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ABSTRACT 

 

Several studies have shown that some plant pathogenic fungi are able to produce ethylene. Three 

biosynthesis pathways leading to ethylene production are known in fungi, suggesting an important role of 

this compound among those microorganisms, of which the one is characterized in higher plants and the 

other two pathways are found only in microorganisms. In the methionine dependent ethylene 

biosynthesis, methionine is first converted to the S-adenosyl methionine (S-AdoMet or SAM) intermediate 

by the SAM synthase, then SAM is converted to 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) by the ACC 

synthase, and finally ethylene is produced from ACC by the ACC oxidase. This pathway, so called the ACC 

pathway, has been scarcely described in fungi. The second pathway has been first characterized in 

bacteria and is found too in several ethylene producing fungi. L-methionine is deaminated to α-keto-γ-

methylthiobutyric acid (KMBA), which gives its name to this pathway and is further oxidized to ethylene. 

The third pathway which is a 2-oxoglutarate pathway is catalyzed by a single multifunction ethylene 

forming enzyme (EFE) in presence of other amino-acids as cofactors, such as arginine or lysine, depending 

on the fungus studied. This enzyme is an ascorbate oxidase catalyzing two reactions simultaneously. The 

primary reaction leads to ethylene production by oxygenation of the 2-oxoglutarate, while in a secondary 

reaction EFE catalyzes the production of succinate, guanidine, and pyrroline carboxylate. 

The soil-borne fungi Verticillium dahliae is able to produce ethylene; however, it remains unclear whether 

the fungal ethylene produced in planta is required for the development of the pathogen or it acts as a 

virulence factor.  

In order to investigate the role of ethylene in Verticillium dahliae pathogenicity, an ACS gene (encoding a 

key enzyme involved in ethylene biosynthesis) was inactivated in a Verticillium isolate through transposon 

mutagenesis. The inactivation of ACS was verified by Real-time PCR gene expression analysis.  

 Pathogenicity experiments showed that the ΔACS18.7 mutant caused typical symptoms in tomato plants; 

however, there was a statistically significant reduction in disease severity compared to that of the wild 

type strain. Complementation of ACS in ΔACS mutant restored the disease severity caused by the 

pathogen. Quantitative Real-time PCR analysis revealed that the decrease in symptom severity shown in 

tomato plants inoculated with ΔACS18.7 mutants was associated with significant reductions in the growth 

of the pathogen in the vascular tissues of the plants. Microscopic observation of the infection behavior of 

a red fluorescent protein (Ds-Red) - labeled ΔACS 18.7 mutant and a wild type strain showed that after 24 

hours both wild type and mutant spores had attached at the root surface. However 5 days after 

inoculation the ΔACS 18.7 mutant showed less hyphal growth and colonized xylem vessels considerably 

less than the wild type strain.  

 The results of the present study suggest a role of ACS in virulence and vascular colonization of the 

soilborne fungus V. dahliae. 

 

Key words: Verticillium dahliae, ethylene, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο δηεξεπλήζεθε ν ξφινο  ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ 

παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. dahliae ζε θπηά ηνκάηαο, κέζσ ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC ζπλζάζεο, 

θαζψο ην ACC απνηειεί έλα πξφδξνκν κφξην ζην κεηαβνιηθφ κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηνπ 

αηζπιελίνπ. 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ειέγρνπ απελεξγνπνίεζεο θαη επαλελζσκάησζεο 

ηνπ γνληδίνπ ΑCC συνθάσης (ACS) ζε κηα ζεηξά κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ηνπ κχθεηα 

Verticillium dahliae ζην γνλίδην ACS (ρνξεγία ηεο Dr. Katherine Dobinson, Department of 

Agriculture and Agri-Food Canada, Department of Biology, The Univercity Of Western Ontario, 

Canada) θαη πεηξάκαηα ειέγρνπ ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS κε Real-Time PCR. 

ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα παζνγέλεηαο αιιά θαη ηζηνπαζνινγηθήο 

παξαηήξεζεο ηεο δηαδηθαζίαο κφιπλζεο, κε επηιεγκέλα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ζην γνλίδην ACS 

θαζψο θαη ην άγξην ζηέιερνο ηνπ κχθεηα V. dahliae  ζε θπηά ηνκάηαο. Γηαπηζηψζεθε φηη ην 

ΔACS18.7 ζηέιερνο κε απελεξγνπνηεκέλν ην γνλίδην ηεο ACS παξνπζίαζε ζηαηηζηηθά ιηγφηεξν 

έληνλα ζπκπηψκαηα θαη ρακειφηεξν πνζνζηφ αζζέλεηαο ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο. Γηα λα 

δηεξεπλεζεί αλ ε κείσζε απηή νθείιεηαη ζε κεησκέλε αλάπηπμε ησλ παζνγφλσλ ζηνπο αγγεηαθνχο 

ηζηνχο ησλ θπηψλ, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα πνζνηηθνπνίεζεο ησλ κπθήησλ κε αληηδξάζεηο 

Real-time PCR ζε δηάθνξεο ρξνληθέο ζηηγκέο κεηά ηελ κφιπλζε ηνπο ζε θπηά ηνκάηαο. Σα 

πεηξάκαηα απηά έδεημαλ φηη ε πνζφηεηα ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο ΔACS 18.7 ήηαλ 

ζεκαληηθά κηθξφηεξε απφ ην άγξην ζηέιερνο ππνδεηθλχνληαο ηελ εκπινθή ηνπ γνληδίνπ ηεο ACS 

ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. dahliae. ηα πεηξάκαηα ηζηνπαζνινγηθήο παξαηήξεζεο ηεο 

δηαδηθαζίαο κφιπλζεο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο ΔACS 18.7 ζε 

θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig θάλεθε φηη δελ ππάξρεη δηαθνξά αλάκεζα ζην άγξην θαη ζην ΔACS 18.7 

κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο σο πξνο ηελ πξφζθπζε θαη απνίθηζε ηνπ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο ζηηο 24 h 

κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο, ελψ ζηηο 5 εκέξεο κεηά ηελ κφιπλζε νη πθέο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο 

έρνπλ απνηθήζεη ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ην ξηδηθφ ζχζηεκα ησλ θπηψλ ζε ζρέζε κε ην ΔACS 18.7. 

Δλ θαηαθιείδη ε εξγαζία απηή παξνπζίαζε ην ζεκαληηθφ ξφιν ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC 

συνθάσης ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. dahliae θαη ηελ εκπινθή ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ 

εθδήισζε ζπκπησκάησλ θαη ηελ πξφθιεζε αζζέλεηαο απφ ην κχθεηα  V. dahliae. 
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Αζζέλεηεο ηνπ μύινπ 

Οη αζζέλεηεο ηνπ μχινπ είλαη βξαδέσο εμειηζζφκελεο αζζέλεηεο πνπ φηαλ  νθείινληαη ζε 

εδαθνγελείο παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, απνηεινχλ απφ ηηο πην θαηαζηξνθηθέο  αζζέλεηεο 

παγθνζκίσο (Tjamos and Beckman, 1989, Panagopoulos 1997). Σα ζπκπηψκαηα ηνπο 

εκθαλίδνληαη ζπλήζσο κε ηε κνξθή κάξαλζεο, ριψξσζεο θαη λέθξσζεο ησλ θχιισλ πνπ 

αθνινπζείηαη απφ ηε λέθξσζε φινπ ηνπ θπηνχ. Ζ λέθξσζε ησλ θπηψλ κπνξεί λα επέιζεη κέζα ζε 

κεξηθέο εβδνκάδεο, κεηά απφ αξθεηνχο κήλεο ή θαη ρξφληα κεηά ηελ πξνζβνιή (Agrios, 2005). Ζ 

κεγάιε νηθνλνκηθή θαη θπηνπαζνινγηθή ηνπο ζεκαζία έγθεηηαη ζην φηη νη παζνγφλνη 

κηθξννξγαληζκνί πνπ ηηο πξνθαινχλ εγθαζίζηαληαη ζηα αγγεία ηνπ μχινπ, θαηά ηε κνιπζκαηηθή 

θάζε ηνπ βηνινγηθνχ ηνπο θχθινπ, γεγνλφο πνπ θαζηζηά ηε ρεκηθή θαηαπνιέκεζε ηνπο πνιχ 

δχζθνιε έσο αδχλαηε. Δπηπιένλ ν ζρεκαηηζκφο αλζεθηηθψλ κνξθψλ επηβίσζεο απφ απηά ηα 

παζνγφλα, φπσο κηθξνζθιεξψηηα, επηηξέπεη ηελ πνιπεηή επηβίσζε ηνπο ζην έδαθνο ( Schathorst, 

1981).  

 Οη αζζέλεηεο ηνπ μχινπ (αδξνβαθηεξηψζεηο ή αδξνκπθψζεηο), πξνθαινχληαη ηφζν απφ 

πξνθαξπσηηθνχο φζν θαη απφ επθαξπσηηθνχο κηθξννξγαληζκνχο θαη εκθαλίδνληαη σο απνηέιεζκα 

ηεο παξνπζίαο θαη δξαζηεξηφηεηαο ησλ παζνγφλσλ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ ησλ θπηψλ (Pegg, 

1989). Ωζηφζν ελψ νη πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί κεηά απφ ηελ εγθαηάζηαζε ηνπο ζηα αγγεία ηνπ 

μχινπ εμαπιψλνληαη αδηαθξίησο ζηα παξεγρπκαηηθά θχηηαξα ηεο ξίδαο θαη ηνπ βιαζηνχ (Pegg 

and Brady, 2002), νη επθαξπσηηθνί νξγαληζκνί παξακέλνπλ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ κέρξη ηε 

λέθξσζε ησλ πεξηβαιιφλησλ ηζηψλ ή ηνπ μεληζηή θαη κεηά ηνλ ζάλαην ησλ θπηψλ κεηαθηλνχληαη 

ζε άιινπο ηζηνχο θαη ζρεκαηίδνπλ ζπφξηα ζηελ επηθάλεηα ησλ λεθξψλ θπηψλ (Agrios, 2005). 

Πξνθαξπσηηθνί κηθξννξγαληζκνί πνπ πξνθαινχλ αδξνβαθηεξηψζεηο φπσο ηα είδε 

Ralstonia solanacearum, Clavibacter michiganensis θαη Erwinia chrysanthemi δηαρεηκάδνπλ ζε 

ππνιείκκαηα ησλ θαιιηεξγεηψλ θαη κνιχλνπλ ηνπο μεληζηέο ηνπο απφ πιεγέο ζηηο ξίδεο, απφ ηελ 

πεξηνρή έθθπζεο λέσλ ξηδψλ κε δξάζε πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ αιιά θαη κέζσ εληφκσλ - θνξέσλ 

(φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο θπιήο 2 ηνπ Pseudomonas solanacearum) (Pegg, 1989). 

Σα ηέζζεξα ζεκαληηθφηεξα γέλε κπθήησλ πνπ πξνθαινχλ αδξνκπθψζεηο είλαη ηα 

Ceratocystis , Ophiostoma, Fusarium θαη Verticillium (Agrios, 2005), ηα νπνία δηαζέηνπλ 

πεξηνξηζκέλν θάζκα μεληζηψλ κε ηελ εμαίξεζε ησλ γελψλ Fusarium θαη Verticillium. Σν γέλνο 

Ceratocystis πξνθαιεί ηελ αδξνκχθσζε ηεο βειαληδηάο (Ceratocystis fagacearum), ηνπ 

θαθαφδεληξνπ (Ceratocystis cacaofunesta) θαη ηνπ επθάιππηνπ (Ceratocystis fimbriata). To γέλνο 

Ophiostoma πξνθαιεί ηελ αδξνκχθσζε ηεο θηειηάο (Ophiostoma novo-ulmi)  θαη ην είδνο Phoma 

tracheiphila ηελ αδξνκχθσζε ησλ εζπεξηδνεηδψλ (Agrios, 2005, Engelbrecht, 2007). Σν γέλνο 
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Fusarium πξνθαιεί αδξνκπθψζεηο ζε ιαραληθά θαη αλζνθνκηθά θπηά, ζε πνιπεηή θαη πνψδε, ζε 

θπηά κεγάιεο θαιιηέξγεηαο θαη ζην βακβάθη (Beckman, 1987). 

Σν γέλνο Verticillium θαζνξίζηεθε ην 1816 απφ ηνλ Nees von Esenbeck κε βάζε ηνλ 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ θνληδηνθφξν θαη αληηπξνζσπεχεη έλα απφ ηα ζεκαληηθφηεξα παζνγφλα 

παγθνζκίσο (Pegg and Brady, 2002). Με θξηηήξην ηνλ βεξηηζηιηνεηδή θνληδηνθφξν ηα επηά 

ραξαθηεξηζκέλα είδε πνπ πξνζβάιινπλ δαζηθά θαη θαξπνθφξα δέληξα, πνψδε θπηά, θπηά 

κεγάιεο θαιιηέξγεηαο θαη αλζνθνκηθά θπηά, είλαη ηα V. dahliae, V. albo-atrum, V. nigrescens, 

V.nubilum, V.tricorpus, V.theobromae θαη V. fungicola (Pegg and Brady, 2002, Barbara and 

Clewes, 2003). Πξφζθαηα φκσο ηα είδε V. nigrescens θαη V.theobromae απνδφζεθαλ ζηα γέλε 

Gibellulopsis θαη Musicillium αληίζηνηρα, κεηψλνληαο ηνλ αξηζκφ ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο 

Verticillium ζε ηέζζεξα (Zare, 2007, Klosterman and Subbarao, 2009). 

 Απφ απηά ηα είδε ηα V. dahliae θαη  V. albo-atrum πξνθαινχλ αδξνκπθψζεηο ζε 

πεξηζζφηεξα απφ 200 είδε δηθνηπιήδνλσλ θπηψλ (Pegg and Brady, 2002, Fradin and Thomma, 

2006). Ο δηαρσξηζκφο ησλ δχν εηδψλ έγθεηηαη ζην ζρεκαηηζκφ κηθξνζθιεξσηίσλ γηα ην είδνο V. 

dahliae θαη ζθνχξνπ κπθειίνπ δηάπαπζεο  κε παρχ ηνίρσκα  γηα ην είδνο V. albo-atrum (Green, 

1981) θαη ζην γεγνλφο φηη ζε ζεξκνθξαζία 30
ν
C παξαηεξείηαη αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ηνπ V. 

albo-atrum ελψ ε αλάπηπμε θαη κνιπζκαηηθφηεηα ηνπ V. dahliae δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεηαη 

(Robinson, 1957, Isaac, 1967, Pegg and Brady, 2002) . Καη ηα δχν είδε επδνθηκνχλ ζε πεξηνρέο κε 

εχθξαην θαη ππνηξνπηθφ θιίκα ελψ απαληψληαη ζπαληφηεξα ζε πεξηνρέο κε ηξνπηθφ θιίκα. O V. 

albo-atrum αλαπηχζζεηαη άξηζηα ζηνπο 20 κε 25
ν 

C ελψ ν V. dahliae πξνηηκά ειαθξψο 

πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο, ζηνπο 25 κε 28
ν
C πεξίπνπ .  

A. 

                                

 

Δηθόλα 1.1 : Μηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ θνλνδηνθφξσλ ηνπ κχθεηα V. dahliae θαζψο θαη θνληδίσλ πνπ 

απειεπζεξψλνληαη. 
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Πξφζθαηα πεξηγξάθεθε  έλα λέν ζηέιερνο πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηδηαίηεξα επηκήθε 

ζπφξηα ζπγθξηηηθά κε ηα ζηειέρε ηνπ V. dahliae θαη εμαηηίαο ηεο παξαγσγήο κηθξνζθιεξσηίσλ 

νλνκάζηεθε  V. dahliae var. longisporum (Klosterman and Subbarao, 2009). Ωζηφζν επηπιένλ 

κειέηεο κε κνξηαθνχο δείθηεο απέδεημαλ  φηη ην ελ ιφγσ ζηέιερνο απνηειεί ακθηαπινεηδέο πβξίδην 

κεηαμχ ησλ εηδψλ  V. dahliae θαη V. albo-atrum θαη νδήγεζαλ ζηελ ηαμηλφκεζε ηνπ σο λέν είδνο 

κε ην φλνκα V. longisporum (Karapapa, 1997, Typas, 2001, Barbara and Clews, 2003, Fahleson et 

al., 2004).  

 

1.2 Κύθινο αζζέλεηαο θαη κεραληζκνί παζνγέλεηαο ηνπ κύθεηα V. dahliae 
 

Απφ ην γέλνο Verticillium, ην είδνο Verticillium dahliae είλαη ην θπξηφηεξν αίηην 

αδξνκπθψζεσλ ζε πεξηνρέο κε εχθξαην θαη ππνηξνπηθφ θιίκα (Isaak, 1946, Bhat and Subbarao, 

1999, Pegg and Brady, 2002) θαη πξνζβάιιεη πεξηζζφηεξα απφ 200 θπηηθά είδε, κε ηελ ιίζηα ησλ 

μεληζηψλ λα απμάλεηαη ζπλερψο (Bhat and Subbarao, 2003, Du Toit, 2005). 

Ζ αζζέλεηα πνπ πξνθαιείηαη απφ ηνλ κχθεηα είλαη κνλνθπθιηθή, δειαδή ν θχθινο ηεο 

αζζέλεηαο νινθιεξψλεηαη ζε κία θαιιηεξγεηηθή πεξίνδν (Tjamos, 2005). 

 

 

1.2.1 Ξεληζηέο ηνπ κύθεηα V. dahliae 

Ο κχθεηαο V. dahliae πξνθαιεί αδξνκπθψζεηο ζε έλα κεγάιν εχξνο μεληζηψλ, πνπ 

πεξηιακβάλεη θαξπνθφξα δέληξα (ππξελφθαξπα, ειηά), ιαραληθά (αγθηλάξα, κειηηδάλα, πηπεξηά, 

ηνκάηα, παηάηα), αλζνθνκηθά θπηά (ρξπζάλζεκν), θπηά κεγάιεο θαιιηέξγεηαο (ειίαλζνο, 

βακβάθη, ιηλάξη), μπιψδε πνιπεηή θπηά (Schnathorst, 1981, Pegg and Brady, 2002) θαη δηδάληα 

πνπ κπνξεί λα εκθαλίδνπλ ζπκπηψκαηα ή λα παξακέλνπλ αζπκπησκαηηθά (Ligoxigakis et al, 

2002, Vallad et al, 2005). Δμαηηίαο ηεο γελεηηθήο ηνπ πιαζηηθφηεηαο ε ιίζηα ησλ μεληζηψλ ηνπ 

απμάλεηαη ζπλερψο. Ο V. dahliae ζεσξήζεθε ε αηηία ησλ αδξνκπθψζεσλ ζε θαιιηέξγεηεο 

καξνπιηνχ θαη θνπλνππηδηνχ πνπ εκθαλίζηεθαλ γηα πξψηε θνξά ζηελ California  ην 1995 θαη 

1990 αληίζηνηρα (Subbarao, 1997, Κoike and Hubbard, 1994) θαη γηα ηνλ κεηαρξσκαηηζκφ ηεο 

ξίδαο ζε θαιιηέξγεηεο ρξέλνπ ζην Illinois (Eastburn and Chang, 1994). 

Ωζηφζν κεξηθά ζηειέρε ηνπ V. dahliae παξνπζηάδνπλ εμεηδίθεπζε σο πξνο ηνλ μεληζηή, 

φπσο ζηειέρε πνπ πξνζβάινπλ ηε κέληα, ην θαθαφδεληξν, ηελ πηπεξηά θαη ηνλ θαπλφ (Isaac and 

Keyworth, 1958, Correl and McCain 1988) αιιά ηα πεξηζζφηεξα απφ απηά κνιχλνπλ κεγάιν 

εχξνο μεληζηψλ (Subbarao et al, 1995, Bhat and Subbarao, 1999). 
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1.2.2 πκπηώκαηα αδξνκπθώζεωλ από ην κύθεηα V. dahliae  

Σα ζπκπηψκαηα ησλ αδξνκπθψζεσλ πνπ νθείινληαη ζην κχθεηα V. dahliae κπνξνχλ λα 

δηαθέξνπλ απφ μεληζηή ζε μεληζηή, δεδνκέλνπ φηη δελ ππάξρνπλ κνλαδηθά ζπκπηψκαηα πνπ λα 

εθδειψλνληαη ζε φινπο ηνπο μεληζηέο ηνπ παζνγφλνπ (Fradin and Thomma, 2006). H ηαρχηεηα 

εθδήισζεο ησλ ζπκπησκάησλ, θαζψο θαη ε ζνβαξφηεηα ηνπο, εμαξηψληαη ηφζν απφ ηελ 

κνιπζκαηηθφηεηα ηνπ παζνγφλνπ φζν θαη απφ ηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο, ηελ ειηθία θαη ηελ 

δηαηξνθηθή θαηάζηαζε ησλ θπηψλ (Pegg, 1989).  

 

1.2.2.1 Πνώδεηο μεληζηέο 

Σα αζζελή θπηά ζε κηα θαιιηέξγεηα κπνξεί λα είλαη κεκνλσκέλα ή ζε νκάδεο. Σα 

πξνζβεβιεκέλα θπηά εκθαλίδνπλ ην ζχλδξνκν ηνπ βξαδένο καξαζκνχ, πνπ πνιιέο θνξέο 

εκθαλίδεηαη κε ηε κνξθή εκηπιεγίαο (Παλαγφπνπινο, 2000). 

Αξρηθά ε αζζέλεηα εθδειψλεηαη ζηα θαηψηεξα θχιια, κε ηε κάξαλζε κεκνλσκέλσλ 

θπιιαξίσλ ή θχιισλ. Καζψο ε αζζέλεηα εμειίζζεηαη, ηελ απψιεηα ζπαξγήο δηαδέρεηαη ε 

ριψξσζε ησλ θχιισλ θαη ε λέθξσζε ησλ ρισξσηηθψλ ηζηψλ. (Pegg, 1989). ε πνιιέο 

πεξηπηψζεηο νη λεπξψζεηο ησλ θχιισλ εκθαλίδνπλ θαζηαλφ ή ηψδε κεηαρξσκαηηζκφ (Fradin and 

Thomma, 2006). Αθνινχζσο ε λέθξσζε εμαπιψλεηαη ζε φιε ηελ επηθάλεηα ηνπ ειάζκαηνο θαη 

ζπρλά παξαηεξείηαη ε απφπησζε ησλ θχιισλ απφ ην θπηφ (Pegg, 1989). ηε ζπλέρεηα ηα 

ζπκπηψκαηα εκθαλίδνληαη θαη ζηα αλψηεξα θχιια, εμαηηίαο ηεο αθξνπεηαιηθήο θαηεχζπλζεο 

κφιπλζεο ηνπ κχθεηα (Fradin and Thomma, 2006). Σα κνιπζκέλα θπηά εκθαλίδνπλ λαληζκφ, 

είλαη θαρεθηηθά θαη αλάινγα κε ηελ έληαζε ηεο αζζέλεηα ην χςνο ηεο παξαγσγήο κεηψλεηαη 

ζεκαληηθά (Miller et al., 1996). 

ε θπηά ηνκάηαο, ηα θαηψηεξα θχιια εκθαλίδνπλ ρισξσηηθέο θειίδεο θαη ζηε ζπλέρεηα 

λέθξσζε ζηελ άθξε ηνπ ειάζκαηνο, πξνθαιψληαο ζπκπηψκαηα κε ραξαθηεξηζηηθφ ζρήκα V 

(Fradin and Thomma, 2006). Δπίζεο παξαηεξείηαη ηπραία παξαγσγή ξηδψλ ζηα θαηψηεξα 

κεζνγνλάηηα δηαζηήκαηα (Pegg, 1989). 

Γηα πνιιά θπηηθά είδε ηα ζπκπηψκαηα καξαζκνχ είλαη πην έληνλα ζηηο ζεξκέο πεξηφδνπο 

ηεο εκέξαο θαη παξαηεξείηαη επαλαθνξά ηεο ζπαξγήο ησλ θχιισλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο 

(Fradin and Thomma, 2006). 
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A.                                                                 B. 

      

 

Δηθόλα 1.2 : Α)Υαξαθηεξηζηηθφ ζχκπησκα κάξαλζεο ηνπ κχθεηα V. dahliae ζε θπηφ ηνκάηα B) ραξαθηεξηζηηθά ζπκπηψκαηα 

ρισξψζεσλ θαη λεθξψζεσλ ζε ζρήκα V πνπ πξνθαινχληαη απφ κχθεηεο ηνπο γέλνπο Verticillium ζε θπηά ηνκάηαο. 

 

 

Υαξαθηεξηζηηθφ ζχκπησκα ησλ αδξνκπθψζεσλ είλαη έλαο θαζηαλφο ή βαζχο θαζηαλφο 

κεηαρξσκαηηζκφο ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ πνπ εκθαλίδεηαη ζε επηκήθε ή εγθάξζηα ηνκή ηνπ 

ζηειέρνπο. Ο κεηαρξσκαηηζκφο είλαη εκθαλήο ζηηο ξίδεο αιιά κπνξεί λα επεθηείλεηαη θαη ζε φιν 

ην κήθνο ησλ ζηειερψλ, αθφκα θαη κέρξη ηα αγγεία ησλ θαξπψλ ηνκάηαο. (Παλαγφπνπινο, 2000).  

ηελ ηνκάηα ν κεηαρξσκαηηζκφο έρεη απνδνζεί ζε θαθετθφ νμχ (caffeic acid) ζην βακβάθη ζε 

θαηερίλε θαη γαινθαηερίλε (catechin & gallocatechin) ζηελ κπαλάλα ζε ληνπακίλε (Pegg, 1989) 

ελψ ζην καξνχιη ζε πηζαλή θπηνηνμηθή νπζία (Vallad and Subbarao, 2008). Σφζν ζην βακβάθη 

φζν θαη ζηε κπαλάλα αληρλεχηεθαλ θχηηαξα φπνπ ζπγθεληξψλνληαη απηέο νη νπζίεο ζε κε 

νμεηδσκέλε κνξθή (Pegg, 1989). 

Σα ζπκπηψκαηα απφ ηελ αδξνκχθσζε έρνπλ απνδνζεί ζηε θξαγή ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ 

απφ ηελ κεκνλσκέλε ή ζπλεξγεζηηθή δξάζε πνιπζαθραξηηψλ, πεγκάησλ θαη κπθειίσλ ηνπ 

κχθεηα, πνπ πεξηνξίδνπλ ηελ ξνή ηνπ λεξνχ κε απνηέιεζκα λα εθδειψλνληαη ζπκπηψκαηα 

κάξαλζεο. Ωζηφζν, ηα ζπκπηψκαηα λέθξσζεο έρνπλ ζπζρεηηζηεί ζε πνιιέο εξγαζίεο κε ηελ 

παξαγσγή ηνμίλεο απφ ην κχθεηα (DeVay, 1989, Green, 1981), αιιά θαη απφ ηελ επαγσγή 

θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ απφ ην θπηφ – μεληζηή πξνθεηκέλνπ λα πεξηνξηζηεί ε είζνδνο ηνπ παζνγφλνπ 

(Robb et al., 2007). 
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1.2.2.2 Γελδξώδεηο μεληζηέο 

Σα ζπκπηψκαηα ηεο αζζέλεηαο εμαξηψληαη απφ ην είδνο ηνπ δελδξψδε μεληζηή. Γεληθά 

παξαηεξνχληαη ηξεηο θαηεγνξίεο ζπκπησκάησλ: α) ζπκπηψκαηα ζηα θχιια (κάξαλζε, ριψξσζε, 

απνθχιισζε), β) ζπκπηψκαηα ζηα αγγεία ηνπ μχινπ (κεηαρξσκαηηζκφο, θξαγή ησλ αγγείσλ) θαη 

γ) θαηάπησζε (Hiemstra, 1998). 

Ζ αζζέλεηα αξρηθά εθδειψλεηαη κε κάξαλζε ησλ θχιισλ πνπ αθνινπζείηαη απφ 

θαζηαλφρξσζε, θαξνχιηαζκα, θπιιφπησζε θαη ηειηθά απνμήξαλζε ησλ πξνζβεβιεκέλσλ 

θιάδσλ. Σα ζπκπηψκαηα κπνξνχλ λα εθδεισζνχλ κνλφπιεπξα κε ηε κνξθή εκηπιεγίαο, ελψ ζηελ 

ειηά κπνξνχλ λα εθδεισζνχλ είηε κε ηε κνξθή εκηπιεγίαο είηε κε ην ζχλδξνκν ηεο βξαδείαο 

απνμήξαλζεο. 

ηα αγγεία ηνπ μχινπ ησλ πξνζβεβιεκέλσλ θιάδσλ ή βξαρηφλσλ παξαηεξείηαη έληνλνο 

θαζηαλφο ή θαζηαλέξπζξνο κεηαρξσκαηηζκφο, πνπ ζε επηκήθε ή εγθάξζηα ηνκή εκθαλίδεηαη κε ηε 

κνξθή ξαβδψζεσλ, ηφμσλ ή θειίδσλ. 

 

A.                                               B. 

      

 

Δηθόλα 1.3 : Α) Καζηαλέξπζξνο κεηαρξσκαηηζκφο ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ ζε θιάδνπο ξνδαθηληάο πνπ πξνθαινχληαη απφ κχθεηεο 

ηνπ γέλνπο Verticillium Β) πκπηψκαηα βεξηηζηιιίσζεο ζε βξαρίνλεο ειαηφδεληξσλ. 

(Πεγέο: http: www.caf.wvu.edu/kearneysville/disease_descriptions/disease_images/viskeyptbt.html θαη  www.environment.gov-il) 

 

ηελ ειηά σζηφζν ν κεηαρξσκαηηζκφο  ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ είλαη ζρεδφλ αλχπαξθηνο 

θαη γηα ηελ αζθαιή δηάγλσζε ηεο αζζέλεηαο είλαη απαξαίηεηε ε απνκφλσζε ηνπ κχθεηα ή ε 

ρξήζε κνξηαθψλ ηερληθψλ. Ζ αλίρλεπζε ηεο απνθπιισηηθήο ή ηεο κε απνθπιισηηθήο θπιήο ηνπ 

V. dahliae ζηελ ειηά γίλεηαη κε ηε ρξήζε ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (Mercado-

Blanco et al, 2003). 

http://www.caf.wvu.edu/kearneysville/disease_descriptions/disease_images/viskeyptbt.html
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ε έληνλεο πξνζβνιέο κπνξεί λα πξνθιεζεί ε νινθιεξσηηθή μήξαλζε ησλ δέληξσλ, αιιά 

ζπρλά κπνξνχλ λα αλαθάκςνπλ κε αλάπηπμε λένπ θπιιψκαηνο θαη έθπηπμε ιαίκαξγσλ βιαζηψλ 

απφ ηε βάζε ησλ ζηειερψλ, ιίγεο εβδνκάδεο κεηά ηελ απνθχιισζε (Goud, 2003). H αλάθακςε 

απηή νθείιεηαη ζηε πεξηνξηζκέλε ζχλδεζε ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ θαη ζηελ παξαγσγή 

δεπηεξεχνληνο μπιψκαηνο (Shigo, 1984). 

 

1.2.3 O θύθινο δωήο ηνπ κύθεηα V. dahliae 

Ο θχθινο δσήο ηνπ κχθεηα απνηειείηαη απφ ηξεηο πεξηφδνπο: α) ηελ πεξίνδν δηάπαπζεο, β) 

ηελ παξαζηηηθή θάζε θαη γ) ηελ ζαπξνθπηηθή θάζε (Fradin and Thomma, 2006). 

 

 

1.2.3.1 Πεξίνδνο δηάπαπζεο 

Καηά ηελ πεξίνδν δηάπαπζεο ν κχθεηαο επηβηψλεη κε ηε κνξθή κηθξνζθιεξσηίσλ ζην 

έδαθνο ή ζε θπηηθά ππνιείκκαηα (Ashworth, 1974, DeVay, 1974, Krikun, 1990). 

