthamiana και του φυτοπαθογόνου βακτηρίου Pseudomonas syringae pv. tabaci. 

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν διαγονιδιακά φυτά  Nicotiana benthamiana  

στα οποία είχε ανασταλεί ξεχωριστά ή σε συνδυασµό η έκφραση βασικών πρωτεϊνών 

ρυθµιστών της RNAi. Πραγµατοποιήθηκαν µολύνσεις µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο 

Pseudomonas syringae pv. tabaci. Ακολούθησε φαινοτυπική παρατήρηση της 

εξέλιξης των συµπτωµάτων της µόλυνσης και σε όποιες διαγονιδιακές σειρές 

παρουσιάστηκε αυξηµένη ευπάθεια σε σύγκριση µε το µάρτυρα, πραγµατοποιήθηκαν 

πληθυσµιακές αναλύσεις σε 3 επαναλήψεις και τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Τα 

αποτελέσµατα των επαναλήψεων ήταν συγκρίσιµα και παρουσίασαν αυξηµένους -σε 

στατιστικά σηµαντικό βαθµό - πληθυσµούς βακτηρίων έναντι του µάρτυρα 

υποδεικνύοντας  πως συγκεκριµένες γονιδιακές σιγήσεις σε γονίδια που σχετίζονται 

µε τον ίδιο µηχανισµό της σίγησης έχουν επίδραση στην εκδήλωση της άµυνας του 

φυτού. 

 Στη δεύτερη ενότητα ελέγχεται ο ρόλου της οξειδάσης των πολυαµινών που 

συνθέτει το φυτό, στην αλληλεπίδραση µεταξύ του φυτού-ξενιστή Arabidopsis 

thaliana και του φυτοπαθογόνου βακτηρίου Pseudomonas syringae pv. tomato.  Για 

το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν διαγονιδιακά φυτά A. thaliana, στα οποία 

υπερεκφράζεται ή υποεκφράζεται το γονίδιο που κωδικοποιεί την οξειδάση των 

πολυαµινών. Πραγµατοποιήθηκαν µολύνσεις µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο 

Pseudomonas syringae pv. tomato. Ακολούθησαν φαινοτυπική παρατήρηση της 

εξέλιξης των συµπτωµάτων της µόλυνσης, αλλά και πληθυσµιακές αναλύσεις 

βακτηρίων στα µολυσµένα φυτά. Για την ακρίβεια, πραγµατοποιήθηκαν τρία 

ανεξάρτητα πειράµατα, τα οποία αποκάλυψαν ότι οι πληθυσµοί βακτηρίων στα φυτά 

άγριου τύπου ήταν στατιστικά µεγαλύτεροι από τους πληθυσµούς βακτηρίων στα 

διαγονιδιακά φυτά  που υπερεκφράζουν ή υποεκφράζουν το γονίδιο της οξειδάσης. 

Στη σύγκριση πληθυσµών µεταξύ των διαγονιδιακών φυτών, υπερισχύουν οι 

πληθυσµοί βακτηρίων στα φυτά που υπερεκφράζουν το εν λόγω γονίδιο. Τα 
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αποτελέσµατα δείχνουν τη σηµασία της οξειδάσης των πολυαµινών στην άµυνα του 

φυτού έναντι παθογόνων βακτηρίων. 
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 ΜΕΡΟΣ 1ο 

 

«Μελέτη του ρόλου του µηχανισµού της µετα-µεταγραφικής σίγησης στις 

αλληλεπιδράσεις της Nicotiana benthamiana µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο 

Pseudomonas syringae pv. tabaci». 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1.1 Το φυτό Nicotiana benthamiana 

 Το φυτό Nicotiana benthamiana είναι από τα πιο ευρέως χρησιµοποιούµενα 

πειραµατικά φυτά στη φυτοπαθολογία, κυρίως λόγω του µεγάλου αριθµού των 

διαφορετικών παθογόνων που µπορούν να το µολύνουν µε επιτυχία. Εµφανίζοντας 

υψηλή ευαισθησία σε µια αρκετά µεγάλη ποικιλία πολλών φυτικών παθογόνων 

παραγόντων, συµπεριλαµβανοµένων των ιών βακτηρίων και µυκήτων, καθιστά αυτού 

του είδους τα φυτά, τον ακρογωνιαίο λίθο της έρευνας ξενιστή-παθογόνου, ιδιαίτερα 

στα πλαίσια της ανοσίας και της σηµατοδότησης της άµυνας του φυτού. 

 Επίσης, επειδή είναι ένα φυτό που µπορεί να τροποποιηθεί γενετικά και να 

αναγεννηθεί µε υψηλά ποσοστά απόδοσης, χρησιµοποιείται µε ευκολία σε διάφορες 

µοριακές µεθόδους όπως την RNA σίγηση και την παροδική έκφραση πρωτεϊνών. Η 

Nicotiana benthamiana κερδίζει γρήγορα τη δηµοτικότητα στη βιολογία των φυτών, 

ιδιαίτερα σε µελέτες που απαιτούν εντοπισµό και αλληλεπίδραση πρωτεϊνών ή 

φυτικά συστήµατα για την έκφραση πρωτεϊνών και καθαρισµό αυτών. 

Παρά το γεγονός ότι είναι ένα απαραίτητο πλέον ερευνητικό φυτό-µοντέλο, 

λίγα είναι γνωστά σχετικά µε την προέλευση, το γενετικό υπόβαθρο και την 

οικολογία της Ν. benthamiana, η οποία χρησιµοποιείται σήµερα ευρέως από την 

ερευνητική κοινότητα. Έτσι λοιπόν, το γένος Nicotiana ανήκει στην οικογένεια 

Solanaceae και περιλαµβάνει 76 είδη, κυρίως τροπικά και υποτροπικά τα οποία 

διανέµονται και στις τέσσερις ηπείρους, µε την πλειοψηφία αυτών να εντοπίζονται 

στη Νότια Αµερική και την Αυστραλία (Goodin et al., 2008). 
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1.1.2 H σίγηση µέσω RNA 

 

Η τελευταία δεκαετία έχει γίνει µάρτυρας µιας επανάστασης στο χώρο της 

µοριακής γενετικής και µοριακής βιολογίας. Μια σειρά επιστηµονικών 

παρατηρήσεων έχει οδηγήσει στο συµπέρασµα πως η αλληλουχία του DNA αυτή 

καθ’ αυτή δε φέρει όλη την πληροφορία που απαιτείται για τον φαινοτυπικό 

καθορισµό ενός οργανισµού. O µονοδιάστατος ρόλος του RNA ως φορέα της 

γενετικής πληροφορίας, απόρροια του κεντρικού δόγµατος το DNA παράγει RNA και 

το RNA παράγει πρωτεΐνη, αναθεωρήθηκε. 

Έτσι, σήµερα έχει πλέον εδραιωθεί ο καταλυτικής σηµασίας ρόλος του RNA 

σε επιγενετικά φαινόµενα, συµπεριλαµβανοµένων και αυτών της γονιδιακής 

ρύθµισης και σίγησης (Brodersen and Voinnet, 2006; Vaucheret, 2006;Baulcombe, 

2007; Matzke et al., 2007). 

O όρος γονιδιακή σίγηση (gene silencing) αναφέρεται σε µια σειρά 

διεργασιών που οδηγούν στην παρεµπόδιση της γονιδιακής έκφρασης. Όταν αυτές οι 

διεργασίες είναι RNA-εξαρτώµενες, τότε µιλάµε για RNA silencing ή RNA 

interference (RNAi) (Baulcombe, 2004; Mello and Conte, 2004). Συνοπτικά, ο 

µηχανισµός αυτός λαµβάνει χώρα όταν ένα δίκλωνο µόριο RNA (double stranded 

RNA, dsRNA) κάνει την εµφάνιση του στο εσωτερικό ενός ευκαρυωτικού κυττάρου. 

Τότε, συγκεκριµένες ενδονουκλεάσες θα το πέψουν σε µικρά (20-26 νουκλεοτίδια) 

RNA µόρια (small RNAs, sRNAs). Τα τελευταία, σε συνεργασία µε διάφορες 

πρωτεΐνες, θα αναγνωρίσουν οµόλογες περιοχές DNA ή RNA και θα οδηγήσουν σε 

παρεµπόδιση της γονιδιακής έκφρασης σε 1) µεταγραφικό, 2) µετα-µεταγραφικό και 

3) µεταφραστικό επίπεδο. Στο µεταγραφικό επίπεδο (Transcriptional Gene Silencing, 

TGS), τα sRNAs αναγνωρίζουν και µεθυλιώνουν οµόλογο DNA (και τις ιστόνες του) 

µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία µεταγραφικά ανενεργής ετεροχρωµατίνης 

(Wassenegger, 2005). Στο µετα-µεταγραφικό επίπεδο (Post-Transcriptional Gene 

Silencing, PTGS), τα sRNAs αναγνωρίζουν οµόλογο RNA και οδηγούν στην 

αποδόµησή του (Baulcombe, 2004). Τέλος, στο µεταφραστικό επίπεδο, τα sRNAs δεν 

οδηγούν σε αποδόµηση του στόχου RNA, αλλά παρεµποδίζουν τη µετάφρασή του 

(Brodersen et al., 2008). Ο µηχανισµός του RNAi είναι συντηρηµένος στους 

ευκαρυώτες. Ωστόσο, τα φυτά σε αντίθεση, µέχρι στιγµής, µε τους υπόλοιπους 

οργανισµούς, κατέχουν και τα τρία επίπεδα ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης και 
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ως εκ τούτου αποτελούν ένα άρτιο µοντέλο έρευνας των λεπτοµερειών του 

µηχανισµού της RNA σίγησης. 

 

1.1.3  RNA σίγηση στα φυτά: το παρελθόν 

Η σηµασία του RNAi για την κατανόηση και επαναξιολόγηση σηµαντικού 

αριθµού βιολογικών φαινοµένων οδήγησε και στην απονοµή του βραβείου Nobel το 

2006 στους Andrew Fire και Craig Mello, πρωτοπόρους της ανακάλυψής του 

µηχανισµού στο νηµατώδη σκώληκα, Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). 

Παραδόξως, η πρώτη αναφορά σχετιζόµενη µε RNAi δηµοσιεύτηκε το 1928. Σε 

εκείνη την εργασία, περιγράφηκε πως σε φυτά Nicotiana benthamiana µολυσµένα µε 

τον ιό Tobacco Ringspot Virus (TRV), τα αρχικώς µολυσµένα φύλλα ήταν 

νεκρωτικά, αλλά τα νεοσχηµατισµένα φύλλα δεν εµφάνιζαν συµπτώµατα, 

υποδεικνύοντας πως αποκτούσαν ανοσία στον ιό (Wingard, 1928). Tο περίεργο αυτό 

φαινόµενο ανάρρωσης παρέµεινε ανεξήγητο µέχρι τις αρχές τις δεκαετίας του 1990. 

