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Περίληψη 

 
Το βακτήριο Pseudomonas fluorescens X είναι ικανός βιολογικός ανταγωνιστής 

φυτοπαθογόνων µυκήτων και ωοµυκήτων που προκαλούν τήξεις φυταρίων στο 
σακχαρότευτλο και το αγγούρι. Μετά από µεταλλαξιγένεση µε το µεταθετό στοιχείο Tn5 και 
εξέταση 12000 µεταλλαγµένων στελεχών, αποµονώθηκαν εννέα µεταλλαγµένα στελέχη τα 
οποία είχαν χάσει την ικανότητα να παρεµποδίζουν την ανάπτυξη του ωοµύκητα P. ultimum 
in vitro. O έλεγχος της καταπολέµησης του P. ultimum από τα γονίδια αυτά (φαινότυπος sup) 
απεδείχθη µε επανόρθωση της µετάλλαξης από τα γονίδια αυτά in trans. 

Τα γονίδια µε ένθεση του µεταθετού στοιχείου τα οποία είναι υπεύθυνα για την 
εµφάνιση του φαινοτύπου sup αποµονώθηκαν µε την τεχνική της πλασµιδιακής 
απελευθέρωσης. Τα γονίδια sup2, sup3 και sup4 κωδικοποιούν πρωτεΐνες (PqqE, PqqD, 
PqqF) οι οποίες εµπλέκονται στη βιοσύνθεση της πυρρολοκινολινκινόνης (PQQ) και φαίνεται 
ότι βρίσκονται οργανωµένα σε ένα οπερόνιο. Επιπλέον, βρέθηκε ακόµα ένα γονίδιο (sup1), 
το οποίο  κωδικοποιεί την αφυδρογονάση της γλυκόζης και βρίσκεται σε διαφορετική 
γονιδιωµατική περιοχή από τα υπόλοιπα. Τέλος, δύο γονίδια (sup5 και sup6, τα οποία 
κωδικοποιούν αντίστοιχα µια πρωτεΐνη η οποία ανήκει στην οικογένεια των cupin πρωτεϊνών 
και µια πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας) φαίνεται ότι βρίσκονται οργανωµένα σε ένα 
υποθετικό οπερόνιο (supX ). 

Ανωφερικά του υποθετικού οπερονίου supX , το οποίο περιέχει τρία ακόµα γονίδια 
(ένα από τα οποία κωδικοποιεί µια NRPS), εντοπίστηκε θέση αναγνώρισης ενός 
µεταγραφικού παράγοντα της οικογένειας GntR. Μελέτη της συνταινίας του γονιδιακού 
τόπου του supX  αποκάλυψε ότι είναι διαδεδοµένο στο γένος Pseudomonas, αλλά µε σχετικά 
χαµηλή οµοιότητα µε τα οµόλογά του. Εµφανίζει µεγάλη οµοιότητα µόνο µε το οπερόνιο 
βιοσύνθεσης της µανγκοτοξίνης από το στέλεχος Ps. syringae pv. syringae UMAF0158.  

Η έκφραση των γονιδίων του supX  µελετήθηκε µε ποσοτική Real-Time PCR. 
∆ιαπιστώθηκε ότι η έκφρασή τους επάγεται όταν το βακτήριο βρίσκεται στην ύστερη 
εκθετική φάση και στη  φάση στασιµότητας της ανάπτυξής του παρουσία γλυκόζης στο 
θρεπτικό µέσο. Η έκφραση των γονιδίων του supX  διακόπτεται στα µεταλλαγµένα στελέχη 
τα οποία έχουν ένθεση του µεταθετού στοιχείου στα γονίδια βιοσύνθεσης του PQQ και στο 
γονίδιο που κωδικοποιεί την αφυδρογονάση της γλυκόζης. Η αφυδρογονάση της γλυκόζης 
και η PQQ φαίνεται ότι ρυθµίζουν έµµεσα την  έκφραση των γονιδίων του οπερονίου supX , 
οξειδώνοντας τη γλυκόζη σε γλυκονικό οξύ, το οποίο αποτελεί αναστολέα ορισµένων από 
τους µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας GntR.  

Ο προτεινόµενος µηχανισµός δράσης του βακτηρίου υποδηλώνει την βιοσύνθεση 
ενός δευτερογενούς µεταβολίτη, πιθανώς κάποιου κυκλικού λιποπεπτιδίου, από το supX  και 
την ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων αυτών από τα επίπεδα του γλυκονικού οξέος. Τόσο 
ο µηχανισµός αυτός, όσο και τα γονίδια του υποθετικού οπερονίου supX  αποτελούν πρώτη 
επιστηµονική καταγραφή µηχανισµού βιολογικής καταπολέµησης φυτοπαθογόνων µυκήτων 
από ανταγωνιστές του γένους Pseudomonas. 

 
 
Λέξεις κλειδιά: πυρρολοκινολινκινόνη, αφυδρογονάση της γλυκόζης, µη 
ριβοσωµικές πεπτιδικές συνθετάσες, µεταγραφικοί παράγοντες 
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Abstract 

 
Pseudomonas fluorescens X has the ability to suppress seed and seedling damping-off 

in sugar beet and cucumber. Spontaneous mutagenesis and screening a library of 12000 
mutants, plasmid rescue, sequencing and complementation analysis showed that biocontrol 
ability of X is related to genes involved in the biosynthesis of pyrroloquinoline quinone 
(PQQ), one gene encoding glucose dehydrogenase (gcd), and two more genes (sup5 and 
sup6), organized in a putative operon (supX ). The supX  putative operon consists of five 
genes in total (one of which encodes a non-ribosomal peptide synthase (NRPS). A unique 
binding site for a transcriptional factor belonging to the GntR family of transcriptional 
regulators is localized upstream of supX . Synteny analysis of of the supX  putative operon 
and the GntR binding site revealed that it is found in several bacteria of the genus 
Pseudomonas, but with a low degree of similarity to most. supX  shows high similarity only 
to the mangotoxin biosynthesis operon in Ps. syringae pv. syringae UMAF0158. Quantitative 
real-time PCR analysis indicated that transcription of supX  is strongly reduced when gcd or 
one of the genes involved in the biosynthesis of PQQ is mutated. On the contrary, 
transcription of supX  is induced by the presence of glucose in the medium and transcription 
levels appear to be higher during the late exponential and stationary growth phase in the wild 
type. Gcd, which uses the PQQ as a cofactor, catalyses the oxidation of glucose to gluconic 
acid, which has an inhibitory effect for some of the transcriptional factors of the GntR family, 
thus affecting the transcription of supX . This study provides evidence for a novel mechanism 
of biological control of P. ultimum by Ps. fluorescens X, controlled by the metabolism of 
glucose. The biosynthesis of antifungal compound(s) by Ps. fluorescens X is controlled by 
genes in the supX  putative operon. This is the first report on the role of supX  in biocontrol of 
plant pathogens by a strain of Ps. fluorescens.  

 
 
Key words: PQQ, Gcd, NRPS, transcriptional regulator 
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1.1. Παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης 

Κατά τον περασµένο αιώνα, αναπτύχθηκαν τεχνικές για την αντιµετώπιση 

εχθρών και ασθενειών των καλλιεργειών οι οποίες όµως έχουν δυσµενείς 

περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Οι ξεπερασµένες καλλιεργητικές µέθοδοι και τα 

προληπτικά µέσα καταπολέµησης, παρόλο που δεν έχουν καµία δυσµενή επίπτωση 

για το περιβάλλον, έχουν µειωµένη αποτελεσµατικότητα στην καταπολέµηση µιας 

ασθένειας. Η µόλυνση εδαφών και υδροφόρων οριζόντων από τα µέσα της χηµικής 

καταπολέµησης καθώς και η ανάπτυξη ανθεκτικότητας των παθογόνων στα µέσα 

αυτά, έχει αποδείξει την αναγκαιότητα ανακάλυψης και εφαρµογής µιας 

εναλλακτικής µεθόδου (Agrios, 1996). 

Τις τελευταίες δεκαετίες το ενδιαφέρον έχει στραφεί προς τη βιολογική 

καταπολέµηση. Η µέθοδος της αντιµετώπισης αυτής, η οποία χρησιµοποιείται από 

την επιστήµη της εντοµολογίας και της φυτοπαθολογίας, αναφέρεται στην µείωση 

του πληθυσµού ή της νοσογόνου δράσης του εκάστοτε παθογόνου, εξαιτίας ενός ή 

περισσότερων οργανισµών-ανταγωνιστών του παθογόνου. Αυτοί οι οργανισµοί-

ανταγωνιστές, οι οποίοι ονοµάζονται παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης, 

περιλαµβάνουν : α) µη παθογόνα στελέχη του ίδιου γένους µε το παθογόνο (cross 

protection), β) το ίδιο το παθογόνο σε µικρότερες ποσότητες µολύσµατος 

(ανοσοποίηση- plant immunization), γ) παθογόνα στελέχη τα οποία εµφανίζουν 

µεγάλη εξειδίκευση µε τον ξενιστή προσβάλλοντας έτσι µόνο τους εχθρούς της 

κύριας καλλιέργειας και δ) οργανισµούς οι οποίοι εµφανίζουν είτε ανταγωνιστικές 

είτε θηρευτικές είτε παρασιτικές ιδιότητες έναντι του παθογόνου (Pal et al., 2006).  

Στην κατηγορία των βιολογικών παραγόντων καταπολέµησης είναι δυνατό να 

ενταχθούν ξενιστές οι οποίοι µετά από φυσική επιλογή έχουν αποκτήσει 

ανθεκτικότητα στις προσβολές συγκεκριµένων παθογόνων (Γεωργόπουλος και 

Ζιώγας, 1992). Γενετικώς τροποποιηµένα φυτά και έντοµα-ξενιστές τα οποία έχουν 

αποκτήσει ανθεκτικότητα για συγκεκριµένα παθογόνα δεν πρέπει να συγχέονται µε 

τους βιολογικούς παράγοντες. Μια τελευταία κατηγορία βιολογικών παραγόντων 

θεωρούνται διάφορα φυσικά προϊόντα, τα οποία προέχονται από διαδικασίες ζύµωσης 

ή εκχύλισης και παρουσιάζουν προστατευτικές ιδιότητες παρόµοιες µε αυτές των 

βιοτικών παραγόντων που έχουν προαναφερθεί, είτε προάγοντας την ανάπτυξη των 

φυτών είτε καταστέλλοντας την ανάπτυξη ή ακόµα και θανατώνοντας παθογόνα (Pal 

et al., 2006). 
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 Μικροοργανισµοί οι οποίοι έχει διαπιστωθεί ότι µπορούν να αποτελέσουν 

βιολογικούς παράγοντες καταπολέµησης παθογόνων προέρχονται από διάφορα γένη 

βακτηρίων αλλά και µυκήτων τόσο της φυλλόσφαιρας όσο και της ριζόσφαιρας. 

Ορισµένα γένη βακτηρίων που απαντώνται σε πολλές µελέτες οι οποίες έχουν 

χρησιµοποιηθεί στην βιολογική καταπολέµηση είναι τα εξής: Acinetobacter, 

Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Cellulomonas, 

Enterobacter, Erwinia, Frankia, Pseudomonas, Pasteuria, Pantoea, Rhizobium – 

Bradyrhizobium, Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces, Thiobacillus, 

Xanthomonas. Γένη µυκήτων που απαντώνται σε µελέτες  που αφορούν βιολογική 

καταπολέµηση είναι: Acremonium, Cladosporium, Fusarium, Gliocladium, 

Penicillium, Pythium, Trichoderma (Weller, 1988). 

 

1.2. Μηχανισµοί βιολογικής καταπολέµησης  

Τα τελευταία 30 χρόνια οι πρόοδοι που έχουν σηµειωθεί στις µικροβιολογικές 

και τις µοριακές τεχνικές έχουν δώσει στους επιστήµονες την ικανότητα να 

διερευνήσουν τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ µικροοργανισµών αλλά και τους 

µηχανισµούς µε τους οποίους οι µικροοργανισµοί αυτοί χρησιµοποιούν. Στη 

βιολογική καταπολέµηση οι αλληλεπιδράσεις οι οποίες µπορεί να παρατηρηθούν 

µεταξύ των µικροοργανισµών είναι όλες ανταγωνιστικού τύπου αλλά είναι δυνατό να 

εκδηλώνονται µε διαφορετικούς µηχανισµούς (Πίνακας 2.1). 

 

Πίνακας 2.1: Τύποι ανταγωνιστικών αλληλεπιδράσεων  σε συσχετισµό µε τους µηχανισµούς 
που χρησιµοποιούνται από τους παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης (Pal et al., 2006)  

Τύπος ανταγωνιστικής 

αλληλεπίδρασης 
Μηχανισµοί καταπολέµησης 

Άµεσος ανταγωνισµός Παρασιτισµός-Θήρευση 

Έµµεσος ανταγωνισµός 

Παραγωγή αντιβιοτικών 

Παραγωγή κυκλικών λιποπεπτιδίων 

αντιµικροβιακής δράσης 

Ανταγωνισµός για θρεπτικά στοιχεία-

Οικολογικός αποκλεισµός 

Παραγωγή πτητικών ενώσεων 

Επαγωγή διασυστηµατικής 

ανθεκτικότητας 
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Οι βιολογικοί παράγοντες καταπολέµησης οι οποίοι ανήκουν στον άµεσο τύπο 

ανταγωνισµού αλληλεπιδρούν µε το παθογόνο µε µηχανισµούς οι οποίοι είναι άµεσα 

εξαρτώµενοι από την ύπαρξη του παθογόνου στο περιβάλλον. Ο τύπος 

αλληλεπίδρασης αυτός είναι απόλυτα εξειδικευµένος και οι βιολογικοί παράγοντες 

τους οποίους χαρακτηρίζει ο τύπος αυτός, απαρτίζονται αποκλειστικά από 

υποχρεωτικά παράσιτα. Μικροοργανισµοί-βιολογικοί παράγοντες καταπολέµησης οι 

οποίοι ανήκουν στον έµµεσο τύπο ανταγωνισµού αλληλεπιδρούν µε το παθογόνο µε 

µηχανισµούς, η έκφραση των οποίων δεν είναι απαραίτητα συνδεδεµένη µε την 

παρουσία του παθογόνου. Είναι πιθανό, βιολογικοί παράγοντες έµµεσου 

ανταγωνισµού να χρησιµοποιούν περισσότερους του ενός µηχανισµούς, οι οποίοι σε 

συνδυασµό µεταξύ τους να έχουν ως αποτέλεσµα την καταπολέµηση του παθογόνου.  

Τέλος πρέπει να σηµειωθεί ότι οι µηχανισµοί καταπολέµησης, που χρησιµοποιούνται 

από τους βιολογικούς παράγοντες της κατηγορίας αυτής, είναι δυνατό να 

διαδραµατίζουν διαφορετικό ρόλο στη φυσιολογία του βιολογικού παράγοντα από 

αυτόν της καταπολέµησης (Pal et al., 2006). 

Ο τύπος αλληλεπίδρασης καθώς και οι µηχανισµοί καταπολέµησης που θα 

αναπτύξει ένας µικροοργανισµός στο ενδιαίτηµά του εξαρτώνται άµεσα από πολλούς 

βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες. Οι παράγοντες αυτοί περιπλέκουν τη µελέτη 

των µηχανισµών καταπολέµησης, γεγονός που απαιτεί απλοποίηση των συνθηκών 

κάτω από τις οποίες διεξάγεται η µελέτη. Η δηµιουργία µεταλλαγµένων στελεχών και 

η µελέτη τους σε απλοποιηµένα πειραµατικά συστήµατα αλλά και στον αγρό, 

επιτρέπει την εξέταση των µοριακών και βιοχηµικών χαρακτηριστικών, τα οποία 

καθιστούν συγκεκριµένους µικροοργανισµούς ικανούς να καταστείλουν ένα 

παθογόνο  (Handelsman et al., 1996). 

 

1.3. Αντιβιοτικά 

Τα αντιβιοτικά αποτελούν µια µεγάλη οµάδα ετερογενών οργανικών ενώσεων 

µικρού µοριακού βάρους, τα οποία είναι προϊόντα δευτερογενούς µεταβολισµού και 

απαντώνται σε διάφορους µικροοργανισµούς.  Οι ενώσεις αυτές είναι τοξικές, ακόµα 

και σε χαµηλές συγκεντρώσεις, για τις αυξητικές ή τις µεταβολικές δραστηριότητες 

άλλων µικροοργανισµών παίζοντας πρωταρχικό ρόλο στη καταπολέµηση ασθενειών, 

είτε περιορίζοντας την ανάπτυξή του παθογόνου είτε θανατώνοντάς το (Pal et al., 

2006).  
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Πολλοί παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης έχουν την ικανότητα να 

παράγουν περισσότερα από ένα αντιβιοτικά τα οποία έχουν την ικανότητα να 

καταστείλουν ένα παθογόνο. Στην περίπτωση αυτή τα αντιβιοτικά είναι δυνατόν να 

δρουν είτε συνδυασµένα είτε µεµονωµένα και το καθένα να έχει διαφορετικό 

ποσοστό συµµετοχής στην καταπολέµηση (Weller, 1988). 

 Το κάθε αντιβιοτικό, το οποίο είναι δυνατόν να παράγεται από πολλά 

στελέχη του ίδιου γένους ή και από στελέχη διαφορετικών γενών, ενδέχεται να 

παρουσιάζει µη εξειδικευµένη δράση. Αυτό υποδηλώνει ότι συγκεκριµένα 

αντιβιοτικά, τα οποία είναι δυνατόν να παράγονται από µια µικροβιακή κοινότητα ή 

από ένα µόνο παράγοντα καταπολέµησης, µπορεί να έχουν κατασταλτική δράση 

έναντι ενός ευρέος φάσµατος παθογόνων (Raaijmakers et al., 2002). 

Ιστορικά, το πιο γνωστό παράδειγµα βιολογικής καταπολέµησης λόγω 

παραγωγής αντιβιοτικών είναι αυτό της καταπολέµησης του παθογόνου βακτηρίου 

Agrobacterium tumefaciens από το βακτηριακό στέλεχος Agrobacterium radiobacter 

Κ84. Το παθογόνο βακτήριο  A. tumefaciens είναι το µοναδικό το οποίο προκαλεί την 

ευρέως διαδεδοµένη ασθένεια της νεοπλασίας των φυτών, που ονοµάζεται καρκίνος. 

Το στέλεχος Κ84 του A. radiobacter είναι µη παθογόνο και παράγει την 

βακτηριοσίνη αγροσίνη 84, η οποία αποτελεί αντιβιοτικό και καθιστά το A. 

radiobacter παράγοντα βιολογική καταπολέµησης του A. tumefaciens. 

Το µεγαλύτερο ποσοστό των ερευνών που αναδεικνύουν την παραγωγή 

αντιβιοτικών ως τον σηµαντικότερο µηχανισµό βιολογικής καταπολέµησης έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε βακτηριακά στελέχη του γένους Pseudomonas. Το γεγονός αυτό 

έχει οδηγήσει πολλούς ερευνητές (Handelsman et al., 1996; Whipps, 1997; 

Lugtenberg et al., 2003) να διατυπώσουν την άποψη ότι το γένος αυτό κατέχει 

σηµαντική θέση στην βιολογική καταπολέµηση, εξαιτίας ενός ευρέος φάσµατος 

αντιβιοτικών που έχει την ικανότητα να βιοσυνθέτει. 

Το γένος Pseudomonas περιλαµβάνει πάνω από 60 είδη, τα οποία απαντώνται  

σε ποικίλα οικοσυστήµατα και ξενιστές. Από το γένος Pseudomonas, τέσσερα είδη 

(Ps. aeruginosa, Ps. entomophila, Ps. syringae  και Ps. fluorescens) κατέχουν 

εξέχουσα θέση στην παραγωγή µιας πληθώρας δευτερογενών µεταβολιτών, εκ των 

οποίων οι περισσότεροι είναι αντιβιοτικά. Το γονιδίωµα 22 στελεχών, τα οποία 

ανήκουν στα τέσσερα προαναφερθέντα είδη, έχει πλήρως αλληλουχιθεί και µε τη 

βοήθεια της βιοπληροφορικής έχει υπολογιστεί ότι τα γονίδια τα οποία εµπλέκονται 

στην παραγωγή δευτερογενών µεταβολιτών αποτελούν περίπου το 6% ολόκληρου 
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του γονιδιώµατος. Μεταξύ των γονιδίων τα οποία εµπλέκονται στην παραγωγή 

δευτερογενών µεταβολιτών συγκαταλέγονται γονίδια των οποίων η έκφραση έχει 

µελετηθεί αλλά και γονίδια για τα οποία δεν υπάρχουν πειραµατικά δεδοµένα, παρά 

µόνο δεδοµένα από βιοπληροφορική ανάλυση (Gross et al., 2009). Είναι, λοιπόν, 

λογικό να έπονται ανακαλύψεις νέων γονιδίων  και νέων βιοσυνθετικών µονοπατιών 

δευτερογενών µεταβολιτών, οι οποίοι είναι άγνωστοι σήµερα. 