Απνπζία μεληζηή ηα κηθξνζθιεξψηηα κπνξνχλ λα επηβηψζνπλ κέρξη 14 ρξφληα ζην έδαθνο 

(Wilhelm, 1995). Ζ κπθνζηαηηθή  απηή δξάζε φκσο δηαθφπηεηαη κε ηελ έθθξηζε νπζηψλ απφ ηηο 

ξίδεο ζηε ξηδφζθαηξα  (Schreiber and Green, 1963,  Huisman 1982, Nordbring-Hertz, 1985, Mol et 

al, 1995). Κάζε θχηηαξν ησλ κηθξνζθιεξσηίσλ βιαζηάλεη κηα θνξά κε απνηέιεζκα θάζε 

κηθξνζθιεξψηην λα κπνξεί λα βιαζηήζεη πνιιέο θνξέο θαη λα απμάλεη ηελ πηζαλφηεηα κφιπλζεο 

(Fradin and Thomma, 2006). Οη πθέο ηνπ κχθεηα νδεγνχληαη ζηηο ξίδεο ηνπ μεληζηή απφ ηηο 

εθθξίζεηο ησλ ξηδψλ. ην κχθεηα V. dahliae έρεη ππνινγηζηεί φηη νη βιαζηάλνπζεο πθέο δελ πξέπεη 

λα είλαη ζε απφζηαζε κεγαιχηεξε ησλ 300 κm γηα λα κνιχλνπλ ηε ξίδα ηνπ μεληζηή (Huisman, 

1982, Fradin and Thomma, 2006). 

 

 

1.2.3.2 Παξαζηηηθή θάζε 

Σππηθά ην παζνγφλν κπαίλεη ζηελ παξαζηηηθή θάζε κνιχλνληαο εππαζή θπηά είηε απφ ην 

αθξνξίδην, είηε απφ ηηο πιεπξηθέο ξίδεο (Bishop and Cooper, 1983). ηελ παξαζηηηθή θάζε ην 

παζνγφλν ζπκπεξηθέξεηαη ζαλ βηνηξνθηθφ παξάζηην  κε πξνθαιψληαο λέθξσζε θαηά ηελ κέζν- 

θαη ελδνθπηηάξηα αλάπηπμε δηα κέζνπ ησλ θπηηάξσλ ηνπ θινηνχ θαη ηεο ελδνδεξκίδαο (Heale, 

1989). 

Σν παζνγφλν δηαπεξλά ηελ ελδνδεξκίδα, πνπ δξα ζαλ θπζηθφ εκπφδην ησλ θπηψλ ζηε 

κφιπλζε, είηε κέζσ θπζηθψλ πιεγψλ ζηε ξίδα (Van Alfen, 1989), είηε φηαλ ε ελδνδεξκίδα δελ 

έρεη αλαπηπρζεί, είηε κέζσ πιεγψλ πνπ πξνθαινχληαη απφ λεκαηψδεηο (Pegg, 1974, Schnathorst 
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1981, Huisman, 1982, Bowers et al., 1996). Ωζηφζν έρεη αλαθεξζεί φηη πθέο ηνπ κχθεηα V. 

dahliae έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα δηαπεξλνχλ απεπζείαο ηα θχηηαξα ηεο ελδνδεξκίδαο ηνπ 

ππνθνηπιίνπ βακβαθηνχ πνπ είλαη θάησ απφ ην έδαθνο (Schnarthost, 1981). 

Παξά ην γεγνλφο φηη ην παζνγφλν κπνξεί λα δηαπεξάζεη επηηπρψο ηελ επηδεξκίδα ησλ 

ξηδψλ ησλ πεξηζζφηεξσλ μεληζηψλ ηνπ, ε κφιπλζε ησλ θπηψλ δελ είλαη δεδνκέλε (Klosterman 

and Subbarao, 2009). Έξεπλεο έδεημαλ φηη κφιηο ην 0,02%  ησλ κνιπζκέλσλ ξηδψλ ζε θπηά 

βακβαθηνχ νδήγεζαλ ζε  ζπζηεκαηηθή κφιπλζε νιφθιεξνπ ηνπ θπηνχ (Gerik and Huisman, 

1988) θαη κφιηο 1 απφ ηηο 205 κνιχλζεηο θπηψλ κειηηδάλαο κε κηθξνζθιεξψηηα εμειίρζεθαλ ζε 

αζζέλεηα (Berajano-Alcazar, 1999). Οη Vallad θαη Subbarao παξαηήξεζαλ φηη θπηά καξνπιηνχ 

εθδήισζαλ αζζέλεηα κφλν φηαλ κνιχλνληαη απφ ην αθξνξίδην ή ηε δψλε επηκήθπλζεο κε θνλίδηα 

ηνπ κχθεηα V. dahliae (Vallad and Subbarao, 2008). 

 

 

 

                

 

Δηθόλα 1.4 : Μηθξνζθνπηθή απεηθφληζε πθψλ ηνπ κχθεηα V. dahliae ζε αγγεία ηνπ μχινπ θπηνχ παηάηαο κε ειεθηξνληθφ 

κηθξνζθφπην. (Πεγή : www.oard.ohio-state.edu) 

 

 

Μεηά ηε δηάηξεζε ηεο επηδεξκίδαο, νη πθέο ηνπ κχθεηα αλαπηχζζνληαη ζηνπο 

κεζνθπηηάξηνπο ρψξνπο κέρξη λα θηάζνπλ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ. Αλάινγα κε ην αξρηθφ κφιπζκα 

θαη ηελ αληίδξαζε ηνπ θπηνχ θάπνηεο πθέο εηζέξρνληαη ζηα αγγεία ηνπ μχινπ ( Schnathorst, 1981, 

Huisman, 1982, Bishop and Cooper, 1983). ην ξεπζηφ πεξηβάιινλ ησλ αγγείσλ, ν V. dahliae 

εκθαλίδεη ηφζν κπθειηαθή αλάπηπμε φζν θαη αλάπηπμε ζε κνξθή δχκεο. Μεηά ηελ είζνδν πθψλ 

ζηα αγγεία παξάγνληαη θνλίδηα απφ απινχο θνληδηνθφξνπο ή δηάζρηζε (budding). Σα θνλίδηα απηά 
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κεηαθέξνληαη κε ην αλνδηθφ ξεχκα ηνπ αγγεηαθνχ πγξνχ, κε απνηέιεζκα λα παγηδεχνληαη ζε 

ζέζεηο ζην ηέινο ησλ αγγείσλ (trapping sites). Αθνινπζεί βιάζηεζε ησλ θνληδίσλ θαη νη 

βιαζηηθνί ζσιήλεο ή πθέο δηαπεξλνχλ ηα βνζξία ή ηα θπηηαξηθά ηνηρψκαηα ησλ αγγείσλ θαη 

παξάγνπλ θνλίδηα ζε γεηηνληθά αγγεία, μεθηλψληαο έλαλ λέν θχθιν κφιπλζεο. Απηή ε δηκνξθηθή 

αλάπηπμε είλαη ραξαθηεξηζηηθή γηα παζνγφλα αδξνκπθψζεσλ θαη θξίζηκε γηα ηελ 

δηαζπζηεκαηηθή κφιπλζε ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ. Δπίζεο ε παξαπάλσ δηαδηθαζία παξαγσγήο 

δηαδνρηθψλ γεληψλ θνληδίσλ εμεγεί ηελ αζπλέρεηα ζηελ παξνπζία ηνπ κχθεηα πνπ έρεη 

παξαηεξεζεί ζηα αγγεία ηνπ μχινπ, αιιά θαη ηελ ηαρχηεηα ζηε δηαζπνξά ηνπ κνιχζκαηνο 

(Schnathorst, 1981, Puhalla and Bell, 1981, Green, 1981,  Gold & Robb, 1995). Απηή ε αζπλέρεηα 

ζηελ παξνπζία ηνπ κχθεηα, κε θπθιηθέο απμνκεηψζεηο ζηε βηνκάδα ηνπ παζνγφλνπ, νθείιεηαη 

πηζαλψο ζηηο αληηδξάζεηο άκπλαο ησλ θπηψλ (Heinz, 1998).  

 

1.2.3.3 απξνθπηηθή θάζε θαη ζρεκαηηζκόο κηθξνζθιεξωηίωλ 

Ο κχθεηαο εηζέξρεηαη ζηε ζαπξνθπηηθή θάζε θαηά ηε λέθξσζε ησλ θπηηθψλ ηζηψλ ή ηε 

γήξαλζε ησλ θπηψλ, απνηθίδνληαο εθηφο απφ ηνπο μπιψδεηο ηζηνχο θαη άιια θπηηθά κέξε (Fradin 

and Thomma, 2006). ε απηή ηε θάζε ν κχθεηαο παξάγεη έλα κεγάιν αξηζκφ κηθξνζθιεξσηίσλ, 

ηα νπνία απειεπζεξψλνληαη ζην έδαθνο κε ηελ απνζχλζεζε ησλ κνιπζκέλσλ θπηψλ θαη 

επηβηψλνπλ γηα 10 έσο 15 ρξφληα (Wilhelm, 1955) αλ θαη ην κφιπζκα κεηψλεηαη ζεκαληηθά κεηά 

ηα 9 ρξφληα (Schnathorst, 1981). 

 

A.                                                                       B. 

  

 

Δηθόλα 1.5 : Α) Μηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε κηθξνζθιεξσηίνπ Β) Παξαηήξεζε κηθξνζθιεξσηίσλ ζε ζηέιερνο. 

(Πεγή : http://www.cals.nscu.edu/course/pp728/Verticillium/Verrtifin.htm) 
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Σα κηθξνζθιεξψηηα ηνπ κχθεηα V. dahliae απνηεινχληαη απφ έλα ζχλνιν 

κειαλνπνηεκέλσλ θπηηάξσλ πθψλ κε παρχ θπηηαξηθφ ηνίρσκα. Σν ζχλνιν ησλ πθψλ ηνπ 

κηθξνζθιεξσηίνπ θαιχπηεηαη απφ κειαλνπνηεκέλα ζηξψκαηα θπηηάξσλ πνπ πξνθπιάζζνπλ ην 

εζσηεξηθφ ηκήκα (medulla). ρεκαηίδνληαη απφ δηφγθσζε ησλ πθψλ θαη δεκηνπξγία εγθάξζησλ 

ρσξηζκάησλ (septa) ζηα θχηηαξα πνπ δηνγθψλνληαη κε απνηέιεζκα λα παξάγνληαη πιεπξηθά 

(lateral) θχηηαξα. Αθνινπζεί απφζεζε κειαλίλεο ζηα θπηηαξηθά ηνηρψκαηα θαη ζηνπο 

κεζνθπηηάξηνπο ρψξνπο (Gordee and Porter, 1961,  Perry and Evert, 1982). Μειαλίλεο είλαη 

ζθνχξεο ρξσζηηθέο πνπ παξάγνληαη απφ νμεηδσηηθφ πνιπκεξηζκφ θαηλνιηθψλ θαη ηλδνιηθψλ 

νπζηψλ (Fradin & Thomma, 2006). 

Σν γνλίδην VDH1 πνπ θσδηθνπνηεί πδξνθνβίλε έρεη βξεζεί φηη παίδεη ξφιν ζην 

ζρεκαηηζκφ κηθξνζθιεξσηίσλ ζηνλ κχθεηα V. dahliae. Σν γνλίδην απηφ, απνκνλψζεθε απφ 

γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε εθθξαζκέλσλ αιιεινπρηψλ ηνπ κχθεηα V. dahliae θαηά ην ζηάδην 

ζρεκαηηζκνχ κηθξνζθιεξσηίσλ (Neumann & Dobinson, 2003). Απελεξγνπνίεζε γνληδίνπ VDH1 

πξνθάιεζε ζεκαληηθή κείσζε ζηελ παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ αιιά δελ επέδξαζε ζηελ 

παζνγέλεηα ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ (Klimes & Dobinson, 2006).  Δπίζεο ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί κηα κηηνρνλδξηαθή πξσηετληθή MAP θηλάζε βξέζεθε φηη επεξεάδεη ην ζρεκαηηζκφ 

κηθξνζθιεξσηίσλ. Απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ απηνχ ζην κχθεηα V. dahliae νδήγεζε ζε 

κεησκέλε παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ ζε ζρέζε κε ηα άγξηα ζηειέρε (Rauyaree et al., 2005).  

 

1.2.4 Μεραληζκνί παζνγέλεηαο ηνπ κύθεηα V. dahliae 

Ζ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ επάγεη κεραληζκνχο άκπλαο ζηνπο 

μεληζηέο. Έξεπλεο έρνπλ δείμεη φηη ν κχθεηαο V. dahliae κπνξεί λα θαηαζηείιεη ηελ άκπλα ησλ 

θπηψλ ζηα πξνζβεβιεκέλα θχηηαξα θαη αγγεία γηα κεξηθέο ψξεο έηζη ψζηε λα εμαπισζεί ζηα 

παξαθείκελα θχηηαξα (Lee et al., 1992, Robb et al., 1989, Gold and Robb, 1995). H θαηαζηνιή 

ηεο άκπλαο ησλ θπηψλ απφ κχθεηεο ηνπ γέλνπο Verticillium, θαζψο θαη ε παζνγέλεηα ηνπ γέλνπο 

Verticillium, έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ παξαγσγή ηνμηλψλ, πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ αιιά θαη άιισλ 

νπζηψλ πνπ θαίλεηαη λα δξνπλ σο δηεγέξηεο (Fradin and Thomma, 2006). 
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1.2.4.1  Τδξνιπηηθά έλδπκα πνπ εκπιέθνληαη ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κύθεηα V. dahliae 

O κχθεηαο Verticillium dahliae παξάγεη έλαλ αξηζκφ ελδχκσλ πνπ παίδνπλ ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηελ απνδφκεζε ησλ θπηηαξηθψλ ηνηρσκάησλ ησλ θπηηάξσλ ηνπ μεληζηή (Cooper and 

Wood, 1973, Bidochka et al., 1989, Dobinson et al., 1997, 2004). Απφ ηα έλδπκα απηά έρνπλ 

κειεηεζεί πην εθηεηακέλα νη πεθηηλάζεο νη νπνίεο ζεσξνχληαη ζεκαληηθέο γηα ηελ εθδήισζε 

ζπκπησκάησλ ηεο αζζέλεηαο, θπξίσο επεηδή ν κχθεηαο δηαπεξλά ηηο κεκβξάλεο βνζξίσλ πνπ 

πεξηέρνπλ πεθηηληθέο χιεο γηα λα απνηθήζεη ηα αγγεία ηνπ μχινπ (Pegg, 1981, Fradin and 

Thomma, 2006). Έηζη, ζεσξείηαη φηη ηα πεθηεληθά πξντφληα ηεο δξάζεο απηψλ ησλ ελδχκσλ 

πηζαλφλ λα ζπκβάιινπλ ζηελ θξαγή ησλ μπισδψλ αγγείσλ (Green, 1981). 

Φπηά ηνκάηαο κνιπζκέλα κε κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ κχθεηα V. albo-atrum πνπ είραλ 

κεησκέλε παξαγσγή πεθηηλάζεο εκθάληζαλ κεησκέλα ζπκπηψκαηα  ζε ζρέζε κε ην άγξην 

ζηέιερνο. Ωζηφζν ν βαζκφο απνηθηζκνχ ήηαλ ίδηνο ηφζν ζην άγξην ζηέιερνο φζν θαη ζηα 

κεηαιιαγκέλα, ππνδεηθλχνληαο φηη νη πεθηηλάζεο δξνπλ σο κνιπζκαηηθνί παξάγνληεο αιιά δελ 

επεξεάδνπλ ηελ παζνγέλεηα (Durrands and Cooper, 1988). ην ίδην πείξακα έλα απφ ηα 

κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ V. albo-atrum πνπ εκθάληζε κεησκέλε παξαγσγή θη άιισλ 

πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ, φρη κφλν κείσζε δξαζηηθά ηα ζπκπηψκαηα ηεο αζζέλεηαο ζε ζρέζε κε ην 

άγξην ζηέιερνο αιιά ν βαζκφο απνίθηζεο ηνπ παζνγφλνπ ήηαλ ζεκαληηθά ρακειφηεξνο. πλεπψο 

θαίλεηαη φηη ν κχθεηαο ρξεζηκνπνηεί ζπλδπαζκφ πδξνιπηηθψλ έλδπκσλ πνπ δξνπλ ζπλεξγεζηηθά, 

πξνθεηκέλνπ λα κνιχλεη ηνλ μεληζηή (Durrands and Cooper, 1988, Fradin & Thomma, 2006). 

Πηζαλφλ γηα ην ιφγν απηφ ηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε V. dahliae κε κεησκέλε  δξάζε 

ζπγθεθξηκέλσλ ελδχκσλ φπσο ηεο  πεθηεληθήο εζηεξάζεο (PE), ηεο ελδνπνιπγαιαθηνπξνλάζεο 

(endo PG) θαη ηεο πεθηεληθήο ιπάζεο (PL) αληίζηνηρα, δελ παξνπζίαζαλ κείσζε ηεο παζνγέλεηαο 

ζε βακβάθη ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο (Puhalla and Howell, 1975, Howell, 1976). 

Ο πιενλαζκφο απηφο ζηελ ιεηηνπξγία πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ θαίλεηαη φηη είλαη ν θχξηνο 

ιφγνο πνπ πεξηπιέθεη ηελ κειέηε ηνπ ξφινπ ηνπο ζηελ παζνγέλεηα θπηνπαζνγφλσλ κπθήησλ 

εθαξκφδνληαο απελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ απηά ηα έλδπκα κε κνξηαθέο 

ηερληθέο (Walton, 1994, Di Pietro et al., 2003). 

Έηζη, ζηνλ κχθεηα V. dahliae απελεξγνπνηήζεθε ην γνλίδην ηεο πξσηεάζεο ηεο ηξπςίλεο 

(trypsin protease), πνπ έρεη αλαθεξζεί ζε άιινπο κχθεηεο φηη εκπιέθεηαη ζηελ απνδφκεζε ηνπ 

θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ μεληζηή. Ωζηφζν ηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε δελ παξνπζίαζαλ 

επίδξαζε ζηελ παζνγέλεηα θαη ηελ αχμεζε. Απηφ εμεγήζεθε απφ ηελ παξνπζία δχν άιισλ 

γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ πξσηεάζεο, φπσο έδεημε έξεπλα γνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο 

αιιεινπρηψλ έθθξαζεο (ESTs) ηνπ κχθεηα (Dobinson et al., 2004). 
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Δπίζεο ζε πξφζθαηεο κειέηεο νη Tzima et al. (2011) απέδεημαλ φηη απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ ηεο πξσηετληθήο θηλάζεο κε θαηαβνιηζκνχ ηεο ζαθδαξφδεο ζην κχθεηα V. dahliae  ,πνπ 

ειέγρεη ηελ επαγσγή ελδχκσλ πνπ απνδνκνχλ ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα ηνπ μεληζηή θαη ην γνλίδην 

VdNEP, νδήγεζε ζε κείσζε ηεο παζνγέλεηαο ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ζε θπηά ηνκάηαο έσο 

87%. 

Αξθεηά άιια πδξνιπηηθά έλδπκα φπσο ε πνιπγαιαθηνπξνλάζε, ε πεθηηληθή ιπάζε, ε 

πεθηηλεζηεξάζε θαη ε θπηηαξηλάζε έρνπλ ραξαθηεξηζηεί ζην κχθεηα V.dahliae θαη ε παξαγσγή 

ηνπο έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ κνιπζκαηηθφηεηα δηάθνξσλ ζηειερψλ ηνπ γέλνπο Verticillium 

(Carder at al., 1987).  

 

 

 1.2.4.2  Σνμίλεο  πνπ εκπιέθνληαη ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κύθεηα V. dahliae 

Οη ηνμίλεο είλαη εμσθπηηαξηθνί κεηαβνιίηεο ησλ παζνγφλσλ πνπ δηαπεξλνχλ ηηο κεκβξάλεο 

ησλ βνζξίσλ θαη κεηαθηλνχληαη ζην πεξέγρπκα ησλ θχιισλ φπνπ επηδξνχλ ζηελ δηαπεξαηφηεηα 

ησλ θπηηάξσλ , πξνθαιψληαο ηε δπζιεηηνπξγία ηνπο θαη ηειηθά ηε λέθξσζή ηνπο (Pegg and 

Brady, 2002). 

H εθδνρή, φηη ηα ζπκπηψκαηα πνπ πξνθαινχληαη απφ ην γέλνο Verticillium νθείινληαη ζηε 

δξάζε θπηνηνμηθψλ νπζηψλ πνπ παξάγεη ν κχθεηαο,  είρε δηαηππσζεί ζε πνιχ αξρηθέο κειέηεο σο 

ελαιιαθηηθή αηηηνινγία ηεο αγγεηαθήο απφθξαμεο πνπ παξαηεξείηαη ζηηο αδξνκπθψζεηο (Stoddart 

and Carr, 1966, Zel’tser and Malysheva, 1966). 

Αθαηέξγαζηα εθρπιίζκαηα ηνμηλψλ ηνπ γέλνπο Verticillium αλαιχζεθαλ θαη βξέζεθαλ λα 

πεξηέρνπλ κεγάινπ κνξηαθνχ βάξνπο νπζίεο φπσο έλα ζχκπινθν πξσηετληθνχ ιηπνπνιπζαθραξίηε 

(PLPC), γιπθνπξσηετλεο θαη πδξνιπηηθά έλδπκα (Fradin and Thomma, 2006). 

Μηα πξσηεΐλε ιηπνπνιπζαθραξίηε (PLP) απνκνλψζεθε απφ θαιιηέξγεηα V. dahliae απφ 

βακβάθη θαη αλαπαξήγαγε ηα ζπκπηψκαηα ηεο αζζέλεηαο κεηά απφ εθαξκνγή ηεο ζε θπηά 

βακβαθηνχ (Zel’tser ans Malysheva, 1966, 1968, Krasil’nikov et al., 1969). Αξγφηεξα νη Keen and 

Long (1972) ε PLP πνπ απνκνλψζεθε απφ θαιιηέξγεηα V. dahliae 3 εκεξψλ είρε κέγεζνο 3000 

kDa θαη απνηεινχληαλ ζε πνζνζηφ 75% απφ πνιπζαθραξίηεο θαη ζε πνζνζηφ 15% απφ πξσηεΐλεο 

θαη ιηπίδηα. 

Έλα παξφκνην PLP ζχκπινθν απνκνλψζεθε απφ ζχκπινθν V. dahliae ζε παηάηα. Σν 

ζχκπινθν απνηεινχληαλ απφ κία γιπθνπεπηηδηθή ηνμίλε ε νπνία ζρεηίζηεθε κε ηελ εθδήισζε 

ζπκπησκάησλ ζε μεληζηέο ηνπ παζνγφλνπ, αιιά δελ παξνπζίαζε θπηνηνμηθή δξάζε ζε αλζεθηηθά 

θπηά (Buchner et al., 1982). Μειέηεο αλνζναπνηχπσζεο (Immunolocalization) έδεημαλ φηη ε 

ηνμίλε απηή ζπγθεληξψλεηαη ζε θπηηαξηθά ηνηρψκαηα μπισδψλ αγγείσλ ηνπ ζηειέρνπο θαη 
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θνλδχισλ επαίζζεησλ θπηψλ παηάηαο (Nachmias et al., 1985), πνπ ππνζηεξίδεη ηελ ππφζεζε φηη 

ην ζχκπινθν ηεο ζπγθεθξηκέλεο ηνμίλεο εκπιέθεηαη ζηελ παζνγέλεηα (Fradin and Thomma, 

2006). Παξφκνηα θπηνηνμηθή δξάζε ηεο ηνμίλεο πεξηγξάθεθε γηα ζηειέρε ηνπ V. dahliae απφ 

θπηά κειηηδάλαο , θαξπνπδηνχ, ειηάο, αβνθάλην, βακβαθηνχ θαη ηνκάηαο (Pegg and Brady, 2002). 

Οη Davis et al. (1998) απνκφλσζαλ γιπθνπξσηεΐλε 65-kDa απφ θαιιηέξγεηα ηνπ κχθεηα V. 

dahliae πνπ πξνθαινχζε επαγσγή ζρεκαηηζκνχ θπηναιεμηλψλ. πλεπψο θαίλεηαη φηη ππάξρεη έλα 

εχξνο ηνμηλψλ θαη άιισλ κεηαβνιηηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ V. dahliae. 

ε παξφκνηεο έξεπλεο νη Chen et al. (1998) ραξαθηήξηζαλ δχν πξσηετλεο απφ ζηέιερνο V. 

dahliae ζε βακβάθη (VD8) κέζσ πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο. Ζ πξψηε πξσηετλε πξνθάιεζε 

ζπκπηψκαηα ριψξσζεο ζε θπηάξηα βακβαθηνχ 2-10 h κεηά ηελ εθαξκνγή ηεο ελψ ε δεχηεξε 

πξνθάιεζε ζπκπηψκαηα κάξαλζεο 24-64 h κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο. 

Ωζηφζν, νη ελδείμεηο γηα ην ξφιν ηνμηλψλ ζηελ παζνγέλεηα ηνπ V. dahliae είλαη ζπρλά 

αληηθαηηθέο θαη δελ έρνπλ ηχρεη επξείαο απνδνρήο (Cooper, 2000, Fradin and  Thomma, 2006). 

Γεδνκέλα άιισλ εξγαζηψλ αλαθέξνπλ ζαλ θχξηα αηηία εθδήισζεο ζπκπησκάησλ αδξνκχθσζεο 

ηελ έιιεηςε λεξνχ ζαλ ζπλέπεηα ηεο θξαγήο αγγείσλ απφ ην παζνγφλν ή αληηδξάζεηο ηνπ θπηνχ 

φπσο ε επαγσγή πεγκάησλ (Street and Cooper, 1984). Δπίζεο ε δηαδηθαζία απνκφλσζεο ησλ 

ηνμηθψλ κεηαβνιηηψλ δελ απνθιείεη ηελ παξνπζία ζαθράξσλ θαη αιάησλ. 

Οη ζχγρξνλεο ηερληθέο θισλνπνίεζεο γνληδίσλ θαη έθθξαζεο πξσηετλψλ ζε βαθηεξηαθνχο 

θνξείο, δίλνπλ ηελ δπλαηφηεηα κειέηεο πξσηετληθψλ κεηαβνιηηψλ, πνπ είλαη απαιιαγκέλα απφ 

ηελ παξνπζία άιισλ πξσηετλψλ ή/θαη πδαηαλζξάθσλ. Δθαξκφδνληαο απηή ηελ πξνζέγγηζε νη 

Wang θαη ζπλεξγάηεο (2004) απνκφλσζαλ έλα γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί κηα ΝΔΡ πξσηεΐλε απφ 

γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε εθθξαζκέλσλ αιιεινπρηψλ ηνπ κχθεηα V. dahliae. ηε ζπλέρεηα 

αλαπαξήγαγαλ ζπκπηψκαηα κάξαλζεο θαη λέθξσζεο ζε θχιια βακβαθηνχ κε εθαξκνγή ηεο ΝΔΡ 

πξσηεΐλεο. ΝΔΡ πξσηεΐλεο έρνπλ κειεηεζεί ζε άιινπο θπηνπαζνγφλνπο νξγαληζκνχο θη έρεη 

βξεζεί φηη εκπιέθνληαη ζηελ λέθξσζε θαη επαγσγή αηζπιελίνπ ζε θπηά – μεληζηέο (Pemberton and  

Salmond, 2004). 

 

 

1.2.5 Άκπλα ηωλ θπηώλ ελάληηα ζην κύθεηα V. dahliae 

Ζ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ επάγεη αληηδξάζεηο άκπλαο ζηνλ 

μεληζηή, φπσο ηελ ελαπφζεζε επίζηξσζεο (coating) θαιφδεο, ζνπκπεξίλεο ζηα θπηηαξηθά 

ηνηρψκαηα θαζψο επίζεο ην ζρεκαηηζκφ πεγκάησλ (Gel) θαη ηπιψζεσλ. ε αλζεθηηθνχο μεληζηέο 

νη αληηδξάζεηο απηέο παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξε έληαζε θαη ηαρχηεηα, κε απνηέιεζκα λα 
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πεξηνξίδνπλ ηελ παξαπέξα αλάπηπμε ηνπ παζνγφλνπ. ε αλζεθηηθά θπηά κε ηελ επαγσγή 

κεραληζκψλ άκπλαο ν κχθεηαο πεξηνξίδεηαη ζηε ξίδα θαη ζηε βάζε ηνπ βιαζηνχ, φπνπ 

αλαπηχζζεηαη κέζν- θαη ελδνθπηηαξηθά κε ηα θπηά λα επεξεάδνληαη ειάρηζηα , ελψ ζηα εππαζή 

θπηά ην παζνγφλν εμαθνινπζεί λα αλαπηχζζεηαη θαη λα εμαπιψλεηαη κέζα ζην θπηφ (Talboys, 

1964, Heinz et al., 1998, Pegg and Brady, 2002).  

H ελδνδεξκίδα, πνπ θαηά ηελ αλάπηπμε ηνπ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο θειινπνηείηαη, δξα ζαλ 

θπζηθφ εκπφδην ελάληηα ζηελ πξνζβνιή ηνπ κχθεηα (Talboys, 1958). ηα επηδεξκηθά θαη θινηψδε 

θχηηαξα ηεο ξίδαο θαζψο θαη γχξσ απφ ηηο βιαζηηθέο πθέο ηνπ παζνγφλνπ ελαπνηίζεηαη ιηγλίλε, 

ζρεκαηίδνληαο θνλδχινπο ιηγλίλεο θαη παγηδεχνληαο ην κχθεηα (Griffiths, 1971). ε απηφ ην 

ζηάδην ην θπηφ παξάγεη θπηναιεμίλεο θαη άιιεο νπζίεο ζηνπο ηζηνχο ηεο ξίδαο νη νπνίεο δξνπλ σο 

αληηκηθξνβηαθνί παξάγνληεο (Bell 1969, Daayf, 1997).  

πγθεθξηκέλα ζε αλζεθηηθέο πνηθηιίεο ηνκάηαο (Ve
+
) κνιπζκέλεο κε V. dahliae 

παξαηεξήζεθε ηαρεία ελαπφζεζε επίζηξσζεο (coating) ζνπκπεξίλεο θαη θαιφδεο ζε 

κεζνθπηηάξηνπο ρψξνπο παξαθείκελνπο ζην ζεκείν πξνζβνιήο ηνπ κνιπζκέλνπ αγγείνπ ηνπ 

μχινπ (trapping site vessel) πνπ επεθηάζεθε ζηηο κεκβξάλεο βνζξίσλ (pit membranes) θαη ζηα 

δεπηεξνγελή θπηηαξηθά ηνηρψκαηα ηνπ αγγείνπ, πεξηνξίδνληαο επηηπρψο ηελ κφιπλζε ηνπ 

παζνγφλνπ (Gold and Robb, 1995). Σελ αληίδξαζε απηή αθνινχζεζε ε παξαγσγή πεγκάησλ 

(πεξίπνπ 24 – 48 ψξεο κεηά ηε κφιπλζε), πνπ πεξηνξίδνπλ ηε ξνή λεξνχ θαη  ηαπηφρξνλα 

αθηλεηνπνηνχλ ην παζνγφλν (Beckman, 1989) θαη ελ ζπλερεία ν ζρεκαηηζκφο ηειψζεσλ  πνπ 

παξάρζεθαλ 2 -3 κέξεο κεηά ηελ κφιπλζε απφ ηα παξεγρπκαηηθά θχηηαξα πνπ είλαη ζε επαθή κε 

ηα αγγεία, κέζα απφ ηα ηνηρψκαηα ησλ βνζξίσλ, κε απνηέιεζκα λα απνθιείεηαη ε πάλσ πιεπξά 

ηνπ αγγείνπ. Σα ηνηρψκαηα απφ ηηο ηπιψζεηο έρεη βξεζεί φηη πεξηέρνπλ θαηλνιηθέο νπζίεο πνπ 

πηζαλφλ ζπκβάιινπλ ζηελ ιηγληηνπνίεζε ηνπ ηζηνχ, πξνζδίδνληαο αλζεθηηθφηεηα ζηε θπζηθή θαη 

ρεκηθή απνδφκεζε (Beckman, 1989). 

ε ηζηνχο ξίδαο θαη βιαζηψλ πξνζβεβιεκέλσλ θπηψλ παξαηεξείηαη ζπζζψξεπζε 

αληηκηθξνβηαθψλ νπζηψλ, φπσο πξσηετλεο παζνγέλεζεο (PR Proteins), θπηναιεμίλεο θαη 

θαηλνιηθέο ελψζεηο (Bell, 1969, Talboys, 1972, Benhamon, 1995, Gold and Robb, 1995, Cooper et 

al., 1996, Daayf  et al., 1997, Williams et al., 2002). Απηέο νη νπζίεο παξάγνληαη ηφζν ζε 

αλζεθηηθά φζν θαη ζε εππαζή θπηά, σζηφζν ν ξπζκφο θαη ην επίπεδν παξαγσγήο ηνπο είλαη 

πςειφηεξνο ζηα αλζεθηηθά θπηά (Fradin and Thomma, 2006). 

