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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα φυτά κατά την µακρόχρονη εξελικτική τους πορεία διαµόρφωσαν 

πολύπλοκους µηχανισµούς που τους προσέδιδαν ανθεκτικότητα στην πληθώρα των 

παθογόνων (µύκητες, βακτήρια και ιοί) µε τα οποία έρχονται σε καθηµερινή επαφή. Το 

φαινόµενο της επίκτητης διασυστηµατικής αντοχής SAR δηλαδή της βιοχηµικής ή χηµικής 

διέγερσης λανθανόντων µηχανισµών αντοχής, ώστε ένα φυτό ευπαθές σε ένα σύστηµα 

ξενιστή-παθογόνου, να καθίσταται ανθεκτικό στο ίδιο αυτό σύστηµα, αποτελεί σηµείο 

έρευνας για πάρα πολλά χρόνια. Τα αποτελέσµατα της SAR στην αντιµετώπιση ενός 

µεγάλου φάσµατος παθογόνων, είναι συχνά τόσο ικανοποιητικά για την παρεµπόδιση και 

περιορισµό της ασθένειας, που έδωσαν το έναυσµα στους ερευνητές να προσπαθήσουν 

να αναπαράγουν το φαινόµενο ακόµα και µε την απουσία των παθογόνων που 

αποτελούν τον παράγοντα έναρξης της επαγωγής ανθεκτικότητας. Η διάθεση στο 

εµπόριο σκευασµάτων µε ουσίες που όταν εφαρµοσθούν στα φυτά µπορούν να επάγουν 

SAR, είναι πλέον γεγονός. 

Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης, αξιολογήθηκαν δύο κατιονικοί 

επιφανειοδραστικοί  παράγοντες του βρωµιούχου αµµωνίου (cationic surfactants of 

ammonium bromide) για την  ικανότητα τους να επάγουν τον αµυντικό µηχανισµό των 

φυτών. Οι επιφανειοδραστικοί αυτοί παράγοντες, δεν έχουν µελετηθεί µέχρι τώρα για την 

ικανότητα τους να επάγουν την επίκτητη διασυστηµατική αντοχή (Systemic Acquired 

Resistance, SAR) στα φυτά, ενώ σε άλλους οργανισµούς µελέτες έχουν δείξει ότι 

µπορούν να παίξουν σηµαντικό ρόλο ως παράγοντες ανοσοποίησης.  

 Στην παρούσα εργασία, µελετήθηκε η εξέλιξη των συµπτωµάτων σε τρία 

συστήµατα αλληλεπίδρασης ξενιστή-παθογόνου, σε κάθε ένα από τα οποία είχε γίνει 

εφαρµογή δύο τέτοιων παραγόντων, των Α και Β, σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, 

προκειµένου να διαπιστωθεί αν κάποια συγκέντρωση ενός από τους δύο παράγοντες 

υπερτερεί έναντι των άλλων στον περιορισµό των συµπτωµάτων της ασθένειας. Τα 

πειράµατα παθογένειας πραγµατοποιήθηκαν σε φυτά Arabidopsis thaliana που 

µολύνθηκαν µε τον ωοµύκητα Hyaloperonospora parsitica και το µύκητα Verticillium 

dahliae και σε φυτά καπνού, Nicotiana tabacum, που µολύνθηκαν µε τον ιό ΤΜV. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα από τα πειράµατα παθογένειας, µε τον ωοµύκητα 
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Hyaloperonospora parsitica, η επέµβαση µε τον παράγοντα Α σε συγκέντρωση 10 mM, 

έδωσε πολύ καλύτερα αποτελέσµατα σε σχέση µε το µάρτυρα και τις άλλες επεµβάσεις 

µειώνοντας τα επίπεδα της ασθένειας κατά 50%. Στα πειράµατα παθογένειας µε το 

παθογόνο Verticillium dahliae, για την αξιολόγηση της δυνατότητας των δύο παραγόντων 

Α και Β να περιορίσουν την ασθένεια, δενν υπήρξε κάποια συγκέντρωση ενός από τους 

δύο παράγοντες που να υπερτερεί σταθερά από τις υπόλοιπες και στα 3 πειράµατα 

παθογένειας για την αποτελεσµατικότητα της. Τέλος, στα πειράµατα παθογένειας σε φυτά 

Nicotiana tabacum για την αξιολόγηση των δύο παραγόντων κατά του TMV, ο 

παράγοντας Β στις συγκεντρώσεις 10 και 50 mM, παρουσιάζεται αποτελεσµατικότερος 

στην αντιµετώπιση της ασθένειας. 

Επιπλέον, από τα πειράµατα παθογένειας προέκυψαν χρήσιµα στοιχεία σε σχέση 

µε την επίδραση της εφαρµογής των δύο επιφανειοδραστικών αυτών παραγόντων στα 

φυτά σε συνθήκες θερµοκηπίου. Οι παράγοντες Α και Β φάνηκε να προκαλούν νέκρωση 

στην φυλλική επιφάνεια του φυτού στο οποίο εφαρµόζονταν. Η νέκρωση επιδεινώθηκε 

όταν οι παράγοντες εφαρµόσθηκαν µε ψεκασµό ακόµα και σε µικρότερες συγκεντρώσεις, 

σε ένα φύλλο ή και σε ολόκληρη τη φυλλική επιφάνεια τόσο  των φυτών Arabidopsis 

thaliana, όσο και των φυτών Nicotiana tabacum, ενώ η παρουσία νεκρώσεων ακόµα και 

όταν δεν χρησιµοποιήθηκε προσκολλητικό Agral, δείχνει ότι  οι νεκρώσεις είναι καθαρά 

επακόλουθο της εφαρµογής των παραγόντων αυτών. Με βάση τα αποτελέσµατα 

συνίσταται η εφαρµογή των επιφανειοδραστικών παραγόντων µε σταγόνες.   

Τέλος οι δύο παράγοντες αξιολογήθηκαν σε µοριακό επίπεδο, µε τη µέθοδο της 

RT-PCR, για να εξεταστεί η δυνατότητα επαγωγής γονιδίων που διαδραµατίζουν βασικό 

ρόλο στην άµυνα των φυτών όπως τα PR γονίδια (Pathogenesis-Related γονίδια ) στα 

φυτά. Ανιχνεύθηκε η παρουσία δύο PR γονιδίων των PR-1 και PR-5 που έχει 

αναγνωρισθεί από πολλές µελέτες ότι εµπλέκονται στις αµυντικές λειτουργίες του φυτού, 

σε cDNA που προήλθε από RNA που εξήχθη από φυτά Arabidopsis thaliana σε 

συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα µετά από την εφαρµογή στα φυτά των παραγόντων Α 

και Β σε συγκέντρωση 10mM και Agral 0.02%. Η ηλεκτροφόρηση των αποτελεσµάτων της  

RT-PCR για τα PR1 και PR5 έδωσε ζώνες σε όλα τα χρονικά διαστήµατα από την 

εφαρµογή των δύο παραγόντων και στην επέµβαση-µάρτυρα, µε πολύ µικρές διαφορές 

ώστε να µην είναι ασφαλής η ανάλυση και η εξαγωγή πολύτιµων συµπερασµάτων.  

Τα αποτελέσµατα από αυτή την εργασία µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµο 

εργαλείο σε κάθε νέα προσπάθεια αξιολόγησης των δύο παραγόντων, η οποία δεν είναι 
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ανάγκη να είναι τόσο γενικευµένη, αλλά θα έχει τη δυνατότητα να ερευνήσει περαιτέρω σε 

βάθος τη δράση τους.     

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1.  Ο ΑΜΥΝΤΙΚΟΣ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ 
 
 
1.1.1   Γενικά 

 

Τα φυτά κατά την µακρόχρονη εξελικτική τους πορεία διαµόρφωσαν πολύπλοκους 

µηχανισµούς που τους προσέδιδαν ανθεκτικότητα στην πληθώρα των παθογόνων (µύκητες, 

βακτήρια και ιοί) µε τα οποία έρχονται σε καθηµερινή επαφή. Παρόλα αυτά η ασθένεια στη 

φύση, είναι η εξαίρεση αυτής της αλληλεπίδρασης και όχι ο κανόνας, καθώς η παράλληλη 

εξέλιξη φυτών και παθογόνων οδήγησε σε µια σταθερή και ταυτόχρονη εξέλιξη στο χρόνο, 

του αµυντικού συστήµατος των φυτών και των µηχανισµών µόλυνσης των παθογόνων 

(Agrios, 2005).  

Οι µηχανισµοί αντοχής των φυτών  είναι ιδιαίτερα πολύπλοκοι, ενώ αποτελούν ένα 

συνδυασµό δοµικών χαρακτηριστικών και επαγόµενων βιοχηµικών αντιδράσεων. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά, σχηµατίζουν τον καλούµενο παθητικό ή προϋπάρχον αµυντικό µηχανισµό 

του φυτού και είναι είτε φυσικοί παράγοντες και κατασκευές του φυτού όπως οι κηροί, η 

εφυµενίδα, τα κυτταρικά τοιχώµατα και τα στοµάτια, που σχηµατίζουν ένα φυσικό εµπόδιο 

στην εξάπλωση του παθογόνου σε ολόκληρο το φυτό, είτε χηµικοί παράγοντες όπως τοξικοί 

µεταβολίτες και παρεµποδιστές ενζύµων που προϋπάρχουν στο φυτικό ιστό. Επιπλέον, τα 

φυτά έχουν τη δυνατότητα να αντιλαµβάνονται τα αρχικά στάδια της προσβολής άµεσα ή 

έµµεσα, και να αντιδρούν µε την επαγωγή αµυντικών βιοχηµικών αντιδράσεων. Οι 

συνδυασµοί των δοµικών χαρακτηριστικών και των βιοχηµικών αντιδράσεων που 

χρησιµοποιούν τα φυτά κατά την άµυνά τους είναι διαφορετικοί ανάλογα µε το εξειδικευµένο 

σύστηµα αλληλεπίδρασης ξενιστή – παθογόνου. Επιπροσθέτως, ακόµα και στο ίδιο 

σύστηµα ξενιστή – παθογόνου, οι συνδυασµοί ποικίλουν µε την ηλικία του φυτού, το είδος 

του φυτικού οργάνου ή ιστού που δέχεται τη προσβολή, τη θρεπτική κατάσταση του φυτού, 

και τις συνθήκες του περιβάλλοντος (Agrios, 2005). 
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1.1.2    Εγγενές ανοσοποιητικό σύστηµα του φυτού (Innate 

immune system) 

Τα φυτά εκτίθενται συνεχώς σε ένα µεγάλο αριθµό παθογόνων. Για να αποβούν 

µολυσµατικά τα περισσότερα παθογόνα πρέπει να αποκτήσουν πρόσβαση στο εσωτερικό 

του φυτού, είτε διαπερνώντας απευθείας τη φυλλική ή ριζική επιφάνεια, είτε εισερχόµενα 

από πληγές ή φυσικά ανοίγµατα στα φύλλα όπως είναι τα στοµάτια. Τα φυτά σε αντίθεση µε 

τα θηλαστικά, δεν διαθέτουν κινούµενα αµυντικά κύτταρα. Για να αποφύγουν την προσβολή, 

βασίζονται στον αµυντικό µηχανισµό κάθε µεµονωµένου κυττάρου καθώς και στην 

παραγωγή διασυστηµατικών σηµάτων προερχόµενα από το σηµείο της αρχικής προσβολής. 

Έτσι ενεργοποιείται ο εγγενής ή ενεργητικός µηχανισµός άµυνας των φυτών, στον οποίο 

περιλαµβάνονται διάφοροι ιστολογικοί και βιοχηµικοί µηχανισµοί, µε τους οποίους τα φυτά 

αντιδρούν στην προσβολή από τα παθογόνα. Έχει δε διαφοροποιηθεί βιοχηµικά στο : 

1. Α) βασικό ανοσοποιητικό σύστηµα (basal innate immune system), που 

ενεργοποιείται µέσα σε 10-30 min από την επαφή φυτού – παθογόνου. 

2. β) στο ανοσοποιητικό σύστηµα των γονιδίων ή γόνων ανθεκτικότητας 

(resistance (R) - gene-mediated mediated innate immune system) που 

ενεργοποιείται 2-3 h µετά την επαφή και την απελευθέρωση των διεγερτών 

από το παθογόνο στο φυτικό κύτταρο.  

3. γ)   στην επαγόµενη και επίκτητη διασυστηµατική αντοχή ( Systemic 

Acquired Resistance και Induced Systemic Resistance), στη βιολογική, 

βιοχηµική ή χηµική δηλαδή διέγερση λανθανόντων µηχανισµών αντοχής 

στα φυτά, ενάντια σε παθογόνα στα οποία εµφάνιζαν ευαισθησία πριν από 

τη δράση των παραγόντων διέγερσης.    

Καθοριστική για την επαγωγή οποιουδήποτε αµυντικού µηχανισµού, είναι η έγκαιρη 

αναγνώριση του παθογόνου. Τα φυτά έχουν αποκτήσει την ικανότητα να αναγνωρίζουν 

µόρια που παράγονται από τα παθογόνα, όπως π.χ. τους διεγέρτες (elicitors), και να τα 

χρησιµοποιούν για την επαγωγή αντοχής. Ο όρος διεγέρτης, που αρχικά αποδιδόταν σε 

κάθε ουσία που είχε τη δυνατότητα να προκαλέσει στα φυτά συσσώρευση φυτοαλεξινών, 

δηλαδή  µικρού µοριακού βάρους αντιµικροβιακών ενώσεων που παράγονται και 

συσσωρεύονται στα φυτά είτε σαν αποτέλεσµα µολύνσεως από φυτοπαθογόνους 

µικροοργανισµούς είτε ως απόρροια επιδράσεως χηµικών ή άλλης φύσεως µη παρασιτικών 
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αιτίων, πλέον χρησιµοποιείται για να περιγράψει κάθε παράγοντα που προκαλεί 

οποιαδήποτε µορφή άµυνας (Nürnberger, 1999). Αυτός ο διευρυµένος ορισµός των 

διεγερτών περιλαµβάνει τόσο παράγοντες που προέρχονται από το παθογόνο (εξωγενείς 

διεγέρτες) όσο και χηµικές ενώσεις που απελευθερώνονται από τα φυτά λόγω της δράσης 

του παθογόνου (ενδογενείς διεγέρτες) (Boller, 1995; Ebel and Cosio, 1994). 

Οι διεγέρτες διακρίνονται σε γενικούς ή χωρίς εξειδίκευση προς τη φυλή (general or 

race-nonspecific) και εξειδικεµένους (race-specific). Οι γενικοί διεγέρτες επάγουν αµυντικές 

λειτουργίες σε όλες τις ποικιλίες ενός τουλάχιστον είδους φυτού, ή ακόµα και σε επίπεδο 

οικογένειας φυτών, ανεξάρτητα δηλαδή από το αν το φυτό είναι ξενιστής ή όχι του 

παθογόνου.  Εν αντιθέσει, σύµφωνα µε τη θεωρία γόνου-προς-γόνο που θα αναλυθεί 

παρακάτω, οι ειδικοί διεγέρτες θεωρείται ότι είναι άµεσα ή έµµεσα προϊόντα των γονιδίων 

αµολυσµατικότητας (avirulence ή avr genes). Έτσι ένας εξειδικευµένος διεγέρτης που 

ενεργοποιείται ή παράγεται από ένα Αvr γονίδιο που εδράζει σε µια συγκεκριµένη φυλή 

παθογόνου, προσδίδει αντοχή µόνο σε ποικιλίες φυτών-ξενιστών που διαθέτουν το 

αντίστοιχο γονίδιο.  

Η κατανόηση του τρόπου µε τον οποίο τα φυτά αναγνωρίζουν τα “αντιγόνα” ή τους 

γενικούς διεγέρτες που παράγονται από τα διάφορα παθογόνα, βρίσκεται κυρίως στη δοµή 

τους, καθώς αποτελούν συστατικά στοιχεία των κυτταρικών τοιχωµάτων των παθογόνων, 

όπως π.χ. τα λιποπολυσακχαρίδια (lipopolysaccharide LPS) των αρνητικών κατά Gram 

βακτηρίων, οι γλυκάνες, χιτίνες και πρωτεΐνες που προέρχονται από το κυτταρικό τοίχωµα 

των µυκήτων αλλά και η φλατζελίνη (flagellin) των βακτηρίων. Οι παράγοντες αυτοί 

περιγράφονται µε τον όρο Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), που όπως έχει 

πρόσφατα διαπιστωθεί, προσδένονται σε διαµεµβρανικoύς υποδοχείς της κυτταρικής 

µεµβράνης του φυτού,  (pattern recognition receptors PRRs) και ακολούθως ενεργοποιούν 

την έκφραση αντιµικροβιακών γονιδίων άµυνας και αντιµικροβιακών ενώσεων. 
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1.1.2.1  Βασικό Ανοσοποιητικό Σύστηµα 

Παρόλο που τα φυτά έρχονται σε επαφή µε πολλά παθογόνα σε όλους τους κύκλους 

της ζωής τους, καταφέρνουν να αποτρέπουν τις περισσότερες προσβολές, έτσι ώστε στις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ φυτών και παθογόνων, η αντοχή να είναι συνηθέστερη και όχι  η 

ασθένεια (Hammond-Kosack και Parker, 2003). Γενικά τα φυτά είναι ανθεκτικά σε ορισµένα 

παθογόνα επειδή α) ανήκουν σε ταξινοµικές οµάδες που βρίσκονται έξω από το εύρος 

ξενιστών του παθογόνου (ανθεκτικότητα του µη-ξενιστή ή non- host resistance),  έχουν στη 

διάθεσή τους γονίδια που προσδίδουν αντοχή (R genes) και δρουν ενάντια γονιδίων 

αµολυσµατικότητας (avr genes) του παθογόνου  (Agrios, 2005), β) παρουσιάζουν µια 

βασική ή γενικευµένη αντοχή (basal resistance). 

Η κατανόηση της µοριακής φύσης της ανθεκτικότητας του µη-ξενιστή (non-host 

resistance), αποτελεί µία από τις πιο µεγάλες αναζητήσεις στην µελέτη των 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ ξενιστή- παθογόνου. Ο όρος ¨µη ξενιστής φυτό¨ (non-host plant), 

ή ¨µη ξενιστής παθογόνο¨ (non-host pathogen), αναφέρεται στο γεγονός ότι τα παθογόνα 

έχουν περιορισµένο εύρος φυτών στα οποία µπορούν να προκαλέσουν ασθένεια. Συχνά 

µόνο φυτά ενός γένους αποτελούν ξενιστές ενός συγκεκριµένου παθογόνου, όπως ισχύει για 

πολλά παθογόνα της ασθένειας του περονοσπόρου, της σκωρίασης και ορισµένων 

βακτηρίων. Η ανθεκτικότητα του µη-ξενιστή είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατική και µεγάλης 

διάρκειας, οπότε συχνά θεωρείται ότι οι µηχανισµοί της µπορούν να χρησιµοποιηθούν στη 

δηµιουργία ανθεκτικών ποικιλιών (Thordal-Christensen, 2003). Ωστόσο σύγχρονα µοντέλα 

αποκαλύπτουν µια πολύπλοκη αλληλοεπικάλυψη εξειδικευµένων και µη-εξειδικευµένων 

µηχανισµών που εµπλέκονται στη άµυνα του φυτού (Huitema et al., 2003). Πλήθος 

στοιχείων υποδεικνύουν ότι η είσοδος των παθογόνων σε φυτά µη-ξενιστές, παρεµποδίζεται 

από αρκετά ταυτόχρονα, αλλά ανεξάρτητα γεγονότα αναγνώρισης. Παθογόνες φυλές των 

βακτηρίων Xanthomonas campestris και Pseudomonas syringae, παράγουν Avr γονίδια που 

επιτρέπουν την αναγνώριση των παθογόνων σε φυτά µη-ξενιστές, σύµφωνα µε τη θεωρία 

της γόνου-προς-γόνο ανθεκτικότητας. Για παράδειγµα το γονίδιο αµολυσµατικότητας του P. 

syringae pv. pisi avrPpiA1, (Pseudomonas pisi Avirulence 1), αναγνωρίζεται από ένα γονίδιο 

ανθεκτικότητας στον αρακά, αλλά και στα φυτά A. thaliana και του φασολιού. Επίσης στο 

σιτάρι υπάρχουν 6 γονίδια ανθεκτικότητας που αντιστοιχούν σε γονίδια αµολυσµατικότητας 

της αποµόνωσης του περονοσπόρου από φυτό σίκαλης και οδηγούν στην εκδήλωση 

ανθεκτικότητας του µη-ξενιστή (Thordal-Christensen, 2003).   
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Η basal ή βασική ανθεκτικότητα, σύµφωνα µε τα σύγχρονα ερευνητικά δεδοµένα είναι 

η πρώτη ενεργή αντίδραση του φυτού ενάντια σε µικροβιακή προσβολή από τα παθογόνα. 

Γνωστή και ως PAMP-triggered immunity (PTI), ενεργοποιείται µετά από την αναγνώριση 

γενετικά συντηρηµένων µικροβιακών στοιχείων-µοτίβων, από πρωτεΐνες-υποδοχείς 

προσαρµοσµένους στην επιφάνεια του φυτικού κυττάρου, ενώ η επαγωγή της σχετίζεται µε 

την εναπόθεση καλόζης (για την ενίσχυση των κυτταρικών τοιχωµάτων στο σηµείο της 

προσβολής)  επαγωγή σήµατος από ΜΑΡ κινάσες (Mitogen-activated Protein kinases), 

διαµεµβρανική επαγωγή των Pathogen-Responsive (PR) γονιδίων, καθώς και παραγωγή 

ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS, reactive oxygen species). Όλα τα παραπάνω συµβάλλουν 

στη παρεµπόδιση της ανάπτυξης του παθογόνου (Nürnberger et al., 2004). Παρόλο που οι 

µοριακοί µηχανισµοί που κρύβονται πίσω από την ΡΤΙ δεν είναι πλήρως διευκρινισµένοι, ο 

κατάλογος µε τα µικροβιακά πρωτεϊνικά µοτίβα (συντηρηµένες περιοχές αµινοξικών 

ακολουθιών) που έχουν βρεθεί να την ενεργοποιούν, συνεχώς αυξάνει. Τα PAMPs 

εκπληρώνουν µια ζωτικής σηµασίας λειτουργία για τη διαβίωση του οργανισµού, είναι άκρως 

συντηρηµένες δοµικά περιοχές του γονιδιώµατος σε ένα µεγάλο αριθµό παθογόνων, και δεν 

ανιχνεύονται στο ξενιστή υπό φυσιολογικές συνθήκες (Nürnberger et al., 2004).  Για 

παράδειγµα PAMPs θεωρούνται πολλά συστατικά της κυτταρικής επιφάνειας των αρνητικών 

κατά Gram βακτηρίων, συµπεριλαµβανοµένου του λιποπολυσακχαριδίου 

(lipopolysaccharide), ενός κύριου συστατικού της εξωτερικής µεµβράνης, καθώς και της 

φλατζελίνης, της πρωτεϊνικής υποµονάδας του µαστιγίου του βακτηρίου. Οµοίως τα φυτά 

αντιδρούν στη χιτίνη και την εργοστερόλη, κύρια συστατικά του εξωτερικού περιβλήµατος 

των ανώτερων µυκήτων (Chisholm et al., 2006). 
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Εικόνα 1.1 : Απλοποιηµένη παρουσίαση των εµποδίων που συναντά ένα παθογόνο καθώς προσπαθεί 

να πετύχει µόλυνση. Υποδεικνύονται τα στάδια κατά τα οποία µπορεί να διακριθεί η ανθεκτικότητα µη ξενιστή ( 

non-host ) και ξενιστή (host resistance) (Thordal-Christensen, 2003). 
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Ένας τυπικός PAMP, είναι η φλατζελίνη (flagellin), που συνιστά πρωτεϊνική 

υποµονάδα των µαστιγίων. Τα µαστίγια είναι απαραίτητα για την κίνηση των βακτηρίων, και, 

ενώ η κεντρική δοµή του µαστιγίου ποικίλλει, το αµινοτελικό και καρβοξυλικό άκρο, είναι 

πολύ συντηρηµένα σε όλα τα προκαρυωτικά βακτήρια, καθιστώντας το ένα άριστο PAMP 

(Gómez-Gómez and Boller, 2002). Η φλατζελίνη αναγνωρίζεται ως PAMP από πολλά φυτικά 

είδη, καθώς και από τους αµυντικούς υποδοχείς των θηλαστικών. Στα φυτά της Arabidopsis, 

ένα πεπτίδιο 22 αµινοξέων (flg22) που αντιστοιχεί στο υψηλά συντηρηµένο αµινοτελικό 

άκρο, είναι επαρκές για την ενεργοποίηση του υποδοχέα FLS2 (receptor like kinase, RLK) 

που αποτελείται από  εξωκυτταρικές επαναλήψεις πεπτιδίων πλούσιες σε λευκίνη (leucine-

rich-repeats, LRRs) και µια ενδοκυτταρική κινάση πλουσία σε σερίνη και θιονίνη 

(serine/theonine kinase), και αποτελεί τον υποδοχέα της Arabidopsis για την φλατζελίνη. Τα 

φυτά που έχουν µεταλλαχθεί ώστε να µην έχουν τον  υποδοχέα FLS2, δεν αντιδρούν στη 

φλατζελίνη, ενώ έχει πλέον  αποδειχθεί η σχέση ανάµεσα στην αναγνώριση της φλατζελίνης 

από τους υποδοχείς των ξενιστών και την περαιτέρω παρεµπόδιση της ανάπτυξης του 

παθογόνου (Chisholm et al., 2006). 

Μελέτες αποκάλυψαν ένα ανάλογο της φλατζελίνης, το Ρep-13 (πεπτίδιο, Peptide-

13), µιας  επιφανειακής αλληλουχίας πεπτιδίων, η αναγνώριση του οποίου παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην ενεργοποίηση της άµυνας του µαϊντανού και της πατάτας σε 

επικείµενη προσβολή από πολλά είδη Phytophthora. Οι  αλληλουχίες του Pep-13, φάνηκε να 

είναι ιδιαίτερα συντηρηµένες σε 10 είδη Phytophthora, αλλά απουσίαζαν από τις φυτικές 

αλληλουχίες (Nürnberger et al., 2004).   
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1.1.2.2   Ανοσοποιητικό σύστηµα των γονιδίων 

ανθεκτικότητας 

Η βαθµιαία εξέλιξη των ξενιστών-φυτών και των παθογόνων τους είναι παράλληλη 

όπως και η εξέλιξη της ασθένειας και της ανθεκτικότητας. Αυτό βρίσκει την εξήγησή του στο 

µοντέλο της γόνου-προς-γόνο ανθεκτικότητας, σύµφωνα µε το οποίο για κάθε γονίδιο του 

παθογόνου που προκαλεί ασθένεια, υπάρχει ένα αντίστοιχο γονίδιο στο ξενιστή που 

προσδίδει ανθεκτικότητα, και ούτω καθεξής. Το µοντέλο αυτό προτάθηκε για πρώτη φορά 

από τον Harold H. Flor  τη δεκαετία του 1940 µετά από γενετικές µελέτες στο φυτό λινάρι. 

Σύµφωνα µε το προτεινόµενο µοντέλο η ανθεκτικότητα του φυτού επέρχεται µόνο όταν το 

φυτό διαθέτει ένα κυρίαρχο γονίδιο ανθεκτικότητας R (Resistance gene), και το παθογόνο 

εκφράζει το συµπληρωµατικό κυρίαρχο γονίδιο αµολυσµατικότητας (Avr, avirulence gene). 

Το µοντέλο έχει επαληθευτεί στις περισσότερες βιοτροφικές αλληλεπιδράσεις φυτού- 

παθογόνου και απεικονίζεται στην (Εικόνα 1.3) (Hammond-Kosack and Jones, 2000). 