 

1.3.1. Μελέτη του ρόλου των αντιβιοτικών στη βιολογική καταπολέµηση 

Τέσσερα είναι τα βασικά στοιχεία τα οποία είναι ικανά να κατοχυρώσουν µια 

επιστηµονική µελέτη, προκειµένου να αποδειχτεί αδιάσειστα η σπουδαιότητα των 

αντιβιοτικών στην βιολογική καταπολέµηση παθογόνων  τόσο in vitro, όσο και in situ 

(Raaijmakers et al., 2002): 

• Το πρώτο στοιχείο είναι η παρατήρηση ότι τα αντιβιοτικά που 

παράγονται από τον βιολογικό παράγοντα είναι ικανά από µόνα τους να 

προκαλέσουν καταπολέµηση ενός παθογόνου. Έτσι σε πολλές µελέτες έχουν 

χρησιµοποιηθεί στην καταπολέµηση του παθογόνου είτε το θρεπτικό µέσο 

στο οποίο αναπτύχθηκε ένας βιολογικός παράγοντας, είτε τα αντιβιοτικά τα 

οποία παράγει µετά από διαδικασίες αποµόνωσης, µε αποτελεσµατικότητα 

ίδια µε αυτή του βιολογικού παράγοντα. 

• Το δεύτερο στοιχείο είναι η απενεργοποίηση της παραγωγής 

αντιβιοτικών προκαλώντας µεταλλαξιγένεση. Στις περισσότερες περιπτώσεις  

έχουν χρησιµοποιηθεί µεταθετά στοιχεία για να διακόψουν την αλληλουχία 

γονιδίων τα οποία σχετίζονται µε την παραγωγή αντιβιοτικών. Πλην 

ελάχιστων ερευνών, η απενεργοποίηση γονιδίων οδηγεί στην διακοπή της 

παραγωγής αντιβιοτικών. Μεταλλαγµένα στελέχη µε µειωµένη ικανότητα 

παραγωγής αντιβιοτικών, χάνουν και τις κατασταλτικές ιδιότητες τις οποίες 

παρουσιάζει ο άγριος τύπος, ενώ όταν επανορθώνεται η µετάλλαξη τότε 

αποκαθίσταται και η ικανότητα καταπολέµησης. Το γεγονός αυτό ισχυροποιεί 

τον ρόλο τον οποίο διαδραµατίζουν τα αντιβιοτικά σε ένα βιολογικό 

παράγοντα ο οποίος τα παράγει.  

• Σαν ένα ακόµα στοιχείο στην απόδειξη της σπουδαιότητας του ρόλου 

των αντιβιοτικών στην βιολογική καταπολέµηση είναι η υπερπαραγωγή 

αντιβιοτικών η οποία οδηγεί στην αυξηµένη ικανότητα, από την πλευρά του 
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βιολογικού παράγοντα, να καταστέλλεται το παθογόνο. Σε πολλές µελέτες 

τροποποίηση των γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικών, αλλάζοντας το 

κωδικόνιο έναρξης ή αντικαθιστώντας τον φυσικό µεταγραφικό υποκινητή µε 

ένα δυνατό, έχει οδηγήσει στην υπερέκφραση γονιδίων βιοσύνθεσης 

αντιβιοτικών. Ένας ακόµη τρόπος υπερέκφρασης γονιδίων είναι η εισαγωγή 

περισσότερων αντιγράφων των γονιδίων που σχετίζονται µε την παραγωγή 

αντιβιοτικών. 

• Το τελευταίο στοιχείο που εδραιώνει τον ρόλο των αντιβιοτικών στην 

βιολογική καταπολέµηση παρέχεται από την εισαγωγή των γονιδίων 

βιοσύνθεσης ενός αντιβιοτικού σε ετερόλογα συστήµατα έκφρασης και 

κατόπιν την εκτίµηση της ικανότητας τους να καταστέλλουν ένα παθογόνο. Η 

εισαγωγή  γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικών σε ετερόλογα συστήµατα 

έκφρασης γίνεται είτε µε πλασµιδιακούς φορείς οι οποίοι έχουν πολλά 

αντίγραφα, είτε µε ένθεση ενός αντιγράφου στο χρωµόσωµα. Και στις δύο 

περιπτώσεις η εισαγωγή των γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικού οδηγεί στην 

έκφρασή του από µικροοργανισµούς οι οποίοι αποκτούν ιδιότητες βιολογικού 

παράγοντα, παρεµφερείς µε αυτές του αγρίου τύπου από τον οποίο 

προέρχονται τα γονίδια. Τα  στοιχεία αυτά, όχι µόνο καθιστούν τα αντιβιοτικά  

σηµαντικά στην βιολογική καταπολέµηση αλλά, δίνουν την ικανότητα 

βελτίωσης των ιδιοτήτων ενός βιολογικού παράγοντα καταπολέµησης. 

 

1.3.2. In situ ανίχνευση παραγοµένων αντιβιοτικών  

Ο ρόλος των αντιβιοτικών στην βιολογική καταπολέµηση, είναι πολύ 

δύσκολο να διερευνηθεί in planta εξαιτίας της πολυπλοκότητας των βιοτικών και 

αβιοτικών παραγόντων που επικρατούν την εκάστοτε στιγµή στο περιβάλλον. Βασικό 

πρόβληµα αποτελεί η ανάκτηση και η ανίχνευση των παραγοµένων αντιβιοτικών στη 

ριζόσφαιρα, πιθανώς, εξαιτίας της χηµικής τους αστάθειας, της αποδόµησης από 

διάφορους µικροοργανισµούς και την δέσµευσή τους από τα εδαφικά κολλοειδή κατά 

τρόπο µη αντιστρεπτό (Thomashow et al., 1997). 

Προκειµένου, λοιπόν, να µελετηθεί η in situ παραγωγή των αντιβιοτικών και 

η παραγωγή τους να συσχετιστεί µε τη βιολογική καταπολέµηση έχουν αναπτυχθεί 

τρεις µέθοδοι. Οι  µέθοδοι αυτές διαθέτουν ευαισθησία που τις καθιστά ικανές να 

ανιχνεύσουν και να ποσοτικοποιήσουν την παραγωγή αντιβιοτικών στη ριζόσφαιρα, 
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υπό την επίδραση των πολύπλοκων συνθηκών που επικρατούν εκεί (Raaijmakers et 

al., 2002). 

Η πρώτη µέθοδος αναφέρεται στην χρήση γονιδίων ανταποκριτών (reporter 

genes).  Η χρήση της µεθόδου αυτής εστιάζεται στην παρακολούθηση ενός 

µικροβιακού πληθυσµού κατά τον εµβολιασµό του σε ένα οικοσύστηµα, αλλά και 

στην κατανόηση της µεταγραφικής δραστηριότητας συγκεκριµένων γονιδίων τα 

οποία σχετίζονται µε την παραγωγή αντιβιοτικών. Η µέθοδος αυτή υστερεί, σε σχέση 

µε τις άλλες δύο, µιας και δεν είναι εφικτή η ακριβής ποσοτικοποίηση των 

αντιβιοτικών που παράγονται in situ. 

Μια πολύ ευέλικτη και ακριβής µέθοδος, στην µελέτη της παραγωγής 

αντιβιοτικών in situ, είναι αυτή της υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης (HPLC). 

Μέχρι σήµερα, η µέθοδος αυτή έχει χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση των 

περισσοτέρων αντιβιοτικών στη ριζόσφαιρα και η ευαισθησία της κινείται σε επίπεδα 

5 - 5000ng παραγόµενου αντιβιοτικού ανά γραµµάριο εδάφους. Παρόλο την 

ευαισθησία της µεθόδου αυτής, υπάρχει ένα µικρό µειονέκτηµα το οποίο έγκειται 

στην ταυτοποίηση των εκχυλισµάτων. Τα αποµονωθέντα κλάσµατα πρέπει να 

ταυτοποιηθούν µε περαιτέρω φασµατικές αναλύσεις (Thomashow et al., 1997). 

Η µέθοδος η οποία εµφανίζεται  να χρησιµοποιείται ολοένα και περισσότερο 

είναι αυτή του in situ RT-PCR. Με τη µέθοδο αυτή είναι δυνατόν να ταυτοποιηθούν 

αντιβιοτικά τα οποία παράγονται από ένα πολύ µικρό µικροβιακό πληθυσµό αλλά και 

να γίνει µελέτη της έκφρασης των γονιδίων που σχετίζονται µε την βιοσύνθεση 

αντιβιοτικών, ακόµα και µέσα στο κύτταρο. Με άλλα λόγια η µέθοδος αυτή, 

συνδυάζοντας την ευαισθησία της PCR µε τον µορφολογικό εντοπισµό του in situ 

υβριδισµού, επιτρέπει τον εντοπισµό στη ριζόσφαιρα των βακτηριακών κυττάρων 

που παράγουν συγκεκριµένα αντιβιοτικά (Raaijmakers et al., 2002).  

 

1.3.3. Παράγοντες που επηρεάζουν την βιοσύνθεση αντιβιοτικών 

Η µελέτη του ρόλου που κατέχουν τα αντιβιοτικά στην βιολογική 

καταπολέµηση επισκιάζεται από διάφορους παράγοντες οι οποίοι ελέγχουν την 

παραγωγή τους. Οι παράγοντες οι οποίοι ελέγχουν την παραγωγή αντιβιοτικών 

διακρίνονται στους ενδογενείς και στους εξωγενείς (Raaijmakers et al., 2002).  

 

1.3.3.1. Ενδογενείς παράγοντες  

Στους ενδογενείς παράγοντες εντάσσονται οι παρακάτω: 
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• το ρυθµιστικό σύστηµα των δύο παραγόντων  GacA/GacS  

Το σύστηµα αυτό, έχει µελετηθεί σε αρνητικά κατά Gram βακτήρια, στα 

οποία περιλαµβάνονται διάφορα γένη εντερικών βακτηρίων και φθορίζουσες 

ψευδοµονάδες. Στα βακτήρια αυτά έχει αποδειχθεί ότι ελέγχει τη βιοσύνθεση 

δευτερογενών µεταβολιτών και εξωκυτταρικών ενζύµων, τα οποία εµπλέκονται 

είτε στην παθογένεια είτε στη βιολογική καταπολέµηση ορισµένων βακτηρίων. 

Κατά το µοντέλο του συστήµατος αυτού, το GacS το οποίο αποτελεί µια 

διαµεµβρανική κινάση αισθητήρα ενεργοποιείται  από πολύ εξειδικευµένα 

σήµατα και φωσφορυλιώνει τον µεταγραφικό παράγοντα GacA, µε αποτέλεσµα 

την επαγωγή της έκφρασης των εµπλεκοµένων γονιδίων-στόχων (Haas et al., 

2001). 

 Στους βιολογικούς παράγοντες καταπολέµησης η απενεργοποίηση του 

συστήµατος αυτού συνεπάγεται την µερική ή ολική απώλεια της ικανότητας 

καταπολέµησης µιας ασθένειας.  Η ρύθµιση της βιοσύνθεσης αντιβιοτικών, και 

κατά συνέπεια η ικανότητα καταπολέµησης, στα στελέχη των βιολογικών 

παραγόντων που ακολουθούν έχει αποδειχθεί ότι ελέγχεται από το σύστηµα αυτό: 

Ps. aureofaciens 30-84, Ps. chlororaphis PCL1391, Ps. fluorescens BL915, Ps. 

fluorescens CHA0, Ps. fluorescens F113, Ps. fluorescens Pf5 (Haas et al., 2001). 

 Στα παθογόνα βακτήρια το σύστηµα των µεταγραφικών παραγόντων  

GacA/GacS ελέγχει την παραγωγή τοξινών και λυτικών ενζύµων τα οποία 

εµπλέκονται στην παθογένειά τους σε φυτά άλλα και σε ζώα. Στελέχη παθογόνων 

βακτηρίων στα οποία έχει µελετηθεί το σύστηµα αυτό είναι τα εξής: Ps. syringae 

BR2R, Ps. tolaasii NCPPB1116, Erwinia carotovora, Ps. viridiflava PJ-08-6A, 

Ps. aeruginosa PAO1, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Escherichia coli 

K12, Azotobacter vinelandii 5 (Haas et al., 2001). 

Κατά τους Chancey et al. (1999), στελέχη του βακτηρίου Ps. aureofaciens 30-

84 τα οποία έφεραν µετάλλαξη στο γονίδιο GacS έχαναν την ικανότητα να 

παράγουν φεναζίνες, λακτόνες της οµοσερίνης, υδροκυάνιο και κάποιες 

πρωτεάσες. Η απώλεια βιοσύνθεσης όλων των παραπάνω ενώσεων συνεπάγεται 

και την απώλεια της ικανότητας βιολογικής καταπολέµησης που εµφανίζει το 

στέλεχος. Από τις πρωταρχικές µελέτες που ανέδειξαν τον ρόλο του συστήµατος 

GacA/GacS είναι αυτή των Barta et al. (1992). Κατά τη µελέτη αυτή βρέθηκε ότι 

η παραγωγή της ταµπτοξίνης (tabtoxin), από το βακτήριο  Ps. syringae pv. 

syringae B728a, ρυθµίζεται από το GacA. Έτσι µεταλλαγµένα στελέχη του 
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βακτηρίου αυτού, τα οποία έφεραν µετάλλαξη στο γονίδιο GacΑ, έχαναν την 

ικανότητα βιοσύνθεσης και συνεπώς δεν ήταν ικανά να µολύνουν φυτά φασολιού. 

• η αίσθηση µεγέθους πληθυσµού (Quorum sensing) 

Σε πολλά βακτήρια έχει παρατηρηθεί η ικανότητα ρύθµισης της έκφρασης 

συγκεκριµένων γονιδίων. Η έκφραση των γονιδίων αυτών επάγεται όταν η 

πυκνότητα του βακτηριακού πληθυσµού υπερβεί ένα κατώφλι, ενώ η έκφρασή 

τους σταµατά όταν η πυκνότητα βρίσκεται σε χαµηλά επίπεδα. Η ‘αίσθηση’ της 

πυκνότητας του πληθυσµού είναι εφικτή µέσω µοριακών σηµάτων, τα οποία 

ονοµάζονται αυτεπαγωγείς (autoinducers) και είναι συντηρηµένα στα αρνητικά 

κατά Gram βακτήρια. Τα σήµατα αυτά ανήκουν στην οµάδα των λακτονών της 

οµοσερίνης (AHL) (Εικόνα 3.3.1) και έχει βρεθεί ότι υπάρχουν στα αρνητικά 

κατά Gram, αλλά και στα θετικά κατά Gram βακτήρια υπογραµµίζοντας ότι το 

σύστηµα της αίσθησης µεγέθους πληθυσµού παίζει σπουδαίο ρόλο στην 

επικοινωνία µεταξύ των µικροοργανισµών (Juhas et al., 2005). 

Η αίσθηση µεγέθους πληθυσµού είναι, λοιπόν, ένα µηχανισµός µέσω του 

οποίου είναι δυνατόν τα βακτηριακά κύτταρα ενός πληθυσµού να 

επικοινωνήσουν προκειµένου να συντονίσουν κάποιες από τις µεταβολικές τους 

διεργασίες.  Ώς αποτέλεσµα, του συντονισµού των µεταβολικών διεργασιών, είναι 

η εµφάνιση ενός φαινοτύπου και η καλύτερη προσαρµογή σε αντίξοες 

περιβαλλοντικές συνθήκες (Czajkowski et al., 2009). 

 
Εικόνα 3.3.1: Το µοντέλο QS στα αρνητικά κατά Gram βακτήρια. 
AHL synthase: συνθάση λακτονών της οµοσερίνης, R: ρυθµιστική πρωτεΐνη, R+AHL: 
µεταγραφικός παράγοντας  (Czajkowski et al., 2009) 
 

Η πρώτη φορά που βιβλιογραφικά αναφέρθηκε ένας τέτοιος µηχανισµός ήταν  

στο Vibrio fischeri (Nealson et al., 1970). Σε αυτό, το αρνητικό κατά Gram 

συµβιωτικό βακτήριο ιχθύων, η αίσθηση µεγέθους πληθυσµού γίνεται µέσω του 
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συστήµατος LuxR/LuxΙ και ελέγχει την έκφραση των γονιδίων βιοφωταύγειας 

του βακτηρίου. Παρόµοιο είναι και το σύστηµα το οποίο απαντάται στα 

περισσότερα αρνητικά κατά Gram βακτήρια. 

Το σύστηµα αυτό περιλαµβάνει δύο στοιχεία: µια συνθάση λακτονών της 

οµοσερίνης (AHL synthase), η οποία είναι υπεύθυνη για την έκφραση AHL, και 

µια ρυθµιστική πρωτεΐνη (R) η οποία ενεργοποιείται από τις AHL και έτσι επάγει 

την έκφραση ορισµένων γονιδίων (Εικόνα 3.3.1). Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης 

R γίνεται µε την πρόσδεσή της µε µόρια AHL. Το σύµπλοκο R+AHL έχει την 

κατάλληλη στερεοδοµή για να αλληλεπιδράσει µε συγκεκριµένες περιοχές 

(συνήθως µε µεταγραφικούς υποκινητές γονιδίων)  του γονιδιωµατικού DNA, 

ρυθµίζοντας έτσι την έκφραση γονιδίων και διαδραµατίζοντας τον ρόλο ενός 

µεταγραφικού παράγοντα  (Czajkowski et al., 2009).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3.2: ∆ιάφοροι τύποι µοριακών σηµάτων στο σύστηµα QS. 
Στον γενικό τύπο λακτόνων της οµοσερίνης N-AHL (Ν-άκυλο λακτόνη της οµοσερίνης) το R 
αποτελεί µια υποκατάσταση (-Η, -ΟΗ, =Ο) στο τρίτο ατόµο άνθρακα της πλευρικής αλυσίδας 
και n είναι ο αριθµός των ατόµων άνθρακα της αλυσίδας ο οποίος κυµαίνεται από 1-9 (Juhas 
et al., 2005). Έτσι για n=1  προκύπτει το µόριο C4-HSL (N-butanoyl-homoserine lactone), 
για n=3 προκύπτει το µόριο 3-oxo-C6-HSL (N-3-oxo-hexanoyl-L-homoserine lactone), για 
n=5 προκύπτει το µόριο 3-oxo-C8-HSL(N-3-oxo-ocatnoyl-L-homserine lactone) και για n=9 
προκύπτει το µόριο 3-oxo-C12-HSL (N-3-oxododecanoyl-homoserine lactone). Το PQS (2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone) αποτελεί ένα σήµα κινολόνης, το οποίο δεν ανήκει στα 
σήµατα AHL αλλά σε µια άλλη κατηγορία, και απαντάται στο παθογόνο Ps. aeruginosa. 
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Η ύπαρξη ενός τέτοιου συστήµατος έχει διαπιστωθεί σε πολλά βακτήρια είτε 

παθογόνα, είτε βιολογικούς παράγοντες καταπολέµησης. Στα φυτοπαθογόνα 

(Erwinia chrysanthemi, E. stewartii, E. carotovora) αλλά και στα παθογόνα του 

ανθρώπου βακτήρια (Ps. aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella spp.) το 

σύστηµα QS παίζει ρόλο στην επαγωγή γονιδίων παθογένειας (Juhas et al., 2005). 

Στο  βακτήριο Agrobacterium tumefaciens το σύστηµα QS έχει αποδειχθεί ότι 

σχετίζεται µε την ενεργοποίηση του συζευκτικού συστήµατος µεταφοράς του 

πλασµιδίου Ti (Carlier et al., 2003). Σε βακτήρια τα οποία αποτελούν βιολογικούς 

παράγοντες καταπολέµησης (Ps. aureofaciens, Ps. fluorescens, Ps. chlororaphis) 

το σύστηµα ρυθµίζει την παραγωγή αντιβιοτικών, σιδηροφόρων, πτητικών 

ουσιών, αλλά και λυτικών ενζύµων. 

Στο βακτήριο Ps. aeruginosa έχουν βρεθεί δύο συστήµατα αίσθησης µεγέθους 

πληθυσµού, τα οποία αλληλεπιδρούν µεταξύ τους, ελέγχοντας την έκφραση 

γονιδίων βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού πυοκυανίνη, γονιδίων τα οποία 

σχετίζονται µε την δηµιουργία βιοφίλµ, αλλά και διάφορων πρωτεασών, 

διαδραµατίζοντας έτσι σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια του βακτηρίου. Τα δύο 

συστήµατα ακολουθούν το παραπάνω µοντέλο και χρησιµοποιούν τα µόρια C4-

HSL και 3-oxo-C12-HSL ως µοριακά σήµατα (Εικόνα 3.3.2). Τελευταία (Déziel 

et al., 2004) µελετήθηκε και ένα τρίτο σύστηµα QS στο βακτήριο αυτό, το οποίο 

χρησιµοποιεί ως µοριακά σήµατα µόρια HAQ (υδροξυ αλκυλκινολονες), και πιο 

συγκεκριµένα το PQS (Εικόνα 3.3.2). Το σύστηµα αυτό ελέγχει και ελέγχεται 

από τα προηγούµενα δύο, περιπλέκοντας έτσι τα χαρακτηριστικά παθογένειας του 

βακτηρίου (Juhas et al., 2005). 

 Έχει παρατηρηθεί, πολλές φορές, ότι τα ίδια µοριακά σήµατα AHL 

χρησιµοποιούνται από διαφορετικά βακτήρια προκειµένου αυτά να επιτελέσουν 

διαφορετικές διεργασίες. Ένα τέτοιο µόριο είναι το 3-oxo-C6-HSL (Εικόνα 3.3.2). 