H πιένλ απνηειεζκαηηθή θπηναιεμίλε πνπ εκπιέθεηαη ζηελ άκπλα ησλ θπηψλ είλαη ην 

ζείν, ην νπνίν κεηά απφ κφιπλζε θπηψλ ηνκάηαο θαη βακβαθηνχ κε ην κχθεηα V. dahliae βξέζεθε 

ζε πςειέο ζπγθεληξψζεηο ζηα παξεγρπκαηηθά θχηηαξα ηνπ μχινπ (Cooper et al., 1996,Williams et 

al., 2002).  Παξνκνίσο κεηά απφ κφιπλζε θπηψλ βακβαθηνχ κε ηνλ ίδην κχθεηα δηαπηζηψζεθε 
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παξαγσγή ηεξπελνεηδψλ θπηναιεμηλψλ ζηα παξεγρπκαηηθά θχηηαξα ηνπ μχινπ θαη ζπζζψξεπζή 

ηνπο ζηα ηνηρσκάησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ (Mace et al., 1976). Δπηπιένλ ζηα θπηηαξηθά ηνηρψκαηα 

πνιιψλ θπηψλ παξάγνληαη γιπθνπξσηετλεο νη νπνίεο παξεκπνδίδνπλ ηε δξάζε πδξνιπηηθψλ 

ελδχκσλ ηνπ κχθεηα V. dahliae, φπσο ηε δξάζε ηεο ελδνπνιπγαιαθηνπξνλάζεο (De Lorenzo et 

al., 2001). 

Δθηφο απφ ηελ επαγσγή ζρεκαηηζκνχ κπθεηνηνμηθψλ νπζηψλ, αλζεθηηθέο πνηθηιίεο 

θαίλεηαη φηη ρεηξίδνληαη ηελ κφιπλζε απφ παζνγφλν αδξνκχθσζεο θαη κε έκκεζεο αληηδξάζεηο. 

Αλάιπζε κηθξνζπζηνηρηψλ έδεημε φηη ε αλζεθηηθή πνηθηιία ηνκάηαο αληηιακβάλεηαη ην κχθεηα V. 

dahliae φζν θαη ε επαίζζεηε, κε απνηέιεζκα λα παξαηεξείηαη επαγσγή πξσηετλψλ παζνγέλεζεο 

(PR, pathogenesis proteins) αιιά θαη απνίθηζε απφ ην κχθεηα ζε παξφκνηα επίπεδα. Όκσο ε 

αλζεθηηθή πνηθηιία θαίλεηαη ζαλ λα αλέρεηαη ηελ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ, κεηψλνληαο ηελ 

έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε αληηδξάζεηο άκπλαο (φπσο ηε ξχζκηζε επηπέδσλ 

γηαζκνληθνχ νμέσο) θαη θπηηαξηθφ ζάλαην (φπσο ηε βηνζχλζεζε αηζπιελίνπ) (Robb et al., 2007). 

 

1.2.6  Αληηκεηώπηζε ηνπ κύθεηα V. dahliae 

Ο κχθεηαο Verticillium dahliae είλαη δχζθνιν λα θαηαπνιεκεζεί, εμαηηίαο ηνπ κεγάινπ 

εχξνπο μεληζηψλ πνπ πξνζβάιιεη, ηελ αδπλακία ησλ κπθεηνθηφλσλ λα πεξηνξίζνπλ ηελ αλάπηπμε 

ηνπ παζνγφλνπ φηαλ έρεη απνηθήζεη ηα αγγεία ηνπ μχινπ, θαζψο επίζεο ηελ δπλαηφηεηα πνπ έρεη 

ην παζνγφλν λα επηβηψλεη γηα πνιιά ρξφληα ζην έδαθνο κε ηε κνξθή κηθξνζθιεξσηίσλ (Tjamos, 

1989). 

Σα κηθξνζθιεξψηηα απνηεινχλ επηζπκεηνχο ζηφρνπο γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ησλ 

αδξνκπθψζεσλ πνπ νθείινληαη ζην κχθεηα V. dahliae δηφηη απνηεινχλ πξσηνγελή πεγή 

κνιχζκαηνο θαη επηβηψλνπλ ζην έδαθνο γηα πνιιά ρξφληα (Hawke and Lazarovits, 1994). Έρεη 

αλαθεξζεί φηη ελψ 1 γξακκάξην κνιπζκέλνπ εδάθνπο πεξηέρεη πάλσ απφ 100 κηθξνζθιεξψηηα 

(Easton et al., 1969, Evans et al., 1967), κφιηο 6 σο 8 κηθξνζθιεξψηηα αλά γξακκάξην εδάθνπο 

είλαη ηθαλά λα πξνθαιέζνπλ αζζέλεηα ζε πάλσ απφ ην 80% θπηψλ ηνκάηαο θαη παηάηαο (Grogan 

et al., 1979, Nicot and Rouse, 1987), ελψ 1 κηθξνζθιεξψηην αλά γξακκάξην εδάθνπο πξνθαιεί 

ζεκαληηθά πνζνζηά αζζέλεηαο ζε θαιιηέξγεηεο ηνκάηαο θαη θξάνπιαο (Grogan et al., 1979, Harris 

and Yang, 1996). 

Γη’ απηφ ην ιφγν επηδηψθεηαη ε κείσζε ηνπ κνιχζκαηνο είηε κε ειηναπνιχκαλζε, είηε κε 

ρεκηθή απνιχκαλζε ηνπ εδάθνπο ή κε ακεηςηζπνξά. Ωζηφζν απηέο νη ζηξαηεγηθέο έρνπλ 

απνδεηρζεί ζε πνιιέο πεξηπηψζεηο κε απνηειεζκαηηθέο (Fradin and Thomma, 2006). Δπίζεο 

εμαηηίαο ηεο εκκνλήο ησλ κηθξνζθιεξσηίσλ ζην έδαθνο είλαη απαξαίηεηεο ρξφληεο ακεηςηζπνξέο 
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κε κνλνθνηπιήδνλα θπηά ψζηε λα κεησζεί ε πνζφηεηα ηνπ κνιχζκαηνο (Wilhelm et al., 1955,  

Evans et al., 1967). 

Ζ κείσζε ηνπ κνιχζκαηνο ηνπ κχθεηα Verticillium dahliae ζε ζεξκνθεπηαθέο ή πςειήο 

πξνζφδνπ θαιιηέξγεηεο αγξνχ, ζηεξηδφηαλ ζε απνιχκαλζε ηνπ εδάθνπο, κε ηε ρξήζε βξσκηνχρνπ 

κεζπιίνπ. Ωζηφζν, ε παγθφζκηα απαγφξεπζε ηεο ρξήζεο απηνχ ηνπ θαηαζηξεπηηθνχ γηα ην φδνλ 

ζθεπάζκαηνο, ππνθίλεζε ηελ έξεπλα ελαιιαθηηθψλ ρεηξηζκψλ γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηνπ κχθεηα. 

Ζ εθαξκνγή ειηναπνιχκαλζεο, ζαλ ελαιιαθηηθή κέζνδνο κείσζεο ηνπ κνιχζκαηνο ηνπ 

κχθεηα είρε πνιχ ελζαξπληηθά απνηειέζκαηα ζηελ Διιάδα ζε θαιιηέξγεηεο αγγηλάξαο (Tjamos 

and Paplomatas, 1988) θαη ηνκάηαο. ε εδάθε πνπ έρεη εθαξκνζηεί ειηναπνιχκαλζε είραλ επίζεο 

απμεζεί νη πιεζπζκνί ηνπ αληαγσληζηηθνχ παξάγνληα Talaromyces flavus ζηελ πεξηνρή 

ξηδφζθαηξαο (Tjamos, 1989). Ωζηφζν, ειηναπνιχκαλζε κπνξεί λα εθαξκνζηεί κφλν ζε πεξηνρέο 

πνπ έρνπλ θαηάιιειεο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (Fradin and Thomma, 2006). 

Δμαηηίαο ηεο δπζθνιίαο αληηκεηψπηζεο ηνπ παζνγφλνπ κε ρεκηθά κέζα, αλαπηχρζεθαλ 

ελαιιαθηηθέο ζηξαηεγηθέο βαζηζκέλεο ζηελ βηνινγηθή θαηαπνιέκεζε.  Ζ βηνινγηθή αληηκεηψπηζε 

πεξηιακβάλεη ηε ρξήζε αληαγσληζηηθψλ κπθήησλ (Nagtzaam et al., Narisawa et al., 2002), 

αληαγσληζηηθψλ βαθηεξίσλ (Βerg et al., 2005, Tjamos et al., 2005) θαη αδσηνχρσλ ή νξγαληθψλ 

επεκβάζεσλ ζην έδαθνο (Βailey and Lazarovits, 2003). 

Οη κεραληζκνί δξάζεο ησλ βηνινγηθψλ παξαγφλησλ πεξηιακβάλνπλ αληηβηνηηθή δξάζε, 

παξαζηηηζκφ απφ κε παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, αληαγσληζκφ κε κε παζνγφλνπο 

κηθξννξγαληζκνχο, έθθξηζε ελδχκσλ φπσο νμεηδάζεο, ρηηηλάζεο θαη γινπθαλάζεο θαη επαγσγή 

κεραληζκψλ αλζεθηηθφηεηαο ησλ μεληζηψλ (Tjamos et al., 2000).  

Οη κεραληζκνί δξάζεο ησλ βηνινγηθψλ παξαγφλησλ πεξηιακβάλνπλ αληηβηνηηθή δξάζε, 

παξαζηηηζκφ απφ κε παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, αληαγσληζκφ κε κε παζνγφλνπο 

κηθξννξγαληζκνχο, έθθξηζε ελδχκσλ φπσο νμεηδάζεο, ρηηηλάζεο θαη γινπθαλάζεο θαη επαγσγή 

κεραληζκψλ αλζεθηηθφηεηαο ησλ μεληζηψλ (Tjamos et al., 2000). Έξεπλα ησλ Tjamos et al. 

αλέθεξε ηελ απνκφλσζε ελφο ξηδνβαθηεξίνπ ηνπ Paenibacillus alvei (K165) πνπ επάγεη ηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηψλ (plant-growth-promoting rhizobacterium) θαη ην νπνίν βξέζεθε φηη δξα σο 

βηνινγηθφο παξάγνληαο ελάληηα ζην κχθεηα V. dahliae ζε πεηξάκαηα ζεξκνθεπίνπ αιιά θαη ζηνλ 

αγξφ. Πεηξάκαηα έδεημαλ φηη ην Κ165 βαθηήξην επάγεη, κέζσ ηνπ ζαιπθηιηθνχ νμένο (SA), ηελ 

επαγφκελε δηαζπζηεκαηηθή αληνρή (ISR) ζε θπηά Arabidopsis thaliana. ηελ ίδηα έξεπλα 

παξαηεξήζεθε επαγσγή ησλ PR2 θαη PR5 πξσηετλψλ παζνγέλεζεο κεηά απφ εθαξκνγή ηνπ 

βαθηεξίνπ ζε κεηαιιαγκέλα θπηά Arabidopsis thaliana (Tjamos et al., 2005). 

Πξφζθαηα αλαθέξζεθε θαη έλα κε παζνγφλν ζηέιερνο ηνπ κχθεηα Fusarium oxysporum 

(F2) πνπ έδσζε ηθαλνπνηεηηθά απνηειέζκαηα ζηελ θαηαπνιέκεζε ηνπ V. dahliae ζε θπηά 
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κειηηδάλαο ηφζν ζην ζεξκνθήπην φζν θαη ζηνλ αγξφ (Malandraki et al., 2008). Πεξαηηέξσ έξπλα 

απέδεημε φηη ν κεραληζκφο δξάζεο ηνπ κε παζνγφλνπ ζηειέρνπο F2 νθείιεηαη ζε αληαγσληζκφ γηα 

ζξεπηηθά ζπζηαηηθά ζηελ επηθάλεηα ηεο ξίδαο ησλ θπηψλ (Pantelides et al., 2009). 

Ζ ρξήζε αλζεθηηθψλ πνηθηιηψλ έρεη απνδεηρηεί αξθεηά απνηειεζκαηηθή ζηελ 

αληηκεηψπηζε ηνπ κχθεηα V. dahliae. Αλζεθηηθέο πνηθηιίεο ζηελ ηνκάηα ρξεζηκνπνηνχληαη 

εθηεηακέλα. Δπίζεο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί αλζεθηηθέο πνηθηιίεο ζην βακβάθη, ηελ παηάηα, ηε 

θξάνπια θαη ηνλ ειίαλζν (Lynch θ.α., 1997). Ωζηφζν, ζε έλα κεγάιν αξηζκφ θαιιηεξγεηψλ δελ 

είλαη δηαζέζηκεο αλζεθηηθέο πνηθηιίεο (Fradin & Thomma, 2006). 

 

 

 

1.3 Σν αηζπιέλην θαη ν ξόινο ηνπ ζηελ αιιειεπίδξαζε μεληζηή παζνγόλνπ 
 

1.3.1  Δηζαγωγή 

Σν αηζπιέλην (ΔΣ) είλαη έλαο αέξηνο, αθφξεζηνο πδξνγνλάλζξαθαο πνπ αλαγλσξίζηεθε γηα 

πξψηε θνξά ζηηο αξρέο ηνπ εηθνζηνχ αηψλα. Απνηειεί έλα θνηλφ κεηαβνιίηε ησλ πεξηζζφηεξσλ 

αλψηεξσλ θπηψλ θαη κηθξννξγαληζκψλ (Hag, 1968,Lynch, 1972, Primose, 1979). Σν αηζπιέλην 

απειεπζεξψλεηαη ζην πεξηβάιινλ απφ ηνπο κεζνθπηηάξηνπο ρψξνπο ησλ θπηηάξσλ φπνπ 

βξίζθεηαη ζε ηζνξξνπία κε ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ αηζπιελίνπ πνπ ππάξρεη δηαιπκέλν ζην 

θπηφπιαζκα  (Fiserova et al., 2008)  

 Απφ φιεο ηηο γλσζηέο νξκφλεο έρεη ηελ πην απιή δνκή  (CH2=CH2) θαη παίδεη ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηηο θπζηνινγηθέο δηεξγαζίεο ηνπ θπηνχ. Δίλαη παξεκπνδηζηήο αλάπηπμεο, είλαη ππεχζπλν 

γηα ηελ σξίκαλζε ησλ θξνχησλ, γηα ηε θπζηνινγηθή θαη παζνινγηθή θπιιφπησζε, γηα ηελ έλαξμε 

ηεο άλζεζεο θαη ηε ξχζκηζε εμσηεξηθψλ εξεζηζκάησλ φπσο ην αβηνηηθφ θαη βηνηηθφ ζηξεο (Boller, 

1991, Abeles et al., 1992, Chagué, 2010) .  

ηελ γεσξγία ην αηζπιέλην ρξεζηκνπνηείηαη γηα κεηαζπιιεθηηθή σξίκαλζε θαξπψλ, 

απμάλνληαο ην καιάθσκα θαη ην ρξψκα ηνπο (Tudzynski and Sharon, 2002). ηνλ κχθεηα 

Aspergillus parasiticus ην αηζπιέλην παξεκπνδίδεη ηελ βηνζχλζεζε αθιαηνμηλψλ θαη ζεσξείηαη φηη 

κεηψλεη ηελ παξαγσγή κπθνηνμηλψλ ηφζν ζηνλ αγξφ φζν θαη θαηά ηελ απνζήθεπζε ησλ 

γεσξγηθψλ πξντφλησλ (Gunterus et al., 2007).  

Σν αηζπιέλην παίδεη επίζεο ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ άκπλα ησλ θπηψλ ελαληίσλ δηάθνξσλ 

θπηνπαζνγφλσλ, εθφζνλ ε είζνδνο ηνπο ζηνπο θπηηθνχο ηζηνχο πξνάγεη πνιιέο θνξέο ηελ 

απμεκέλε παξαγσγή αηζπιελίνπ.( Abele et al., 1992, Mauch et al., 1984 ,Cohn θαη Martin, 2005).  
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Έρεη αλαθεξζεί φηη ην αηζπιέλην πνπ εθιχεηαη θαηά ηελ κφιπλζε απνηειεί κηα πξφσξε αληίδξαζε 

άκπλαο ησλ θπηψλ ζηελ εηζβνιή ηνπ παζνγφλνπ θαη ζρεηίδεηαη κε ηελ επαγσγή κεραληζκψλ 

άκπλαο ησλ θπηψλ(Boller, 1991).  ε ακπειψλεο ε εθαξκνγή αηζπιελίνπ επάγεη κεραληζκνχο 

άκπλαο ηνπ θπηνχ ελαληίνλ ηνπ κχθεηα Erysiphae necator (Belhady et al., 2008). 

Δπίζεο πνιινί θπηνπαζνγφλνη κχθεηεο θαη βαθηήξηα είλαη ηθαλνί λα παξάγνπλ αηζπιέλην 

ζαλ κνιπζκαηηθφ παξάγνληα θαη έηζη εληζρχνπλ ηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα απνηθίδνπλ κέζα ζην 

θπηφ. Βξέζεθε φηη ζε θξνχηα κπαλάλαο πνπ είραλ κνιπλζεί κε ην βαθηήξην Ralstonia 

solanacearum, ε πεξηεθηηθφηεηα ζε αηζπιέλην απμήζεθε αλαινγηθά κε ηελ αλάπηπμε ησλ 

ζπκπησκάησλ ελψ δελ αληρλεχηεθε αηζπιέλην ζε πγηείο θαξπνχο (Agrios, 2005). Δπίζεο έρεη 

βξεζεί φηη ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ Pseudomonas syringae pvs phaseolica είλαη παζνγφλα έλαληη 

ηνπ δηδαλίνπ Pueraria lobata εμαηηίαο ηεο πςειήο παξαγσγήο αηζπιελίνπ (Goto et al, 1985). Σν 

αηζπιέλην, είλαη ππεχζπλν γηα ηελ επηλαζηία, ηελ απνθχιισζε, ηελ αλαζηνιή αλάπηπμεο θαη ηελ 

πξφσξε γήξαλζε  πνπ παξαηεξνχληαη ζηηο αδξνκπθψζεηο (Wiese and DeVay, 1970, Hislop, 1973, 

Cronshaw and Pegg, 1976, Σzeng θαη DeVay, 1985). Δπηπιένλ ελεξγνπνηεί ην ζρεκαηηζκφ 

πεγκάησλ (gelation) ζηα αγγεία ηνπ μχινπ κνιπζκέλσλ θπηψλ πξνθαιψληαο ζπκπηψκαηα 

πδαηηθνχ ζηξεο (Olien and Bucovac, 1982, VanderMolen et al., 1983). 

 

1.3.2 Βηνζύλζεζε ηνπ αηζπιελίνπ ζηνπο κύθεηεο 

Οη κχθεηεο παξάγνπλ αηζπιέλην κέζσ ηξηψλ βηνζπλζεηηθψλ κνλνπαηηψλ, ην έλα απφ ηα 

νπνία είλαη ραξαθηεξηζκέλν γηα ηα αλψηεξα θπηά, ελψ ηα άιια δχν απαληψληαη κφλν ζε 

κηθξννξγαληζκνχο (Chague et al., 2010). Tα ηξία βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα δηαθξίλνληαη απφ ηηο 

πξφδξνκεο νπζίεο απφ ηηο νπνίεο ζπληίζεηαη ην αηζπιέλην, πνπ γηα ηα δχν είλαη ην ακηλνμχ 

κεζεηνλίλε (L-methionine) ελψ γηα ην ηξίην ην α-θεηνγινπηαξηθφ νμχ (2-oxoglutarate). 
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Δηθόλα 1.6 : Μνλνπάηηα βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ a) Μνλνπάηη βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ κέζσ ACC b)Μνλνπάηη βηνζχλζεζεο 

αηζπιελίνπ κέζσ ΚΜΒΑ c) Μνλνπάηη βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ απφ ην α-θεηνγινπηαξηθφ νμχ κέζσ ηνπ ελδχκνπ EFE (Chague et 

al., 2010). 

 

 

1.3.2.1 Βηνζύλζεζε ηνπ αηζπιελίνπ κέζω ηνπ ακηλνμένο ηεο κεζεηνλίλεο 

Σν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ηνπ ΔΣ κειεηήζεθε ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηνλ Yang θαη ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηνπ ηε δεθαεηία 1970-1980 θαη ραξαθηεξίζηεθε γηα πξψηε θνξά ζηα αλψηεξα θπηά 

(Yang et al., 1979, Adams and Yang. 1981, Johnson and Ecker, 1998). 

χκθσλα κε απηφ ην βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ην αηζπιέλην ζπληίζεηαη απφ ην ακηλνμχ 

κεζεηνλίλε ην νπνίν κεηαηξέπεηαη ζε S-αδελνζπινκεζεηνλίλε (S-adenosyl-methionine , Adomet) 

κέζσ ηνπ ελδχκνπ Adomet synthase. H Adomet κε ηε ζεηξά ηεο κε ηε δξάζε ηνπ ελδχκνπ ACC 

synthase (ACS) κεηαηξέπεηαη ζε 1-ακηλνθπθινπξνπάλην-1-θαξβνμπιηθφ νμχ (1-amino - 

cyclopropane-1-carboxylic acid, ΑCC)  πνπ είλαη ε πξφδξνκνο νπζία ηνπ αηζπιελίνπ. Σν ACC 

ηειηθά νμεηδψλεηαη απφ ηελ ACC oxidase (ACO) θαη δίλεη αηζπιέλην θπαλίδην θαη CO2. Ζ 

κεηαηξνπή ηεο Adomet  ζε ACC  απφ ην ACS  γεληθά ζεσξείηαη σο ην φξην ηνπ ξπζκνχ 

βηνζχλζεζεο ηνπ αηζπιελίνπ θαη γη απηφ έρεη κειεηεζεί πην έληνλα. 

Σν κνλνπάηη ηνπ ACC, φπσο απνθαιείηαη, έρεη σζηφζν πεξηγξαθεί ειάρηζηα ζηνπο 

κχθεηεο. Έρεη ηαπηνπνηεζεί κφλν ζηε δχκε Dictyoselium mucoroides (Amagai and Maeda, 1992) 

θαη ζην κχθεηα Penicillium digitatum,απφ ηνλ νπνίν ε ACC ζπλζάζε έρεη απνκνλσζεί θαη 

ραξαθηεξηζηεί (Jia et al., 1999). ηα αλψηεξα θπηά απηφ ην κνλνπάηη βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ 

είλαη ηκήκα ηνπ θχθινπ ηνπ Yang (Yang and Hoffman , 1984) ζηoλ νπνίν ην ACC αλαθπθιψλεηαη 

θαη κέζσ ηεο κεζπινζεηναδελνζίλεο (ΜΣΑ) κεηαηξέπεηαη ζε κεζεηνλίλε, δηαηεξψληαο ζηαζεξά ηα 

επίπεδα ηεο κεζεηνλίλεο ζην θπηφ. 

Σν δεχηεξν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ραξαθηεξίζηεθε γηα πξψηε θνξά ζε βαθηήξηα 

(Primrose and Dilworth, 1976) αιιά απαληάηαη θαη ζε αξθεηνχο κχθεηεο. Ζ κεζεηνλίλε 

απακηλψλεηαη ζε α-θεην-γ-κεζπινζεηνβνπηπξηθφ νμχ (α-keto-γ-methylthiobutyric acid, KMBA), 

ην νπνίν ζηε ζπλέρεηα νμεηδψλεηαη ζε αηζπιέλην. Ζ πξψηε απακίλσζε ηεο κεζεηνλίλεο 

πεξηιακβάλεη ηελ παξνπζία κηαο ηξαλζακηλάζεο, ελψ ε νμείδσζε ηνπ ΚΜΒΑ πξαγκαηνπνηείηαη 

κε κε ελδπκαηηθφ ηξφπν θαη απαηηεί ηελ παξνπζία ξηδψλ πδξνμπιίνπ πνπ παξάγνληαη απφ ην 

κνξηαθφ νμπγφλν. Καηά έλα ελδηαθέξνληα ηξφπν, ην ΚΜΒΑ ζρεηίδεηαη κε ηελ παξαγσγή 

αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ ACC ζπκκεηέρνληαο ζην κνλνπάηη αλαθχθισζεο ηεο 

κεζεηνλίλεο. 
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Απηφ ην βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη έρεη ραξαθηεξηζηεί ζε αξθεηνχο κχθεηεο φπσο νη 

Verticillium dahliae, Colletotrichum demathium, Fusarium oxysporum    (Tzeng and DeVay, 

1984), ν Penicillium digitatum (Billington et al., 1979) θαη ν Botrytis cinerea (Chague, 2002, 

Critescu, 2002).  

 

 

 

1.3.3.2 Βηνζύλζεζε αηζπιελίνπ κέζω ηνπ α-θεηνγινπηαξηθνύ νμένο (2-oxoglucorate) 

Σν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ηνπ α-θεηνγινπηαξηθνχ νμένο θαηαιχεηαη απφ έλα 

πνιπιεηηνπξγηθφ έλδπκν, ην EFE (Ethylene-Forming-Enzyme), παξνπζία άιισλ ακηλνμέσλ 

φπσο ε αξγηλίλε (arginine) ή ε ιπζίλε (lysine) αλάινγα κε ηνλ ππφ κειέηε κχθεηα (Fukuda et 

al., 1986, Hottiger and Boller, 1991). Απηφ ην έλδπκν είλαη κηα αζθνξβηθή νμεηδάζε πνπ 

θαηαιχεη δχν αληηδξάζεηο ηαπηφρξνλα. Ζ πξψηε αληίδξαζε νδεγεί ζηελ παξαγσγή αηζπιελίνπ 

κε νμπγφλσζε ηνπ α-θεηνγινπηαξηθνχ νμένο ελψ ζηελ δεχηεξε αληίδξαζε ην ΔFE θαηαιχεη 

ηελ παξαγσγή βνπηαλνδηντθνχ νμένο (succinate), γνπαληδίλεο (guanidine) θαη θαξβνμπιηθήο 

ππξνιίλεο (pyrroline carbonate), (Fukuda et al., 1992). Απηφ ην βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη έρεη 

ραξαθηεξηζηεί ζε αξθεηνχο κχθεηεο φπσο ν Penicillium cyclopium (Pazout and Pazoutova, 

1989), ν Penicillium digitatum (Fukuda et al., 1989) θαη ν Fusarium oxysporum (Hottiger and 

Boller, 1991) , (Eηθφλα 1.7). 
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Δηθόλα 1.7 : Μνλνπάηηα βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ ζε δηάθνηα είδε κπθήησλ (Chague et al., 2010). 

 

 

1.3.3 Δκπινθή ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ άκπλα ηωλ θπηώλ 

Αλ θαη έρεη απνδεηρζεί φηη ην αηζπιέλην δελ ζπκκεηέρεη ζηελ επαγσγή ηεο SAR θάπνηνη  

άιινη ακπληηθνί κεραληζκνί ηνπ θπηνχ φπσο ε παξαγσγή αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ ( Pennickx 

et al. ,1998) ή ε επαγφκελε δηαζπζηεκαηηθή αλζεθηηθφηεηα ISR  (Pieterse et al. ,1996) ρξεηάδνληαη 

ην αηζπιέλην γηα λα εθθξαζηνχλ. 

Δξγαζίεο έρνπλ δείμεη φηη νη ρεκηθέο ελψζεηο φπσο ην JA, πνπ παξνπζηάδεη  νξκνληθή 

δξάζε,  θαη ε θπηηθή νξκφλε αηζπιέλην είλαη ζεκαληηθά ζηελ επαγσγή ηεο δηαζπζηεκαηηθήο 

αληνρήο ησλ θπηψλ. Σφζν ην JA φζν θαη ην αηζπιέλην παξάγνληαη άκεζα φηαλ ηα θπηά 

κνιχλνληαη απφ παζνγφλα, ηδηαίηεξα ζηηο πεξηπηψζεηο ησλ λεθξνηξνθηθψλ παζνγφλσλ, φπνπ ηα 

επίπεδα ηνπ JA  απμάλνληαη δηαζπζηεκαηηθά. Δπίζεο ε εμσγελήο εθαξκνγή ησλ JA θαη αηζπιελίνπ 
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ελεξγνπνίεζε κηα νκάδα γνληδίσλ άκπλαο πνπ επάγνληαη θαη θαηά ηε κφιπλζε απφ παζνγφλα, 

αλάκεζα ζηα νπνία είλαη γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ ληηθελζίλεο θαη ζεηνλίλεο, πνπ είλαη κηθξέο 

πινχζηεο ζε θπζηετλε βαζηθέο πξσηετλεο κε αληηκηθξνβηαθή δξάζε (Epple et al., 1997). Οη 

defensins είλαη γεληθά κηθξά βαζηθά πεπηίδηα πνπ έρνπλ κηα ραξαθηεξηζηηθή ηξηζδηάζηαηε 

αλαδηπινχκελε κνξθή πνπ ζηαζεξνπνηείηαη απφ 8 δηζνπιθηδηθέο θπζηετλεο θαη ηππηθά 

παξεκπνδίδνπλ ηελ αλάπηπμε ελφο θάζκαηνο κπθήησλ κεηά απφ εμεηδηθεπκέλε πξφζδεζε ζε 

κεκβξαληθνχο ζηφρνπο. ( Thomma et al., 2003). 

Πξσηετλεο πινχζηεο ζε πδξνμπ-πξνιίλε ζπζζσξεχνληαη ζηα θπηά θαη ελδπλακψλνπλ ην 

θπηηαξηθφ ηνίρσκα κεηά απφ εθαξκνγή αηζπιελίνπ (Esquerre-Tugaye et al., 1979,  Ecker θαη 

Davis, 1987,  Tagu et al., 1992). Σέηνηεο πξσηετλεο απνηεινχλ δνκηθά ζηνηρεία πνπ ελαπνηίζεληαη 

ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαη ε παξνπζία ηνπο έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ νρχξσζε ηνπ θπηηαξηθνχ 

ηνηρψκαηνο, ηδηαίηεξα κεηά απφ ηνλ νμεηδσηηθφ πνιπκεξηζκφ ηνπο (Brisson et al., 1994). Δπηπιένλ 

ην αηζπιέλην είλαη απαξαίηεην γηα ηελ απφθξαμε ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ πνπ ζπκβαίλεη ζηα θπηά 

γηα λα αληηκεησπίζνπλ ηελ πεξαηηέξσ εμάπισζε κπθήησλ πνπ πξνθαινχλ αδξνκπθψζεηο . 

 Σα κφξηα πνπ έρνπλ κειεηεζεί ζην κεγαιχηεξν βαζκφ θαη πνπ επάγνληαη απφ ην αηζπιέλην 

θαηά ηηο αληηδξάζεηο άκπλαο ησλ θπηψλ είλαη νη PR πξσηεΐλεο. Μέρξη ζήκεξα έρνπλ αλαγλσξηζηεί 

δεθαεθηά θιάζεηο PR πξσηετλψλ (Van Loon and Van Strein, 1999) νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο νπνίεο 

έρνπλ δείμεη άκεζε αληηκηθξνβηαθή δξαζηεξηφηεηα ελαληίσλ θπηνπαζνγφγσλ κπθήησλ θαη ζε 

κεξηθέο πεξηπηψζεηο ελαληίνλ θπηνπαζνγφλσλ βαθηεξίσλ (Broekaert et al., 2000). Ξερσξηζηέο 

θιάζεηο PR γνληδίσλ πνπ έρνπλ βξεζεί λα ζρεηίδνληαη κε ην αηζπιέλην ζπκπεξηιακβάλνπλ ηηο 

ελδνθπηηάξηεο β-1,3-γινπθαλάζεο, ηηο ελδνθπηηάξηεο βαζηθέο ρηηηλάζεο, ηηο φμπλεο heivein-like 

πξσηεΐλεο θαη ηηο ληηθελζίλεο. Ζ επαγσγή απηψλ ησλ γνληδίσλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ελφο 

κνλνπαηηνχ ζην νπνίν ην αηζπιέλην θαη ην ηαζκνληθφ νμχ ιεηηνπξγνχλ ζπλεξγηζηηθά. 