Εκείνο το διάστηµα, διεξήχθη ένα πείραµα όπου φυτά Petunia hybrida υπέστησαν 

γενετική τροποποίηση (µετασχηµατισµό) ώστε να φέρουν επιπλέον αντίγραφα του 

γονιδίου συνθάση της χαλκόνης (chalcone synthase, CHS), µε σκοπό την 

υπερέκφραση του γονιδίου. Προς έκπληξη όµως των ερευνητών, όχι µόνο τα 

νεοεισαχθέντα γονίδια (διαγονίδια) CHS είχαν σιγηθεί αλλά επίσης και τα οµόλογα 

ενδογενή (van der Krol et al., 1990). Το φαινόµενο αυτό ονοµάστηκε συγκαταστολή 

(co‐suppression) και παρ’ όλη την αδυναµία κατανόησης του µοριακού µηχανισµού 

που οδηγούσε σε αυτό το αποτέλεσµα, πολλοί επιστήµονες εκδήλωσαν ενδιαφέρον 

για παρόµοια φαινόµενα σίγησης, µε αποτέλεσµα την δηµοσίευση πολλών 

παρόµοιων παρατηρήσεων. Το 1997 κάνει την εµφάνισή της για πρώτη φορά µια 

συσχέτιση µεταξύ RNA µορίων και σίγησης. Οι Ratcliff και συνεργάτες (Ratcliff et 

al., 1997) έδειξαν ότι ένα κυτταροπλασµατικό RNA µόριο ήταν υπεύθυνο για 

αντίσταση σε ιική µόλυνση και γονιδιακή σίγηση. Πρότειναν δε ότι η γονιδιακή 

σίγηση λαµβάνει χώρα όταν το φυτό αντιληφθεί την παρουσία ενός διαγονιδίου (και 

του mRNA του) ως επιζήµιο για τη φυσιολογία του, και άρα ότι η γονιδιακή σίγηση 

είναι ένας φυσικός µηχανισµός άµυνας. Υποστηρίζοντας αυτή την άποψη, την ίδια 

χρονιά αναφέρθηκε ότι RNA µόρια προερχόµενα από διαγονίδια ήταν ικανά να 

πυροδοτήσουν µηχανισµούς σίγησης (Metzlaff et al., 1997). Ωστόσο, η ακριβής φύση 

αυτού του RNA‐σήµατος παρέµενε ακόµη νεφελώδης. Την επόµενη χρονιά, 
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εργασίες σε φυτά και νηµατώδεις έδειξαν ότι η φύση του RNA‐σήµατος πρέπει να 

είναι δίκλωνη (Waterhouse et al., 1998; Fire et al., 1998). Mέχρι που το 1999 ήρθε η 

σηµαντική ανακάλυψη των µικρών µορίων RNA, και πιο συγκεκριµένα ότι µικρά 

(~25 νουκλεοτίδια) δίκλωνα RNA µόρια αποτελούν ένδειξη γονιδιακής σίγησης στην 

N. benthamiana (Hamilton and Baulcombe, 1999). Έκτοτε, δηµοσιεύτηκε ένας 

τεράστιος αριθµός αναφορών σίγησης, καθιστώντας τη γονιδιακή σίγηση (ή RNA 

σίγηση ή RNAi) τον πιο ταχέως αναπτυσσόµενο τοµέα της µοριακής βιολογίας. 

 

1.1.4  RNA σίγηση στα φυτά: το παρόν 

Σήµερα πολλές λεπτοµέρειες του µηχανισµού της σίγησης έχουν διαλευκανθεί. 

Είναι γνωστό ότι έκφραση διαγονιδίων αλλά και ενδογονιδίων, συνθήκες 

βιοτικής/αβιοτικής καταπόνησης, δραστηριότητα µεταθετών στοιχείων και µολύνσεις 

από παθογόνα (ιοί, ιοειδή, βακτήρια) έχουν ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του 

RNAi (Vaucheret, 2006 & 2008). Πληθώρα πρωτεϊνών έχουν ταυτοποιηθεί ως οι 

κύριοι τελεστές του µηχανισµού αυτού µεταξύ των οποίων: α) οι AGO πρωτεΐνες που 

προσδένουν το µικρό δίκλωνο RNA µόριο το οποίο καθοδηγεί το σύµπλοκο RISC 

στην αλληλουχία στόχο, β) οι RNA-εξαρτώµενες-RNA-πολυµεράσες (RNA-

dependent-RNA-polymerases, RDRPs) οι οποίες αντιγράφουν τα µικρά RNA 

ενισχύοντας το σήµα της σίγησης, γ) Τέσσερα ένζυµα τύπου Dicer, τα οποία 

διαθέτουν ενεργότητα RNάσης-ΙΙΙ. ∆ιαφορετικά µέλη των οικογενειών αυτών 

κατέχουν διακριτούς ρόλους στα  ακόλουθα ενδογενή µικρά RNA µονοπάτια σίγησης 

(επισκοπούνται στην εικόνα 1.1):  

• Το ενδογενές µονοπάτι των µικρών RNAs (microRNAs, miRNAs),  

• Το εξωγενές µονοπάτι των «βραχέων» παρεµβαλόµενων RNAs (short-

interferring RNAs, siRNAs),  

• Το µονοπάτι της trans δράσης των βραχέων παρεµβαλόµενων RNAs (trans-

acting siRNAs, ta-siRNAs),  

• Το µονοπάτι των φυσικών αντινοηµατικών (natural-antisense siRNA nat-

siRNAs) βραχέων παρεµβαλόµενων RNAs και τέλος,  

• Το µονοπάτι της RNA‐εξαρτώµενης µεθυλίωσης του DNA (RNA-directed 

DNA Methylation, RdDM).  
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Εκτός των ενδογενών πρωτεϊνών που έχουν χαρακτηρισθεί και συµµετέχουν 

στην εδραίωση του µηχανισµού, έχουν χαρακτηρισθεί και αρκετές πρωτεΐνες που τον 

στοχεύουν για καταστολή. Έχουν βρεθεί τόσο ενδογενείς όσο και εξωγενείς 

καταστολείς της σίγησης, µε τους δεύτερους να κωδικοποιούνται κυρίως από 

φυτικούς ιούς που στοχεύονται από τον µηχανισµό. Η ανακάλυψη των ιικών 

καταστολέων αποδεικνύει το σηµαντικό ρόλο που κατέχει η σίγηση τόσο στα φυτά, 

όπου αποτελεί και αναπόσπαστο τµήµα της άµυνας των φυτικών οργανισµών, αλλά 

και σε όλους τους ευκαρυώτες. 

 

Εικόνα 1.1: Ενδογενή µικρά RNA µονοπάτια στο φυτό Arabidopsis 
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Εικόνα 1.1: Ενδογενή µικρά RNA µονοπάτια στο φυτό Arabidopsis  

 (a) microRNA (miRNA) µονοπάτι. Τα miRNAs δηµιουργούνται από την µεταγραφή µη 

κωδικών miRNA γονιδίων από την RNA II πολυµεράση. Τα πρώϊµα miRNAs 

δηµιουργούν δοµές φουρκέτας οι οποίες δρουν στο πρωτεϊνικό σύµπλεγµα DCL1-

HYL1-SE. Η DDL πρωτεΐνη είναι γνωστό ότι εµπλέκεται στο σχηµατισµό των πρώιµων 

miRNA (pre-miRNA). Το DCL1-HYL1 σύµπλεγµα πρωτεϊνών µετατρέπει τα pre-

miRNA στα τελικά miRNAs µεγέθους έως 21 νουκλεοτιδίων. Τα δίκλωνα miRNA 

(miRNA:miRNA) µεθυλιώνονται στο 3’ άκρο τους από την HEN1. Αυτά τα 

µεθυλιωµένα πια miRNAs µεταφέρονται στο κυτταρόπλασµα από ένα οµόλογο, HASTY 

(HST). Το ώριµο miRNA ενσωµατώνεται στο σύµπλεγµα RISC (RNA-Induced 

Silencing Complex), το οποίο περιλαµβάνει την πρωτεΐνη AGO1 protein. Το σύµπλοκο 

RISC προσλαµβάνεται στο γονίδιο-στόχο στη θέση όπου υπάρχει συµπληρωµατικότητα 

αλληλουχίας, στη συνέχεια η πρωτεΐνη AGO1 καταστέλλει την γονιδιακή έκφραση είτε 

µε αποδόµηση του mRNA είτε µέσω καταστολής της µετάφρασης. (b) Το µονοπάτι των 

µικρών trans-RNA παρεµβολής, ta-siRNA (Small Interfering RNA). Με την δηµιουργία 

των πρόδροµων TAS ενεργοποιούνται συγκεκριµένα miRNAs διάσπασης αυτών. Το 

αποτέλεσµα της διάσπασης είναι η δηµιουργία 5 µικρών κλασµάτων (στην περίπτωση 

των TAS1a-c και των TAS2) ή 3 µικρών κλασµάτων (στην περίπτωση του TAS3), τα 

οποία λειτουργούν ως πρότυπο για τον σχηµατισµό ενός µεγάλου δίκλωνου µορίου RNA 

(dsRNA) µέσω της ταυτόχρονης δράσης της RDR6 και της SGS3. Τα µεγάλα αυτά 

δίκλωνα µόρια, dsRNAs, αναγνωρίζονται από το σύµπλοκο DCL4-DRB4, τεµαχίζονται 

(dice) σε µικρότερα κοµµάτια των 21 νουκλεοτιδίων το καθένα και µεθυλιώνονται από 

την HEN1. Τέλος, τα ta-siRNAs ενσωµατώνονται µε τη σειρά τους στο σύµπλοκο RISC 

και µε την δράση πρωτεϊνών όπως η AGO7 (στην περίπτωση του TAS3) ή η AGO1 

(στην περίπτωση των TAS1 και 2), συµµετέχουν στη αποδόµηση mRNA-στόχων. (c) 

Μονοπάτι της δηµιουργίας siRNA από φυσικά µεταγραφήµατα αντινοήµατος, nat-

siRNA (natural antisense transcript-derived siRNA). Τα φυσικά µεταγραφήµατα 

αντινοήµατος παράγονται αναδιπλωµένες περιοχές των δίκλωνων µορίων RNA 

(dsRNA) µέσω της δράσης της πολυµεράσης II (Pol II). Τα dsRNAs µετατρέπονται σε 

µικρά siRNAs µέσω της δράσης ενζύµων όπως η DCL1 και/ή η DCL2, τα οποία 

στοχεύουν µεταγραφήµατα αντινοήµατος µέσω ενός µη αναγνωρισµένου συστήµατος 

AGO πρωτεϊνών οι οποίες περιλαµβάνονται στο σύµπλοκο RISC. Η ταυτόχρονη δράση 

των RDR6-SGS3, µαζί µε την πολυµεράση IV (Pol IV), σχηµατίζουν µια ενισχυµένη 

λούπα ώστε να δηµιουργήσουν περισσότερα nat-siRNAs, τα οποία επάγουν την 
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αποδόµηση των µεταγραφηµάτων αντινοήµατος. (d) Μονοπάτι της δηµιουργίας 