Το φυτοπαθογόνο βακτήριο Erwinia carotovora  χρησιµοποιεί το µόριο αυτό ως 

σήµα για την επαγωγή της έκφρασης του αντιβιοτικού καρµπαπενέµ (Bainton et 

al., 1992), ενώ ο βιολογικός παράγοντας καταπολέµησης Ps. aureofaciens 30-84 

χρησιµοποιεί το ίδιο µόριο ως σήµα, σε ένα σύστηµα QS, επάγοντας την έκφραση 

του αντιβιοτικού φεναζίνη. Κάτι τέτοιο έχει ως αποτέλεσµα την εγκατάσταση 

ενός είδους επικοινωνίας µεταξύ των ετερόκλιτων µικροβιακών πληθυσµών που 

βρίσκονται στο περιβάλλον. 

• οι παράγοντες σ  
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Οι παράγοντες σ αποτελούν µεταγραφικούς παράγοντες για τα προκαρυωτικά 

συστήµατα. Ο τύπος παραγόντων σ καθώς και ο ρόλος των γονιδίων των οποίων 

την έκφραση επάγουν ποικίλει, από βακτήριο σε βακτήριο. Χαρακτηριστικό του 

κάθε παράγοντα σ είναι το µοριακό βάρος του, το οποίο αναγράφεται ως εκθέτης. 

Με βάση το µοριακό τους βάρος οι παράγοντες σ έχουν διακριθεί σε 8 

διαφορετικές οµάδες, οι οποίες έχουν διαφορετικές λειτουργίες µέσα στο 

βακτηριακό κύτταρο (Raaijmakers et al., 2002). 

 Στο στέλεχος Ps. fluorescens Pf5 ο µεταγραφικός παράγοντας σS, ο οποίος 

εκφράζεται από το γονίδιο rpoS, προσδίδει ιδιότητες βιολογικού παράγοντα στο 

στέλεχος αυτό (Sarnigeut et al., 1995). Ο παράγοντας σS, ο οποίος λόγω του 

µοριακού του βάρους ονοµάστηκε και σ38, σχετίζεται µε τη βιοσύνθεση τριών 

αντιβιοτικών στο βακτήριο Ps. fluorescens Pf5. Κατά τη µελέτη αυτή 

δηµιουργήθηκε ένα µεταλλαγµένο στέλεχος το οποίο δεν είχε την ικανότητα να 

παράγει το αντιβιοτικό πυρρολνιντρίνη, ενώ παρουσίαζε υπερπαραγωγή των 

αντιβιοτικών πυολουτεορίνη και φλορογλουκινόλη. Το µεταλλαγµένο στέλεχος 

αυτό, το οποίο έφερε ένθεση του µεταθετού στοιχείου µέσα στο γονίδιο rpoS, 

εµφάνιζε µειωµένη ικανότητα καταπολέµησης τήξεων, που προκαλούνται από τον 

µύκητα P. ultimum.  

Στο στέλεχος Ps. fluorescens CHA0 έχει βρεθεί ότι ο µεταγραφικός 

παράγοντας σ70, ο οποίος εκφράζεται από το γονίδιο rpoD, σχετίζεται µε τη 

βιοσύνθεση δύο αντιβιοτικών (Schnider et al., 1995a). Κατά τη µελέτη αυτή, το 

γονίδιο rpoD ενισχύθηκε µε PCR από το γονιδίωµα του Ps. fluorescens και 

κατόπιν έγινε εισαγωγή του στο στέλεχος CHA0 το οποίο είχε ως αποτέλεσµα την 

υπερπαραγωγή των αντιβιοτικών πυολουτεορίνη και φλορογλουκινόλη. 

Προσπάθειες να δηµιουργηθούν µεταλλαγµένα στελέχη τα οποία έφεραν 

απενεργοποιηµένο το γονίδιο αυτό απέβησαν άκαρπες µιας και τα µεταλλαγµένα 

στελέχη δεν ήταν βιώσιµα. Το γεγονός αυτό οδήγησε τους ερευνητές να 

συµπεράνουν ότι το γονίδιο αυτό ήταν απαραίτητο στο βακτήριο, δεδοµένου ότι 

και εµπλέκεται στη ρύθµιση άλλων λειτουργιών εκτός από την έκφραση των 

αντιβιοτικών. 

Μεταγενέστερα, στο ίδιο βακτηριακό στέλεχος ανακαλύφθηκε (Perchy-Tarr et 

al., 2005) ότι υπάρχει ακόµα ένας µεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος 

ονοµάστηκε σ54 και εµπλέκεται στη ρύθµιση της παραγωγής των αντιβιοτικών. Ο 

παράγοντας σ54, ο οποίος εκφράζεται από το γονίδιο rpoN, είναι υπεύθυνος για 
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την υπερέκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης της πυολουτεορίνης και τα χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης των βιοσυνθετικών γονιδίων της φλορογλουκινόλης. Από τις 

µελέτες που έχουν γίνει στο γένος Peudomonas (Sarnigeut et al., 1995; Schnider 

et al., 1995; Perchy-Tarr et al., 2005) γίνεται αντιληπτό ότι υπάρχουν 

τουλάχιστον τρεις διαφορετικοί παράγοντες σ οι οποίοι ρυθµίζουν ποικιλοτρόπως 

την έκφραση των αντιβιοτικών, καθιστώντας τους βιολογικούς παράγοντες ένα 

πολύπλοκο αλλά πολύ ενδιαφέρον σύστηµα. 

Στο βακτήριο Bacillus subtilis βρέθηκε ότι ο µεταγραφικός παράγοντας σx, ο 

οποίος εκφράζεται από το γονίδιο sigX, σχετίζεται µε τη βιοσύνθεση του 

αντιβιοτικού σαµπλανσίνη (sublancin). Στο βακτήριο αυτό βρέθηκαν 7 

παράγοντες σ, τρεις από τους οποίους εµπλέκονται στην ανθεκτικότητα σε 

αντιβιοτικά και δυο (σx, σΜ)  οι οποίοι εµπλέκονται στην παραγωγή του 

αντιβιοτικού σαµπλανσίνη, σε διαφορετικό βαθµό ο καθένας. Μεταλλαγµένα 

στελέχη τα οποία έφεραν µεταλλάξεις είτε στο γονίδιο sigX είτε στο sigΜ έχαναν 

σε µεγάλο ποσοστό την ικανότητα βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού αυτού, ενώ 

στελέχη τα οποία έφεραν µεταλλάξεις και στα δύο αυτά γονίδια ήταν ανίκανα να 

βιοσυνθέσουν το αντιβιοτικό (Yun et al., 2009). 

• µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας GntR 

Η οικογένεια των GntR µεταγραφικών παραγόντων αποτελείται από 2000 

πρωτεΐνες, το µέγεθος των οποίων κυµαίνεται από 239 µέχρι 254 αµινοξικά 

κατάλοιπα, µε µοριακό βάρος περίπου 27kD. Η οικογένεια GntR έχει διαχωριστεί 

σε τέσσερις µεγάλες υποοικογένειες (FadR, HutC, MocR και YtrA). Η 

κατηγοριοποίηση στις επιµέρους οικογένειες έχει γίνει µε κριτήριο το µόριο που 

χρησιµοποιείται ως ενεργοποιητής ή απενεργοποιητής από κάθε παράγοντα. 

(Tropel et al., 2004). 

Στο καρβοξυτελικό άκρο του κάθε µεταγραφικού παράγοντα απαντάται η 

περιοχή µε την οποία αλληλεπιδρά το µόριο ενεργοποιητής-απενεργοποιητής, ενώ 

στο αµινοτελικό άκρο απαντάται ένα συντηρηµένο µοτίφ έλικας-στροφή-έλικας 

(ΗΤΗ), µε το οποίο επιτυγχάνεται η πρόσδεση του παράγοντα στο DNA. Στην 

υποοικογένεια FadR κατατάσσονται µεταγραφικοί καταστολείς για τους οποίους 

το µόριο απενεργοποιητής είναι το γλυκονικό οξύ και συνήθως ο τρόπος της 

µεταγραφικής ρύθµισης είναι παρόµοιος του γονιδίου lacI (Gorelic et al., 2006). 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας GntR έχει βρεθεί ότι 

εµπλέκονται στη ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων τα οποία επιτελούν ένα ευρύ 
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φάσµα λειτουργιών (καταβολισµό σακχάρων και λιπαρών οξέων, βιοσύνθεση 

αµινοξέων και βιταµινών, αντιγραφή πλασµιδίων, γονίδια Lux) (Rigalli et al., 

2002). Έχει παρατηρηθεί ότι, σε διάφορα στελέχη βιολογικών παραγόντων, 

τέτοιοι παράγοντες εµπλέκονται στην βιοσύνθεση αντιβιοτικών, ρυθµίζοντας την 

έκφραση των γονιδίων που τα βιοσυνθέτουν (Gorelic et al., 2006). 

Ο πρώτος παράγοντας GntR, ο οποίος µελετήθηκε στο βακτήριο Bacillus 

subtillis, βρέθηκε ότι  ελέγχει την έκφραση γονιδίων καταβολισµού της γλυκόζης 

στο µεταβολικό µονοπάτι Entner-Doudoroff (Haydon and Guest, 1991). 

Μεταγενέστερα, το ίδιο ακριβώς βρέθηκε ότι ισχύει και στο στέλεχος E.coli K-12 

(Izu et al., 1997). Απουσία γλυκονικού ο παράγοντας GntR είναι ενεργός και 

δεσµεύεται µε την περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή των γονιδίων gntK και 

gntU, καταστέλλοντας έτσι την έκφρασή τους, ενώ παρουσία γλυκονικού ο 

παράγοντας αυτός απενεργοποιείται, µε συνέπεια την επαγωγή της έκφρασης 

(Tong et al., 1996). 

Στο βακτήριο Streptomyces coelicolor ο µεταγραφικός παράγοντας agl3R, ο 

οποίος ανήκει στην οικογένεια των GntR, καταστέλλει την έκφραση ορισµένων 

γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικών και του εκκριτικού συστήµατος ABC. Όταν 

το βακτήριο αυτό αναπτύσσεται παρουσία γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης ο 

µεταγραφικός παράγοντας agl3R απενεργοποιείται µε αποτέλεσµα την επαγωγή 

της έκφρασης των προαναφερθέντων γονιδίων (Hillerich et al., 2006). Ακόµα µια 

µελέτη στο στέλεχος Streptomyces coelicolor Μ145 έχει αποδείξει ότι ο 

παράγοντας DasR, ο οποίος ανήκει στην οικογένεια των  GntR, ελέγχει την 

παραγωγή του αντιβιοτικού ακτινοροντίνη (actinorhodin), καταστέλλοντας  την 

έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού απουσία Ν-

ακέτυλογλυκοζαµίνης στο µέσο ανάπτυξης (Rigalli et al., 2008). 

Έχει παρατηρηθεί ότι ορισµένοι µεταγραφικοί παράγοντες, οι οποίοι ανήκουν 

στην οικογένεια των GntR, είναι δυνατόν να µην καταστέλλουν αλλά να επάγουν 

την έκφραση ορισµένων γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικών. Στο βακτήριο 

Serratia sp. ATCC 39006 ο µεταγραφικός παράγοντας PigT, ο οποίος ανήκει 

στην οικογένεια των GntR, επάγει την έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης του 

αντιβιοτικού προντιτζιοσύνη. Παρουσία γλυκονικού οξέος στο µέσο ανάπτυξης, ο 

µεταγραφικός παράγοντας PigT απενεργοποιείται µε αποτέλεσµα την 

καταπολέµηση της έκφρασης των γονιδίων  βιοσύνθεσης της προντιτζιοσύνης 

(Fineran et al., 2005). 
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 1.3.3.2. Εξωγενείς παράγοντες 

Στους εξωγενείς παράγοντες εντάσσονται οι παρακάτω: 

• θερµοκρασία 

Μια από τις πρώτες έρευνες, που αναδεικνύει την σηµασία της θερµοκρασίας 

στην παραγωγή αντιβιοτικών, είναι αυτή των Luis et al., (1972).  Το βακτήριο Ps. 

reptilovora, το οποίο αποµονώθηκε από φυτικού ιστούς, εµφανίζει ιδιότητες 

βιολογικού παράγοντα καταστέλλοντας παθογόνα βακτήρια των γενών 

Staphylococcus, Escherichia, Klebsiella, Bacillus, Pseudomonas και 

Mycobacterium. Η ικανότητα καταπολέµησης  των παθογόνων αυτών αποδόθηκε 

σε παραγωγή αντιβιοτικών από το στέλεχος Ps. reptilovora τα οποία εµφάνιζαν 

το µέγιστο της παραγωγής τους σε θερµοκρασίες 28-30 οC. Σε θερµοκρασίες κάτω 

από 22οC η παραγωγή αντιβιοτικών µειωνόταν, ενώ σε θερµοκρασίες άνω των 

34οC  οι ερευνητές δεν ανίχνευσαν  καµία παραγωγή αντιβιοτικών.  

Έχει παρατηρηθεί (Shanahan et al., 1992) ότι η θερµοκρασία στην οποία 

αναπτύσσεται ο βιολογικός παράγοντας Ps. fluorescens F113 επηρεάζει την 

παραγωγή του αντιβιοτικού 2,4-∆ιακετυλοφλορογλουκινόλη (DAPG).  Η µέγιστη 

παραγωγή του αντιβιοτικού αυτού σηµειώθηκε όταν η θερµοκρασία ανάπτυξης 

του βακτηριακού στελέχους F113 ήταν κοντά στους 12οC. Αντιθέτως, ελάχιστη 

έως και µηδαµινή ήταν η παραγωγή του αντιβιοτικού αυτού όταν η θερµοκρασία 

επώασης ήταν στους 37οC. 

Ο παράγοντας θερµοκρασία έχει παρατηρηθεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

παραγωγή αντιβιοτικών, όχι µόνο στις  ψευδοµονάδες αλλά και, σε πολλά άλλα 

γένη βακτηρίων. Στο βακτήριο Streptomyces thermoviolaceus η παραγωγή του 

αντιβιοτικού γκρανατισίνη εξαρτάται από την θερµοκρασία επώασης (James et al. 

1991). Η παραγωγή γκρανατισίνης φαίνεται να φτάνει στο µέγιστο όταν η 

επώαση του βακτηρίου γίνει σε χηµειοστάτη  και η θερµοκρασία επώασης είναι 

50οC. 

Το στέλεχος Streptomyces hygroscopicus 5008 έχει την ικανότητα 

βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού βαλινταµυκίνη Α (validamycin) το οποίο 

καταστέλλει το παθογόνο Rhizoctonia solani (Zhong et al., 2009). Η βιοσύνθεση 

βαλινταµυκίνης (validamycin) A ελέγχεται από 8 γονίδια τα οποία  είναι 

οργανωµένα σε τρία διαφορετικά οπερόνια valABC, valKLMN και valG. Η 

έκφραση και των τριών οπερονίων επάγεται στον µέγιστο βαθµό όταν η 
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θερµοκρασία επώασης είναι 35-37οC, ενώ όταν η θερµοκρασία επώασης 

ρυθµιστεί κάτω από τους 28οC η βιοσύνθεση του αντιβιοτικού σταµατά. Η 

επαγωγή της βιοσύνθεσης της βαλινταµυκίνης στους 37οC αποδόθηκε στην 

αύξηση των µεταγραφικών επιπέδων των γονιδίων και στην αύξηση της 

δραστικότητας των ενζύµων βιοσύνθεσης.  

Από τη µελέτη αυτή, γίνεται αντιληπτό ότι η βαλινταµυκίνη Α δεν είναι 

δυνατόν να παράγεται κάτω από τις θερµοκρασιακές συνθήκες που επικρατούν 

στη ριζόσφαιρα. Έτσι, το ενδιαφέρον έχει µετατοπιστεί στην παραγωγή του 

αντιβιοτικού µετά από καλλιέργεια σε χηµειοστάτη. Σε ένα τέτοιο σύστηµα  η 

ρύθµιση της θερµοκρασίας επώασης, όπως και διάφορων άλλων παραµέτρων, 

αποκτά ιδιαίτερη σηµασία µιας και έτσι είναι δυνατόν να επιτευχθεί αύξηση της 

παραγωγής του αντιβιοτικού για επιστηµονικές αλλά και εµπορικές εφαρµογές. 

Η θερµοκρασία δεν επηρεάζει µόνο την παραγωγή αντιβιοτικών στα βακτήρια 

αλλά και στους µύκητες που παρουσιάζουν ιδιότητες βιολογικού παράγοντα 

καταπολέµησης. Σε έρευνα (Tronsmo et al., 1978) αποδείχτηκε ότι η παραγωγή 

αντιβιοτικών από διάφορα είδη του γένους Trichoderma συµβαίνει σε χαµηλές 

θερµοκρασίες (κάτω από 5οC).  

• pΗ 

Έχει αποδειχθεί, από πολλές µελέτες, ότι το pH µπορεί να επηρεάσει την 

δραστικότητα των αντιβιοτικών που παράγονται από τα διάφορα στελέχη των 

βιολογικών παραγόντων καταπολέµησης. Είναι δυνατόν όµως, εκτός από την 

δραστικότητα, να επηρεάσει την παραγωγή των αντιβιοτικών (Raaijmakers et al.l, 

2002).  

Σε µελέτη που έγινε (Georgakopoulos et al., 1994) αποδείχθηκε ότι το pH του 

µέσου ανάπτυξης επηρεάζει τη βιοσύνθεση φεναζίνης από το βακτήριο Ps. 

aureofaciens PGS12. Στο στέλεχος αυτό βρέθηκε ότι η έκφραση των γονιδίων 

βιοσύνθεσης φεναζίνης ελαττώνεται όταν το µέσο ανάπτυξης έχει pH=5. Σε pH 

από 6 έως 8,5 η έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης φεναζίνης, στο στέλεχος 

αυτό, παραµένει σταθερή. 

Στο βακτήριο Ps. fluorescens 2–79 η έκφραση του αντιβιοτικού φεναζίνης 

PCA (phenazine 1 carboxylic acid) εξαρτάται από το pH του µέσου ανάπτυξης 

(Ownley et al., 1992). Κατά τη µελέτη αυτή παρατηρήθηκε ότι, ενώ δραστικότητα 

του αντιβιοτικού παραµένει αναλλοίωτη σε ένα εύρος pH από 4,9 έως 8, η 

κατασταλτική δράση του βακτηρίου αυτού έναντι του µύκητα Gaeumannomyces 
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tritici παρουσιάζει µεταβολές. Η κατασταλτική δράση που παρουσιάζει το 

στέλεχος 2-79 εµφανίζει το µέγιστό της σε pH=6, γεγονός που υποδηλώνει ότι σε 

αυτή την τιµή pH η παραγωγή του αντιβιοτικού µεγιστοποιείται. 

Μελέτη (Muhamad et al., 2009) πάνω σε στελέχη βακίλων έχει αποδείξει ότι 

η παραγωγή αντιβιοτικών ελέγχεται και στο γένος αυτό από το pH του µέσου 

ανάπτυξης. Το στέλεχος B. specie SAT-4 εµφανίζει το µέγιστο της παραγωγής 

αντιβιοτικών σε pH=5 και το ελάχιστο σε pH=9. 

• πηγές άνθρακα και ανόργανα άλατα 

Οι βιολογικοί παράγοντες καταπολέµησης αναπτύσσονται στη ριζόσφαιρα ή 

στην φυλλόσφαιρα χρησιµοποιώντας ως τροφή πολλές από τις φυτικές εκκρίσεις. 

Η παρουσία τέτοιων ενώσεων στο µέσο ανάπτυξής τους, κατά την καλλιέργειά 

τους in vitro, είναι δυνατόν να επηρεάσει το µεταβολισµό τους και ποιο 

συγκεκριµένα να επηρεάσει τη έκφραση γονιδίων τα οποία εµπλέκονται στη 

βιοσύνθεση αντιβιοτικών (Raaijmakers et al., 2002). 

Στο στέλεχος Bacillus cereus UW85 η παραγωγή του αντιβιοτικού 

κανοσαµίνη  βρέθηκε ότι τριπλασιάζεται όταν ως µέσο ανάπτυξης 

χρησιµοποιηθεί εκχύλισµα µηδικής, αποδεικνύοντας την αµεσότητα της σχέσης 

που έχουν τα φυτά µε τους βιολογικούς παράγοντες. Ακόµα στο στέλεχος αυτό η 

παραγωγή του αντιβιοτικού αυξανόταν κατά δώδεκα φορές όταν το θρεπτικό 

µέσο είχε εµπλουτιστεί µε άλατα σιδήρου. Αντίθετα, η παραγωγή κανοσαµίνης  

ελαττωνόταν κατά τέσσερις φορές όταν στο θρεπτικό µέσο γινόταν προσθήκη 

φωσφορικών αλάτων. Τέλος, στη µελέτη αυτή το στέλεχος UW85 επωάστηκε σε 

θρεπτικά µέσα τα οποία περιείχαν σάκχαρα, ως πηγή άνθρακα, και κατόπιν 

εκτιµήθηκε η παραγωγή του αντιβιοτικού. Αύξηση της παραγωγής παρατηρήθηκε 

µόνο όταν ως µοναδική πηγή άνθρακα χρησιµοποιήθηκε η γλυκόζη, ενώ µείωση 

παρατηρήθηκε για τη σουκρόζη και τη µαλτόζη (Milner et al., 1996).  