Ο ξφινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ παξαγσγή αληηκηθξνβηαθψλ δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ 

(θπηναιεμίλεο) θαίλεηαη φηη εμαξηάηαη απφ ηνλ ηχπν ηεο θπηναιεμίλεο θαη ηεο εκπιεθφκελεο 

κεηαβνιηθήο νδνχ (Pedras et. al., 2000). Γηα παξάδεηγκα ζε θχιια ξπδηνχ ην αηζπιέλην επάγεη ηελ 

παξαγσγή ηεο θαηλπιπξνπαλνεηδνχο θπηναιεμίλεο ζαθνπξαλεηίλεο. Γεληθά νη 

θαηλπιπξνπαλνεηδείο θπηναιεμίλεο είλαη επαγφκελεο απφ ην αηζπιέλην ζε δηάθνξα θπηηθά είδε.   

Ζ επαγφκελε δηαζπζηεκαηηθή αλζεθηηθφηεηα επάγεηαη απφ ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε κε 

παζνγφλσλ ξηδνβαθηεξίσλ θαη δελ απαηηεί ηελ παξνπζία ηνπ SA αιιά εμαξηάηαη απφ ηελ 

αληαπφθξηζε ηνπ θπηνχ ζην JA θαη ην αηζπιέλην. Ζ ISR είλαη απνηειεζκαηηθή ελαληίνλ 

παζνγφλσλ ηα νπνία πεξηνξίδνληαη απφ βαζηθνχο κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο πνπ βαζίδνληαη 

ζην JA  θαη ην αηζπιέλην φπσο ν κχθεηαο Alternaria brassicola ζηελ Arabidopsis . Ζ ISR δελ 

ζρεηίδεηαη κε ηελ επαγσγή PR πξσηετλψλ αιιά κε θάπνηεο άγλσζηεο κέρξη ηψξα ακπληηθέο 
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νπζίεο, παξφιν πνπ ε SAR φπσο θαη ε ISR απαηηνχλ ηελ παξνπζία κηαο ιεηηνπξγηθήο NPR1 

πξσηετλεο. 

Δπηπιένλ είλαη αμηνζεκείσην φηη ην θπηφ θαίλεηαη λα ελεξγνπνηεί δηαθνξεηηθέο νκάδεο 

γνληδίσλ γηα ηελ επαγσγή ηεο άκπλάο ηνπ κε βάζε ην ζηέιερνο ηνπ ξηδνβαθηεξίνπ πνπ απνηθίδεη 

ην ξηδηθφ ηνπ ζχζηεκα. Μηα πξφζθαηε έξεπλα ζηελ ISR πνπ επάγεηαη απφ ην P. Fluorescens ζε 

θπηά Arabidopsis έδεημε αμηνζεκείσηεο αιιαγέο ζηελ έθθξαζε αξθεηψλ γνληδίσλ εμαξηψκελσλ 

απφ ην ΔΣ θαη ην JA ,  ππνδεηθλχνληαο φηη απηά ηα γνλίδηα αληηδξνχλ έληνλα θαη ζπλεπψο πην 

απνηειεζκαηηθά ζηε κφιπλζε απφ παζνγφλα. 

Δπίζεο εθαξκνγή 1mΜ ACC ζε ζπνξφθπηα Arabidopsis αχμεζε ηελ αλζεθηηθφηεηα 

ελάληηα ζην P. Syringae pv tomato. Απηή ε επαγφκελε αλζεθηηθφηεηα κνηάδεη πνιχ κε ηελ  ISR ε 

νπνία επάγεηαη απφ ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε ησλ κε παζνγφλσλ ξηδνζθαηξηθψλ βαθηεξίσλ φπσο ην 

ζηέιερνο WCS417 P. Fluorescens . Σν ACC ελεξγνπνηεί έλα PR-4  ηχπνπ hevein γνλίδην. Ωζηφζν 

απηά ηα WCS417 βαθηήξηα δελ απμάλνπλ ηελ παξαγσγή ΔΣ νχηε ελεξγνπνηνχλ PR πξσηετλεο πνπ 

εμαξηψληαη απφ ην ΔΣ (Van Loon et. al., 2006). 

Όκσο  κεηαιιαγκέλα θπηά Arabidopsis etr1-1, ein2-1, ein7 ζηα νπνία έρεη 

απελεξγνπνηεζεί ν ππνδνρέαο ηνπ αηζπιελίνπ δελ εκθαλίδνπλ ISR. Δπίζεο ην eir1-1 κεηαιιαγκέλν 

θπηφ ην νπνίν δελ αληηιακβάλεηαη ην αηζπιέλην ζηε ξίδα αιιά ζηα θχιια δελ εθθξάδεη  ISR φηαλ 

ην WCS417 εθαξκφδεηαη ζηε ξίδα άιια φηαλ θηιηξάξεηαη ζηα θχιια γεγνλφο πνπ απνδεηθλχεη ην 

ξφιν ηνπ ΔΣ ζηελ ISR.Σέινο είλαη ζεκαληηθφ φηη ην ET θαη ην JA  ιεηηνπξγνχλ ζπλεξγηζηηθά 

ζηελ επαγσγή ΗSR (Van Loon,et al., 2006). 

Πξφζθαηεο εξγαζίεο απέδεημαλ φηη ε κεησκέλε πξφζιεςε ΔΣ κέζσ ηνπ ππνδνρέα ETR1 

επάγεη ηελ έθθξαζε κηαο νκάδαο γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ άκπλα ησλ θπηψλ Arabidopsis 

thaliana ππνδεηθλχνληαο ηε κνξηαθή βάζε πνπ ειέγρεη ηελ αλζεθηηθφηεηα ζηνπο κχθεηεο V. 

dahliae (Pantelides et al., 2010). Απηέο νη κεηαγξαθηθέο κεηαβνιέο νδήγεζαλ ζε κεησκέλε 

αλάπηπμε ηνπ παζνγφλνπ κχθεηα V. dahliae ζε θπηά Arabidopsis ζηνπο αγγεηαθνχο ηζηνχο θαη 

κεησκέλε έληαζε ηεο αζζέλεηαο ζηα etr1-1 θπηά. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ κπθήησλ έδεημε φηη ηα 

επίπεδα ησλ θπηνπαζνγφλσλ ζηνπο ηζηνχο ησλ etr1-1 θπηψλ παξέκελαλ ζε ζεκαληηθά 

ρακειφηεξα επίπεδα απφ ηα θπηά άγξηνπ ηχπνπ. Δπηπιένλ νη αληηδξάζεηο άκπλαο ελαληίνλ ηνπ 

κχθεηα V. dahliae νθεηιφηαλ ζηελ ππεξέθθξαζε νθηψ γνληδίσλ, ησλ GSTF12, GSTU16, CHI-1, 

CHI-2, PR-1, PR-2, PR-5, Myb75. 
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1.3.4 Ο ξόινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ αιιειεπίδξαζε μεληζηή – παζνγόλνπ 

Ο ξφινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηηα αιιειεπηδξάζεηο μεληζηή παζνγφλνπ έρεη ζπλδεζεί κε ηελ 

αληίζηαζε ησλ θπηψλ μεληζηψλ (Παξάγξαθνο 1.3.4), ηελ παζνγφλν ηθαλφηεηα ελφο παζνγφλνπ ή 

απιά ηελ έθηαζε ηεο θπζηθήο δεκηάο ησλ θπηψλ μεληζηψλ απφ έλα παζνγφλν. 

Σν αηζπιέλην κπνξεί λα δηαδξακαηίζεη ξφιν ζηελ αλάπηπμε ησλ ζπκπησκάησλ, επεηδή 

κπνξεί λα πξνθαιέζεη ριψξσζε, απνθνπή θαη γεξαζκφ θαη κπνξεί έηζη λα είλαη ζεκαληηθφ ζηελ 

πξνδηάζεζε ηνπ θπηνχ γηα αζέλεηα (Stall et al., 1984, Davies, 1995). Aξθεηέο έξεπλεο 

επηζεκαίλνπλ πσο φηαλ ην αηζπιέλην εθαξκφδεηαη πξηλ ηελ κφιπλζε ηνπ μεληζηή απφ θάπνην 

παζνγφλν κεηψλεη ή δελ έρεη θακία επίδξαζε ζηελ εμέιημε ηεο αζζέλεηαο, ελψ φηαλ εθαξκφδεηαη 

κεηά ηελ κφιπλζε ε αζζέλεηα επηηαρχλεηαη.. ( Van Loon et al., 2006, Robison et al. , 2001). 

ην κχθεηα Colletotrichum glosporioides ην αηζπιέλην πξνάγεη ηε βιάζηεζε ησλ θνληδίσλ 

θαη ηελ αλάπηπμε ησλ κπθειηαθψλ πθψλ, ελψ ε εμσηεξηθή εθαξκνγή ελφο ζπλζεηηθνχ ρεκηθνχ 

πνπ απειεπζεξψλεη αηζπιέλην, ηνπ Ethephon, παξεκπνδίδεη ηελ αλάπηπμε ηνπ παζνγφλνπ 

(Tudzynski and Sharon, 2002). Πξφζθαηα νη Chague et al. (2006) έδεημαλ φηη ην αηζπιέλην 

πξνθαιεί ζπγθεθξηκέλεο κεηαγξαθηθέο αιιαγέο ζε έλα κεγάιν αξηζκφ γνληδίσλ ηνπ κχθεηα 

Botrytis cinerea, ππνζηεξίδνληαο ηελ χπαξμε ελφο κνλνπαηηνχ κεηάδνζεο ζήκαηνο εμαξηεκέλνπ 

απφ ην αηζπιέλην. Δπηπιένλ ην αηζπιέλην επάγεη ηε κεηαγξαθή ελφο γνληδίνπ παζνγέλεηαο ηνπ 

bcp11κεηά απφ κφιπλζε ησλ θπηψλ. Σν γνλίδην απηφ ζηα αξρηθά ζηάδηα ηεο κφιπλζεο ιεηηνπξγεί 

σο επαγσγέαο ησλ ακπληηθψλ κεραληζκψλ ηνπ θπηνχ, ελψ θαηά ηνλ απνηθηζκφ ησλ θπηψλ 

ζπκπεξηθέξεηαη σο κνιπζκαηηθφο παξάγνληαο (Chague et al., 2010). Δπίζεο έξεπλεο ησλ Critescu 

et al. (2002) έδεημαλ φηη ην αηζπιέλην πνπ παξάγεηαη απφ ην κχθεηα Botrytis cinerea , θπξίσο 

κέζσ ηνπ ΚΜΒΑ κνλνπαηηνχ, ζρεηίδνληαη κε ηελ αλάπηπμε ησλ πθψλ ηνπ. 

 

1.3.5.1  Ο ξόινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ παζνγέλεηα κπθήηωλ ηνπ γέλνπο Verticillium  

Αλάκεζα ζηνπο ξπζκηζηέο αλάπηπμεο ησλ θπηψλ ην αηζπιέλην παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

εμέιημε ησλ αδξνκπθψζεσλ, αιιά ηαπηφρξνλα ζπκβάιιεη ζε κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο ησλ 

θπηψλ (DeVay, 1989). Σφζν ηα παζνγφλα φζν θαη νη μεληζηέο ηνπο παξάγνπλ αηζπιέλην. 

Θεσξείηαη φηη αηζπιέλην πνπ ειεπζεξψλεηαη απφ πξφθιεζε πιεγψλ ζηηο ξίδεο ησλ θπηψλ, επάγεη 

ηελ κφιπλζε ζηελ πεξίπησζε πνπ ην επίπεδν ηνπ κνιχζκαηνο είλαη ρακειφ (Pegg, 1989). 

Έθζεζε ησλ θπηψλ ζε αηζπιέλην πξνθαιεί (αλάινγα κε ην ρξφλν έθζεζεο) κάξαλζε, 

ριψξσζε, απνθνπή θαη λέθξσζε θχιισλ, αιιά θαη δεκηνπξγία πεγκάησλ ζηα αγγεία ηνπ μχινπ 

πνπ κνηάδνπλ κε ζπκπηψκαηα απφ παζνγφλν αδξνκχθσζεο (Pegg, 1981, Vander Molen et al., 

1983, DeVay, 1989). Γηα ην ιφγν απηφ ζεσξήζεθε φηη ην αηζπιέλην είλαη ε θχξηα αηηία γηα ηελ 

εθδήισζε ζπκπησκάησλ απφ παζνγφλα αδξνκχθσζεο (Pegg, 1981). 
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Δπίζεο, θαίλεηαη φηη ην αηζπιέλην ζρεηίδεηαη κε ηε κνιπζκαηηθφηεηα θαη ηελ απνθνπή ησλ 

θχιισλ πνπ πξνθαιεί ε απνθπιισηηθή θπιή ηνπ V. dahliae ζε βακβάθη. πγθεθξηκέλα, θπηά 

βακβαθηνχ κνιπζκέλα κε ηελ απνθπιισηηθή θπιή Σ9 παξνπζίαζαλ πέληε θνξέο αχμεζε ζηε 

ζπγθέληξσζε αηζπιελίνπ δέθα κε δψδεθα κέξεο κεηά ηελ κφιπλζε, ελψ θπηά κνιπζκέλα κε 

ζηέιερνο SS4 ηεο κε απνθπισηηθήο θπιήο παξνπζίαζαλ δχν θνξέο αχμεζε (Pegg, 1981, 1989, 

Wiese and DeVay, 1970). Αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο αηζπιελίνπ πξνθάιεζε επίζεο ρεηξηζκφο κε 

κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο ηνμίλε πνπ απνκνλψζεθε απφ θαιιηέξγεηα ηνπ κχθεηα Verticillium albo-

atrum ζε θπηά παηάηαο επαίζζεηεο πνηθηιίαο, ελψ δελ παξνπζίαζε επίδξαζε ζε αλζεθηηθή 

πνηθηιία (Mansoori and Smith, 2005). 

Μεηαιιαγκέλα θπηά ηνκάηαο ζηα νπνία παξεκπνδίδνληαλ ε παξαγσγή αηζπιελίνπ κέζσ 

ηεο έθθξαζεο κηα βαθηεξηαθήο ACC απακηλάζεο έδσζαλ ιηγφηεξα ζπκπηψκαηα απφ ηνπο 

κάξηπξεο επηβεβαηψλνληαο ηε ζεκαζία ηνπ αηζπιελίνπ ζε ζπκπηψκαηα πνπ πξνθαινχληαη απφ 

κχθεηεο ηνπ γέλνπο Verticillium (Robison, 2001). 

Ωζηφζν, εθαξκνγή αηζπιελίνπ ζε θπηά ηνκάηαο πξηλ ή ηαπηφρξνλα κε ηελ κφιπλζε απφ ην 

κχθεηα V. albo - atrum πξνθάιεζε κείσζε ησλ ζπκπησκάησλ ηεο αζζέλεηαο (Pegg & Cronshaw, 

1976). 

πλεπψο θαίλεηαη φηη ν ξφινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ παζνγέλεηα κπθήησλ αδξνκπθψζεσλ 

είλαη πνιιαπιφο. Όηαλ εθαξκφδεηαη ζην θπηφ πξηλ ηε κφιπλζε απφ έλα παζνγφλν δξα ζαλ 

επαγσγέαο αλζεθηηθφηεηαο, ελψ φηαλ πξαγκαηνπνηείηαη ρεηξηζκφο κεηά ηελ κφιπλζε επηηαρχλεη 

ηελ αλάπηπμε ηεο αζζέλεηαο, δξψληαο ζπλεξγηζηηθά κε άιινπο κεηαβνιίηεο ζαλ ηνμίλε (Pegg and 

Cronshaw, 1976, Van Loon et al., 2006).  

 

 

1.4 θνπόο ηεο παξνύζαο κειέηεο 

 

Ο κχθεηαο Verticillium dahliae είλαη έλα εδαθνγελέο παζνγφλν κε παγθφζκηα εμάπισζε, 

πνπ πξνζβάιεη έλα κεγάιν εχξνο μεληζηψλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ πνιιψλ νηθνλνκηθά 

ζεκαληηθψλ θαιιηεξγεηψλ.  

Σα ζπκπηψκαηα πνπ πξνθαινχληαη κεηά απφ πξνζβνιή ηνπ κχθεηα V. dahliae είλαη 

πνηθίια αιιά πνιιά απφ απηά φπσο ε επηλαζηία, ν λαληζκφο, ε ριψξσζε θαη ε απνθχιισζε 

παξαηεξνχληαη θαη κεηά απφ εμσγελή εθαξκνγή αηζπιελίνπ (Abeles, 1973). Γηα ην ιφγν απηφ 

ζεσξήζεθε φηη ην αηζπιέλην είλαη ε θχξηα αηηία γηα ηελ εθδήισζε ζπκπησκάησλ απφ παζνγφλα 

αδξνκχθσζεο (Pegg, 1981). 
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θνπφο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο είλαη ε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ 

παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. dahliae ζε θπηά ηνκάηαο, κέζσ ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC ζπλζάζεο, 

θαζψο ην ACC απνηειεί έλα πξφδξνκν κφξην ζην κεηαβνιηθφ κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηνπ 

αηζπιελίνπ. Γηα ην ιφγν απηφ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε βηνδνθηκέο κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ 

κχθεηα V. dahliae κε απελεξγνπνηεκέλν ην γνλίδην ACS θαζψο θαη ην άγξην ζηέιερνο απφ ην 

νπνίν πξνέθπςαλ, ψζηε λα πξνζδηνξηζηεί ν ξφινο ηνπ γνληδίνπ ACS ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα 

V. dahliae. πλεπψο ε κειέηε απηψλ ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ζα  δψζεη πιεξνθνξίεο γηα ην 

εάλ ην αηζπιέλην επεξεάδεη άκεζα ή έκκεζα ηελ εθδήισζε ζπκπησκάησλ ζε θπηά ηνκάηαο θαη 

ηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. dahliae. 
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2. ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

2.1  Φπηηθό πιηθό 

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ παζνγέλεηαο, πνζνηηθνπνίεζεο θαη 

ηζηνπαζνινγηθήο παξαηήξεζεο ηεο δηαδηθαζίαο κφιπλζεο θαη απνίθηζεο ηνπ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά ηνκάηαο Solanum lycopersicum ηεο πνηθηιίαο Ailsa Craig πνπ 

παξαγγέιζεθαλ απφ ηελ Thomson and Morgan Ltd (U.K.). 

Οη ζπφξνη γηα ζθνπνχο απνζήθεπζεο ηνπνζεηήζεθαλ ζε ςπγείν ζηνπο 4
ν
 C. Γηα ηα 

πεηξάκαηα παζνγέλεηαο θαη πνζνηηθνπνίεζεο νη ζπφξνη ηνπνζεηήζεθαλ θαηεπζείαλ ζε γιαζηξάθηα 

δηακέηξνπ 15 cm, ηα νπνία πεξηείραλ ρψκα 300 cm
3 

πεξίπνπ ελψ γηα ηα πεηξάκαηα 

ηζηνπαζνινγηθήο παξαηήξεζεο πξνεγήζεθε πξνβιάζηεζε ησλ ζπφξσλ ζε ηξηβιία ζηα νπνία είρε 

ηνπνζεηεζεί απνζηεηξσκέλν δηεζεηηθφ ραξηί εκπνηηζκέλν κε απηνληζκέλν απνζηεηξσκέλν λεξφ. 

ηε ζπλέρεηα ηα ηξηβιία κεηαθέξζεθαλ ζε επσαζηηθφ ζάιακν ζηνπο 25
ν
 C θαη κεηά απφ δχν 

εκέξεο αθνινχζεζε ε θχηεπζε σο άλσ. Σα θπηά πνηίζηεθαλ θαη ιηπάλζεθαλ κε ζξεπηηθφ δηάιπκα 

(XL 60, Hortifeeds, Lincoln, UK) φπνηε θξίζεθε απαξαίηεην. 

 

2.2  ηειέρε θπηνπαζνγόλωλ κπθήηωλ θαη πξνεηνηκαζία κνιύζκαηνο. 

ηα πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ άγξηα θαη κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ κχθεηα 

Verticillium dahliae (ρνξεγία ηεο Dr. Katherine Dobbinson, Department of Agriculture and Agri-

Food Canada, Department of Biology, The Univercity Of Western Ontario, Canada) κε γλσζηή 

παζνγέλεηα ζε θπηά ηνκάηαο (Πίλαθαο 1.1). Όια ηα  ζηειέρε δηαηεξήζεθαλ ζηνπο -80
o
C σο 

αηψξεκα θνληδίσλ 4x10
7
 ml

-1
 ζε 25% πδαηηθή γιπθεξφιε (Maniatis et al., 1982). Πξηλ 

ρξεζηκνπνηεζνχλ, νη κχθεηεο κεηαθέξζεθαλ ζε ζξεπηηθφ πιηθφ PDA (Merck) θαη ηνπνζεηήζεθαλ 

ζε επσαζηηθφ ζάιακν ζηνπο 25
o
C γηα πέληε εκέξεο. Γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ κνιχζκαηνο ησλ 

πεηξακάησλ παζνγέλεηαο, ζπιιέρζεθε ηκήκα ηεο αλαπηπζζφκελεο θαιιηέξγεηαο ησλ ππφ κειέηε 

ζηειερψλ απφ ηξηβιίν θαη κεηαθέξζεθε γηα επψαζε ζε θηάιε Earlenmayer 1000 ml πνπ πεξηείρε 

500 ml ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο sucrose sodium nitrate (SSN) (Sinha θαη Wood, 1968). Όια ηα 

ζηειέρε V. dahliae επσάζηεθαλ ζε πεξηζηξεθφκελν επσαζηηθφ θιίβαλν ζηηο 120 ζηξνθέο αλά 

ιεπηφ ζηνπο 23 
o
C γηα πέληε κέξεο. Πξηλ ηελ εθαξκνγή ηνπο ζηα θπηά, αθνινχζεζε δηήζεζε ησλ 

θαιιηεξγεηψλ ζε ηπξφπαλν θαη δεκηνπξγία αησξήκαηνο ζπγθέλησζεο 10
7
 θνληδίσλ αλά ml κε ηε 

βνήζεηα αηκαηνθπηφκεηξνπ. 
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Άγριο ςτζλεχοσ Verticillium dahliae WT 

Μεταλλαγμζνα ςτελζχθ με απενεργοποιθμζνο το 

γονίδιο ACS 
ΔACS 18.1-18.7 

υμπλθρωματικά ςτελζχθ 

ΑΣ 70-5, 

ΑΣ 70-30 

ΑΣ 70-49 

ΑΣ 70-56 

Εκτοπικό ςτζλεχοσ 18.9 

 

                         Πίνακασ 1.1 : τελζχθ του μφκθτα Verticillium dahliae που μελετικθκαν ςτθν παροφςα 

μελζτθ 

 

2.3  Γνθηκέο παζνγέλεηαο ηωλ κεηαιιαγκέλωλ ζηειερώλ. 

Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC ζπλζάζεο (ACS)ζηελ παζνγέλεηα ηνπ 

κχθεηα V. dahliae, θπηά ηνκάηαο ειηθίαο ηεζζάξσλ εβδνκάδσλ κνιχλζεθαλ κε 10 ml 

αησξήκαηνο θνληδίσλ ζπγθέληξσζεο 10
7
 θνλίδηα αλά ml ησλ κπθήησλ κε ξηδνπφηηζκα θαη 

εμεηάζηεθε ε παζνγέλεηα ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο, δχν ζηειερψλ κε απελεξγνπνηεκέλν ην γνλίδην 

ACS (ΓACS 18.7 θαη ΓACS 18.6) θαη  δχν ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ (complemented strains) κε 

επαλελζσκαησκέλν ην ιεηηνπξγηθφ γνλίδην ACS (AT 70-49 θαη ΑΣ 70-56). Γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ηνπ πεηξάκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 20 θπηά αλά ζηέιερνο V. dahliae. Σν 

πνζνζηφ ηεο αζζέλεηαο ζε θάζε κέηξεζε ππνινγίζηεθε σο πνζνζηφ ηνπ αξηζκνχ ησλ θχιισλ πνπ 

παξνπζίαζαλ ζπκπηψκαηα σο πξνο ην ζπλνιηθφ αξηζκφ θχιισλ θάζε θπηνχ. Ζ πξφνδνο ηεο 

αζζέλεηαο θαηαγξάθεθε γηα θάζε παζνγφλν ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα (5, 8, 11, 14, 17 

θαη 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε) θαη ππνινγίζηεθε ν δείθηεο AUDPC (area under the disease 

progress curve, εκβαδφλ θάησ απφ ηελ θακπχιε πξνφδνπ ηεο αζζέλεηαο). Αθνινχζσο 

αλαπαξηζηάζεθαλ γξαθηθά νη ηηκέο ησλ πνζνζηψλ αζζέλεηαο θάζε επέκβαζεο ζε ζρέζε κε ην 

ρξφλν. Με βάζε ην εκβαδφλ ηεο θακπχιεο πξνφδνπ ηεο αζζέλεηαο πνπ πξνέθπςε ππνινγίζηεθε ν 

δείθηεο AUDPC, ζχκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Campbell θαη Madden (1990). Πξνθεηκέλνπ λα 

ζπζρεηηζηεί ν δείθηεο AUDPC κε ηελ ζνβαξφηεηα ηεο αζζέλεηαο, ν δείθηεο απηφο εθθξάζηεθε σο 

πνζνζηφ ηεο κέγηζηεο ηηκήο AUDPC γηα φιε ηελ δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο (πνπ αληηζηνηρεί ζε 

100 % πξνζβνιή) θαη αλαθέξζεθε σο πνζνζηφ αζζέλεηαο βάζε AUDPC (Korolev et al., 2001). Οη 
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ηηκέο ησλ AUDPC δεηθηψλ ππνβιήζεθαλ ζε ζηαηηζηηθή αλάιπζε κε ηε κέζνδν ANOVA θαη νη 

κέζνη φξνη δηαρσξίζηεθαλ κε πνιιαπιή δνθηκή θαηά Tukey (Tukey’s multiple range test).  

2.4  ρεδηαζκόο εθθηλεηώλ 

Γηα ηνλ έιεγρν απελεξγνπνίεζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζρεδηάζηεθε δεχγνο εθθηλεηψλ πάλσ 

ζην γνλίδην ACS, πξηλ θαη κεηά ην κεηαζεηφ ζηνηρείν TN5, πνπ ζην άγξην ζηέιερνο ελίζρπαλ 

ηκήκα 639 βάζεσλ. 

Γηα ηα πεηξάκαηα πνζνηηθνπνίεζεο ηεο βηνκάδαο ησλ παζνγφλσλ ζηα θπηά ηνκάηαο κε 

Real Time PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο Vd-F θαη Vd-R (Pantelides et al., 2010) πνπ 

εληζρχνπλ ηκήκα κήθνπο 347 δεπγψλ βάζεσλ ηεο πεξηνρήο ITS ηνπ γνληδίνπ 5.8S ξηβνζσκηθνχ 

RNA (Ε29511) ηνπ κχθεηα V. dahliae. Γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε δηαθνξψλ ζηηο αξρηθέο πνζφηεηεο 

DNA ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο LeTUB-F θαη LeTUB-R (Pantelides et al., 2009)πνπ 

εληζρχνπλ ηκήκα ηνπ γνληδίνπ β-ηνπκπνπιίλεο ηεο ηνκάηαο (DQ205342) πνηθηιίαο Ailsa Craig. 

Σέινο, ζρεδηάζηεθαλ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ εμεηδηθεπκέλνη εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην ACS 

ηνπ V. dahliae ψζηε λα εληζρχνπλ ηκήκα ηνπ γνληδίνπ πξηλ ην κεηαζεηφ ζηνηρείν ΣΝ5 (κήθνο 236 

βάζεσλ) θαη κεηά ην κεηαζεηφ ζηνηρείν (κήθνο 356 βάζεσλ), γηα ηε κειέηε ησλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS. Γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε δηαθνξψλ ζηηο αξρηθέο πνζφηεηεο cDNA, 

ζηηο αληηδξάζεηο Real Time PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ εθθηλεηέο πνπ εληζρχνπλ ηκήκα ηνπ γνληδίνπ 

β-ηνπκπνπιίλεο (VDAG_10074.1 )  ηνπ κχθεηα V. Dahliae (Tzima et. al., 2011). ηνλ Πίλαθα 1 

παξνπζηάδνληαη ζπγθεληξσηηθά νη αιιεινπρίεο φισλ ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα 

πεηξάκαηα. ην Παξάξηεκα δίλνληαη φιεο νη αιιεινπρίεο ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ φπνπ έρνπλ 

επηζεκαλζεί νη πεξηνρέο πάλσ ζηηο νπνίεο ζρεδηάζηεθαλ νη εθθηλεηέο. 

 

Γνλίδην 
GenBank 

accession no 

 

Δθθηλεηέο 
Εεύγε εθθηλεηώλ 

5.8S rRNA Z29511 
Vd-F 

Vd-R 

 5’-CCGCCGGTCCATCAGTCTCTCTGTTTATAC-3’ 

 5’-CGCCTGCGGGACTCCGATGCGAGCTGTAAC-3’ 

ACS VDAG_05021.11 
ACS_DNA-F 

ACS_DNA-R 

5’-AACTCGGGCCGCCACAACATT-3’ 

5’-AACGTCTCGCGGGGGTAGCA-3’ 

ACS VDAG_05021.11 
ACS_RNA_af-F 

ACS_RNA_af-R 

5’-GGGGGCGCTCATAACCAAGAAT-3’ 

5’-CCCCCGGATGCAAGAAAACC-3’ 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/verticillium_dahliae/FeatureRedirect.html?sp=S7000001884988729


ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

   32 

 

ACS VDAG_05021.11 
ACS_RNA_F 

ACS_RNA_R 
5’- AACTCGGGCCGCCACAACATT- 3’ 

5’- TGAAGGAAGCAGGCGGAAACTCTA- 3’ 

β-tubulin VDAG_10074.1 
VdBt-F 

VdBt-R 

5’-TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG-3’ 

5’- GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC-3’ 

β2-tubulin DQ205342 
LeTUB-F 

LeTUB-R 

5’-GATTTGCCCCACTAACCTCTCGT-3’ 

5’-ACCTCCTTTGTGCTCATCTTACCC-3’ 

Πίλαθαο 1.2 : Λίζηα φισλ ησλ ππφ ε3μέηαζε γνληδίσλ θαη ηα δεχγε εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο Real-Time 

PCR. 

 

2.5  Απνκόλωζε DNA από θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig 

Ζ απνκφλσζε γνληδηαθνχ DNA απφ θπηά ηνκάηαο πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ην 

πξσηφθνιιν ησλ Dellaporta et al., (1983) γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ παζνγφλνπ in planta. 

πγθεθξηκέλα, ην ππέξγεην κέξνο θάζε θπηνχ θφπεθε ζην επίπεδν ηνπ ρψκαηνο, αθαηξέζεθαλ ηα 

θχιια θαη αθνινχζσο ην ζηέιερνο μεπιχζεθε κε απνζηεηξσκέλν απηνληζκέλν λεξφ θαη 

θνληνξηνπνηήζεθε κε ρξήζε πγξνχ αδψηνπ ζε απνζηεηξσκέλα ηγδία. Πεξίπνπ 200 mg 

θνληνξηνπνηεκέλνπ ηζηνχ αλακίρζεθαλ κε 1 ml ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο απνκφλσζεο (50 mM 

EDTA pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM β-mercaptoethanol) θαη 66 κl SDS 20%θαη επψαζε ζηνπο 

65
ν
C γηα 20 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 320 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο νμηθνχ θαιίνπ (pH 

4.5) θαη κεηά απφ αλάδεπζε ηνπνζεηήζεθαλ ζηνλ πάγν γηα 20 ιεπηά. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε 

ησλ δεηγκάησλ ζηηο 10.000g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C θαη κεηαθνξά ηεο ππεξθείκελεο θάζεο. ηε 

ζπλέρεηα έγηλε θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε 0.5 φγθνπο ηζνπξνπαλφιεο. Σν DNA 

παξαιήθζεθε σο ίδεκα κεηά απφ θπγνθέληξεζε γηα 15min ζηηο 10.000g θαη απνκάθξπλζε ησλ 

αιάησλ κε έθπιπζε κε 750 κl δηάιπκα αηζαλφιεο 70%. Αθνινχζεζε ζηέγλσκα ηνπ ηδήκαηνο 

DNA γηα 5-10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη επαλαηψξεζε ηνπ ζε 30κl HPLC λεξφ. 