ετεροχρωµατινικών siRNA (hc-siRNA). Η µεταγραφή περιοχών ετεροχρωµατίνης ή 

επαναλαµβανόµενων περιοχών ή και τρασποζονίων από την δράση τησ πολυµεράσης II 

και της πολυµεράσης IV έχει ως αποτέλεσµα τον σχηµατισµό µιας µονής αλυσίδας RNA 

(ssRNA), η οποία µετατρέπεται σε δίκλωνο µόριο RNA µέσω της δράσης της RDR2. Τα 

δίκλωνα αυτά µόρια µετασχηµατίζονται κατά κύριο λόγο σε µεγάλα hc-siRNAs, 

µεγέθους 24 νουκλεοτιδίων µετά τη δράση της DCL3. Στη συνέχεια αυτά τα siRNAs 

των 24 νουκλεοτιδίων συνδέονται µε την AGO4 ή την AGO6 ή την AGO9 µέσω ενός 

πρωτεϊνικού αντάπτορα, KTF1, µε σκοπό τον σχηµατισµό συµπλόκου το οποίο άµεσα ή 

έµµεσα προσλαµβάνει πρωτεΐνες εµπλεκόµενες στον σχηµατισµό ετεροχρωµατίνης 

όπως είναι οι DRM2, DRD1, and DMS3, µε τελικό στόχο συγκεκριµένες hc-siRNA 

περιοχές. (e) το µονοπάτι της δηµιουργία των µεγάλων siRNA (lsiRNA). Τα lsiRNAs 

προέρχονται από την δράση της  DCL1 σε κωδικές ή µη κωδικές γονιδιωµατικές 

περιοχές, σε αναδιπλωµένες περιοχές µεταγραφηµάτων αντινοήµατος, ή δίκλωνα µόρια 

RNA µέσω της δράσης της πολυµεράσης IV και των RDRs. Τα lsiRNAs µεθυλιώνονται 

από το HEN1 και καταστέλλουν την έκφραση γονιδίων στόχων καθοδηγώντας τη 

αποµάκρυνση της καλύπτρας στο αγγελιοφόρα RNA από την DCP2 (decapping 2) και 

την VCS (Varicose) καθώς και την 5’-3’ RNA αποδόµηση που συντελείται από την 

εξω-ριβονουκλεάση (exoribonuclease) XRN4 (Προσαρµογή σε σχέδιο από την 

ανασκόπησης των Katiyar-Agarwal και Hailing Jin, 2010). 

 

1.2 Φυτοπαθογόνα βακτήρια 

1.2.1 Γενικά 

 Περισσότερα από 1600 είδη βακτηρίων είναι γνωστά. Η µεγάλη πλειονότητα 

αυτών είναι αυστηρά σαπροφυτικά. Αρκετά προκαλούν ασθένειες στους ανθρώπους 

και περίπου 100 είδη προκαλούν ασθένειες στα φυτά. Αρκετά από αυτά είναι 

ευκαιριακά σαπρόφυτα και µπορούν εύκολα να καλλιεργηθούν σε τεχνητά θρεπτικά 

µέσα. Όµως µερικά είναι ακόµα δύσκολο να καλλιεργηθούν σε θρεπτικά υλικά και 

για κάποια αυτό δεν έχει επιτευχθεί ακόµη. Τα βακτήρια ποικίλουν σε σχήµα και 

µέγεθος, άλλα είναι ευκίνητα (µέσω µαστιγίων) ενώ άλλα είτε µετακινούνται µε 

κινήσεις ολίσθησης (swarming), είτε δεν µπορούν να µετακινηθούν µόνα τους 

(στερούνται µαστιγίων και ινιδίων). Τα περισσότερα πολλαπλασιάζονται µε απλή 
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διαίρεση και µπορούν να αυξήσουν τους πληθυσµούς τους µε γεωµετρική κλίµακα. 

Οι ασθένειες στα φυτά από βακτήρια προκύπτουν σε θερµές και υγρές συνθήκες, 

παρατεταµένη περίοδος των οποίων µπορεί να οδηγήσει σε επιδηµία.  

 Οι Ψευδοµονάδες (Pseudomonas sp.) είναι ευθείες ή καµπυλωµένες ράβδοι, 

από 0.5-1 µέχρι 1.5-4 µικρόµετρα. Κινούνται µε την χρήση ενός ή περισσοτέρων 

µαστιγίων. Πολλά είδη είναι κοινά σε γλυκό σε αλµυρό νερό αλλά και στο έδαφος. 

Τα περισσότερα παθογόνα είδη προσβάλλουν φυτά, ενώ λίγα προσβάλλουν ζώα ή 

ανθρώπους. Τα είδη που προσβάλλουν φυτά όταν αναπτυχθούν σε ένα µέσο χαµηλής 

περιεκτικότητας σε σίδηρο, διαφοροποιούν σιδηροφορείς, οργανίδια για την 

αποδοτικότερη απορρόφηση σιδήρου, τα οποία περιέχουν κιτρινοπράσινες, διάχυτες 

φθορίζουσες χρωστικές. Ο κυριότερος εκπρόσωπος του γένους είναι το είδος 

Pseudomonas syringae, του οποίου τα στελέχη εξειδικεύονται σε διαφορετικά φυτικά 

είδη και οµαδοποιούνται ως παθότυποι (παθοποικιλίες), ενώ περαιτέρω εξειδίκευση 

ως προς τις ποικιλίες του είδους-ξενιστή τα κατατάσσει σε διαφορετικές (παθογόνες) 

φυλές.      

 

1.2.2 Το φυτοπαθογόνο βακτήριο Pseudomonas syringae pv. tabaci 

 Το παθογόνο Pseudomonas syringae pv. tabaci προκαλεί κηλίδωση των 

φύλλων (εικόνα 1.2). Το βακτήριο παράγει µία φθορίζουσα χρωστική και µια ισχυρή 

τοξίνη, την καπνοτοξίνη της οποίας ποσότητα 50µg είναι ικανή να προκαλέσει 

κηλίδωση σε φύλλο καπνού απουσία βακτηρίου. Η προκαλούµενη ασθένεια, που 

µπορεί να εκδηλωθεί από το σπορείο, προκαλεί τυπικές χλωρωτικές κηλίδες στο 

κέντρο των οποίων ο ιστός νεκρώνεται και περιβάλλεται από κίτρινη άλω. Ευνοείται 

όταν ο καιρός είναι βροχερός, ζεστός και µε ανέµους. Προσβάλει τον καπνό και 

ορισµένα στελέχη του το φυτό-µοντέλο Arabidopsis thaliana. Το παθογόνο επιβιώνει 

κυρίως  στο σπόρο αλλά και στα υπολείµµατα καλλιέργειας ή ακόµη και ως 

σαπρόφυτο σε άλλα φυτά µεγάλης καλλιέργειας. Μετά την επαφή µε τον ξενιστή τα 

βακτήρια επιβιώνουν επιφυτικά στα φύλλα και σε δεύτερο χρόνο εισέρχονται από 

ασυνέχειες της επιδερµίδας (πληγές ή στοµάτια) στον αποπλάστη, τον εξωκυττάριο 

χώρο που σχηµατίζεται µεταξύ των κυτταρικών τοιχωµάτων. Το βακτήριο εισέρχεται 

σε βιοτροφική φάση αλληλεπιδρώντας µε τα φυτικά κύτταρα, µε τρεις πιθανές 

εκβάσεις: 
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 α) ∆ιαµεµβρανικοί υποδοχείς του ξενιστή αναγνωρίζουν  συντηρηµένα µόρια, 

κυρίως πρωτεϊνικής φύσεως, του βακτηρίου (PAMPs: Pathogen associated molecular 

patterns) ενεργοποιώντας ένα µη εξειδικευµένο µηχανισµό άµυνας (PTI: PAMP-

triggered-immunity).    

β) Ειδικές πρωτεΐνες του παθογόνου, γνωστές ως τελεστές ή πρωτεΐνες παθογένειας 

(effectors) µεταφέρονται διοργανισµικά µέσω του εκκριτικού συστήµατος τύπου ΙΙΙ 

των βακτηρίων και παρεµποδίζουν, ανταγωνίζονται ή καταστέλλουν την αναγνώριση 

των PAMPs και συνεπώς το πρώτο επίπεδο σηµατοδότησης της άµυνας καθιστώντας 

το βακτήριο µολυσµατικό. 

γ) Εξειδικευµένες πρωτεΐνες, ανθεκτικότητας (R:Resistance), του  ξενιστή 

αναγνωρίζουν  συγκεκριµένες πρωτεΐνη/ες τελεστές σηµατοδοτώντας την επαγώµενη 

από τελεστές ανθεκτικότητα (ΕΤΙ: effector triggered immunity). H άµυνα αυτή µε τη 

σειρά της µπορεί να κατασταλεί από φυτοπαθογόνα στελέχη που φέρουν επιπλέον 

τελεστές οι οποίοι καταστέλλουν την ETI, συνήθως µε πολυεπίπεδη δράση. Ένας από 

τους µηχανισµούς του ξενιστή που στοχεύουν οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες είναι και ο 

µηχανισµός της RNA σίγησης (Navarro et al., 2014).       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2: Κηλιδώσεις στα φύλλα καπνού µετά από προσβολή από το 

Pseudomonas syringae pv.tabaci 
(πηγή:http://www.insectimages.org/images/768x512/1440020.jpg). 
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1.2.3 Σκοπός της εργασίας 

 Σκοπός της πρώτης ενότητας της παρούσας µελέτης είναι ο έλεγχος του ρόλου 

της RNA σίγησης του φυτού στην αλληλεπίδραση µεταξύ ξενιστού-παθογόνου και 

συγκεκριµένα του φυτού Νicotiana benthamiana και του φυτοπαθογόνου βακτηρίου 

Pseudomonas syringae pv. tabaci. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν 

διαγονιδιακά φυτά Nicotiana benthamiana στα οποία είχε ανασταλεί ξεχωριστά ή σε 

συνδυασµό η έκφραση βασικών πρωτεϊνών ρυθµιστών της RNAi. 