Στο βακτήριο B. specie SAT-4 (Muhamad et al., 2009) η παραγωγή 

αντιβιοτικών διπλασιάστηκε είτε όταν χρησιµοποιήθηκε γλυκόζη 2%(w/v) ως 

µοναδική πηγή άνθρακα, είτε όταν χρησιµοποιήθηκε γλουταµινικό οξύ 1,5%(w/v) 

ως πηγή αζώτου. Τα ευρήµατα των παραπάνω δυο ερευνών (Milner et al., 1996; 

Muhamad et al., 2009) συµφωνούν ως προς την αύξηση της παραγωγής 

αντιβιοτικών από το γένος Βacillus µετά από επώαση µε µοναδική πηγή άνθρακα 

τη γλυκόζη. 
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Με τη µελέτη των Milner et al. (1996), ως προς τα φωσφορικά, συµφωνεί 

ακόµα µια µελέτη, η οποία έχει γίνει στο γένος Pseudomonas. Στο στέλεχος Ps. 

fluorescens CHA0 η παραγωγή του αντιβιοτικού 2,4-∆ιακετυλοφλορογλουκινόλη 

(DAPG) µειώνεται µε την προσθήκη φωσφορικών αλάτων στο µέσο ανάπτυξης 

(Duffy et al., 1999). Είναι πιθανό, λοιπόν, η χρήση φωσφορικών λιπασµάτων να 

µειώνει τις ευεργετικές ιδιότητες των αυτόχθονων παραγόντων βιολογικής 

καταπολέµησης και να ευνοεί την ανάπτυξη φυτοπαθογόνων.  

Σε άλλη µελέτη (Shanahan et al., 1992) αποδείχθηκε ότι η παραγωγή DAPG, 

από τον βιολογικό παράγοντα Ps. fluorescens F113, εξαρτάται από συγκεκριµένα 

σάκχαρα. Έτσι, όταν το βακτήριο αναπτύχθηκε µε µοναδική πηγή άνθρακα 

γλυκόζη ή σορβόλη η παραγωγή του αντιβιοτικού µειωνόταν, ενώ αντίθετα όταν 

το βακτήριο αναπτύχθηκε µε µοναδική πηγή άνθρακα τα σάκχαρα σουκρόζη, 

µαννιτόλη, σορβιτόλη, φρουκτόζη ή τα αµινοξέα ασπαραγίνη και γλουταµινικό 

οξύ η παραγωγή του αντιβιοτικού ήταν από 1 έως 5 φορές µεγαλύτερη. Σε 

αντίθεση µε το Ps. fluorescens F113, στο στέλεχος Ps. fluorescens CHA0 η 

παραγωγή του DAPG αυξάνεται, ενώ η παραγωγή πυολουτεορίνης (PLT) 

µειώνεται όταν ως µοναδική πηγή άνθρακα χρησιµοποιείται γλυκόζη (Duffy et 

al., 1999). 

Το γεγονός ότι η γλυκόζη εµπλέκεται στην παραγωγή των αντιβιοτικών στο 

στέλεχος CHA0, οδήγησε δύο επιστηµονικές οµάδες στη δηµιουργία 

µεταλλαγµένων στελεχών στα οποία η βιοσύνθεση των αντιβιοτικών είναι 

ανεξάρτητη της παρουσίας γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης. Στην πρώτη µελέτη 

(Schnider et al., 1995b), προκλήθηκε µετάλλαξη µε ένθεση σε ένα από τα γονίδια 

βιoσύνθεσης της πυρολοκινολινκινόνης (PQQ). Αυτό είχε ως αποτέλεσµα την 

υπερπαραγωγή της PLT από το µεταλλαγµένο στέλεχος ακόµα και όταν το 

στέλεχος επωαζόταν παρουσία γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης. Στη δεύτερη 

µελέτη (de Werra et al., 2009), δηµιουργήθηκε µεταλλαγµένο στέλεχος το οποίο 

φέρει µετάλλαξη στο γονίδιο που κωδικοποιεί για την αφυδρογονάση της 

γλυκόζης (gcd). Ώς συνέπεια αυτού ήταν η υπερπαραγωγή PLT από το 

µεταλλαγµένο στέλεχος ακόµα και όταν αυτό αναπτυσσόταν παρουσία γλυκόζης.  

Σε πρόσφατη επιστηµονική µελέτη (de Werra et al., 2009) υποστηρίζεται ότι 

αυτό που παίζει ουσιαστικό ρόλο στην ρύθµιση της παραγωγής των αντιβιοτικών 

από το στέλεχος CHA0 είναι η συγκέντρωση του γλυκονικού οξέος και όχι της 

γλυκόζης. Οι ερευνητές, παρόλο που κατέληξαν στην παρατήρηση αυτή, δεν ήταν 
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σε θέση να εξηγήσουν τον ακριβή µηχανισµό µε τον οποίο το γλυκονικό οξύ 

ρυθµίζει την  παραγωγή των αντιβιοτικών στο στέλεχος αυτό.   

Σύµφωνα µε την τρέχουσα γνώση, η είσοδος της γλυκόζης στα κύτταρα των 

βακτηρίων του γένους Pseudomonas γίνεται µε 3 τρόπους (Εικόνα 3.3.3). Τα 

µόρια της γλυκόζης που υπάρχουν στο µέσο ανάπτυξης είναι δυνατόν είτε να 

εισέλθουν κατευθείαν στο κυτταρόπλασµα δια µέσου µιας διαµεµβρανικής 

πρωτεΐνης, είτε να αφυδρογονωθούν από τη δράση της Gcd σε γλυκονικό οξύ. Το 

γλυκονικό οξύ, στη συνέχεια, είτε θα αφυδρογωθεί περαιτέρω από τη δράση της 

gad σε  2-κετογλυκονικό οξύ, είτε θα εισέλθει στο κυτταρόπλασµα δια µέσου µιας 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. Τα µόρια  της γλυκόζης, του γλυκονικού και του 2-

κετογλυκονικού οξέος, τα οποία έχουν εισέλθει στο κυτταρόπλασµα 

κυτταρόπλασµα δια µέσου διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, φωσφορυλιώνονται σε 6-

φωσφορογλυκονικό οξύ και από εκεί εισέρχονται στον κύκλο των Entner-

Doudoroff (James et al., 1986; de Werra et al., 2009). 

 

 
Εικόνα 3.3.3: Ο καταβολισµός της γλυκόζης στον περιπλασµικό και ενδοκυττάριο χώρο στα 
βακτήρια του γένους Pseudomonas. ∆ύο ένζυµα τα οποία είναι προσδεµένα στην κυτταρική 
µεµβράνη, η αφυδρογονάση της γλυκόζης (Gcd) και η αφυδρογονάση του γλυκονικού (Gad), 
είναι τα ένζυµα τα οποία εµπλέκονται στον καταβολισµό της γλυκόζης στον περιπλασµικό 
χώρο. Τα ένζυµα Glk (κιναση της γλυκόζης), Gnuk (κινάση του γλυκονικού οξέος), KguK 
(κινάση του 2-κετογλυκονικού οξέος), Zwf (αφυδρογονάση της 6φώσφορο γλυκόζης), KguD 
(κινάση του 2-κετο6φωσφορογλυκονικού οξέος) εµπλέκονται στον ενδοκυττάριο 
καταβολισµό της γλυκόζης (de Werra et al., 2009). 
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Οι τρέχουσες γνώσεις για τον ρόλο της γλυκόζης και του γλυκονικού οξέος 

δεν παρέχουν οποιαδήποτε πληροφορία ή ένδειξη ότι τα δύο αυτά µόρια 

αποτελούν πρόδροµα ή δοµικά µόρια στη βιοσύνθεση κάποιου αντιβιοτικού. 

Όµως, σε ορισµένα στελέχη βιολογικών παραγόντων τα αυτά δύο µόρια 

εµπλέκονται µε ένα έµµεσο τρόπο, στη βιοσύνθεση ορισµένων αντιβιοτικών µέσω 

του συστήµατος των µεταγραφικών καταστολέων GntR.  

Εκτός από τις περιπτώσεις στις οποίες έχει αποδειχθεί ότι η γλυκόζη, και πιο 

συγκεκριµένα το γλυκονικό οξύ, εµπλέκονται στην απενεργοποίηση των GntR 

µεταγραφικών παραγόντων ρυθµίζοντας έτσι έµµεσα τη βιοσύνθεση 

αντιβιοτικών, στα περισσότερα στελέχη παραγόντων βιολογικής καταπολέµησης 

ο ρόλος-κλειδί των δύο αυτών µορίων δεν έχει µελετηθεί προς το παρόν. Η 

ρύθµιση αυτή µπορεί να είναι είτε αρνητική (Shanahan et al., 1992), έτσι ώστε να 

παρατηρείται µείωση της παραγωγής του αντιβιοτικού παρουσία γλυκόζης, είτε 

θετική µε αποτέλεσµα την υπερπαραγωγή του αντιβιοτικού (Milner et al., 1996; 

El-Banna , 2006; Muhamad et al., 2009). Σε άλλες, πάλι, περιπτώσεις η παραγωγή 

του αντιβιοτικού εξαρτάται σε τόσο µεγάλο βαθµό από την ύπαρξη γλυκόζης στο 

µέσο ανάπτυξης ώστε να µην παρατηρείται παραγωγή του αντιβιοτικού παρά 

µόνο όταν ο µικροοργανισµός εφοδιάζεται µε κάποια πηγή γλυκόζης (Gutterson 

et al., 1986; James et al., 1986; Gutterson et al., 1988). 

Η γλυκόζη, βέβαια, δεν αποτελεί το µοναδικό µόριο κλειδί για την 

βιοσύνθεση των αντιβιοτικών σε όλα τα γένη και είδη. Στο βακτήριο Ps. 

fluorescens S272 η παραγωγή των αντιβιοτικών PLT και DAPG είναι ανεξάρτητη 

της γλυκόζης (Nakata et al., 1999). Η παραγωγή του DAPG από το στέλεχος 

S272 δωδεκαπλασιάστηκε ενώ η παραγωγή της PLT τετραπλασιάστηκε όταν στο 

µέσο ανάπτυξης του βακτηρίου προστέθηκε 2% αιθανόλη. Ακόµα το βακτήριο 

αυτό βρέθηκε ότι διπλασιάζει την παραγωγή και των δύο αντιβιοτικών  όταν στο 

θρεπτικό µέσο χορηγήθηκε NaCl σε συγκέντρωση 1,5%(w/v). 

 

1.3.4. Σηµαντικότερες οµάδες αντιβιοτικών βιολογικής καταπολέµησης στο 

γένος Pseudomonas 

Τις τελευταίες 2 δεκαετίες έχουν αποµονωθεί πάρα πολλά αντιβιοτικά από 

διάφορα στελέχη βιολογικών παραγόντων. Για τα περισσότερα από τα αντιβιοτικά 

αυτά έχει µελετηθεί ο τρόπος δράσης, η δοµή και το βιοσυνθετικό µονοπάτι. Στον 

παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται οι κυριότερες οµάδες αντιβιοτικών οι οποίες 
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βιοσυντίθενται σε διάφορα στελέχη βιολογικών παραγόντων του γένους 

Pseudomonas, το παθογόνο το οποίο έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν, την 

καλλιέργεια στην οποία παρατηρείται η βιολογική καταπολέµηση καθώς και τη χώρα 

στην οποία έχει αποµονωθεί ο βιολογικός παράγοντας. 

 

Πίνακας 3.4: αντιβιοτικά που παράγονται από παράγοντες βιολογικής καταπολέµησης 

Αντιβιοτικό Μικροοργανισµός/στέλεχος Παθογόνο Ξενιστής/Προέλευση 

Φλορογλουκινόλες 

(DAPG) 

Pseudomonas spp.   

Q2-87 Ggt Σιτάρι/ ΗΠΑ 

CHA0 Ggt, Tb, 
Pu Καπνός/Ελβετία 

F113 Pu Ζαχαρότευτλο/Ιρλανδία 

PFM2 St Σιτάρι/ ΗΠΑ 

Pf5 Pu, Rs Βαµβάκι/Τέξας-ΗΠΑ 

Q8r1-96 Ggt Σιτάρι/ ΗΠΑ 

Φεναζίνες 

Pseudomonas spp.   

2-79RN10 Ggt Σιτάρι/ ΗΠΑ 

In-b-109 Rs, Gg Ρύζι/ Φιλιππίνες 

PCL1391 Fo Ντοµάτα/ Ισπανία 

PNA1 Fo, Ps Φασόλι/ Ινδία 

Ps. aureofaciens PGS12 Fo Καλαµπόκι/Βέλγιο 

Ps. aureofaciens 30-24 Ggt Σιτάρι/ Κάνσας, ΗΠΑ 

Αερουτζίνη Ps. fluorescens MM-B16 Pc, Co 
Πιπεριά-

Αγγούρι/Κορέα 

Ωοµυκίνη Α Ps. fluorescens Hv37a Pu Κριθάρι/ ΗΠΑ 

Πυολουτεορίνες 

Pseudomonas spp.   

Pf5 Pu, Rs Βαµβάκι/ Τέξας, ΗΠΑ 

CHA0 Tb, Pu Καπνός/ Ελβετία 

Πυρρολνιντρίνες 

Ps. fluorescens BL915 Rs Βαµβάκι/ ΗΠΑ 

B. cepacia B37w Fs Πατάτα 

Enterobacter agglomerans Bc, Rs Αµπέλι/ Ουζµπεκιστάν 

Serratia spp. Vd, Rs, Ss Ελαιοκράµβη 

Ακολουθούν οι συντοµογραφίες που έχουν χρησιµοποιηθεί στον πίνακα αυτό: DAPG – 2,4-
diacetylphloroglucinol, At – Agrobacterium tumfaciens, Ggt – Gaeumannomyces graminis 
var tritici, Tb – Thielaviopsis basicola, Pu, Pythium ultimum, St –Septoria tritici, Rs – 
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Rhizoctonia solani, Fo – F. oxysporum, Gg – G. graminis, Ps – Pythium splendens, Fs – 
Fusarium sambucinum, Pt –Pyrenophora teres, Tc – Tilletia caries, Pc – Phytophthora 
cryptogea, Bc – Botrytis cinerea, Eh – Erwinia herbicola, Vd – Verticillium dahliae, Ss – 
Sclerotinia sclerotiorum, Pc – Phytophthora capsici , Co –  Colletotrichum orbiculare. 
(Raaijmakers et al., 2002; Pal et al., 2006) 
 

Όπως είναι δυνατό να παρατηρηθεί, τα είδη του γένους Pseudomonas  έχουν 

την ικανότητα βιοσύνθεσης µιας µεγάλης πληθώρας αντιβιοτικών, τα οποία 

συνεισφέρουν στη βιολογική καταπολέµηση (Πίνακας 3.4). Αναλόγως του 

µονοπατιού βιοσύνθεσης του κάθε αντιβιοτικού και των ενζύµων τα οποία 

εµπλέκονται σε αυτό, τα αντιβιοτικά είναι δυνατόν να κατηγοριοποιηθούν σε 

τέσσερεις οµάδες (Gross et al., 2009).  

Η πρώτη οµάδα περιλαµβάνει αντιβιοτικά στων οποίων το βιοσυνθετικό 

µονοπάτι εµπλέκονται µη ριβοσωµικές πεπτιδικές συνθάσες (Non-Ribosomal Peptide 

Synthases, NRPS). Οι NRPS συνθάσες είναι ενζυµικά σύµπλοκα η δοµή, η 

λειτουργία και η ρύθµιση της έκφρασης των οποίων θα αναλυθεί σε παρακάτω 

παραγράφους (§1.4.2 και §1.4.3). Στην οµάδα αυτή κατατάσσονται τα αντιβιοτικά 

αερουτζίνη, σαφρασίνη και πυρρολνιντρίνη, κάποιες τοξίνες (µανγκοτοξίνη, 

ταµπτοξίνη, φασεολοτοξίνη), ορισµένα σιδηροφόρα (πυοχελίνες, πυοβερντίνες) 

καθώς και κάποια λιποπεπτίδια, τα οποία εµφανίζουν είτε φυτοτοξική δράση είτε 

αντιβιοτική δράση και θα αναλυθούν εκτενέστερα στο κεφάλαιο 1.4 (Gross et al., 

2009). 

 Στη δεύτερη οµάδα κατατάσσονται αντιβιοτικά στη βιοσύνθεση των οποίων 

εµπλέκονται πολυκετιδικές συνθάσες (Polyketide Synthases, PKS) ή συνθάσες 

λιπαρών οξέων (Fatty Acids Synthases, FAS). Οι συνθάσες αυτές αποτελούνται από 

τρεις βασικές λειτουργικές περιοχές: α) η πρώτη περιοχή έχει τη λειτουργία µιας AT 

(ακυλοτρανσφεράση) ή ACP (περιοχή θειοεστεροποίησης ακυλοµάδων) β) στη 

δεύτερη περιοχή είναι δυνατόν να υπάρχουν µία ή περισσότερες από τις παρακάτω 

λειτουργίες: KS (κετοσυνθάση), DH (αφυδατάση), ER (ενόυλορεδουκτάση), KR 

(κετορεδουκτάση), ΜΤ (µεθυλοτρασφεράση), SH (σουλφο-υδρολάση) και γ) η τρίτη 

περιοχή έχει τη λειτουργία µιας TE (θειοεστεράση). Στην οµάδα αυτή κατατάσσεται 

το αντιβιοτικό DAPG και το σιδηροφόρο ψευδοµονικό οξύ (Gross et al., 2009). 

Η τρίτη οµάδα αποτελείται από αντιβιοτικά τα οποία προέρχονται από τη 

συνδυαστική δράση NRPS και PKS συνθετασών. Εδώ ανήκει το αντιβιοτικό 

πυολουτεορίνη καθώς και κάποιες φυτοτοξικές ενώσεις (συριγκολίνες, κορονατίνη 

και πεδερίνες). Τέλος, στην τέταρτη οµάδα βρίσκονται τα αντιβιοτικά φεναζίνες, 
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κινολόνες αλλά και το υδροκυάνειο. Η βιοσύνθεση των αντιβιοτικών της οµάδας 

αυτής είναι ανεξάρτητη από τις συνθάσες NRPS και PKS (Gross et al., 2009). 

Στα επόµενα κεφάλαια θα αναπτυχθούν οι τρέχουσες γνώσεις για την 

βιοσύνθεση και τον ρόλο ορισµένων από τις παραπάνω οµάδες αντιβιοτικών, οι 

οποίες απαντώνται στο γένος Pseudomonas. 

 

1.3.5. Φλορογλουκινόλες 

Στην οµάδα αυτή κατατάσσονται ενώσεις οι οποίες περιέχουν ένα φαινολικό 

δακτύλιο στο µόριό τους. Οι ενώσεις αυτές είναι είτε φυτικής είτε βακτηριακής 

προέλευσης και  εµφανίζουν αντιϊκή, αντιβακτηριακή και αντιµυκητιακή δράση ενώ 

σε υψηλές συγκεντρώσεις είναι δυνατόν να είναι φυτοτοξικές (Bangera et al., 1999).  

Στις φλορογλουκινολες ανήκει το αντιβιοτικό 2,4-διακετυλοφλορογλουκινόλη 

(DAPG) (Εικόνα 3.5.1) το οποίο έχει παρατηρηθεί µόνο σε στελέχη του γένους 

Pseudomonas. Στην αντιµικροβιακή δράση του DAPG αποδίδεται το µεγάλο 

ενδιαφέρον το οποίο έχει αποκτήσει το γένος Pseudomonas στην βιολογική 

καταπολέµηση φυτοπαθογόνων µυκήτων εδάφους, όπως στελέχη των γενών Pythium,  

Fusarium, Gaeumannomyces και Thielaviopsis (Delany et al., 2000). 

Ο τρόπος δράσης του DAPG δεν είναι ακόµα πλήρως µελετηµένος. Φαίνεται 

ότι το DAPG εµπλέκεται στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων, παρεµποδίζοντας 

την λειτουργία των µιτοχονδρίων, και µεταβάλει τη δοµή των κυτταρικών 

µεµβρανών, χωρίς όµως να έχει λυτική δράση. Ακόµα, έχει παρατηρηθεί ότι το 

DAPG είναι ικανό να επάγει διασυστηµατική ανθεκτικότητα σε φυτά (Ramos, 2004).   

Τα γονίδια τα οποία ευθύνονται για τη βιοσύνθεση του DAPG βρίσκονται 

οργανωµένα σε ένα οπερόνιο µε µέγεθος 6.5kb (phlABCD). Το οπερόνιο αυτό είναι 

συντηρηµένο µεταξύ των στελεχών του γένους Pseudomonas τα οποία έχουν την 

ικανότητα βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού και αποτελείται από τέσσερα γονίδια (phlA, 

phlB, phlC, και phlD). Σε διάφορα στελέχη του γένους έχουν βρεθεί ακόµα τρία 

γονίδια (phlE, phlG, και phlH) τα οποία έχουν ρυθµιστικό ρόλο στην έκφραση των 

γονιδίων του οπερονίου phlABCD (Gross et al., 2009). 