Όταν ένα εξειδικευµένο γονίδιο ανθεκτικότητας εµφανίζεται ή εισάγεται σε έναν 

ξενιστή, του επιτρέπει να αναγνωρίζει το προϊόν ενός συγκεκριµένου γονιδίου υπεύθυνου 

για τη µολυσµατικότητα του παθογόνου. Αυτό το γονίδιο θεωρείται τότε ως το γονίδιο 

αµολυσµατικότητας (Αvr) του παθογόνου που αντιστοιχεί στο γονίδιο ανθεκτικότητας R του 

φυτού. Η παρεµπόδιση της µολυσµατικής πορείας του παθογόνου οφείλεται στο ότι η 

αναγνώριση της λειτουργίας του γονιδίου Αvr (δηλαδή του διεγέρτη, elicitor) από τον 

υποδοχέα που κωδικοποιείται από το γονίδιο R επάγει την αντίδραση υπερευαισθησίας (AY) 

(hypersensitive response) του φυτού που το διατηρεί άνοσο (Agrios, 2005).  
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Eικόνα 1.2: Το µοντέλο του Flor για τη θεωρία ανθεκτικότητας  γόνου-προς-γόνο. Για να επέλθει 

ανθεκτικότητα (ασύµβατη σχέση), απαιτείται η παρουσία συµπληρωµατικών ζευγαριών από κυρίαρχα γονίδια, 

ένα από το ξενιστή και ένα από το παθογόνο. Μια αλλαγή ή απώλεια του γονιδίου ανθεκτικότητας του φυτού 

(το R αλλάζει σε r) ή του γονιδίου αµολυσµατικότητας του παθογόνου (Avr αλλάζει σε avr) οδηγεί σε ασθένεια 

(συµβατή σχέση) (Hammond-Kosack and Jones, 2000). 

 

Η ΑΥ, είναι µια επαγόµενη τοπική άµυνα των κυττάρων του ξενιστή στο σηµείο της 

προσβολής από το παθογόνο. Το αποτέλεσµα είναι πολύ γρήγορος κυτταρικός θάνατος στο 

σηµείο από το οποίο επιχειρεί το παθογόνο να εισέλθει, και µπορεί να ποικίλλει από το 

θάνατο ενός µόνο ή και δεκάδων κυττάρων. Εµφανίζεται σχεδόν σε όλες τις αµυντικές 

λειτουργίες. Αυτές που επάγονται από ένα ή περισσότερα γονίδια ανθεκτικότητας και σε 

πολλές περιπτώσεις πολυγονικής ανθεκτικότητας. Η αλληλεπίδραση µεταξύ διεγέρτη και  

υποδοχέα οδηγεί στην επαγωγή σήµατος κατά τη διάρκεια µιας ταχείας ροής ιόντων. Αυτό 

έχει σαν αποτέλεσµα την δηµιουργία αλκαλικού περιβάλλοντος στον αποπλάστη εκτός της 

κυτταρικής µεµβράνης, σχηµατισµό οξειδίου του αζώτου (ΝΟ) που έχει τη δυνατότητα να 

επάγει κυτταρικό θάνατο µέσω των ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS Reactive Oxygen 

Species), την ενεργοποίηση ενός µεγάλου αριθµού αλυσιδωτών αντιδράσεων παραγωγής 
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διαφόρων σηµάτων συµπεριλαµβανοµένων τoυ βιοχηµικού µονοπατιού των ΜΑΡ (Mitogen-

Activated Protein) κινασών και της µεταγραφικής ενεργοποίησης µιας πληθώρας γονιδίων 

ανθεκτικότητας. Αυτός ο µεταγραφικός επαναπρογραµµατισµός προκαλεί την παραγωγή ή 

απελευθέρωση αντιµικροβιακών ενώσεων, ή στη δηµιουργία συστατικών του σήµατος που 

θα µεταφερθούν σε αποµακρυσµένα σηµεία του φυτού και θα επάγουν επίκτητη 

διασυστηµατική αντοχή (Agrios, 2005).  Η ΑΥ ωστόσο δεν είναι υποχρεωτικό συστατικό για 

την ανθεκτικότητα, καθώς υπάρχει το παράδειγµα της  επαγόµενης από το γονίδιο Cf-9 

(Cladosporium fulvum-9) ανθεκτικότητας στη τοµάτα, κατά του παθογόνου Cladosporium 

fulvum, που δεν σχετίζεται πάντα µε κυτταρικό θάνατο στο φυτό. Πιθανόν, υπάρχουν δύο 

µηχανισµοί που ενεργοποιούνται κατά την εκδήλωση της ΑΥ. Είτε το επιτιθέµενο κύτταρο 

εκκινεί ένα προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο µε περιορισµένο εύρος, είτε τα κύτταρα 

που δέχονται το σήµα νεκρώνονται ταχύτατα από τοξικές ουσίες και ελεύθερες ρίζες που 

συνθέτουν και έτσι πεθαίνουν σαν αποτέλεσµα της νέκρωσης (Hammond-Kosack and 

Jones, 2000).    

 

  

Εικόνα 1.3 :  Α. Αντίδραση Υπερευαισθησίας σε µεµονωµένα κύτταρα του µεσόφυλλου σε φυτό 

λάχανου στα οποία εισχώρησαν µυζητήρες µιας µη συµβατής αποµόνωσης του µύκητα Bremia lactucae 

(Bennet et al., 1996). Β. ∆ιείσδυση του µύκητα Erysiphe cichoracearum (µπλε υφές) σε ένα κύτταρο και 

εκδήλωση της αντίδρασης υπερευαισθησίας ως αποτέλεσµα της παραγωγής Η2Ο2 (ανιχνεύεται µε diamino 

benzidine ως καφέ προϊόν αντίδρασης). Προσαρµογή από (Hofius et al., 2007).   

 

Έως τώρα, ένας σηµαντικός αριθµός R γονιδίων από φυτά και παθογόνων Avr 

γονιδίων από παθογόνα, έχουν χαρακτηρισθεί και κλωνοποιηθεί από ένα µεγάλο εύρος 

Α Β 



17 

 

ειδών. Παρά το ευρύ φάσµα ανθεκτικότητας που επάγεται από τις πρωτεΐνες που 

κωδικοποιούν τα R γονίδια, αυτά τα προϊόντα µπορούν να χωριστούν σε δύο κύριες κλάσεις 

ανάλογα µε τον τρόπο που είναι οργανωµένη η δοµή τους (Εικόνα 1.4) (Dangl and Jones, 

2001). Οι δύο κύριες κλάσεις R πρωτεϊνών είναι οι πρωτεΐνες µε περιοχή προσδέσεως 

νουκλεοτιδίων και επαναλήψεις πεπτιδίων πλούσιες σε λευκίνη (nucleotide binding leucine-

rich repeat, NB-LRR) και οι εξωκυτταρικές LRR (eLRR) πρωτεΐνες ανθεκτικότητας. Η NB-

LRR κλάση είναι η πιο πολυπληθής και οι πρωτεΐνες µπορεί να διαθέτουν εκτός από τη 

περιοχή της πρόσδεσης των νουκλεοτιδίων (ΝΒ) ένα αµινοτελικό άκρο που µοιάζει µε 

περιελιγµένο σπείραµα (Coiled Coil –CC) ή µια TIR περιοχή οµόλογη του Toll-interleukin-1 

υποδοχέα των θηλαστικών. Αυτές οι πρωτεΐνες συµµετέχουν σε µια πληθώρα διεργασιών 

από την ανάπτυξη µέχρι την ανθεκτικότητα σε διάφορες ασθένειες.  

 

 

 

Εικόνα 1.4: Κλάσεις των πρωτεϊνών ανθεκτικότητας. Οι πρωτεΐνες ανθεκτικότητας R κατηγοριοποιούνται 
ανάλογα µε το πώς είναι οργανωµένη η δοµή τους.  
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Το αµινοτελικό άκρο (C-C ή TIR επηρεάζει την απαίτηση για συστατικά στοιχεία της 

άµυνας του φυτού που βρίσκονται σε προχωρηµένα στάδια των αλυσιδωτών αντιδράσεων 

που τη διέπουν. Αυτή η κλάση περιλαµβάνει µεταξύ άλλων τις RSP2, RPM1 και RPS5, 

πρωτεΐνες ανθεκτικότητας της Arabidopsis (R) που παρέχουν αντοχή στο βακτήριο 

Pseudomonas syringae. Στο φυτό Arabidopsis thaliana, έχουν επίσης βρεθεί πολλές 

πρωτεΐνες ανθεκτικότητας στον περονόσπορο από τον ωοµύκητα Hyaloperonospora 

parasitica (παλιότερα Peronospora parasitica), οι οποίες περιγράφονται ως RPP ( for 

Resistance to P. parasitica, για ανθεκτικότητα στον P. parasitica), όπως η RPP1A TIR-NB-

LRR πρωτεΐνη ανθεκτικότητας που παρέχει εξειδικευµένη αναγνώριση στον Η. parasitica 

φυλή Cala2 στον οικότυπο Wassilewskija (Ws-0) και οι RPP5 και RPP14 στον οικότυπο 

Landsberg erecta (Lera) και  στον οικότυπο (Ws-0) αντίστοιχα, που αναγνωρίζουν τον H. 

parasitica φυλή Noco2. Η δεύτερη κύρια κλάση R πρωτεϊνών που κωδικοποιεί 

εξωκυτταρικές LRR (eLRR) πρωτεΐνες έχει 3 υποκλάσεις. Τις RLP (receptor-like proteins, 

πρωτείνες τύπου-υποδοχέα, εξωκυτταρική LRR και διαµεµβρανική [TM] περιοχή), τις RLK 

(receptor-like kinases, κινάσες τύπου-υποδοχέα,  εξωκυτταρική LRR, TM περιοχή, και 

κυτοπλασµατική κινάση) και τις PGIP (polygalacturonase-inhibiting πρωτεΐνη µε κυτταρικό 

τοίχωµα LRR). Οι πιο καλά χαρακτηρισµένες RLPs είναι τα Cf γονίδια της τοµάτας που 

προσδίδουν ανθεκτικότητα σε µολύνσεις από τον ηµiβιοτροφικό µύκητα Cladosporium 

fulvum. Η Xa21,µια RLK παρούσα στο ρύζι, αντιδρά σε διεγέτες-τελεστές που 

κωδικοποιούνται από το αρνητικό κατά Gram βακτήριο Xanthomonas oryzae, προσδίδοντας 

ευρείας κλίµακας αντοχή σε είδη του γένους αυτού (Chisholm et al., 2006). 
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1.1.2.3 Επαγόµενη και Επίκτητη διασυστηµατική αντοχή 

των φυτών  

O Chester το 1933 στην ανασκόπηση του για το φαινόµενο που µελετούσε έκανε για 

πρώτη φορά χρήση του όρου   «ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗ ΕΠΑΓΩΜΕΝΗ ΑΝΟΣΙΑ » και έπειτα ο Ross 

το 1961, µετά από µια σειρά πειραµάτων σε φυτά καπνού µε τον ιό του µωσαϊκού του 

καπνού TMV, κατέληξε στον ορισµό της ανθεκτικότητας που παρατήρησε, της SYSTEMIC 

AQUIRED RESISTANCE και έθεσε τις βάσεις για την κατανόηση της. Έτσι γύρω στο 1970, 

ο  καθηγητής Joe Kuc και η οµάδα του µε µια σειρά δηµοσιεύσεων αναφέρονταν στην 

διασυστηµατική διέγερση µηχανισµών αντοχής των φυτών σε βακτηριολογικές, 

µυκητολογικές και ιολογικές ασθένειες των κολοκυνθοειδών. Η επίκτητη ή επαγόµενη 

διασυστηµατική αντοχή, είναι η βιολογική, βιοχηµική ή χηµική διέγερση λανθανόντων 

µηχανισµών αντοχής, ώστε ένα φυτό ευπαθές σε ένα σύστηµα ξενιστή-παθογόνου, να 

καθίσταται ανθεκτικό στο ίδιο αυτό σύστηµα. Έχει επικρατήσει η «διασυστηµατική αντοχή» 

να αποδίδεται χάριν συντοµίας και µε το γενικό όρο «Ανοσοποίηση» (Τζάµος, 2007). Η 

εκδήλωση της επίκτητης διασυστηµατικής αντοχής έχει επαληθευτεί σε διάφορα 

δικοτυλήδονα και µονοκοτυλήδονα είδη και η ανθεκτικότητα που προσδίδει είναι 

αποτελεσµατική ενάντια σε ένα ευρύ φάσµα ιών, βακτηρίων, ωοµυκήτων, και µυκήτων. 

Εντούτοις, δεν είναι αποτελεσµατική ενάντια σε όλα τα παθογόνα και το φάσµα της αντοχής 

ποικίλλει µεταξύ των διαφόρων ειδών των φυτών.    

Η επίκτητη διασυστηµατική αντοχή (systemic acquired resistance, SAR), είναι η 

άµυνα των φυτών σε «δεύτερο χρόνο», και επάγεται µετά το σχηµατισµό αντίδρασης 

υπεραισθησίας στο παθογόνο. Αρχικά η επαγόµενη ανθεκτικότητα συγκεντρώνεται γύρω 

από το σηµείο της νέκρωσης που προκαλείται από το παθογόνο ή το χηµικό παράγοντα, 

οπότε καλείται τοπική επίκτητη αντοχή. Ακολούθως η ανθεκτικότητα µεταδίδεται 

διασυστηµατικά και αναπτύσσεται σε αποµακρυσµένα, µη προσβεβληµένα µέρη του φυτού 

οπότε καλείται επίκτητη διασυστηµατική αντοχή (Agrios, 2005). Στο καπνό για παράδειγµα, 

η ανθεκτικότητα που επάγεται από το γονίδιο ανθεκτικότητας N ενάντια στον ιό του 

µωσαϊκού του καπνού (TMV), προστατεύει το φυτό από ακόλουθη µόλυνση από την φυλή 

TMV αλλά και από άλλα παθογόνα του καπνού που δοκιµάστηκαν (Εικόνα 1.5) (Hammond-

Kosack and Jones, 2000). 
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Εικόνα 1.5: Επαγωγή SAR. Τα φύλλα καπνού που εκφράζουν το γονίδιο ανθεκτικότητας N είναι σε 
θέση να περιορίσουν την εξάπλωση του TMV σε µια µικρή ζώνη ιστού γύρω από το σηµείο διείσδυσης, όπου 

και αργότερα εµφανίζεται νεκρωτική κηλίδα (δεξί φύλλο). Η ΑΥ που παρατηρείται ακολουθείται από την 

επαγωγή SAR σε όλο το φυτό, µε αποτέλεσµα σε δευτερεύουσα προσβολή από τον ιό, αρκετές µέρες µετά την 

αρχική, να οδηγήσει σε νεκρωτικές κηλίδες (αριστερό φύλλο), πολύ µικρότερες από τις αρχικές. Και τα δύο 

φύλλα παρουσιάζονται 4 µέρες µετά τη µόλυνση. 

 

Μοριακά, η SAR χαρακτηρίζεται από την αυξανόµενη έκφραση ενός µεγάλου αριθµού 

γονιδίων που εµπλέκονται στην παθογένεια όπως οι πρωτεΐνες PR (pathogen - related 

genes / PR genes), στους φυτικούς ιστούς. Οι PR πρωτεΐνες περιγράφηκαν για πρώτη φορά 

τη δεκαετία του 1970 από τον Van Loon, που κατέγραψε συσσώρευση διαφόρων µέχρι τότε 

άγνωστων πρωτεϊνών µετά από την µόλυνση καπνού µε τον ιό TMV. Παρόλο που πολλές 

PR πρωτεΐνες έχουν αντιµικροβιακές ιδιότητες in vitro, ο ρόλος της κάθε µιας στην αµυντική 

λειτουργία δεν έχει ακόµα πλήρως διευκρινιστεί. Είναι γενικά αποδεκτό ότι η έκφραση της 

SAR είναι αποτέλεσµα της κοινής δράσης πολλών PR πρωτεϊνών παρά µίας µεµονωµένης 

πρωτεΐνης. Παρά τον αδιευκρίνιστο ρόλο τους στην διέγερση της SAR, οι PR πρωτεΐνες είναι 

χρήσιµοι µοριακοί δείκτες αυτής της µορφής άµυνας (Durrant and Dong, 2004). 

Σε βιοχηµικό επίπεδο, καθοριστικής σηµασίας για την επαγωγή «ανοσοποίησης» 

είναι το λεγόµενο σήµα. Η  διέγερση λανθανόντων µηχανισµών αντοχής σε θέσεις πέραν της 

µολύνσεως προϋποθέτει τη δραστηριοποίηση ή την παραγωγή των χηµικών εκείνων 

παραγόντων που το απαρτίζουν, ώστε να υπάρξει άµυνα σε επακόλουθη µόλυνση. Οι 

περισσότεροι επιστήµονες υποθέτουν ότι το σήµα για τη SAR πρέπει να παράγεται 4-6 h 
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µετά από τη µόλυνση. Παρά την εµφανή σηµασία του δεν έχει ακόµα καθοριστεί ο ακριβής 

ρόλος και η φύση του. Για τη SAR ανοσοποίηση, είναι αποδεκτό ότι η διέγερση των 

λανθανόντων µηχανισµών αντοχής πραγµατοποιείται αφού συγκεκριµένοι υποδοχείς στα 

φυτά αναγνωρίσουν τα µόρια που έχουν το ρόλο του διεγέρτη. Αποτέλεσµα αυτής της 

αναγνώρισης, είναι η εκκίνηση της µεταβολικής οδού παραγωγής του σήµατος, που µε τη 

σειρά του ενεργοποιεί την παραγωγή παραγόντων µε άµεση ή έµµεση αντιµικροβιακή 

δράση όπως η  β-1,3-γλουκανάσες (glucanases), οι χιτινάσες (chitinases), πλούσιες σε 

κυστεΐνη (cysteine- rich)  πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τη θαυµατίνη (thaumatin), και PR-1 

πρωτεΐνες (Εικόνα 1.6). Το σύνολο των SAR γονιδίων που επάγονται σε ένα φυτό µπορεί να 

ποικίλει ανάλογα µε το είδος του φυτού. Παρόλο που η SAR δεν επηρεάζει τη βλάστηση των 

σπορίων ή το σχηµατισµό πλάκας συγκρατήσεως (appressorium) από το παθογόνο, η 

διείσδυση µειώνεται δραστικά στους ιστούς που έχει γίνει διασυστηµατική επαγωγή 

ανθεκτικότητας, πιθανόν σαν αποτέλεσµα του σχηµατισµού κάτω από τις πλάκες 

συγκρατήσεως, σχηµατισµών µε µορφή θηλής (papilla-like), που συσσωρεύουν σε σύντοµο 

χρονικό διάστηµα λιγνίνη. Σε κάποια συστήµατα ξενιστή-παθογόνου, η SAR χαρακτηρίζεται 

από την δραστηριοποίηση του συστήµατος των περοξειδασών (H2O2) και του συστήµατος 

NADH /NADPH που επάγει την αναγωγή του O2
- σε H2O2 και του O2

- σε OH-, όπως επίσης 

και του συστήµατος των λιποξυγενασών, που προκαλούν την οξείδωση των λιπιδίων των 

µεµβρανών. Αυτές οι λειτουργίες προκαλούν το σχηµατισµό παραγώγων των λιπαρών 

οξέων (fatty acids), που προσφέρουν ισχυρή αντιµικροβιακή προστασία.  

 Μηχανισµοί άµυνας του φυτού διεγείρονται τοπικά κατά την εκδήλωση της SAR, στο 

σηµείο της προσβολής και έχουν σαν αποτέλεσµα τον περιορισµό της νεκρωτικής κηλίδας 

και την ταύτιση της θέσης της µόλυνσης και της αντίδρασης του φυτού, αλλά και 

διασυστηµατικά, µε αµυντικές αντιδράσεις σε επακόλουθες προσβολές παθογόνων. Μεταξύ 

των µηχανισµών που ενεργοποιούνται, πρωτεύοντα ρόλο διαδραµατίζουν οι ακόλουθες: α) 

η εκδήλωση αντίδρασης υπεραισθησίας, β) παραγωγή ενώσεων µέσω οξειδωτικής 

µεταβολικής εκρήξεως, που έχουν σαν αποτέλεσµα την παραγωγή ενεργού οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species, ROS). Η οξειδωτική έκρηξη είναι µια γρήγορη αντίδραση των 

φυτών στη µόλυνση ή τους διεγέρτες, κατά τη διάρκεια της αντίδρασης υπερευαισθησίας. Οι 

ROS (O2
- , H2O2 και OH-) είναι τοξικά παράγωγα που καταστέλλουν άµεσα το παθογόνο και 

οδηγούν στη νέκρωση των κυττάρων κατά την ΑΥ, γ) παραγωγή αναστολέων πρωτεϊνασών. 

δ) λιγνιτοποίηση και άλλοι δοµικοί φραγµοί, δηλαδή εναπόθεση λιγνίνης στο κυτταρικό 

τοίχωµα κατά την εισβολή του παθογόνου, δηµιουργώντας µηχανική παρεµπόδιση, αφού η 
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λιγνίνη είναι αδιάβροχη, σχεδόν αδιαπέραστη και ανθεκτική στη χηµική αποδόµηση από τα 

παθογόνα, ε) σύνθεση και συσσώρευση φυτοαλεξινών, στ) διέγερση των γονιδίων που 

συµβάλλουν στην άµυνα του φυτού µέσω της δράσης των πρωτεϊνών ανθεκτικότητας, ζ) 

µηχανισµοί της διασυστηµατικής επαγόµενης αντοχή των φυτών εναντίον ιολογικών 

ασθενειών, που στηρίζονται στην παρεµπόδιση πολλαπλασιασµού των ιών και στο 

σχηµατισµό πρωτεϊνών ανθεκτικότητας (Τζάµος, 2007).       

 

 

  

Εικόνα 1.6: Η SAR επάγεται µε την έκθεση ριζικών ή φυλλικών ιστών σε αβιοτικούς ή βιοτικούς 

παράγοντες, εξαρτάται από το SA και σχετίζεται µε την συγκέντρωση PR πρωτεϊνών (Vallad & Goodman, 

2004). 

 

Οι ουσίες που τους έχει αποδοθεί ο «ρόλος» του σήµατος στα φυτά (Τζάµος,2007):  

• Σαλικυλικό οξύ, (Salicylic Acid, SA) : που παράγεται στους χλωροπλάστες του φυτού, 

ενώ η δοµή του µορίου του, του επιτρέπει να µετακινείται ταχύτατα από το σηµείο αρχικής 

εφαρµογής ή σύνθεσης  του σε αποµακρυσµένους φυτικούς ιστούς. Με εξωγενή εφαρµογή 

SA επάγεται η έκφραση PR πρωτεϊνών και προκύπτει διασυστηµατική προστασία κατά των 

παθογόνων. Επιπλέον, αυξήσεις ενδογενούς SA συσχετίζονται συχνά µε την έκφραση των 

γονίδιων άµυνας και ανάπτυξης της ανθεκτικότητας. 
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• Ιασµονικό οξύ, (Jasmonic Acid, JA) : παράγεται κατά το µεταβολισµό των λιπαρών 

οξέων από το λινολενικό οξύ και ανήκει στην οµάδα των κυκλοπεντανονών.  Μικρές 

ποσότητες JA επάγουν πρωτεϊνικούς παρεµποδιστές, όπως η θειονίνη, η ωσµοτίνη, η 

προλίνη των κυτταρικών τοιχωµάτων, ένα σουλφιδριλικό παρεµποδιστή πρωτεϊνασών και 

διάφορα ένζυµα που εµπλέκονται στους µηχανισµούς άµυνας του φυτού. Σύµφωνα µε τα 

παραπάνω θεωρείται ως ένας δευτερογενής επαγωγέας της ανοσοποιήσεως. 

• Συστεµίνη (Systemin) : είναι ένα πεπτίδιο 18 αµινοξέων που έχει αποµονωθεί από 

την τοµάτα. Συµβάλλει στην σύνθεση παρεµποδιστών πρωτεϊνασών και µε το SA 

πιστεύεται ότι είναι τα σήµατα της SAR- ανοσοποιήσεως µε ικανότητα µετακίνησης µέσα 

στο φυτό. 

• Αιθυλένιο (Ethylene, ET) : είναι µια πτητική φυτική ορµόνη που επηρεάζει τον ρυθµό 

αναπτύξεως των φυτών και τη γήρανση. Επάγει την σύνθεση PR πρωτεϊνών και η 

παρουσία του δηµιουργεί δοµικές αλλαγές που αυξάνουν την αντοχή του κυτταρικού 

τοιχώµατος όπως εναπόθεση λιγνίνης και συσσώρευση υδροξυπρολινοπρωτεϊνών. 

Φαίνεται λοιπόν ότι το ET, είναι σήµα της ανοσοποίησης αλλά δεν αποτελεί την ουσία 

διέγερσης των µηχανισµών άµυνας στα φυτά. 

• Επίσης το αραχιδονικό οξυ (arachidonic acid), και το 2,6-διχλωροϊσονικοτικνικό οξύ 

(2,6-dichloroisonicotinic acid), επάγουν σε ορισµένες περιπτώσεις τοπική και 

διασυτηµατική αντοχή στα φυτά σε επίπεδα που δεν προκαλείται νέκρωση των ιστών.  

Το Σαλικυλικό οξύ ή SA, έχει σχεδόν συνδέσει το όνοµά του µε το φαινόµενο της SAR 

ανοσοποίησης. Το SA έχει ανιχνευθεί στα φυτά γύρω στις 8 ώρες µετά τη µόλυνση, ενώ 

αύξηση στη συγκέντρωση του στο φλοιό του ανώτερου φύλλου παρατηρήθηκε µέσα σε 12 

ώρες από τη µόλυνση του κατώτερου φύλλου, ενώ η έκφραση της SAR επήλθε µέσα σε 24 

ώρες από τη µόλυνση. Έως τότε, ολόκληρο το φυτό είχε συσσωρεύσει πολύ υψηλές 

συγκεντρώσεις SA, ακόµα και όταν το φύλλο που είχε µολυνθεί είχε αποµακρυνθεί πριν 

παρατηρηθεί κάποια εµφανής αύξηση της συγκέντρωσης του σαλικυλικού οξέος (Agrios, 

2005). Η απαραίτητη παρουσία του SA ως ενδογενές σήµα της SAR έχει αποδειχθεί από 

τους Gaaffney et al. (1993) µε τη χρήση ενός βακτηριακού γονιδίου, του nahG, που 

κωδικοποιεί την salycilate hydroxylase (σαλικυλική υδροξυλάση), η οποία διασπά το SA 

µετατρέποντας το σε κατεχόλη. ∆ιαγονιδιακά φυτά καπνού και Arabidopsis που εκφράζουν 

το nahG, συσσωρεύουν πολύ λίγο SA µετά από προσβολή παθογόνου και δεν έχουν την 

δυνατότητα επαγωγής των PR γονιδίων ως αποτέλεσµα της εκδήλωσης της SAR. Επίσης, 
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εξωγενής εφαρµογή SA ή των αναλόγων του , 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA), 

benzothiadiazole S-methyl ester (BTH), έχει σαν αποτέλεσµα την επαγωγή SAR. Ωστόσο 

υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός πειραµάτων που διαφωνούν ως προς το γεγονός ότι το SA 

είναι το διασυστηµατικό σήµα της αντοχής. Για παράδειγµα υπάρχουν αναφορές ότι 

αφαίρεση µολυσµένων από  Pseudomonas syringae φύλλων αγγουριού, αµέσως µετά την 

πρόκληση της SAR και πριν αυξηθούν σηµαντικά τα επίπεδα του SA δεν κατάφερε να 

σταµατήσει την επαγωγή SAR (Durrant and Dong, 2004). 

Παράλληλα µε το SA, το ιασµονικό οξύ JA και το αιθυλένιο ET εµπλέκονται σε 

διάφορες αµυντικές αντιδράσεις. Τα φυτά που έχουν δεχθεί µεταλλαγές ώστε να µην 

αντιδρούν στο JA και το ΕΤ έχουν καταστεί ανίκανα να επάγουν επαγόµενη διασυστηµατική 

αντοχή (Induced Systemic Resistance ISR), µια άλλης µορφή διασυστηµατικής αντοχής η 

οποία ενεργοποιείται από βακτήρια της ριζόσφαιρας, δεν εµφανίζει ορατά συµπτώµατα στα 

φυτά όπως νεκρωτικές κηλίδες και πολλές φορές  έχει βρεθεί να προάγει την ανάπτυξη των 

φυτών. Η ταυτόχρονη επαγωγή SAR και ISR απέδωσε πρόσθετα επίπεδα ανθεκτικότητας 

ενάντια στο παθογόνο  Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, υποδεικνύοντας ότι το 

βιοχηµικό µονοπάτι της ISR, στην εκδήλωση του οποίου εµπλέκονται τα JA ή ΕΤ, δρα 

παράλληλα µε το βιοχηµικό µονοπάτι της SAR που ρυθµίζεται από το SA. Επιπροσθέτως, 

το SA έχει βρεθεί να ανακόπτει την αντίδραση του φυτού σε τραυµατισµούς που ρυθµίζεται 

από το JA.  

Ενώ η  καθοριστική δράση του SA στη γόνου-προς-γόνο ανθεκτικότητα ήταν από 

καιρό γνωστή, η επίδραση του ET και JA στην εκδήλωση ανθεκτικότητας σε παθογόνα που 

φέρουν Avr γονίδια παρατηρήθηκε πρόσφατα γεγονός που καθιστά την διασαφίνιση του 

ρόλου τους στην άµυνα του φυτού ελλιπή (Dong,2001). 