Πραγµατοποιήθηκαν µολύνσεις µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο Pseudomonas 

syringae pv. tabaci. Ακολούθησε φαινοτυπική παρατήρηση της εξέλιξης των 

συµπτωµάτων της µόλυνσης και σε όποιες διαγονιδιακές σειρές παρουσιάστηκε 

αυξηµένη ευπάθεια σε σύγκριση µε το µάρτυρα, πραγµατοποιήθηκαν πληθυσµιακές 

αναλύσεις σε 3 επαναλήψεις και τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Τα αποτελέσµατα των 

επαναλήψεων ήταν συγκρίσιµα και αποκάλυψαν όχι µόνο αυξηµένους -σε στατιστικά 

σηµαντικό βαθµό - πληθυσµούς βακτηρίων έναντι του µάρτυρα, αλλά και πως 

συγκεκριµένες γονιδιακές σιγήσεις γονιδίων που σχετίζονται µε το µηχανισµό της 

σίγησης έχουν επίδραση στην εκδήλωση της άµυνας του φυτού σε σηµείο που να 

επιδρούν στο εύρος των ξενιστών του. 

1.3 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

1.3.1 Καλλιέργεια των βακτηρίων 

 Το βακτήριο που χρησιµοποιήθηκε (βλ. Πίνακα 1.1), καλλιεργήθηκε σε 

θρεπτικό υπόστρωµα Luria Broth (LB). Τα θρεπτικά υποστρώµατα 

χρησιµοποιήθηκαν είτε σε υγρή είτε σε στερεά µορφή για τη διατήρηση των 

καλλιεργειών για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα στο ψυγείο. Η διαφορά στην 

παρασκευή µεταξύ των υγρών και στερεών υποστρωµάτων ήταν η προσθήκη 1.5% 

άγαρ.  

 

Πίνακας 1.1 Φυτοπαθογόνο βακτήριο που χρησιµοποιήθηκε 

Είδος Στέλεχος Παραποµπή Φυτό που µολύνθηκε  

Pseudomonas 

syringae pv. tabaci 
2124 

Εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας, 

Τµήµα Βιολογίας 

Πανεπιστηµίου 

Κρήτης 

Nicotiana benthamiana  
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Το βακτήριο Pta διατηρήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα Nutrient agar (NA 2,8%, 

Nutrient broth l
-1 

Oxoid ltd.). Τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαµο, 

στους 28
o 

C υπό σκοτάδι για 48h. Το θρεπτικό µέσο περιείχε ειδικό µυκητοστατικό, 

cycloheximide, για την αποφυγή µολύνσεων του θρεπτικού από µύκητες και ζύµες.  

Για την διαδικασία της µόλυνσης των φυτών χρησιµοποιήθηκαν υγρές 

καλλιέργειες του βακτηρίου σε θρεπτικό µέσο LB. Οι υγρές καλλιέργειες 

τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαµο µε ανάδευση στους 28
o 

C υπό σκοτάδι, o/n 

(overnight). 

Επιπλέον, το βακτήριο αναπτύχτηκε σε στερεό θρεπτικό µέσο King's B ώστε να 

σιγουρευτούµε πως δουλεύουµε µε το σωστό βακτήριο. Όπως ήδη αναφέραµε οι 

ψευδοµονάδες όταν βρεθούν σε περιβάλλον µε χαµηλά επίπεδα σιδήρου φθορίζουν. 

Το θρεπτικό µέσο King's B είναι κατάλληλο για την επαγωγή της φθορίζουσας αυτής 

ιδιότητας του βακτηρίου καθώς η περιεκτικότητα σε σίδηρο είναι χαµηλή και τα 

βακτήρια διαφοροποιούν ειδικά οργανίδια (σιδηροφορείς) για την πρόσληψη του τα 

οποία φθορίζουν σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Ο φθορισµός γίνεται αντιληπτός 

µετά την έκθεση του τρυβλίου σε λάµπα UV για λίγα δευτερόλεπτα. 

Η διαδικασία παρασκευής των θρεπτικών διαλυµάτων είναι η εξής: 

� Ζύγιση της κατάλληλης ποσότητας των συστατικών του κάθε θρεπτικού 

σύµφωνα µε την συνταγή που δίνεται στον πίνακα 1.2. 

� Ακολουθεί ανάδευση µε κατάλληλο όγκο απιονισµένου νερού σε beaker του 1 

λίτρου. 

� Μετά την ανάδευση, το διάλυµα µοιράζεται σε γυάλινα δοχεία των 200ml τα 

οποία τοποθετούνται στον κλίβανο για αποστείρωση. Με την αποστείρωση 

επιτυγχάνεται η αποφυγή ανάπτυξης µικροοργανισµών στο θρεπτικό διάλυµα. 

 

Πίνακας 1.2. Συστατικά θρεπτικών µέσων καλλιέργειας παθογόνων βακτηρίων 

King's B pH=7.2 Nutrient Agar Συνταγή LB 

Protease peptone (No 3) 20g Nutrient broth 8g LB Broth Base 20g 

KΗ2PO4 1,5g Bacto-Agar 18g dH2O µέχρι 1L 

MgSO4*7H2O 1,5g Cycloheximide 2ml 

Glycerol 10 ml dH2O µέχρι 1L 

Άγαρ 18g 

dH2O µέχρι 1L 
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1.3.2 Τεχνητή µόλυνση φυτών µε βακτήρια 

 Για την παραγωγή του µολύσµατος ακολουθήθηκε η εξής  διαδικασία: 

Βακτηριακό αιώρηµα από υγρή καλλιέργεια στο στάδιο της στατικής φάσης 

φυγοκεντρήθηκε στις 4000 στροφές ανά λεπτό για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο 

απορρίφθηκε και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε ίσο όγκο διαλύµατος 10mM MgCl2. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση του αιωρήµατος, απόρριψη του υπερκείµενου και 

επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος σε ίσο όγκο 10mM MgCl2. Κατόπιν το αιώρηµα 

αραιώθηκε µέχρι περίπου 0,12 οπτική πυκνότητα (Optical Density –O. D.) στα 

600nm, µετρούµενη σε φωτόµετρο (NanoPhotometer® P-Class, P330, IMPLEN). Το 

σύνολο της διαδικασίας από τις πλύσεις των βακτηρίων έως και την τελική µόλυνση 

διήρκησε λιγότερο από 45 λεπτά, για τη µεγιστοποίηση της βιωσιµότητας των 

βακτηρίων. 

 

 

1.3.3  Φωτοµέτρηση 

 Για να µετρήσουµε την ένταση µιας επιλεγµένης συχνότητας ακτινοβολίας 

χρησιµοποιούµε το φωτόµετρο ή φασµατοφωτόµετρο. Το πρώτο τµήµα του 

φασµατοφωτόµετρου αποτελείται από την πηγή παραγωγής ακτινοβολίας. Το 

δεύτερο τµήµα είναι αυτό που διαχωρίζει το επιθυµητό µήκος κύµατος (συχνότητα) 

από τα υπόλοιπα που παράγει η πηγή, παρέχοντας έτσι στο τρίτο µέρος 

µονοχρωµατική ακτινοβολία. Το τρίτο είναι αυτό που τοποθετείται το προς µέτρηση 

δείγµα και το τελευταίο είναι ο µετρητής της ακτινοβολίας που τελικά «περνά» (δεν 

απορροφάται) από το δείγµα. 

� Οδηγίες χρήσης φασµατοφωτόµετρου: 

 

1. Μηδενίζουµε το όργανο µετρώντας αέρα. 

2. Μετράµε το τυφλό µας διάλυµα. Το τυφλό διάλυµα είναι αυτό που 

περιέχει όλες τις ουσίες του µετρούµενου διαλύµατος (διαλύτη, 

αντιδραστήρια) εκτός από την µετρούµενη ουσία (δείγµα). 

3. Μηδενίζουµε ξανά το όργανο. 

4. Μετράµε την απορρόφηση της πρότυπης ουσίας Απροτύπου. Η πρότυπη 

ουσία είναι δείγµα παρόµοιο µε αυτό που θέλουµε να µετρήσουµε και το 

οποίο περιέχει την ουσία σε συγκεκριµένη γνωστή συγκέντρωση 
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Cπροτύπου. Η µέτρηση της απορρόφησης του είναι απαραίτητη για τον 

υπολογισµό της άγνωστης συγκέντρωσης.  

5. Μετράµε την απορρόφηση του δείγµατος µας Αδείγµατος. 

6. Η άγνωστη συγκέντρωση του δείγµατος Cδείγµατος υπολογίζεται από τον 

τύπο: 

 

 

Τα φυτά παρέµειναν στο θερµοκήπιο καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος υπό 

ελεγχόµενες συνθήκες (θερµοκρασία περίπου 26
ο
C και υψηλή σχετική υγρασία) που 

ευνοούν ιδιαίτερα την µόλυνση και την ανάπτυξη των βακτηρίων. 

 

1.3.4  ∆ιαδικασία µόλυνσης των φυτών 

 H µόλυνση των φυτών έγινε µε έγχυση του εναιωρήµατος από την κάτω 

φυλλική επιφάνεια του φύλλου µε χρήση σύριγγας. Για να εξασφαλιστεί ότι όλα τα 

φύλλα που µολύνθηκαν έλαβαν ισόποσο εναιώρηµα, έγινε οριοθέτηση συγκεκριµένης 

επιφάνειας µε µαρκαδόρο η οποία αντιστοιχεί σε συγκεκριµένο όγκο φυλλικού 

παρεγχύµατος. Η ολοκλήρωση της κάλυψης του όγκου αυτού µε εναιώρηµα έγινε 

µέσω οπτικής παρατήρησης. 

Οι χειρισµοί που έγιναν ήταν 9 συνολικά και είναι οι εξής: 

1. Άγριου τύπου Nicotiana benthamiana (Wild Type, WT) 

2. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 1 

3. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 2 

4. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 3 

5. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 4 

6. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 5 

7. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 6 

8. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 7 

9. Γενετική τροποποίηση Nicotiana benthamiana 8 

 Σε κάθε χειρισµό χρησιµοποιήθηκαν 2 φυτά για επανάληψη, και σε κάθε φυτό 

πραγµατοποιήθηκαν µολύνσεις σε 3 πλήρως αναπτυγµένα φύλλα. Έτσι, στο τέλος 

είχαµε 6 επαναλήψεις για κάθε χειρισµό. Οι µετρήσεις βαθµονοµήθηκαν µε βάση µια 

Cδείγµατος= Αδείγµατος / Απροτύπου * χCπροτύπο 
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κλίµακα από 0 µέχρι 10, όπου 0 είναι ένα ασυµπτωµατικό φύλλο, 1-2 διαβαθµίσεις 

είναι ένα ελαφρώς µολυσµένο φύλλο, 3-4 διαβαθµίσεις µετρίως µολυσµένο φύλλο 

που παρουσιάζει υδαρή κηλίδα, και 5-7 διαβαθµίσεις είναι ένα έντονα µολυσµένο 

φύλλο σε πρώιµο στάδιο ξήρανσης, ενώ 7-10 διαβαθµίσεις είναι βαρέως µολυσµένο 

φύλλο σε τελική ξήρανση που παραµένει ξηρό ή αποκόπτεται από το φυτό. Η ένταση 

των συµπτωµάτων της µόλυνσης και, κατά συνέπεια και η βαθµονόµηση, έγινε µε 

βάση τα οπτικά συµπτώµατα και το µεταχρωµατισµό των φύλλων. Οι παρατηρήσεις 

ξεκίνησαν από την µέρα της µόλυνσης, ενώ τα συµπτώµατα αναπτύχθηκαν εµφανώς 

από την τρίτη µέρα µετά την µόλυνση και οι παρατηρήσεις τελείωσαν 2 εβδοµάδες 

αργότερα. 