Στο βιοσυνθετικό µονοπάτι του DAPG (Εικόνα 3.5.1), το γονίδιο phlD 

κωδικοποιεί µια πολυκετιδική συνθάση τύπου III (type III PKS) ή αλλιώς συνθάση 

της χαλκόνης (chalcone synthase), η οποία καταλύει την αντίδραση συµπύκνωσης 

τριών µορίων µηλόνυλο-συνενζύµου Α, και ακολουθούµενη από µια αντίδραση 

αποκαρβοξυλίωσης έχει ως τελικό προϊόν την φλορογλουκινόλη. Στη συνέχεια, τα 
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γονίδια phlA, phlC και phlB κωδικοποιούν µια β-κετοακυλο-άκυλο συνθάση, µια 

θειολάση και µια πρωτεΐνη-µεταφορέα ακυλοµάδων αντίστοιχα. Οι τρεις αυτές 

πρωτεΐνες είναι υπεύθυνες για την τρανσακετυλίωση της φλορογλουκινόλης σε 

MAPG (monoacetylphloroglucinol) και στη συνέχεια του MAPG σε DAPG. Ο 

ακριβής µηχανισµός, µε τον οποίο λαµβάνει χώρα η αντίδραση αυτή, δεν έχει πλήρως 

εξακριβωθεί (Ramos, 2004). 

 

 
Εικόνα 3.5.1 : Η οργάνωση της γονιδιωµατικής περιοχής και ο ρόλος των γονιδίων phlA, 
phlB, phlC, και phlD στο βιοσυνθετικό µονοπάτι του DAPG. MAPG: 
µονοακέτυλοφλορογλουκινόλη, DAPG: 2,4-διακέτυλοφλορογλουκινόλη (Gross et al., 2009).  

 
Κατωφερικά του οπερονίου phlABCD βρίσκεται το γονίδιο phlE (Εικόνα 

3.5.1), το οποίο κωδικοποιεί µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη-µεταφορέα. Η θέση του 

phlE στη γονιδιωµατική αυτή έχει οδηγήσει στο συµπέρασµα ότι η πρωτεΐνη που 

κωδικοποιεί σχετίζεται µε τη µεταφορά του αντιβιοτικού από και προς το κύτταρο. 

Μεταλλαγµένα στελέχη τα οποία δεν είχαν την ικανότητα να εκφράζουν την 

πρωτεΐνη PhlE παρουσίαζαν 50% µειωµένη συγκέντρωση του αντιβιοτικού στο 

εξωκυττάριους χώρους. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι στο σύστηµα µεταφοράς 

του DAPG εµπλέκονται και άλλοι εκτός από την PhlE. Τέλος, έχει βρεθεί ότι η 

πρωτεΐνη αυτή σχετίζεται µε την ανθεκτικότητα και την αντοχή του βακτηρίου σε 

διάφορους παράγοντες καταπόνησης (Ramos, 2004). 

Η βιοσύνθεση του DAPG ελέγχεται σε µεταγραφικό αλλά και σε µέτα-

µεταγραφικό επίπεδο. Το γεγονός αυτό καθιστά τα βακτήρια του γένους 
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Pseudomonas ικανά να προσαρµόζονται ταχύτατα στις εκάστοτε περιβαλλοντικές 

συνθήκες (Ramos, 2004). 

Στο µεταγραφικό επίπεδο (Εικόνα 3.5.1), τα γονίδια phlF και phlH τα οποία 

βρίσκονται ανωφερικά του οπερονίου phlABCD κωδικοποιούν για µεταγραφικούς 

παράγοντες. Ο PhlF αποτελεί ένα µεταγραφικό καταστολέα της οικογένειας TetR, ο 

οποίος διακόπτει την µεταγραφή του βιοσυνθετικού οπερονίου του DAPG. Η θέση 

operator του PhlF βρίσκεται στην περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή του 

οπερονίου. Έχει αποδειχθεί ότι αρκετά είναι τα µόρια τα οποία παίζουν τον ρολό 

ενεργοποιητή ή απενεργοποιητή του µεταγραφικού παράγοντα PhlF (Εικόνα 3.5.1). 

Συγκεκριµένα, µόρια τα οποία παίζουν ρόλο ενεργοποιητή του PhlF είναι ορισµένες 

πηγές άνθρακα (ηλεκτρικό οξύ), αµινοξέα (αργινίνη, ασπαραγίνη και γλουταµινικό 

οξύ), η αυξηµένη συγκέντρωση νιτρικών αλάτων και τέλος κάποιες ενώσεις οι οποίες 

χρησιµεύουν ως γενικότερα µοριακά σινιάλα (το σύστηµα των δύο παραγόντων 

GacA/GacS, σαλικυλικό οξύ, φουσαρικό οξύ και πυολουτεορίνη). Τον ρόλο 

απενεργοποιητή του PhlF παίζουν διάφορες πηγές άνθρακα (σουκρόζη, µανιτόλη και 

φρουκτόζη), η αυξηµένη συγκέντρωση αµµωνιακών αλάτων και τέλος  η 

συγκέντρωση του ίδιου του αντιβιοτικού (Ramos, 2004). 

Το σύστηµα των δύο παραγόντων GacA/GacS, εκτός από τον ρόλο 

ενεργοποιητή του PhlF, έχει την ικανότητα να ρυθµίζει απευθείας τη µεταγραφή του 

βιοσυνθετικού οπερονίου του DAPG (Εικόνα 3.5.2). Ακόµα, οι παράγοντες σίγµα 

RpoS και RpoD έχουν, αντίστοιχα, ρόλο καταστολέα και επαγωγέα της µεταγραφής 

του οπερονίου (Ramos, 2004). 

Η ρύθµιση της βιοσύνθεσης σε µέτα-µεταγραφικό επίπεδο είναι λιγότερο 

πολύπλοκη από αυτή στο µεταγραφικό. Η ρύθµιση στο επίπεδο αυτό γίνεται µέσω 

ενός συστήµατος ενός καταστολέα της µετάφρασης (RsmA) και ενός ρυθµιστικού 

RNA (PrrB) (Εικόνα 3.5.2). Ο καταστολέας RsmA προσδένεται στην περιοχή 

πρόσδεσης του ριβοσώµατος και αποτρέπει την µετάφραση του mRNA του 

οπερονίου phlABCD, ενώ το ρυθµιστικό RNA έχει την ικανότητα να δεσµεύεται από 

τον καταστολέα RsmA επάγοντας έτσι την µετάφραση του mRNA του οπερονίου 

phlABCD (Ramos, 2004). 

Στην ρύθµιση της συγκέντρωσης του παραγόµενου αντιβιοτικού εµπλέκεται 

το γονίδιο phlG, το οποίο βρίσκεται ανωφερικά του οπερονίου phlABCD και 

κωδικοποιεί µια υδρολάση του DAPG. Το ένζυµο αυτό έχει την ικανότητα να 

υδρολύει το DAPG σε MAPG, το οποίο είναι λιγότερο δραστικό. Η υδρόλυση του 
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DAPG έχει αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα PhlF, ο 

οποίος διακόπτει τη µεταγραφή του οπερονίου phlABCD (Bottiglieri et al., 2006). 

 
Εικόνα 3.5.2 : Ο µηχανισµός ρύθµισης της βιοσύνθεσης του DAPG (Ramos, 2004). 

 
 
Έχει αποδειχθεί ότι η αφυδρογονάση της γλυκόζης (Gcd) και το συνένζυµό 

της (PQQ) παίζουν ρόλο κλειδί στην βιοσύνθεση του DAPG. Παρόλο που ο ακριβής 

µηχανισµός µε τον οποίο ελέγχεται η βιοσύνθεση του DAPG από την Gcd και το 

PQQ δεν είναι γνωστός, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι το γλυκονικό οξύ (σαν προϊόν 

οξείδωσης της γλυκόζης, από την Gcd) είναι το µόριο που έχει ρυθµιστικό ρόλο στο 

βιοσυνθετικό µονοπάτι. Μεταλλαγµένα στελέχη του βακτηρίου Ps. fluorescens 

CHA0 τα οποία είναι απενεργοποιηµένα ως προς την Gcd ή το PQQ εµφανίζουν 

µειωµένη παραγωγή του DAPG (Schnider et al., 1995; de Werra et al., 2009). 

Στην οµάδα των φλορογλουκινολών ανήκει ακόµα ένα αντιβιοτικό, η 2,5-

διακετυλορεσορσινόλη (HPR), το οποίο βρέθηκε µόνο στο στέλεχος Pseudomonas 

fluorescens BL915. Το αντιβιοτικό αυτό, παρόλο που ανήκει στην οµάδα των 

φλορογλουκινολών µιας και έχει στο µόριό του µια ακυλιωµένη φλορογλουκινόλη, 

δεν βιοσυντίθεται µέσω του µονοπατιού του DAPG (Thompson et al., 2003). 

Το HPR είναι παράγωγο ενός λιπαρού οξέος, του οκτανοϊκού οξέος, και στη 

βιοσύνθεση του εµπλέκονται τρία γονίδια, τα darA, darB και darC. Τα γονίδια  αυτά 

φαίνεται να είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο µε µέγεθος 4kb (Εικόνα 3.5.3). Το 
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γονίδιο darC κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη-µεταφορέα ακυλοµάδων (ACP), το darB 

κωδικοποιεί µια β-κετυλο-άκυλο συνθάση τύπου ΙΙΙ και το darA κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη αγνώστου λειτουργίας (Gross et al., 2009). 

Αρχικά, η DarB µαζί µε την DarC καταλύουν την αλδολική συµπύκνωση του 

οκτανοϊκού οξέος σε 3-κέτο-δεκανοϊκό (Εικόνα 3.5.3). Στη συνέχεια, η αντίδραση 

συµπύκνωσης ενός µορίου 3-κέτο-δεκανοϊκού µε ένα µόριο 3-κέτο-εξανοϊκού, το 

οποίο προκύπτει από το την β-οξείδωση του οκτανοϊκού οξέος, καταλύεται από το 

ένζυµο DarA µε προϊόν ένα µόριο δυοξοκυκλοεξανίου. Κατόπιν ακολουθεί µια 

αντίδραση αποκαρβοξυλίωσης στη θέση C6 του δακτυλίου του δυοξοκυκλοεξανίου 

και ταυτοµερίωση του ενδιάµεσου προϊόντος σε HPR (Gross et al., 2009). 

 

 
 
Εικόνα 3.5.3: Το βιοσυνθετικό µονοπάτι της 2,5-διακετυλορεσορσινόλης και η 
γονιδιωµατική οργάνωση των dar γονιδίων. R: acyl-CoA, ACP: acyl carrier protein (Gross et 
al., 2009). 
 

Κατωφερικά του οπερονίου το οποίο περιέχει τα βιοσυνθετικά γονίδια darA, 

darB και darC, εντοπίζονται ακόµα δύο γονίδια, τα οποία εµπλέκονται στην ρύθµιση 

της µεταγραφής του οπερονίου. Τα γονίδια darS και darR κωδικοποιούν 

µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας AraC/XylS. Οι παράγοντες αυτοί 

εµφανίζουν συνεργιστική δράση επάγοντας την έκφραση του οπερονίου darABC 

(Thompson et al., 2003). 

 

1.3.6. Φεναζίνες 

Στα αντιβιοτικά της οµάδας των φεναζινών κατατάσσονται χρωµοφόρες, 

αρωµατικές, ετεροκυκλικές ενώσεις, οι οποίες περιέχουν άζωτο στο µόριό τους. Οι 

ενώσεις τις οµάδας αυτής παρουσιάζουν ένα χαρακτηριστικό φάσµα απορρόφησης  

µε κορυφές στα 250-290 nm και στα 350-400 nm (Anjaiah V., 2004). Συνολικά, 
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περισσότεροι από 100 διαφορετικοί τύποι φεναζινών έχουν αποµονωθεί από 

βακτήρια, ενώ κοντά στις 6000 αριθµούν οι ενώσεις οι οποίες έχουν συντεθεί χηµικά 

και περιέχουν την βασική δοµή µιας φεναζίνης. Η βασική δοµική µονάδα µιας 

φεναζίνης περιλαµβάνει δύο βενζολικούς δακτυλίους συνδεδεµένους µε ένα δακτύλιο 

πυραζίνης. Η ποικιλοµορφία των διάφορων φεναζινών έγκειται στην πρόσδεση 

υδροξυλοµάδων και καρβοξυλοµάδων στους βενζολικούς δακτυλίους καθώς και 

αµινοµάδων και µεθυλενοµάδων στα δύο άτοµα άζωτου του δακτυλίου της πυραζίνης 

(Gross et al., 2009). 

Οι φεναζίνες παρουσιάζουν ευρύ φάσµα δράσης, το οποίο αποδίδεται στη 

µεγάλη οξειδωαναγωγική τους ικανότητα (Whelan et al., 2006). ∆ιαθέτουν την 

ικανότητα παραγωγής ελεύθερων ριζών οξυγόνου, ενδέχεται να παίζουν ρόλο στην 

αναπνοή και στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων, έχει βρεθεί ότι επάγουν την 

διασυστηµατική ανθεκτικότητα των φυτών, ενισχύουν την δηµιουργία βιοφίλµ, είναι 

δυνατόν να αποτελούν µοριακά σήµατα στο σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού, 

έχουν την ικανότητα να δεσµεύσουν ιόντα σιδήρου (Fe+3) παίζοντας τον ρόλο 

σιδηροφόρων και παρεµποδίζουν την αντιγραφή του DNA (Pierson et al., 2010)  

Για την επιστηµονική κοινότητα, οι φεναζίνες αποτελούν την πιο σηµαντική 

και πιο εκτενώς µελετηµένη οµάδα αντιβιοτικών βιολογικής καταπολέµησης. 

Αποτελούνται αποκλειστικά από ενώσεις βακτηριακής προέλευσης και εκτός από το 

γένος Pseudomonas, απαντώνται σε βακτηριακά στελέχη των γενών Brevibacterium, 

Burkholderia, Erwinia, Methanosarcina, Nocardia, Pantoe, Pelagiobactera, 

Sorangium, Streptomyces και Vibrio (Ramos, 2004). 

Οι φεναζίνες αποτελούν προϊόν του βιοσυνθετικού µονοπατιού του σικιµικού 

οξέος, µε πρόδροµο µόριο το χορισµικό οξύ (Εικόνα 3.6.1). Κατά το µονοπάτι αυτό η 

πρωτεΐνη PhzC, η οποία είναι µια DAHP (3-δέοξυ-7-φώσφορο-D-αραβινο-

επταλοσονικό) συνθετάση καταλύει την πρώτη αντίδραση συµπύκνωσης ενός µορίου 

φωσφοένολο-πυροσταφυλικού µε ένα µόριο 4-φώσφορο-D-ερυθρόζης, σε DAHP. Το 

γονίδιο phzC εκφράζεται κατά την στατική φάση ανάπτυξης, εξασφαλίζοντας στη 

φάση αυτή αυξηµένη ροή υποστρώµατος στο µονοπάτι του σικιµικού. Ακολούθως, το 

DAHP οξειδώνεται µε τη δράση ενός ενζύµου το οποίο αποτελείται από πέντε 

δοµικές περιοχές [1) συνθάση του 2-υδροσικιµικού, 2) 1-καρβοξυβινιλοτρανσφεράση 

του 3-φώσφοσικιµικού, 3) κινάση του σικιµικού, 4) 3-διυδροκινάση, 5) 

αφυδρογονάση του σικιµικού]. Η περιοχή της αφυδρογονάσης του σικιµικού 

καταλύει την αντίδραση του 3 δίυδροσικιµικού σε σικιµικό οξύ (Dewick, 2002). Η 
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αφυδρογονάση του σικιµικού είναι ένα ένζυµο το οποίο εκτός από το NADH, 

χρησιµοποιεί ως συνένζυµό της το PQQ (van Kleef et al., 1988).  

 
Εικόνα 3.6.1 : Το βιοσυνθετικό µονοπάτι των φεναζινών (Pierson et al., 2010) 

 

Στη συνέχεια το σικιµικό οξύ φωσφορυλιώνεται και το προϊόν αντιδρά µε 

εστερικό δεσµό µε ένα µόριο φωσφοένολο-πυροσταφυλικού οξέος, δίνοντας ως 

ενδιάµεσο προϊόν το 3-ένολο-5-φώσφο-πυροσικιµικό οξύ (EPSP), το οποίο µε µία 

1,4-αποφωσφορυλίωση δίνει ως προϊόν το χορισµικό οξύ (Εικόνα 3.6.1). 

Ουσιαστικά, ολόκληρη αυτή η αλληλουχία αντιδράσεων καταλύεται από ένα µόνο 

ένζυµο, την EPSP συνθετάση. Το χορισµικό αποτελεί το πρόδροµο µόριο για τη 
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βιοσύνθεση πολλών δευτερογενών µεταβολιτών (φεναζίνες, σιδηροφόρα και 

κινολίνες) καθώς και αρωµατικών αµινοξεών (τρυπτοφάνη, τυροσίνη και 

φαινυλαλανίνη) (Dewick, 2002).  

Σύγκριση, µε τη βοήθεια της βιοπληροφορικής, των γονιδίων βιοσύνθεσης 

φεναζινών αναµεταξύ των διάφορων στελεχών έχει αποδείξει ότι υπάρχουν πέντε 

βασικά βιοσυνθετικά γονίδια (phzABCDF) τα οποία είναι συντηρηµένα. Τα γονίδια 

αυτά είναι υπεύθυνα για την βιοσύνθεση του PCA (φεναζίνη-1-καρβοξυλικό οξύ). 

Από πρόσφατες µελέτες αποδείχθηκε ότι η διασπορά των γονίδιων αυτών στα 

διάφορα γένη έχει συµβεί λόγω της οριζόντιας µεταφοράς (Pierson et al., 2010). 

Κατά τη βιοσύνθεση των φεναζινών το χορισµικό οξύ µετατρέπεται σε 2-

άµινο-2-δέσοξυχορισµικό οξύ (ADIC). Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την  

πρωτεΐνη PhzE, η οποία αποτελεί µια ADIC συνθάση (Εικόνα 3.6.1). Κατόπιν, η 

αλυσίδα του πυροσταφυλικού οξέος αποµακρύνεται µε µια αντίδραση υδρόλυσης από 

το ADIC έχοντας ως προϊόν το 2,3-δίυδρο-3-υδροξυανθρανιλικό οξύ (DHHA). Η 

αντίδραση αυτή καταλύεται από την πρωτεΐνη PhzD η οποία είναι µια DHHA 

συνθάση (ισοχορισµατάση). Στη συνέχεια, η πρωτεΐνη PhzF, η οποία είναι µια 

ισοµεράση, καταλύει την αντίδραση µετατροπής ενός µορίου DHHA σε ένα µόριο 

αµινοκυκλοεξανόνης µε ενολικό δακτύλιο. Ακολούθως, δύο µόρια της 

αµινοκυκλοεξανόνης  αυτής συµπυκνώνονται, µε τη δράση της διµερικής πρωτεΐνης 

PhzA/PhzB. Τέλος, η PhzG, η οποία φαίνεται να έχει την λειτουργία µιας 5-φωσφο-

πυριδοξαµίνικής οξειδάσης, είναι υπεύθυνη για την κυκλοποίηση και την δηµιουργία 

των αρωµατικών δακτυλίων στο τελικό προϊόν του βιοσυνθετικού µονοπατιού, το 

PCA (Gross et al., 2009).  

 Ο ρόλος των πρωτεϊνών PhzA και PhzB στη βιοσύνθεση των φεναζινών δεν 

είναι πλήρως ξεκάθαρος, αλλά φαίνεται ότι σταθεροποιούν το πιθανολογούµενο 

βιοσυνθετικό σύµπλεγµα των ενζύµων βιοσύνθεσης των φεναζινών. Το διµερές 

σύµπλοκο των  PhzA και PhzB έχει τη δοµή µιας 3-κετοστεροειδικής ισοµεράσης, η 

οποία έχει την ικανότητα να εξουδετερώνει αρνητικά φορτία µέσω πρωτονίωσης και 

να συµµετέχει σε µια αντίδραση συµπύκνωσης. Ακόµα, οι πρωτεΐνες PhzA και PhzB, 

οι οποίες εµφανίζουν µεγάλα ποσοστά οµοιότητας µεταξύ τους, πιθανολογείται ότι 

διαδραµατίζουν ρόλο στη δοµή και το ποσοστό των παραγώγων του PCA (Gross et 

al., 2009). 

Στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή µε τα πέντε συντηρηµένα γονίδια 

(phzABCDF), είτε ανωφερικά είτε κατωφερικά, εντοπίζονται γονίδια τα οποία 
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κωδικοποιούν ένζυµα µε ικανότητα να τροποποιούν το µόριο του PCA. Η µεγάλη 

ποικιλοµορφία των φεναζινών οφείλεται στην δράση αυτών των ενζύµων (Pierson et 

al., 2010). 