Ανάµεσα στις ανακαλύψεις οι οποίες εξηγούν τη διαδικασία της επαγωγής της SAR, 

ήταν και η πρόταση από τους Maldonado et al. (2002) ότι το dir1 (defective in induced 

resistance 1), ένα µόριο µε λιπιδιακή βάση, ίσως είναι το διασυστηµατικό σήµα για τη SAR. 

Το dir1, είναι ένα φυτό µεταλλαγµένο ώστε να µην κωδικοποιείται η DIR1 πρωτεΐνη, που 

έδειξε φυσιολογική τοπική ανθεκτικότητα στα παθογόνα αλλά δεν µπόρεσε να επάγει SAR ή 

PR γονίδια στα αποµακρυσµένα φύλλα. Οπότε η πρωτεΐνη DIR1, που έχει οµοιότητες στην 

αλληλουχία µε τις LTPs (Lipid Transfer Proteins), ίσως λειτουργεί για τη παραγωγή ή 

µετάδοση του σήµατος (Durrant and Dong, 2004). Μια απλοποιηµένη απεικόνιση των 
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βιοχηµικών µονοπατιών σήµανσης που απαιτούνται για να ενεργοποιηθεί και να συντονιστεί 

η επαγωγή των αµυντικών λειτουργιών του φυτού, παρουσιάζεται στην (Εικόνα 1.7).  

Στενά συνδεδεµένο µε το φαινόµενο της SAR είναι και το γονίδιο NPR1. Ένα πολύ 

κοινό «εργαλείο» στην προσπάθεια ανακάλυψης γονιδίων που εµπλέκονται στον µηχανισµό 

της SAR είναι η πρόκληση τυχαίων µεταλλαγών σε φυτά A. thaliana και έπειτα ο έλεγχος του 

κατά πόσο αναπτύσσουν τον µηχανισµό της SAR ανοσοποίησης. Κατά την διάρκεια µιας 

τέτοιας διαδικασίας, ανιχνεύθηκαν κάποια φυτά που δεν αντιδρούσαν στο SA και φάνηκε ότι 

είχαν όλα µεταλλαγές στο ίδιο γονίδιο, NPRΙ/NIMI (NON-EXPRESSER OF PR GENES I / 

NON INDUCIBLE IMMUNITY I)1.  

Τα φυτά npr1 είναι επίσης γνωστά ως nim1 και sai1, και παρουσίαζουν αυξηµένη 

ευαισθησία σε διάφορα παθογόνα ενώ έχουν πρόβληµα στην έκφραση αντοχής που 

συνδέεται µε συγκεκριµένα PR γονίδια, υποδεικνύοντας ότι το NPR1 έχει σηµαντικό ρόλο 

στη SAR και στη παρεµπόδιση της ανάπτυξης των παθογόνων στο σηµείο της µόλυνσης. 

Επίσης, το NPR1 είναι απαραίτητο για την επαγωγή της ISR, καθώς και στη συνεργασία 

µεταξύ των βιοχηµικών µονοπατιών σήµανσης του SA, JA και του ET (C2H4). Μεγάλο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει και το γεγονός ότι τα npr1 φυτά παρουσιάζουν µειωµένη αντοχή 

στη τοξικότητα του SA και συσσωρεύουν ενδογενώς SA σε ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις, 

οπότε το  NPR1 ίσως έχει κάποιο ρόλο τόσο στην αποτροπή της συσσώρευσης στους 

ιστούς SA σε συγκεντρώσεις ικανές να προκαλέσουν τοξικότητα, όσο και στο ρυθµιστικό 

έλεγχο της βιοσύνθεσης του SA. Όλα αυτά, σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι η υπερέκφραση 

του NPR1 επάγει µεγάλης κλίµακας αντοχή στο φυτό, υποδεικνύουν ότι το ΝΡΡ1  είναι 

θετικός ρυθµιστής της SAR ανοσοποίησης (Durrant and Dong, 2004) . 

 

 

 

 

 

 

1: Τα µεταλλαγµένα φυτά npr1 σε σχέση µε τα φυτά NPR1, έχουν απενεργοποιηµένο το λόγω γονίδιο και για αυτό 

το λόγο οι χαρακτήρες είναι γραµµένοι µε µικρά και όχι κεφαλαία γράµµατα.   



26 

 

 

Εικόνα 1.7:  Μονοπάτια µεταγωγής του σήµατος που οδηγούν στην ενεργοποίηση και 
συγχρονισµό των αµυντικών µηχανισµών των φυτών.  

Οι πρωτεΐνες υποδοχείς των φυτών (RP) αναγνωρίζουν τα σήµατα που προέρχονται από το 
παθογόνο ή σχετίζονται µε αλληλεπιδράσεις. Αυτά τα σήµατα περιλαµβάνουν τα άµεσα ή έµµεσα προϊόντα 
των Avr genes, της φυσικής επαφής και των γενικών συστατικών στοιχείων κάθε οργανισµού, όπως η 
χιτίνη, τα ένζυµα και τα στοιχεία του φυτικού κυττάρου. Οι πρωτεΐνες υποδοχείς των φυτών µπορεί να είναι 
ή να µην είναι προϊόντα των R γονίδια. Η άµεση παραγωγή σήµατος σε µεταγενέστερα στάδια της 
µόλυνσης δεν είναι γνωστή σαν διαδικασία αλλά περιλαµβάνει κινάσες, φωσφατάσες, G πρωτεΐνες και ροή 
ιόντων. ∆ιάφορα ξεχωριστά και άµεσα ενεργοποιούµενα γεγονότα αναγνωρίζονται, όπως η παραγωγή 
ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) και µονοξειδίου του αζώτου, και η άµεση επαγωγή µεταγραφής αµυντικών 
γονιδίων (ή πιθανόν και γονιδίων απόπτωσης). Ενίσχυση της αρχικής αµυντικής λειτουργίας συµβαίνει 
µέσω της παραγωγής πρόσθετων συστατικών σήµατος, όπως άλλες ROS, υπεροξειδοµένα λιπίδια, 
βενζοϊκό οξύ (BA), SA, JA και ET. Αυτό µε τη σειρά του επάγει άλλα σχετιζόµενα µε την άµυνα γονίδια και 
τροποποιεί αµυντικές πρωτεΐνες και ένζυµα. Ταυτόχρονες αλλαγές στο οξειδαναγωγικό καθεστώς του 
κυττάρου ή κυτταρική καταστροφή θα ενεργοποιήσουν προσχηµατισµένους µηχανισµούς για τη κυτταρική 
προστασία ( Halliwell-Asada κύκλος,  plastid-localized superoxide dismutase SOD και ένζυµα καταλάσης) 
και επάγουν γονίδια που κωδικοποιούν διάφορα συστατικά που προστατεύουν το κύτταρο. Η πίεση που 
προκαλείται από την άµυνα µπορεί επίσης να επάγει κυτταρικό θάνατο. Επικοινωνία µεταξύ των 
µονοπατιών σήµανσης φαίνεται να συντονίζει τις λειτουργίες. Ένα πράσινο βέλος υποδεικνύει τις θετικές 
αντιδράσεις και η κόκκινη γραµµή τις αρνητικές.  (Προσαρµογή από Hammond-Kosack and Jones, 2000).  
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1.1.3  Η εξέλιξη του µοριακού συµπλόκου αναγνώρισης 
φυτοπαθογόνων-ξενιστών 

 

Πρόσφατα επιστηµονικά δεδοµένα αποδεικνύουν ότι οι R πρωτεΐνες λειτουργούν 

είτε µε απευθείας αναγνώριση και πρόσδεσή τους στον τελεστή (θεωρία γόνου προς 

γόνου) ή αναγνωρίζοντας µια άλλη πρωτεΐνη του φυτού η οποία είναι ο στόχος του 

παθογόνου τελεστικού µορίου (υπόθεση του φρουρού - guard hypothesis).   

Η πιο απλή εκδοχή του κλασσικού µοντέλου για την επαφή του υποδοχέα του 

ξενιστή και του διεγέρτη υποθέτει µια άµεση επαφή ανάµεσα στη R πρωτεΐνη και την 

αντίστοιχη Avr πρωτεΐνη. Ωστόσο,  εντατική έρευνα µε πολλούς συνδυασµούς R και Avr 

πρωτεϊνών αποκάλυψαν δύο µόνο περιπτώσεις άµεσης επαφής. Η έλλειψη αποδεικτικών 

στοιχείων της άµεσης επαφής R-Avr πρωτεϊνών οδήγησε τους Van der Biezen και Jones 

(1998) στη διατύπωση της υπόθεσης του φρουρού (Εικόνα 1.8). Αυτό το µοντέλο υποθέτει 

ότι οι R πρωτεΐνες ενεργοποιούν την άµυνα όταν έρθουν σε επαφή µε µια άλλη πρωτεΐνη 

του φυτού (“φρουρούµενη”) που γίνεται στόχος και τροποποιείται από το παθογόνο στην 

προσπάθεια του να δηµιουργήσει µέσα στο φυτό ευνοϊκό για την ανάπτυξή του 

περιβάλλον. Η άµυνα του φυτού ενεργοποιείται όταν η R πρωτεΐνη εντοπίσει οποιαδήποτε 

προσπάθεια επίθεσης στη «φρουρούµενη» πρωτεΐνη της, γεγονός που δεν καθιστά 

απαραίτητη την άµεση αλληλεπίδραση ανάµεσα στις R και Avr πρωτεΐνες (McDowell and 

Woffenden, 2003). Με την υπόθεση του φρουρού ερµηνεύτηκε το γεγονός ότι η R 

πρωτεϊνική κινάση Pto αναγνωρίζει και προσδένεται στον τελεστή AvrPto έµµεσα µέσω της 

NB-LRR πρωτεΐνης Prf µε σκοπό να δραστηριοποιήσει το εγγενές ανοσοποιητικό σύστηµα. 

Σε ένα άλλο παράδειγµα, ο τελεστής Avr2 του µύκητα Fulvia fulva εκκρίνεται από το µύκητα 

στον αποπλαστικό χώρο φυτών τοµάτας και αλληλεπιδρά µε την εξωκυτταρική πρωτεάση 

της κυστεΐνης (cysteine protease) Rcr3 της τοµάτας. Στη συνέχεια το σύµπλοκο Rcr3-Avr2 

σε συνδυασµό µε την πρωτεΐνη ανθεκτικότητας Cf-2 ενεργοποιεί το εγγενές ανοσοποιητικό 

σύστηµα και την αντίδραση υπερευαισθησίας (Τζάµος, 2007).      
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Εικόνα 1.8 : Αλληλεπιδράσεις µεταξύ Avr πρωτεϊνών του παθογόνου και R πρωτεϊνών του φυτού. 

Ένα υποθετικό παθογόνο (γκρι) επιτίθεται σε ένα φυτικό κύτταρο και εκφράζει µια σειρά πρωτεϊνών 

µολυσµατικότητας (κόκκινες). Αυτές οι πρωτεΐνες εισέρχονται µέσα στα φυτικά κύτταρα µέσω του Εκκριτικού 

Συστήµατος Τύπου ΙΙΙ (βακτήρια) ή µε άλλους άγνωστους µηχανισµούς (µύκητες και ωοµύκητες). Μετά τη 

είσοδό τους, στοχεύουν πρωτεΐνες του ξενιστή (πράσινες) που ελέγχουν τις αµυντικές αντιδράσεις, το 

µεταβολισµό ή άλλες διεργασίες του φυτού που επιδρούν στη µολυσµατικότητα του παθογόνου. a) σε αυτό το 

πλαίσιο, το φυτικό κύτταρο δεν εκφράζει κάποια R πρωτεΐνη ικανή να αναγνωρίσει κάποια από τις πρωτεΐνες 

αµολυσµατικότητας. Έτσι, το φυτό δεν εντοπίζει εγκαίρως το παθογόνο και η όποια αµυντική αντίδραση 

επάγεται είναι αναποτελεσµατική (Ασθενεί). b) αυτό το πλαίσιο απεικονίζει το κλασσικό µοντέλο υποδοχέα-

διεγέρτη, στο οποίο µια R πρωτεΐνη προσδένεται άµεσα µε µια πρωτεΐνη αµολυσµατικότητας. Αυτό το 

γεγονός της αναγνώρισης ενεργοποιεί ένα πολύπλοκο µονοπάτι µετάδοσης του σήµατος, το οποίο µε τη 

σειρά του ενεργοποιεί τις αµυντικές λειτουργίες.  c) αυτό το πλαίσιο απεικονίζει την υπόθεση του φρουρού, 

στην οποία µια R πρωτεΐνη (φρουρός) εντοπίζει µια τροποποιηµένη πρωτεΐνη του ξενιστή (“φρουρούµενη”, 

κόκκινος αστερίσκος), ίσως σε ένα σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη αµολυσµατικότητας. Προσαρµογή από 

(McDowell and Woffenden, 2003).         

 

Η υπόθεση της γόνου-προς-γόνο ανθεκτικότητας, αποτελεί κλασσικό µοντέλο στη 

φυτοπαθολογία και παρέχει τη γενετική βάση για την κατανόηση των εξειδικευµένων 

γεγονότων αναγνώρισης που περιλαµβάνονται στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ ξενιστή-

παθογόνου. Ο Flor το 1956, απέδειξε ότι για κάθε κυρίαρχο γονίδιο του ξενιστή που 
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καθορίζει την ανθεκτικότητα (R), υπάρχει ένα αντίστοιχο κυρίαρχο γονίδιο 

αµολυσµατικότητας (Avr) που καθορίζει την παθογένεια. Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, όταν 

ένα από τα γονίδια αµολυσµατικότητας  ή το αντίστοιχο της ανθεκτικότητας δεν εκφράζεται, 

τότε δεν παρατηρείται αλληλοαναγνώριση µε αποτέλεσµα η σχέση ξενιστή-παθογόνου να 

είναι συµβατή και να εκδηλώνεται η ασθένεια. Στην περίπτωση όµως που και τα δύο 

αντιδρώντα µέλη Avr και αντίστοιχες συµπληρωµατικές πρωτεΐνες ανθεκτικότητας είναι 

παρόντα παρατηρείται αναγνώριση, που οδηγεί σε µια µη συµβατή σχέση που 

εκδηλώνεται ως αντοχή του φυτού στο παθογόνο (Τζάµος, 2007). Το µοντέλο αυτό 

επαληθεύεται σε πολλά συστήµατα ξενιστή-παθογόνου, υποδεικνύοντας ότι οι γόνου-

προς-γόνο αλληλεπιδράσεις είναι αρκετά κοινές στη φύση. Η εξειδίκευση που χαρακτηρίζει 

τις αλληλεπιδράσεις γόνου-προς-γόνο, υποδεικνύει ότι το πρώτο βήµα στην εκδήλωση 

ανθεκτικότητας σε µια ασθένεια, είναι ένα γεγονός αναγνώρισης που περιλαµβάνει άµεσα ή 

έµµεσα προϊόντα των αντίστοιχων γονιδίων ανθεκτικότητας του ξενιστή και των γονιδίων 

αµολυσµατικότητας του παθογόνου. Αρκετά γονίδια ανθεκτικότητας της κλάσης αυτής 

έχουν κλωνοποιηθεί πρόσφατα.      

    Συνοψίζοντας, η αντίληψη που έχουµε για το αµυντικό σύστηµα των φυτών κάνει 

λόγο για δύο κλάδους. Στον ένα γίνεται χρήση των αποδεκτών αναγνώρισης προτύπων 

(pattern recognition receptors) PRRs που αντιδρούν ενάντια σε αργά αναπτυσσόµενα 

µικροβιακά- PAMPs όπως η φλατζελίνη. Ο δεύτερος δρα σε µεγαλύτερο εύρος µέσα στο 

κύτταρο, χρησιµοποιώντας τα πολυµορφικά NB-LRR (Νucleotide Binding-Leucine Rich 

Repeat) πρωτεϊνικά προϊόντα που κωδικοποιούνται από τα περισσότερα γονίδια αντοχής 

(Resistance R genes).    Μπορεί δε να αναπαρασταθεί µε ένα µοντέλο ζιγκ-ζαγκ 4 φάσεων 

(Εικόνα 1.1). Στη φάση 1, PAMPs αναγνωρίζονται από τους  PRRs, έχοντας σαν 

αποτέλεσµα την επαγωγή άµυνας, την PAMP-triggered immunity (PTI) που είναι σε θέση 

να αποτρέψει περαιτέρω εγκατάσταση του παθογόνου στο εσωτερικό του φυτού. Στη φάση 

2, ορισµένα παθογόνα µπορεί να χρησιµοποιήσουν διεγέρτες που συνεισφέρουν στη 

µολυσµατικότητα του παθογόνου. Αυτοί οι διεγέρτες µπορεί να καταστείλουν την PTI. Αυτό 

έχει σαν αποτέλεσµα την ευαισθησία του ξενιστή που επάγεται από τους διεγέρτες-

τελεστές (effectors) ή effector-triggered susceptibility (ETS). Στη φάση 3 ένας δεδοµένος 

τελεστής, αναγνωρίζεται από µια από τις NB-LRR πρωτεΐνες οδηγώντας στην effector-

triggered immunity (ETI). Η ETI, είναι µια αµυντική λειτουργία που µπορεί να οδηγήσει σε 

ανθεκτικότητα και συχνά στην εκδήλωση της αντίδρασης υπερευαισθησίας (Hypersensitive 

Response, HR) στο σηµείο της προσβολής. Στη φάση 4, η φυσική επιλογή οδηγεί τα 
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παθογόνα να αποφύγουν την ΕΤΙ είτε µε απόπτωση είτε µε διαφοροποίηση του τελεστή, 

είτε αποκτώντας νέους τελεστές που καταστέλλουν την ΕΤΙ και παράλληλα ευνοεί 

αντίστοιχα R γονίδια ώστε να διεγερθεί και πάλι η ΕΤΙ (Jones et al., 2006).       

 

Εικόνα 1.9: Ένα ζιγκ-ζαγκ µοντέλο απεικονίζει το αποτέλεσµα της άµυνας του φυτού µε ποσοτικό 

τρόπο. Στο σχήµα το συνολικό εύρος της ανθεκτικότητας ή της ευαισθησίας είναι ανάλογο του (ΡΤΙ – ΕΤS + 

ΕΤΙ) (Jones et al., 2006).      
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1.2 ΧΡΗΣΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΓΙΑ ΤΗΝ 

ΕΠΑΓΩΓΗ ΕΠΙΚΤΗΤΗΣ ∆ΙΑΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗΣ ΑΝΤΟΧΗΣ SAR 

 

Η επίκτητη διασυστηµατική αντοχή SAR, µπορεί να ενεργοποιηθεί από 

διάφορες χηµικές ουσίες, που  αποτελούν ένα επιπλέον εργαλείο στην αντιµετώπιση 

των ασθενειών. Πολλές φυσικές ή συνθετικές ουσίες έχουν περιγραφεί ως επαγωγείς 

της SAR, και οι πιο αποτελεσµατικές είναι το SA, BABA, BTH, INA (Εικόνα 1.10), που 

επάγουν τη SAR χωρίς την απαραίτητη παρουσία του παθογόνου και την 

επακόλουθη αλληλεπίδραση του µε το φυτό, αλλά απλά µε την εξωγενή εφαρµογή 

τους στη φυλλική επιφάνεια (επιφανειοδραστικές ουσίες). 

 Συγκεκριµένα για τις χηµικές ουσίες, µια ουσία µπορεί να θεωρηθεί ως 

διεγέρτης ανοσοποίησης αν  µπορεί: 

� Να διεγείρει µηχανισµούς αντοχής εναντίον ενός αριθµού παθογόνων αιτίων  

� Να προκαλεί την έκφραση των ίδιων βιοχηµικών δεικτών που εµφανίζει και το 

βιολογικό πρότυπο «ανοσοποιήσεως» 

� Να µην έχει άµεση αντιµικροβιακή δράση in vitro ή in vivo  

� Να τροποποιεί την αλληλεπίδραση παθογόνου-φυτού, ώστε φαινοτυπικά να 

µην έχουµε µόλυνση και να επάγει τους µηχανισµούς αµύνης του φυτού πριν ή 

µετά από τη µόλυνση (Τζάµος, 2007). 

  

Ανόργανες ενώσεις 

Τα φωσφορικά άλατα επάγουν SAR σε φυτά κολοκυθιάς, φασολιάς και 

αραβόσιτου. ∆ιαλύµατα Κ3PO4, K2HPO4, Na3PO4 και Na2PO4 σε δόσεις 50-100 mM, 

όταν ψεκασθούν στο 1ο και 2ο φύλλο αγγουριάς επάγουν SAR στα ανώτερα φύλλα 

του φυτού. Στην αγγουριά και το καπνό επέµβαση µε σκόνη SiO2 επάγει SAR 

ενισχύοντας τη δράση των χιτινασών, της β-1,3- γλουκανάσης και των περοξιδασών 

(Τζάµος, 2007, Sticher et al., 1997).        
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Εικόνα 1.10:  Επαγόµενη αντοχή σε φυτά Arabidopsis που έχουν ψεκασθεί µε νερό (Α, C, D), 
SA (B), ή ΙΝΑ και έπειτα µολύνθηκαν µε κονίδια του Hyaloperonospora parsitica 5 (A, B) ή 4 (C-F) 
µέρες µετά την εφαρµογή των παραγόντων. Στις 6  (A, B) ή στις 10 (C-F) µέρες µετά από τη µόλυνση, 
µεµονωµένα φύλλα εµφάνισαν πλήθος καρποφοριών του ωοµύκητα στα φύλλα που ψεκάσθηκαν µε 
νερό ενώ σχεδόν κανένα σε αυτά που ψεκάσθηκαν µε ΙΝΑ. Τα φυτά στα A-C και το Ε είναι φυσιολογικά 
ενώ τα D και F µετασχηµατίστηκαν µε ένα γονίδιο που παρεµποδίζει τη συσσώρευση SA, δείχνοντας 
ότι το ΙΝΑ δρα απουσία συσσώρευσης SA (Προσαρµογή από Agrios, 2005). 

 

 

 

 

Η2Ο 

ΙΝΑ 

Η2Ο SA 
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Φυσικές οργανικές ενώσεις 

1. Σαλικυλικό οξύ, SA. Η εξωγενής εφαρµογή SA σε φυτά έχει βρεθεί να επάγει τα 

ίδια PR-γονίδια που κινητοποιούνται και όταν αυξάνονται τα επίπεδα του SA 

ενδογενώς. Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι η επίδραση του SA στην SAR 

βασίζεται στην ενεργοποίηση αρκετών αντιοξειδωτικών ενζύµων όπως η 

γλουταθειόνη-S-τρανσφεράση (glutathione-S-transferase) αλλά και στα επίπεδα 

αρκετών µη οξειδωτικών ενζύµων όπως η γλουταθιόνη (gloutathione) (Fodor et 

al., 1997), ενώ ορισµένοι τύποι PR γονιδίων, όπως οι PR-1 πρωτεΐνες και οι 

εξωκυτταρικές β-1,3-γλουκανάσες και χιτινάσες επάγονται από το βιοχηµικό 

µονοπάτι του SA, τουλάχιστον στα φυτά Arabidopsis και στον καπνό (Uknes et al., 

1992). Αν και το SA έχει άµεση φυτοτοξική δράση, όταν εφαρµοσθεί σε 

κατάλληλες ποσότητες επάγει SAR χωρίς το σχηµατισµό στην επιφάνεια των 

φύλλων νεκρωτικών κηλίδων. Για παράδειγµα εξωγενής εφαρµογή SA σε φυτά 

Nicotiana benthamiana σε ποσότητες από 0-5 mM, έδειξε να παρεµποδίζει την 

ανάπτυξη, παθογένεια και προσκόλληση στα φυτικά κύτταρα φυλών του 

φυτοπαθογόνου βακτηρίου Agrobacterium tumefaciens (Sticher et al., 1997, 

Anand et al., 2008).    

2. Ιασµονικό οξύ, JA. Εξωγενής εφαρµογή JA ή του µεθυλιωµένου εστέρα του, 

MeJA, σε χαµηλές συγκεντρώσεις, προκαλούν διέγερση διάφορων πρωτεϊνών 

που συµβάλλουν στην άµυνα του φυτού όπως οι θειονίνες στο κριθάρι και το φυτό 

Arabidopsis thaliana, παρεµποδιστές  πρωτεϊνασών στη τοµάτα και ενζύµων που 

εµπλέκονται στη βιοσύνθεση των φυτοαλεξινών (Τζάµος, 2007, Sticher et al., 

1997).       .   

3. Αιθυλένιο, ΕΤ. Εξωγενής εφαρµογή ΕΤ στον καπνό που έχει το N γονίδιο 

ανθεκτικότητας στον ΤΜV έχει σαν αποτέλεσµα την παρεµπόδιση του ιού και 

χαρακτηρίζεται από µείωση του µεγέθους των νεκρώσεων, ενώ έχει βρεθεί ότι 

επάγει αµυντικούς µηχανισµούς και σε κωνοφόρα (Hudgins and Franceschi, 2004, 

Sticher et al., 1997). Κλάσεις PR-γονιδίων που έχουν βρεθεί να σχετίζονται µε το 

αιθυλένιο συµπεριλαµβάνουν τις ενδοκυττάριες β-1,3-γλουκανάσες (PR-2), τις 

ενδοκυττάριες βασικές χιτινάσες (PR-3 ), τις όξινες hevein-like πρωτεΐνες (PR-4) 

και τις φυτικές αµυντίνες (plant defensins, PDFs, PR12) (Lorenzo et al,. 2003). Η 

επαγωγή αυτών των γονιδίων γίνεται από ένα βιοχηµικό µονοπάτι που το 

αιθυλένιο και το ιασµονικό οξύ λειτουργούν συνεργιστικά (Penninckx et al., 2000).        
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4. Αζελαϊκό οξύ, ΑzA. Το αζελαϊκό οξύ είναι ένα φυσικό κορεσµένο δικαρβοξυλικό 

οξύ (C9H16O4) των φυτών. ∆ιαφυλλικός ψεκασµός φυτών Arabidopsis thaliana, µε 

AzA, σε συγκεντρώσεις περίπου 1 mM, επάγουν ανθεκτικότητα στη φυλή 

PmaDG3 του Pseudomonas syringae. Σύµφωνα µε τη θεωρία που έχει 

διατυπωθεί, το AzA, ενεργοποιεί έναν ταχύτερο ή και ισχυρότερο µηχανισµό 

αντίδρασης στα φυτά, που περιλαµβάνει την παραγωγή SA και τη συσσώρευση 

του σε υψηλά επίπεδα µέσα στους φυτικούς ιστούς, αλλά ταυτόχρονα επάγει και 

τη µεταγραφική διαδικασία για την παραγωγή του δείκτη της SAR, του γονιδίου 

ανθεκτικότητας PR-1  (Jung et al., 2009). 

5. Εκτός από τα ανωτέρω ουσίες, διάφορα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα όπως το 

αραχιδονικό, το λινολεϊκό και το εικοσιπενταενοϊκό οξύ, έχουν δείξει να επάγουν 

SAR ενάντια στο παθογόνο Phytophthora infestans. 

 

Συνθετικές ενώσεις 

Η εισαγωγή στην αγορά των εµπορικών χηµικών σκευασµάτων που επάγουν 

SAR αντοχή στα φυτά ήταν το επιστέγασµα της έρευνας στο χώρο αυτό έως τότε. Οι 

σηµαντικότερες χηµικές ουσίες είναι το DL- β-αµινοβουτιρικό οξύ (ΒΑΒΑ), το 2,6 

διχλωροϊσονικοτινικό οξύ ΙΝΑ και το βενζο (1,2,3) θειανταζολ -7- καρβοθιοϊκό οξύ – S 

– µεθυλεστέρας (ΒΤΗ) αλλά και η  ένωση fosetyl-Al.   

Το ΒΑΒΑ, έχει αναφερθεί ως επαγωγέας της SAR σε πολλά φυτικά είδη. 

Τοπικές εφαρµογές ΒΑΒΑ, προστατεύουν τη τοµάτα από τον ωοµύκητα  

Phytophthora infestans και τον Peronospora tabacina, µέσω της σύνθεσης χιτινασών 

και β-1,3- γλουκανασών, χωρίς να µεταβολίζεται µέσα στους φυτικούς ιστούς, ενώ 

στον καπνό επάγει την έκφραση του γονιδίου PR1α που συνεπάγεται τη 

συσσώρευση της PR1 πρωτεΐνης (Sticher et al., 1997).        