 

1.3.5  Πληθυσµιακή ανάλυση 

 Η πληθυσµιακή ανάλυση είναι µια παράλληλη διαδικασία του παραπάνω 

πειράµατος. Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µέχρι το σηµείο της εφαρµογής του 

µολύσµατος. Η βασική διαφορά είναι στον τρόπο µέτρησης των αποτελεσµάτων. Στη 

συγκεκριµένη περίπτωση πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις βακτηριακών αποικιών σε 

τρυβλία µε θρεπτικό υπόστρωµα που περιείχε κατάλληλα αντιβιοτικά για την 

παρεµπόδιση σαπρόφυτων και µυκήτων και επέτρεπε τη µορφολογική αναγνώριση 

των αποικιών (χαρακτηριστική υπόλευκη εµφάνιση στην περίπτωση της 

Ψευδοµονάδας). Σε κάθε δειγµατοληψία παρελήφθησαν 2 φυλλικοί δίσκοι σταθερής 

διαµέτρου (9mm) από κάθε φύλλο, συνήθως ανά δύο ηµέρες. Κάθε δίσκος 

πολτοποιήθηκε ξεχωριστά σε 1ml αποστειρωµένο, απιονισµένο νερό ή MgCl2. Από 

αυτό το διάλυµα στην συνέχεια έγιναν δεκαδικές αραιώσεις (10
0
, 10

-2
, 10

-4
 κτλ.) Από 

κάθε αραίωση ελήφθησαν 100µl και επιστρώθηκαν σε τρυβλία µε Nutrient agar που 

περιείχαν κυκλοεξαµίδη µε γυάλινη ράβδο (plating). Στην συνέχεια τα τρυβλία 

επωάστηκαν για 48h σε σκοτεινό επωαστήρα στους 28
ο
C µέχρι να αναπτυχθούν οι 

βακτηριακές αποικίες. 
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1.4  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

1.4.1 Αποτελέσµατα παρατήρησης της εξέλιξης της µόλυνσης 

 Όπως ήδη έχουµε αναφέρει, στη παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε µόλυνση 

φυτών N. benthamiana, διαφόρων γενετικών τροποποιήσεων και αγρίου τύπου, µε το 

φυτοπαθογόνο βακτήριο Pta. Ακολούθησε παρατήρηση της µολυσµένης περιοχής 

µέχρι και τις 2 εβδοµάδες µετά την µόλυνση. Η πρώτη εµφάνιση των συµπτωµάτων 

έγινε την τρίτη ηµέρα µετά την µόλυνση των φυτών. Στην εικόνα 1.3 παρουσιάζονται 

αντιπροσωπευτικά συµπτώµατα για κάθε γενετική τροποποίηση αλλά και το φυτό 

αγρίου τύπου. Μπορούµε εύκολα να παρατηρήσουµε τα συµπτώµατα της µόλυνσης 

Pta στη φυλλική επιφάνεια όπου παρουσιάζεται αρχικά µια υδαρής κηλίδα στην 

περιοχή µόλυνσης εντός της οποίας ο ιστός προοδευτικά νεκρώνεται. Η περιοχή 

µόλυνσης περιβάλλεται από χλωρωτικό περιθώριο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3: Συµπτώµατα της µόλυνσης του φυτοπαθογόνου βακτηρίου Pta σε 

φυτά N. benthamiana διαφόρων γενετικών τροποποιήσεων (1-8) και αγρίου 

τύπου 

∆ιάγραµµα Α.1.4a: Βαθµονόµηση των συµπτωµάτων µετά τη µόλυνση φυτών N. 

benthamiana, από διαφορετικές τροποποιήσεις αλλά και αγρίου τύπου, µε το Pta. 
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 Μεταξύ των διαφόρων γενετικών τροποποιήσεων παρατηρείται διαφοροποίηση 

όσον αφορά την εκδήλωση των συµπτωµάτων της µόλυνσης. Πιο αναλυτικά, δίνονται 

τα αποτέλεσµατα της βαθµονόµησης των συµπτωµάτων στα διαγράµµατα Α.1.4a και 

Α.1.4b, βάση της κλίµακας που αναφέρεται στην παράγραφο 2.2.2.  

 Σε σχέση µε τη βαθµονόµηση των συµπτωµάτων µετά τη µόλυνση µε το Pta 

παρατηρούµε ότι στις 5 µέρες µετά τη µόλυνση, στις σειρές 3 και 8 η εξέλιξη των 

συµπτωµάτων είναι συγκρίσιµη σε σχέση µε τα φυτά αγρίου τύπου (wt). Στις σειρές 

1, 4 και 7 η εξέλιξη των συµπτωµάτων υστερεί σε σύγκριση µε τον µάρτυρα, ενώ 

στην σειρά 5 η ένταση των συµπτωµάτων είναι πιο έντονη από αυτή του µάρτυρα.  

 Στις 11 ηµέρες µετά την µόλυνση µε το παθογόνο τα αποτελέσµατα στις σειρές 

3 και 8 τροποποιούνται σε σχέση µε την 5
η
 µέρα και παρατηρείται ότι η ένταση των 

συµπτωµάτων είναι πιο έντονη σε σύγκριση µε τον µάρτυρα και είναι συγκρίσιµη µε 

την σειρά 5 που εξακολουθεί να είναι σε πιο υψηλά επίπεδα από αυτά του µάρτυρα. 

Στις σειρές 1, 4 και 6 τα συµπτώµατα εξακολουθούν να υστερούν σε ένταση σε 

σύγκριση µε τον µάρτυρα, σε αντίθεση µε την σειρά 7 όπου είναι συγκρίσιµα µε αυτά 

του µάρτυρα. Στις 22 ηµέρες µετά την µόλυνση ο ιστός στις περισσότερες 

περιπτώσεις παρουσιάζει συµπτώµατα τελικής νέκρωσης και η βαθµονόµηση δεν 

ήταν δυνατό να διαφοροποιηθεί σηµαντικά στις τροποποιηµένες σειρές σε σύγκριση 

µε το µάρτυρα. 
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 Συµπερασµατικά, µπορούµε να πούµε ότι η σειρά 5 παρουσιάζει συµπτώµατα 

εντονότερης µόλυνσης σε σύγκριση µε τον µάρτυρα κατα την εξέλιξη της ασθένειας. 

Ενώ στις σειρές 1, 4 και 6 τα συµπτώµατα υστερούν σε σύγκριση µε τον µάρτυρα. 

 

1.4.2 Αποτελέσµατα πληθυσµιακής ανάλυσης της µόλυνσης του 

Pseudomonas syringae pv. tabaci 

 Για να διερευνήσουµε αν αυτή η διαφοροποίηση στην εξέλιξη των 

συµπτωµάτων συνοδεύεται από µια διαφοροποίηση στην ανάπτυξη του παθογόνου 

στον αποπλαστικό χώρο του φύλλου, πραγµατοποιήθηκε πληθυσµιακή ανάλυση κατά 

την εξέλιξη της µόλυνσης για χρονικό διάστηµα 2 εβδοµάδων µετά την µόλυνση µε 

δειγµατοληψίες στις 0, 1, 4, 6, 8, 11, 13 και 22 ηµέρες. Φυλλικοί δίσκοι από την 

µολυσµένη περιοχή αποκόπηκαν µε τη βοήθεια φελλοτρυπητήρα (cork borer) ανά 

δυο µέρες, πραγµατοποιήθηκε οµογενοποίηση σε ρυθµιστικό διάλυµα MgCl2 για την 

εξαγωγή των βακτηρίων στη συνέχεια µικροποσότητα 100 µl από µια σειρά 

διαδοχικών αραιώσεων επιστρώθηκε σε τρυβλία µε θρεπτικό µέσο Nutrient agar 

(§1.3.1, Πίνακας 1.2).  

 Τα αποτελέσµατα της πληθυσµιακής ανάλυσης παρουσιάζονται στα 

διαγράµµατα 1.1 εως 1.8. Συνολικά συµπεραίνουµε πως υπάρχει διαφοροποίηση στην 

καµπύλη ανάπτυξης του παθογόνου σε κάποιες τροποποιήσεις και σε σχέση µε το 

µάρτυρα καθώς σε συγκεκριµένα χρονικά σηµεία δειγµατοληψίας οι πληθυσµοί 

διαφοροποιούνται. Μάλιστα παρατηρείται µεγάλη διαφοροποίσηση κατά την 4
 η

 µέρα 

µετά τη µολυνση και µετά την 11
η
 ηµέρα κατά τις οποίες ο πληθυσµός των 

βακτηρίων είναι σε στατική φάση και η αλληλεπίδραση του βακτηρίου µε τον 

ξενιστή εξελίσεται από το βιοτροφικό στο νεκροτροφικό στάδιο. 

 Πιο αναλυτικά, κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης του παθογόνου εντός 

του αποπλάστη του φυτικού ξενιστή υπάρχει διαφοροποίηση στη γενετική 

τροποποίηση 1 (διάγραµµα Α.1.5) σε σύγκριση µε το wt η οποία οδηγεί σε 

υψηλότερα επίπεδα πληθυσµού του κατά την 4
η
 µέρα µετά την µόλυνση οπότε και το 

παθογόνο µπαίνει σε στατική φάση. Στη συνέχεια, φαίνεται πως το παθογόνο 

συνεχίζει να βρίσκεται στη στατική φάση µέχρι την 11 ηµέρα αλλά και µετά από 

αυτήν σε αντίθεση µε την περίπτωση του µάρτυρα όπου ξεκινάει για το παθογόνο η 

φάση θανάτου και µειώνονται σηµαντικά τα επίπεδά του. 
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 Στη γενετική τροποποίηση 2 (διάγραµµα Α.1.6) υπάρχει µια ασαφής 

διαφοροποίηση κατά την εκθετική ανάπτυξη του παθογόνου στον ξενιστή σε σχέση 

µε τον µάρτυρα µε στατιστικά σηµαντικότερα υψηλότερους πληθυσµούς τόσο στην 

ηµέρα 1 όσο και στην ηµέρα 4 κατά την οποία το παθογόνο µπαίνει στην στατική 

φάση και στις δυο περιπτώσεις. Στη συνέχεια, παροµοίως µε την τροποποίηση 1, η 

στατική φάση του παθογόνου στην τροποποίηση 2 φαίνεται να διαρκεί περισσότερο 

χρόνο από αυτή στην περίπτωση του µάρτυρα. Στον µάρτυρα, σύµφωνα µε το 

διάγραµµα πληθυσµιακής ανάλυσης παρατηρείται πως από την 8
η
 το παθογόνο 

εξέρχεται από την στατική φάση και εισέρχεται στη φάση θανάτου, όπου τα επίπεδα 

του πληθυσµού πέφτουν κατακόρυφα. 