 

2.6  Απνκόλωζε DNA  από ην κύθεηα V. dahliae  

Ζ απνκφλσζε γνληδηαθνχ DNA απφ ην κχθεηα V. dahliae πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε 

ην πξσηφθνιιν ησλ Yelton et al. (1984). Αξρηθά, 100-200 mg ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ 

αλακείρζεθαλ κε 700 κl Lezz buffer (20 Mm EDTA pH 8, 0,5% SDS, 10 mM Tris HCl pH 8 θαη 

0,1 mM LiCl) θαη αθνχ αλαδεχηεθαλ ειαθξψο παξέκεηλαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά. 

Αθνινχζσο πξαγκαηνπνηήζεθε εθρχιηζε πξσηετλψλ κε 700 κl θαηλφιε: ρισξνθφξκην: 

ηζνακπιηθή αιθνφιε ζε αλαινγία φγθσλ 25:24:1 αληίζηνηρα, αλάδεπζε θαη παξακνλή ησλ 

δεηγκάησλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm γηα 10 ιεπηά 
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ζηνπο 4
ν
C. Μεηά ηε κεηαθνξά ηεο ππεξθείκελεο θάζεο πξνζηέζεθε ίζνο φγθνο θαηλφιεο: 

ρισξνθνξκίνπ: ηζνακπιηθήο αιθνφιεο (25:24:1) θαη ηα δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 13.000 

rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Ζ ππεξθείκελε θάζε κεηαθέξζεθε εθ λένπ θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε ηελ πξνζζήθε 1 ml 95% αηζαλφιεο. 

Σν DNA παξαιήθζεθε σο ίδεκα κεηά απφ θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά ζηηο 13.000 rpm θαη 

απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ κε έθπιπζε κε δηάιπκα αηζαλφιεο 70%. Αθνινχζεζε ζηέγλσκα ηνπ 

ηδήκαηνο DNA γηα 5-10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη επαλαηψξεζε ηνπ ζε 30κl HPLC λεξφ. 

 

2.7  Μέηξεζε ζπγθέληξωζεο λνπθιεϊθώλ νμέωλ 

Ο ππνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέηξεζε ηεο 

νπηηθήο ππθλφηεηαο ησλ δεηγκάησλ ζηα 260 nm. Δίλαη γλσζηφ φηη νπηηθή απνξξφθεζε ζηα 260 

nm ίζε κε ηε κνλάδα (O.D260= 1,0) αληηζηνηρεί ζε ζπγθέληξσζε ζε DNA ίζε κε 50 κg/ml. 

πλεπψο ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο DNA ππνινγίζηεθε κε βάζε ηελ εμίζσζε 50 κg/ml 

(DNA) Υ O.D260 ηνπ δείγκαηνο Υ πληειεζηήο αξαίσζεο. 

Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ RNA ππνινγίζηεθε ζε Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer 

(Saveen Werner, Malmö, Sweden). 

 

2.8  Δθαξκνγή αιπζηδωηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο εθαξκφζηεθε γηα ηνλ έιεγρν ησλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ V. dahliae ζηειερψλ, σο πξνο ηελ αληηθαηάζηαζε ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ 

ηεο  ACC συνθάσης απφ ηνλ αληίζηνηρν αιιειφκνξθν αληηθαηάζηαζεο. Γηα ηελ ελίζρπζε 

ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ ACC συνθάση πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε PCR ζε 25 -50 ng νιηθφ 

γνληδηαθφ DNA φισλ ησλ ζηειερψλ ηνπ κχθεηα  V. dahliae (wild type, ΓACS 18.1-18.7 θαη 

ζπκπιεξσκαηηθά AT 70-5.AT 70-30, AT 70-49, AT 70-56). Γηα ηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηήζεθε 

έλδπκν πνιπκεξάζεο ηεο εηαηξείαο Finzyme (Φηλιαλδία), κε ηε ζπληζηψκελε ζπγθέληξσζε ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ (1 U DNA πνιπκεξάζε, 2mM MgCl2, 1X ζπγθέληξσζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, 

200κM λνπθιενηίδηα). Οη εθθηλεηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε ζπγθέληξσζε 0,8-1κM. Μηα ηππηθή 

αληίδξαζε πεξηειάκβαλε αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 94
o
C γηα 2-3 min, 30 θχθινπο κε απνδηάηαμε 

1 min ζηνπο 94
o
C, πβξηδηζκφ 1 min ζηνπο 59

o
C θαη επέθηαζε 3 min (ή αλάινγα κε ην κήθνο ηνπ 

ηκήκαηνο) ζηνπο 72
o
C θη έλα ηειηθφ βήκα επέθηαζεο ζηνπο 72 

o
C γηα 10 min. 
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Σέινο, PCR πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα cDNA φισλ ησλ ζηειερψλ ηνπ κχθεηα V. dahliae κε 

ηνπο εθθηλεηέο ηεο β-τουμπουλίνης γηα ηνλ έιεγρν πηζαλήο παξνπζίαο κνξίσλ DNA θαη 

αθνινχζσο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACC συνθάση  

2.9  Ζιεθηξνθόξεζε ηκεκάηωλ DNA 

Σα δείγκαηα DNA αλακείρζεθαλ κε δηάιπκα θφξησζεο (loading buffer) (0,1% 

bromophenyl blue, 50% γιπθεξίλε, 10mM Tris-HCl pH 8) ππθλφηεηαο 6Υ, ηέηνηνπ φγθνπ, ψζηε ε 

πεξηεθηηθφηεηα ηνπ δηαιχκαηνο θφξησζεο ζηνλ ηειηθφ φγθν δείγκαηνο πνπ ειεθηξνθνξείηαη λα 

είλαη 1Υ. Ωο ζηαζεξά ρξεζηκνπνηήζεθε ε θιίκαθα κνξηαθψλ βαξψλ Gene Ruler 1Kb DNA ladder 

(Fermentas). Σν πήγκα ειεθηξνθφξεζεο πεξηείρε 1% αγαξφδε ζε 1X ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TAE 

(Sambrook et al, 1989). Ζ ειεθηξνθφξεζε ηνπ πήγκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθε ζην ίδην ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα κε εθαξκνγή ηάζεο 100 Volt ζηα άθξα ηεο ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο. 

Μεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε αθνινχζεζε ρεηξηζκφο ησλ πεγκάησλ αγαξφδεο κε πδαηηθφ 

δηάιπκα βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ (ζπγθέληξσζεο πεξίπνπ 1κg/ml) γηα 20-30 min θαη παξαηήξεζε 

ηνπο ζε ηξάπεδα UV αθηηλνβνιίαο (365 nm). 

 

2.10  Απνκόλωζε πιαζκηδηαθνύ DNA από ην βαθηήξην Escherichia coli 

Απνκφλσζε κηθξήο θιίκαθαο πιαζκηδηαθνχ DNA απφ ην βαθηήξην E. coli 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε πιαζκηδίσλ ζηα νπνία είρε θισλνπνηεζεί ην ιεηηνπξγηθφ 

γνλίδην ηεο ACC συνθάσης γηα ηελ επαλελζσκάησζε ηνπ ιεηηνπξγηθνχ αληηγξάθνπ ηνπ γνληδίνπ 

ACS ζηα ΓACS κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε (ρνξεγία ηεο Dr. Katherine Dobbinson, Department of 

Agriculture and Agri-Food Canada, Department of Biology, The Univercity Of Western Ontario, 

Canada). Με ηνλ ηξφπν απηφ παξαιήθζεθε ην πιαζκίδην κε ην ππφ κειέηε γνλίδην, ηκήκα ηνπ 

νπνίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο αληρλεπηήο γηα ηνλ έιεγρν ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ ζηειερψλ κε 

πβξηδηζκφ θαηά Southern. Γηα ηελ απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA, θχηηαξα απφ 1.5 ml 

θαιιηέξγεηαο ηνπ βαθηεξίνπ E. coli (πνπ αλαπηχρζεθε γηα 24 h ζε πιηθφ LB), αλαδηαιχζεθε ζε 

100κl δηαιχκαηνο I (50mM γιπθφδε, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0). Μεηά ηελ 

πάξνδν 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ αθνινχζεζε πξνζεθηηθή αλάκεημε κε 200κl 

θξεζθνπαξαζθεπαζκέλνπ δηαιχκαηνο II (0.2Ν ΝαΟΖ, 1% SDS, H2O) θαη ηνπνζέηεζε ησλ 

ζσιελίζθσλ ζε πάγν γηα 5min. ηε ζπλέρεηα ηα θχηηαξα αλακείρζεθαλ πξνζεθηηθά κε 150κl 

Γηαιχκαηνο III (CH3 COOK, κε ζπγθέληξσζε 5 Μ CH3 COO
-
 θαη 3 Μ Κ

+
) θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζε 

πάγν γηα 5min. Οη πξσηεΐλεο θαη ηα θπηηαξηθά ηνηρψκαηα ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ 

αθαηξέζεθαλ κε θπγνθέληξεζε γηα 5min ζηηο 12.000 g θαη έγηλε κεηαθνξά ηεο ππεξθείκελεο 

πδάηηλεο θάζεο (πεξίπνπ 0.4 ml) ζε λέν ζσιελάθη. Αθνινχζεζε κία επηπιένλ εθρχιηζε κε ίζν 
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φγθν θαηλφιε: ρισξνθφξκην (1:1) γηα ηελ απνκάθξπλζε ελαπνκείλαλησλ πξσηετλψλ. Μεηά απφ 

αλάδεπζε, θπγνθέληξεζε θαη κεηαθνξά ηεο ππεξθείκελεο θάζεο, πξαγκαηνπνηήζεθε 

θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε πξνζζήθε 700κl απφιπηεο αηζπιηθήο αιθνφιεο (ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ), θαιή αλάκεημε θαη παξακνλή γηα 2 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν 

ίδεκα πιαζκηδηαθνχ DNA παξαιήθζεθε κεηά απφ θπγνθέληξεζε γηα 5min ζηηο 10.000g θαη 

απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ κε δηάιπκα αηζαλφιεο 70%. Αθνινχζεζε ζηέγλσκα ηνπ ηδήκαηνο γηα 5 

-15 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη επαλαηψξεζε ηνπ ζε 30κl TE (10mM Tris-HCl, 0.1M 

EDTA), πνπ πεξηείρε Ρηβνδνλνπθιεάζε ζε ζπγθέληξσζε 10κg/ml. Σν πιαζκηδηαθφ DNA 

απνζεθεχηεθε ζηνπο -20 
ν 
C. 

 

2.11  Τβξηδηζκόο θαηά Southern ζηα κεηαζρεκαηηζκέλα V. dahliae ζηειέρε 

Τβξηδηζκφο θαηά Southern εθαξκφζηεθε πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζεί ε αληηθαηάζηαζε 

ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης απφ ηνλ αιιειφκνξθν αληηθαηάζηαζεο, φπσο επίζεο θαη ν 

αξηζκφο ησλ ελζέζεσλ ηνπ αιιεινκφξθνπ αληηθαηάζηαζεο ζην γνληδίσκα ηνπ κχθεηα V. dahliae. 

Γηα ην ζθνπφ απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε ζε 20 κg γνληδηαθνχ DNA 

αληηπξνζσπεπηηθψλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θαη αγξίσλ ζηειερψλ ηνπ κχθεηα κε ην πεξηνξηζηηθφ 

έλδπκν BamHI γηα 12-16 h ζε ζεξκνθξαζία 37
 o

C. Σα ηκήκαηα πνπ πξνέθπςαλ δηαρσξίζηεθαλ κε 

ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο (0,7%) ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΣΑΔ 1Υ, κε εθαξκνγή ηάζεο 

20 Volt γηα 16 -20 h. Μεηά απφ ρεηξηζκφ ηεο πεθηήο κε δηάιπκα 0,25 M HCl γηα 10 min, δηάιπκα 

απνδηάηαμεο (1,5 M NaCl & 0,5 M NaOH) γηα 20 min θαη δηάιπκα εμνπδεηέξσζεο (1,5 M NaCl 

& 0,5 M Tris, 1 mM EDTA) γηα 20 min, αθνινχζεζε απνηχπσζε ηεο πεθηήο ζε κεκβξάλε 

Hybond ( Nitrocellulose) κε ηξηρνεηδή κεηαθνξά (capillary blot) ησλ ηκεκάησλ DNA γηα 12 -16 h. 

Μεηά απφ πξνζήισζε ηνπ DNA ζηε κεκβξάλε κε εθαξκνγή αθηηλνβνιίαο UV γηα 3 min, ε 

κεκβξάλε ηνπνζεηήζεθε ζε ζσιήλα πβξηδηζκνχ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε πξνυβξηδηζκφο γηα 1 h 

ζηνπο 42
ν
C ζε δηάιπκα πβξηδηζκνχ (5X SSC, 50% θνξκακίδην, 0.01% Ν-Laurylsarconsine, 2% 

Blocking, 0.2 % SDS). Σν ηκήκα DNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο αληρλεπηήο είρε ζεκαλζεί κε 

δηγνμπγελίλε (DIG) κε αληίδξαζε PCR ζχκθσλα κε ην nonradioactive Dig labeling and detection 

kit (Cat No. 1093657, Roche Diagnostics). Πνζφηεηα 300-400 ng αληρλεπηή DNA ζε 7 κl δηάιπκα 

πβξηδηζκνχ απνδηαηάρζεθε ζε θνριάδσλ λεξφ γηα 10 min θαη πξνζηέζεθε καδί κε λέν δηάιπκα 

πβξηδηζκνχ (20 ml) ζην ζσιήλα πνπ πεξηείρε ηε κεκβξάλε. Αθνινχζεζε πβξηδηζκφο ζηνπο 42
ν
C 

θαη πεξηζηξνθή 8 rev/min γηα 12 – 16 h. Αθνινχζσο, πξαγκαηνπνηήζεθε έθπιπζε ηεο πεξίζζεηαο 

αληρεπηή κε αλάδεπζε ηεο κεκβξάλεο αξρηθά ζε wash solution I (2ΥSSC, 0.1% SDS) - δχν θνξέο 
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γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ - θαη αθνινχζσο ζε wash solution IΗ (0.1ΥSSC, 0.1% SDS) - 

δχν θνξέο γηα 15 min ζε ζεξκνθξαζία 65
ν
C. 

Γηα ηελ εκθάληζε, πξαγκαηνπνηήζεθε ρεηξηζκφο ηεο κεκβξάλεο κε Buffer 1 (maleic acid 

buffer, pH 7.5) γηα 1 min, αθνινχζεζε κπινθάξηζκα (blocking) ηεο κεκβξάλεο κε αλάδεπζε ζε 

100 ml Buffer 2 (1% Blocking reagent in Buffer 1) γηα 30 min. To ζχδεπγκα DIG αληίζσκαηνο - 

αιθαιηθήο θσζθαηάζεο δηαιχζεθε ζε ζπγθέληξσζε 150 mU/ml (1:5000) ζε 20 ml Buffer 2 θαη 

αθνινχζεζε επψαζε ηεο κεκβξάλεο κε αλάδεπζε γηα 30 min ζε ζεξκνθξαζία 25
ν
C. To ζχδεπγκα 

DIG αληίζσκαηνο-αιθαιηθήο θσζθαηάζεο απνκαθξχλζεθε κε δηπιή έθπιπζε ηεο κεκβξάλεο κε 

αλάδεπζε γηα 15 min ζε 100 ml Buffer 1. Μεηά απφ εμηζζνξφπεζε ηεο κεκβξάλεο ζε 20 ml 

Buffer 3 (0.1Μ NaCl, 0.1 Tris, 50mM MgCl2) γηα 2 min αθνινχζεζε παξαγσγή ζήκαηνο κε CPD 

star (30 – 40 κl / cm
2
 κεκβξάλεο)

 
ηεο εηαηξείαο Ammersham (Αγγιία) (RPN 3682, for 

chemiluminescent detection of alkaline phosphatase), κεηά απφ έθζεζε εηδηθνχ θηικ (X-Ray) γηα 

15 – 30 min παξνπζία ηεο κεκβξάλεο θαη εκθάληζε ζε ζθνηεηλφ ζάιακν κε θαηάιιεια 

θσηνγξαθηθά πγξά εκθάληζεο θαη ζηεξέσζεο. 

 

2.12  Απνκόλωζε RNA από ην κύθεηα V.dahliae 

Ζ απνκφλσζε νιηθνχ RNA απφ ηα ζηειέρε ηνπ κχθεηα V. dahliae πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ηε ρξήζε Trizol ηεο εηαηξείαο Ambion (Ακεξηθή) ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Γηα 

ηε δηαδηθαζία απηή, φια ηα ζηειέρε αλαπηχρζεθαλ ζε 50 ml ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο SSN ζε 

θσληθέο θηάιεο θαη κεηά απφ 4-5 εκέξεο ζπιιέρζεθε ν κπθειηαθφο δαθηχιηνο απφ θάζε θηάιε θαη  

θνληνξηνπνηήζεθε κε ρξήζε πγξνχ αδψηνπ ζε απνζηεηξσκέλα ηγδία. Αθνινχζσο, 80-100 mg 

θνληνξηνπνηεκέλνπ κπθειίνπ ηνπνζεηήζεθαλ ζε πιαζηηθφ ζσιήλα 1.5 ml θαη αλακείρζεθαλ κε 1 

ml Trizol. Μεηά απφ 5 min, αθνινχζεζε αλάκεημε κε 200 κl ρισξνθφξκην, παξακνλή γηα 3 min 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 12.000 rpm ζηνπο 4
ν
C γηα 15 min. Ζ 

ππεξθείκελε θάζε κεηαθέξζεθε ζε λέν ζσιήλα 1.5 ml θαη αθνινχζεζε εθρχιηζε κε ίζν φγθν 

θαηλφιε: ρισξνθφξκην (1:1, v:v). Μεηά απφ αλάδεπζε, θπγνθέληξεζε (γηα 15 min ζηηο 12.000 

rpm θαη 4
 ν

C) θαη κεηαθνξά ηεο ππεξθείκελεο θάζεο, αθνινχζεζε θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετθψλ 

νμέσλ κε πξνζζήθε 500κl ηζνπξνπαλφιεο, αλάκεημε θαη παξακνλή γηα 10 min ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Σν ίδεκα RNA παξαιήθζεθε κεηά απφ θπγνθέληξεζε γηα 15 min ζηηο 12.000 rpm θαη 

4
ν
C θαη απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ κε έθπιπζε κε δηάιπκα αηζαλφιεο 70%. Αθνινχζεζε 

ζηέγλσκα ηνπ ηδήκαηνο RNA γηα 5 – 10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη επαλαηψξεζε ηνπ ζε 

20κl απνζηεηξσκέλν, απηνληζκέλν Mili-Q λεξφ (Millipore, USA), απαιιαγκέλν απφ 

ξηβνδνλνπθιεάζεο (RNAse free water). Σν RNA θπιάρηεθε ζε βαζηά θαηάςπμε (-80
ν
C) γηα 

πεξαηηέξσ ρξήζε. 
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2.13  Αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο 
 

Ζ αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο εθαξκφζηεθε γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηνπ επηπέδνπ 

κεηαγξαθήο (επίπεδα mRNA) ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ θαζψο θαη ηνπ γνληδίνπ ηεο β-

τουμπουλίνης ζην κχθεηα Verticillium dahliae πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ γνλίδην αλαθνξάο. 

Πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε επηκφιπλζε ηνπ RNA κε DNA, πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά 

ρεηξηζκφο ηνπ RNA κε έλδπκν δεζνμπξηβνδνλνπθιεάζεο (DNAse, Invitrogen) θαη επψαζε ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 min. ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθε 1κl EDTA θαη ηα δείγκαηα 

επσάζηεθαλ ζηνπο 65 °C γηα 10 min έηζη ψζηε λα ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε. Γηα ηελ αληίδξαζε 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο ρξεζηκνπνηήζεθε ην έλδπκν ηεο RevertAid MMLV αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο ηεο εηαηξείαο Fermentas.  

Μεηά ηελ απνδηάηαμε ζηνπο 65 °C γηα 5 min πνζφηεηαο 0,1-5κg νιηθνχ RNA κε 0.5κg 

εθθηλεηή oligo-dT ζε ηειηθφ φγθν 11κl, ε αληίδξαζε ηνπνζεηήζεθε ζε πάγν. Αθνινχζεζε 

πξνζζήθε ησλ ππφινηπσλ αληηδξαζηεξίσλ (Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίδξαζεο RT ηειηθήο 

ζπγθέληξσζεο 1X, DTT 10κΜ, κείγκα λνπθιενηηδίσλ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 1mM, 20 U 

παξεκπνδηζηή ξηβνδνλνπθιεαζψλ, 200 U έλδπκν RevertAid MMLV). Ζ αληίδξαζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηειηθφ φγθν 20 κl θαη επσάζηεθε γηα 1 h ζηνπο 42 °C. Αθνινχζεζε 

απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ ζηνπο 75 °C γηα 15 min. Γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ κεηάγξαθνπ ηνπ ππφ 

κειέηε γνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε PCR ζε 1 κl απφ πξνïφλ ηεο αληίδξαζεο 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (cDNA) ρξεζηκνπνηψληαο εθθηλεηέο πνπ είραλ ζρεδηαζηεί ζηηο θσδηθέο 

πεξηνρέο ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ. 

 

2.14  Δθαξκνγή PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real-time PCR) 

Οη αληηδξάζεηο Real-time PCR πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην ζεξκνθπθινπνηεηή Mx3005P
TM

 

(Stratagene) ρξεζηκνπνηψληαο θαηάιιεια αληηδξαζηήξηα (QuantiFast
TM

 SYBR
®

 Green PCR kit, 

QIAGEN). ε θάζε ζσιήλα αληίδξαζεο πξνζηέζεθαλ 100 ng νιηθνχ DNA απφ ηνπο ηζηνχο ηνπ 

ππέξγεηνπ ηκήκαηνο ησλ θπηψλ ηνκάηαο Ailsa Craig ή 1 κl cDNA απφ ην άγξην θαη ηα 

κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ζην ACS γνλίδην ηνπ κχθεηα V. dahliae. Οη αληηδξάζεηο εθηειέζηεθαλ κε 

ηα αληηδξαζηήξηα θαη ηηο αλαινγίεο φπσο ζπληζηά ε εηαηξεία QIAGEN: 
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Αληηδξαζηήξηα Όγθνο  ζε κl πγθέληξωζε ππθλνύ δ/ηνο (stock) 

RNase free H2O 
Έσο ηα 

25 κl 
 

Αλνδηθφο εθθηλεηήο 1 25κΜ 

Καζνδηθφο εθθηλεηήο 1 25κΜ 

2Υ QuantiFast SYBR 

Green PCR Master Mix 
12.5 - 

DNA ή cDNA 1 100 ng/κl 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 25  

 

Γηα ηε πνζνηηθνπνίεζε ηνπ άγξηνπ θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ηνπ κχθεηα  V. 

dahliae θαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης, ην πξφγξακκα 

ζεξκνθξαζηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο αληηδξάζεηο Real-time PCR πεξηειάκβαλε ηα εμήο 

ζηάδηα:  

1. Αξρηθφ βήκα ελεξγνπνίεζεο ηεο HotStarTaq Plus DNA πνιπκεξάζεο γηα 5 ιεπηά ζηνπο 

95°C, 

 2. 40 θχθινη πνπ ζηνλ θάζε έλα πξαγκαηνπνηνχληαλ απνδηάηαμε ηνπ DNA ή cDNA γηα 10 

δεπηεξφιεπηα ζηνπο 95°C θαη αθνινχζσο ζπλδπαζκέλνο πβξηδηζκφο θαη επέθηαζε γηα 30 

δεπηεξφιεπηα ζηνπο 60°C,  

3. ηνλ ηειεπηαίν θχθιν ηεο αληίδξαζεο κεηά απφ 1 ιεπηφ ζηνπο 95 °C θαη 30 

δεπηεξφιεπηα ζηνπο 60°C πξαγκαηνπνηνχληαλ ζηαδηαθή αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο θαηά 0.5 °C 

θάζε 30 δεπηεξφιεπηα κέρξη ηνπο 95°C πξνθεηκέλνπ λα δηαρσξηζηνχλ ηα πηζαλά δηκεξή πνπ 

ζρεκαηίδνπλ νη εθθηλεηέο ή άιια κε εμεηδηθεπκέλα πξντφληα. 

Γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ DNA ηνπ κχθεηα ζηηο επηκέξνπο αληηδξάζεηο, σο πξφηππα 

δείγκαηα (γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ) ρξεζηκνπνηήζεθαλ πιαζκίδηα ζηα νπνία είρε θισλνπνηεζεί 

ην γνλίδην ελδηαθέξνληνο (ηκήκα ηεο ππνκνλάδαο 5.8S rRNA ηνπ V. dahliae). Ζ ζπγθέληξσζε 

ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ πξνζδηνξίζηεθε ζε θαζκαηνθσηφκεηξν ππεξηψδνπο νξαηνχ 

(Heιios Gamma & Delta, Spectronic Unicam, Cambridge, UK) κε ηε κέηξεζε ηεο νπηηθήο 

ππθλφηεηαο ησλ δεηγκάησλ ζηα 260 θαη 280 nm. Γείγκαηα γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ απφ ηα 

αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα (10 ng, 1 ng, 100 pg, …, 1 fg/25 κl αληίδξαζεο) ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηε δεκηνπξγία πξφηππεο θακπχιεο βάζε ηεο νπνίαο έγηλε ε πνζνηηθνπνίεζε ηνπ DNA ηνπ 

παζνγφλνπ ζηα άγλσζηα δείγκαηα. Γηα λα δηαζθαιηζηεί ε αθξίβεηα ησλ κεηξήζεσλ ηνπ 

θσηφκεηξνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ψζηε λα πξνζδηνξηζηνχλ νη ζπγθεληξψζεηο ησλ δεηγκάησλ 
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νιηθνχ DNA απφ ηνπο ηζηνχο, ζρεδηάζηεθε δεχγνο εθθηλεηψλ πάλσ ζην γνλίδην ηεο β-

ηνπκπνπιίλεο ηεο ηνκάηαο, ην νπνίν εληζρχεη πξντφλ κήθνπο 172 δεπγψλ βάζεσλ. Με απηφ ηνλ 

ηξφπν δηαζθαιίζηεθε φηη νη αξρηθέο πνζφηεηεο νιηθνχ DNA νη νπνίεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο 

εθκαγείν γηα ην πξνζδηνξηζκφ ηνπ παζνγφλνπ ζε φιεο ηηο επηκέξνπο επεκβάζεηο ήηαλ παξφκνηεο, 

θαη θαζηζηνχζαλ δπλαηή ηε ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ πνζνηηθνπνίεζεο ησλ κπθήησλ. Ζ 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο β-ηνπκπνπιίλεο πξαγκαηνπνηνχηαλ ζηελ ίδηα αληίδξαζε κε ηα αληίζηνηρα 

δείγκαηα πνζνηηθνπνίεζεο ηνπ κχθεηα. 

ηα πεηξάκαηα ειέγρνπ ηνπ επηπέδνπ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης ζηα 

κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ V. dahliae ε απνδνηηθφηεηα (efficiency, E) γηα ην θάζε εληζρπκέλν 

πξντφλ ππνινγίζηεθε κε ηε κέζνδν ηεο γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο πάλσ ζηα δεδνκέλα ηνπ 

ινγαξίζκνπ θζνξηζκνχ αλά θχθιν κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ LinRegPCR (Remakers et al., 

2003). Ζ ελίζρπζε ηεο β-ηνπκπνπιίλεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο. Ζ β-

ηνπκπνπιίλε ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ εζσηεξηθή ζηαζεξά γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε κηθξψλ δηαθνξψλ 

ζηηο αξρηθέο πνζφηεηεο cDNΑ. Γηα ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ππνινγίζηεθε ε ηηκή ηνπ 

κέζνπ φξνπ ηνπ νξηαθνχ θχθινπ (threshold cycle, Ct) γηα θάζε γνλίδην. Ζ έθθξαζε ηνπ ππφ 

κειέηε γνληδίνπ ππνινγίζηεθε κε ηε κέζνδν  DCt [(1+E)¯] (Pfaffl, 2001) σο εμήο:  

1. ππνινγίδεηαη ν κέζνο φξνο Ct απφ ηα βηνινγηθά δείγκαηα γηα θάζε ζηέιερνο.  

2. Οη ηηκέο Ct ηεο β-ηνπκπνπιηίλεο αθαηξέζεθαλ απφ ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο Ct ηνπ θάζε 

ζηειέρνπο (DCt).  

3. Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ πξνθχπηνπλ απφ ηελ εμίζσζε (1+Δ) 

(φπνπ Δ είλαη ε απνδνηηθφηεηα γηα ην θάζε εληζρπκέλν πξντφλ). 

Οη ηηκέο ησλ θχθισλ (Ct) φπνπ νη θακπχιεο ησλ δεηγκάησλ πξνζέγγηδαλ ηελ βαζηθή 

γξάκκε (Ct) εθηηκνχληαη απφ ην θζνξηζκφ ηεο ρξσζηηθήο SYBR Green κε ηελ ρξήζε ηνπ 

ινγηζκηθνχ MxPro (Stratagene). 

 

2.15  Μεηαζρεκαηηζκόο ηνπ κύθεηα V. dahliae κε ην γνλίδην ηεο πξάζηλεο θαη θόθθηλεο 

θζνξίδνπζαο πξωηεΐλεο 

Γχν απφ ηα ζηειέρε ηνπ κχθεηα V. dahliae, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα πεηξάκαηα 

παζνγέλεηαο (wild type, ΓACS 18.7), κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε ηελ θαζέηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ 

ηεο πξάζηλεο θαη θφθθηλεο θζνξίδνπζαο πξσηεΐλεο (GFP, DS-Red), πξνθεηκέλνπ λα είλαη δπλαηή 

ε ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ηεο δηαδηθαζίαο κφιπλζεο, ψζηε λα δηεξεπλεζεί πεξαηηέξσ ν 

ξφινο ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ ζηελ παζνγέλεηα. 

Γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ κχθεηα V. dahliae (Mullins et al., 2001), παξαζθεπάζηεθαλ 

ηα απαξαίηεηα πιηθά ζχκθσλα κε ηνλ πίλαθα X. ηε ζπλέρεηα, θιψλνο Agrobacterium, πνπ έθεξε 
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δπαδηθφ θνξέα κε ην γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζηελ γελεηηζίλε θαη ηελ θαζέηα έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ GFP ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή GAPD ηνπ κχθεηα Cochliobolus heterstrophus θαη 

θιψλνο Agrobacterium πνπ έθεξε ην δπαδηθφ θνξέα κε ην γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζηε γελεηηζίλε 

θαη ηελ θαζέηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ DS-Red ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή GAPD 

(Cochliobolus heterostrophus) (πνπ καο παξαρψξεζε ν θαζεγεηήο S. Kang, Pensylvania State 

University, USA), επσάζηεθε ζε Minimal Medium (MM) ζηνπο 28
o
C κε πεξηζηξνθή 250 rpm γηα 

2 εκέξεο. Σα θχηηαξα ηνπ Agrobacterium (θπιή AGL1) αξαηψζεθαλ ζε πιηθφ Ηnduction Μedium 

(ΗΜ), πνπ πεξηείρε θαλακπθίλε θαη αθεηνζπξηλγθφλε, κέρξη λα απνθηήζνπλ νπηηθή ππθλφηεηα 

(OD) 0.15 θαη επσάζηεθαλ γηα 6 h ζηνπο 28
o
C κε πεξηζηξνθή 250 rpm. Αθνινχζεζε αλάκεημε 

400κl αησξήκαηνο θνληδίσλ ηνπ κχθεηα V. dahliae (ζπγθέληξσζεο 10
6
 θνλίδηα/ml) κε 400κl 

αλεπηπγκέλεο θαιιηέξγεηαο Agrobacterium θαη άπισκα 200 κl ζε απνζηεηξσκέλε κεκβξάλε 

Hybond πνπ είρε ηνπνζεηεζεί ζε πιηθφ ζπγθαιιηέξγεηαο (Co-cultivation medium). Μεηά απφ 

ζπγθαιιηέξγεηα δχν εκεξψλ νη κεκβξάλεο Hybond κεηαθέξζεθαλ ζε πιηθφ επηινγήο (PDA) πνπ 

πεξηείρε θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ηνπ αληηβηνηηθνχ γελεηηζίλε, 200 κM ζεθνηαμίκε θαη 100 κg/ml 

κνμαιαθηάκε. Οη κεηαζρεκαηηζκέλεο απνηθίεο ηνπ κχθεηα εκθαλίζηεθαλ κεηά απφ 3-4 κέξεο 

επψαζεο ζην πιηθφ επηινγήο. Οη απνηθίεο πνπ αλαπηχρζεθαλ ππνβιήζεθαλ ζε δηαδνρηθέο 

αξαηψζεηο θαη ηα GFP θαη Ds-Red ζηειέρε πνπ πξνέθπςαλ απφ βιάζηεζε κεκνλσκέλνπ θνληδίνπ 

επηιέρζεθαλ κε βάζε ηνλ ηθαλνπνηεηηθφ GFP θαη Ds-Red θζνξηζκφ. Αθνινχζσο επηβεβαηψζεθε 

φηη ε παζνγφλνο ηθαλφηεηα ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ GFP θαη Ds-Red ζηειερψλ ήηαλ φκνηα ζε 

ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο. 