Το ΙΝΑ, και ο µεθυλιωµένος εστέρας του, είναι αποτελεσµατικοί παράγοντες 

για τη προστασία δικοτυλήδονων και µονοκοτυλήδονων φυτών από ένα ευρύ φάσµα 

παθογόνων. Το ΙΝΑ, έχει ήπια αντιµικροβιακή δράση in vitro και επάγει την έκφραση 

SAR γονιδίων πριν από τη µόλυνση. Ένα σηµαντικό πρόβληµα στην χρήση των 

εµπορικών σκευασµάτων ΙΝΑ, είναι το γεγονός ότι σε πολλές καλλιέργειες προκαλούν 

τοξικότητα. 
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Το ΒΤΗ, είναι ανάλογο του σαλικιλικού οξέος και αποτελεί εµπειρικό σκεύασµα 

µε το όνοµα ΒΙΟΝ στην Ευρώπη και παράγεται από την εταιρία Novartis.  

Το fosetyl-Al, είναι ένα διασυστηµατικό µυκητοκτόνο της οµάδας των 

οργανοφωσφορικών (αλκυλοφωσφορικά) που εµφανίστηκε στη γεωργική πράξη το 

1977 µε το εµπορικό όνοµα Aliette. Είναι αποτελεσµατικό για την αντιµετώπιση 

Ωοµυκήτων της τάξεως Peronosporales, όπως ο Plasmopara viticola, Bremia spp. και 

είδη των γενών Pythium και Phytophthora, αλλά και για µετασυλλεκτικές επεµβάσεις 

όπως στην περίπτωση της ασθένειας του ανανά, που οφείλεται στον Phytophthora 

parasitica var. parasitica. Υπάρχουν ενδείξεις ότι έχει εκτός της αποπλαστικής και 

πολύ καλή συµπλαστική κίνηση, που ίσως οφείλεται στο µεταβολίτη του, το 

φωσφονικό οξύ (H3PO3). Ο µηχανσισµός δράσης του fosetyl-Al φαίνεται να είναι 

διπλός. Αφενός παρουσιάζει άµεση φυτοτοξική δράση και αφετέρου επάγει τους 

µηχανισµούς άµυνας του φυτού, όπως την παραγωγή πολυφαινολών (χηµικές 

ενώσεις που θεωρείται ότι δρουν σαν χηµικοί παρεµποδιστές παθογόνων σε νεαρούς 

ιστούς αλλά και ως παρεµποδιστές της δράσης πυκτινολυτικών και άλλων ενζύµων 

των παθογόνων) και φυτοαλεξινών (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). Πιο συγκεκριµένα, 

η ένωση fosetyl-Al, έχει αποδειχθεί ότι επάγει παροδική παραγωγή του γονιδίου 

ανθεκτικότητας PR-1, ενός δείκτη της SAR, όταν εφαρµοσθεί στη µέγιστη επιτρεπτή 

συγκέντρωση της (5 g/l), σε φυτά Arabidopsis thaliana αγρίου τύπου αλλά όχι σε φυτά 

nim1 ή φυτά NahG, τα οποία όπως έχει περιγραφεί παραπάνω, έχουν προβλήµατα 

στην έκφραση της SAR. Αυτή η επαγωγή είναι κατά πάσα πιθανότητα επακόλουθο 

του σχηµατισµού νεκρωτικών κηλίδων στα φυτά µετά από την εφαρµογή του 

µηκυτοκτόνου, ενώ µοιάζει να εξαρτάται από το βιοχηµικό µονοπάτι της SAR, αφού η 

επαγωγή του PR-1 σε nim1 και NahG υπό τις ίδιες συνθήκες, παρεµποδίζεται. 

 Μια άλλη κατηγορία συνθετικών ενώσεων που σε αντίθεση µε τις παραπάνω 

δεν έχουν χρησιµοποιηθεί µέχρι τώρα για την επαγωγή αµυντικών µηχανισµών στα 

φυτά που να σχετίζονται µε τη SAR, είναι οι κατιονικοί επιφανειοδραστικοί  

παράγοντες του βρωµιούχου αµµωνίου (cationic surfactants of ammonium bromide). 

Οι τετραλκυλαµµωνικές αυτές ουσίες, φαίνεται να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

επαγωγή ανοσοποίησης σε άλλους οργανισµούς. Έχουν µεγάλου µήκους αλυσίδες 

αποτελούµενες από οµάδες αλκυλίου, γεγονός που τους προσδίδει λιποφιλικές 

ιδιότητες. Αυτό επιτρέπει τη χρήση τους για την προετοιµασία λιποσωµάτων που 

χρησιµοποιούνται ως συστήµατα φορέων DNA που εισάγεται στα κύτταρα 
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αλλάζοντας τις ιδιότητες τους (transfection π.χ. από ιό) και ως φορείς για τη µετάδοση 

φαρκευτικών ουσιών. Οι παράγοντες αυτοί, που οι µεµβράνες τους αποτελούνται από 

δύο µοριακά στρώµατα, χρησιµοποιούνται ευρέως στην ιατρική και ιδιαίτερα στη 

µελέτη της ανοσολογίας (immunology), ως ανοσοενισχυτικά έκδοχα (adjuvants), 

δηλαδή παράγοντες ανοσοποίησης που έχουν την ικανότητα να αυξήσουν την άµυνα 

των οργανισµών στα αντιγόνα. Επίσης in vivo, κατά τη µελέτη του ιού της 

ψευδολύσσας των γουρουνιών (pseudorubies virus), αποδείχθηκε ότι η εφαρµογή 

εµβολίου DNA σε συνδυασµό µε DDAB (Dimethyl Dioctadecyl Ammonium Bromide) 

απέδωσε ισχυρότερες αµυντικές αντιδράσεις από ότι η εφαρµογή µόνο του εµβολίου, 

και γενικότερα οδήγησε σε ενισχυµένη αντιϊκή αµυντική λειτουργία. Παρόµοια, η 

χορήγηση σε αρουραίους, DDAB µαζί µε trehalose 6,6-dibehenate (TDB) δηµιουργεί 

µια αποτελεσµατική ανοσοενισχυτική υποµονάδα στο Mycobacterium tuberculosis, 

τον παράγοντα πρόκλησης φυµατίωσης στον άνθρωπο.  (Holten-Andersen et al., 

2004). 
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        1.3   ΠΑΘΟΓΟΝΑ ΚΑΙ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ 

 
1.3.1 Ο περονόσπορος του φυτού Arabidopsis thaliana από 
τον ωοµύκητα Hyaloperonospora parasitica 
 

Ο Hyaloperonospora Constant. parasitica (Pers.:Fr), (προηγούµενη ονοµασία  

Peronospora parasitica), ανήκει στο βασίλειο των Χρωµίστων, κλάση Ωοµύκητες, 

τάξη Peronosporales, οικογένεια Peronosporaceae. Οι αποµονώσεις από το φυτό 

Arabidopsis thaliana µέχρι τώρα δεν έχουν βρεθεί παθογόνες για άλλα σταυρανθή 

αλλά διατηρούν σύµφωνα µε τα µέχρι τώρα δεδοµένα, µια καθαρά γόνου-προς-γόνο 

αλληλεπίδραση µε άλλους οικότυπους του ξενιστή.  

Τα είδη της οικογένειας Peronosporaceae, προκαλούν τους περονοσπόρους 

των φυτών, όπως ο Plasmopara viticola (περονόσπορος της αµπέλου) και ο Bremia 

lactuceae (περονόσπορος του µαρουλιού). Οι µύκητες αυτοί είναι υποχρεωτικά 

παράσιτα στα ανώτερα φυτά, και προσβάλλουν µόνο τρυφερούς, πράσινους ιστούς. 

Η ανάπτυξη τους σε επιδηµική µορφή εξαρτάται κυρίως από τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες και ιδίως τη βροχόπτωση και τη σχετική υγρασία του αέρα. Στην τάξη των 

Peronosporales ανήκει και η οικογένεια Pythiaceae µε τα δύο πολύ µεγάλης 

οικονοµικής σηµασίας για τη γεωργία γένη, Pythium και  Phytophthora, που είναι 

κύρια αίτια για διάφορες ασθένειες όπως τήξεις φυταρίων, κοµµίωση λαιµού 

εσπεριδοειδών, περονόσπορος της πατάτας κ.α.  

Ο περονόσπορος (downy mildew) του  φυτού Arabidopsis δεν είναι µια 

ιδιαίτερα καταστροφική ασθένεια κάποιου ευρέως καλλιεργούµενου φυτού, ούτε 

προκαλεί ζηµίες ιδιαίτερης οικονοµικής σηµασίας. Παρόλα αυτά, αυτό το σύστηµα 

αλληλεπίδρασης ξενιστή-παθογόνου, έχει αποτελέσει εργαστηριακό µοντέλο από το 

1990 και έχει διεξαχθεί µεγάλη ερευνητική προσπάθεια βασισµένη σε αυτό. 

Αποτέλεσµα αυτής της έρευνας είναι να έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί πολλά 

γονίδια ανθεκτικότητας που σχετίζονται µε αυτό, όπως και να έχουν αποσαφηνιστεί 

πολλά από τα στοιχεία µετάδοσης του σήµατος σε επακόλουθα στάδια της µόλυνσης 

από το συγκεκριµένο παθογόνο.  

Ο κύκλος ασθένειας και του παθογόνου περιγράφεται στην ακόλουθη Εικόνα 

1.11. Την άνοιξη, νέες µολύνσεις φυτών Arabidopsis πραγµατοποιούνται από 
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ωοσπόρια που έχουν διαχειµάσει σε φυτικά υπολείµµατα στο έδαφος. Επιτυχής 

µολύνσεις επιτυγχάνονται στα φύλλα και τις κοτυληδόνες από τα κονίδια. Σε αντίθεση 

µε άλλες φυλές H. parasitica που µολύνουν άλλα σταυρανθή, αυτή που µολύνει την  

Arabidopsis είναι οµόθαλλη. Τα ωοσπόρια σχηµατίζονται στα φύλλα της Arabidopsis 

µία εβδοµάδα περίπου από τη µόλυνση των πραγµατικών φύλλων ή των 

κοτυληδόνων (Slusarenko and Schlaich, 2003). Το πρώτο ορατό, µε γυµνό µάτι, 

σηµείο της προσβολής είναι η εξάνθηση από σπορειαγγειοφόρους-κονιδιοφόρους 

που καλύπτουν τις άνω και κάτω επιφάνειες των φύλλων και των µίσχων. Οι 

κονιδιοφόροι εξέρχονται από τα στοµάτια των ιστών. 

 

 
Εικόνα 1.11 : Κύκλος ασθένειας από τον ωοµύκητα Hyaloperonospora parasitica στο φυτό Arabidopsis 

thaliana. (a) Οι µολύνσεις ξεκινάνε από τη βλάστηση ωοσπορίων στο έδαφος.( b) Τα φυτά αποικίζονται από ένα 

κοινοκύτταρο µυκήλιο που αναπτύσσεται ενδοφυτικά, και εγκαθίσταται στους µεσοκυττάριους χώρους γεγονός 

που του δίνει περίεργη µορφή. Οι υφές σχηµατίζουν κατασκευές (µυζητήρες) στα κύτταρα του ξενιστή  που έχουν 

σχήµα αχλαδιού και χρησιµεύουν στη θρέψη του παθογόνου. Μετά από µια περίοδο ανάπτυξης που ποικίλλει (1-2 

εβδοµάδες) σποριαγγειοφόροι,  που φέρουν αγενή, σφαιρικά, υαλοειδή κονίδια (c) εξέρχονται από τα στοµάτια. (d) 

Με τη βλάστηση των κονιδίων, ξεκινάνε νέοι κύκλοι µολύνσεων. (e-g) Τα ωοσπόρια σχηµατίζονται ταυτόχρονα µε 

τα αγενή σπόρια. (e) Τα θηλυκά αναπαραγωγικά όργανα, τα ωογόνια , γονιµοποιούνται µέσω της σύζευξης από 

το αρσενικό ανθηρίδιο. (f) Το γονιµοποιηµένο ωογόνιο αναπτύσσεται σε ένα ώριµο ωοσπόριο. (g) Τα ωοσπόρια 

στα φύλλα είναι άφθονα. Προσαρµογή από Mauch-Mani and Slusarenko (1993).   
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Η φυλή Noco2 (Εικόνα 1.12), του H. parasitica, έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα 

χρήσιµη κατά τη διεξαγωγή πειραµάτων, καθώς τα φυτά αγρίου τύπου του οικότυπου 

Col-0, δεν έχουν κανένα αποτελεσµατικό γονίδιο ανθεκτικότητας στη µόλυνση. Αυτό 

τη διαχωρίζει από τις άλλες φυλές, όπως την Emwa1,  µεταξύ της οποίας και του Col-

0, υπάρχει ασυµβατότητα που οδηγεί σε race-specific (ως προς τη φυλή) 

ανθεκτικότητα.  

Οι περονόσποροι παρατηρούνται συνήθως σε δροσερά, υγρά κλίµατα, κυρίως 

την άνοιξη ή το φθινώπορο. Οι Felton και Walker (1946) έδειξαν ότι η παραγωγή των 

σπορίων είναιι ταχύτερη στους 8-12 °C, ενώ η διείσδυση στους 16 °C και η 

δηµιουργία µυζητήρων γίνεται σε θερµοκρασίες 20-24 °C. Σε εργαστηριακές 

συνθήκες ανάπτυξης του παθογόνου, οι συνήθεις θερµοκρασίες που 

πραγµατοποείται η ανάπτυξη και η παραγωγή κονιδιοφόρων του H. parasitica είναι οι 

16-18 °C και σχετική υγρασία που πλησιάζει το 100%. Η παραγωγή κονιδίων 

πραγµατοποιείται κυρίως κατά τη διάρκεια της νύχτας και τα σπόρια 

απελευθερώνονται την ηµέρα, καθώς οι σποριαγγειοφόροι πριν καταστραφούν 

συστρέφονται βίαια και εκτοξεύουν τα κονίδια στον αέρα. Εποµένως, η συλλογή 

κονιδίων για τη δηµιουργία µολύσµατος, ευνοείται κατά τις πρωϊνές ώρες. Η µόλυνση 

ξεκινά µε τη βλάστηση του κονιδίου είτε µε άµεση παραγωγή πλάκας συγκρατήσεως, 

είτε µε παραγωγή περιορισµένου µήκους βλαστικής υφής, µέσα σε 6 ώρες από την 

επαφή µε το φύλλο. Η διαφοροποιηµένη υφή διείσδυσης, αναπτύσσεται στο κάτω 

µέρος της πλάκας συγκρατήσεως, που χρησιµεύει σαν όργανο συγκρατήσεως, και 

εισχωρεί στο φύλλο συνήθως ανάµεσα στη συνένωση δύο επιδερµικών κυττάρων. Σε 

σπάνιες περιπτώσεις η πλάκα συγκρατήσεως σχηµατίζεται πάνω από το στοµάτιο 

του φύλλου, και η υφή διεισδύσεως εισχωρεί και αναπτύσσεται απευθείας από το 

στοµάτιο. Οι µυζητήρες συχνά δηµιουργούνται στα επιδερµικά κύτταρα καθώς η υφή 

διείσδυσης περνά ανάµεσά τους, και νέοι µυζητήρες παράγονται στα κύτταρα του 

µεσόφυλλου, καθώς η υφή αναπτύσσεται στο µεσοκυττάριο χώρο. Οι κονιδιοφόροι 

αναπτύσσονται στα επιφανειακά στρώµατα των κυττάρων του ξενιστή και εξέρχονται 

από τα στοµάτια. Η µεγαλύτερη πυκνότητα κονιδιοφόρων  παρατηρείται συνήθως στη 

κάτω επιφάνεια των φύλλων, όπου υπάρχουν και τα περισσότερα στοµάτια 

(Slusarenko and Schlaich, 2003).   
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Εικόνα 1.12 : Εξάνθηση από σποριαγγειοφόρους-κονιδιοφόρους σε φύλλα φυτών Arabidopsis 7 ηµέρες µετά 
από µόλυνση µε τον Hyaloperonospora parasitica φυλή Noco2. 

 

Ο  καλύτερος ίσως τρόπος αντιµετώπισης των περονοσπόρων των φυτών, 

είναι η αποφυγή των περιβαλλοντικών συνθηκών που ευνοούν την ασθένεια. Θα 

πρέπει να εφαρµόζονται εκείνες οι καλλιεργητικές φροντίδες που επιτρέπουν την 

ανακύκλωση του αέρα στον αγρό ή στο θερµοκήπιο, την αποµάκρυνση των φυτικών 

υπολειµµάτων όπου µπορούν να διαχειµάσουν τα σπόρια κ.α. Συνήθως η ασθένεια 

είναι εύκολο να αντιµετωπισθεί στα περισσότερα φυτά στα αρχικά στάδια όταν το 

φύλλωµα και οι καρποί προστατεύονται µε χαλκούχα ή οργανικά µυκητοκτόνα. 
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1.3.2  Η  αδροµύκωση από το µύκητα Verticillium dahliae 

Οι αδροµυκώσεις των φυτών οφείλονται κυρίως σε δύο γένη φυτοπαθογόνων 

µυκήτων, το Verticillium sp. και τις ειδικές µορφές του Fusarium oxysporum. Οι 

εδαφογενείς αυτοί µύκητες έχουν την ικανότητα να εισέρχονται από το ριζικό σύστηµα 

του φυτού και να εγκαθίστανται στα αγγεία του ξύλου προκαλώντας µάρανση, 

χλώρωση και νέκρωση των φύλλων και τελική νέκρωση όλου του φυτού. Οι ασθένειες 

αυτές είναι καταστρεπτικές διότι προκαλούν πολύ σοβαρές ζηµιές σε ένα πλήθος 

καλλιεργούµενων φυτών χωρίς να υπάρχουν µέχρι σήµερα αποτελεσµατικά χηµικά 

µέσα για την αντιµετώπιση τους.  

Το γένος Verticillium, ανήκει στο βασίλειο των µυκήτων, στο φύλλο των 

Ασκοµυκήτων. Προσβάλλει φυτά σε εύκρατα και τροπικά κλίµατα µε ένα εύρος 

ξενιστών γύρω στους 200 (κυρίως δικοτυλήδονα φυτά). Ο µύκητας Verticillium albo-

atrum και ο V. dahliae είναι τα είδη που ευθύνονται για το µεγαλύτερο αριθµό 

προσβολών. Ο V. dahliae, προκαλεί αδροµύκωση σε λαχανικά (πατάτα, πιπεριά, 

τοµάτα, µελιτζάνα κ.α.), δενδρώδεις καλλιέργειες (ελιά, βερυκοκιά, φυστικιά κ.α.), 

ανθοκοµικά, ποώδη µονοετή, πολυετή και δασικά είδη. Έχει αναφερθεί ότι παράγει 

ένζυµα αποδιοργάνωσης των κυτταρικών τοιχωµάτων και φυτοτοξίνες που 

σχετίζονται µε την ανάπτυξη των συµπτωµάτων. Τα µικροσκληρώτια που σχηµατίζει 

και το µελανό µυκήλιο παίζουν σηµαντικό ρόλο στο βιολογικό κύκλο ζωής του 

παθογόνου, καθώς αποτελούν κύρια πηγή παραγωγής µολυσµάτων και πρωταρχικής 

σηµασίας όργανα για τη µακρόχρονη επιβίωση του µύκητα. 

Τα συµπτώµατα του Verticillium dahliae µπορεί να ποικίλλουν ανάλογα µε το 

ξενιστή, και γενικά όλες οι αδροµυκώσεις έχουν παρόµοια συµπτώµατα. Αρχικά ένα 

µόνο µέρος του φύλλου χάνει τη σπαργή του, γίνεται µαλακό και χλωρωτικό και τελικά 

νεκρώνεται. Συνηθέστερα τα συµπτώµατα ξεκινούν πρώτα στους παλαιότερους 

βλαστούς, καθώς η µόλυνση κινείται από τη βάση προς τα άκρα. Τα φύλλα µπορεί να 

είναι επίπεδα ή να συστρέφονται, ενώ συχνά παρατηρείται επιναστία (Εικόνα 1.13 Γ 

και 1.13 ∆). Οι νεαροί και τρυφεροί βλαστοί επίσης µαραίνονται και νεκρώνονται. 

Στους προσβεβληµένους βλαστούς και στο στέλεχος παρατηρείται καστανός 

µεταχρωµατισµός των αγγείων του ξύλου σε µορφή ολόκληρου ή διακεκοµµένου 

δακτυλίου.  
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Ο V. dahliae, εισχωρεί στα φυτά από το ριζικό σύστηµα. Προκαλεί µονοκυκλική 

ασθένεια, δηλαδή µόνο ένας κύκλος ασθένειας και παραγωγής µολυσµάτων 

πραγµατοποιείται κάθε καλλιεργητική περίοδο. Ο κύκλος ζωής του παθογόνου µπορεί 

να διακριθεί σε τρεις φάσεις: τη ληθαργική ή λανθάνουσα, την παρασιτική και τη 

σαπροφυτική. Κατά τη ληθαργική φάση, οι κατασκευές διαχείµανσης του µύκητα, τα 

µικροσκληρώτια, παραµένουν όπως υπονοεί και η ονοµασία της φάσης αυτής, σε 

λήθαργο. Η βλάστηση των µικροσκληρωτίων αποτρέπεται µέσω της λειτουργίας που 

ονοµάζεται µυκόσταση (mycostasis), και ενεργοποιείται µόνο µετά την επικράτηση 

περιβαλλοντικών συνθηκών που να ευνοούν την βλάστηση και ανάπτυξη του µύκητα. 

Η περίσσεια άνθρακα και αζώτου π.χ., υποδηλώνουν την παρουσία ξενιστών φυτών 

που απελευθερώνουν αυτές τις ουσίες στη ριζόσφαιρα. Καθώς κάθε µεµονωµένο 

κύτταρο ενός µικροσκληρωτίου µπορεί να βλαστήσει έστω και µία φορά, το 

µικροσκληρώτιο βλαστάνει πολλές φορές, αυξάνοντας την πιθανότητα επιτυχούς 

µόλυνσης. Οι υφές που εξέρχονται από το βλαστάνον µικροσκληρώτιο, µπορούν να 

διανύσουν περιορισµένη απόσταση µέχρι να φτάσουν τον υποψήφιο ξενιστή. Τυπικά 

ο µύκητας V. dahliae, εισέρχεται στη φάση του παρασιτισµού µολύνοντας τα 

ευαίσθητα φυτά είτε από το ακρορίζιο είτε από τα σηµεία σχηµατισµού των πλευρικών 

ριζών. Για να περάσει στους ιστούς του ξύλου, ο µύκητας πρέπει πρώτα να ξεπεράσει 

την ενδοδερµίδα, που λειτουργεί σαν φυσική προστασία στην προσβολή. Η είσοδος 

εποµένως του µύκητα µπορεί να επιτευχθεί είτε στην περίπτωση που η ενδοδερµίδα 

δεν έχει σχηµατισθεί ακόµα, δηλαδή από το ακρορίζιο είτε όταν είναι τραυµατισµένη 

(π.χ. από τη δράση νηµατωδών σκωλήκων). Αν ξεπεραστεί το εµπόδιο της 

ενδοδερµίδας, εισέρχεται στα αγγεία του ξύλου όπου σχηµατίζει κονίδια. Σε 

πρόσφατα µολυσµένους νεαρούς βλαστούς, ο αριθµός των αγγείων του ξύλου που 

σχηµατίζονται είναι µειωµένος και όσον αφορά τη δοµή τους, έχουν λεπτότερα 

τοιχώµατα. Στα αγγεία του ξύλου µολυσµένων βλαστών και ριζών αναπτύσσονται  οι 

υφές του µυκηλίου και κονίδια τα οποία συχνά φράζουν τα αγγεία. Σε πολλές 

περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί τα κύτταρα του παρεγχύµατος που περιβάλλουν τα 

αγγεία να κινητοποιούνται από το εκκριτικό σύστηµα του µύκητα σε υπερβολικό 

πολλαπλασιασµό, οδηγώντας έτσι τα αγγεία σε κατάρρευση. Η απόφραξη των 

αγγείων επιδεινώνεται και µε τη συσσώρευση των προϊόντων της αποδόµησης των 

φυτικών ιστών που προκαλείται από τα ένζυµα του µύκητα, σχηµατίζοντας µάζες µε 

υψηλό ιξώδες. Η οξείδωση και µεταφορά αυτών των προϊόντων έχει θεωρηθεί υπαίτια 

και για τον καστανό µεταχρωµατισµό των προσβεβληµένων αγγείων (Εικόνα 1.13 Ε). 
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Προβλήµατα στη µετακίνηση των στοιχείων µέσω των αγγείων δηµιουργούν και οι 

τυλώσεις, από τη συνένωση δύο αντικριστών αγγείων, στη προσπάθεια του ξενιστή 

να ανακόψει τη πορεία του µύκητα. Έχει υποστηριχθεί από διάφορους επιστήµονες 

ότι µέσω των αγγείων, οι τοξίνες που παράγονται από το µύκητα µεταφέρονται στα 

φύλλα, στα οποία προκαλούν µείωση στη σύνθεση της χλωροφύλλης κατά µήκος των 

νευρώσεων και µείωση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, κατάρρευση των 

κυτταρικών µεµβρανών του φύλλου και συνεπώς της ικανότητας του να ρυθµίζει την 

υδατική του κατάσταση µε αποτέλεσµα την επιναστία, τη µάρανση, και τη νέκρωση 

(Agrios, 2005). Τα υαλώδη κονίδια σχηµατίζονται πάνω στα άκρα ενός πλήθους 

ανορθωµένων, κονιδιοφόρων που διακλαδίζονται σε 3-4 φιαλίδια (Εικόνα 1.13 Α).  

Αυτά τα κονίδια που έχουν µικρή διάρκεια ζωής, µεταφέρονται σταδιακά σε νέες 

θέσεις µε το ανοδικό ρεύµα µέσω των αγγείων όπου βλαστάνουν εκ νέου και η 

διαδικασία επαναλαµβάνεται. Η διαδικασία “αποικισµού” του φυτού από το µύκητα 

έχει παρατηρηθεί ότι σηµειώνεται σε κύκλους πολλαπλασιασµού και µείωσης του 

πληθυσµού του µύκητα που οφείλεται στους αµυντικούς µηχανισµούς του φυτού. 

Κατά τη διάρκεια της νέκρωσης των ιστών ή της γήρανσης του φυτού, ο µύκητας 

περνά στη σαπροφυτική φάση. Σε αυτό το στάδιο παράγει µεγάλες ποσότητες 

µικροσκληρωτίων στα υπολείµµατα των καλλιεργειών που απελευθερώνονται στο 

έδαφος µε την αποσύνθεση των φυτικών ιστών (Εικόνα 1.13 Β). Τα µικροσκληρώτια 

του µύκητα έχουν την ικανότητα να επιζούν για 10-15 χρόνια. Πρόσθετα, η 

διαχείµανση µπορεί να γίνει είτε µε µορφή µυκηλίου στους πολυετής ξενιστές είτε σε 

πολλαπλασιαστικά όργανα του φυτού όπως κόνδυλοι, βολβοί και σπόροι (Fradin and 

Thomma, 2006). 

Η αντιµετώπιση της ασθένειας βασίζεται στη χρήση υγιούς πολλαπλασιαστικού 

υλικού, εδάφους που δεν έχει µολύσµατα του παθογόνου, ανθεκτικών ποικιλιών και 

αποφυγή φύτευσης ευαίσθητων ξενιστών σε αγρούς που έχουν καλλιεργηθεί επί 

σειρά ετών µε σολανώδη. Ο υποκαπνισµός του εδάφους, είναι µια λύση στην οποία 

δύσκολα µπορεί πλέον να καταφύγει κάποιος µε την απαγόρευση χρήσης του 

βρωµιούχου µεθυλίου, που έως τώρα είχε επικρατήσει, ενώ ταυτόχρονα δεν έχει 

αντικατασταθεί από άλλο σκεύασµα µε την ίδια επιτυχία και αναγνώριση. Η θερµική 

απενεργοποίηση του µύκητα µέσω της ηλιαπολύµανσης αποτελεί µια ιδιαίτερα 

επιτυχηµένη τεχνική η οποία κερδίζει ολοένα και περισσότερο έδαφος στην 

αντιµετώπιση της ασθένειας σε περιοχές µε υψηλά ποσοστά ηλιοφάνειας και χαµηλή 

βροχόπτωση (Agrios, 2005, Τζάµος, 2007).   
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Εικόνα 1.13 :  Μορφολογικά χαρακτηριστικά  του V. dahlia και συµπτώµατα σε διάφορους ξενιστές. Α) 
Μικροσκοπική παρατήρηση του µύκητα µε τους χαρακτηριστικούς κονιδιοφόρους και ελεύθερα σπόρια 
(Fradin and Thomma, 2006). Β) Μικροσκληρώτια του µύκητα (βέλη) σε νεκρό ιστό βλαστού τοµάτας. Γ) 
προσβεβληµένο φύλλο τοµάτας µε χαρακτηριστική χλώρωση, µάρανση και νέκρωση σε ένα µόνο 
τµήµα του φύλλου.  ∆) συµπτώµατα χαρακτηριστικά της µόλυνσης V. dahliae σε φυτό Arabidopsis 
thaliana (Τζάµος, 2007). Ε)  καστανός µεταχρωµατισµός σε αγγεία του ξύλου προσβεβληµένου 
βλαστού ροδακινιάς. Ζ) Μάρανση και νέκρωση µέρους προσβεβληµένου δένδρου ροδακινιάς (Agrios, 
2005). 