 

 

 

 

 

 

∆ιάγραµµα Α.1.5: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 

1 φυτού  N. benthamiana 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Στην τροποποίηση 3 (διάγραµµα Α.1.7) παροµοίως οι πληθυσµοί του 

παθογόνου είναι υψηλότεροι κατά την 4
η
 ηµέρα µετά την µόλυνση σε σύγκριση µε 

τον µάρτυρα. Παρατηρείται, επίσης, ότι το παθογόνο παραµένει για µεγαλύτερο 

χρονικό διάστηµα στη στατική φάση σε σύγκριση µε το wt και µόνο από την 13
η
 

ηµέρα και µετά φαίνεται να µειώνονται τα επιπέδα του πληθυσµού στην τροποποίηση 

3 όπου καταλαβαίνουµε πως ξεκινά η φάση θανάτου του παθογόνου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

∆ιάγραµµα Α.1.6: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 2 

φυτών N. benthamiana 

∆ιάγραµµα Α.1.73: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 3 

φυτών N. benthamiana 



26 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Την ίδια εικόνα µε την τροποποίηση 3, όσον αφορά την πορεία της µόλυνσης 

του Pta, παρουσιάζει και η τροποποίηση 4 στο διάγραµµα Α.1.8 αλλά και η 

τροποποίηση 5 στο διάγραµµα Α.1.9. Παρατηρείται πως οι πληθυσµοί του παθογόνου 

και για τις δυο τροποποιήσεις είναι υψηλότεροι την τέταρτη µέρα σε σύγκριση µε τον 

µάρτυρα ενώ το παθογόνο παραµένει στη στατική φάση µεγαλύτερο χρονικό 

διάστηµα µέχρι και την 13
η
 ηµέρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

∆ιάγραµµα Α.1.8: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 4 

φυτών N. benthamiana 

∆ιάγραµµα Α.1.9: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 5 

φυτών N. benthamiana 



27 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 Η καµπύλη ανάπτυξης στην γενετική τροποποίηση 6 (διάγραµµα Α.1.10) 

διαφέρει αισθητά καθ’όλη τη διάρκειά της σε σύγκριση µε τον µάρτυρα καθώς τόσο 

στην εκθετική φάση όσο και σ’όλη τη διάρκεια της στατικής φάσης, οι πληθυσµοί 

του βακτηρίου είναι σταθερά υψηλότεροι στην τροποποίηση 6 σε σύγκριση µε το wt. 

Αυτό είναι ιδιαιτέρως σηµαντικό καθώς οι πληθυσµοί των βακτηρίων εντός του 

φυτικού ιστού δεν συνάδουν µε την εξέλιξη των συµπτωµάτων της ασθένειας, όπου 

σύµφωνα µε την εικόνα Α.1.3 και το διάγραµµα Α.1.4a βλέπουµε πως η εξέλιξη των 

συµπτωµάτων της ασθένειας στην περίπτωση της τροποποίησης 6 υστερεί σε 

σύγκριση µε αυτή του µάρτυρα παρά τον αυξηµένο πληθυσµό των βακτηρίων. 

 Στην τροποίηση 7 (διάγραµµα Α.1.11) δεν παρατηρούµε σηµαντική 

διαφοροποίηση στην καµπύλη ανάπτυξης του παθογόνου σε σύγκριση µε το wt. Σε 

συνδυασµό µε την βαθµονόµηση των συµπτωµάτων του διαγράµµατος Α.1.4α αλλά 

και της εικόνα Α.1.3 µπορούµε να συµπεράνουµε ότι η τροποποίηση 7 εµφανίζει τα 

ηπιότερα συµπτώµατα σε σχέση µε τις υπόλοιπες τροποποιήσεις αλλά και µε το φυτό 

αγρίου τύπου καθώς όπως φαίνεται και από την πληθυσµιακή ανάλυση ο αριθµός του 

πληθυσµού του βακτηρίου είναι γενικά χαµηλός. Αντίθετα στην τροποποίηση 8 

(διάγραµµα Α.1.12) τα συµπτώµατα οµοιάζουν µε τις τροποποιήσεις 3-5 όπως 

ακριβώς και ο πληθυσµός του παθογόνου στον φυτικό ιστό αλλά µε µικρότερη 

διαφοροποίηση µεταξύ της τροποποίησης και του µάρτυρα. 

 

∆ιάγραµµα Α.1.10: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 6 

φυτών N. benthamiana 
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∆ιάγραµµα Α.1.11: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 7 

φυτών N. benthamiana 

∆ιάγραµµα Α.1.12: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Pta στην τροποποίηση 8 

φυτών N. benthamiana 
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1.5 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Συµπερασµατικά και συνδυάζοντας τα αποτελέσµατα τόσο των συµπτωµάτων 

της ασθένειας όσο και της πληθυσµιακής ανάλυσης µπορούµε να πούµε πως υπάρχει 

σαφής διαφοροποίηση τόσο στην εξέλιξη των συµπτωµάτων µετά τη µόλυνση µε το 

παθογόνο, το οποίο αντανακλά την ασθένεια, όσο και στους πληθυσµούς των 

παθογόνων στις περιπτώσεις κάποιων τροποποιήσεων και σε σύγκριση µε το wt. Τα 

αποτελέσµατα αυτά είναι πιο έντονα για τις περιπτώσεις της τροποποίησης 3 και της 

τροποποίησης 6 συνολικά και ιδιαίτερα στην τροποποίηση 6 παρατηρούµε ότι 

υπάρχει µία υστέρηση στην εµφάνιση των συµπτωµάτων. 

 Η καµπύλη ανάπτυξης στην γενετική τροποποίηση 6 διαφέρει αισθητά καθ' 

όλη τη διάρκεια της σε σύγκριση µε τον µάρτυρα καθώς τόσο στην εκθετική φάση 

όσο και σε όλη τη διάρκεια της στατικής φάσης, οι πληθυσµοί του βακτηρίου είναι 

σταθερά υψηλότεροι σε σύγκριση µε τον µάρτυρα. Αυτό είναι ιδιαιτέρως σηµαντικό 

καθώς οι πληθυσµοί των βακτηρίων εντός του φυτικού ιστού δεν συνάδουν µε την 

εξέλιξη των συµπτωµάτων της ασθένειας όπου βλέπουµε ότι η εξέλιξη των 

συµπτωµάτων της ασθένειας στην περίπτωση της τροποποίησης 6 υστερεί σε 

σύγκριση µε αυτή του µάρτυρα. Αυτό καταδεικνύει ότι η γενετική τροποποίηση 6 

έχει ένα αποτέλεσµα στη φυσιολογία του φυτού το οποίο του επιτρέπει να παραµένει 

ο ιστός του σε καλύτερη κατάσταση στην περιοχή µόλυνσης παρ' ότι η 

αλληλεπίδραση του φυτού µε το παθογόνο εξακολουθεί να είναι συµβατή και το 

παθογόνο αυξάνεται και µάλιστα σε ακόµα υψηλότερα επίπεδα σε σύγκριση µε αυτά 

του µάρτυρα. Είναι πιθανό αυτό να οφείλεται στο ότι το παθογόνο παραµένει για 

περισσότερο χρονικό διάστηµα σε βιοτροφική φάση στο ξενιστή καθώς τα επίπεδα 

των sRNA που ρυθµίζουν αρνητικά τα επίπεδα της αυξίνης είναι κατεσταλµένα στην 

περίπτωση της τροποποίησης 6 και η δράση συγκεκριµένων πρωτεινών παθογένειας 

που µεταβάλουν τα επίπεδα αυτών των sRNA είναι πιο αποτελεσµατική. Επίσης, 

είναι πιθανό τα µειωµένα επίπεδα των sRNA σε κάποιες από τις γενετικές 

τροποποιήσεις να επηρεάζουν τη ρύθµιση των υποδοχέων των PAMPs (Meyers et al., 

2013) και αυτό να οδηγεί σε τροποποίηση της σηµατοδότησης πρώτου επιπέδου και 

της ενεργοποίησης της βασική άµυνα (basal immunity) των φυτών, µεταβάλλοντας 

κατά συνέπεια την µολυσµατικότητα του Pta. 



30 

 

 Ιδιαιτέρως σηµαντικό είναι επίσης ότι το παθογόνο παραµένει, σε όλες τις 

γενετικές τροποποίησεις, στη στατική φάση περισσότερες µέρες απ' ότι στην 

περίπτωση του µάρτυρα όπου µετά την 8η µέρα µπαίνει σε φάση θανάτου, το οποίο 

µπορεί να αποτελεί συνέπεια της αλλαγής των επιπέδων της αυξίνης στα 

συγκεκριµένα φυτά.  
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ΜΕΡΟΣ 2
ο
  

«Ο ρόλος της οξειδάσης των πολυαµινών στις αλληλεπιδράσεις του φυτού 

Arabidopsis thaliana µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο Pseudomonas syringae 

pv tomato». 
 

2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

2.1.1 Το φυτό Arabidopsis thaliana 

 Το φυτό Arabidopsis thaliana είναι ένα µικρό φυτό-ζιζάνιο το οποίο ανήκει στα 

αγγειόσπερµα και συγκεκριµένα στην οικογένεια Brassicaceae όπου ανήκουν επίσης 

το ραδίκι και το λάχανο. Το συναντάµε σε περιοχές όπως η Ευρώπη, η Ασία και η 

Βορειοδυτική Αφρική. Είναι ετήσιο (σπάνια διετές φυτό) το οποίο µπορεί να φτάσει 

σε ύψος µέχρι τα 20-25cm.∆εν παρουσιάζει ιδιαίτερο αγρονοµικό ενδιαφέρον αλλά 

αποτελεί φυτό-µοντέλο και έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα για έρευνα στους τοµείς 

της Γενετικής και της Μοριακής Βιολογίας φυτών. Μερικά από τα χαρακτηριστικά 

που καθιστούν την Arabidopsis ως οργανισµό-µοντέλο είναι τα παρακάτω: 

1. Μικρής διάρκειας βιολογικό κύκλο (περίπου έξι εβδοµάδες). 

2. Μικρό µέγεθος γονιδιώµατος: 157 Mbp DNA 

κατανεµηµένα σε πέντε (5) χρωµοσώµατα. 

3. ∆ιαθέτει 27,000 γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για 

35,000 πρωτεΐνες. 

4. Έχει δυνατότητα µεταλλαξιγένεσης είτε µε 

ακτινοβολία είτε µε τη χρήση χηµικών. 

5. Εύκολη καλλιέργεια στο εργαστήριο σε περιορισµένο 

χώρο. 