Έτσι, στο στέλεχος Pseudomonas chlororaphis 30-84 το γονίδιο phzO, το 

οποίο βρίσκεται κατωφερικά των γονιδίων βιοσύνθεσης του PCA κωδικοποιεί για µια 

µονοοξυγενάση η οποία µετατρέπει το PCA σε 2-υδροξυ-φεναζίνη 1-καρβοξυλικό 

οξύ (2ΟΗPCA) και 2- υδροξυ-φεναζίνη (2OHPZ) (Εικόνα 3.6.2). Στα στελέχη Ps. 

chlororaphis PCL1391 και Ps. aeruginosa PAO1 το γονίδιο phzH κωδικοποιεί µια 

τρανσαµιδάση στην οποία οφείλεται η µετατροπή του PCA σε φεναζίνη-1-

καρβοξαµίδιο (Εικόνα 3.6.2). Στο στέλεχος Ps. aeruginosa PAO1 έχουν 

ταυτοποιηθεί δύο ακόµα γονίδια, phzM και phzS, τα οποία κωδικοποιούν για µια 

µεθυλοτρανσφεράση και µια φλαβινο-µονοοξυγενάση τα οποία είναι υπεύθυνα για τη 

µετατροπή του PCA σε πυοκυανίνη (Εικόνα 3.6.2). Το γένος Methanosarcina, το 

οποίο ανήκει στα Archaea, έχει βρεθεί ότι έχει την ικανότητα να βιοσυνθέτει τη 

µεθανοφεναζίνη (Εικόνα 3.6.2) (Gross et al., 2009). 

 

 
Εικόνα  3.6.2 : Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα φεναζινών και σύγκριση της 

γονιδιωµατικής περιοχής, η οποία περιέχει γονίδια που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση από 
διάφορα στελέχη του γένους Pseudomonas (Gross et al., 2009; Pierson et al., 2010) 
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Η έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης των φεναζινών έχει αποδειχθεί, από 

πολλές µελέτες, ότι ελέγχεται από διάφορους παράγοντες. Από τους ενδογενείς 

παράγοντες το σύστηµα δυο παραγόντων GacS-GacA, το σύστηµα αίσθησης 

µεγέθους πληθυσµού καθώς και ο σS µεταγραφικός παράγοντας (rpoS), ενώ από τους 

εξωγενείς παράγοντες η πηγή αζώτου, η συγκέντρωση φωσφόρου (Turner et al., 

1986) και η θερµοκρασία είναι παράγοντες οι οποίοι µε διάφορους µηχανισµούς 

επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων phz (Thomas et al., 2005). 

Στο στέλεχος Ps. chlororaphis PCL1391 ο µηχανισµός ρύθµισης της 

έκφρασης των γονιδίων phz, αποτελεί πρότυπο για την κατανόηση του µηχανισµού 

και στα υπόλοιπα στελέχη του γένους. Ο µηχανισµός ρύθµισης της έκφρασης των 

γονιδίων phz στο στέλεχος αυτό είναι αρκετά πολύπλοκος (Εικόνα 3.6.3). Η 

πολυπλοκότητα αυτή έχει προκαλέσει την ανάγκη να διερωτηθεί κανείς τους 

πιθανούς λόγους ύπαρξής της στη φυσιολογία του βακτηρίου (Girard et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.6.3 : Ο µηχανισµός ρύθµισης της 
έκφρασης των γονιδίων βιοσύνθεσης της 
πυοκυανίνης στο στέλεχος Ps. chlororaphis 
PCL1391. ABCDEFGH: το οπερόνιο µε τα 
βιοσυνθετικά γονίδια phz, C6-HSL: N-hexanoyl-L-
homoserine lactone, PCN: φεναζίνη-1-καρβοξαµίδιο, 
Quorum Sensing: αίσθηση µεγέθους πληθυσµού. 
(Girard et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

Κατά τον µηχανισµό ρύθµισης των γονιδίων βιοσύνθεσης της πυοκυανίνης 

στο στέλεχος Ps. chlororaphis PCL1391 (Εικόνα 3.6.3), το σύστηµα των δύο 

παραγόντων GacA/GacS (το οποίο κωδικοποιείται από τα γονίδια lemA και apdA 
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αντίστοιχα) ενεργοποιείται από ένα άγνωστο, µέχρι στιγµής, παράγοντα. Το  σύστηµα 

των δύο παραγόντων GacA/GacS  επάγει την έκφραση του γονιδίου psrA, το οποίο 

κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας TetR, και αυτός µε τη σειρά 

του επάγει την έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα RpoS (σs). Στη συνέχεια, ο 

παράγοντας  RpoS επάγει την έκφραση του γονιδίου pip, το οποίο κωδικοποιεί για 

έναν καινοτόµο µεταγραφικό παράγοντα. Η έκφραση των γονιδίων psrA και pip 

εντάσσεται στο µοντέλο της αρνητικής αυτεπαγωγής (Girard et al., 2006). 

Τέλος, ο παράγοντας Pip ενεργοποιεί το σύστηµα µεγέθους πληθυσµού 

phzI/phzR. Το PhzI αποτελεί µια N-AHL συνθάση η οποία έχει την ικανότητα να 

συνθέτει C6-HSL. Η ρυθµιστική πρωτεΐνη PhzR ενεργοποιείται από την C6-HSL και 

το σύµπλοκο PhzR-C6-HSL προσδένεται στην θέση operator  (κουτιά µε την ένδειξη 

lux)  και επάγει την έκφραση του γονιδίου phzI και των γονιδίων phz, έχοντας ως 

αποτέλεσµα την επαγωγή της βιοσύνθεσης του PCN. Το σύστηµα phzI/phzR το οποίο 

κωδικοποιείται από δύο γονίδια ανωφερικά των γονιδίων βιοσύνθεσης των φεναζινών 

είναι συντηρηµένο ανάµεσα στα στελέχη του γένους Pseudomonas (Girard et al., 

2006). 

 

1.3.7. Ωοµυκίνη Α 

Το βακτηριακό στέλεχος Ps. fluorescens Hv37a, το οποίο αποµονώθηκε από 

τη ριζόσφαιρα κριθαριού, είναι ικανός βιολογικός παράγοντας καταπολέµησης του 

φυπαθογόνου µύκητα P. ultimum. Το στέλεχος Hv37a, το οποίο έχει την ικανότητα 

βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού ωοµυκίνη Α, έχει τη δυνατότητα να καταστέλλει 

προφυτρωτικές αλλά και µεταφυτρωτικές τήξεις. Η δοµή του αντιβιοτικού δεν έχει 

πλήρως προσδιοριστεί µέχρι σήµερα (Gutterson et al., 1986). 

Η βιοσύνθεση του αντιβιοτικού αυτού πραγµατοποιείται από τέσσερα γονίδια 

afuDEFG, τα οποία είναι οργανωµένα σε οπερόνιο µε µέγεθος 9kb (Εικόνα 3.7). 

Ανωφερικά του οπερονίου αυτού βρίσκεται το γονίδιο afuR, το οποίο έχει 

διαφορετική κατεύθυνση µεταγραφής από αυτή των γονιδίων του οπερονίου.  Το 

afuR κωδικοποιεί  ένα µεταγραφικό παράγοντα ο οποίος ελέγχει τη µεταγραφή του 

οπερονίου afuDEFG (Anjaiah, 2004). 

Η µεταγραφή του οπερονίου afuDEFG αλλά και του γονιδίου afuR ελέγχεται 

από τρία ακόµα γονίδια, τα οποία βρίσκονται σε διαφορετική γονιδιωµατική περιοχή. 

Το γονίδιο afuP κωδικοποιεί ένα πιθανό µεταγραφικό παράγοντα ο οποίος επάγει την 

έκφραση των γονιδίων afuR και afuDEFG. Ακόµα, τα γονίδια afuA και afuB 
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βρίσκονται οργανωµένα σε ένα οπερόνιο, afuAB, και πιθανολογείται ότι 

κωδικοποιούν για ένα σύστηµα ανάλογο του συστήµατος δύο παραγόντων 

GacA/GacS. Η έκφραση των γονιδίων afuAB επάγεται από την παρουσία γλυκόζης 

στο µέσο ανάπτυξης του βακτηρίου. Απουσία γλυκόζης τα γονίδια afuAB δεν 

εκφράζονται µε αποτέλεσµα την παύση της βιοσύνθεσης της ωοµυκίνης Α (Anjaiah, 

2004). 

 
Εικόνα 3.7 : Οργάνωση των γονιδίων βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού ωοµυκίνη Α στο 

στέλεχος Ps. fluorescens Hv37a 
 

Τα γονίδια afuP και afuAB είναι απολύτως απαραίτητα στην βιοσύνθεση της 

ωοµυκίνης Α. Μεταλλαγµένα στελέχη τα οποία φέρουν ένθεση του µεταθετού 

στοιχείου είτε στο afuP είτε στο οπερόνιο afuAB είναι αδύνατον να βιοσυνθέτουν το 

αντιβιοτικό και εποµένως χάνουν την ικανότητά τους να καταστέλλουν 

φυοπαθογόνους µύκητες (Gutterson et al., 1986).  

Συνοψίζοντας, είναι φανερό ότι οι παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν την 

έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης της ωοµυκίνης Α είναι η γλυκόζη,  η οποία 

επάγει την παραγωγή του αντιβιοτικού (James, 1986) και ένα πιθανό σύστηµα δύο 

παραγόντων GacA/GacS. Τέλος έχει παρατηρηθεί ότι, στη ριζόσφαιρα η έκφραση 

των βιοσύνθετικών γονιδίων, σηµειώνεται 10-24 ώρες µετά από τον εµβολιασµό του 

βακτηρίου στο έδαφος (Anjaiah, 2004). 

 

1.3.8. Φαινυλοπυρρόλες 

Η οµάδα των φαινολοπυρρολικών αντιβιοτικών περιλαµβάνει ενώσεις οι 

οποίες έχουν τη δοµή ενός χλωριωµένου αρωµατικού πολυπεπτιδίου. Συγκεκριµένα, 

το πολυπεπτίδιο αυτό περιέχει στο µόριό του ένα δακτύλιο ρεσορσινόλης 

συνδεδεµένο µε ένα πυρρολικό δακτύλιο, ενώ υποκαταστάσεις χλωρίου µπορεί να 

υπάρχουν και στους δύο δακτυλίους. Στην οµάδα αυτή ανήκουν αντιβιοτικά  τα οποία 

παράγονται από διάφορα γένη βακτηρίων, όπως Actinosporangium, Burkholderia, 

Cystobacter, Corallococcus, Enterobacter, Myxococcus και Pseudomonas. Στο γένος 

Pseudomonas έχει παρατηρηθεί η ικανότητα βιοσύνθεσης δύο αντιβιοτικών της 
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οµάδας αυτής. Τα δύο αυτά αντιβιοτικά είναι η πυολουτεορίνη (PLT) και η 

πυρρολνιντρίνη (PRN) (van Pee et al., 2000). 

Η αντιµικροβιακή δράση των φαινυλοπυρρολικών αντιβιοτικών είναι ευρέως  

αποδεκτό ότι οφείλεται στην διακοπή της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων 

παρεµποδίζοντας την λειτουργία της κυττοχρωµικής C οξειδάσης. Πρόσφατα έχει 

διατυπωθεί η άποψη ότι τα αντιβιοτικά της οµάδας αυτής επάγουν την σύνθεση 

τριακυλογλυκερολών και τη συσσώρευση γλυκερόλης, γεγονότα που έχουν ως 

αποτέλεσµα την καταστροφή της δοµής των κυτταρικών µεµβρανών και τελικά την 

κυτταρική λύση (van Pee et al., 2000).  

Η µεγάλη αποτελεσµατικότητα των ενώσεων αυτών κατά διαφόρων 

παθογόνων µυκήτων, οδήγησε στη δηµιουργία συνθετικών ανάλογών µε µεγαλύτερη 

σταθερότητα στο φως. ∆ύο ενώσεις της οµάδας αυτής (το fenpiclonil και το 

fludioxonil) προωθήθηκαν στην αγορά για την καταπολέµηση Ασκοµυκήτων, 

Βασιδιοµυκήτων και Αδηλοµυκήτων. Τα δύο αυτά προϊόντα αναπτύχθηκαν ως 

προστατευτικά σπόρων (seed dressing) για προστασία των σπόρων σιτηρών από 

µύκητες (όπως οι Fusarium nivale και Tilletis caries) αλλά και εναντίον εδαφογενών 

παθογόνων (των γενών Ascochyta, Alternaria, Fusarium, Helminthosporium, 

Rhizoctonia, κ.α.) σε πολλές καλλιέργειες (Ζιώγας, και Μάρκογλου, 2004). 

Η παραγωγή της PLT ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά, στα µέσα της δεκαετίας 

του 50’, από το τα στελέχη Ps. aeruginosa T359 και IFO3455. Σήµερα, η ικανότητα 

βιοσύνθεσης της PLT απαντάται στα στελέχη των βιολογικών παραγόντων 

καταπολέµησης Ps. fluorescens CHA0 και Pf5. Στα στελέχη αυτά, το αντιβιοτικό 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην βιολογική καταπολέµηση φυτοπαθογόνων µυκήτων και 

συγκεκριµένα ωοµυκήτων (Gross et al., 2009). 

Ολόκληρη η γονιδιωµατική περιοχή, η οποία σχετίζεται µε τη βιοσύνθεση της 

PLT στο γένος Pseudomonas, έχει µέγεθος 24kb. Στην περιοχή αυτή βρίσκονται τα 

δοµικά γονίδια (pltM, pltA, pltB, pltC, pltD, pltE, pltF και pltG), τα ρυθµιστικά 

γονίδια (pltZ και pltR) καθώς και τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν το εκκριτικό 

σύστηµα του αντιβιοτικού (pltI, pltJ, pltK, pltL, pltN, pltO και pltQ) (Εικόνα 3.8.1). 

(Ramos, 2004). 

Πρόδροµη ένωση του πυρρολικού δακτυλίου, στο µόριο της PLT, αποτελεί η 

L-προλίνη (Εικόνα 3.8.1), η οποία αδενυλιώνεται µε τη δράση του ενζύµου PltF και 

ενεργοποιείται. Στο προϊόν της αντίδρασης αυτής, το οποίο είναι το L-πρόπυλο-AMP, 

προσδένεται η PltL, η οποία αποτελεί µια πρωτεΐνη-µεταφορέα ακυλοµάδων (PCP), 
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µε µια αντίδραση θειοεστεροποίησης. Στη συνέχεια η PltE, η οποία αποτελεί µια 

αφυδρογονάση του άκυλο-συνενζύµου Α, καταλύει την αντίδραση αποκορεσµού του 

δακτυλίου της προλίνης µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό του αρωµατικού δακτυλίου 

του πυρρολίου. Το προϊόν της αντίδρασης αποκορεσµού είναι το πυρρολυλο-S-PCP 

(Ramos, 2004).  

Το πυρρολο-S-PCP χλωριώνεται στις θέσεις 5’ και 4’ από τη δράση του 

ενζύµου PltA, το οποίο αντιπροσωπεύει µια FADH2 εξαρτώµενη αλογονάση, και στο 

προϊόν (δίχλωρο-πυρρολυλο- S-PCP) προσδένονται τρία µόρια µηλόνυλο-CoA µε τη 

δράση των πολυκετιδικών συνθετασών PltB και PltC. Η χλωρίωση του πυρρολο-S-

PCP είναι δυνατόν να καταλύεται και από τα ένζυµα PltD και PltM τα οποία έχουν 

δοµή µιας FADH2 εξαρτώµενης αλογονάσης, όµως αυτό δεν έχει ακόµα πλήρως 

ξεκάθαρο. Τέλος, ακολουθεί µια αντίδραση θειοεστερικής υδρόλυσης, η οποία 

καταλύεται από την θειοεστεράση PltG, µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό του 

δακτυλίου της ρεσορσινόλης (Gross et al., 2009). 

 

 

Εικόνα 3.8.1: Το σύµπλεγµα των γονιδίων βιοσύνθεσης της PLT και το 
βιοσυνθετικό µονοπάτι της (Gross et al., 2009) 

 

Στο βιοσυνθετικό µονοπάτι της PLT εµπλέκονται ενζυµικά συστήµατα δύο 

τύπων. Οι αντιδράσεις οι οποίες καταλύονται από τα ένζυµα PltF, PltL και PltG, 

θεωρούνται ανάλογες µε τις αντιδράσεις που επιτελεί το ενζυµικό σύστηµα µιας 

NRPS (αδενυλίωση, θειοεστεροποίηση και θειεστεράση). Τα βιοσυνθετικά γονίδια 
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pltB και pltC κωδικοποιούν ενζυµικά συστήµατα τα οποία ανήκουν στην κατηγορία 

των πολυκετιδικών συνθετασών τύπου Ι (PKS I). Έτσι, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η 

PLT κατατάσσεται στην οµάδα των αντιβιοτικών τα οποία προέρχονται από την 

συνδυαστική δράση NRPS (µη ριβοσωµικής πεπτιδικής συνθάσης) και PKS 

(πολυκετιδικής συνθάσης) (§ 3.5) (Ramos, 2004). 

Στη ρύθµιση της βιοσύνθεσης της PLT έχει βρεθεί ότι εµπλέκονται αρκετοί 

παράγοντες. Έχει αποδειχθεί ότι η συγκέντρωση της PLT είναι ικανή να επάγει την 

µεταγραφή των δοµικών της γονιδίων (pltB, pltE, και pltF) εποµένως εντάσσεται σε 

ένα σύστηµα αυτεπαγωγής (Brodhagen et al., 2004). Εκτός από την επαγωγή των 

δοµικών της γονιδίων  η συγκέντρωση της PLT επάγει και την έκφραση ορισµένων 

από τα γονίδια (pltI και pltJ) που κωδικοποιούν για το εκκριτικό σύστηµα της 

(Brodhagen et al., 2005). Ακόµα, η γλυκόζη παίζει εξέχοντα ρόλο µειώνοντας τα 

επίπεδα µεταγραφής των γονιδίων βιοσύνθεσης της PLT. Ο µηχανισµός µε τον οποίο 

γίνεται η ρύθµιση αυτή δεν είναι ακόµα πλήρως διερευνηµένος, αλλά υπάρχει η 

πεποίθηση ότι στον µηχανισµό αυτό εµπλέκεται η pqq-εξαρτώµενη gcd 

(αφυδρογονάση της γλυκόζης) (§3.3.2) (de Wera et al., 2009). 

Στο στέλεχος Pseudomonas sp. M18 η ρύθµιση της µεταγραφής των δοµικών 

γονιδίων της PLT γίνεται µέσω ενός συστήµατος αίσθησης µεγέθους πληθυσµού 

(Quorum Sensing). Τα γονίδια rhlI και rhlR τα οποία κωδικοποιούν για το QS 

σύστηµα έχουν ως αποτέλεσµα την καταπολέµηση της µεταγραφής δοµικών γονιδίων 

αλλά και γονιδίων που κωδικοποιούν το εκκριτικό σύστηµα της PLT (Yan et al., 

2007). Από πρόσφατη έρευνα έχει βρεθεί ότι η µεταγραφή του βιοσυνθετικού 

γονιδίου pltA στο στέλεχος Ps. fluorescens CHA0 επάγεται από την παρουσία 

πρωτόζωων τα οποία έχουν ρόλο θηρευτή του βακτηρίου. Ο ακριβής µηχανισµός της 

επαγωγής και τα µόρια-σινιάλα είναι ακόµα υπό διερεύνηση (Jousset et al., 2010). 

Το γονίδιο pltR, το οποίο βρίσκεται ανωφερικά των δοµικών γονιδίων, 

κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας LysR. Ο µεταγραφικός 

αυτός παράγοντας προσδένεται µε την περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή των 

δοµικών γονιδίων pltB, pltE, και pltF, ελέγχοντας έτσι τη µεταγραφή τους (Ramos, 

2004). Στο στέλεχος Pseudomonas sp. M18 έχει βρεθεί ακόµα ένας µεταγραφικός 

παράγοντας, ο PltΖ. Ο παράγοντας αυτός ανήκει στην οικογένεια TetR και παίζει τον 

ρόλο καταστολέα στην µεταγραφή του γονιδίου pltA (Huang et al., 2004). Τέλος, το 

σύστηµα δύο παραγόντων GacA/GacS έχει επαγωγικό ρόλο στη βιοσύνθεση της PLT 

ενώ ο µεταγραφικός παράγοντας σS(RpoS) κατασταλτικό (Ramos, 2004). 
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Το δεύτερο αντιβιοτικό το οποίο ανήκει στην οµάδα των φαινυλοπυρολών και 

βιοσυντίθεται από βακτήρια του γένους Pseudomonas είναι η πυρρολνιντρίνη (PRN). 

Η πρώτη αναφορά στην βιοσύνθεση της PRN έχει σηµειωθεί από τον βιολογικό 

παράγοντα Ps. pyrocinia, στη δεκαετία του 60’. Από πρόσφατες αναφορές, η 

ικανότητα βιοσύνθεσης της PRN απαντάται στα στελέχη των βιολογικών 

παραγόντων καταπολέµησης Ps. fluorescens BL915, CHA0 και Pf5. Στα στελέχη 

αυτά, το αντιβιοτικό παίζει σηµαντικό ρόλο στην βιολογική καταπολέµηση 

παθογόνων µυκήτων των φυτών και των ζώων (Gross et al., 2009).  

Στη βιοσύνθεσή της PRN εµπλέκονται τέσσερα γονίδια (Εικόνα 3.8.2), τα 

οποία είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο (prnABCD) µε µέγεθος 6.2kb. Τα γονίδια 

αυτά εµφανίζονται συντηρηµένα σε όλα τα γένη, τα οποία έχουν την ικανότητα 

βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού, και δεδοµένου ότι στην ευρύτερη γονιδιωµατική 

περιοχή γύρω από το οπερόνιο έχουν βρεθεί γονίδια τα οποία έχουν τη λειτουργία 

µεταθετασών, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι το οπερόνιο prnABCD έχει την ικανότητα 

να µεταπηδά στο γονιδίωµα ορισµένων αρνητικών κατά Gram βακτηρίων (Costa et 

al., 2009). 