Γ 

B 

∆ 

E Ζ 

Α 



45 

 

1.3.3  Μωσαϊκού του καπνού (Tobacco Mosaic Virus, 

TMV)  

Ο ιός του µωσαϊκού του καπνού (Tobacco mosaic virus, TMV), έχει µια 

εντυπωσιακή ιστορία και η µελέτη του έχει αποτελέσει τροχοπέδη πολλών και 

σηµαντικών ανακαλύψεων. ∆εν έχει παρά να αναλογιστεί κανείς ότι εξαιτίας αυτού 

του παθογόνου ανακαλύφθηκε από τους Watson και Crick το 1953 το µοντέλο της 

διπλής έλικας του DNA. Ο TMV είναι µία ασθένεια ενδηµική σε όλες τις περιοχές της 

γης και περιγράφηκε πρώτη φορά από τον Mayer το 1886. Ωστόσο η φύση του 

παράγοντα που προκαλεί αυτή την ασθένεια παρέµενε άγνωστη µέχρι να έρθουν στο 

φως το 1898, τα αποτελέσµατα των πειραµάτων του Beijerinck, κάνοντας τον TMV 

τον πρώτο ιό που ταυτοποιήθηκε και έπαιξε ουσιώδη ρόλο στη γένεση της ιολογίας.  

Ο TMV, είναι ένας RNA ιός, ραβδοειδής, απλής αλυσίδας και ανήκει στο γένος 

Tobamovirus. Σχηµατίζει ραβδόµορφα ιοσωµάτια (virions) (Εικόνα 1.14) (300×18 nm) 

και περιέχει 6395 νουκλεοτίδια. Σχηµατίζει µια έλικα που είναι ο σκελετός του 

ιοσωµατίου πάνω στον οποίο διατάσσονται τα καψοµερή µε επίσης ελικοειδή τρόπο. 

Τα καψοµερή είναι πρωτεϊνικά µόρια απολύτως όµοια µεταξύ τους, µε 158 αµινοξέα 

το καθένα, και ο συνολικός αριθµός τους σε ένα ιοσωµάτιο είναι 2130.  

   

 

Εικόνα 1.14: Εικόνα από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο των TMV ιοσωµατίων µετά από χρώση µε οξικό ουρανύλιο 
(uranyl acetate).  Προσαρµογή από Dr J.N. Culver, University of Maryland Biotechnology Institute (Knapp, and 
Lewandowski, 2001). 
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Το εύρος ξενιστών του TMV είναι περιορισµένο. Παρόλα αυτά µια µεγάλη 

ποικιλία ζιζανίων και καλλιεργούµενων φυτών, κυρίως από την οικογένεια 

Solanaceae όπως π.χ. ο καπνός, η πιπεριά και η τοµάτα, µπορούν να µολυνθούν 

πειραµατικά από τον ιό (Knapp, and Lewandowski, 2001). 

Στα πολύ νεαρά φύλλα του καπνού το πρώτο σύµπτωµα που παρατηρείται 

είναι ένας αποχρωµατισµός των νεύρων. Στη συνέχεια εµφανίζεται έντονο µωσαϊκό, 

στο οποίο εναλλάσσονται περιοχές ανοιχτοπράσινες έως και κίτρινες, µε περιοχές 

σκούρου πράσινου (Εικόνα 1.15).  

  

 

Εικόνα 1.15: Συµπτώµατα TMV σε ανώτερα φύλλα καπνού. Α) από άγριο στέλεχος TMV (Knapp, and 
Lewandowski, 2001). Β)  από τη φυλή U1 του TMV, σε ποικιλία καπνού Petite Havana. 

 

Στις περιοχές που το φύλλο έχει σκούρο πράσινο χρωµατισµό το έλασµα είναι 

πιο παχύ, δίνοντας την εντύπωση ότι υπάρχουν φλύκταινες, που το κάνουν να εξέχει 

πάνω από το ύψος των ανοιχτοπράσινων περιοχών. Στις ανοιχτόχρωµες περιοχές, η 

χλωρωτική εµφάνιση είναι αποτέλεσµα της µειωµένης λειτουργίας και παρουσίας των 

Β 
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χλωροπλαστών. Τα νέα φύλλα παρατηρούνται συρρικνωµένα, αλλά µε την ανάπτυξη 

τους η επιφάνεια τους οµαλοποιείται και παρουσιάζει κατσάρωµα µόνο κατά θέσεις. 

Όταν η προσβολή είναι σοβαρή έχει σηµειωθεί και παραµόρφωση των ανθέων. Τα 

προσβεβληµένα µε τον TMV καπνόφυτα έχουν µικρότερο ύψος από το κανονικό, µε 

φύλλα µικρότερα, στενότερα αλλά και πιο εύθραυστα, λόγω της αύξησης της 

περιεκτικότητας τους σε άµυλο. Τα συµπτώµατα της ασθένειας είναι τυπικά στους 20-

28 °C. Αν η µόλυνση του φυτού καθυστερήσει, η ασθένεια δεν επηρεάζει ολόκληρο το 

φυτό αλλά περιορίζεται στα φύλλα της κορυφής (Γεωργόπουλος, 1984). 

Ο ιός του µωσαϊκού του καπνού είναι ίσως ο πιο σταθερός από όλους τους 

ιούς. Το σηµείο θερµικής αδρανοποίησης του µέσα σε µη αραιωµένο φυτικό χυµό 

είναι οι 93°C. Μπορεί να διαχειµάσει σε µολυσµένους µίσχους και φύλλα στο έδαφος, 

στην επιφάνεια µολυσµένων σπόρων, για διάστηµα έως και 50 χρόνων. Ο ιός 

µεταδίδεται εύκολα αν αγγίξουµε υγιή ευαίσθητα φυτά, έχοντας πρώτα έρθει σε 

επαφή µε µολυσµένα καπνόφυτα, ή προϊόντα καπνού. Ο ιός εισέρχεται από πληγές 

στην επιφάνεια του φύλλου, οι οποίες µπορούν να προκληθούν µε ένα απλό άγγιγµα 

ή τρίψιµο της επιφάνειας του φύλλου. Ο ιός έχει την ικανότητα να κινείται και να 

µολύνει διασυστηµατικά. Η µετακίνηση του ιού από κύτταρο σε κύτταρο µέσα στο 

ξενιστή γίνεται µε τη βοήθεια των πλασµοδεσµάτων, που συνδέουν τα κύτταρα 

µεταξύ τους, από τη θέση της αρχικής εισόδου του ιού και είναι βραδεία. Η 

διασυστηµατική µετακίνηση του ιού είναι ταχύτερη και λαµβάνει χώρα µέσω των 

αγγείων του ηθµού. Θεωρείται ότι ο ΤΜV αλλά και µερικοί άλλοι ιοί, µετακινούνται σε 

µεγάλες αποστάσεις εντός του φυτού σε µορφές συµπλόκων που αποκαλούνται 

ριβονουκλεοπρωτεΐνες (vRNP). Οι  ριβονουκλεοπρωτεΐνες που περιέχουν ιϊκό RNA, 

καψιδιακή πρωτεΐνη και νουκλεϊκά οξέα θεωρείται ότι είναι η µετακινούµενη µορφή 

του ιού σε µικρές ή µεγάλες αποστάσεις εντός του φυτού (Τζάµος, 2007). Στον αγρό η 

µετάδοση γίνεται κυρίως κατά τις διάφορες καλλιεργητικές εργασίες µε τα χέρια ή και 

τα εργαλεία. Μπορεί ακόµα να γίνει και µε την απλή επαφή µολυσµένων και 

αµόλυντων φύλλων διαφορετικών φυτών. Παρότι η µηχανική µετάδοση του ιού είναι 

τόσο εύκολη, µέχρι σήµερα δεν έχει βρεθεί κανένας φορέας του  TMV. Στα νεαρά 

φυτά ο χρόνος επωάσεως (από τη µόλυνση ως την εµφάνιση των συµπτωµάτων) 

είναι µόνο 2-3 µέρες, ενώ στα πιο ηλικιωµένα 6-10 ηµέρες ανάλογα και µε τη 

θερµοκρασία. Η ένταση των συµπτωµάτων αυξάνει µε την αύξηση του επιπέδου του 

αζώτου στα φυτά και την αύξηση της θερµοκρασίας (Γεωργόπουλος, 1984).  
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Στα πλαίσια αντιµετώπισης της ασθένειας του ΤMV, έχει εξετασθεί και η 

δηµιουργία κλωνοποιηµένων φυτών, που θα φέρουν γονίδια ανθεκτικότητας στον ιό. 

Το γονίδιο N, του φυτού του καπνού, είναι ένα τέτοιο γονίδιο, καθώς εξασφαλίζει 

γόνου-προς-γόνο ανθεκτικότητα στον ιό του µωσαϊκού του καπνού και στα 

περισσότερα είδη της οικογένειας των Tobamovirus. Η υποθετική πρωτεΐνη 

ανθεκτικότητας που κωδικοποιεί το Ν γονίδιο, ανήκει στην κλάση των NB-LRR 

πρωτεϊνών. Η ανθεκτικότητα που εξασφαλίζεται από το Ν γονίδιο στον TMV, 

χαρακτηρίζεται από τη δηµιουργία εντοπισµένων νεκρωτικών κηλίδων, στο σηµείο της 

προσβολής από τον ιό, σαν αποτέλεσµα της εκδήλωσης αντίδρασης 

υπερευαισθησίας (ΑΥ). Με τον σχηµατισµό των νεκρωτικών κηλίδων, ο ιός 

εγκλωβίζεται στα κύτταρα αυτά και δεν µπορεί να κινηθεί µέσα στο φυτό. Η µοριακή 

φύση του διεγέρτη του ιού για την εκδήλωση των νεκρωτικών κηλίδων της AY δεν έχει 

βρεθεί ακόµα. Παρόµοια δράση µε το Ν γονίδιο έχουν και τα γονίδια Tm-1, Tm-2, Tm-

2a (από το Tomato, τοµάτα) και τα L1-L4 γονίδια που παρέχουν ανθεκτικότητα στις 

περισσότερες φυλές TMV σε φυτά της τοµάτας και πιπεριάς αντίστοιχα. 

Η αντιµετώπιση του ιού του µωσαϊκού του καπνού βασίζεται κυρίως στη χρήση 

ανθεκτικών ποικιλιών που αναπτύσσουν αντίδραση υπεραισθησίας, αλλά και στην 

υγιεινή του αγρού, δηλαδή την αποφυγή µετάδοσης του ιού, µε την αποµάκρυνση των 

µολυσµένων φυτών ακολουθούµενη από πλύσιµο των χεριών. Επίσης συνίσταται η 

αποφυγή της καλλιέργειας για τουλάχιστον δύο χρόνια ευαίσθητων ποικιλιών σε 

αγρούς ή θερµοκήπια που είχαν καλλιεργηθεί φυτά µολυσµένα µε TMV. Σε φυτά 

τοµάτας, που αποτελούν ξενιστή της ασθένειας, έχει χρησιµοποιηθεί σαν µέτρο 

αντιµετώπισης η µόλυνση τους µε µια ήπια φυλή του ιού όταν βρίσκονται σε νεαρό 

στάδιο. Ωστόσο τα τελευταία χρόνια, έχει επιτευχθεί έλεγχος του ιού σε πειραµατικό 

επίπεδο µε τη βοήθεια της γενετικής µηχανικής, εισάγοντας σε φυτά καπνού και 

τοµάτας, το γονίδιο που κωδικοποιεί την καψιδιακή πρωτεΐνη (coat protein) του ιού 

TMV. Επίσης έχει αναφερθεί ότι ψεκασµός φυτών µε γάλα, αποτρέπει την προσβολή 

από τον ιό (Agrios, 2005). 
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1.4  ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Το φαινόµενο της επίκτητης διασυστηµατικής αντοχής SAR, αποτελεί σηµείο 

έρευνας για πάρα πολλά χρόνια. Από τη µελέτη των πρωτεϊνών και γονιδίων που 

εµπλέκονται στη SAR, την ικανότητα µετάδοσής της σε αποµακρυσµένα µέρη του 

φυτού, τη µελέτη διαφορετικών βιοχηµικών µονοπατιών που την επάγουν µέχρι την 

ανακάλυψη όλο και περισσότερων συστηµάτων αλληλεπίδρασης ξενιστή-παθογόνου 

στα οποία  εµπλέκεται, έχει σηµειωθεί τεράστια πρόοδος στη γνώση µας για τη 

πολύπλοκη αυτή αµυντική λειτουργία των φυτών. Βέβαια η έρευνα συνεχίζεται καθώς 

αποµένει να διαλευκανθούν πολλά ακόµα στοιχεία της SAR και κυρίως το σήµα 

ενεργοποίησης της άµυνας των φυτών. 

Τα αποτελέσµατα της SAR στην αντιµετώπιση ενός µεγάλου φάσµατος 

παθογόνων, είναι συχνά τόσο ικανοποιητικά για την παρεµπόδιση και περιορισµό της 

ασθένειας, που έδωσαν το έναυσµα στους ερευνητές να προσπαθήσουν να 

αναπαράγουν το φαινόµενο ακόµα και µε την απουσία των παθογόνων που 

αποτελούν τον παράγοντα έναρξης της επαγωγής ανθεκτικότητας. Η διάθεση στο 

εµπόριο σκευασµάτων µε ουσίες που όταν εφαρµοσθούν στα φυτά µπορούν να 

επάγουν SAR, και να τα προστατέψουν από ακόλουθες µολύνσεις, αν και ιδιαίτερα 

φιλόδοξο, κάθε άλλο παρά ακατόρθωτο είναι αφού τέτοιου είδους σκευάσµατα είναι 

πλέον γεγονός (π.χ. Aliette). 

Σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης είναι η αξιολόγηση δύο 

κατιονικών επιφανειοδραστικών ουσιών του βρωµιούχου αµµωνίου, σχετικά µε την 

ικανότητα τους να επάγουν τον αµυντικό µηχανισµό των φυτών. Για το σκοπό αυτό 

θα µελετηθεί η εξέλιξη των συµπτωµάτων έπειτα από τη χρήση δύο τέτοιων 

παραγόντων, σε σύγκριση πάντα µε φυτά που δεν έχουν δεχθεί το σχετική επέµβαση, 

για τρία συστήµατα αλληλεπίδρασης ξενιστή-παθογόνου : µόλυνση µε τον ωοµύκητα 

Hyaloperonospora parsitica και το µύκητα Verticillium dahliae σε φυτά Arabidopsis 

thaliana και µόλυνση  µε τον ιό ΤΜV σε φυτά καπνού, Nicotiana tabacum.  
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Επίσης, οι δύο παράγοντες θα αξιολογηθούν σε µοριακό επίπεδο, για το αν 

έχουν τη δυνατότητα επαγωγής γονιδίων άµυνας του φυτού και σε ποιό διάστηµα 

µετά την εφαρµογή τους. Αυτό θα γίνει µε τη βοήθεια των µοριακών τεχνικών της 

PCR, και θα ανιχνευθεί η έκφραση δύο συγκεκριµένων PR (Pathogen Related) 

γονιδίων, του PR1 και PR5, που η παρουσία τους στο RNA του φυτού, µπορεί να 

θεωρηθεί δείκτης επαγωγής SAR.   
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

2.1 Φυτικό υλικό 

 

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν φυτά που 

ανήκουν στο πρότυπο-φυτό Arabidopsis thaliana, οικότυπος Columbia (Col-0), της 

οικογένειας των σταυρανθών.  

Πιο συγκεκριµένα, οι µολύνσεις έγιναν σε φυτά Col-0, ενώ σε ορισµένες 

περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκαν και µεταλλαγµένα eds-1 φυτά Arabidopsis. Στα φυτά 

eds1, καταστέλλεται η δράση των TIR-NBS-LRR πρωτεϊνών ανθεκτικότητας 

(McDowell et al., 2000). 

Οι σπόροι τόσο του Col-0 όσο και της µεταλλαγµένης σειράς eds1, παρέµεναν 

αποθηκευµένοι στους 4°C. Για τη διακοπή του λήθαργου των σπόρων, 

τοποθετήθηκαν σε γλαστράκια διαµέτρου 6 cm µε 200 cm3 περίπου τύρφης, 

καλύφθηκαν µε ζελατίνη για τη δηµιουργία συνθηκών υψηλής σχετικής υγρασίας, και 

παρέµειναν σε θερµοκρασία 4°C για 3-4 µέρες. Εν συνεχεία, µεταφέρθηκαν σε 

θερµοκήπιο, µε ελεγχόµενες συνθήκες φωτός και θερµοκρασίας, δηλαδή στους 25 

°C, και µε φωτοπερίοδο 10 ωρών φωτός και 14 ωρών σκοτάδι. Τα πλαστικά 

καλύµµατα τους αφαιρέθηκαν 5 ηµέρες µετά από τη βλάστηση των σπόρων. Μία 

εβδοµάδα µετά από την αφαίρεση του πλαστικού καλύµµατος, τα φυτά 

µεταφυτεύθηκαν σε νέα γλαστράκια των ίδιων διαστάσεων, που 1-2 ηµέρες πριν τη 

µεταφύτευση είχαν δεχθεί ριζοπότισµα µε το σκεύασµα Diazinon, (500 µl /lt νερού), 

ένα διασυστηµατικό εντοµοκτόνο για την καταπολέµηση προνυµφών των δίπτερων 

και συγκεκριµένα της οικογένειας Sciaridae . Το χώµα, αποτελούταν από ένα µείγµα 

τύρφης µε ποταµίσια άµµο σε µια αναλογία 4:1, ώστε να εξασφαλίζει καλύτερη 

στράγγιση και αερισµό στο περιβάλλον των ριζών. Τα φυτά µεταφυτεύονταν ένα ανά 

γλαστράκι, όταν επρόκειτο να χρησιµοποιηθούν στα πειράµατα παθογένειας του 

V.dahliae, ή πέντε ανά γλαστράκι για τα πειράµατα παθογένειας του H.parasitica. Η 

υδατική κατάσταση των φυτών διατηρούνταν σταθερή. 

Επίσης χρησιµοποιήθηκαν φυτά καπνού, Nicotiana tabacum, ποικιλίες Petite 

Havana (PH) και Petite Gerard (PG). Από αυτές τις δύο ποικιλίες, η Petite Havana 



52 

 

είναι ευαίσθητη στην προσβολή από τον ιό ΤΜV, λόγω του ότι δε φέρει το γονίδιο N, 

που σχετίζεται µε την άµυνα του φυτού στον TMV, εκδηλώνοντας τα τυπικά 

συµπτώµατα της ασθένειας. Η ποικιλία  Petite Gerard είναι οµοζυγωτική µε την  Petite 

Havana αλλά φέρει το Ν γονίδιο και οδηγεί στην εκδήλωση της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας. Οι σπόροι και των δύο ποικιλιών, παρέµεναν αποθηκευµένοι στους 

4°C. Για τη διακοπή του λήθαργου των σπόρων, τοποθετήθηκαν σε γλαστράκια 

διαµέτρου 6 cm µε 200 cm3 περίπου τύρφης, καλύφθηκαν µε ζελατίνη για τη 

δηµιουργία συνθηκών υψηλής σχετικής υγρασίας, και παρέµειναν σε θερµοκρασία 

4°C για 3-4 µέρες. Εν συνεχεία, µεταφέρθηκαν σε θερµοκήπιο σε ελεγχόµενες 

συνθήκες θερµοκρασίας 25°C, σχετική υγρασία περίπου 70% και φωτοπερίοδο 14 

ώρες. Τα πλαστικά καλύµµατα τους αφαιρέθηκαν 5 ηµέρες µετά από τη βλάστηση 

των σπόρων. ∆ύο περίπου εβδοµάδες µετά από την αφαίρεση του πλαστικού 

καλύµµατος, τα φυτά µεταφυτεύθηκαν σε νέα γλαστράκια, διαµέτρου 15cm 300 cm3 

τύρφης περίπου, ένα ανά γλαστράκι. Τα φυτά δέχονταν πότισµα, υποστύλωση και 

λίπανση µε το σκεύασµα ΧL60®  όποτε αυτό κρινόταν απαραίτητο. 

 

 

2.2  Προετοιµασία και εφαρµογή επιφανειοδραστικών 

παραγόντων 

 

∆ύο διαφορετικές επιφανειοδραστικές ουσίες που ανήκουν στη γενικότερη 

χηµική οµάδα των κατιονικών ενώσεων του βρωµιούχου αµµωνίου, αξιολογήθηκαν 

στα πειράµατα για την ικανότητα επαγωγής του αµυντικού µηχανισµού των φυτών. Οι 

παράγοντες, στους οποίους θα αναφερόµαστε χάριν ευκολίας ως παράγοντες Α και 

Β, δοκιµάστηκαν σε 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις των 50, 10 και 1 mM. 

Παρασκευάστηκαν δύο διαλύµατα αναφοράς (stock solutions), για τον κάθε 

παράγοντα, συγκέντρωσης 50 mM. Η ποσότητα του παράγοντα Α για την παρασκευή 

10 ml διαλυµάτων αναφοράς, ήταν 1,1612 gr, ενώ για τον Β 1,1541 gr. Οι ουσίες και 

για τους δύο παράγοντες µετρήθηκαν σε ζυγό ακριβείας, και διαλύθηκαν σε 10 ml 

διπλά αποσταγµένου και αποστειρωµένου νερού, στο οποίο είχε γίνει προσθήκη 2 µl 

προσκολλητικού Agral (περιεκτικότητα 0,02% του τελικού όγκου), ώστε να 

αποφευχθεί η απρροή, κατά την εφαρµογή των παραγόντων στη φυλλική επιφάνεια. 
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Τα δύο stock solutions διατηρούνταν στους -20°C σε σωληνάκια Falcon των 25 ml, 

και κάθε φορά που έπρεπε να εφαρµοσθούν οι παράγοντες στα φυτά, 

παρασκευάζονταν οι συγκεντρώσεις 10 και 1 mM των παραγόντων, µε την προσθήκη 

200 µl σε 800 ml αποστειρωµένο νερό, για τη συγκένρωση 10 mM, και προσθήκη 20 

µl σε 980 ml αποστειρωµένο νερό για τη συγκένρωση 1 mM,  και προσκολλητικού 

Agral (σε συγκέντρωση 0,02%). Τα σωληνάκια Falcon των 25 ml, µε τις επιθυµητές 

συγκεντρώσεις των παραγόντων µεταφέρονταν στο θερµοκήπιο µέσα σε δοχείο µε 

πάγο. Σε όλες τις περιπτώσεις των πειραµάτων, ως µάρτυρας για την εφαρµογή των 

παραγόντων, χρησιµοποιήθηκε διπλά απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό και 

προσκολλητικό Agral (σε συγκέντρωση 0,02%). Στα φυτά της  Arabidopsis thaliana, 

τοποθετούταν 1 σταγόνα των 10 µl (Εικόνα 2.1), σε ένα από τα κατώτερα φύλλα του 

φυτού, ενώ στα φυτά καπνού, επιλεγόταν ένα από τα κατώτερα φύλλα και 

τοποθετούνταν 3-4 σταγόνες των 20 µl. Η τοποθέτηση των παραγόντων γινόταν 

πάντα 7 ηµέρες πριν από τη µόλυνση µε το εκάστοτε παθογόνο. Στη µόλυνση των 

φυτών Arabidopsis thaliana, µε τον H. parasitica, οι παράγοντες τοποθετούνταν µία 

εβδοµάδα µετά από τη µεταφύτευση των φυτών, ενώ όταν επρόκειτο να µολυνθούν 

µε το V. dahliae, οι παράγοντες τοποθετούνταν 2-3 εβδοµάδες µετά τη µεταφύτευση. 

Στα φυτά του καπνού οι παράγοντες τοποθετούνταν  περίπου 4 εβδοµάδες µετά τη 

µεταφύτευσή τους. 
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Εικόνα 2.1: Παράδειγµα εφαρµογής σταγόνας 10 µl του παράγοντα Α ή Β σε φύλλο φυτού 

Arabidopsis thaliana, 3 εβδοµάδων.    

 

 

 

2.3 Στελέχη φυτοπαθογόνων ωοµυκήτων, µυκήτων και 

προετοιµασία µολύσµατος 

 

2.3.1 Hyaloperonospora parasitica 

 

Η φυλή Noco2, του Hyaloperonospora parasitica, που έχει µελετηθεί ιδιαίτερα 

σε σχέση µε την παθογένεια της στο φυτό A. thaliana, χρησιµοποιήθηκε στα 

πειράµατα της συγκεκριµένης µελέτης. Το παθογόνο διατηρείται σε θάλαµο βαθιάς 

κατάψυξης   (-80°C), µε τη µορφή µολυσµένων µε το παθογόνο φυτών A. thaliana, 

που τοποθετήθηκαν σε µικρά πλαστικά δοχεία και µεταφέρθηκαν στο θάλαµο 7 

ηµέρες µετά τη µόλυνση, όταν δηλαδή σχηµατίσθηκαν οι κονιδιοφόροι. Για την 

δηµιουργία του µολύσµατος των πειραµάτων παθογένειας του H. parasitica, 

συλλέχθηκε µέρος των φυτών από τους -80°C, και τοποθετήθηκε σε σωλήνακι τύπου 
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Falcon  15 ml, µε 2-3 ml διπλά απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό.  Έγινε έντονη 

ανάδευση του αιωρήµατος και στη συνεχεία µε τη βοήθεια διηθητικού πανιού  

Miracloth, διαχωρίστηκαν τα φυτικά στελέχη και τα υπολείµµατα χώµατος, από το 

υπόλοιπο αιώρηµα, που βρίσκονταν επαναιωρηµατοποιηµένα τα κονίδια. Το 

µόλυσµα ψεκάστηκε µε ειδικό ψεκαστικό χρωµάτων σε 2-3 γλαστράκια µε φυτά A. 

thaliana ηλικίας 2 εβδοµάδων µετά τη σπορά, µεταλλαγµένα στο eds1 γονίδιο ώστε 

να παρουσιάζουν µεγαλύτερη ευαισθησία και διευκολύνοντας έτσι τη συλλογή 

µεγαλύτερης ποσότητας µολύσµατος αργότερα. Το ψεκαστικό σχηµατίζει µικρού 

µεγέθους σταγονίδια, επιτρέποντας τη καλύτερη διασπορά του µολύσµατος πάνω στη 

φυλλική επιφάνεια. Τα ψεκασµένα γλαστράκια τοποθετούνται σε πλαστικό κουτί η 

κάτω επιφάνεια του οποίου είναι στρωµένη µε δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού, 

κορεσµένα µε νερό, ώστε να δηµιουργούνται συνθήκες υψηλής σχετικής υγρασίας 

(περίπου 100%) συνθήκη που ευνοεί την ανάπτυξη του παθογόνου και το 

σχηµατισµό κονιδίων. Το πλαστικό κουτί τοποθετήθηκε σε θάλαµο επώασης υπό 

ελεγχόµενες συνθήκες, 16-18°C και φωτοπερίοδο 10 ώρες. Την 7η µέρα µετά τη 

µόλυνση, οι εναέριοι κονιδιοφόροι είχαν σχηµατισθεί πάνω στα φύλλα. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε όπως αναφέρθηκε παραπάνω για άλλες 2-3 φορές σε φυτά eds1, 

ώστε να αυξηθεί το µόλυσµα και να ανακτήσει ο ωοµύκητας την πλήρη µολυσµατική 

του ικανότητα. Για το πείραµα παθογένειας συλλέχθηκαν όσο το δυνατόν 

περισσότερα φυτά,  σε σωληνάκι Falcon των 50 ml (Εικόνα 2.2). Η µόλυνση 

πραγµατοποιούνταν µε αιώρηµα κονιδίων συγκέντρωσης 4×104 κονίδια/ml σε φυτά A. 

thaliana (Col-0). Η συγκέντρωση ρυθµίστηκε µε τη βοήθεια αιµατοκυτταρόµετρου.  
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Εικόνα 2.2:  Συλλογή µολυσµένων φυταρίων A. thaliana  σε σωληνάκια τύπου Falcon 

χωρητικότητας 50 ml,  7 ηµέρες µετά τη µόλυνση από το H. parasitica (αριστερά). Χρήση διηθητικού 

πανιού  Miracloth, για τη µετάγγιση του αιωρήµατος  των κονιδίων και την αποµάκρυνση των φυτών 

και πιθανόν υπολειµµάτων χώµατος (δεξιά). 