6. Μικρό µέγεθος ώριµου φυτού. 

7. Παραγωγή µεγάλου αριθµού σπόρων ανά φυτό 

(περίπου 10,000). 
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2.1.2 Οι πολυαµίνες και ο ρόλος της οξειδάσης των πολυαµινών 

 Οι πολυαµίνες (PAs) είναι σηµαντικά µόρια για την ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση των φυτικών κυττάρων, ενώ υπάρχουν συνεχώς αυξανόµενες 

ενδείξεις και για τη συνεισφορά τους σε διαφόρους τύπους καταπονήσεων. Οι πλέον 

διαδεδοµένες PAs στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς είναι η Put, η Spd και η Spm, 

οι οποίες µπορεί να απαντούν σε τρεις µορφές, ∆ιαλυτές (S-PAs), ∆ιαλυτές-

Συζευγµένες (SH-PAs), και Αδιάλυτες-Συζευγµένες (PH-PAs) ενώ τα επίπεδά τους 

στα κύτταρα εξαρτώνται από πορείες λεπτής ρύθµισης βασιζόµενες στην πρόσληψη, 

στη βιοσύνθεση, στη µεταφορά και στο καταβολισµό. Ο καταβολισµός των PAs, 

πραγµατοποιείται από την οξειδάση των διαµινών (DAO), µε κύριο υπόστρωµα την 

Put και την οξειδάση των πολυαµινών (PAO), µε υπόστρωµα την Spd και την Spm. O 

ρόλος του καταβολισµού των PAs είναι σχεδόν άγνωστος, ενώ το µονοπάτι φαίνεται 

να έχει κάποιο αναπτυξιακό ρόλο, είτε µέσω των παραγώγων του όπως το H2O2, είτε 

µέσω της µείωσης των PAs. Το Η2Ο2 έχει σηµατοδοτικό ρόλο, επάγοντας είτε 

αµυντικές αποκρίσεις ή την καταστροφή του κυττάρου. Προκειµένου να διευκρινιστεί 

ο σηµατοδοτικός και ο φυσιολογικός ρόλος του παραγόµενου Η2Ο2, που παράγεται 

από το αποπλασµατικό ένζυµο PAO, η οµάδα του εργαστηρίου Φυσιολογίας, τµήµα 

Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης, κατασκεύασε γενετικά τροποποιηµένα φυτά 

(ΓΤΦ) Arabidopsis thaliana, που υπερεκφράζουν (S-pao) και υποεκφράζουν (A-pao) 

το γονίδιο pao από τον αραβόσιτο. Tα γενετικώς τροποποιηµένα φυτά παρουσιάζουν 

µειωµένα και αυξηµένα επίπεδα, αντίστοιχα, των ανώτερων PAs σπερµιδίνη (Spd) 

και σπερµίνη (Spm). Παρ’ όλα αυτά δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές στα 

επίπεδα του Η2Ο2 σε σχέση µε τα φυτά αγρίου τύπου (WT) σε φυσιολογικές 

συνθήκες ανάπτυξης. Το γεγονός αυτό οφείλεται σε επαγωγή της έκφρασης των 

γονιδίων, που επιτελούν την αντιοξειδωτική άµυνα των κυττάρων, ώστε να 

αποσβεστεί το επί πλέον Η2Ο2, που παράγεται από την οξείδωση των PAs. Αντίθετα, 

υπό την επίδραση παραγόντων καταπόνησης, που επάγουν την παραγωγή του Η2Ο2, ο 

προ-επαγµένος αντιοξειδωτικός µηχανισµός στα ΓΤΦ S-pao δεν ήταν σε θέση να 

αποσβέσει το επί πλέον Η2Ο2, µε αποτέλεσµα την επαγωγή του προγραµµατισµένου 

κυτταρικού θανάτου (programmed cell death, PCD) (Moschou, 2006, 2009).  

  Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παραπάνω έρευνας δείχθηκε πως η 

παραγωγή Η2Ο2 έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή έκφρασης αµυντικών γονιδίων, 

των οποίων η επαγωγή εξαρτάται από τα επίπεδα του παραγόµενου Η2Ο2. Πιο 
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συγκεκριµένα έδειξαν ότι σε βιοτικές καταπονήσεις, τα ΓΤΦ S-pao παρουσιάζουν 

αυξηµένη ανθεκτικότητα απέναντι στα βακτήρια, στους ωοµύκητες αλλά όχι στους 

ιούς. Η αυξηµένη ανθεκτικότητα των φυτών αυτών οφείλεται σε δύο παράγοντες:  

α) Στην επαγωγή των γονιδίων άµυνας εναντίων των παθογόνων και β) σε 

τροποποιήσεις του κυτταρικού τοιχώµατος, που εξαρτώνται από το Η2Ο2, ώστε να 

είναι τα φυτά λιγότερο ευπρόσβλητα, ενώ φαίνεται ότι το Η2Ο2 είναι απευθείας 

τοξικό για τα βακτήρια και τους ωοµύκητες. Η παραγωγή του Η2Ο2 εξαρτάται, στην 

περίπτωση της βιοτικής καταπόνησης, από την έξοδο στον αποπλάστη της Spm και 

όχι της Spd, όπως συµβαίνει κατά την αβιοτική καταπόνηση. Αντίθετα, τα A-pao δεν 

παρουσιάζουν ανάλογη αντίδραση και φαίνεται να είναι πιο ευαίσθητα σε 

καταπονήσεις από βακτήρια. Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της συγκεκριµένης 

έρευνας δείχνουν ότι η αποπλασµατική οξείδωση των PAs προκαλεί ευαισθησία στις 

αβιοτικές καταπονήσεις και ανθεκτικότητα στις βιοτικές (Moschou et al., 2006, 

2009). 

 

2.1.3 Το βακτήριο Pseudomonas syringae pv. tomato 

 To Pseudοmonas syringae pv. tomato είναι ένα ευρέως διαδεδοµένο 

βακτηριακό παθογόνο που προκαλεί ασθένειες σ' ένα µεγάλο εύρος, οικονοµικά 

σηµαντικών, φυτικών ειδών. Υποδιαιρείται σε περίπου 50 παθότυπους, καθένας από 

τους οποίους προκαλεί χαρακτηριστικά συµπτώµατα της ασθένειας και διακριτές 

εξειδικεύσεις ως προς τον ξενιστή (Young et al., 1996).  

 Προκαλεί την ασθένεια βακτηριακή στιγµάτωση της τοµάτας (bacterial spot 

disease). Η συγκεκριµένη ασθένεια αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1929 στην 

Ταϊβάν και είναι γνωστή στις Η.Π.Α. από το 1933. Στην Ελλάδα διαγνώστηκε για 

πρώτη φορά το 1971 από το Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό Ινστιτούτο στην περιοχή 

της Πρέβεζας και µετά σε πολλές περιοχές της Κρήτης.  Έγινε οικονοµικά σηµαντική, 

σε  παγκόσµια κλίµακα, από τα µέσα των 1970 (Jones et al., 1991). Το παθογόνο 

προσβάλλει τα στελέχη, τα φύλλα, τους µίσχους, τους ποδίσκους, τα σέπαλα και τους 

καρπούς (εικόνα 1.4). Στους βλαστούς και στους µίσχους των σύνθετων φύλλων 

εµφανίζονται κυκλικές κηλίδες χρώµατος βαθέως καστανού µέχρι µαύρου. Συχνά, 

ιδιαίτερα επί των νεαρών βλαστών σχηµατίζονται µαύρες, νεκρωτικές περιοχές οι 

οποίες συνενώνονται και εµφανίζονται σαν ενιαίες µολυσµένες περιοχές. Αρχικά 
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β

είναι επιφανειακές, αργότερα όµως η προσβολή επεκτείνεται µέσα στους ιστούς του 

φλοιού και των αγγείων και προκαλείται αποξήρανση. Στους καρπούς προκαλεί 

κυκλικές κηλίδες, επίπεδες ή ελαφρά βυθισµένες, µε σπογγώδη σύσταση, καστανού 

χρώµατος χωρίς άλω οι οποίες µπορούν να καλύψουν το ¼ ή και περισσότερο µέρος 

της επιφάνειας τους. Στο έλασµα των φύλλων η µόλυνση εκδηλώνεται µε τη µορφή 

νεκρωτικών, κυκλικών µέχρι γωνιωδών κηλίδων καστανού έως µαύρου χρώµατος οι 

οποίες περιβάλλονται από χλωρωτική άλω.  Όπως οι περισσότερες ασθένειες 

ευνοείται από δροσερό και υγρό καιρό. Προσβάλλει κυρίως την τοµάτα, την πιπεριά 

καθώς και έναν αριθµό ζιζανίων και ορισµένα στελέχη του προσβάλουν το φυτό 

µοντέλο Arabidopsis thaliana. Μεταδίδεται µε τον σπόρο και µε τα προσβεβληµένα 

υπολείµµατα της καλλιέργειας. Προσφάτως αποδείχτηκε ότι τα συγκεκριµένα 

βακτήρια πολλαπλασιάζονται στη βάση των τριχών του  υγιούς φύλλου τοµάτας και 

στη συνέχεια προκαλεί την ασθένεια (www.usda.gov).   

 

 

 

 

 

 

 

 

β) 

Εικόνα 1.4: Βακτηριακή στιγµάτωση σε φύλλα τοµάτας (α), σε καρπούς 
(β)και σε Αραβίδοψη µετά από προσβολή από το Psto(γ).  

 

α) 

γ) 
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2.1.4 Σκοπός της εργασίας 

 Σκοπός της δεύτερης ενότητας της πτυχιακής αυτής µελέτης είναι ο έλεγχος του 

ρόλου της οξειδάσης των πολυαµινών στις αλληλεπιδράσεις του φυτού Arabidopsis 

thaliana µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο Psto. 

 Για την επίτευξη του σκοπού αυτού µολύναµε φυτά Arabidopsis thaliana που 

υπερεκφράζουν (S-PAO) και υποεκφράζουν (A-PAO) το γονίδιο της οξειδάσης των 

πολυαµινών (PAO) µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο Psto, ώστε να διαπιστώσουµε την 

ύπαρξη ή µη ανθεκτικότητας των φυτών αυτών στο συγκεκριµένο βακτήριο και κατά 

συνέπεια την ενίσχυση ή µη του αµυντικού µηχανισµού των φυτών αυτών. 

 

2.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.2.1 Καλλιέργεια των βακτηρίων 

 Το βακτήριο που χρησιµοποιήθηκε (βλ. Πίνακα 1), καλλιεργήθηκε σε 

θρεπτικό υπόστρωµα Luria Broth (LB). Τα θρεπτικά υποστρώµατα 

χρησιµοποιήθηκαν είτε σε υγρή είτε σε στερεά µορφή για τη διατήρηση των 

καλλιεργειών για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα στο ψυγείο. Η διαφορά στην 

παρασκευή µεταξύ των υγρών και στερεών υποστρωµάτων ήταν η προσθήκη 1.5% 

άγαρ.  