 

Πίλαθαο 1.3 : Παξαζθεπή ππθλψλ δηαιπκάησλ θαη πιηθψλ γηα ΑΣΜΣ κεηαζρεκαηηζκφ 

Γηαιύκαηα - 

Αληηδξαζηήξηα 

Ππθλό δηάιπκα (100 ml)
1
 MM

2
 IM

3
 CM

4
 

Υεκηθή 

Οπζία 
Πνζόηεηα Πνζόηεηα γηα παξαζθεπή 100 ml 

Phosphate-buffer (pH 

7.0) 

K2HPO4 20,00 g 
1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml 

KH2PO4 14,50 g 

M-N 

MgSO4 · 

7H2O 
3,00 g 

2,00 ml 2,00 ml 2,00 ml 

NaCl 1,50 g 

1% CaCl2 · 2H2O CaCl2 · 2H2O 1,00 g 0,10 ml 0,10 ml 0,10 ml 

Γηάιπκα 

ηρλνζηνηρείσλ 

ZnSO4 · 

7H2O 
0,01 g 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml 
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CuSO4 · 

5H2O 
0,01 g 

H3BO3 0,01 g 

MnSO4 · 

H2O 
0,01 g 

Na2MoO4 · 

2H2O 
0,01 g 

20% NH4NO3 NH4NO3 20,00 g 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 

20% Γιπθφδε Γιπθφδε 20,00 g 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml 

0.01% FeSO4 FeSO4 0,01 g 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml 

50% Γιπθεξφιε Γιπθεξφιε 50 ml - 1,00 ml 1,00 ml 

1M MES (pH 5.3) MES 21,32 g - 4,00 ml 4,00 ml 

Απνζηεηξσκέλν H2O   93,5 ml  88,5 ml  88,50 ml  

Καλακπθίλε 

(50mg/ml) 
  0.15 ml 0.15 ml 0,15 ml 

Αθεηνζπξηλγθφλε 

(200 κΜ) 
  - 0.2 ml 0,20 ml 

Agar   - - 1,50 g 

1
 Όια ηα ππθλά δηαιχκαηα παξαζθεπάζηεθαλ ζε απηνληζκέλν λεξφ, κε εμαίξεζε ηελ αθεηνζπξηλγθφλε πνπ 

παξαζθεπάζηεθε ζε 95% αηζαλφιε. Σν ππθλφ απηφ δηάιπκα δελ απνζηεηξψζεθε επηπιένλ. Σα δηαιχκαηα  

θαλακπθίλεο θαη MES απνζηεηξψζεθαλ κε δηέιεπζε απφ θίιηξν 0.22-κm. 
2, 3, 4

 Σα πιηθά ΜΜ (minimal 

medium), IM (induction medium, πιηθφ επαγσγήο) θαη CM (co-cultivation medium, πιηθφ 

ζπγθαιιηέξγεηαο) παξαζθεπάζηεθαλ ζχκθσλα κε ηνλ πίλαθα 2.3.1, ρσξίο ηελ πξνζζήθε θαλακπθίλεο, 

αθεηνζπξηγθφλεο θαη MES (ηα νπνία πξνζηέζεθαλ θαηά ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ). Αθνινχζεζε απνζηείξσζε 

γηα 20 ιεπηά ζηνπο 120 
o
C, κε πίεζε 1 atm. Όια ηα παξαπάλσ πιηθά θαη δηαιχκαηα δηαηεξήζεθαλ ζηνπο 

4
o
C, κε εμαίξεζε ηα δηαιχκαηα θαλακπθίλεο, αθεηνζπξηγθφλεο θαη MES πνπ απνζεθεχηεθαλ ζηνπο -20

o
C. 

  

 

2.16  Ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ηεο δηαδηθαζίαο απνίθηζεο ηνπ κύθεηα ζην ξηδηθό 

ζύζηεκα θαη ζηα αγγεία ηνπ μύινπ θπηώλ ηνκάηαο κε ζπλεζηηαθό κηθξνζθόπην θζνξηζκνύ 

(confocal fluorescence microscope) 

Πξνθεηκέλνπ λα νπηηθνπνηεζεί ε δηαδηθαζία κφιπλζεο ηνπ άγξηνπ θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ 

ΓACS 18.7 ζηειέρνπο ηνπ κχθεηα V. dahliae πξαγκαηνπνηήζεθε ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ηεο 

δηαδηθαζίαο απνίθηζεο ηνπ κχθεηα ζε θπηά ηνκάηαο κε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ. 

πφξνη ηνκάηαο ηεο πνηθηιίαο Ailsa Craig ηνπνζεηήζεθαλ κεηά απφ πξνβιάζηεζε 2 

εκεξψλ ζε γιαζηξάθηα δηακέηξνπ 6 cm πνπ πεξηείραλ πεξίπνπ 200 cm
3
 ραιαδηαθή άκκν (γηα ηελ 
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ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ζην ξηδηθφ ζχζηεκα) θαη ζε γιαζηξάθηα δηακέηξνπ 15 cm πνπ 

πεξηείραλ πεξίπνπ 300 cm
3
 ρψκα (γηα ηελ ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ησλ αγγείσλ ηνπ μχινπ). 

Σέζζεξηο εβδνκάδεο κεηά ηε θχηεπζε ηα θπηά μεξηδψζεθαλ θαη εκβαπηίζηεθαλ γηα 20 min ζε 

αηψξεκα θνληδίσλ ζπγθέληξσζεο 10
7
 θνλίδηα/ml ησλ ππφ κειέηε ζηειερψλ πνπ είραλ 

κεηαζρεκαηηζηεί κε ηελ θαζέηα έθθξαζεο ηεο θφθθηλεο θζνξίδνπζαο πξσηείλεο, Ds-Red. 

Δπηκήθεο ηνκή ηκήκαηνο ηνπ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο θαη ηζηνχ απφ ην ζηέιερνο ησλ θπηψλ 

ηνπνζεηήζεθε ζε αληηθεηκελνθφξνπο πιάθεο θαη ε παξαθνινχζεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε 24 h, 5 θαη 10 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε ησλ θπηψλ ζε κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ 

Confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) κε 63.0 x θαηαδπηηθφ 

θαθφ χδαηνο NA 1.2, κε εζηίαζε 20Υ. Ζ παξαηήξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαηάιιεια θίιηξα 

(excitation 561 nm laser line, emition 573-624 nm, channel 1). 

 

 

 

2.17  Μέηξεζε ηνπ ACC κε αέξην ρξωκαηνγξάθν 

Γηα λα δηεξεπλεζεί αλ ηα απελεξγνπνηεκέλα ζην ACS γνλίδην ζηειέρε ηνπ κχθεηα V. 

dahliae εκθαλίδνπλ κεησκέλε παξαγσγή αηζπιελίνπ ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο, 

πξαγκαηνπνηήζεθε εθηίκεζε ηεο παξαγσγήο αηζπιελίνπ κέζσ ηεο πξφδξνκεο νπζίαο ACC ( 1-

aminocyclopropane-1-carboxylic-acid).  

Σν άγξην ζηέιερνο θαζψο θαη ηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ΓACS 18.6-18.7, ΑΣ 70-49 θαη 

ΑΣ 70-56 εκβνιηάζηεθαλ ζε θσληθέο θηάιεο πνπ πεξηείραλ 1 lt ζξεπηηθφ ππφζηξσκα SSN θαη 

θαιιηεξγήζεθαλ ππφ αλάδεπζε ζηηο 140 rpm θαη ζηνπο 25
ν
C ψζηε λα παξαρζεί ηθαλνπνηεηηθή 

πνζφηεηα κπθειίνπ. Αθνινχζεζε ιπνθηιίσζε ηνπ κπθειίνπ, νκνγελνπνίεζε 0.8 gr 

ιπνθηιησκέλνπ ηζηνχ κε 16 ml HCl ζε Ultra Turax γηα 2 ιεπηά θαη δηήζεζε κε θίιηξα Whatman. 

Αθνινχζσο, 3 ml νκνγελνπνηεκέλνπ θηιηξαξηζκέλνπ δείγκαηνο κεηαθέξζεθε ζε θηαιίδηα κε 

εηδηθά πψκαηα απφ ζηιηθφλε (rubber septum). Ζ αληίδξαζε απειεπζέξσζεο - κεηαηξνπήο 

αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ ACC πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ πξνζζήθε 0,5 ml ρισξηνχρνπ πδξάξγπξνπ 

(HgCl2) 0.1M θαη 0,5 ml δηαιχκαηνο ρισξίλεο-θαπζηηθνχ λαηξίνπ (NaOH) ζε αλαινγία 2:1. 

Αθνινχζεζε έληνλε αλάδεπζε (vortex) δηάξθεηαο 1 ιεπηνχ γηα ηελ απειεπζέξσζε ηνπ αεξίνπ θαη 

ζηε ζπλέρεηα 1 ml απφ ηνλ ππεξθείκελν ηνπ δείγκαηνο ρψξν ηνπ θηαιιηδίνπ, αλαξξνθήζεθε κε 

θαηάιιειε ζχξηγγα θαη εθαξκφζηεθε ζηνλ αέξην ρξσκαηνγξάθν. Απφ θάζε αληίδξαζε 

πξαγκαηνπνηνχληαλ 2 ελέζεηο, ελψ πξαγκαηνπνηήζεθαλ 3 επαλαιήςεηο γηα θάζε ζηέιερνο. 
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Απφ ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα πνπ πξνέθπςαλ κεηξήζεθαλ ηα χςε ησλ θνξπθψλ, θαη ε 

πνζφηεηα ηνπ αηζπιελίνπ ππνινγίζηεθε γηα θάζε ζηέιερνο σο αλαινγία ηνπ χςνπο ηεο θνξπθήο 

πνπ πξνέθπςε απφ ην πξφηππν δείγκα (standard) ACC γλσζηήο ζπγθέληξσζεο. 

Αλ ζπκβνιηζζεί κε : 

 Ζs, ην χςνο ηεο θνξπθήο, φπσο πξνθχπηεη απφ ηε κέηξεζε ηνπ αηζπιελίνπ γηα ην 

standard ACC ζπγθέληξσζεο 1 κΜΖΑ, ην χςνο ηεο θνξπθήο φπσο πξνθχπηεη απφ ηε κέηξεζε ηνπ 

αηζπιελίνπ, γηα ην θάζε δείγκα 

 X, ηε ζπγθέληξσζε ACC πνπ πεξηέρεηαη ζε θάζε δείγκα πνπ εμεηάδεηαη, 

πξνθχπηεη: 

 

Απφ 1 κΜ ACC πξνθχπηεη Ζs 

Απφ x=? κΜ ACC πξνθχπηεη ΖΑ 

 

Έηζη ππνινγίζηεθε ε ζπγθέληξσζε ζε κΜ ηνπ ACC γηα θάζε ζηέιερνο. 

 

 

 

 

 

 

2.18  Φαηλνηππηθόο ραξαθηεξηζκόο ζηειερώλ κε απελεξγνπνηεκέλν γνλίδην ACS  

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ησλ θαηλνηππηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ 

ζηειερψλ ζην γνλίδην ηεο ACC συνθάσης θαηαγξάθεθε ε κπθειηαθή ηνπο αχμεζε θαη ε ηθαλφηεηα 

ζρεκαηηζκνχ κηθξνζθιεξσηίσλ ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο. Γηα ην ζθνπφ απηφ, δίζθνο 6 mm 

απφ ηελ πεξηθέξεηα αλεπηπγκέλεο θαιιηέξγεηαο (10 – 15 εκεξψλ) ησλ ππφ κειέηε ζηειερψλ 

ηνπνζεηήζεθε ζην θέληξν ηξηβιίσλ πνπ πεξηείραλ  Minimal Medium (Puhalla and Mayfield, 

1974), SSN agar θαη Czapek dox agar (Tuite, 1969). Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πέληε επαλαιήςεηο αλά 

ζηέιερνο γηα θάζε ζξεπηηθφ πιηθφ. Ζ δηάκεηξνο ηεο απνηθίαο  θαηαγξάθεθε ζε ρξνληθά 

δηαζηήκαηα 2 εκεξψλ γηα 21 εκέξεο κέρξη νη κχθεηεο λα θαιχςνπλ φιε ηελ επηθάλεηα ηνπ 

ηξηβιίνπ. Δπίζεο, θαηαγξάθεθε ε ρξνληθή ζηηγκή έλαξμεο ζρεκαηηζκνχ κηθξνζθιεξσηίσλ θαζψο 
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θαη ε ππθλφηεηα ηνπο ηφζν γηα ηα ππφ εμέηαζε κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε φζν θαη γηα ην αγξίνπ 

ηχπνπ ζηέιερνο. 
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3.  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

3.1  Έιεγρνο απελεξγνπνίεζεο θαη επαλελζωκάηωζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο ΑCC συνθάσης ζηα 

ζηειέρε ηνπ V. dahliae. 

Όια ηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ V. dahliae ζην γνλίδην ηεο ACC συνθάσης (ACS) 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ ΣΝ5. Ζ ζέζε έλζεζεο ηνπ ΣΝ5 

κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ θαη ηεο θαζέηαο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ πγξνκπθίλε, εληνπίζηεθαλ ζην 

δεχηεξν εμφλην ηνπ γνληδίνπ αλάκεζα ζην 1113 θαη 1122 λνπθιενηίδην κεηά απφ αιιεινχρηζε. 

Γηα ηνλ έιεγρν απελεξγνπνίεζεο ηνπ γνληδίνπ ACS θαη επαλελζσκάησζεο ηνπ 

ιεηηνπξγηθνχ αληηγξάθνπ ηνπ γνληδίνπ, πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε PCR κε εμεηδηθεπκέλνπο 

εθθηλεηέο, φπνπ ν αλνδηθφο εθθηλεηήο ζρεδηάζηεθε έηζη ψζηε λα πβξηδίδεη ζε πεξηνρή ηνπ 

γνληδίνπ πξίλ ηε ζέζε έλζεζεο ηνπ ΣΝ5 ελψ ν θαζνδηθφο εθθηλεηήο λα πβξηδίδεη ζε πεξηνρή κεηά 

ηε ζέζε έλζεζεο ηνπ ΣΝ5. Σα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο ήηαλ ηα αλακελφκελα αθνχ ζην άγξην 

ζηέιερνο εληζρχζεθε ηκήκα 636 βάζεσλ ηνπ γνληδίνπ ΑCS (Δηθφλα 3.1, δηαδξνκέο 1, 2), ελψ ην 

πξντφλ ελίζρπζεο ζηα απελεξγνπνηεκέλα ζηειέρε ήηαλ κεγαιχηεξν εθφζνλ πεξηειάκβαλε ην 

κεηαζεηφ ζηνηρείν θαη ηελ θαζέηα αλζεθηηθφηεηαο ζηελ πγξνκπθίλε (Δηθφλα 3.1, δηαδξνκέο 3-9). 

 

              

Δηθόλα 3.1 : Έιεγρνο κεηαζρεκαηηζκέλσλ ζηειερψλ γηα ηελ απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ ACS εθαξκφδνληαο PCR ζε 

γνληδηαθφ DNA ηνπ άγξηνπ θαη ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ ζηειερψλ V. dahliae. Γηαδξνκέο 1, 2 : ελίζρπζε ηκήκαηνο 636 βάζεσλ 

ζην άγξην ζηέιερνο. Γηαδξνκέο 3-9: ελίζρπζε ηνπ ίδηνπ ηκήκαηνο ζηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ην νπνίν πεξηείρε ην κεηαζεηφ 

ζηνηρείν θαη ηελ θαζέηα αλζεθηηθφηεηαο ζηελ πγξνκπθίλε. Γηαδξνκή 10: ελίζρπζε ηνπ ίδηνπ ηκήκαηνο ζην ζπκπιεξσκαηηθφ 

ζηέιερνο 70-5 Γηαδξνκέο 11, 12 : ελίζρπζε ηκήκαηνο 639 βάζεσλ ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε AT 70-30 θαη ΑΣ 70-49. 

Γηαδξνκή 15 : ελίζρπζε ηκήκαηνο 639 βάζεσλ ζε πιαζκίδην ζην νπνίν είρε θισλνπνηεζεί ην ιεηηνπξγηθφ γνλίδην ACS. 
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Δπηπιένλ, πξαγκαηνπνηήζεθε πβξηδηζκφο θαηά Southern ψζηε λα δηαπηζησζεί ν αξηζκφο 

ησλ ελζέζεσλ ηνπ ΣΝ5 ζην γσληδίσκα ησλ ACS κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ. Γηα ηε δηαδηθαζία 

απηή ρξεζηκνπνηήζεθε ην παξαπάλσ ηκήκα 636 βάζεσλ ηνπ ACS γνληδίνπ σο αληρλεπηήο. Ο 

αληρλεπηήο εληζρχζεθε απφ πιαζκίδην πνπ έθεξε ηνλ αιιειφκνξθν επαλελζσκάησζεο ηνπ 

ιεηηνπξγηθνχ ACS γνληδίνπ. Σα απνηειέζκαηα ηνπ πβξηδηζκνχ θαηά Southern επηβεβαίσζαλ ηελ 

ελζσκάησζε ηνπ ΣΝ5 κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ θαη απέθιεηζαλ ην ελδερφκελν πεξηζζφηεξσλ 

ελζέζεσλ ζηα απελεξγνπνηεκέλα ζηειέρε ΓACS 18.1-18.7 φπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 3.2Β φπνπ 

φια ηα απελεξγνπνηεκέλα ζηειέρε εκθαλίδνπλ δχν παλνκνηφηππεο δψλεο. Δπίζεο επηβεβαηψζεθε 

φηη ε επαλελζσκάησζε ηνπ ιεηηνπξγηθνχ αληηγξάθνπ ηνπ ACS γνληδίνπ ζην ζπκπιεξσκαηηθφ 

ζηέιερνο ΑΣ 70-30 έγηλε εθηνπηθά (εηθφλα 3.2 Β, δηαδξνκή 11)), ελψ ζηα ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη 

ΑΣ 70-56 κε αληηθαηάζηαζε αθνχ παξνπζηάδνπλ ίδηα εηθφλα κε ην άγξην ζηέιερνο (εηθφλα 3.2 Β 

δηαδξνκέο 1,9,10). Πην ζπγθεθξηκέλα ε κεκνλσκέλε δψλε πνπ αληρλεχηεθε (Δηθνλα 3.2 Β , 

δηαδξνκή 1) αληηζηνηρεί ζην άγξην ζηέιερνο, νη δηπιέο δψλεο (Δηθφλα 3.2 Β, δηαδξνκέο 2-8) ζηα 

ΓACS 18.1-18.7 θαη νη ππφινηπεο ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-56, ΑΣ 70-49, ΑΣ 70-30 

θαη ΑΣ 70-5 αληίζηνηρα (Δηθφλα 3.2 Β, δηαδξνκέο 9-12). Ζ εηθφλα ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ 

ζηειέρνπο ΑΣ 70-5 δελ ήηαλ δπλαηφλ λα εμεγεζεί απφ ηελ παξνχζα αλάιπζε. 

Α.  Β.  

  Δηθόλα 3.2 : Αλάιπζε κεηαζρεκαηηζκέλσλ V. dahliae ζηειερψλ σο πξνο ηελ απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ ACS κε πβξηδηζκφ 

θαηά Southern Α) Ζιεθηξνθφξεζε ηεο πέςεο, κε  BamHI, γνληδηαθνχ DNA ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο (δηαδξνκή 12), ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ κε απελεξγνπνηεκέλν ην γνλίδην ACS (Γηαδξνκέο 5-11) θαη ησλ ζπκπιξσκαηηθψλ ζηειερψλ (Γηαδξνκέο 

1-4) Β) Τβξηδηζκφο θαηά Southern ζην απνηχπσκα πεθηήο αγαξφδεο πνπ αληρλεχεη δηπιή δψλε ζηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ΔACS 

18.1-18.7(δηαδξνκέο 2-8). Σν ελδνγελέο γνλίδην ACS αληρλεχεηαη ηφζν ζην άγξην ζηέιερνο φζν θαη  ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε 
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ΑΣ 70-56 θαη ΑΣ 70-49 (δηαδξνκέο 1,9,10), ελψ ζην ζηέιερνο ΑΣ 70-30 θαίλνληαη νη εθηνπηθέο ελζέζεηο ηνπ ACS αιιειφκνξθνπ 

αληηθαηάζηαζεο (δηαδξνκή 11).      

 

  3.2  Έιεγρνο επηπέδνπ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ V. 

dahliae 

Σα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε θαζψο θαη ην άγξην ζηέιερνο ηνπ κχθεηα V. dahliae 

κειεηήζεθαλ σο πξνο ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS, κε αληηδξάζεηο Real Time PCR 

(RT-PCR). Γηα ηνλ έιεγρν ηνπ επηπέδνπ έθθξαζεο ηνπ ACS πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζπλνιηθά ηξηα 

πεηξάκαηα. 

ην πξψην πείξακα ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο ACS-RNA-F θαη ACS_RNA-R 

(Πηλαθαο 1) πνπ ελίζρπαλ ηκήκα 236 βάζεσλ ηνπ γνληδίνπ ACS πξηλ ην κεηαζεηφ ζηνηρείν. ην 

πείξακα απηφ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο επαλαιήςεηο αλά ζηέιερνο. ηα ίδηα ζηειέρε 

ππνινγίζηεθαλ επίζεο ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο β-τουμπουλίνη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο εθθηλεηέο    VdBt-F θαη VdBt-R (Πίλαθαο 1). Σα απνηειέζκαηα ηνπ 

πξψηνπ πεηξάκαηνο δελ ήηαλ ηα αλακελφκελα, θαζψο ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS γηα 

ην άγξην ζηέιερνο δηέθεξαλ απφ ηα ΔACS 18.1-18.7 ζηειέρε ηα νπνία εκθάληζαλ παξαδφμσο 

πςειφηεξα επίπεδα έθθξαζεο (εηθφλα 3.3Α) . Απφ ηα ΓACS ζηειέρε θαλέλα δελ έδσζε κεδεληθή 

έθθξαζε. Αληηζέησο ηα ΓACS 18.1, 18.2 θαη 18.3 δελ δηέθεξαλ ζεκαληηθά κε ηα ζπκπιεξσκαηηθά 

ζηειέρε πνπ έδσζαλ πςειά επίπεδα έθθξαζεο ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο αιιά θαη ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε ζην ACS γνλίδην (εηθφλα 3.3Β). εκαληηθή δηαθνξά παξνπζίαζε ην 

ζηέιερνο ΓACS 18.6 κε 80% ρακειφηεξε έθθξαζε απφ ην AT 70-49 ζπκπιεξσκαηηθφ ζηέιερνο, 

φπσο θαη ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο κε 40% ρακειφηεξε έθθξαζε (Δηθφλα 3.3Β). 

A. 
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B.  

 

Δηθόλα 3.3 : Α) Δπίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζην άγξην ζηέιερνο WT, ζηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε ΔACS 18.1-18.7 θαη 

ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-5, ΑΣ 70-30, ΑΣ 70-49 ηνπ κχθεηα V. dahliae. Απνκνλψζεθε  RΝΑ απφ κία θαιιηέξγεηα 

αλά ζηέιερνο. Έγηλε αληίζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ poly (A)+ - RNA ζε cDNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζε αληηδξάζεηο Real- Time PCR. 

Σα επίπεδα κεηαγξαθψλ ζηα δηαθνξεηηθά δείγκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ην γνλίδην αλαθνξάο B-tubulin ηνπ κχθεηα V. 

dahliae. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηνπο κέζνπο φξνπο ησλ θαιιηεξγεηψλ ησλ κπθήησλ θαη νη θάζεηεο ξάβδνη ηελ απφθιηζε απφ 

ην κέζν φξν κε βάζε ην ηππηθφ ζθάικα. Β) Δπίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS σο άλσ ρσξίο ην κεηαζρεκαηηζκέλν ζηέιερνο 

ΔACS 18.2. 

 

Σν δεχηεξν πείξακα έθθξαζεο επαλαιήθζεθε γηα νξηζκέλα ζηειέρε. Με βάζε ηα 

απνηειέζκαηα ηεο πξψηεο αληίδξαζεο RT-PCR, επηιέρζεθαλ ηα ΓACS 18.6 θαη 18.7 (ην νπνίν ζε 

παιαηφηεξα πεηξάκαηα παζνγέλεηαο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην εξγαζηήξην Φπηνπαζνινγίαο ζε 

επίπεδν πηπρηαθψλ κειεηψλ ) πξνθάιεζε κηθξφηεξν πνζφ αζζέλεηαο ζε θπηά ηνκάηαο  ζε ζρέζε 

κε ην άγξην ζηέιερνο) θαη ηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56. 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο επαλαιήςεηο αλά ζηέιερνο ηφζν γηα ην ππφ κειέηε γνλίδην φζν θαη γηα 

ην γνλίδην αλαθνξάο, β-τουμπουλίνη. Σα απνηειέζκαηα ήηαλ ηα αλακελφκελα. Σν ΓACS 18.7 

ζηέιερνο έδσζε 43% ρακειφηεξε έθθξαζε απφ ην άγξην ζηέιερνο, ην ΓACS 18.6 82% 

ρακειφηεξε έθθξαζε, ελψ ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ ήηαλ ίδηα ή 
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πςειφηεξα κε απηά ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο, κε ην AT 70-49 λα δίλεη  πςειφηεξα επίπεδα έθθξαζεο 

(Δηθφλα 3.4). 

 

Δηθόλα 3.4 : Δπίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζην άγξην ζηέιερνο WT, ζηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε ΔACS 18.6 θαη ΔACS 

18.7 θαη ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae. Απνκνλψζεθε  RΝΑ απφ κία θαιιηέξγεηα 

αλά ζηέιερνο. Έγηλε αληίζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ poly (A)+ - RNA ζε cDNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζε αληηδξάζεηο Real- Time PCR. 

Σα επίπεδα κεηαγξαθψλ ζηα δηαθνξεηηθά δείγκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ην γνλίδην αλαθνξάο B-tubulin ηνπ κχθεηα V. 

dahliae. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηνπο κέζνπο φξνπο ησλ θαιιηεξγεηψλ ησλ κπθήησλ θαη νη θάζεηεο ξάβδνη ηελ απφθιηζε απφ 

ην κέζν φξν κε βάζε ην ηππηθφ ζθάικα. 

 

Σν ηξίην πείξακα ειέγρνπ ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα φια ηα ζηειέρε κε ηε ρξήζε δηαθνξεηηθνχ δεχγνπο εθθηλεηψλ πνπ ελίζρπε 

ηκήκα 356 βάζεσλ ηνπ γνληδίνπ, κεηά ηε ζέζε έλζεζεο ηνπ κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ ΣΝ5. 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ νκνηνηξφπσο ηξεηο επαλαιήςεηο αλά ζηέιερνο ηφζν γηα ην ππφ κειέηε 

γνλίδην φζν θαη γηα ην γνλίδην αλαθνξάο, β-τουμπουλίνη. Σα απνηειέζκαηα ήηαλ αξθεηά 

δηαθνξνπνηεκέλα απφ ηα δχν πξνεγνχκελα πεηξάκαηα,. Σα ΓACS 18.7 θαη ΓACS 18.4 ζηειέρε 

έδσζαλ 80% ρακειφηεξε έθθξαζε απφ ην άγξην ζηέιερνο, ην ΓACS 18.5 40% ρακειφηεξε 

έθθξαζε ελψ ηα ΓACS 18.1, 18.2, 18.3 θαη 18.6 ζηειέρε έδσζαλ ίδηα ή πςειφηεξε έθθξαζε ζε 

ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο. Σα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε εκθάληζαλ πςειά επίπεδα έθθξαζεο 

ηνπ γνληδίνπ ACS κε ην ΑΣ 70-49 λα δίλεη 90% πςειφηεξε έθθξαζε απφ ην άγξην ζηέιερνο 

(Δηθφλα 3.5 Α θαη 3.6 Β). 
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A. 

  

Β. 

 

Δηθόλα 3.5 : Α) Δπίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζην άγξην ζηέιερνο WT, ζηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε ΔACS 18.1-18.7 θαη 

ζηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-5, ΑΣ 70-30 θαη ΑΣ 70-49 ηνπ κχθεηα V. dahliae. Απνκνλψζεθε  RΝΑ απφ κία θαιιηέξγεηα 

αλά ζηέιερνο. Έγηλε αληίζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ poly (A)+ - RNA ζε cDNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζε αληηδξάζεηο Real- Time PCR. 

Σα επίπεδα κεηαγξαθψλ ζηα δηαθνξεηηθά δείγκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ην γνλίδην αλαθνξάο B-tubulin ηνπ κχθεηα V. 

dahliae. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηνπο κέζνπο φξνπο ησλ θαιιηεξγεηψλ ησλ κπθήησλ θαη νη θάζεηεο ξάβδνη ηελ απφθιηζε απφ 

ην κέζν φξν κε βάζε ην ηππηθφ ζθάικα. Β) Δπίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS σο άλσ ρσξίο ην ζπκπιεξσκαηηθφ ζηέιερνο ΑΣ 

40-49. 
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3.3  Πνζνηηθνπνίεζε ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο, ηνπ ΓACS 18.7 θαη ηνπ εθηνπηθνύ ζηειέρνπο 18.9 

ηνπ κύθεηα V. dahliae ζε θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig. 

Γηα λα δηαπηζησζεί εάλ ε ρακειή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης επεξεάδεη ηελ 

απνίθηζε θαη αλάπηπμε ηνπ κχθεηα V. dahliae ζηνπο αγγεηαθνχο ηζηνχο, θπηά ηνκάηαο ηεο 

πνηθηιίαο Ailsa Craig κνιχλζεθαλ κε ην άγξην ζηέιερνο V. dahliae, κε ην ΓACS 18.7 θαη ην 

εθηνπηθφ ζηέιερνο 18.9., φπσο αλαθέξεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.3. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηεο βηνκάδαο 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηα παξαπάλσ ζηειέρε κε αληηδξάζεηο Real Time PCR ζε ηέζζεξηο 

ρξνληθέο ζηηγκέο 5, 10, 15 θαη 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο 

επαλαιήςεηο αλά ζηέιερνο γηα θάζε ρξνληθή ζηηγκή. Ωο εζσηεξηθή ζηαζεξά γηα ηελ 

θαλνληθνπνίεζε κηθξψλ δηαθνξψλ ζηηο αξρηθέο πνζφηεηεο DNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο 

αληηδξάζεηο Real Time PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ην γνλίδην ηεο β-τουμπουλίνης, ε πνζφηεηα ηεο 

νπνίαο ήηαλ ζηαζεξή γηα φια ηα δείγκαηα θαη σο ζπλέπεηα ηα απνηειέζκαηα ηεο πνζνηηθνπνίεζεο 

ήηαλ αμηφπηζηα. 

Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο Real Time PCR έδεημε φηη ζηηο 5 εκέξεο κεηά ηε 

κφιπλζε, ην άγξην ζηέιερνο θαη ην εθηνπηθφ ζηέιερνο 18.9 είραλ ήδε απνηθίζεη θαη αλαπηπρζεί 

κέζα ζην αγγεηαθφ ζχζηεκα ζε ζεκαληηθά κεγαιχηεξν βαζκφ απφ ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο. Ζ ίδηα 

εηθφλα παξαηεξήζεθε κέρξη θαη ηε ρξνληθή ζηηγκή ησλ 15 εκεξψλ, κε ην ΓACS 18.7 λα 

παξνπζηάδεη ρακειφηεξα πνζνζηά απνίθηζεο απφ ην άγξην ζηέιερνο θαη ην 18.9. ηηο 20 εκέξεο 

σζηφζν παξαηεξήζεθε απφηνκε αχμεζε ηεο βηνκάδαο ηφζν ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο φζν θαη ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ ΓACS 18.7.  