 

 

 

2.3.2  Verticillium dahliae  

 

Η φυλή του Verticillium dahliae που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα 

παθογένειας, προέρχεται από µολυσµένα φυτά ραπανιού. Τα στελέχη του µύκητα 

διατηρούνταν στους -80°C, ως αιώρηµα κονιδίων σε 25% υδατική γλυκερόλη 

(Maniatis et al., 1982). Για την ενεργοποίηση του µύκητα, µια µικρή ποσότητα από το 

παγωµένο αιώρηµα των -80°C, εφαρµόσθηκε µε γραµµική διασπορά σε τρυβλία µε 

θρεπτικό υλικό (PDA, potato dextrose agar), τα οποία µεταφέρθηκαν στη συνέχεια σε 

επωαστικό θάλαµο στους 25 °C για 4-5 ηµέρες περίπου. Για την παρασκευή 

µολύσµατος του µύκητα V. dahliae, τµήµατα της αναπτυσσόµενης καλλιέργειας του 

µύκητα σε τρυβλία στους 25 °C, κόπηκαν µε φελοτρυπητήρα µικρής διαµέτρου (3-4 

κοµµάτια) και τοποθετήθηκαν σε κωνική φιάλη, µε υγρό θρεπτικό διάλυµα SSN (100 

ml). Οι κωνικές φιάλες παρέµειναν σε περιστρεφόµενο επωαστικό θάλαµο στους 

22°C και στις 160-180 rpm, για διάστηµα 4 ηµερών. Την 4η µέρα, µε τη βοήθεια 
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διθητικού πανιού, διηθήθηκαν οι καλλιέργειες ώστε να αποµακρυνθεί το µυκήλιο του 

µύκητα. Με τη βοήθεια αιµατοκυτταρόµετρου (Eικόνα 2.3), δηµιουργήθηκε αιώρηµα 

συγκέντρωσης 107 κονίδια/ml, που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα παθογένειας.   

 

 

Εικόνα 2.3: Οπτικό µικροσκόπιο, στη τράπεζα του οποίου είναι τοποθετηµένο το 

αιµατοκυττταρόµετρο, µε το οποίο καταµετρούνται τα κονίδια.  

 

2.3.3  Tobacco Mosaic Virus (TMV) 

 

Στα πειράµατα παθογένειας, χρησιµοποιήθηκε η φυλή U1 του ΤΜV. Ο ιός 

φυλάσσεται στους -20°C σε δοκιµαστικό σωλήνα τύπου Falcon χωρητικότητας 50ml, 

ως εκχύλισµα από τη σύνθλιψη (λειοτρίβιση) µολυσµένων από τον ιό φύλλων σε 

φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα. Για τη προετοιµασία του µολύσµατος αναµείχθηκε 

ποσότητα 2ml από το εκχύλισµα του ιού, µε 48 ml φωσφορικού ρυθµιστικού 

διαλύµατος (Phospate buffer, pH 7) (Harrold et al., 2008). 
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   2.4   ∆οκιµές παθογένειας  

 

2.4.1 Hyaloperonospora parasitica  

Για τις δοκιµές παθογένειας µε τον H. Psarasitica, έγιναν 3 ανεξάρτητες 

επαναλήψεις. Στη πρώτη επανάληψη, υπήρχε ένα φυτό/γλαστράκι, ενώ στις άλλες 

δύο πέντε (Εικόνα 2.3), όπως προαναφέρθηκε, µε σκοπό να µειωθεί το στατιστικό 

λάθος. Στην πρώτη επανάληψη του πειράµατος, έγιναν 6 επαναλήψεις σε κάθε 

διαφορετική επέµβαση των φυτών. Αντίθετα, στα δύο επόµενα πειράµατα 

παθογένειας, σε κάθε επέµβαση µε διαφορετική συγκέντρωση του παράγοντα 

υπήρχαν 5 επαναλήψεις, ενώ στην επέµβαση που τα φυτά που είχαν ψεκάσθηκαν 

µόνο µε νερό και Agral, υπήρχαν 10 επαναλήψεις. Και στις τρεις επαναλήψεις του 

πειράµατος παθογένειας, τα φυτά είχαν οµαδοποιηθεί σε 3 παλέτες, ώστε οι 

µηδενικοί µάρτυρες (φυτά που δεν δέχθηκαν καµία επέµβαση) να µην συνυπάρχουν 

στην ίδια παλέτα που θα ψεκαζόταν µε το αιώρηµα κονιδίων. Ψεκάσθηκαν 10 ml 

µολύσµατος συγκέντρωσης 4×104 κονίδια/ml ανά παλέτα. 

 

 

Εικόνα 2.4: Παλέτα φυτών Α. thaliana (δεξιά), γλαστράκι που διακρίνεται η διάταξη των πέντε 

φυτών (αριστερά).     
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Στη συνέχεια όλοι οι δίσκοι τοποθετήθηκαν σε διάφανη πλαστική σακούλα, η 

µέσα επιφάνεια της οποίας ψεκάσθηκε µε νερό, προκειµένου να εξασφαλισθούν 

συνθήκες υψηλής σχετικής υγρασίας. Εν συνεχεία οι δίσκοι µεταφέρθηκαν σε θάλαµο 

µε ελεγχόµενες συνθήκες, 16-18°C και φωτοπερίοδο 8 ώρες (Εικόνα 2.5). Παρέµειναν 

εκεί για 7 ηµέρες, και στη συνέχεια, έγινε καταµέτρηση των κονιδίων µε τη βοήθεια 

αιµατοκυτοµέτρου. Τα φυτά από κάθε γλαστράκι συλλέχθηκαν και τοποθετήθηκαν σε 

σωληνάκι τύπου Falcon, των 25ml στο οποίο προστέθηκε 1 ml αποστειρωµένου 

νερού και ακολουθούσε έντονη ανάδευση του σωλήνα, προκειµένου να επιτευχθεί η 

επαναιώρηση των κονιδίων. Σε ένα µικρό δείγµα που λήφθηκε από το σωλήνα µετά 

από την ανάδευση, έγινε καταµέτρηση των κονιδίων. Ακολούθησε γραφική 

παράσταση του µέσου όρου συγκέντρωσης των κονιδίων ανά επέµβαση 

(συγκέντρωση του παράγοντα Α1, 10 και 50mM και του Β1, 10 και 50mM και στο 

µάρτυρα, δηλαδή φυτά που ψεκάσθηκαν µόνο µε νερό και Agral. Οι τιµές αυτές 

εισήχθησαν στο πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης ΑNOVA για να διαπιστωθεί αν 

κάποια επέµβαση έχει στατιστικά σηµαντική διαφορά από τους υπόλοιπους.  

 

 

Εικόνα 2.5: ∆ίσκοι καλυµµένοι µε πλαστική σακούλα στο θάλαµο ελεγχόµενων συνθηκών.  
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2.4.2  Verticillium dahliae  

 

Οι  δοκιµές παθογένειας του V. dahliae, έγιναν σε φυτά A. thaliana, περίπου 3-

4 εβδοµάδων. Ποσότητα 10ml αιωρήµατος κονιδίων συγκέντρωσης  107 κονίδια/ml 

του παθογόνου, εφαρµόστηκε µε ριζοπότισµα στα φυτά, που δεν είχαν ποτισθεί για 2-

3 µέρες, προκειµένου να συγκρατηθεί το µόλυσµα στη ριζόσφαιρα. Τα φυτά 

παρέµειναν σε θερµοκήπιο µε 23-25°C και φωτοπερίοδο 10 h για µία εβδοµάδα και 

στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε θερµοκήπιο µε θερµοκρασία 28°C, σχετική υγρασία 

περίπου 75% και περίοδο φωτός 14 ώρες , µέχρι την εµφάνιση συµπτωµάτων. Το 

ποσοστό της ασθένειας σε κάθε µέτρηση, υπολογίσθηκε ως ο αριθµός των 

µολυσµένων φύλλων στο σύνολο των φύλλων του φυτού. Η πρόοδος της ασθένειας 

καταγράφηκε σε συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα και ακολούθησε γραφική 

παράσταση των συµπτωµάτων ασθένειας σε σχέση µε το χρόνο. Έχοντας ως βάση 

το διάγραµµα µε τη πρόοδο της ασθένειας στο δεδοµένο διάστηµα, υπολογίστηκε ο 

δείκτης AUDPC (area under the curve, εµβαδόν κάτω από την καµπύλη προόδου της 

ασθένειας) και στη συνέχεια εκφράστηκε ως ποσοστό της µέγιστης τιµής AUDPC για 

όλη τη διάρκεια του πειράµατος (που αντιστοιχεί σε 100% προσβολή) και ονοµάστηκε 

σχετική AUDPC (REL AUDPC) (Korovel et al., 2001). Τιµές µε βάση αυτό το ποσοστό 

για κάθε διαφορετική επέµβαση των φυτών, επεξεργάσθηκαν µε το πρόγραµµα 

στατιστικής ανάλυσης SΤΑΤGRAPHICS Plus µε τη µέθοδο ANOVA, και οι µέσοι όροι 

διαχωρίστηκαν µε τη µέθοδο πολλαπλής δοκιµής του Fisher, Least Significant  

Difference (LSD). Τα πειράµατα παθογένειας επαναλήφθηκαν 3 φορές µε 5 

επαναλήψεις ανά επέµβαση.  

  

 

2.4.3  Tobacco Mosaic Virus (TMV) 

Οι δοκιµές παθογένειας του TMV, έγιναν σε φυτά καπνού ηλικίας 5 εβδοµάδων 

περίπου, σε θερµοκήπιο µε θερµοκρασία 28°C, σχετική υγρασία περίπου 75% και 

περίοδο φωτός 14 ώρες. Η µόλυνση έγινε µε µηχανικό τρόπο,(µε τριβή µε το χέρι) 

όλης της επιφάνειας ενός φύλλου, στο οποίο είχαν τοποθετηθεί 450 µl από το 
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διάλυµα του ιού σε φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα. Το ποσοστό της ασθένειας στα 

φυτά από την ποικιλία PH, σε κάθε µέτρηση, υπολογίσθηκε ως ο αριθµός των 

µολυσµένων φύλλων στο σύνολο των φύλλων του φυτού. Η πρόοδος της ασθένειας 

καταγράφηκε σε συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα. Ακολούθησε γραφική παράσταση 

των συµπτωµάτων ασθένειας σε σχέση µε το χρόνο. Έχοντας ως βάση το διάγραµµα 

µε τη πρόοδο της ασθένειας στο δεδοµένο διάστηµα, υπολογίστηκε ο δείκτης AUDPC 

(area under the curve, εµβαδόν κάτω από την καµπύλη προόδου της ασθένειας) και 

στη συνέχεια εκφράστηκε ως ποσοστό της µέγιστης τιµής AUDPC για όλη τη διάρκεια 

του πειράµατος (που αντιστοιχεί σε 100% προσβολή) και ονοµάστηκε σχετική 

AUDPC (REL AUDPC). Τιµές µε βάση αυτό το ποσοστό για κάθε διαφορετική 

επέµβαση των φυτών, επεξεργάσθηκαν µε το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης 

SΤΑΤGRAPHICS Plus µε τη µέθοδο ANOVA, και οι µέσοι όροι διαχωρίστηκαν µε τη 

µέθοδο πολλαπλής δοκιµής του Fisher, Least Significant  Difference (LSD). Τα 

πειράµατα παθογένειας επαναλήφθηκαν 2 φορές µε 6 επαναλήψεις ανά επέµβαση.  

 

 

2.5   Τοποθέτηση επιφανειοδραστικών παραγόντων 

σε αµόλυντα φυτά Arabidopsis thaliana για ανίχνευση 

επαγωγής PR γονιδίων 

 Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης, έγινε προσπάθεια να ανιχνευθεί σε 

µοριακό επίπεδο το κατά πόσο η εφαρµογή των δύο παραγόντων Α και Β στα φυτά 

A. thaliana µπορεί να επάγει την παραγωγή γονιδίων που σχετίζονται µε τους 

µηχανισµούς άµυνας του φυτού.  

Για το σκοπό αυτό, τοποθετήθηκε η συγκέντρωση 10 mM των δύο 

παραγόντων Α και Β, σε φυτά A. thaliana 3 εβδοµάδων. Σαν µάρτυρας, 

χρησιµοποιήθηκαν φυτά της ίδιας ηλικίας που είχαν δεχθεί εφαρµογή µε νερό και 

Agral (0,02% του όγκου του νερού). Σε προκαθορισµένα χρονικά διαστήµατα 

συλλέχθηκαν ολόκληρα φυτά, και από τους 3 χειρισµούς, από τα οποία αφαιρέθηκε 

το ριζικό σύστηµα, τοποθετούνταν σε 3 διαφορετικούς πλαστικούς σωλήνες 

(Eppendorf tubes) του 1,5 ml και τοποθετούνταν σε ειδικό δοχείο που περιείχε υγρό 
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άζωτο, για να ψυχθούν άµεσα οι ιστοί, πριν αρχίσει η δράση ενζύµων που θα 

µπορούσαν να υποβαθµίσουν την ποιότητα των δειγµάτων. Στη συνέχεια 

συλλέγονταν µε πολύ προσοχή από το υγρό άζωτο, και τοποθετούνταν σε θάλαµο 

διατήρησης, στους -80 °C. Μετά την ολοκλήρωση αυτής της διαδικασίας, από τα 

δείγµατα που συλλέχθηκαν έγινε εξαγωγή RNA, για την ανίχνευση της παρουσίας 

γονιδίων που σχετίζονται µε την άµυνα του φυτού.  

 

2.6   Αποµόνωση RNA από φυτά Arabidopsis thaliana 

Η αποµόνωση ολικού RNA από τα φυτά A. thaliana, που συλλέχθηκαν, έγινε 

µε το RNeasy® mini Kit, της Qiagen, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ο 

ιστός από κάθε δείγµα που είχε συλλεχθεί, κονιορτοποιήθηκε µέσα στα Eppendorf 

tubes των 1,5 ml, παρουσία υγρού αζώτου. Περίπου 100 mg κονιορτοποιηµένου 

ιστού τοποθετήθηκαν σε νέο σωληνάκι τύπου Eppendorf και προστέθηκαν 600 µl 

Buffer RLT, και έγινε έντονη ανάδευση. Όλες οι διαδικασίες πριν τη προσθήκη του 

Buffer, γίνονται γρήγορα και παρουσία υγρού αζώτου για να µην λιώσει ο ιστός και 

καταστραφεί το RNA. Μετά από παραµονή 2 min σε υδατόλουτρο µε θερµοκρασία 

56°C για να διαλυθούν οι ιστοί, το περιεχόµενο από κάθε σωληνάκι, µεταγγίστηκε µε 

πιπέτα κατευθείαν σε µία QIAshredder spin column τοποθετηµένη σε σωλήνα 

συλλογής 2 ml, που παρέχεται από το Kit, και έγινε φυγοκέντρηση για 2 min στις 

13.000 rpm. Το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης µεταφέρθηκε µε προσοχή σε νέο 

σωληνάκι χωρίς να µετακινηθεί το ίζηµα που σχηµατιζόταν στο πάτο του σωλήνα. Στο 

σωλήνα µε το υπερκείµενο προστέθηκαν 300 µl απόλυτης αιθυλικής αλκοόλης και 

ακολούθησε άµεση ανάδευση µε τη χρήση πιπέτας.  Το δείγµα συνήθως 650 µl, 

µεταφέρθηκε σε µία RNeasy mini column τοποθετηµένη σε σωλήνα συλλογής 2 ml, 

που παρέχεται από το Kit, και έγινε φυγοκέντρηση για 3 min στις 11.000 rpm. Το 

διάλυµα που διήλθε από τη µεµβράνη και συγκεντρώθηκε στο σωλήνα συλλογής µετά 

το πέρας της φυγοκέντρησης, δεν χρησιµοποιήθηκε περαιτέρω. Στη RNeasy στήλη 

προστέθηκαν 700 µl Buffer RW1 και αφού επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 

5 min, ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 sec στις 11.000 rpm. Το διάλυµα που διήλθε 

από τη µεµβράνη και συγκεντρώθηκε στο σωλήνα συλλογής µετά το πέρας της 

φυγοκέντρησης, δεν χρησιµοποιήθηκε περαιτέρω. Η RNeasy στήλη µεταφέρθηκε σε 
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νέο σωλήνα συλλογής 2 ml, και προστέθηκαν στη στήλη 500 µl Buffer RPE. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30 sec στις 11.000 rpm, για να πλυθεί η στήλη και το 

διάλυµα που διήλθε από τη µεµβράνη και συγκεντρώθηκε στο σωλήνα συλλογής µετά 

το πέρας της φυγοκέντρησης, δεν χρησιµοποιήθηκε περαιτέρω. Προστέθηκαν στη 

στήλη ακόµα 500 µl Buffer RPE και έγινε φυγοκέντρηση για 2 min στις 11.000 rpm για 

να πλυθεί η µεµβράνη που υπάρχει στη RNeasy column, από ανεπιθύµητες ουσίες 

και να συγκρατήσει µόνο το RNA. Για την συλλογή του RNA, µεταφέρθηκε η RNeasy 

column σε σωλήνα 1,5 ml, και προστέθηκαν 40 µl απαλλαγµένου από 

ριβονουκλεάσες νερό (RNase-free water) που παρέχεται από το Kit, στο µέσο 

περίπου της µεµβράνης της RNeasy column, και παρέµεινε σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 3 min. Όση ποσότητα νερού πέρασε µέσα από τη µεµβράνη 

τοποθετήθηκε και πάλι µε προσοχή στη  RNeasy column, και παρέµεινε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 2 min, αυτή τη φορά, για να επαναδιαλυµατοποιηθεί όσο 

το δυνατόν µεγαλύτερη ποσότητα RNA. Η στήλη µε το σωλήνα συλλογής, 

τοποθετήθηκαν για φυγοκέντρηση 1 min στις 11.000 rpm. Το RNA που συλλέχθηκε 

αποθηκεύθηκε σε βαθιά κατάψυξη (-80 °C).  

   

 

2.7    Μέτρηση συγκέντρωσης RNA 

Η συγκέντρωση της ποσότητας RNA των δειγµάτων έγινε σε όργανο Nanodrop 

ND-1000 Spectrophotometer. Ο µηδενισµός του οργάνου γινόταν µε µια σταγόνα 1µl  
απαλλαγµένου από ριβονουκλεάσες νερό από το Kit της Qiagen, και στη συνέχεια 

γινόταν η µέτρηση όλων των δειγµάτων µε τοποθέτηση µιας σταγόνας 1µl στο 

όργανο. Η συγκέντρωση υπολογίζεται ουσιαστικά από τον τύπο :  

[ C ] = O.D 260 του δείγµατος× 40µg/ml (RNA) × συντελεστής αραίωσης.  

Όπου O.D 260 η απορρόφηση του δείγµατος στα 260 nm.  
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2.8    Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφάσης  
 
 
Η  αλυσιδωτή αντίδραση αντίστροφης µεταγραφάσης-πολυµεράσης (Reverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction RT-PCR) χρησιµοποιήθηκε για την in vitro 

µεγάλης κλίµακας παραγωγή µορίων DNA συµπληρωµατικών προς τµήµατα µορίων 

RNA. Σε µια αντίδραση RT-PCR προστίθεται Buffer και DDT (Dithiothreitol) που 

δηµιουργούν το κατάλληλο περιβάλλον για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης. Το 

oligo dT, δρα σαν εκκινητής και προσκολλάται στο poly-A άκρο του RNA (λόγω της 

συµπληρωµατικότητας των βάσεων Α-Τ). Η αντίστροφη µεταγραφάση (ένζυµο 

Superscript II της Invitrogen),  επιµηκύνει τους εκκινητές µε προσθήκη 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs), µε αποτέλεσµα µια in vitro διαδικασία αντίστροφης 

µεταγραφής για τη παραγωγή cDNA (complementary DNA). Τα µόρια cDNA που 

παράγονται πολλαπλασιάζονται µε εκθετικό ρυθµό κατά τους κύκλους που 

ακολουθούν στην PCR, µε τελικό αποτέλεσµα την αποκλειστική τους παρουσία στο 

διάλυµα. Για την αποφυγή της καταστροφής του RNA, χρησιµοποιείται στην 

αντίδραση και αναστολέας της δράσης της RNase (RNase inhibitor). 

Στο πείραµα, 2 mg RNA σε 16,5 µl τελικό όγκο µε προσθήκη διπλά 

απεσταγµένου και αποστειρωµένου νερού επωάστηκε σε µηχάνηµα PCR στους 70°C 

για 5 min, και στη συνέχεια προστέθηκαν τα ακόλουθα:  

 

 

RNA + H2O 16,5 µl  

2 mM dNTP 2 µl 

30 mM olido DT 2µl 

RNAase inhibitor (40 U/ µl) 0,5 µl 

Superscript II (50 U/ µl) 1 µl 

5× Buffer  6 µl 

100 mM DTT 2 µl 

 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 30 µl και επωάστηκε στο µηχάνηµα της 

PCR για 90 min στους  42°C, και ακολούθησε απενεργοποίηση του ενζύµου στους 

70°C για 10 min.  

 



65 

 

2.9     Aλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης PCR 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιήθηκε για τον in vitro 

πολλαπλασιασµό των PR γονιδίων. H PCR πραγµατοποιείται µε τη χρήση δύο 

ολιγονουκλεοτιδίων, τους εκκινητές (primers), που σχεδιάζονται έτσι, ώστε να είναι 

συµπληρωµατικοί προς τα δύο άκρα της προς πολλαπλασιασµό αλληλουχίας, 

καθένας δε συµπληρωµατικός προς το 3’ άκρο της αλυσίδας που θα αντιγράψει. Η 

PCR καθίσταται εφικτή χάρη στη χρήση DNA πολυµεράσης ανθεκτικής στις υψηλές 

θερµοκρασίες αποδιάταξης του DNA. Η πολυµεράση που χρησιµοποιείται συνήθως 

είναι η Ταq πολυµεράση από το θερµόφιλο ευβακτήριο Thermus aquaticus, που 

διατηρεί σηµαντικό µέρος της δραστικότητάς της σε θερµοκρασίες µέχρι και 97,5 °C. 

Τα αντιδραστήρια προστέθηκαν ως εξής για την πραγµατοποίηση της 

αντίδρασης:  

 

c DNA 3 µl 

10 × Buffer  2,5 µl 

dNTPs 2 µl 

Primer F1 1 µl 

Primer R1 1 µl 

H2O 15 µl 

Taq (Qiagen) 0,5 µl 

 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 25 µl και οι σωλήνες τοποθετήθηκαν στο 

µηχάνηµα της PCR. Πρώτα τα δείγµατα επωάστηκαν στους 95°C για 3 min. Έπειτα η 

αντίδραση πραγµατοποιείται σαν µια κυκλική επανάληψη τριών σταδίων: 

α) Αποδιάταξη του DNA µε θέρµανση στους 95°C για 30 sec. Με αυτό τον 

τρόπο οι δύο αλυσίδες του DNA γίνονται προσβάσιµες στους εκκινητές. 

β) Πρόσδεση (annealing) του ζεύγους των εκκινητών στις συµπληρωµατικές 

προς αυτούς αλληλουχίες. Το βήµα αυτό πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία, 54 °C 

για 30 sec. 
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γ) Επιµήκυνση των ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών από τη DNA πολυµεράση 

στους 72 °C για 1,2 min. 

Τα τρία αυτά στάδια επαναλήφθηκαν 30 φορές. Σε κάθε κύκλο 

χρησιµοποιούνται σαν υπόστρωµα τα αρχικά µόρια DNA αλλά και τα προϊόντα όλων 

των προηγούµενων κύκλων. Ο πολλαπλασιασµός µε εκθετικό ρυθµό των τµηµάτων 

DNA που προκύπτουν έχει ως πρακτικό αποτέλεσµα την παρουσία στο τελικό 

διάλυµα µόνο του προς πολλαπλασιασµό τµήµατος DNA. Μετά από ένα ορισµένο 

αριθµό κύκλων, εξαντλείται η ενζυµική δραστικότητα της πολυµεράσης και η 

αντίδραση περνά από την εκθετική φάση σε φάση «κορεσµού» (plateau), κατά την 

οποία επιπλέον κύκλοι δεν έχουν σαν αποτέλεσµα αύξηση της ποσότητας του 

προϊόντος. Αυτό οφείλεται κυρίως στην προοδευτική απώλεια της δραστικότητας του 

ενζύµου, όταν επωάζεται σε υψηλές θερµοκρασίες για σχετικά µεγάλο χρονικό 

διάστηµα. 

Μετά  τη λήξη όλων των κύκλων προστέθηκε ένα επιπλέον στάδιο 

επιµήκυνσης στους 72 °C για 10 min , προκειµένου να συµπληρώσει η πολυµεράση 

τυχόν ατέλειες στα µόρια που είχε συνθέσει. 

 

 

 

2.10  Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR     

 

Η ηλεκτροφόρηση επιτρέπει το διαχωρισµό µορίων νουκλεϊκών οξέων ανάλογα 

µε το µέγεθός τους. Βασίζεται στη διαφορετική ευκολία µε την οποία περνούν µόρια 

διαφορετικού µεγέθους µέσα από ένα πήγµα, η δικτυωτή-µικροπορώδης υφή του 

οποίου επιτρέπει στα µικρότερα µόρια να τη διατρέχουν πιο εύκολα. Η κίνηση των 

αρνητικά φορτισµένων µορίων νουκλεϊκών οξέων διατηρείται χάρη στην εφαρµογή 

ηλεκτρικού πεδίου που διατρέχει το πήγµα. Το πήγµα βρίσκεται µέσα σε κατάλληλο 

ιοντικό ρυθµιστικό διάλυµα αλάτων ΤΑΕ (1×). Κατά την ηλεκτροφόρηση, µόρια DNA 

(οµοίως ισχύει και για τα µόρια RNA) ίδιου µεγέθους µετακινούνται υπό τις ίδιες 

συνθήκες (σύνθεση και πυκνότητα πήγµατος, ένταση ρεύµατος, διαφορά δυναµικού) 

και ύστερα από το ίδιο χρονικό διάστηµα κατά ίση απόσταση. Έτσι, µε τη χρήση 

δεικτών µεγέθους, του ladder,  δηλαδή µορίων γνωστού µεγέθους δίπλα στα υπό 
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µελέτη µόρια είναι εφικτός ο αδρός προσδιορισµός του µεγέθους των υπό µελέτη 

µορίων. 

Τα δείγµατα µετά από την αντίδραση της PCR, αναµείχθηκαν µε ποσότητα 

2,5µl διαλύµατος φόρτωσης (6× loading blue buffer), και µαζί µε δείκτη µοριακών 

βαρών (ladder) 1kb που είχε αναµειχθεί µε την ανάλογη ποσότητα loading buffer, 

φορτωνόταν ποσότητα 10 µl σε πήγµα που περιείχε 0,8% αγαρόζη σε 1× ρυθµιστικό 

διάλυµα ΤΑΕ.  Η ηλεκτροφόρηση του πήγµατος έγινε στο ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα µε 

εφαρµογή τάσης περίπου 100 Volt στα άκρα της συσκευής ηλεκτροφόρησης.  Μετά 

την ηλεκτροφόρηση ακολούθησε χειρισµός του πήγµατος µε υδατικό διάλυµα 

βρωµιούχου αιθιδίου συγκέντρωσης περίπου 1 µg/ml για 20-30 min και έπειτα 

παρατήρηση του σε τράπεζα UV ακτινοβολίας (365nm).   
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3.  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1  Αξιολόγηση της επίδρασης της εφαρµογής των 

επιφανειοδραστικών παραγόντων στα φυτά   

 

Στα πλαίσια της αξιολόγησης των παραγόντων Α και Β, ακολουθήθηκαν δύο 

διαφορετικές προσεγγίσεις, ως προς τον τρόπο εφαρµογής τους στα φυτά. Στην 

πρώτη προσέγγιση, η εφαρµογή των παραγόντων στα φυτά έγινε µε σταγόνες στην 

επιφάνεια του φύλλου, ενώ κατά την δεύτερη, οι παράγοντες εφαρµόσθηκαν µε 

ψεκασµό της φυλλικής επιφάνειας. 