 

 
Εικόνα 3.8.2: Το βιοσυνθετικό µονοπάτι της PRN και η οργάνωση των γονιδίων 

βιοσύνθεσης (Hammer et al.l 1997) 
 
Το πρόδροµο µόριο στη βιοσύνθεση της PRN είναι η L-τρυπτοφάνη (Εικόνα 

3.8.2). To PrnA, το οποίο έχει τη δράση της αλογονάσης της τρυπτοφάνης  και 

χρησιµοποιεί ως συνένζυµό της το FADH2, καταλύει την αντίδραση προσθήκης ενός 

ατόµου χλωρίου στην L-τρυπτοφάνη µε προϊόν την 7-χλωροτρυπτοφάνη. Το µόριο 
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αυτό, µε τη δράση του ενζύµου PrnB, το οποίο έχει τη δοµή µιας διοξυγενάσης (de 

Laurentis et al., 2007), µετατρέπεται στην µονόχλωροπυρρολνιντρίνη. Στη συνέχεια, 

το ένζυµο PrnC, το οποίο αντιπροσωπεύει µια NADH-εξαρτώµενη αλογονάση, 

προσδένει ένα µόριο χλωρίου στον πυρρολικό δακτύλιο µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία του προϊόντος άµινοπυρρολνιντρίνη. Η  PrnD, η οποία αποτελεί µια 

FADH2-εξαρτώµενη οξειδάση, καταλύει την οξείδωση της αµινοµάδας µε τελικό 

προϊόν την PRN (Hammer et al., 1997).  

Στο στέλεχος Ps. fluorescens CHA0, κατωφερικά του οπερονίου prn, 

βρέθηκαν ακόµα τέσσερα γονίδια τα οποία ενδέχεται να σχετίζονται µε την 

βιοσύνθεση του αντιβιοτικού. Τα γονίδια αυτά ονοµάστηκαν prnE, prnF, prnS και 

prnR. Το γονίδιο prnE κωδικοποιεί ένα διαµεµβρανικό υποδοχέα, ο οποίος ενδέχεται 

να είναι µέρος του εκκριτικού συστήµατος της PRN, ενώ τα γονίδια prnS και prnR 

κωδικοποιούν αντίστοιχα ένα σίγµα παράγοντα και ένα µεταγραφικό παράγοντα της 

οικογένειας FecR/PupR, οι οποίοι υπάρχει πιθανότητα να εµπλέκονται στη ρύθµιση 

της µεταγραφής του οπερονίου prn. Το γονίδιο prnF υποστηρίζεται ότι έχει 

ρυθµιστικό ρόλο στην βιοσύνθεση της PRN, µιας και κωδικοποιεί µια NADH-

εξαρτώµενη ρεδουκτάση της φλαβίνης η οποία τροφοδοτεί την  PrnD µε το 

συνένζυµό της (Lee et al., 2007). 

Στη ρύθµιση της βιοσύνθεσης της PLT έχει βρεθεί ότι συνεισφέρει το 

σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού σε διαφορά στελέχη των γενών Serratia και 

Bulkholderia, επάγοντας την έκφραση των γονιδίων του οπερονίου prn. Στο γένος 

Pseudomonas δεν έχει αποδειχθεί ακόµα ότι σήµατα όπως, οι λακτόνες της 

οµοσερίνης (AHL) παίζουν κάποιο ρόλο στη µεταγραφή του οπερονίου (Schmidt et 

al., 2009). Στο στέλεχος Ps. fluorescens CHA0 έχει αποδειχθεί ότι το σύστηµα των 

δύο παραγόντων GacA/GacS επάγει τη µεταγραφή του οπερονίου prn. Οι παράγοντες 

οι οποίοι ενεργοποιούν ένα τέτοιο σύστηµα βρίσκονται ακόµα υπό διερεύνηση (Duffy 

et al., 2000). 

Στο στέλεχος Ps. fluorescens Pf5 τα χηµικά εντοµοκτόνα methimazole, 

Fenpiclonil και fludioxonil µειώνουν την παραγωγή του αντιβιοτικού, µιας και 

αποτελούν παρεµποδιστές οξειδασών, παρεµποδίζοντας την δράση του ενζύµου 

PrnD, ενώ οι ενώσεις glyphosate και validamycin έχουν ως αποτέλεσµα την επαγωγή 

της βιοσύνθεσης (Keum et al., 2010). Τέλος, στο στέλεχος Ps. chlororaphis O6 έχει 

βρεθεί ότι γλυκόζη έχει ρόλο καταστολέα της βιοσύνθεσης της PRN, ενώ αντίθετα 

επάγει την βιοσύνθεση φεναζινών στο ίδιο στέλεχος (Park et al., 2011). 
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1.3.9. Ψευδοµονικά οξέα (Μουπιροσύνη) 

 Με τον όρο µουπιροσύνη περιγράφουµε το µείγµα των αντιµικροβιακών 

ενώσεων του ψευδοµονικού οξέος, το οποίο αποτελείται κατά 90% από το A 

ψευδοµονικό οξύ. Το Α ψευδοµονικό οξύ (C26H44O9) περιέχει µια υποµονάδα µε 

δεκαεπτά άτοµα άνθρακα (µονικό οξύ ή monic acid), η οποία αποτελείται από ένα 

δακτύλιο πυρανίου πολυκετιδικής προέλευσης, και από ένα κορεσµένο λιπαρό οξύ µε 

εννέα άτοµα άνθρακα (9-ύδροξυ-1-οκτανοκαρβοξυλικό οξύ, 9-ΗΝ) (Εικόνα 3.9). Τα 

υπόλοιπα µόρια του µείγµατος της µουπιροσύνης είναι το Β ψευδοµονικό οξύ, το 

οποίο έχει µια υδροξυλοµάδα στην θέση 8 του πυρανικού δακτυλίου, το Γ 

ψευδοµονικό οξύ, το οποίο έχει ένα διπλό δεσµό µεταξύ των ατόµων άνθρακα C10 και 

C11 του µονικού οξέος, και το ∆ ψευδοµονικό οξύ, στο οποίο είναι συνδεδεµένο µια 

οµάδα αλκενίου στη θέση C4’ - C5’ του λιπαρού οξέος (Ramos, 2004). 

Η παραγωγή του Α ψευδοµονικού οξέος ανιχνεύθηκε στο στέλεχος του 

βιολογικού παράγοντα καταπολέµησης Ps. fluorescens NCIBM 10586. Η αντιβιοτική 

δράση του Α ψευδοµονικού οξέος έγκειται στην παρεµπόδιση της συνθάσης του 

tRNA της ισολευκίνης (IleRS), µιας και έχει την ικανότητα να προσδένεται στις 

θέσεις πρόσδεσης της ισολευκίνης και του ATP. Εξαιτίας της δράσης αυτής, η 

µουπιροσύνη χρησιµοποιείται κλινικά για την αντιµετώπιση παθογόνων στελεχών 

των γενών Streptococcus, Haemophilus Neisseria, Staphylococcus και Mycoplasma. 

Οι τρέχουσες έρευνες έχουν προσανατολιστεί στην κλινική αντιµετώπιση παθογόνων 

στελεχών τα οποία έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό (Gross et al., 

2009). 

Τα γονίδια τα οποία εµπλέκονται στο βιοσυνθετικό µονοπάτι της 

µουπιροσύνης βρέθηκε ότι βρίσκονται σε µια ευρύτερη ρυθµιστική περιοχή µεγέθους 

74kb (Εικόνα 3.9). Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει 35 γονίδια καθένα από τα οποία 

κωδικοποιεί για δοµικά ένζυµα, ρυθµιστικούς παράγοντες και πρωτεΐνες που 

προσδίδουν ανθεκτικότητα. Μεταξύ των γονιδίων αυτών ξεχωρίζουν έξι (mmpA-F), 

τα οποία κωδικοποιούν ένζυµα µε πολλές λειτουργικές υποµονάδες (domains) µε 

οµοιότητα µε πεπτιδικές συνθάσες τύπου Ι (PKS I) και µε συνθάσες λιπαρών οξέων. 

Η ονοµατολογία των ενζύµων που κωδικοποιεί καθένα από τα 35 γονίδια φαίνεται 

στον Πίνακα 3.9 (Ramos, 2004). 

Το βιοσυνθετικό µονοπάτι του Α ψευδοµονικού οξέος πιθανότατα ξεκινάει µε 

το ενζυµικό σύστηµα των MupU και MupQ τα οποία ενεργοποιούν 

φωσφορυλιώνοντας την ακετυλοµάδα του ακέτυλο συνενζύµου Α. Στη συνέχεια, η 
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MmpD  είναι υπεύθυνη για την σύνθεση ενός µορίου µε δώδεκα άτοµα άνθρακα 

(Εικόνα 3.9) στο οποίο προστίθενται δύο µόρια µηλονικού µε τη δράση του ενζύµου 

MmpΑ. Το ενδιάµεσο προϊόν είναι ένας β-κετοθειοεστέρας µε δεκαπέντε άτοµα 

άνθρακα, το οποίο µεθυλιώνεται στον C15 µε τη δράση του ενζύµου MupH. Ο 

ακριβής µηχανισµός σχηµατισµού του τετραϋδροπυρανικού δακτυλίου βρίσκεται 

ακόµα υπό διερεύνηση, αν και υπάρχουν ενδείξεις ότι στις αντιδράσεις αυτές 

εµπλέκεται το ένζυµο MupW. Το προϊόν των αντιδράσεων αυτών είναι το µονικό οξύ 

(Gross et al., 2009). 

 
Πίνακας 3.9: Λειτουργίες των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα γονίδια, µε τη σειρά που 
εµφανίζονται στη γονιδιωµατική περιοχή της µουπιροσύνης (Ramos, 2004) 
 

γονίδιο Λειτουργία γονίδιο Λειτουργία 
mupA FMNH2 εξαρτώµενη οξυγονάση mupL υδρολάση 
mmpA PKS mupM συνθάση του tRNA της ισολευκίνης 
mmpB 3-οξοάκυλο-ACP συνθάση mupN µεταγραφικός παράγοντας 
mmpC ακυλοτρανσφεράση mupO κυτόχρωµα P450 
mmpD PKS mupP άγνωστης λειτουργίας 
mupC NADH οξειρεδουκτάση mupQ άκυλο-CoA  συνθάση 

macpA πρωτεΐνη µεταφορέας ακυλοµάδων mupS 3-οξοάκυλο-ACP συνθάση 
mupD 3-οξοάκυλο-ACP ρεδουκτάση macpD πρωτεΐνη µεταφορέας ακυλοµάδων 
mupE ενόυλο ρεδουκτάση mmpF PKS 

macpB πρωτεΐνη µεταφορέας ακυλοµάδων macpE πρωτεΐνη µεταφορέας ακυλοµάδων 
mupF  κετορεδουκτάση mupT διοξειγενάση της φερρεδοξίνης 

macpC πρωτεΐνη µεταφορέας ακυλοµάδων mupU άκυλο-CoA  συνθάση 
mupG 3-οξοάκυλο-ACP συνθάση mupV οξειδορεδουκτάση 
mupH HMG-CoA συνθάση mupW διοξυγενάση 

mupJ ενόυλο-CoA υδρογονάση mupR µεταγραφικός παράγοντας ενεργοποιούµενος 
από N-AHL 

mupK ενόυλο-CoA υδρογονάση mupX αµιδάση 
mmpE PKS-υδροξυλάση mupI N-AHL συνθάση 

PKS: polyketide synthase (πολυκετιδική συνθάση), CoA: συνένζυµο Α, AHL: λακτόνες της άκυλοοµοσερίνης, 
HMG: 3-υδροξυ-3-µεθυλογλουταρικό οξύ 
 

Το ένζυµο MmpB καταλύει την συµπύκνωση τριών µορίων µηλικού οξέος µε 

ένα µόριο 3-ύδροξυ-προπιονικού οξέος, µε τελικό προϊόν το 9-ΗΝ (9-ύδροξυ-

ενιανοϊκό οξύ) (Εικόνα 3.9). Για τα MupC, MupO, MupS, MupV και MacpE έχει 

διατυπωθεί η υπόθεση ότι καταλύουν την αντίδραση πρόσδεσης του 9-ΗΝ στο µόριο 

του µονικού οξέος, έχοντας ως τελικό προϊόν το Α ψευδοµονικό οξύ, ενώ τα MupQ, 

MupS, MupT εµπλέκονται στην παραγωγή του Β ψευδοµονικού οξέος. Τέλος, το 

γονίδιο mupM προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό, µιας και κωδικοποιεί µια 

IleRS η οποία δεν αναγνωρίζεται από την µουπιροσύνη. Ο ρόλος των υπολοίπων 

ενζύµων στην βιοσύνθεση της µουπιροσύνης  είναι ακόµα υπό διερεύνηση (Ramos, 

2004).   

Τα γονίδια mupR και mupI κωδικοποιούν ένα σύστηµα µεγέθους πληθυσµού, 

στο οποίο η συνθάση των N-AHL είναι η MupI και ο µεταγραφικός παράγοντας ο 
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οποίος ενεργοποιείται από τις N-AHL είναι η MupR. Η MupR επάγει τη µεταγραφή 

του γονιδίου mupA, το οποίο βρίσκεται πρώτο σε σειρά στη γονιδιωµατική περιοχή 

της µουπιροσύνης, αλλά υπάρχει η υποψία ότι επάγει την µεταγραφή ολόκληρης της 

περιοχής. Ακόµα, η υπερέκφραση του mupR έχει ως αποτέλεσµα τον 

δεκαεφταπλασιασµό της παραγωγής του αντιβιοτικού. Στο σύστηµα αίσθησης 

µεγέθους πληθυσµού MupI/MupR αποδείχθηκε πρόσφατα ότι το MupX έχει 

ρυθµιστικό ρόλο, µιας και είναι ικανό να αποδοµεί τις N-AHL (Hothersall et al., 

2011). 

 

 
Εικόνα 3.9: Το βιοσυνθετικό µονοπάτι του ψευδοµονικού οξέος Α και η οργάνωση 

της  γονιδιωµατικής περιοχής, η οποία εµπλέκεται στη βιοσύνθεση (Gross et al., 2009) 
 
 

1.3.10. Αερουτζίνη 

Η αερουτζίνη αποτελεί µια ετεροκυκλική ένωση η οποία περιλαµβάνει στο 

µόριό της ένα φαινολικό δακτύλιο συνδεδεµένο µε ένα θειαζολικό δακτύλιο (Εικόνα 

3.10.1). Η ικανότητα παραγωγής του αντιβιοτικού έχει εντοπιστεί στο στέλεχος Ps. 

fluorescens MM-B16, το οποίο αποµονώθηκε από εδάφη στην Κορέα. Το στέλεχος 

MM-B16 έχει την ικανότητα καταπολέµησης των φυτοπαθογόνων µυκήτων Botrytis 

cinerea, Cladosporium cucumerinum, Colletotrichum orbiculare, Magnaporthe 

grisea, P. ultimum και Phytophthora capsici (Lee et al., 2003). 

Η αερουτζίνη αποτελεί µια ετεροκυκλική ένωση η οποία περιλαµβάνει στο 

µόριό της ένα φαινολικό δακτύλιο συνδεδεµένο µε ένα θειαζολικό δακτύλιο (Εικόνα 

3.10.1). Η ικανότητα παραγωγής του αντιβιοτικού έχει εντοπιστεί στο στέλεχος Ps. 
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fluorescens MM-B16, το οποίο αποµονώθηκε από εδάφη στην Κορέα. Το στέλεχος 

MM-B16 έχει την ικανότητα καταπολέµησης των φυτοπαθογόνων µυκήτων Botrytis 

cinerea, Cladosporium cucumerinum, Colletotrichum orbiculare, Magnaporthe 

grisea, P. ultimum και Phytophthora capsici (Lee et al., 2003). 

 

 

 

 

Εικόνα 3.10.1: δοµή της αερουτζίνης (Lee  et al., 2003) 

 

 

 

Η ικανότητα βιοσύνθεσης ενός ανάλογου µορίου της αερουτζίνης βρέθηκε 

αρχικά στα στελέχη Ps. aeruginosa PAO1, 590 και Ps. fluorescens P3, PFM2. Το 

µόριο αυτό είναι το διίυδρο-αεροτζινουζικό οξύ (Dha), το οποίο είναι προϊόν του 

βιοσυνθετικού µονοπατιού του σιδηροφόρου πυοχελίνη (Εικόνα 3.10.2). Το 

βιοσυνθετικό µονοπάτι της αερουτζίνης, παρόλο που δεν έχει χαρακτηριστεί πλήρως 

µέχρι σήµερα, πιστεύεται ότι είναι παρόµοιο µε το βιοσυνθετικό µονοπάτι του Dha 

και της πυοχελίνης (Reimmann et al., 1998; Lee et al., 2003). 

Κατά τη βιοσύνθεση του Dha (Εικόνα 3.10.2), ως πρόδροµο µόριο 

χρησιµοποιείται το χορισµικό οξύ, το οποίο µε τη δράση των ενζύµων PchA και 

PchB µετατρέπεται σε σαλικυλικό. Τα ένζυµα PchA και PchB αντιπροσωπεύουν 

αντίστοιχα την συνθάση του ισοχορισµικού και την λυάση του ισοχορισµικού. Στη 

συνέχεια το ένζυµο PchD, το οποίο είναι µια AMP λιγάση, αδενυλιώνει το 

σαλικυλικό και το προϊόν προσδένεται στην περιοχή του ενζύµου PchE, η οποία δρα 

ως µεταφορέας πεπτιδοµάδων. Ακολούθως, η λειτουργική περιοχή επιµερίωσης της 

PchE καταλύει τη µετατροπή της L-κυστεΐνης σε D-κυστεΐνη και ακόµα µια περιοχή 

µεταφορέας πεπτιδοµάδων καταλύει την πρόσδεση της D-κυστεΐνης στο µόριο του 

AMP-σαλικυλικού. Η περιοχή κυκλοποίησης του PchE είναι υπεύθυνη για την 

δηµιουργία του θειαζολικού δακτυλίου. Τέλος, το ένζυµο PchC, το οποίο έχει τη 

δοµή µιας θειοεστεράσης, καταλύει την αποδέσµευση του Dha από το PchE (Gross et 

al., 2009). 

Όπως γίνεται αντιληπτό το PchE έχει την δράση µιας NRPS συνθετάσης και 

περιέχει τις εξής λειτουργικές περιοχές PCP-Cy-A-E-PCP. H PchF έχει και αυτή τη 
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δράση µιας NRPS συνθετάσης και καταλύει την προσθήκη και κυκλοποίηση ενός 

µορίου L-κυστεΐνης στo Dha, µε τελικό προϊόν την πυοχελίνη. Η αποδέσµευση της 

πυοχελίνης από την PchF καταλύεται από την λειτουργική περιοχή της 

θειοεστεράσης και ακολουθεί µια αντίδραση αναγωγής του νεοσχηµατισθέντος 

θειαζολικού δακτυλίου. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την PchG, η οποία έχει 

την λειτουργία µιας ρεδουκτάσης (Gross et al., 2009). 

 

 

 
Εικόνα 3.10.2: Η γονιδιωµατική περιοχή και το µοντέλο βιοσύνθεσης του Dha και 

της πυοχελίνης στο βακτήριο Ps. aeruginosa. SAM: S-αδενοσυλοµεθειονίνη (Reimmann et 
al., 1998; Gross et al., 2009). 
 

Στην περιοχή των δοµικών γονιδίων του Dha και της πυοχελίνης, η οποία έχει 

µέγεθος 21kb, βρίσκονται ρυθµιστικά γονίδια καθώς και γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν για το εκκριτικό σύστηµα των δύο ενώσεων (Εικόνα 3.10.2). Το 

γονίδιο pchR κωδικοποιεί τον µεταγραφικό παράγοντα ο οποίος επάγει την έκφραση 

των  δοµικών γονιδίων pchE και pchF. Απενεργοποίηση της έκφρασης του 

παράγοντα PchR είχε ως αποτέλεσµα την παύση της βιοσύνθεσης του Dha και της 

πυοχελίνης (Reimmann et al., 1998). Τέλος, τα γονίδια pchH και pchI κωδικοποιούν 

για ένα εκκριτικό σύστηµα τύπoυ ABC (Gross et al., 2009). 
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Η βιοσύνθεση των δύο ενώσεων ελέγχεται από δύο ακόµα παράγοντες, την 

συγκέντρωση Fe3+ στο µέσο ανάπτυξης και από τη συγκέντρωση της πυοχελίνης. Η 

χαµηλή συγκέντρωση Fe3+ έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή των γονιδίων pchE και 

pchF. Όσον αφορά τη συγκέντρωση της πυοχελίνης, το σύστηµα ακολουθεί το 

µοντέλο της θετικής αυτεπαγωγής. Η αύξηση της συγκέντρωσης της πυοχελίνης έχει 

ως αποτέλεσµα την επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων pchE και pchF (Reimmann 

et al., 1998). 