Α. 
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Β. 

         

Δηθόλα 3.6 : Α)  Πνζνηηθνπνίεζε DNA ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT ηνπ κεηαζρεκαηηζκέλνπ ζηειέρνπο ΔACS 18.7 θαη ηνπ 

εθηνπηθνχ ζηειέρνπο 18.9 ηνπ κχθεηα Verticillium dahliae ζε θπηά ηνκάηαο πνηθηιίαο Ailsa Craig.Σα επίπεδα ηνπ DNA ηνπ 

κχθεηα ππνινγίζηεθαλ κε Real-time PCR ζε νιηθφ DNA πνπ απνκνλψζεθε απφ ηα ζηειέρε 5 θπηψλ αλά ζηέιερνο 5, 10, 15 θαη 20 

εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ κχθεηα. Σν πείξακα επαλαιήθζεθε ηξεηο θνξέο. Οη ζηήιεο αλαπαξηζηνχλ ηνπο κέζνπο φξνπο απφ 

15 θπηά θαη νη θάζεηεο ξάβδνη αληηπξνζσπεχνπλ ηελ απφθιηζε απφ ην κέζν φξν κε βάζε ην ηππηθφ ζθάικα. Β) Πνζνηηθνπνίεζε 

DNA ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT ηνπ κεηαζρεκαηηζκέλνπ ζηειέρνπο ΔACS 18.7 θαη ηνπ εθηνπηθνχ ζηειέρνπο 18.9 ηνπ κχθεηα 

Verticillium dahliae ζε θπηά ηνκάηαο πνηθηιίαο Ailsa Craig σο άλσ ρσξίο ηελ επέκβαζε ησλ 20 εκεξψλ. 

 

 

 

3.4  Πεηξάκαηα παζνγέλεηαο κεηαιιαγκέλωλ ACS ζηειερώλ V. dahliae ζε θπηά ηνκάηαο 

πνηθηιίαο Ailsa Craig. 

 

Γηα λα δηεξεπλεζεί ν ξφινο ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC συνθάσης ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα 

V. dahliae, θπηά ηνκάηαο ηεο πνηθηιίαο Ailsa Craig κνιχλζεθαλ κε ην άγξην ζηέιερνο, ηα 

κεηαιιαγκέλα ΓACS 18.6 θαη 18.7 ζηειέρε θαη κε ηα ζπκπιεξσκαηηθά ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 

κε ηνλ ηξφπν πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.3. Σα ζπκπηψκαηα θαηαγξάθεθαλ ζηηο 5, 8, 

11, 14, θαη 20 εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ησλ ζηειερψλ V. dahliae. 
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Δηθόλα 3.7 : Φαηλνηππηθή εηθφλα θπηψλ ηνκάηαο πνηθηιίαο Ailsa Craig ζην ζεξκνθήπην, 18 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε 

ηνπο κε ην άγξην ζηέιερνο WT, ηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ΔACS18.6 θαη ΔACS 18.7 θαη ηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε 

ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae. 

 

 

Σα πξψηα ζπκπηψκαηα κάξαλζεο εκθαλίζηεθαλ ζηα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί κε ην άγξην 

θαη ην ΓACS 18.6 ζηέιερνο ζηηο 5 εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο. Σα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί 

κε ηα ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 έδεημαλ ηα πξψηα ζπκπηψκαηα ζηηο 8 εκέξεο κεηά ηε 

κφιπλζε θαη παξέκεηλαλ θνληά ζηα επίπεδα ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηνπ 

πεηξάκαηνο. Σα θπηά πνπ κνιχλζεθαλ κε ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο παξνπζίαζαλ ζεκαληηθά 

ιηγφηεξα ζπκπηψκαηα ζε ζρέζε κε απηά πνπ κνιχλζεθαλ κε ην άγξην ζηέιερνο κέρξη θαη ηηο 11 

εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο. Πην αλαιπηηθά, ηελ 11
ε
 εκέξα ε ζνβαξφηεηα ηεο αζζέλεηαο 

(πνζνζηφ αζζελψλ θχιισλ πξνο ην ζπλνιηθφ αξηζκφ ησλ θχιισλ) ζηα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί 

κε ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο ήηαλ 4% ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο πνπ ήηαλ 41%. Δπίζεο ε 

αζζέλεηα πνπ πξνθάιεζε ην ΓACS18.7 ήηαλ ζηαηηζηηθά ρακειφηεξε απφ φια ηα ππφινηπα 

ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε θάζε ρξνληθή ζηηγκή πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε θαηακέηξεζε ηεο 

αζζέλεηαο. Σν ΓACS 18.6 ζηέιερνο ζε φιεο ηηο κεηξήζεηο ήηαλ θνληά ζηα επίπεδα αζζέλεηαο ηνπ 

άγξηνπ ζηειέρνπο ζηηο 5, 14, 17 θαη 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε (Δηθφλα 3.9). 
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Δηθόλα 3.8 : Αληηπξνζσπεπηηθά θπηά ηνκάηαο πνηθηιίαο Ailsa Craig, 18 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε ηνπο κε ην άγξην 

ζηέιερνο WT, ηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε ΔACS 18.7 θαη ΔACS18.6 θαη ηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 

θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae. Σα θπηά κνιχλζεθαλ κε 10 ml αησξήκαηνο 1x10
7
 θνλίδηα V. dahliae θαη ε 

εμέιημε ηεο αζζέλεηαο θαηαγξάθεθε κέρξη 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε. Σα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί κε ηα ΔACS 18.6, 

wild type θαη ΑΣ 40-49 θαη ΑΣ 70-56 αλέπηπμαλ αληηπξνζσπεπηηθά ζπκπηψκαηα κάξαλζεο ησλ θχιισλ (Γ, Γ, Δ, Σ) 

ζε ζρέζε κε ηα θπηά ηνπ ακφιπληνπ κάξηπξα (Α) θαη ζηα θπηά ζηα νπνία είρε εθαξκνζηεί ην ζηέιερνο ΔACS 18.7 

(B)  πνπ εκθάληζαλ κεησκέλα ζπκπηψκαηα ριψξσζεο θαη κάξαλζεο. 

 

ηηο 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε ην πνζνζηφ ησλ αζζελψλ θπηψλ πνπ είραλ κνιπλζεί κε ην 

άγξην ζηέιερνο, ην ΓACS 18.6 θαη ηα ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ζηειέρε ήηαλ 100% θαη ε 

ζνβαξφηεηα ηεο αζζέλεηαο 40.3%, 37.6%, 30.6% θαη 30.5% αληίζηνηρα, ελψ ην πνζνζηφ αζζελψλ 

θπηψλ γηα ην ΓACS18.7 ζηέιερνο ήηαλ 85% κε ζνβαξφηεηα αζζέλεηαο 25.6%. 

 

Δηθόλα 3.9 : Πνζνζηφ αζζελψλ θχιισλ ζε θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT, ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ΔACS 18.6 θαη  ΔACS 18.7 θαη ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56  ηνπ κχθεηα 

Verticillium dahliae. Ζ έληαζε ηεο αζζέλεηαο ππνινγίζηεθε γηα θάζε κέξα θαηαγξαθήο ησλ ζπκπησκάησλ σο πνζνζηφ (%) ηνπ 

αξηζκνχ ησλ αζζελψλ θχιισλ σο πξνο ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ ησλ θχιισλ γηα θάζε θπηφ. Γηα ην θάζε ζηέιερνο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

10 θπηά θαη ηα πεηξάκαηα επαλαιήθζεθαλ 2 θνξέο. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηνπο κέζνπο φξνπο 20 θπηψλ θαη νη θάζεηεο 

ξάβδνη αληηπξνζσπεχνπλ ηελ απφθιηζε απφ ην κέζν φξν κε βάζε ην ηππηθφ ζθάικα. 
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Όηαλ ε εμέιημε ηεο αζζέλεηαο εθθξάζηεθε ζε πνζνζηφ αζζέλεηαο βάζε ΑUDPC 

δηαπηζηψζεθε φηη ε αζζέλεηα πνπ πξνθιήζεθε απφ ην ζηέιερνο ΓACS 18.7 ήηαλ ζηαηηζηηθά 

ρακειφηεξε ηφζν απφ ην άγξην φζν θαη απφ ηα ππφινηπα ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Ζ 

ζρεηηθή AUDPC ηνπ ζηειέρνπο ΓACS 18.7 ήηαλ 6.3%, ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο 28%, ηνπ ΓACS 

18.6 22.4% θαη ησλ AT 70-49 θαη ΑΣ 70-56 18.8% θαη 15.9% αληίζηνηρα. 

 

       

Δηθόλα 3.10 : Οη ηηκέο ηεο αζζέλεηαο αλαπαξαζηάζεθαλ γξαθηθά ζηελ εμέιημε ηνπ ρξφλνπ γηα ηε δεκηνπξγία θακπχιεο ηεο 

εμέιημεο ηεο αζζέλεηαο. Αθνινχζσο ππνινγίζηεθε ην εκβαδφλ θάησ απφ ηε θακπχιε εμέιημεο ηεο αζζέλεηαο (AUDPC) κε ηε 

κέζνδν ηεο ηξαπεδνεηδνχο νινθιήξσζεο (Campbell θαη Madden, 1990) θαη ε αζζέλεηα εθθξάζηεθε σο ην πνζνζηφ ηνπ κέγηζηνπ 

εκβαδνχ γηα φιε ηε δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο, πνπ αλαθέξεηαη σο ζρεηηθή AUDPC (Korolev et al., 2001). Οη ζηήιεο πνπ 

ζπλνδεχνληαη απφ δηαθνξεηηθφ γξάκκα δηαθέξνπλ ζεκαληηθά ζχκθσλα κε ηε κέζνδν πνιιαπιψλ κέζσλ θαηά Tukey, ζε επίπεδν 

ζεκαληηθφηεηαο Ρ ≤ 0,05. 
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3.5  Ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ηεο δηαδηθαζίαο κόιπλζεο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο θαη ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο ΓACS 18.7 ζε θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig. 

Γηα ηελ ηζηνπαζνινγηθή παξαηήξεζε ηεο δηαδηθαζίαο κφιπλζεο, ην άγξην ζηέιερνο ηνπ 

κχθεηα V. dahliae θαη ην ΓACS 18.7 κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε ηε θαζέηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ 

Ds-Red έηζη ψζηε λα θζνξίδνπλ θφθθηλα (Δηθφλα 3.11), φπσο αλαθέξεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.15. 

Σα ζηειέρε απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε κφιπλζε θπηψλ ηνκάηαο πνηθηιίαο Ailsa Craig θαη 

αθνινχζεζε κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ζε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην 

θζνξηζκνχ ειεθηξνληθήο απεηθφληζεο. Έγηλαλ παξαζθεπάζκαηα απφ ξίδεο θαη ζηειέρε 

κνιπζκέλσλ θπηψλ ηνκάηαο ζε αληηθεηκελνθφξνπο πιάθεο 1, 5 θαη 10 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε.  

                 

Δηθόλα 3.11 : Καιιηέξγεηεο ζε πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα SSN ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT θαη ηνπ ΔACS 18.7 

κεηαζρεκαηηζκέλα κε ηελ θαζέηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ Ds-Red. 

 

Πην αλαιπηηθά 24 ψξεο κεηά ηε κφιπλζε, πνιπάξηζκα βιαζηεκέλα θνλίδηα θαη ησλ δχν 

ζηειερψλ βξίζθνληαλ πξνζθνιιεκέλα ζηα ξηδίδηα θαη ηελ επηθάλεηα ησλ ξηδψλ (Δηθφλα 3.12 Δ θαη 

Σ). ηηο 5 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε, πθέο ηφζν ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο φζν θαη ηνπ ΓACS 18.7 

είραλ αλαπηπρζεί επί ησλ ξηδψλ, σζηφζν νη πθέο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο ήηαλ εκθαλψο 

πεξηζζφηεξεο ζε ζρέζε κε ην ΓACS 18.7 (Δηθφλα 3.13 Δ θαη Σ). 
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Α.   Β.   

Γ.   Γ.   

Δ.  Σ.  

Δηθόλα 3.12 : Μηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε απνηθηζκνχ ξηδψλ θπηψλ ηνκάηαο  πνηθηιίαο Ailsa Craig απφ ην άγξην ζηέιερνο WT θαη 

ην ΔACS 18.7 ηνπ κχθεηα V. dahliae 24 ψξεο κεηά ηε κφιπλζε κε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ ειεθηξνληθήο απεηθφληζεο. 

Κνλίδηα θαη ησλ δχν Ds-Red ζηειερψλ ηνπ V. dahliae έρνπλ εγθαηαζηαζεί πάλσ ζηε ξίδα ησλ θπηψλ (Δ, Σ). Α-Β : Απεηθφληζε 

ησλ Ds-Red ζηειερψλ WT θαη ΔACS 18.7 ,Γ-Γ : Brightfield απεηθφληζε ησλ ξηδψλ θπηψλ ηνκάηαο. 
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Α.   Β.  

Γ.   Γ.  

Δ. Σ.   

Δηθόλα 3.13 : Μηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε απνηθηζκνχ ξηδψλ θπηψλ ηνκάηαο  πνηθηιίαο Ailsa Craig απφ ην άγξην ζηέιερνο WT θαη 

ην ΔACS 18.7 ηνπ κχθεηα V. dahliae 5 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε, κε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ ειεθηξνληθήο 

απεηθφληζεο. Τθέο ηφζν ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο φζν θαη ηνπ ΓACS 18.7 είραλ αλαπηπρζεί επί ησλ ξηδψλ, σζηφζν νη πθέο ηνπ άγξηνπ 

ζηειέρνπο ήηαλ εκθαλψο πεξηζζφηεξεο ζε ζρέζε κε ην ΓACS 18.7 (Δ, Σ). Α-Β : Απεηθφληζε ησλ Ds-Red ζηειερψλ WT θαη ΔACS 

18.7 ,Γ-Γ : Brightfield απεηθφληζε ησλ ξηδψλ θπηψλ ηνκάηαο. 
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Αλάπηπμε πθψλ παξαηεξήζεθε θαη θαηά κήθνο ησλ αγγείσλ ηνπ ππέξγεηνπ ζηειέρνπο, κε 

εκθαλείο δηαθνξέο φκσο αλάκεζα ζηα δχν ζηειέρε ηφζν ζηηο 5 φζν θαη ζηηο 10 εκέξεο κεηά ηε 

κφιπλζε. Σν ΓACS 18.7 ζηέιερνο θάλεθε λα απνηθίδεη ιηγφηεξν ην ζηέιερνο ησλ θπηψλ θαη ζηηο 

δχν επεκβάζεηο 5 θαη 10 εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ, (Δηθφλα 3.14 Γ θαη 3.14 Γ) ζε ζχγθξηζε 

κε ην άγξην ζηέιερνο φπνπ νη ηζηνί ησλ θπηψλ θαίλνληαλ λα έρνπλ απνηθεζεί εμνινθιήξνπ 

(Δηθφλα 3.14 Α θαη 3.14 Β). 

Α.   Β.   

Β.  Γ.   

Δηθόλα 3.14 : Μικροςκοπικι παρατιρθςθ αποικιςμοφ ςτελεχών φυτών τομάτασ  ποικιλίασ Ailsa Craig από το άγριο ςτζλεχοσ 

WT και το ΔACS 18.7 του μφκθτα V. dahliae 5 και 10 θμζρεσ μετά τθ μόλυνςθ, με ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ 

ειεθηξνληθήο απεηθφληζεο. Σν ΓACS 18.7 ζηέιερνο θάλεθε λα απνηθίδεη ιηγφηεξν ην ζηέιερνο ησλ θπηψλ θαη ζηηο δχν επεκβάζεηο 

5 θαη 10 εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ (Γ,Γ), ζε ζχγθξηζε κε ην WT ζηέιερνο φπνπ νη ηζηνί ησλ θπηψλ θαίλνληαλ λα 

έρνπλ απνηθεζεί εμνινθιήξνπ (A, B). 
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Απφ ηα παξαπάλσ πεηξάκαηα θαίλεηαη φηη δελ ππάξρεη δηαθνξά αλάκεζα ζην άγξην θαη 

ζην ΓACS18.7 κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο σο πξνο ηελ πξφζθπζε θαη απνίθηζε ηνπ ξηδηθνχ 

ζπζηήκαηνο ζηηο 24 h κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο, ελψ ζηηο 5 εκέξεο κεηά ηελ κφιπλζε νη πθέο ηνπ 

άγξηνπ ζηειέρνπο έρνπλ απνηθήζεη ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ην ξηδηθφ ζχζηεκα ησλ θπηψλ ζε ζρέζε 

κε ην ΓACS 18.7. Δπίζεο, ην άγξην ζηέιερνο αλαπηχρζεθε πεξηζζφηεξν θαη απνίθεζε ζε 

κεγαιχηεξν βαζκφ ην ζηέιερνο ησλ θπηψλ ζε ζρέζε κε ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ΓACS 18.7. 

 

3.6  Υαξαθηεξηζκόο ηωλ κεηαιιαγκέλωλ ζηειερώλ ηνπ V. dahliae ωο πξνο ηελ κπθειηαθή 

αλάπηπμε. 

Γηα ηελ αμηνιφγεζή ησλ ζηειερψλ ηνπ V. dahliae σο πξνο ηελ κπθειηαθή αλάπηπμε θαη 

ηελ παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ, ηα απελεξγνπνηεκέλα ζηειέρε ΓACS 18.6 θαη ΓACS 18.7, ηα 

ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 θαη ην άγξην ζηέιερνο θαιιηεξγήζεθαλ ζε ηξία 

δηαθνξεηηθά ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα czapek-dox agar, SSN agar, minimal medium agar, φπσο 

αλαθέξεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.18) θαη νη δηάκεηξνη ησλ απνηθηψλ κεηξήζεθαλ ζε ρξνληθά 

δηαζηήκαηα ησλ 2 εκεξψλ γηα 21 εκέξεο. 

Καηά ηελ αλάπηπμε ζε πιηθφ Czapek-Dox agar ηα ζηειέρε δελ παξνπζίαζαλ θακηά 

δηαθνξά σο πξνο ηελ κπθειηαθή ηνπο αλάπηπμε, θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο (Δηθφλα 

3.15 Β). ηηο 21 εκέξεο επψαζεο ην άγξην ζηέιερνο θαη ηα ζηειέρε ΓACS 18.7 θαη ΑΣ 70-49 

παξνπζίαζαλ ππνηππψδε παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ ζε αληίζεζε κε ηα ζηειέρε ΓACS 18.6 θαη 

ΑΣ 70-56 ζηα νπνία θάλεθε λα επάγεηαη ν ζρεκαηηζκφο κηθξνζθιεξσηίσλ κε απνηέιεζκα ην 

ζθνχξν ρξσκαηηζκφ ησλ απνηθηψλ (Δηθφλα 3.15 Α). 

A. 

    

Β.             
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Δηθόλα 3.15 : A) Γηάγξακκα ηεο κπθειηαθήο αχμεζεο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT, ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ  

ΔACS 18.6 θαη ΔACS 18.7 θαη ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae , ζε 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα Czapek-Dox agar, ζε ζρέζε κε ην ρξφλν. Β) Δθηίκεζε ηεο κπθειηαθήο αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ 

ζε πιηθφ Czapek-Dox, σο πξνο ηε κνξθνινγία ηεο απνηθίαο ζε ηξηβιίν. 

 

Καηά ηελ αλάπηπμε ζε ζξεπηηθφ πιηθφ Minimal Medium agar ππήξραλ δηαθνξνπνηήζεηο 

σο πξνο ηελ κπθειηαθή αλάπηπμε ησλ ζηειερψλ απφ ηηο 10 εκέξεο θαη κεηά, κε ηα ζηειέρε ΓACS 

18.6, ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 λα αλαπηχζζνληαη ειαθξψο ηαρχηεξα (Δηθφλα 3.16 Β). Ωο πξνο ηελ 

παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ ν θαηλφηππνο ησλ ζηειερψλ δελ δηαθνξνπνηήζεθε ηδηαίηεξα απφ ηνλ 

θαηλφηππν ζην Czapek-Dox agar. Οη απνηθίεο ησλ ΓACS 18.7, ΑΣ 70-49 θαη ηνπ άγξηνπ 

ζηειέρνπο παξέκεηλαλ ιεπθέο κέρξη θαη ηηο 21 εκέξεο, ελψ νη απνηθίεο ησλ ΓACS 18.6 θαη ΑΣ 70-

56 εκθάληζαλ ζθνχξν ρξσκαηηζκφ πνπ δειψλεη άθζνλε παξαγσγή κηθξνζθιεξσηίσλ (Δηθφλα 

3.16 Α). 

A.     
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B. 

           

Δηθόλα 3.16 : A) Γηάγξακκα ηεο κπθειηαθήο αχμεζεο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT, ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ  

ΔACS 18.6 θαη ΔACS 18.7 θαη ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae , ζε 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα Minimal medium, ζε ζρέζε κε ην ρξφλν. Β) Δθηίκεζε ηεο κπθειηαθήο αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ 

ζε πιηθφ Minimal medium, σο πξνο ηε κνξθνινγία ηεο απνηθίαο ζε ηξηβιίν. 

Σέινο παξφκνηα ήηαλ ε εηθφλα θαη θαηά ηελ αλάπηπμε ζε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα  SSN agar, 

κε ηα ΓACS 18.6, AT 70-49 θαη ΑΣ 70-56 λα παξνπζηάδνπλ ειαθξψο κεγαιχηεξε κπθειηαθή 

αλάπηπμε κεηά ηηο 10 εκέξεο (Δηθφλα 3.17 Β). Ζ κπθειηαθή αλάπηπμε ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο θαη 

ηνπ ΓACS 18.7 παξέκεηλαλ ζηα ίδηα επίπεδα θαη νη απνηθίεο ηνπο ζην ηξηβιίν παξέκεηλαλ ιεπθέο 

κέρξη ηηο 21 εκέξεο. Ζ αλάπηπμε ησλ ΓACS 18.6 θαη ΑΣ 70-56 ζε Minimal Medium θάλεθε λα 

επάγεη ην ζρεκαηηζκφ κηθξνζθιεξσηίσλ, φκσο ελψ ε αλάπηπμε ηνπ ΓACS 18.6 ζηειέρνπο ήηαλ 

νκνηφκνξθε ζην ηξηβιίν, ην ΑΣ 70-56 αλαπηχρζεθε ζρεκαηίδνληαο δαθηπιίνπο (Δηθφλα 3.17 Α).  

Α.  
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Β.      

  

Δηθόλα 3.17 : A) Γηάγξακκα ηεο κπθειηαθήο αχμεζεο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο WT, ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ  

ΔACS 18.6 θαη ΔACS 18.7 θαη ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηειερψλ ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ηνπ κχθεηα V. dahliae , ζε 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα SSN agar, ζε ζρέζε κε ην ρξφλν. Β) Δθηίκεζε ηεο κπθειηαθήο αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ ζε 

πιηθφ SSN agar, σο πξνο ηε κνξθνινγία ηεο απνηθίαο ζε ηξηβιίν 
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3.7  Αμηνιόγεζε ηωλ κεηαιιαγκέλωλ ζηειερώλ ωο πξνο ηελ παξαγωγή αηζπιελίνπ κέζω ηνπ 

βηνρεκηθνύ κνλνπαηηνύ ηεο ACC ζπλζάζεο. 

Σν άγξην ζηέιερνο, ηα κεηαιιαγκέλα ΓACS 18.6 θαη ΓACS 18.7 ζηειέρε θαη ηα 

ζπκπιεξσκαηηθά ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ζηειέρε αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηελ παξαγσγή 

αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ βηνρεκηθνχ κνλνπαηηνχ ηεο ACC ζπλζάζεο κε ηε ρξήζε αέξηνπ 

ρξσκαηνγξάθνπ (Παξάγξαθνο 2.17). ηα απνηειέζκαηα πξνέθπςαλ ζε κΜ ACC αιιά γηα λα 

επηηεπρζεί ε ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε ε αληηζηνηρία ηνπο ζε ng ACC/gr ιπνθηιησκέλνπ 

κπθειίνπ ηνπ κχθεηα V. dahliae. 

Σν κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ΔACS 18.7 παξήγαγε 35 ng ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ, 

ελψ ην άγξην ζηέιερνο παξήγαγε κφιηο 50 ng ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ. ην ίδην πείξακα 

ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο  ΓACS 18.6 παξήγαγε 169 ng ACC/ gr ιπνθηιησκέλνπ ηζηνχ θαη ηα 

ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 858 θαη 101 ng ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ 

κπθειίνπ αληίζηνηρα. 

 

 

                   

 

Δηθόλα 3.18 : Απεηθφληζε ηεο ζπγθέληξσζεο ACC ζε κπθήιην ηνπ V. dahliae γηα ην άγξην ζηέιερνο, ηα ΔACS 18.6 θαη ΓACS 18.7 

ζηειέρε θαη γηα ηα ζπκπιεξσκαηηθά ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 ζηειέρε, 
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ΤΕΖΣΖΖ 

Ο κχθεηαο Verticillium dahliae είλαη έλα εδαθνγελέο παζνγφλν κε παγθφζκηα εμάπισζε, 

πνπ πξνθαιεί αδξνκπθψζεηο ηφζν ζε εχθξαηεο φζν θαη ζε ππνηξνπηθέο πεξηνρέο, νδεγψληαο ζε 

ζεκαληηθέο απψιεηεο ηεο παξαγσγήο ζε έλα επξχ θάζκα θαιιηεξγεηψλ κε κεγάιε νηθνλνκηθή 

ζεκαζία. 

Καηά ηε κφιπλζε ησλ θπηψλ απφ παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο  απειεπζεξψλεηαη  

αηζπιέλην θαη ππάξρνπλ ζηνηρεία φηη ηφζν ην θπηφ φζν θαη νη κηθξννξγαληζκνί ζπλεηζθέξνπλ 

ζηελ παξαγσγή ηνπ (Achilea et al., 1985). 

Σν αηζπιέλην, αιιά θη άιιεο θπηηθέο νξκφλεο φπσο νη γηβεξξειίλεο, νη απμίλεο θαη ην 

αςηζηθφ νμχ, εθθξίλνληαη επίζεο θη απφ κηθξννξγαληζκνχο (Σudzynski and Sharon, 2002).  Σν 

αηζπιέλην ζπγθεθξηκέλα παξάγεηαη απφ ηξία δηαθνξεηηθά κεηαβνιηθά κνλνπάηηα. ηα αλψηεξα 

θπηά ην αηζπιέλην παξάγεηαη απφ ην ακηλνμχ κεζεηνλίλε κε ελδηάκεζν πξντφλ ην 1-

ακηλνθπθινπξνπάλην-1-θαξβνμπιηθφ νμχ (1-amino - cyclopropane-1-carboxylic acid, ΑCC). 

Ωζηφζν απηφ ην κνλνπάηη δελ έρεη κειεηεζεί επαξθψο  ζηνπο κηθξννξγαληζκνχο. Σα επφκελα δχν 

κνλνπάηηα έρνπλ ραξαθηεξηζηεί ζε βαθηήξηα αιιά θαη κχθεηεο. ην πξψην κνλνπάηη ην αηζπιέλην 

παξάγεηαη επίζεο απφ ην ακηλνμχ κεζεηνλίλε αιιά πεξηιακβάλεη σο ελδηάκεζν πξντφλ ην α-θεην-

γ-κεζπινζεηνβνπηπξηθφ νμχ (α-keto-γ-methylthiobutyric acid, KMBA), ελψ ζην δεχηεξν κνλνπάηη 

ην αηζπιέλην ζπληίζεηαη απφ ην α-θεηνγινπηαξηθφ νμχ, κέζσ ηνπ ελδχκνπ EFE (Ethylene-

Forming-Enzyme) (Chague et al., 2010). 

Σν αηζπιέλην παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ άκπλα ησλ θπηψλ ελαληίσλ δηάθνξσλ 

θπηνπαζνγφλσλ, εθφζνλ ε είζνδνο ηνπο ζηνπο θπηηθνχο ηζηνχο πξνάγεη πνιιέο θνξέο ηελ 

απμεκέλε παξαγσγή αηζπιελίνπ.( Abele et al., 1992, Mauch et al., 1984 ,Cohn θαη Martin, 2005). 

Δπίζεο πνιινί θπηνπαζνγφλνη κχθεηεο θαη βαθηήξηα είλαη ηθαλνί λα παξάγνπλ αηζπιέλην ζαλ 

κνιπζκαηηθφ παξάγνληα θαη έηζη εληζρχνπλ ηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα απνηθίδνπλ κέζα ζην θπηφ. 

Έξεπλεο έρνπλ δείμεη φηη ηα ζπκπηψκαηα πνπ πξνθαινχληαη απφ παζνγφλα αδξνκπθψζεσλ φπσο 

επηλαζηία, ριψξσζε θαη θπιιφπησζε  κπνξνχλ λα αλαπαξαρζνχλ θαη κε ηελ εθαξκνγή 

αηζπιελίνπ ( Wiese and DeVay, 1970, Pegg, 1981, Vander Molen et al., 1983, DeVay, 1989). Γηα 

ην ιφγν απηφ ζεσξήζεθε φηη ην αηζπιέλην είλαη ε θχξηα αηηία γηα ηελ εθδήισζε ζπκπησκάησλ απφ 

παζνγφλα αδξνκχθσζεο (Pegg, 1981). 

Ωζηφζν ελψ πνιιέο εξγαζίεο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί γηα ην ξφιν ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ 

άκπλα ησλ θπηψλ ελαληίσλ παζνγφλσλ αδξνκπθψζεσλ (Robison et al. 2001, Thomma et al. 2003, 

Tjamos et al., 2005, Van Loon et al., 2006, Pantelides et al., 2010) ειάρηζηεο κειέηεο αλαθέξνληαη 

ζην ξφιν ηνπ αηζπιελίνπ σο κνιπζκαηηθφ παξάγνληα ή σο γνλίδην παζνγέλεηαο ησλ 

αδξνκπθσζέσλ. 
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Ζ πξσηνηππία ηεο παξνχζαο κειέηεο έγθεηηαη ζηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηνπ αηζπιελίνπ, 

πνπ παξάγεηαη κέζσ ηνπ ACC κνλνπαηηνχ, ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα Verticillium dahliae ζε 

θπηά ηνκάηαο. Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηεο ACC ζπλζάζεο (ACS) ζηελ αλάπηπμε θαη 

παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα Verticillium dahliae ρξεζηκνπνηήζεθαλ κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ V. 

dahliae ζηα νπνία είρε απελεξγνπνηεζεί ην γνλίδην ACS (ΓACS 18.1-18.7), ζηειέρε ζηα νπνία είρε 

επαλελζσκαησζεί ην ιεηηνπξγηθφ γνλίδην ACS (ΑΣ 70-5, ΑΣ 70-30, ΑΣ 70-49, ΑΣ 70-56) θαη ην 

εθηνπηθφ ζηέιερνο 18.9 (Παξάγξαθνο 2.2). 

 Αξρηθά εμεηάζηεθαλ ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS ζε φια ηα ζηειέρε , κε 

αληηδξάζεηο Real Time PCR  ρξεζηκνπνηψληαο δεχγνο εθθηλεηψλ πνπ ελίζρπε ηκήκα 356 βάζεσλ 

ηνπ γνληδίνπ, κεηά ηε ζέζε έλζεζεο ηνπ κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ ΣΝ5. Με βάζε ηα απνηειέζκαηα ηα 

ΓACS 18.7 θαη ΓACS 18.4 ζηειέρε έδσζαλ 80% ρακειφηεξε έθθξαζε απφ ην άγξην ζηέιερνο, ην 

ΓACS 18.5 40% ρακειφηεξε έθθξαζε ελψ ηα ΓACS 18.1, 18.2, 18.3 θαη 18.6 ζηειέρε έδσζαλ 

ίδηα ή πςειφηεξε έθθξαζε ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο (Δηθφλεο 3.6 Α θαη 3.6 Β). Ζ πςειή 

έθθξαζε ησλ  ζηειερψλ ΓACS 18.1, 18.2, 18.3 θαη 18.6 πηζαλψο λα νθείιεηαη ζην φηη ε έλζεζε 

ηνπ κεηαζεηνχ ζηνηρείνπ γίλεηαη ζε ηέηνην ζεκείν ζην γνλίδην ACS ψζηε λα κελ  επεξεάδεηαη ε 

κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ θαη λα θαζίζηαηαη ιεηηνπξγηθή ε παξαρζείζα πξσηεΐλε. Σα 

ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε εκθάληζαλ πςειά επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS κε ην ΑΣ 70-49 

λα δίλεη 90% πςειφηεξε έθθξαζε απφ ην άγξην ζηέιερνο (Δηθφλεο 3.6 Α θαη 3.6 Β). 