Όταν οι παράγοντες εφαρµόσθηκαν στα φυτά µε τη δηµιουργία µίας σταγόνας 

10 µl σε ένα από τα κατώτερα φύλλα κάθε φυτού, παρατηρήθηκε ότι η εφαρµογή τους 

στα φυτά προκαλούσε εκτεταµένη νέκρωση του φύλλου στο οποίο τοποθετούταν η 

σταγόνα, τόσο στα φυτά Arabidopsis thaliana (Εικόνα 3.1) όσο και στα φυτά καπνού. 

Η νέκρωση αυτή, ορισµένες φορές οδηγούσε και σε πτώση του φύλλου, ενώ 

παρατηρήθηκε σε όλες τις συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα, 

δηλαδή αυτές των 1,10, και 50 mM. Στα φυτά που δέχθηκαν επέµβαση µε το 

µάρτυρα, όπου το προσκολλητικό Agral που χρησιµοποιήθηκε σε ποσοστό 0,02% 

του συνολικού όγκου, η νέκρωση που προκαλούσε η εφαρµογή της σταγόνας ήταν 

πολύ περιορισµένη στα φυτά A. thaliana σε σχέση µε αυτή που προκαλούσαν οι 

συγκεντρώσεις των παραγόντων Α και Β, ενώ στα φυτά καπνού, η νέκρωση που 

προκάλεσε η επέµβαση µε το µάρτυρα,  ήταν αρκετά εκτεταµένη συγκρινόµενη µε 

αυτή που προκάλεσαν οι συγκεντρώσεις των παραγόντων Α και Β.     
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Εικόνα 3.1: Επίδραση του παράγοντα Β Nέκρωση (10µl/ 50 mM Β), σε φύλλο φυτού Arabidopsis 

thaliana περίπου 1 εβδοµάδα µετά από τη µεταφύτευση του. Η νέκρωση που δηµιούργησαν οι άλλες 

συγκεντρώσεις του παράγοντα Β καθώς και του Α ήταν παρόµοιες.  

 

Πραγµατοποιήθηκαν επίσης και δοκιµές όπου οι  παράγοντες εφαρµόστηκαν 

στα φυτά µε τη µέθοδο του ψεκασµού. Ο ψεκασµός έγινε µε ειδικό σπρέι για τον 

ψεκασµό χρωµάτων, µέχρι να παρατηρηθεί απορροή από τη φυλλική επιφάνεια. Στην 

περίπτωση των φυτών Arabidopsis thaliana δοκιµάστηκαν οι δύο παράγοντες σε 

συγκεντρώσεις των 1, 5 και 10 mM (Εικόνα 3.2) ενώ στα φυτά καπνού οι 

συγκεντρώσεις των 1, 10 και 50 mM (Εικόνα 3.3). Σε όλες τις δοκιµές ανεξαιρέτως 

παρατηρήθηκε ιδιαίτερα εκτεταµένη νέκρωση σε ολόκληρη την φυλλική επιφάνεια, 

που οδηγούσε σύντοµα σε νέκρωση του φυτού. 

Εφόσον η εφαρµογή των παραγόντων στα φυτά µε ψεκασµό, οδηγούσε σε 

νέκρωση ολόκληρου του φυτού, απορρίφθηκε. Σε όλα τα πειράµατα παθογένειας που 

περιλαµβάνονται σε αυτή τη µελέτη, η εφαρµογή των παραγόντων έγινε µε την 

δηµιουργία σταγόνων στα φύλλα των φυτών. Ο ακριβής λόγος της αντίδρασης των 

φυτών µε νέκρωση µετά την εφαρµογή των δύο παραγόντων, ίσως έχει σχέση µε την 

χηµική τους δοµή και χρειάζεται να διερευνηθεί περισσότερο στο µέλλον.    
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Εικόνα 3.2: Επίδραση των παραγόντων Α και Β σε φυτά Arabidopsis thaliana ηλικίας 4 εβδοµάδων 

που ψεκάσθηκαν µε ειδικό ψεκαστικό. Α) Από αριστερά ο Μάρτυρας µε Agral 0,02% του όγκου του 

νερού, και φυτά µε τον παράγοντα Α 1, 5 και 10 mM. B) Από αριστερά ο Μάρτυρας µε Agral 0,02% 

του όγκου του νερού, και φυτά µε τον παράγοντα Β 1, 5 και 10 mM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Α 

Β 
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Εικόνα 3.3: Επίδραση των παραγόντων Α και Β (συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM και Agral 0,02%) σε 

φυτά καπνού 6 εβδοµάδων που ψεκάσθηκαν µέχρι πλήρους διαβροχής και εµφάνισαν νεκρωτικές 

κηλίδες. Ο Μάρτυρας (Μ)  ήταν νερό µε Agral σε ποσοστό 0,02% του τελικού όγκου. 

 

Α1 

 

 

Α10 

 

Α50 

 

 

Μ 

 

Β1 

 

 

Β10 

 

 

Β50 
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3.2  Αξιολόγηση της δράσης των επιφανειοδραστικών 

παραγόντων κατά του περονοσπόρου από τον 

Hyaloperonospora parasitica 

 

Για την αξιολόγηση της ικανότητας  των δύο παραγόντων Α και Β να επάγουν 

ανθεκτικότητα, έγιναν πειράµατα παθογένειας µε το παθογόνο Hyaloperonospora 

parasitica, σε φυτά Arabidopsis thaliana  στα οποία µία εβδοµάδα πριν τη µόλυνση, 

είχε γίνει εφαρµογή παραγόντων όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2.2. Τα 

συµπτώµατα αξιολογήθηκαν µε τη µέτρηση των κονιδίων στα φυτά µετά από 7 

ηµέρες επώασης σε ειδικό θάλαµο (Εικόνα 3.4 και 3.5).    

 

 

Εικόνα 3.4: Επίδραση των παραγόντων Α και Β στην εµφάνιση της ασθένειας του H. parasitica σε φυτά A. 

thaliana στα οποία έγινε εφαρµογή του  παράγοντα  Α.  Στις επάνω φωτογραφίες  παρουσιάζονται 

αντιπροσωπευτικά φυτά από τις επεµβάσεις µε το µάρτυρα (Μ)  (νερό και Agral 0,02% του τελικού όγκου) και 

τον παράγοντα Α σε συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM, και οι εξανθήσεις από  κονιδιοφόρους  του παθογόνου 

7 ηµέρες µετά τη µόλυνση.   
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Εικόνα 3.5: Επίδραση των παραγόντων Α και Β στην εµφάνιση της ασθένειας του H. parasitica σε φυτά A. 

thaliana στα οποία έγινε εφαρµογή του  παράγοντα Β. Στις επάνω φωτογραφίες  παρουσιάζονται 

αντιπροσωπευτικά φυτά από τις επεµβάσεις µε το µάρτυρα  (Μ) (νερό και Agral 0,02% του τελικού όγκου) και 

τον παράγοντα Β σε συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM, και οι εξανθήσεις από  κονιδιοφόρους  του παθογόνου 

7 ηµέρες µετά τη µόλυνση. 

 

 

Τα πειράµατα παθογένειας έγιναν σε 3 ανεξάρτητες επαναλήψεις. Τα 

αποτελέσµατα από το πρώτο πείραµα, απεικονίζονται στο ∆ιάγραµµα 3.1, όπου για 

κάθε διαφορετική επέµβαση, έχει υπολογισθεί ο µέσος όρος των κονιδίων και το 

στατιστικό σφάλµα. Οι τιµές αυτές εισήχθησαν στο πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης 

SΤΑΤGRAPHICS Plus και επεξεργάστηκαν µε τη µέθοδο ANOVA, και οι µέσοι όροι 

διαχωρίστηκαν µε τη µέθοδο πολλαπλής δοκιµής του Fisher, Least Significant  

Difference (LSD) .  
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∆ιάγραµµα 3.1: Αξιολόγηση της δράσης των παραγόντων Α και Β στο µέσο όρο των κονιδίων 
ανά επέµβαση για το πρώτο πείραµα παθογένειας, 7 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε τον H. parasitica. Οι 
διαφορετικές επεµβάσεις είναι για τον παράγοντα Α και Β, 1, 10 και 50 mM αντίστοιχα και ο µάρτυρας  
έχει δεχθεί πριν τη µόλυνση επέµβαση µε νερό και Argal (0,02% του όγκου του νερού). Οι κάθετες 
στήλες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Στη βάση κάθε 
στήλης αναγράφεται ένα γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής 
ανάλυσης, και διαφέρουν στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. Οι στήλες µε διαφορετικό 

γράµµα διαφέρουν σηµαντικά σύµφωνα µε τη µέθοδο LSD. (*) (στην επέµβαση αυτή αυτό ο φυτικός 
ιστός καταστράφηκε αρκετά από την εφαρµογή του παράγοντα). 

  

Τα αποτελέσµατα από το πρώτο πείραµα παθογένειας, µετά τη στατιστική 

ανάλυση, υποδεικνύουν ότι στατιστικά σηµαντική διαφορά υπάρχει µόνο µεταξύ της 

επέµβασης του µάρτυρα µε την επέµβαση µε τον παράγοντα Α σε συγκέντρωση 

50mM, που φαίνεται να έχει καλύτερα αποτελέσµατα στον περιορισµό της 

παραγωγής κονιδίων από το µύκητα και άρα της ασθένειας. Επίσης στατιστικά 

σηµανική διαφορά παρατηρείται και µεταξύ των επεµβάσεων µε τον παράγοντα Α σε 

συγκέντρωση 50mM και τον παράγοντα Β σε συγκέντρωση 10 mM. Το αποτέλεσµα 

για την επέµβαση B50, δεν λήφθηκε υπόψιν, καθώς ο αριθµός των κονιδίων/ml που 

µετρήθηκαν, ήταν πολύ µικρός εξαιτίας της καταστροφής του φυτικού ιστού των 

δειγµάτων αυτών από τη νεκρωτική δράση του παράγοντα στη συγκέντρωση αυτή. Η 

επέµβαση µε το παράγοντα Α50 mM, αποδείχθηκε ότι µειώνει την παραγωγή 

κονιδίων από το µύκητα στο µισό (56%) σε σχέση µε το µάρτυρα και την επέµβαση 

Β10. Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι επεµβάσεις Α1 και Α10 (ο παράγοντας Α σε 

* 

1η Επανάληψη 
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συγκεντρώσεις 1 και 10mM), ήταν επίσης πάρα πολύ κοντά σε αριθµό κονιδίων/ml 

στην επέµβαση Α50, η τάση δηλαδή είναι ο παράγοντας Α να µειώνει το επίπεδο του 

µολύσµατος.    

Στα επόµενα δύο πειράµατα παθογένειας ακολουθήθηκε ακριβώς η ίδια 

διαδικασία και τα αποτελέσµατα απεικονίζονται στο ∆ιάγραµµα 3.2  για το δεύτερο και 

στο ∆ιάγραµµα 3.3 για το τρίτο πείραµα παθογένειας. 

Η στατιστική ανάλυση στο δεύτερο και τρίτο πείραµα παθογένειας, κατέδειξε 

παρόµοια διαφοροποίηση των επεµβάσεων µε το µάρτυρα και τους δύο παράγοντες. 

Και στα δύο πειράµατα, στην επέµβαση µε τον παράγοντα Α10 το ποσοστό µείωσης 

της ασθένειας ήταν σχεδόν 50% σε σχέση µε την επέµβαση µε το µάρτυρα, 

υποδεικνύοντας πως είχε στατιστικά σηµαντικό αποτέλεσµα στον περιορισµό της 

ασθένειας. Στο δεύτερο και τρίτο πείραµα ο παράγοντας Β σε συγκέντρωση 10mM, 

βρέθηκε στατιστικά µη σηµαντικός συγκριτικά µε το µάρτυρα. 

Συµπερασµατικά, ο παράγοντας Α10, αποδεικνύεται αποτελεσµατικότερος 

στην περιορισµό της ασθένειας, µε στατιστικά σηµαντική διαφορά και από το µάρτυρα 

και από τις άλλες επεµβάσεις. Ο λόγος της απόκλισης στο πρώτο πείραµα 

παθογένειας είναι πιθανόν να οφείλεται στο γεγονός ότι είχε τοποθετηθεί µόνο ένα 

φυτό/ γλαστράκι (σε αντίθεση µε τα 5 φυτά/ γλαστράκι των άλλων δύο 

επαναλήψεων), µε αποτέλεσµα να υπάρχει µεγαλύτερο σφάλµα κατά την µέτρηση 

των κονιδίων, αλλά και η νεκρωτική δράση που εµφανίζουν οι παράγοντες να έχει 

µεγαλύτερη επιρροή στην εξέλιξη του βιολογικόυ κύκλου του παθογόνου.  
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∆ιάγραµµα 3.2: Αξιολόγηση της δράσης των παραγόντων Α και Β στο µέσο όρο των κονιδίων 
ανά επέµβαση για το δεύτερο πείραµα παθογένειας, 7 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε τον H. parasitica. Οι 
διαφορετικές επεµβάσεις είναι για τον παράγοντα Α και Β, 1, 10 και 50 mM αντίστοιχα και ο µάρτυρας  
έχει δεχθεί πριν τη µόλυνση επέµβαση µε νερό και Argal (0,02% του όγκου του νερού). Οι κάθετες 
στήλες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Στη βάση κάθε 
στήλης αναγράφεται ένα γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής 
ανάλυσης, και διαφέρουν στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. Οι στήλες µε διαφορετικό 
γράµµα διαφέρουν σηµαντικά σύµφωνα µε τη µέθοδο LSD. 

 

∆ιάγραµµα 3.3: Αξιολόγηση της δράσης των παραγόντων Α και Β στο µέσο όρο των κονιδίων 
ανά επέµβαση για το τρίτο πείραµα παθογένειας, 7 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε τον H. parasitica. Οι 
διαφορετικές επεµβάσεις είναι για τον παράγοντα Α και Β, 1, 10 και 50 mM αντίστοιχα και ο µάρτυρας  
έχει δεχθεί πριν τη µόλυνση επέµβαση µε νερό και Argal (0,02% του όγκου του νερού). Οι κάθετες 
στήλες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Στη βάση κάθε 
στήλης αναγράφεται ένα γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής 
ανάλυσης, και διαφέρουν στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. Οι στήλες µε διαφορετικό 
γράµµα διαφέρουν σηµαντικά σύµφωνα µε τη µέθοδο LSD. 

2η Επανάληψη 

3η Επανάληψη 
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3.3  Αξιολόγηση της δράσης των επιφανειοδραστικών 
παραγόντων κατά των αδροµυκώσεων από το Verticillium 
dahliae  

 

Για την αξιολόγηση της ικανότητας  των δύο παραγόντων Α και Β να επάγουν 

ανθεκτικότητα κατά των αδροµυκώσεων, έγιναν πειράµατα παθογένειας µε το 

παθογόνο Verticillium dahliae, σε φυτά Arabidopsis thaliana  στα οποία µία εβδοµάδα 

πριν τη µόλυνση, είχε γίνει εφαρµογή παραγόντων όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 

2.2. Τα πρώτα συµπτώµατα εµφανίζονταν περίπου 2 εβδοµάδες µετά τη µόλυνση και 

είχαν τη µορφή της χλώρωσης και απώλειας σπαργής των φύλλων. Η καταγραφή των 

συµπτωµάτων έγινε µέχρι και περίπου 30 µέρες µετά την µόλυνση και για τα τρία 

πειράµατα παθογένειας που διεξήχθησαν ανεξάρτητα, χωρίς να παρατηρείται εκ 

πρώτης όψεως κάποια επέµβαση που να εµφάνιζε ηπιότερα συµπτώµατα και αργή 

εξέλιξη της ασθένειας, συγκρινόµενος µε τους υπόλοιπους (Εικόνα 3.6).    

Έγινε γραφική αναπαράσταση του ποσοστού της ασθένειας, σε σχέση µε τον 

χρόνο και υπολογίσθηκε ο δείκτης AUDPC και η σχετική AUDPC. Οι τιµές αυτές 

εισήχθησαν στο πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης SΤΑΤGRAPHICS Plus και 

επεξεργάστηκαν µε τη µέθοδο ANOVA, και οι µέσοι όροι διαχωρίστηκαν µε τη µέθοδο 

πολλαπλής δοκιµής του Fisher, Least Significant  Difference (LSD).  

Για κάθε πείραµα παθογένειας παρουσιάζονται δύο γραφικές παραστάσεις, µια 

που αφορά το ποσοστό ασθένειας µε την πάροδο του χρόνου για κάθε επέµβαση 

(∆ιαγράµµατα 3.4(Α), 3.5(Α) και 3.6(Α)) , και µία όπου παρουσιάζεται η σχετική 

AUDPC όπως υπολογίστηκε για κάθε επέµβαση στα ∆ιαγράµµατα 3.4(Β),  3.5(Β) και  

3.6(Β). 

Στο πρώτο πείραµα παθογένειας ∆ιάγραµµα 3.4(Α) και ∆ιάγραµµα 3.4(Β),  στις 

επεµβάσεις µε τους Α50 και Β10, το ποσοστό της ασθένειας παραµένει καθόλη τη 

διάρκεια των µετρήσεων σε ποσοστά κάτω του 50%. Ειδικότερα, την 21η ηµέρα µετά 

τη µόλυνση, το ποσοστό ασθένειας για την επέµβαση Β10 είναι σχεδόν στο µισό σε 

σχέση µε το µάρτυρα και την 24η µέρα µετά τη µόλυνση, όλες οι επεµβάσεις Α50, Β1 

και Β10 διατηρούν ιδιαίτερα χαµηλό ποσοστό ασθένειας (15% λιγότερο από το 

µάρτυρα). Η στατιστική ανάλυση υποδεικνύει αυτές τις δύο επεµβάσεις (Α50 και Β10) 
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ως τις µόνες µε στατιστικά σηµαντική διαφορά σε σχέση µε το µάρτυρα. Όλες οι 

υπόλοιπες επεµβάσεις εµφανίζουν απλά µια µικρή τάση διαφοροποίησης.   

 

 

 

                                         

 

Εικόνα 3.6: Επίδραση των παραγόντων Α και Β στην εµφάνιση της ασθένειας του V. dahliae σε φυτά A. 
thaliana στα οποία έγινε εφαρµογή των  παραγόντων Α και Β.  Πάνω φαίνονται αντιπροσωπευτικά φυτά από 
τις επεµβάσεις µε το µάρτυρα (Μ), (νερό και Agral 0,02% του τελικού όγκου) και τον παράγοντα Α και Β σε 
συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM, και οι χαρακτηριστικές νεκρώσεις στα φύλλα που προκαλεί το παθογόνο, από 
το πρώτο πείραµα παθογένειας  27 ηµέρες µετά τη µόλυνση.          

 

Μ 

A1 B1 

A10 

A50 

B10 

B50 
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∆ιάγραµµα 3.4(Α): Αξιολόγηση της επίδρασης των παραγόντων Α και Β στο ποσοστό 
ασθενών φύλλων µετά τη µόλυνση µε τον V. dahliae σε φυτά A. thaliana  στο πρώτο πείραµα 
παθογένειας. Η ένταση της ασθένειας υπολογίστηκε για κάθε µέρα καταγραφής των συµπτωµάτων ως 
το ποσοστό (%) του αριθµού των ασθενών φύλλων ως προς το συνολικό αριθµό των φύλλων για κάθε 
φυτό. Οι κάθετες µπάρες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό 
σφάλµα. Ο άξονας Χ αναπαριστά τις ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο. Ως Μ αναφέρεται ο 
µάρτυρας, και οι παράγοντες Α και Β συνοδεύονται από ένα αριθµό, τη συγκέντρωση σε mM. 

 

 

∆ιάγραµµα 3.4(Β): Καµπύλη εξέλιξης της ασθένειας (AUDPC) µε υπολογισµό του εµβαδού µε τη µέθοδο της 
τραπεζοειδούς ολοκλήρωσης (Campbell και  Madden, 1990). Υπολογίστηκε το εµβαδόν στη γραφική 
παράσταση 3.4 (Α) µε το χρόνο και η ασθένεια εκφράστηκε ως το ποσοστό του µέγιστου εµβαδού για όλη τη 
διάρκεια του πειράµατος, (Σχετική AUDPC)(Korovel et al., 2001) . Πάνω από κάθε στήλη αναγράφεται ένα 
γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης, και διαφέρουν 
στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. 
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Στο δεύτερο πείραµα παθογένειας υπάρχει µια τελείως διαφορετική εικόνα, 

καθώς όλες οι επεµβάσεις εξελίσσονται µε την ίδια περίπου ένταση ∆ιάγραµµα 

3.5(Α), γεγονός που παρουσιάζεται και από το ∆ιάγραµµα 3.5(Β), όπου όλες οι 

επεµβάσεις έχουν στατιστικά σηµαντική διαφορά µε το µάρτυρα αλλά όχι και µεταξύ 

τους. Οι επεµβάσεις µε τους Α10 και Β10, εµφάνισαν σχετική AUDPC, ίση ή και 

λιγότερη από 20%. 

 

 

 

∆ιάγραµµα 3.5(Α): Αξιολόγηση της επίδρασης των παραγόντων Α και Β στο ποσοστό 
ασθενών φύλλων µετά τη µόλυνση µε τον V. dahliae σε φυτά A. thaliana  στο δεύτερο πείραµα 
παθογένειας. Η ένταση της ασθένειας υπολογίστηκε για κάθε µέρα καταγραφής των συµπτωµάτων ως 
το ποσοστό (%) του αριθµού των ασθενών φύλλων ως προς το συνολικό αριθµό των φύλλων για κάθε 
φυτό. Οι κάθετες µπάρες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό 
σφάλµα. Ο άξονας Χ αναπαριστά τις ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο. Ως Μ αναφέρεται ο 
µάρτυρας, και οι παράγοντες Α και Β συνοδεύονται από ένα αριθµό, τη συγκέντρωση σε mM. 

  

 

2η Επανάληψη 
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∆ιάγραµµα 3.5(Β): Καµπύλη εξέλιξης της ασθένειας (AUDPC) µε υπολογισµό του εµβαδού µε τη µέθοδο της 
τραπεζοειδούς ολοκλήρωσης (Campbell και  Madden, 1990). Υπολογίστηκε το εµβαδόν στη γραφική 
παράσταση 3.5 (Α) µε το χρόνο και η ασθένεια εκφράστηκε ως το ποσοστό του µέγιστου εµβαδού για όλη τη 
διάρκεια του πειράµατος, (Σχετική AUDPC)(Korovel et al., 2001) . Πάνω από κάθε στήλη αναγράφεται ένα 
γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης, και διαφέρουν 
στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. 

 

Στο τρίτο πείραµα παθογένειας, η επέµβαση µε τον παράγοντα Α10, έχει 

στατιστικά σηµαντικά καλύτερα αποτελέσµατα σε όλη τη διάρκεια εξέλιξης της 

ασθένειας. Μόνο στις 15 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο, η επέµβαση µε το 

παράγοντα Β50 και στις 21 ηµέρες  η επέµβαση µε το παράγοντα Α1, έχουν σχεδόν 

τα ίδια ποσοστά µε τον Α10 ∆ιάγραµµα 3.6(Α). Παρόλα αυτά στο ∆ιάγραµµα 3.6(Β), 

φαίνεται από την στατιστική ανάλυση των τιµών της σχετικής AUDPC, ότι η επέµβαση 

µε τον παράγοντα Α10 διαφέρει κατά πολύ από όλες τιςς υπόλοιπες, που κρίνονται 

ισοδύναµοι.  

Συνοψίζοντας για τα τρία πειράµατα παθογένειας, η εφαρµογή των 

παραγόντων στα φυτά A. thaliana, κατά του V. dahliae, δεν έδωσε όµοια 

αποτελέσµατα. Ο παράγοντας Α10 φαίνεται να περιορίζει το ποσοστό της ασθένειας 

αλλά χρειάζεται περαιτέρω πειραµατισµός. Πιθανόν η ταυτόχρονη επανάληψη των 

πειραµάτων παθογένειας στο χώρο και το χρόνο να έδειχνε πιο σαφή αποτελέσµατα, 

η οποία τώρα ήταν εµφανής λόγω του περιορισµένου αριθµού επαναλήψεων (5 φυτά) 

σε κάθε.  

2η Επανάληψη 
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 ∆ιάγραµµα 3.6(Α): Αξιολόγηση της επίδρασης των παραγόντων Α και Β στο ποσοστό ασθενών φύλλων 
µετά τη µόλυνση µε τον V. dahliae σε φυτά A. thaliana  στο τρίτο πείραµα παθογένειας. Η ένταση της 
ασθένειας υπολογίστηκε για κάθε µέρα καταγραφής των συµπτωµάτων ως το ποσοστό (%) του αριθµού 
των ασθενών φύλλων ως προς το συνολικό αριθµό των φύλλων για κάθε φυτό. Οι κάθετες µπάρες 
αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Ο άξονας Χ αναπαριστά τις 
ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο. Ως Μ αναφέρεται ο µάρτυρας, και οι παράγοντες Α και Β 
συνοδεύονται από ένα αριθµό, τη συγκέντρωση σε mM. 

 

 

∆ιάγραµµα 3.6(Β): Καµπύλη εξέλιξης της ασθένειας (AUDPC) µε υπολογισµό του εµβαδού µε τη µέθοδο της 
τραπεζοειδούς ολοκλήρωσης (Campbell και  Madden, 1990). Υπολογίστηκε το εµβαδόν στη γραφική 
παράσταση 3.6 (Α) µε το χρόνο και η ασθένεια εκφράστηκε ως το ποσοστό του µέγιστου εµβαδού για όλη τη 
διάρκεια του πειράµατος, (Σχετική AUDPC)(Korovel et al., 2001) . Πάνω από κάθε στήλη αναγράφεται ένα 
γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης, και διαφέρουν 
στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. 

3η Επανάληψη 

3η Επανάληψη 
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3.4  Αξιολόγηση της δράσης των επιφανειοδραστικών 
παραγόντων στον ιό του µωσαϊκού του καπνού ΤΜV 

 

Για την αξιολόγηση της ικανότητας  των δύο παραγόντων Α και Β να επάγουν 

ανθεκτικότητα σε ιώσεις, έγιναν πειράµατα παθογένειας µε τον ιό του µωσαϊκού του 

καπνού, σε δύο ποικιλίες φυτών Nicotiana tabacum, τις Petite Gerard (PG) και Petite 

Havana (PΗ). Στα φυτά µία εβδοµάδα πριν τη µόλυνση, είχε γίνει εφαρµογή 

παραγόντων όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2.2. Τα φυτά της ποικιλιας Petite 

Gerard, εκδηλώσαν αντίδραση υπερευαισθησίας στον ιό του µωσαϊκού του καπνού, 

στα σηµεία που εφαρµόστηκε το µόλυσµα. Τα φυτά της ποικιλιας Petite Havana όµως 

εµφάνισαν τα τυπικά συµπτώµατα από τη µόλυνση µε τον ιό, δηλαδή το 

χαρακτηριστικό µωσαϊκό, πρώτα στα νεώτερα φύλλα της κορυφής του στελέχους, σε 

διάστηµα 2 εβδοµάδων µετά τη µόλυνση. Στη συνέχεια τα συµπτώµατα εξαπλώθηκαν 

διασυστηµατικά και στα κατώτερα φύλλα µε την εξέλιξη της ασθένειας (Εικόνα 3.7 (A) 

και (Β)).  

Τα πειράµατα επαναλήφθηκαν δύο φορές ανεξάρτητα, µε 6 επαναλήψεις σε 

κάθε επέµβαση. Στα φυτά Ν. tabacum της ποικιλίας Petite Gerard (PG), εµφάνισαν 

νεκρωτικές κηλίδες στην επιφάνεια του φύλλου που τοποθετήθηκε το µόλυσµα, σαν 

αποτέλεσµα της έκφρασης αντίδρασης υπερευαισθησίας (Εικόνα 3.8). Έγινε 

προσπάθεια µακροσκοπικής καταµέτρησης των νεκρωτικών κηλίδων στην επιφάνεια 

των φύλλων των µολυσµένων φυτών για όλες οι επεµβάσεις και στις δύο 

επαναλήψεις των πειραµάτων παθογένειας, στην προσπάθεια εξαγωγής χρήσιµων 

συµπερασµάτων για την αξιολόγηση των δύο παραγόντων, χωρίς αποτέλεσµα, αφού 

δεν εµφάνιζαν κάποια συσχέτιση.    