Πίνακας 1. Φυτοπαθογόνο βακτήριο που χρησιµοποιήθηκε 

Είδος Στέλεχος 
Φυτό που 

µολύνθηκε 

Εργαστήριο 

αποµόνωσης/προέλευσης 

Pseudomonas 

syringae pv. 

tomato 

DC 3001 
Arabidopsis 

thaliana 

Ν. Σκανδάλης Προσωπική 

συλλογή 

Reference (Cuppels et al., 

1986) 

 

 Το Psto καλλιεργήθηκε σε υγρό θρεπτικό υπόστρωµα Luria Broth (LB), σε 

Nutrient Agar (NA)+cycloheximide και σε King's B(σε στερεά µορφή για να 

διατηρηθούν οι καλλιέργειες µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα στο ψυγείο). Οι συνταγές 

παρασκευής των θρεπτικών υποστρωµάτων εφαρµόστηκαν όπως αναγράφεται στον 

πίνακα 2 παρακάτω. 
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Πίνακας 2. Συστατικά θρεπτικών µέσων καλλιέργειας παθογόνων βακτηρίων 

King's B pH=7.2 Nutrient Agar Συνταγή LB 

Protease peptone (No 3) 20g Nutrient broth 8g LB Broth Base 20g 

KΗ2PO4 1,5g Bacto-Agar 18g dH2O µέχρι 1L 

MgSO4*7H2O 1,5g Cycloheximide 2ml 

Glycerol 10 ml dH2O µέχρι 1L 

Άγαρ 18g 

dH2O µέχρι 1L 

 

2.2.2 Τεχνητή µόλυνση φυτών µε βακτήρια 

 Για την παραγωγή του µολύσµατος ακολουθήθηκε η εξής  διαδικασία: 

Βακτηριακό αιώρηµα από υγρή καλλιέργεια στο στάδιο της στατικής φάσης 

φυγοκεντρήθηκε στις 4000 στροφές ανά λεπτό για 4 λεπτά. Το υπερκείµενο 

απορρίφθηκε και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε ίσο όγκο διαλύµατος 10 mM MgCl2. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση του αιωρήµατος, απόρριψη του υπερκείµενου και 

επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος σε ίσο όγκο 10 mM MgCl2. Κατόπιν το αιώρηµα 

αραιώθηκε µέχρι περίπου 0,12 οπτική πυκνότητα στα 600 nm, µετρούµενη σε 

φωτόµετρο. Ακολούθησαν διαδοχικές αραιώσεις για να καταλήξει η συγκέντρωση 

του µολύσµατος στην επιθυµητή. Το σύνολο της διαδικασίας από τις πλύσεις των 

βακτηρίων έως και την τελική µόλυνση διήρκησε λιγότερο από 45 λεπτά, για τη 

µεγιστοποίηση της βιωσιµότητας των βακτηρίων. 

 

2.2.3 ∆ιαδικασία µόλυνσης των φυτών 

 H µόλυνση των φυτών έγινε µε έγχυση του εναιωρήµατος από την κάτω 

φυλλική επιφάνεια του φύλλου µε χρήση σύριγγας. Η διάκριση των φύλλων που 

έχουν µολυνθεί µε αυτά που έχουν µε εκείνα που δεν µολύνθηκαν έγινε µε την χρήση 

µαρκαδόρου µπλε χρώµατος όπως φαίνεται στην εικόνα 1.5. Η ολοκλήρωση της 

κάλυψης του όγκου αυτού µε εναιώρηµα έγινε µέσω οπτικής παρατήρησης. 

 Οι χειρισµοί που έγιναν ήταν 3 συνολικά και είναι οι εξής: 

1. Άγριου τύπου Arabidopsis thaliana (Wild Type, WT) 

2. Arabidopsis thaliana µε υπερέκφραση του γονιδίου PAO (S-PAO) 

3. Arabidopsis thaliana µε υποέκφραση του γονιδίου PAO (Α-PAO) 
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2.2.4 Πληθυσµιακή ανάλυση 

 Η πληθυσµιακή ανάλυση είναι µια παράλληλη διαδικασία του παραπάνω 

πειράµατος. Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µέχρι το σηµείο της εφαρµογής του 

µολύσµατος. Η βασική διαφορά είναι στον τρόπο µέτρησης των αποτελεσµάτων. 

Αυτήν τη φορά έγιναν µετρήσεις βακτηριακών αποικιών σε τρυβλία µε θρεπτικό 

υπόστρωµα που περιείχε κατάλληλα αντιβιοτικά και συγκεκριµένα το αντιβιοτικό 

κυκλοεξαµίδη, για την παρεµπόδιση σαπρόφυτων και µυκήτων και επέτρεπε τη 

µορφολογική αναγνώριση των αποικιών (χαρακτηριστική υπόλευκη εµφάνιση στην 

περίπτωση της Ψευδοµονάδας). Σε κάθε δειγµατοληψία παρελήφθησαν 2 φυλλικοί 

δίσκοι σταθερής διαµέτρου (9mm) από κάθε φύλλο, συνήθως ανά δύο ηµέρες. Κάθε 

δίσκος πολτοποιήθηκε ξεχωριστά σε 1ml αποστειρωµένο, απιονισµένο νερό ή MgCl2. 

Από αυτό το διάλυµα στην συνέχεια έγιναν δεκαδικές αραιώσεις (10
0
, 10

-2
, 10

-4
 κτλ.). 

Από κάθε αραίωση ελήφθησαν 100µl και επιστρώθηκαν σε τρυβλία µε Nutrient agar 

που περιείχαν κυκλοεξαµίδη µε την τεχνική του plating. Στην συνέχεια τα τρυβλία 

επωάστηκαν σε σκοτεινό επωαστήρα στους 28
ο
C µέχρι να αναπτυχθούν οι 

βακτηριακές αποικίες (48 ώρες). 

 

Εικόνα 1.5: Φυτά Arabidopsis thaliana που χρησιµοποιήθηκαν για την 

µόλυνση µε το φυτοπαθογόνο βακτήριο Psto. 
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2.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Η πληθυσµιακή ανάλυση του βακτηρίου Psto σε φυτά Arabidopsis thaliana 

αγρίου τύπου αλλά και γενετικά τροποποιηµένων φυτών ως προς την έκφραση του 

γονιδίου της οξειδάσης των πολυαµινών έγινε µε τον ίδιο τρόπο όπως περιγράφηκε 

στο µέρος Α στην παράγραφο 2.2.2. Τα αποτελέσµατα της πληθυσµιακής ανάλυσης 

φαίνονται στο διάγραµµα Β.3.1. Τα δεδοµένα αποτελούν µέσους όρους από τρια 

ανεξάρτητα πειράµατα και δίνουν τον αριθµό των βακτηριακών κυττάρων ανά 

δείγµα. Κάθε δείγµα αποτελείται από τρεις φυλλικούς δίσκους από τρία διαφορετικά 

φυτά. Τα γράµµατα αντιστοιχούν στην στατιστική ανάλυση των διαφορών στον 

πληθυσµό του Psto (a: WT-col και S-PAO, b: WT-Col and A-PAO και c: S-PAO and 

A-PAO). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Σύµφωνα µε τα δεδοµένα του διαγράµµατος Β.3.1 παρατηρούµε πως από τις 

πρώτες κιόλας µέρες υπάρχει µια διαφοροποίηση στα φυτά S-PAO σε σχέση µε το 

φυτό αγρίου τύπου (WT-Col). Ωστόσο το µεγαλύτερο ενδιαφέρον παρουσιάζεται 

∆ιάγραµµα Β.3.1: Πληθυσµιακή ανάλυση της µόλυνσης του Psto σε φυτά 

Arabidopsis thaliana. Οι καµπύλες αντιπροσωπεύουν τον πληθυσµό του βακτηρίου 

Psto στις 0,1,3,5 και 7 ηµέρες µετά την µόλυνση των φύλλων φυτών αγρίου τύπου, 

οικότυπου Columbia (WT-col) και των µεταλλαγµένων σειρών S-PAO και A-PAO.  

a,b 

a,b 

a,c 

a,b,c a,b 
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κατά την πέµπτη ηµέρα όπου παρατηρείται σηµαντική µείωση του πληθυσµού του 

βακτηρίου στις γενετικές τροποποιήσεις σε σχέση µε το φυτό αγρίου τύπου. Πιο 

συγκεκριµένα την πέµπτη µέρα το φυτό το οποίο υπερεκφράζει (S-PAO) το γονίδιο 

της οξειδάσης των πολυαµινών φαίνεται να έχει µικρότερο πληθυσµό βακτηρίων από 

το φυτό αγρίου τύπου. το ίδιο συµβαίνει και για το φυτό το οποίο υποεκφράζει (Α-

PAO) το συγκεκριµένο γονίδιο. Από την άλλη στο διάγραµµα φαίνεται πως µεταξύ 

των δύο τροποποιήσεων, το S-PAO φαίνεται να έχει υψηλότερο πληθυσµό σε 

σύγκριση µε το A-PAO. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε συµφωνία µε τις 

φαινοτυπικές παρατηρήσεις στα αντίστοιχα χρονικά σηµεία µετά τη µόλυνση, όπου ο 

ιστός στην περιοχή της µόλυνσης αναπτύσσει συµπτώµατα ταχύτερα και σε 

µεγαλύτερο βαθµό στη περίπτωση των φυτών αγρίου τύπου σε σχέση µε τα φυτά που 

υπερεκφράζουν την οξειδάση των πολυαµινών. 

 Συµπερασµατικά και σύµφωνα µε την έρευνα που έχει ήδη γίνει (Moschou et 

al., 2009) µπορούµε να πούµε πως τα φυτά S-PAO και A-PAO παρουσιάζουν 

ενδείξεις ανθεκτικότητας έναντι του φυτοπαθόγονου Psto καθώς η ανάπτυξη του 

βακτηρίου στα φυτά φαίνεται να περιορίζεται σε σχέση µε το φυτό αγρίου τύπου σε 

επίπεδο παρόµοιο µε εκείνα των µη µολυσµατικών ψευδοµονάδων σε φυτά 

Arabidopsis thaliana και Nicotiana benthamiana (Collmer et al., 2007). Tα 

αποτελέσµατα αυτά συµπίπτουν µε τα αποτελέσµατα της έρευνας των Moschou et al., 

2009 ο οποίος αναφέρει ανθεκτικότητα που υπερεκφράζεται των PAO έναντι των 

βακτηρίων. Μπορούµε να καταλήξουµε στο συµπέρασµα πως η οξειδάση των 

πολυαµινών εµπλέκεται σηµαντικά και µε ενεργό ρόλο στην ενεργοποίηση του 

αµυντικού µηχανισµού των φυτών Arabidopsis thaliana. 
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