Ωζηφζν ηα απνηειέζκαηα παξαγσγήο ACC κε ρξήζε αέξηνπ ρξσκαηνγξάθνπ δελ ήηαλ ζε 

αληηζηνηρία κε ηα απνηειέζκαηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS γηα φια ηα ζηειέρε. Πην αλαιπηηθά 

κεηά απφ κέηξεζε ηνπ ACC, βξέζεθε φηη ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ΔACS 18.7 παξήγαγε 35 ng 

ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ, ελψ ην άγξην ζηέιερνο , ην νπνίν ζηα πεηξάκαηα έθθξαζεο 

είρε δψζεη πςειφηεξα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ACS απφ ην ΔACS 18.7, παξήγαγε κφιηο 50 

ng ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ. Ζ κεησκέλε παξαγσγή ACC ζην άγξην ζηέιερνο πηζαλψο 

λα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ν κχθεηαο in vitro ζην ζπγθεθξηκέλν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

ρξεζηκνπνηεί θάπνην άιιν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ηνπ αηζπιελίνπ απφ απηφ πνπ ρξεζηκνπνηεί in 

planta ελψ ε παξαγσγή αηζπιελίνπ ζην ΔACS 18.7 ζηέιερνο ελδερνκέλσο λα νθείιεηαη ζηελ 

χπαξμε δχν αθφκα ACS γνληδίσλ ζην κχθεηα V. dahliae, (locus) VDAG_05504.1 VDAG_04886. 

ην ίδην πείξακα ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο  ΓACS 18.6 παξήγαγε 169 ng ACC/ gr 

ιπνθηιησκέλνπ ηζηνχ θαη ηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 θαη ΑΣ 70-56 858 θαη 101 ng 

ACC/gr  ιπνθηιησκέλνπ κπθειίνπ αληίζηνηρα, πνζφηεηεο πνπ δηθαηνινγνχληαη πιήξσο απφ ηελ 

πςειή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ACS ζηα πεηξάκαηα έθθξαζεο. 

Πξφζθαηεο εξγαζίεο απέδεημαλ φηη ε κεησκέλε πξφζιεςε αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ ππνδνρέα 

ETR1 ησλ θπηψλ επάγεη ηελ έθθξαζε κηαο νκάδαο γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ άκπλα ησλ 
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θπηψλ Arabidopsis thaliana ππνδεηθλχνληαο ηε κνξηαθή βάζε πνπ ειέγρεη ηελ αλζεθηηθφηεηα 

ζηνπο κχθεηεο V. dahliae. Απηέο νη κεηαγξαθηθέο κεηαβνιέο νδήγεζαλ ζε κεησκέλε αλάπηπμε ηνπ 

παζνγφλνπ κχθεηα V. dahliae ζε θπηά Arabidopsis ζηνπο αγγεηαθνχο ηζηνχο θαη κεησκέλε έληαζε 

ηεο αζζέλεηαο ζηα etr1-1 θπηά. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ κπθήησλ έδεημε φηη ηα επίπεδα ησλ 

θπηνπαζνγφλσλ ζηνπο ηζηνχο ησλ etr1-1 θπηψλ παξέκελαλ ζε ζεκαληηθά ρακειφηεξα επίπεδα 

απφ ηα θπηά άγξηνπ ηχπνπ (Pantelides et al., 2010). Δπίζεο κεηαιιαγκέλα θπηά ηνκάηαο ζηα 

νπνία παξεκπνδίδνληαλ ε παξαγσγή αηζπιελίνπ κέζσ ηεο έθθξαζεο κηα βαθηεξηαθήο ACC 

απακηλάζεο έδσζαλ ιηγφηεξα ζπκπηψκαηα απφ ηνπο κάξηπξεο επηβεβαηψλνληαο ηε ζεκαζία ηνπ 

αηζπιελίνπ ζε ζπκπηψκαηα πνπ πξνθαινχληαη απφ κχθεηεο ηνπ γέλνπο Verticillium (Robison, 

2001). Παξνκνίσο ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο έδεημαλ ζε πεηξάκαηα παζνγέλεηαο ζε 

θπηά ηνκάηαο φηη ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ζην γνλίδην ACS, ΓACS 18.7 παξνπζίαζε ζεκαληηθά 

ιηγφηεξα ζπκπηψκαηα ζε ζρέζε κε απηά πνπ κνιχλζεθαλ κε ην άγξην ζηέιερνο κέρξη θαη ηηο 11 

εκέξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο. πγθεθξηκέλα, ηελ 11
ε
 εκέξα ε ζνβαξφηεηα ηεο αζζέλεηαο 

(πνζνζηφ αζζελψλ θχιισλ πξνο ην ζπλνιηθφ αξηζκφ ησλ θχιισλ) ζηα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί 

κε ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο ήηαλ 4% ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο πνπ ήηαλ 41% (Δηθφλα 3.9), 

ελψ ε αζζέλεηα πνπ πξνθάιεζε ην ΓACS18.7 γεληθά ήηαλ ζηαηηζηηθά ρακειφηεξε απφ φια ηα 

ππφινηπα ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε θάζε ρξνληθή ζηηγκή πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

θαηακέηξεζε ηεο αζζέλεηαο. Ωζηφζν ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ΔACS 18.6 ήηαλ θνληά ζηα 

επίπεδα αζζέλεηαο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο ζηηο 5, 14, 17 θαη 20 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε 

θαηλφηππνο πνπ δηθαηνινγείηαη απφ ηελ πςειή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ACS ζηα πεηξάκαηα 

έθθξαζεο (Δηθφλα 3.9). Σα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί κε ηα ζπκπιεξσκαηηθά ζηειέρε ΑΣ 70-49 

θαη ΑΣ 70-56 παξέκεηλαλ θνληά ζηα επίπεδα ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηνπ 

πεηξάκαηνο (Δηθφλα 3.9). 

Ζ έιιεηςε ζεηηθήο ζπζρέηηζεο κεηαμχ ηε αλάπηπμεο ηεο βηνκάδαο ηνπ παζνγφλνπ κέζα 

ζηνπο θπηηθνχο ηζηνχο θαη ηεο έληαζεο ησλ ζπκπησκάησλ έρεη παξαηεξεζεί ζε πνιιέο 

αιιειεπηδξάζεηο θπηψλ κε κχθεηεο (Schnathorst, 1981,  Brandt et al., 1984, Corsini et al., 1988, 

Gold et al., 1996, Lynch et al., 1997,  Heinz et al., 1998, Veronese et al., 2003), βαθηήξηα (Bent et 

al., 1992,  Lund et al., 1998, O’Donnell et al., 2001) θαη ηνχο (Cecchini et al., 2002). Ωζηφζν, ζε 

απηή ηελ εξγαζία, ε αλάπηπμε ηνπ κχθεηα V. dahliae κέζα ζηνπο αγγεηαθνχο ηζηνχο ησλ θπηψλ 

πξνζδηνξίζηεθε λα έρεη ζεηηθή ζπζρέηηζε, κε ηελ έληαζε ηεο αζζέλεηαο. Ζ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ηεο Real Time PCR έδεημε φηη ζηηο 5 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε, ην άγξην ζηέιερνο 

θαη ην εθηνπηθφ ζηέιερνο 18.9 είραλ ήδε απνηθίζεη θαη αλαπηπρζεί κέζα ζην αγγεηαθφ ζχζηεκα ζε 

ζεκαληηθά κεγαιχηεξν βαζκφ απφ ην ΓACS 18.7 ζηέιερνο. Πην αλαιπηηθά ε βηνκάδα ηνπ άγξηνπ 

ζηειέρνπο ήηαλ 4 θνξέο πςειφηεξε απφ ηελ βηνκάδα ηνπ ΔACS 18.7 ζηειέρνπο. Ζ ίδηα εηθφλα 
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παξαηεξήζεθε κέρξη θαη ηε ρξνληθή ζηηγκή ησλ 15 εκεξψλ, κε ην ΓACS 18.7 λα παξνπζηάδεη 2 

θνξέο ρακειφηεξε βηνκάδα απφ ην άγξην ζηέιερνο ζηηο 10 κέξεο (Δηθφλεο 3.7 Α θαη 3.7 Β). ηηο 

20 εκέξεο σζηφζν παξαηεξήζεθε απφηνκε αχμεζε ηεο βηνκάδαο ηφζν ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο φζν 

θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ΓACS 18.7 πνπ ζπκπίπηεη κε ηηο θπθιηθέο πεξηφδνπο αχμεζεο πνπ 

ραξαθηεξίδνπλ ηνλ ηξφπν ζπκπεξηθνξάο ηνπ κχθεηα V. dahliae κέζα ζην αγγεηαθφ ζχζηεκα ησλ 

θπηψλ (Heinz et al., 1998). 

ηα πεηξάκαηα ηζηνπαζνινγηθήο παξαηήξεζεο ηεο δηαδηθαζίαο κφιπλζεο ηνπ άγξηνπ 

ζηειέρνπο θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο ΓACS 18.7 ζε θπηά ηνκάηαο Ailsa Craig θάλεθε φηη 

δελ ππάξρεη δηαθνξά αλάκεζα ζην άγξην θαη ζην ΓACS18.7 κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο σο πξνο ηελ 

πξφζθπζε θαη απνίθηζε ηνπ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο ζηηο 24 h κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπο, ελψ ζηηο 5 

εκέξεο κεηά ηελ κφιπλζε νη πθέο ηνπ άγξηνπ ζηειέρνπο έρνπλ απνηθήζεη ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ην 

ξηδηθφ ζχζηεκα ησλ θπηψλ ζε ζρέζε κε ην ΓACS 18.7 (Δηθφλεο 3.12 θαη 3.13). Δπίζεο, ην άγξην 

ζηέιερνο αλαπηχρζεθε πεξηζζφηεξν θαη απνίθεζε ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ην ζηέιερνο ησλ θπηψλ 

ζε ζρέζε κε ην κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο ΓACS 18.7 επηβεβαηψλνληαο ηα πεηξάκαηα 

πνζνηηθνπνίεζεο ησλ κπθήησλ (Δηθφλα 3.14). 

Γηα λα εμεηαζηεί αλ ηα θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ηνπ 

κχθεηα V. dahliae πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε δηαθέξνπλ in vitro, ζε ζρέζε κε 

ην άγξην ζηέιερνο απφ ην νπνίν πξνέθπςαλ, αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηε κπθειηαθή αχμεζε θαη ηε 

κνξθνινγία ηεο απνηθίαο. Έπεηηα απφ παξαηήξεζε θαη κεηξήζεηο ηεο δηακέηξνπ ησλ απνηθηψλ , 

δελ δηαπηζηψζεθαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηα θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

ζηειερψλ ζε ζρέζε κε ην άγξην ζηέιερνο (Δηθφλεο 3.15 Α θαη Β, 3.16 Α θαη Β, 3.17 Α θαη Β) .  

Γηα λα δηεπθξηληζηεί πιήξσο ν ξφινο ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. 

dahliae κέζσ ηνπ γνληδίνπ ηεο ACC ζπλζάζεο είλαη απαξαίηεηε ε επαλάιεςε πεηξακάησλ 

παζνγέλεηαο θαη πνζνηηθνπνίεζεο ησλ ππφινηπσλ ΔACS κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ, ηα νπνία 

εκθάληζαλ ρακειή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ACS, ζε θπηά ηνκάηαο αιιά θαη ζην θπηφ πξφηππν 

Arabidopsis thaliana , πνπ εμαηηίαο ηνπ κηθξνχ ηνπ βηνινγηθνχ θχθινπ δίλεη απνηειέζκαηα ζε 

ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα. 

Μεγάιν ελδηαθέξνλ ζα παξνπζίαδε ε κειέηε παξαγσγήο αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ ΚΜΒΑ 

κνλνπαηηνχ ηφζν ζηα ΔACS κεηαιιαγκέλα ζηειέρε φζν θαη ζην άγξην ζηέιερνο, ψζηε λα 

πξνζδηνξηζηεί ην θχξην κνλνπάηη βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ ζην κχθεηα V. dahliae. Δπηπιένλ ε 

βηνρεκηθή ή κνξηαθή παξεκπφδηζε βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ κέζσ ηνπ ΚΜΒΑ κνλνπαηηνχ ζα 

έδηλε ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηνλ ξφιν ηνπ αηζπιελίνπ ζηελ παζνγέλεηα ηνπ κχθεηα V. 

dahliae. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

ATG = Translational Start/Stop  

atgc = UTR 

ATGC = Exon  

atgc = Intron  

ATGC = Forward primer 

ATGC = Reverse primer 

 

V.dahliae gene for 5.8S ribosomal RNA (Z29511) 

ccgagtatctactcataaccctttgtgaaccatattgttgcttcggcggctcgttctgcgagcccgccggtccatcagtctctctgtttataccaacg

atacttctgagtgttcttagcgaactattaAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCTAGCATCGATGAA

GAACGCAGCGAAACGCGATATGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT

CTTTGAACGCACATGGCGCCTTCCAGTATCCTGGGAGGCATGCCTGTCCGAGCGTCGT

TTCAACCCTCGAGCCCCAGTGGCCCGGTGTTGGGGATCTACGTCTGTAGGCCCTTAAA

AGCAGTGGCGGACCCGCGTGGCCCTTCCTTGCGTAGTAGTTACAGCTCGCATCGGAGT

CCCGCAGGCGCTTGCCTCTAAACCCCCTACAAGCCCGCCTCGTGCGGCAACG 

 

ATGC = ITS1 

ATGC = ITS2 

 

Primers 

Vd-F: 5’-CCGCCGGTCCATCAGTCTCTCTGTTTATAC-3’ 

Vd-R: 5’-CGCCTGCGGGACTCCGATGCGAGCTGTAAC-3’ 

 

V.dahliae ACS (VDAG_05021.11) 

tgtttctcaaacctcgagcacattctgcgtcatcattcaaaagagtttcactctccctgtgcagccagggactggacgtgaaaacaATGTTA

TCAACTCGGGCCGCCACAACATTGGCGCAACTGGACATCCCCTGGCGATTTACCCCAG

CCGCCAGGGATCTGTTCGATGCCGAATCCAATCCCGGAGGTATCATCTCTCTTGCAAA

GGCTGCGAACCCCTTGATGTACGATGATCTCGTCGAGTTTTCTTCGAAGgtaatcgtattatcaa

aggcgggttttcaccgacctaacatcgtttagGTAGAGTTTCCGCCTGCTTCCTTCACATATGGCTACAGC

AGCTTTGGCGGACCCCGCCTCGCTGCTGCTCTCGCAACACACGTCAACGAGACATTCA

ACCCATTCTCCCCAGTCTTGCCCTCGGATATACAGATTGTCAATGGTGCTACTTCTCTC

CATTCCGTCCTCGCCTTTTCCCTAGCCGAGCAGGGCGATGCCATCCTTGCTCCGCGCCC

TGTGTATGGTCGTTTCGAACTAGACCTGGGCAACGCCATGGGCGTCAAAGTGGCTTAT
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GCCGACTGCGCCTCTGCAGAAGCGCTTGAACCTTCTGTCGTTGTTCTTTGTGAAGAGG

CCTTGCAGAAGGCCAAGGTTGGCGGTATCAATGTGAAGGCGGTGCTAGTTGTGAATC

CAAGTAACCCCCTGGGTCGTTGCTACCCCCGCGAGACGTTGGTGGGATTGCTCGAGTT

CTGTCAGAGGCACCGGCTCCATCTCATCAGTGATGAGGTATACGGTCTCTCAGTCTTT

GGCCCCGGAACGGGCTCAAGCCGTGGCTTGCACCCCTTCACATCGGTGCTGTCTATCG

ACCTTACGAATCTCATCGACCCGAACCTGGTTCACGTCGAGTACGGCACGAGCAAGG

ACTTTGCAGCCGCAGGACTGCGTCTGGGGGCGCTCATAACCAAGAATCGCGAGCTGC

AGCGCTCCGTCCAGGCTGTCGGCCGGTTTCACGAACCTTCGGGTATGTCCGTCGCCAT

CGGCACAGCTATGTTCGAGGACCGAGAGTGGTGTCGCGCCTTCATACTGAATGCACG

AGCACGCATCGGCGACGCATACAAGTTTGTCACGGGCAGGTTGAGTGAGATTGGAAT

ATCGTATCTCGAGGCCAATGCTGGGTACTTTGTCCTGATCGACCTGGCGCCCTGGCTG

CCACCTGAAGGCAAAGTATATGATACTACGCAGCAGAGAGAGTTTGCGCTGGCTGAG

AAACTGGTTGAAGGTGGGGTTTTCTTGCATCCGGGGGAGGAGCATGCTCTTGAGGCTG

GGAAGTTTCGTCTCGTTTACACGCAACAGCGGCCGATCATCACCGAAGGCTTGAAGA

GgtattttgatattgtttcggcgtgtttctacggtcacgactgacaaactgatagGCTCGATGCTGTTCTGAAGAGCGTG

GATTGGTCCGTGTAGcttgcgaaggaaacccatggctaccttggcgtagctgcctgctatatgcacgtgtcctcgcgaggctttgt

tcacgcgatactgtgcctatttcccc 

Primers 

ACS_DNA-F: 5’- AACTCGGGCCGCCACAACATT -3’ 

ACS_DNA-R: 5’- AACGTCTCGCGGGGGTAGCA – 3’________________________________ 

 

V.dahliae ACS (VDAG_05021.11) 

tgtttctcaaacctcgagcacattctgcgtcatcattcaaaagagtttcactctccctgtgcagccagggactggacgtgaaaacaATGTTA

TCAACTCGGGCCGCCACAACATTGGCGCAACTGGACATCCCCTGGCGATTTACCCCAG

CCGCCAGGGATCTGTTCGATGCCGAATCCAATCCCGGAGGTATCATCTCTCTTGCAAA

GGCTGCGAACCCCTTGATGTACGATGATCTCGTCGAGTTTTCTTCGAAGgtaatcgtattatcaa

aggcgggttttcaccgacctaacatcgtttagGTAGAGTTTCCGCCTGCTTCCTTCACATATGGCTACAGC

AGCTTTGGCGGACCCCGCCTCGCTGCTGCTCTCGCAACACACGTCAACGAGACATTCA

ACCCATTCTCCCCAGTCTTGCCCTCGGATATACAGATTGTCAATGGTGCTACTTCTCTC

CATTCCGTCCTCGCCTTTTCCCTAGCCGAGCAGGGCGATGCCATCCTTGCTCCGCGCCC

TGTGTATGGTCGTTTCGAACTAGACCTGGGCAACGCCATGGGCGTCAAAGTGGCTTAT

GCCGACTGCGCCTCTGCAGAAGCGCTTGAACCTTCTGTCGTTGTTCTTTGTGAAGAGG

CCTTGCAGAAGGCCAAGGTTGGCGGTATCAATGTGAAGGCGGTGCTAGTTGTGAATC

CAAGTAACCCCCTGGGTCGTTGCTACCCCCGCGAGACGTTGGTGGGATTGCTCGAGTT

CTGTCAGAGGCACCGGCTCCATCTCATCAGTGATGAGGTATACGGTCTCTCAGTCTTT

GGCCCCGGAACGGGCTCAAGCCGTGGCTTGCACCCCTTCACATCGGTGCTGTCTATCG

ACCTTACGAATCTCATCGACCCGAACCTGGTTCACGTCGAGTACGGCACGAGCAAGG

ACTTTGCAGCCGCAGGACTGCGTCTGGGGGCGCTCATAACCAAGAATCGCGAGCTGC

AGCGCTCCGTCCAGGCTGTCGGCCGGTTTCACGAACCTTCGGGTATGTCCGTCGCCAT

CGGCACAGCTATGTTCGAGGACCGAGAGTGGTGTCGCGCCTTCATACTGAATGCACG
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AGCACGCATCGGCGACGCATACAAGTTTGTCACGGGCAGGTTGAGTGAGATTGGAAT

ATCGTATCTCGAGGCCAATGCTGGGTACTTTGTCCTGATCGACCTGGCGCCCTGGCTG

CCACCTGAAGGCAAAGTATATGATACTACGCAGCAGAGAGAGTTTGCGCTGGCTGAG

AAACTGGTTGAAGGTGGGGTTTTCTTGCATCCGGGGGAGGAGCATGCTCTTGAGGCTG

GGAAGTTTCGTCTCGTTTACACGCAACAGCGGCCGATCATCACCGAAGGCTTGAAGA

GgtattttgatattgtttcggcgtgtttctacggtcacgactgacaaactgatagGCTCGATGCTGTTCTGAAGAGCGTG

GATTGGTCCGTGTAGcttgcgaaggaaacccatggctaccttggcgtagctgcctgctatatgcacgtgtcctcgcgaggctttgt

tcacgcgatactgtgcctatttcccc 

Primers 

ACS_RNA_F: 5’-  AACTCGGGCCGCCACAACATT – 3’ 

ACS_RNA_R: 5’- TGAAGGAAGCAGGCGGAAACTCTA – 3’________________________ 

 

V.dahliae ACS (VDAG_05021.11) 

agctacctctttggcctgtttctcaaacctcgagcacattctgcgtcatcattcaaaagagtttcactctccctgtgcagccagggactggacgtg

aaaacaATGTTATCAACTCGGGCCGCCACAACATTGGCGCAACTGGACATCCCCTGGCGA

TTTACCCCAGCCGCCAGGGATCTGTTCGATGCCGAATCCAATCCCGGAGGTATCATCT

CTCTTGCAAAGGCTGCGAACCCCTTGATGTACGATGATCTCGTCGAGTTTTCTTCGAA

GgtaatcgtattatcaaaggcgggttttcaccgacctaacatcgtttagGTAGAGTTTCCGCCTGCTTCCTTCACATA

TGGCTACAGCAGCTTTGGCGGACCCCGCCTCGCTGCTGCTCTCGCAACACACGTCAAC

GAGACATTCAACCCATTCTCCCCAGTCTTGCCCTCGGATATACAGATTGTCAATGGTG

CTACTTCTCTCCATTCCGTCCTCGCCTTTTCCCTAGCCGAGCAGGGCGATGCCATCCTT

GCTCCGCGCCCTGTGTATGGTCGTTTCGAACTAGACCTGGGCAACGCCATGGGCGTCA

AAGTGGCTTATGCCGACTGCGCCTCTGCAGAAGCGCTTGAACCTTCTGTCGTTGTTCTT

TGTGAAGAGGCCTTGCAGAAGGCCAAGGTTGGCGGTATCAATGTGAAGGCGGTGCTA

GTTGTGAATCCAAGTAACCCCCTGGGTCGTTGCTACCCCCGCGAGACGTTGGTGGGAT

TGCTCGAGTTCTGTCAGAGGCACCGGCTCCATCTCATCAGTGATGAGGTATACGGTCT

CTCAGTCTTTGGCCCCGGAACGGGCTCAAGCCGTGGCTTGCACCCCTTCACATCGGTG

CTGTCTATCGACCTTACGAATCTCATCGACCCGAACCTGGTTCACGTCGAGTACGGCA

CGAGCAAGGACTTTGCAGCCGCAGGACTGCGTCTGGGGGCGCTCATAACCAAGAATC

GCGAGCTGCAGCGCTCCGTCCAGGCTGTCGGCCGGTTTCACGAACCTTCGGGTATGTC

CGTCGCCATCGGCACAGCTATGTTCGAGGACCGAGAGTGGTGTCGCGCCTTCATACTG

AATGCACGAGCACGCATCGGCGACGCATACAAGTTTGTCACGGGCAGGTTGAGTGAG

ATTGGAATATCGTATCTCGAGGCCAATGCTGGGTACTTTGTCCTGATCGACCTGGCGC

CCTGGCTGCCACCTGAAGGCAAAGTATATGATACTACGCAGCAGAGAGAGTTTGCGC

TGGCTGAGAAACTGGTTGAAGGTGGGGTTTTCTTGCATCCGGGGGAGGAGCATGCTCT

TGAGGCTGGGAAGTTTCGTCTCGTTTACACGCAACAGCGGCCGATCATCACCGAAGGC

TTGAAGAGgtattttgatattgtttcggcgtgtttctacggtcacgactgacaaactgatagGCTCGATGCTGTTCTGAA

GAGCGTGGATTGGTCCGTGTAGcttgcgaaggaaacccatggctaccttggcgtagctgcctgctatatgcacgtgtcctc

gcgaggctttgttcacgcgatactgtgcctatttcccccaggtttgagactgttgtatga 

Primers 
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ACS_RNA_af_F: 5’- GGGGGCGCTCATAACCAAGAAT – 3’ 

ACS_RNA_af_R: 5’- GGTTTTCTTGCATCCGGGGG -3’_____________________________  

 

Solanum lycopersicum beta-tubulin (TUB) (DQ205342) 

ggctctttcccatttctcccttcatcttcatcttcatcttcatctcttcttcttcttattctctcattcctctcatcaatttttttcatcaaaaaaactaagagaa

aATGagagaaattcttcacattcaaggaggacaatgtggaaaccaaatcggttccaaattctgggaagttatctgtgatgaacacggtgttga

tcctaccggacgttacaaaggaaccgccgctgagtccgatcttcagcttgaacgtatcaatgtttatttcaatgaagcttctggtggacgttatgtt

cctagggcggttttgatggatctagagcctggtacgatggatagtatcagatctggtccctatggacagatcttccgtcctgataactttgtctttg

gacagtctggtgctggtaataactgggccaaaggtcattatactgaaggcgctgagttgattgatgctgttctagatgttgttcgtaaagaagcgg

agaattgtgattgcttgcaaggattccaggtttgccactcacttggtggagggactggatctggcatgggaacactactgatttccaaggtaagg

gaggagtatccagacaggatgatgctcacattctctgttttcccttctccaaaggtgtctgacactgttgtagaaccatacaatgctacactgtcgg

tgcaccaattggtggagaatgccgatgaatgtatggtccttgacaacgaagctctatatgatatttgtttcagaactttgaagctcactactccaag

ttttggtgacttgaaccatttgatctctgcaaccatgagtggtgttacttgctgtttgagattccctggtcagctgaactcagacctgaggaaattgg

ctgtgaatttaattcccttcccacgtcttcacttcttcatggtgggatttgccccactaacctctcgtggatcacagcaatacatatcgctaacagtg

ccagagcttactcaacaaatgtgggatgccaagaacatgatgtgcgcggcagatccccgtcatggacgttacctgacagcttctgccatgttta

ggggtaagatgagcacaaaggaggtagatgaacagatgatcaatgtgcagaacaagaactcgtcctactttgttgaatggatccctaacaatgt

caagtctagtgtgtgtgatatcccaccaactgggctgaagatggcatccacgtttgttggaaattcaacctccattcaggagatgtttagaagggt

gagtgagcagtttactgccatgttcaggcgcaaggctttcttgcattggtacacaggtgaaggaatggatgaaatggagttcactgaagccgag

agcaacatgaatgatttggttgcagaatatcaacaataccaggatgctacagcagatgatgaggaagagtatgatgatgatgaggttgctgatg

atcaataccaatccTAAaaacttctctacatttgatatattgttggtttgttcaatttctgccaagtgaacttgttatgtttcctattgtcttctcttcattt

gaactttgtgtttggtttgttgagaaatgaaatgtcttttattggtctatatgaatatactgtattacagtaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

aaaaaaaa 

Primers 

LeTUB-F: 5’-GATTTGCCCCACTAACCTCTCGT-3’ 

LeTUB-R: 5’-ACCTCCTTTGTGCTCATCTTACCC-3’ 

 

Verticillium dahliae beta-tubulin  (VDAG_10074.1) 

CCACCCGCGTCTTCCTGAAGCTGTCCTCTGCTTCCAAGCTCTTCCCAGCCTTGCCTATC

GTCGTTCAGCTTCCTCAGCCTTCCCAACATCAAGATGCGTGAGATTGTAAGTCACTCC

CATTCCAGCCCAACACTCGACGCGTCTCTTTCCCACCCATTCGGCCGCCCCTGAACTCT

ACCCCGCTGAGTCCTGAACCACGTTGTCCCGACCTCGCCCGCGATCACGACGGCACTC

GAAAAACGACGTCAAACCTGACCGTGCTACACTCCTCCTGAAGTCCATGGACTGACCT

TGGTTTCCCTCTCTCTTAAGGTCACCCTCCCAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCACTGGATGAACAGGGTAACCAGATCGGTGCT

GCTTTCTGGCAGAACATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGTATGCTT

TCCCTCCCAGTCACGAAACCCTACGGGGCCATTTCGTTGCTGTAGACCGGTTACTGAC

GCGATGACAGCTACAACGGCACTTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAACGTCTACTT

CAACGAGGTATGTCAAAACAACAGTCCGATGGATAATTCTCAGCAGCATTTGCTCATG

GTTTTCTTTCTTTGCAGGCCTCTGGCAACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTCCTCGTCGAT

CTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGCGCTGGTCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCC

CCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGCGCCGGCAACAACTGGGCAAAGGGTCACT
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ACACTGAGGGTGCCGAGCTCGTCGACCAGGTTCTCGATGTCGTCCGTCGTGAGGCTGA

GGGCTGCGATTGCCTCCAGGGTTTCCAGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGT

GCCGGTATGGGTACTCTGCTGATCTCCAAGATCCGCGAGGAGTTCCCTGACCGCATGA

TGGCTACCTTCTCGGTCGTTCCCTCGCCCAAGGTTTCCGACACCGTTGTCGAGCCCTAC

AACGCCACCCTCTCCGTGCACCAGCTCGTTGAGAACTCCGACGAGACCTTCTGCATTG

ACAACGAGGCTCTCTACGACATTTGCATCCGCACCCTCAAGCTGTCCAACCCCTCGTA

CGGCGACCTTAACCACCTCGTTTCCGCCGTCATGTCCGGCGTCTCGACCTCGCTTCGTT

TCCCCGGCCAGCTCAACTCCGATCTCCGCAAGCTCGCCGTCAACATGGTTCCCTTCCC

CCGTCTCCACTTCTTCATGGTCGGCTTCGCTCCTCTGACCAGCCGCGGCTCGCACTCTT

TCCGTGCCGTCAGCGTTCCTGAGCTCACCCAGCAGATGTTCGACCCCAAGAACATGAT

GGCCGCCTCTGACTTCCGTAACGGTCGCTACCTGACCTGCTCCGCCATCTTGTAAGCTC

TACCACCCCCCCTAAGCTCGTCCAAATTTGCTCTTTTCTAACAAAGTTTCCCTTCACAG

CCGTGGCAAGGTTGCCATGAAGGAGGTCGAGGACCAGATGCGCAACGTCCAGAGCAA

GAACTCTTCGTACTTCGTTGAGTGGATCCCCAACAACGTCCAGACCGCCCTTTGCTCC

ATCCCTCCCCGTGGCCTCAAGATGTCCTCCACCTTCGTCGGTAACTCCACCGCCATCCA

GGAGCTCTTCAAGCGTATCGGCGAGCAGTTCACTGCCATGTTCCGGCGCAAGGCTTTC

CTTCACTGGTACACTGGTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTCC

AACATGAACGATCTTGTCTCGGAGTACCAGCAGTACCAGGATGCTGGTGTCGATGAG

GAGGAGGAGGAGTACGAGGAGGAGGCTCCTCTCGACGAGGAGCCTTAGATGGCTTCT

CTCGATGCATTGCTATGCAGTCCTTCTGCAGTGGCGATTGATGATCAAGCGCGGTGAC

AAGCGATCAGTCCAGAATGTGGACTTTCAATTCGGGCCTGTGGCCAAGAAACCGATA

CGGGGGCCTTCTACATATACCTCTTAGTAGTGTGAGTGGCGTCTTAAT 

 

Primers 

VdBt-F : 5’- TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG -3’ 

 

VdBt-R : 5’- GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC -3’________________________________ 

 