Για τα φυτά Ν. tabacum της ποικιλίας Petite Havana (PΗ), έγινε γραφική 

αναπαράσταση του ποσοστού της ασθένειας, σε σχέση µε τον χρόνο, ενώ 

υπολογίσθηκε ο δείκτης AUDPC και η σχετική AUDPC. Οι τιµές αυτές εισήχθησαν στο 

πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης SΤΑΤGRAPHICS Plus και επεξεργάστηκαν µε τη 

µέθοδο ANOVA, και οι µέσοι όροι διαχωρίστηκαν µε τη µέθοδο πολλαπλής δοκιµής 

του Fisher, Least Significant  Difference (LSD).  
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Εικόνα 3.7 (Α): Αξιολόγηση της επίδρασης του  παράγοντα  Α στην εµφάνιση της ασθένειας του TMV σε φυτά 
N. tabacum .  Πάνω φαίνονται αντιπροσωπευτικά φυτά από τις επεµβάσεις µε το µάρτυρα (Μ) (νερό και Agral 
0,02% του τελικού όγκου) και τον παράγοντα Α  σε συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM, και τα χαρακτηριστικά 
συµπτώµατα µωσαϊκού στα φύλλα που προκαλεί το παθογόνο, 30 ηµέρες µετά τη µόλυνση.             

A1 A10 A50 

Μ 
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Εικόνα 3.7 (Β) : Αξιολόγηση της επίδρασης του  παράγοντα  Β στην εµφάνιση της ασθένειας του TMV σε φυτά 
N. tabacum .  Πάνω φαίνονται αντιπροσωπευτικά φυτά από τις επεµβάσεις µε το µάρτυρα (Μ) (νερό και Agral 
0,02% του τελικού όγκου) και τον παράγοντα Β  σε συγκεντρώσεις 1, 10 και 50 mM, και τα χαρακτηριστικά 
συµπτώµατα µωσαϊκού στα φύλλα που προκαλεί το παθογόνο, 30 ηµέρες µετά τη µόλυνση.              

 

 

B1 B10 B50 

Μ 
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Εικόνα 3.8: Νεκρωτικές κηλίδες  λόγω τις αντίδρασης υπερευσθησίας σε φύλλο Nicotiana 
tabacum ποικιλία PH, 4 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε τον ιό TMV. 

 

 

Στο πρώτο πείραµα παθογένειας, από το ∆ιάγραµµα 3.7(Α), παρατηρούµε ότι οι 

επεµβάσεις µε τον παράγοντα Β σε συγκεντρώσεις 10 και 50 mM, εµφανίζουν 

ελαφρώς χαµηλότερα ποσοστά ασθένειας συγκρινόµενες µε τις άλλες επεµβάσεις 22, 

25 και 28 ηµέρες µετά τη µόλυνση µε τον ιό. Στο ∆ιάγραµµα 3.7(Β), όπου 

απεικονίζονται τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης. Η επέµβαση Β50 

εµφανίζει στατιστικά σηµαντική διαφορά µε το µάρτυρα, και η σχετική AUDPC 

µετρήθηκε για τον Β50 16,5% έναντι 21,3% του µάρτυρα. Η επέµβαση Α50 έχει την 

χειρότερη επίδοση καθώς η σχετική AUDPC είναι υψηλότερη από κάθε άλλη 

επέµβαση. Οι υπόλοιπες επεµβάσεις, συµπεριλαµβανοµένου του µάρτυρα, 

εµφανίζουν κάποια τάση διαφοροποίησης σε σχέση µε την επέµβαση Α50, το Β50 ή 

και τις δύο. 
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∆ιάγραµµα 3.7(Α): Αξιολόγηση της επίδρασης των παραγόντων Α και Β στο ποσοστό 
ασθενών φύλλων µετά τη µόλυνση µε τον ΤΜV σε φυτά N. tabacum  στο πρώτο πείραµα παθογένειας. 
Η ένταση της ασθένειας υπολογίστηκε για κάθε µέρα καταγραφής των συµπτωµάτων ως το ποσοστό 
(%) του αριθµού των ασθενών φύλλων ως προς το συνολικό αριθµό των φύλλων για κάθε φυτό. Οι 
κάθετες µπάρες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Ο 
άξονας Χ αναπαριστά τις ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο. Ως Μ αναφέρεται ο µάρτυρας, και 
οι παράγοντες Α και Β συνοδεύονται από ένα αριθµό, τη συγκέντρωση σε mM 

 

 

                             ∆ιάγραµµα 3.7(Β): Καµπύλη εξέλιξης της ασθένειας (AUDPC) µε υπολογισµό του εµβαδού 
µε τη µέθοδο της τραπεζοειδούς ολοκλήρωσης (Campbell και  Madden, 1990). Υπολογίστηκε το εµβαδόν στη 
γραφική παράσταση 3.7 (Α) µε το χρόνο και η ασθένεια εκφράστηκε ως το ποσοστό του µέγιστου εµβαδού για 
όλη τη διάρκεια του πειράµατος, (Σχετική AUDPC)(Korovel et al., 2001) . Πάνω από κάθε στήλη αναγράφεται 
ένα γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης, και διαφέρουν 
στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05. 

1η Επανάληψη 

1η Επανάληψη 
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Στο δεύτερο πείραµα παθογένειας για την αξιολόγηση της δράσης των δύο 

παραγόντων κατά του ιού ΤΜV (∆ιάγραµµα 3.8(Α)), καταγράφηκε καλύτερη 

διαφοροποίηση των επεµβάσεων σε σχέση µε το µάρτυρα. Οι επεµβάσεις Α50, Β10 

και Β50, εµφανίζουν ηπιότερη εξέλιξη της ασθένειας, µε τη σχετική AUDPC να είναι 

22,4%, 23,3% και 21,9% για τις επεµβάσεις Α50, Β10 και Β50 αντίστοιχα, σε σχέση 

µε το µάρτυρα (σχετική AUDPC 31,19%) (∆ιάγραµµα 3.8 (Β)). 

 

 

 

  

∆ιάγραµµα 3.8(Α): Αξιολόγηση της επίδρασης των παραγόντων Α και Β στο ποσοστό 
ασθενών φύλλων µετά τη µόλυνση µε τον ΤΜV σε φυτά N. tabacum  στο πρώτο πείραµα παθογένειας. 
Η ένταση της ασθένειας υπολογίστηκε για κάθε µέρα καταγραφής των συµπτωµάτων ως το ποσοστό 
(%) του αριθµού των ασθενών φύλλων ως προς το συνολικό αριθµό των φύλλων για κάθε φυτό. Οι 
κάθετες µπάρες αντιπροσωπεύουν την απόκλιση από το µέσο όρο µε βάση το τυπικό σφάλµα. Ο 
άξονας Χ αναπαριστά τις ηµέρες µετά τη µόλυνση µε το παθογόνο. Ως Μ αναφέρεται ο µάρτυρας, και 
οι παράγοντες Α και Β συνοδεύονται από ένα αριθµό, τη συγκέντρωση σε mM 

 

 

 

2η Επανάληψη 
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∆ιάγραµµα 3.8(Β): Καµπύλη εξέλιξης της ασθένειας (AUDPC) µε υπολογισµό του εµβαδού µε τη µέθοδο της 
τραπεζοειδούς ολοκλήρωσης (Campbell και  Madden, 1990). Υπολογίστηκε το εµβαδόν στη γραφική 
παράσταση 3.8 (Α) µε το χρόνο και η ασθένεια εκφράστηκε ως το ποσοστό του µέγιστου εµβαδού για όλη τη 
διάρκεια του πειράµατος, (Σχετική AUDPC)(Korovel et al., 2001) . Πάνω από κάθε στήλη αναγράφεται ένα 
γράµµα ανάλογα µε το διαχωρισµό που έγινε από το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης, και διαφέρουν 
στατιστικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (P) ≤ 0.05 

 

 

Στα δύο πειράµατα σε φυτά καπνού, κατά του ιού TMV, υπήρχαν ενδείξεις ότι 

ο επεµβάσεις µε τον παράγοντα Β στις συγκεντρώσεις 10 και 50 mM έχουν κάποιο 

αποτέλεσµα στον έλεγχο του ιού. Ωστόσο, µε περαιτέρω πειραµατισµό, που θα 

επικεντρωθεί στην αξιολόγηση του παράγοντα Β σε αυτές τις δύο συγκεντρώσεις, 

µπορεί να προκύψουν πιο σαφή αποτελέσµατα για τη δράση του παράγοντα για τον 

έλεγχο του TMV. 

 

 

   

 

 

 

2η Επανάληψη 



90 

 

3.5  Μοριακή διερεύνηση της επαγωγής PR γονιδίων από 
την εφαρµογή των επιφανειοδραστικών παραγόντων Α και 
Β σε φυτά Arabidopsis thaliana 

 

Στα πλαίσια της αξιολόγησης των παραγόντων Α και Β ώστε να βρεθεί αν 

έχουν τη δυνατότητα να επάγουν τον αµυντικό µηχανισµό των φυτών, έγινε µοριακή 

ανίχνευση δύο PR γονιδίων (PR1 και PR5), που έχει αναγνωρισθεί ότι εµπλέκονται 

στην άµυνα των φυτών. Η παρουσία των δύο γονιδίων ανιχνεύθηκε µε τη µέθοδο της 

PCR, σε cDNA που προήλθε από το RNA που εξήχθη από φυτά A. thaliana, στα 

οποία είχαν τοποθετηθεί οι παράγοντες Α και Β σε συγκέντρωση 10mM και Agral 

0.02%. Η συγκεκριµένη συγκέντρωση επιλέχθηκε καθώς τα δεδοµένα από τα 

πειράµατα παθογένειας την διέκριναν πολλές φορές ως τον αποτελεσµατικότερη 

επέµβαση. Ταυτόχρονα υπήρχαν και φυτά µάρτυρες, µε νερό και Agral (0,02% του 

συνολικού όγκου). Το RNA εξήχθη από τα φυτά σε συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα 

από την εφαρµογή των παραγόντων.  

Η µέθοδος της PCR εφαρµόστηκε µε 3 διαφορετικούς εκκινητές. Τον εκκινητή 

για το γονίδιο RPL4 (Ribosomal protein L4) (καθοδικό και ανοδικό), η παρουσία του 

οποίου στο γονιδίωµα της A. thaliana είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη, οπότε 

χρησιµοποιείται ως µάρτυρας για να πιστοποιήσει ότι σε όλα τα δείγµατα 

χρησιµοποιήθηκε η ίδια ποσότητα cDNA. Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές για 

τα γονίδια PR1 και PR5 (καθοδικοί και ανοδικοί). Τα αποτελέσµατα των 

ηλεκτροφορήσεων των αποτελεσµάτων της RT-PCR φαίνονται στην (Εικόνα 3.9).   

Για το γονίδιο PR1, τις πρώτες 6 ώρες, και η συγκέντρωση στην επέµβαση Αg 

12 ώρες, οι ζώνες είναι αισθητά µικρότερες από ότι οι υπόλοιπες στις 12, 24 και 36 

ώρες. Επίσης στις 12 ώρες η συγκέντρωση του Α10, είναι ελαφρά µεγαλύτερη από τις 

αντίστοιχες Ag και B10 στις 12 ώρες. Ωστόσο η ύπαρξη ζώνης στις 0 ώρες, και 

µάλιστα στο ίδιο πάχος µε αυτές στις 12, 24 και 36 ώρες, δεν ήταν αναµενόµενη, 

καθώς τα φυτά δεν είχαν δεχθεί καµία επέµβαση. 
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      0h       Μ        A10     B10        M    A10  B10               M   A10   B10               M    A10     B10                                                        

.                       6h                             12h                         24h                          36h 

 

Εικόνα 3.9: Ενίσχυση µε τη µέθοδο της RT-PCR σε 30 κύκλους  του τµήµατος  PR1, του τµήµατος  PR5 και 
του τµήµατος  RPL4. Ως Μ αναφέρεται ο µάρτυρας µε το Agral, ενώ ως Α10 και Β10 οι παράγοντες Α και Β σε 
συγκέντρωση 10 mM. Επίσης αναφέρεται το χρονικό διάστηµα που είχε παρέλθει από την εφαρµογή των 
επεµβάσεων. 

 

Για το γονίδιο PR5, µετά τις 24 ώρες παρατηρείται µείωση του µεγέθους των 

ζωνών, ενώ στις τις πρώτες 6 ώρες, στην επέµβαση µε το Α10 υπάρχει ένα αχνό 

µόνο σηµάδι στη θέση της ζώνης. Στις υπόλοιπες δοκιµές οι ζώνες που 

σχηµατίστηκαν δεν έχουν µεγάλη διαφορά µεταξύ τους.  

Με βάση τα αποτελέσµατα των PR-1 και PR-5, η εξαγωγή ξεκάθαρων 

συµπερασµάτων βασισµένων στο αποτέλεσµα της PCR, δεν µπορεί να είναι 

τεκµηριωµένη και απαιτείται η χρήση περατέρω πειραµατισµού και της Real-Time 

PCR.    

   

 

 

PR1 

PR5 

RPL4 
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4.    ΣΥΖΗΤΗΣΗ   -   ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ     

 Οι µηχανισµοί άµυνας των φυτών, αποτελούν αντικείµενο έρευνας εδώ και 

πολλά χρόνια. Πολλές εργασίες και µελέτες είναι αφιερωµένες σους µηχανισµούς 

επαγωγής της άµυνας του φυτού, των γονιδίων τα οποία εµπλέκονται άµεσα ή 

έµµεσα µε αυτήν και τις αλληλεπιδράσεις ξενιστή – παθογόνου όπου κρίνεται τελικά η 

εµφάνιση ή όχι της ασθένειας. Η χρήση του φυτού-προτύπου Arabidopsis thaliana, µε 

το πλήρως αποκρυπτογραφηµένο γονιδίωµα του οδήγησε την έρευνα σε ένα ακόµα 

υψηλότερο επίπεδο, καθώς οι µοριακές τεχνικές προσδίδουν µεγαλύτερη εγκυρότητα 

και καλύτερη κατανόηση των πολύπλοκων και λεπτεπίλεπτων αντιδράσεων που 

λαµβάνουν χώρα στους µηχανισµούς άµυνα των φυτών. Στα πλαίσια αυτά, η 

επαγόµενη διασυστηµατική αντοχή SAR, είναι ένα πεδίο στο οποίο διεξάγεται 

εντατική έρευνα και αποτελεί σηµαντικό πόλο ενδιαφέροντος για την επιστηµονική 

κοινότητα. Όχι µόνο γιατί ακόµα και σήµερα σηµαντικοί µηχανισµοί της 

αλληλεπίδρασης ξενιστή – παθογόνου παραµένουν ανεξερεύνητοι, αλλά και επειδή η 

στροφή προς την υιοθέτηση βιολογικών τρόπων αντιµετώπισης των ασθενειών, πιέζει 

συνεχώς για την ανακάλυψη νέων παραγόντων βιολογικού ελέγχου. Παραγόντων 

που θα µπορούσαν να αποτελέσουν ένα αποτελεσµατικό σύµµαχο για την 

αντιµετώπιση των ασθενειών, χωρίς να επιβαρύνουν περαιτέρω το περιβάλλον.  

Σε αυτή τη µελέτη έγινε προσπάθεια αξιολόγησης δύο επιφανειοδραστικών 

παραγόντων, τόσο µε την παρακολούθηση της αποτελεσµατικότητας τους στον 

περιορισµό των συµπτωµάτων ασθενειών που προκαλούνται από συγκεκριµένα 

παθογόνα που έχουν βρεθεί στο παρελθόν να σχετίζονται µε το φαινόµενο της SAR, 

αλλά και µε τη διερεύνηση σε µοριακό επίπεδο, της δυνατότητάς τους να επάγουν τη 

παραγωγή στο φυτό γονιδίων που σχετίζονται µε το αµυντικό σύστηµα των φυτών.  

Πιο αναλυτικά:  

1. Οι παράγοντες Α και Β φάνηκε να προκαλούν νέκρωση στην φυλλική 

επιφάνεια του φυτού στο οποίο εφαρµόζονταν. Η νέκρωση πιθανόν να σχετίζεται α) 

µε την τοξικότητα τους στα φυτά αλλά και β) µε τη δυνατότητα τους να επάγουν τον 

αµυντικό µηχανισµό των φυτών αφού η πρόκληση κυτταρικής νέκρωσης στο φύλλο 

που γίνεται η εφαρµογή του παράγοντα θα µπορούσε να ερµηνευθεί από το φυτό σαν 

“επίθεση”, και αφορµή κινητοποίησης των αµυντικών αντιδράσεων. Η νέκρωση 
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επιδεινώθηκε όταν οι παράγοντες εφαρµόσθηκαν µε ψεκασµό ακόµα και σε 

µικρότερες συγκεντρώσεις, σε ένα φύλλο ή και σε ολόκληρη τη φυλλική επιφάνεια 

τόσο  των φυτών Arabidopsis thaliana, όσο και των φυτών Nicotiana tabacum, ενώ η 

παρουσία νεκρώσεων ακόµα και όταν δεν χρησιµοποιήθηκε προσκολλητικό Agral, 

δείχνει ότι  οι νεκρώσεις είναι καθαρά επακόλουθο της εφαρµογής των παραγόντων. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, σε µελλοντικά πειράµατα µε τους δύο αυτούς 

παράγοντες, θα πρέπει η εφαρµογή τους να γίνει µε τον ίδιο τρόπο που 

εφαρµόσθηκαν και σε αυτή την εργασία, δηλαδή µε την τοποθέτηση σταγόνων στην 

επιφάνεια των φύλλων. Με αυτή τη µέθοδο, η νέκρωση δεν είναι αρκετά εκτεταµένη 

και δεν επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό τη φυσιολογία του φυτού ώστε να µην µπορεί να 

ανταπεξέλθει φυσιολογικά στην επικείµενη προσβολή. Ένα θέµα που επιδέχεται 

σηµαντική διερεύνηση, είναι το χρονικό περιθώριο από την εφαρµογή των 

παραγόντων µέχρι την µόλυνση µε το εκάστοτε παθογόνο. Σε ανάλογες εργασίες 

(Jung et al., 2009) το διάστηµα αυτό έχει κυµανθεί από 12 έως 24 ώρες, µε το 

διάστηµα κάτω από 12 ώρες να βρίσκεται µη ικανοποιητικό για την επαγωγή των 

αµυντικών µηχανισµών από τον υπό µελέτη παράγοντα. ∆εδοµένου ότι σε αυτή την 

εργασία το εν λόγω διάστηµα ήταν σταθερά 7 ηµέρες, ίσως θα φανεί ιδιαίτερα 

χρήσιµη η µείωση του και η εφαρµογή των παθογόνων 24 ώρες ή και 48 ώρες µετά 

την εφαρµογή των παραγόντων όταν η πιθανή επαγωγή των αντιδράσεων από την 

εφαρµογή τους πιθανόν να βρίσκεται στο µέγιστο της. Τέλος, ίσως αξίζει να µελετηθεί 

αν η επίδραση του παράγοντα στα φυτά σχετίζεται µε την ηλικία τους, παρατηρώντας 

το πώς µεταβάλλεται η νέκρωση και η συνολική επίδραση στο φυτό από την 

εφαρµογή των δύο παραγόντων σε φυτά διαφορετικής ηλικίας.   

 

2. Με βάση τα πειράµατα παθογένειας µε το παθογόνο Hyaloperonospora 

parasitica, αποκοµίστηκαν τα πιο ξεκάθαρα αποτελέσµατα. Η επέµβαση µε τον 

παράγοντα Α σε συγκέντρωση 10 mM, έδωσε πολύ καλύτερα αποτελέσµατα σε 

σχέση µε το µάρτυρα και τους άλλους χειρισµούς µειώνοντας τα επίπεδα της 

ασθένειας κατά 50%. Στο πρώτο πείραµα που υπήρχε µόνο ένα φυτό A. thaliana 

/γλαστράκι, ξεχώρισε ως αποτελεσµατικότερος ο παράγοντας Α σε συγκέντρωση 50 

mM. Για να διευκρινιστεί λοιπόν περαιτέρω αυτό, χρήσιµη θα ήταν η επανάληψη του 

πειράµατος παθογένειας µε αυτό το παθογόνο µε µεγαλύτερο αριθµό επαναλήψεων 

ανά επέµβαση µόνο µε τους παράγοντες Α σε συγκέντρωση 10 και 50 mM. Πολύ 

σηµαντικό για τα πειράµατα µε αυτό το παθογόνο αποδείχθηκε η τοποθέτηση 5 



94 

 

φυτών/γλαστράκι. Αυτό κατά πάσα πιθανότητα οφείλεται στην πιθανή δηµιουργία 

καλύτερων συνθηκών υγρασίας κατά την ανάπτυξη της ασθένειας και την παραγωγή 

κονιδίων και γιατί όταν τοποθετούνται 5 φυτά στο δοκιµαστικό σωλήνα κατά την 

διαδικασία της µέτρησης των κονιδίων, υπάρχει πολύ µικρότερη απόκλιση.  

    

3. Τα πειράµατα παθογένειας µε το παθογόνο Verticillium dahliae, έδωσαν 

συγκεχυµένα αποτελέσµατα για την αξιολόγηση της δυνατότητας των δύο 

παραγόντων Α και Β να περιορίσουν την ασθένεια. ∆εν υπήρξε κάποια συγκέντρωση 

ενός από τους δύο παράγοντες που να υπερτερεί σταθερά από τις υπόλοιπες και στα 

3 πειράµατα παθογένειας για την αποτελεσµατικότητα της. Ίσως αυτό να οφείλεται 

στο ότι η εξέλιξη της ασθένειας και των συµπτωµάτων, να επηρεάστηκε σηµαντικά 

από τις διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες που επικρατούσαν στα τρία 

πειράµατα παθογένειας, παρότι χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιοι χώροι ελεγχόµενων 

συνθηκών σε όλα. Η ταυτόχρονη επανάληψη και των τριών πειραµάτων παθογένειας 

και η χρήση περισσότερων επαναλήψεων ανά επέµβαση θα έδινε τη δυνατότητα για 

ίσως πιο σαφή αποτελέσµατα µε σηµαντική µείωση της τυπικής απόκλισης. Ωστόσο 

στηριζόµενοι στα αποτελέσµατα  των συγκεκριµένων πειραµάτων, µπορούµε να 

αποκλείσουµε κάποιους χειρισµούς από µελλοντικά πειράµατα παθογένειας. Οι 

χειρισµοί θα µπορούσαν να περιοριστούν στο µάρτυρα και τους παράγοντες Α σε 

συγκέντρωση 10 και 50 mM  και Β σε συγκέντρωση 10 mM, αφού φάνηκαν 

αποτελεσµατικότεροι, ή οι πλησιέστεροι στον αποτελεσµατικότερη επέµβαση, όπως 

καταγράφηκε από τα πειράµατα της εργασίας αυτής.   

 

4. Στα πειράµατα παθογένειας σε φυτά Nicotiana tabacum για την 

αξιολόγηση των δύο παραγόντων κατά του TMV, ο παράγοντας Β στις 

συγκεντρώσεις 10 και 50 mM, παρουσιάζεται αποτελεσµατικότερος στον έλεγχο του 

ιού. Με βάση τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης, µελλοντικές προσπάθειες 

αξιολόγησης των παραγόντων για τον έλεγχο του TMV σε φυτά καπνού, θα 

µπορούσαν να περιοριστούν στη χρήση µόνο του παράγοντα Β σε συγκέντρωση 10 

και 50 mM, και ίσως του παράγοντα Α σε συγκέντρωση 10 mM, εφόσον κανένας από 

τους άλλους χειρισµούς δεν φάνηκε να επηρεάζει ιδιαίτερα την εξέλιξη ή τη δριµύτητα 

της ασθένειας στη παρούσα µελέτη. Σε κάθε νέα ανάλογη προσπάθεια, θα είχε 

ενδιαφέρον να πραγµατοποιηθούν ταυτόχρονα τρεις επαναλήψεις των πειραµάτων 

παθογένειας, καθώς αυτό θα ελαχιστοποιούσε την επίδραση των περιβαλλοντικών 



95 

 

συνθηκών στην εξέλιξη  της ασθένειας. Επίσης, θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί η 

εφαρµογή των παραγόντων στα φυτά, και επακόλουθα η µόλυνση, σε µικρότερη 

ηλικία από αυτή που έγινε στην εργασία, δηλαδή τις 5 εβδοµάδες. Καθοριστικής 

σηµασίας σε κάθε πείραµα µε φυτά καπνού είναι η χρήση των κανόνων υγιεινής στο 

θερµοκήπιο (ψεκασµοί κ.α.) ώστε να µην επηρεάζονται τα αποτελέσµατα από 

εξωτερικούς παράγοντες.      

 

5. Τα αποτελέσµατα από τη µοριακή ανίχνευση για την παρουσία των PR 

γονιδίων PR1 και PR5, σε φυτά Arabidopsis thaliana µετά από την εφαρµογή των δύο 

παραγόντων Α και Β σε συγκέντρωση 10 mM, υποδεικνύουν ότι ο αριθµός των 

κύκλων στους οποίους πραγµατοποιήθηκε η ενίσχυση των γονιδίων στόχων µε τη 

µέθοδο της RT-PCR (30 κύκλοι)  ήταν πολλοί και πιθανόν να δηµιουργήθηκε 

κορεσµός των προϊόντων που πολλαπλασιάστηκαν. Η ηλεκτροφόρηση των 

αποτελεσµάτων της  RT-PCR για τα PR1 και PR5 έδωσε ζώνες σε όλα τα χρονικά 

διαστήµατα από την εφαρµογή των δύο παραγόντων και στην επέµβαση -µάρτυρα, 

µε πολύ µικρές διαφορές ώστε να µην είναι ασφαλής η ανάλυση και η εξαγωγή 

πολύτιµων συµπερασµάτων. Η εφαρµογή PCR πραγµατικού χρόνου, (Real- time 

PCR) στα συγκεκριµένα πειράµατα µπορεί να ανιχνεύει, να επιβεβαιώνει και  να 

ποσοτικοποιεί το PCR-προϊόν σε πραγµατικό χρόνο, οπότε θα γινόταν σύγκριση των 

αποτελεσµάτων της εφαρµογής των παραγόντων, πριν πολλαπλασιαστούν σε βαθµό 

που να κορεστεί ο πολλαπλασιασµός τους. Επιπλέον, καθώς δεν χρειάζονται 

επιπλέον διαδικασίες για την ανίχνευση του προϊόντος της αντίδρασης (gel, 

ηλεκτροφορήσεις κλ.) ο συνολικός χρόνος της διαδικασίας µειώνεται σηµαντικά, µε τη 

µέθοδο αυτή, µε µοναδικό της µειονέκτηµα το κόστος της. Επίσης θα µπορούσε να 

µελετηθεί στο µέλλον µια σειρά διαφόρων γονιδίων παθογένειας, µεταγραφικών 

παραγόντων, πρωτεϊνικών και MAP κινασών καθώς και άλλων γονιδίων που 

εµπλέκονται στο εγγενές ανοσοποιητικό σύστηµα των φυτών, ώστε να δηµιουργηθεί 

µια πιο πλήρης εικόνα της δράσης των επιφανειοδραστικών ουσιών Α και Β. 

 

 

 

Συνοψίζοντας, σε αυτή τη µεταπτυχιακή εργασία, έγινε µια προσπάθεια 

σφαιρικής αξιολόγησης των δύο κατιονικών επιφανειοδραστικών ουσιών του 

βρωµιούχου αµµωνίου, των παραγόντων Α και Β σε 3 παθογόνα µε διαφορετική 



96 

 

φυσιολογία. Ταυτόχρονα µελετήθηκε η επίδραση της εφαρµογής τους στο φυτό σε 

συνθήκες θερµοκηπίου, ενώ έγινε και µία προσπάθεια αξιολόγησης τους και σε 

µοριακό επίπεδο. Σύµφωνα µε τα ευρήµατα αυτής της µελέτης ο παράγοντας Α 

εµφανίζει σχετικά καλύτερα αποτελέσµατα στον έλεγχο των ασθενειών που 

δοκιµάστηκαν, µε ιδιαίτερα εντυπωσιακό περιορισµό της ασθένειας του 

περονοσπόρου που προκαλείται από τον ωοµύκητα Hyaloperonospora parasitica, 

όταν χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 10 mM, Τα αποτελέσµατα από αυτή την 

εργασία µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµο εργαλείο σε κάθε νέα προσπάθεια 

αξιολόγησης των δύο παραγόντων, η οποία δεν είναι ανάγκη να είναι τόσο 

γενικευµένη, αλλά θα έχει τη δυνατότητα να ερευνήσει περαιτέρω σε βάθος τη δράση 

τους.      
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