 

1.4. Κυκλικά λιποπεπτίδια  

 Τα κυκλικά λιποπεπτίδια (CLPs) αποτελούν µια σχετικά νέα οικογένεια 

µορίων µε κοινά δοµικά χαρακτηριστικά. Συνήθως, αποτελούνται από µια αλυσίδα 

ενός λιπαρού οξέος η οποία είναι προσδεδεµένη στο αµινοτελικό άκρο µιας σχετικά 

µικρής πεπτιδικής αλυσίδας. Πολλές φορές, στην πεπτιδική αλυσίδα παρουσιάζεται 

ένας δακτύλιος λακτόνης, ο οποίος δηµιουργείται από την κυκλοποίηση  δύο 

αµινοξικών καταλοίπων της. Αναλόγως του µεγέθους της πεπτιδικής αλυσίδας και 

της αλυσίδας του λιπαρού οξέος τα CLPs κατηγοριοποιούνται σε διάφορες οµάδες, οι 

οποίες διαφέρουν από γένος σε γένος (Raaijmakers et al., 2006). 

 Η ικανότητα βιοσύνθεσης τέτοιων ενώσεων έχει βρεθεί σε διάφορα γένη 

βακτηρίων και µυκήτων, µεταξύ των οποίων εξέχουσα θέση κατέχουν τα γένη 

Bacillus και Pseudomonas. Στελέχη µε την ικανότητα παραγωγής CLPs έχουν 

αποµονωθεί από µια πληθώρα περιβαλλοντικών δειγµάτων, όπως εδάφους, 

ριζόσφαιρας, φυλλόσφαιρας αλλά και από τον θαλάσσιο υδροβιόκοσµο, ενώ τα 

στελέχη που τα παράγουν έχουν είτε παθογόνες ιδιότητες είτε ιδιότητες βιολογικής 

καταπολέµησης (Raaijmakers et al., 2006). 

 Στα στελέχη των παραγόντων βιολογικής καταπολέµησης, τα οποία έχουν την 

ικανότητα παραγωγής CLPs, είναι δυνατό να παρατηρείται και η ικανότητα 

παραγωγής συγκεκριµένων αντιβιοτικών. Έτσι, η βιολογική καταπολέµηση από τα 

στελέχη αυτά είναι δυνατό να είναι αποτέλεσµα όχι µόνο των παραγοµένων 

αντιβιοτικών αλλά της συνδυαστικής δράσης αντιβιοτικών και CLPs (Raaijmakers et 

al., 2006). 

Τα CLPs είναι ενώσεις µε µεγάλη χηµική σταθερότητα, σε αντίθεση µε 

ορισµένα αντιβιοτικά τα οποία έχει παρατηρηθεί ότι εµφανίζουν µεγάλη 

θερµοευαισθησία και φωτοευαισθησία. Έχει αποδειχθεί ότι η συγκέντρωσή τους σε 

εδαφικό περιβάλλον παραµένει σταθερή για τις δύο πρώτες µέρες της επέµβασης, ενώ 
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η πλήρης αποδόµισή τους συµβαίνει µετά από µια έως τρεις εβδοµάδες. Η 

σταθερότητα των CLPs στο εδαφικό περιβάλλον βρίσκεται σε αρκετά υψηλά επίπεδα 

και συνήθως εξαρτάται από τον ρυθµό ανάπτυξης της ενδογενούς µικροβιακής 

κοινότητας και από τις  πρωτεάσες οι οποίες παράγονται (Fernando et al., 2005). 

 

1.4.1. ∆ράση των CLPs 

Η οικογένεια των CLPs περιλαµβάνει ενώσεις οι οποίες έχουν µεγάλη 

τασιενεργή δράση (biosurfactant). Η ικανότητα τους να µειώνουν την επιφανειακή 

τάση είναι αποτέλεσµα των ιδιοτήτων των επιµέρους δοµικών µονάδων. Η πεπτιδική 

αλυσίδα έχει πολικές ιδιότητες, οι οποίες διαφέρουν αναλόγως του βαθµού 

υδροφοβηκότητας του κάθε αµινοξέος, ενώ η αλυσίδα του λιπαρού οξέος έχει 

υδρόφοβο χαρακτήρα. Οι δύο αυτές δοµικές µονάδες των CLPs τους προσδίδουν 

αµφιφιλικές ιδιότητες και εποµένως επιφανειοδραστική ικανότητα (Raaijmakers et 

al., 2006). 

 Εκτός από την δράση τους ως biosurfactants, τα CLPs εµφανίζουν µεγάλη 

ποικιλοµορφία στη φυσιολογία των µικροοργανισµών που τις παράγουν. Έχει 

αποδειχθεί ότι είναι δυνατό να δρουν ως χηλικοί παράγοντες αυξάνοντας την 

διαθεσιµότητα υποστρωµάτων τα οποία δεν είναι υδατοδιαλυτά, και ακόµα να 

προάγουν την ικανότητα χηµειοτακτισµού-µετακίνησης, βοηθώντας έτσι στην 

εποίκιση επιφανειών και δηµιουργία βιοφίλµ. Ορισµένες οµάδες της οικογένειας των 

CLPs είναι δυνατόν να εµφανίζουν αντιβιοτική δράση ενώ άλλες εµφανίζουν µεγάλη 

φυτοτοξικότητα  (Raaijmakers et al., 2006; de Bruijn et al., 2009).  

Προκειµένου για τις φυτοτοξικές CLPs, όπως είναι κάποιες συριγκοµυκήνες, 

συριγκοπεπτίνες και τολασίνες από το γένος Pseudomonas, έχει διατυπωθεί η 

υπόθεση ότι έχουν την ικανότητα να πολυµερίζονται δηµιουργώντας µια τεχνητή 

µεµβράνη πάνω ακριβώς από την κυτταροπλασµατική µεµβράνη του φυτού. Η 

µεµβράνη, η οποία δηµιουργείται από CLPs, έχει πόρους ενεργητικής διάχυσης 

ιόντων από και προς το εσωτερικό τους. Οι πόροι αυτοί, οι οποίοι έχουν διαφορετική 

διάµετρο αναλόγως των πολυµερών που σχηµατίζονται, διαθέτουν την ικανότητα να 

µεταφέρουν ιόντα H+ και Ca+ προς το εσωτερικό και ιόντα K+ προς το εξωτερικό. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την µείωση του Ph των φυτικών µεµβρανών και την 

επαγωγή διαφόρων µοριακών σηµάτων του φυτού τα οποία έχουν ως περιβαλλοντικό 

ερέθισµα την µεταβολή της συγκέντρωσης των ιόντων ασβεστίου, µε τελική συνέπεια 

την λύση των κυττάρων. Ακόµα, ορισµένες από τις φυτοτοξικές CLPs έχουν την 
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ικανότητα να παρεµποδίζουν τη δράση των φυτικών ATPασών και φωσφολιπασών 

(Ramos,2004). 

Η καταπολέµηση παθογόνων παραγόντων, όπως ιοί, µύκητες και βακτήρια, 

από στελέχη βιολογικών παραγόντων, τα οποία έχουν την ικανότητα παράγωγής 

CLPs, βασίζονται στις επιφανειοδραστικές ιδιότητες των CLPs. Η βισκοσίνη, η οποία 

παράγεται από στελέχη του γένους Pseudomonas, αλλά και η σουρφακτίνη, η οποία 

παράγεται από στελέχη του γένους Bacillus, έχουν την ικανότητα καταπολέµησης 

παθογόνων ιών του ανθρώπου, όπως είναι διάφοροι έρπητοϊοί και ο ιός της 

βρογχίτιδας. Τα CLPs αυτά δεσµεύονται στην λιπιδική στοιβάδα των ιών 

προκαλώντας την αποσύνθεση των πρωτεϊνών του ιϊκού καψιδίου (Raaijmakers et al., 

2006). 

Έχει αποδειχθεί ότι στελέχη του γένους Pseudomonas τα οποία παράγουν τα 

CLPs βισκοσίνη και µασσετολίδες έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν τα 

παθογόνα Trypanosoma cruzi και P. ultimum, αντίστοιχα. Η καταπολέµηση αυτή 

βασίζεται στο µπλοκάρισµα και στην καταστροφή του µηχανισµού των µαστιγίων, µε 

τα οποία γίνεται η κίνηση των παθογόνων, λόγω της τασιενεργής δράσης των CLPs  

που συγκεντρώνονται στην περιοχή (Raaijmakers et al., 2006). 

Τα CLPs έχουν την ικανότητα να σταµατούν την ανάπτυξη των υφών των 

µυκήτων µε αποτέλεσµα την καταπολέµηση τους. Προσθήκη βισκοσίνης, 

µασσετολίδων, αµφισίνης, τολασίνης ή εκοµυκήνων στο µέσο ανάπτυξης µυκήτων 

έχει ως αποτέλεσµα ανωµαλίες στη µορφολογία των µυκήτων όπως την αύξηση της 

διακλάδωσης των υφών, την δηµιουργία πολλών σέπτων και το ‘πρήξιµο’(swelling) 

των υφών. Εκτός από τη µεταβολή των µορφολογικών χαρακτηριστικών 

παρατηρείται µεταβολή στη φυσιολογία του µύκητα, η οποία συνοψίζεται στην 

µείωση της αναπνευστικής δραστηριότητας και µεταβολή της µορφολογίας των 

µιτοχονδρίων Ο ακριβής µηχανισµός της καταπολέµησης αυτής δεν έχει πλήρως 

εξηγηθεί, πιστεύεται όµως ότι η καταπολέµηση οφείλεται στην τασιενεργή δράση 

των CLPs (Ramos, 2004). 

Ακόµα µια κατασταλτική ιδιότητα των CLPs είναι η παρεµπόδιση της 

βλάστησης σπορίων των µυκήτων. Για πολλά CLPs, µεταξύ των οποίων 

συµπεριλαµβάνονται και οι συριγκοπεπτίνες και οι συριγκολίνες από φυτοπαθογόνα 

στελέχη Ps. syringae, έχει σηµειωθεί η ικανότητα παρεµπόδισης της εκβλάστησης 

σπορίων και κονιδίων. Η δράση αυτή  είναι ακόµα πιο έντονη όταν το στέλεχος  το 

οποίο παράγει CLPs έχει την ικανότητα να παράγει ένζυµα που αποδοµούν το 
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κυτταρικό τοίχωµα των κονιδίων, όπως ενδοχιτινάσες και γλουκανάσες. Η 

συνεργιστική επίδραση CLPs και ενζύµων που αποδοµούν το κυτταρικό τοίχωµα έχει  

αποδειχθεί πολύ αποτελεσµατική στην καταπολέµηση φυτοπαθογόνων (Ramos, 

2004). 

Συνεργιστική επίδραση στην καταπολέµηση έχει παρατηρηθεί µεταξύ των 

CLPs και φεναζινών. Τα CLPs, λόγω µεγάλης τασιενεργής δράσης, συγκεντρώνονται 

στην επιφάνεια των υφών του φυτοπαθογόνου µύκητα αραιώνοντας τις υφές, 

καταστρέφοντας τη δοµή των κυτταρικών µεµβρανών και δηµιουργώντας ένα λεπτό 

φίλµ γύρω από αυτές. Ακόµα πιστεύεται ότι λειτουργούν ως µόρια µεταφορείς των 

φεναζινών, µε αποτέλεσµα τη µεταφορά των αντιβιοτικών στο εσωτερικό του φίλµ 

αυτού, αυξάνοντας έτσι τη συγκέντρωση των φεναζινών στα σηµεία όπου έχει 

καταστραφεί η δοµή των κυτταρικών µεµβρανών. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την 

ευκολότερη και πιο άµεση επαφή των φεναζίνών µε το κυτταρόπλασµα του 

παθογόνου, γεγονός που καθιστά πιο δραστική την καταπολέµηση. Ένας τέτοιος 

µηχανισµός πιστεύεται ότι χρησιµοποιείται από το στέλεχος Pseudomonas CMR12a 

στην βιολογική καταπολέµηση φυτοπαθογόνων µυκήτων των γενών Rhizoctonia, 

Pythium και Verticillium (Debode et al., 2006; D’aes et al., 2011). 

Η κατασταλτική δράση των CLPs δεν περιορίζεται µόνο σε φυτοπαθογόνους  

µύκητες. Τα CLPs έχει παρατηρηθεί ότι έχουν κατασταλτική επίδραση στην 

ανάπτυξη Gram+ βακτηρίων. Υπάρχει η πεποίθηση ότι το κυτταρικό τοίχωµα των 

Gram- βακτηρίων είναι ανθεκτικό έναντι των CLPs αποτρέποντάς τα να εισέλθουν 

στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Το κυτταρικό τοίχωµα ορισµένων Gram+ 

αποτελείται από µόρια µε µεγάλη υδροφοβικότητα (όπως τα λιποτοιχικά οξέα), 

γεγονός που εικάζεται ότι ευνοεί την εισαγωγή των υδρόφοβων CLPs (Ramos, 2004). 

Σε ορισµένα στελέχη του γένους Bacillus έχει αποδειχθεί ότι οι CLPs έχουν 

την ικανότητα να δηµιουργούν χηλικά σύµπλοκα µε διάφορα κατιόντα (Zn+2, Ca+2 και 

Mg+2) µειώνοντας έτσι τη διαθεσιµότητα των στοιχείων αυτών στους υπόλοιπους 

µικροοργανισµούς. Κάτι ανάλογο δεν έχει αναφερθεί, ακόµα, για τα στελέχη του 

γένους Pseudomonas. Η ικανότητα δηµιουργίας χηλικών συµπλόκων είναι ανάλογη 

της υδροφοβικότητας των αµινοξικών καταλοίπων την πεπτιδικής αλυσίδας των 

CLPs. Έτσι, CLP, όπως η σουρφακτίνη η οποία περιέχει λιγότερο υδροφοβικά 

αµινοξέα, έχουν µικρότερη ικανότητα δηµιουργίας χηλικών συµπλόκων από CLP, 

όπως η λιχενισύνη η οποία έχει στην πεπτιδική της αλυσίδα αµινοξέα µε µεγαλύτερη 

υδροφοβικότητα  (Ramos, 2004). 
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Το βακτήριο Ps. entomophila, το οποίο αποµονώθηκε από έδαφος µε 

κατασταλτικές ιδιότητες έναντι του φυτοπαθογόνου µύκητα P. ultimum, έχει τοξική 

δράση κατά του εντόµου Drosophila melanogaster. Το βακτήριο αυτό έχει την 

ικανότητα να παράγει ένα CLP, την εντολυσίνη, στην οποία έχει αποδοθεί η τοξική 

ιδιότητα προς το έντοµο και η κατασταλτική δράση έναντι στον φυτοπαθογόνο 

µύκητα. Η εντολυσίνη αποδείχθηκε ότι έχει αιµολυτικές ιδιότητες  οι οποίες έγκειται 

στην ικανότητα λύσης των ερυθροκυττάρων (Vallet-Gely et al., 2010). 

Πρόσφατα αποδείχθηκε ότι ορισµένα CLPs έχουν την ικανότητα να 

προσδένονται στην αµινοτελική περιοχή των Hsp90 πρωτεϊνών. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα την απώλεια της λειτουργίας της τσαπερόνης στις πρωτεΐνες της 

οικογένειας των Hsp90. Μεταξύ των CLPs µε τη δράση αυτή είναι η γκραµυσιδίνη Β, 

η κολιστίνη και η πολυµυξίνη Β. Τα CLPs αυτά δεν εµφανίζουν καµία επίδραση σε 

πρωτεΐνες Hsp µικρότερου µοριακού βάρους (Minagawa et al., 2011). 

Εκτός από τις αλληλεπιδράσεις µε το παθογόνο και την καταπολέµηση του µε 

όλους τους προαναφερθέντες µηχανισµούς, τα CLPs παίζουν σπουδαίο ρόλο στη 

φυσιολογία του βακτηρίου που τα βιοσυνθέτει. Έχει βρεθεί ότι, τα CLPs σχετίζονται 

µε την προσκόλληση σε διάφορες επιφάνειες, τη δηµιουργία βιοφίλµ και την 

κινητικότητα των βακτηρίων. Οι πουτισολβίνες, η αρθροφακτίνη και η σουρφακτίνη 

έχει αποδειχθεί ότι έχουν την ικανότητα να καταστρέφουν τα βιοφίλµ που 

δηµιουργούν ορισµένα παθογόνα, ενώ CLPs όπως η αµφισίνη, η τενσίνη, οι 

βισκοσίνες και η σεραβετίνη (serrawettin) ενισχύουν την ικανότητα κίνησης πολλών  

βιολογικών παραγόντων (Raaijmakers et al., 2006). 

 Τέλος, από πρόσφατες έρευνες έχει δηµιουργηθεί το ερώτηµα αν τα CLPs 

παίζουν ρόλο στην επαγωγή διασυστηµατικής ανθεκτικότητας (ISR) στα φυτά. Το 

στέλεχος του βιολογικού παράγοντα Ps. fluorescens R1SS101, το οποίο έχει την 

ικανότητα παραγωγής των µασσετολίδων, είναι δυνατόν να επάγει την ISR σε φυτά 

τοµάτας έναντι σαπροφυτικών βακτηριακών στελεχών του είδους Ps. fluorescens. Η 

επαγωγή ISR σε παθογόνους µύκητες του γένους Phytophthora από το στέλεχος 

R1SS101 δεν ήταν εφικτή (Tran et al., 2007). 

 

1.4.2. Βιοσύνθεση CLPs 

Στη βιοσύνθεση των CLPs εµπλέκονται, αποκλειστικά, µεγάλα ενζυµικά 

συστήµατα µε πολλές λειτουργίες, οι NRPS (non ribosomal peptide synthases). Οι 

NRPS έχουν αρκετά υψηλή οµοιότητα µε τις τύπου ΙΙ θειοεστεράσες των λιπαρών 
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οξέων και ο ρόλος τους είναι η προσθήκη ακυλοµάδων ή αµινοξέων σε µια πεπτιδική 

αλυσίδα. Εκτός από τη βιοσύνθεση των CLPs εµπλέκονται στη βιοσύνθεση πολλών 

αντιβιοτικών από διάφορα γένη βακτηρίων αλλά και µυκήτων, όπως γκραµυσιδίνη, 

πενικιλίνη, κυκλοσπορίνη, εργοταµίνη και βανκοµυκίνη (Doekel et al., 2001). 

 Για την καλύτερη κατανόηση της σχέσης δοµής-λειτουργίας, έχει 

δηµιουργηθεί η έννοια της ενότητας (module). Με τον όρο ενότητα εννοούµε µια 

µεγάλη περιοχή του ενζύµου η οποία περιλαµβάνει πολλές µικρότερες λειτουργικές 

περιοχές (domains) και είναι δυνατόν να επαναλαµβάνεται κατά µήκος της NRPS. 

Μια NRPS συνήθως αποτελείται από πολλές ενότητες οι οποίες έχουν διαφορετικό 

ρόλο στη σύνθεση των CLPs (Εικόνα 4.2). Αρχικά απαντάται µια ενότητα, η οποία 

έχει τον ρόλο έναρξης της σύνθεσης, στη συνέχεια υπάρχει ένα πλήθος από ενότητες 

οι οποίες  παίζουν ρόλο στην επιµήκυνση της πεπτιδικής αλυσίδας και στο τέλος 

βρίσκεται η ενότητα (ενότητα ν) η οποία  σηµατοδοτεί τη λήξη της σύνθεσης 

(Donadio et al., 2007). 

 

 
Εικόνα 4.2: Οι βασικές ενότητες-modules των NRPS και ο ρόλος τους στη σύνθεση 

των CLPs (Donadio et al., 2007). 
 
Η βασική ενότητα ενός ενζύµου NRPS αποτελείται από τις εξής τρεις 

λειτουργικές περιοχές (Εικόνα 4.2) (Gross et al., 2009): 

• την περιοχή αδενυλίωσης ή A, η οποία είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση 

των αµινοξέων που πρόκειται να προστεθούν στην πεπτιδική αλυσίδα 
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• την περιοχή θειοεστεροποίησης του πεπτιδικού µεταφορέα ή PCP-Τ, η οποία 

έχει την ικανότητα να δηµιουργεί θειοεστερικούς δεσµούς µεταξύ του ενζύµου 

και των ενεργοποιηµένων αµινοξέων, και 

• την περιοχή συµπύκνωσης ή C, η οποία είναι υπεύθυνη για την δηµιουργία 

πεπτιδικών δεσµών και την σύνθεση της πεπτιδικής αλυσίδας 

 
Πολλές φορές, η κάθε ενότητα εκτός από τις τρεις βασικές λειτουργικές 

περιοχές είναι δυνατόν να περιλαµβάνει και περιοχές µε άλλες λειτουργίες. Οι 

περιοχές αυτές είναι οι εξής (Gross et al., 2009): 

• TE: περιοχή θειοεστεράσης, η οποία κόβει το άκρο της νεοσυντεθειµένης 

πεπτιδικής αλυσίδας έχοντας ως αποτέλεσµα τη λήξη της σύνθεσης. Η 

περιοχή αυτή υπάρχει µόνο στην τελευταία ενότητα κάθε NRPS. 

• Cy: περιοχή κυκλοποίησης, η οποία καταλύει την κυκλοποίηση µεταξύ δύο ή 

περισσότερων αµινοξικών καταλοίπων της νεοσυντεθιµένης πεπτιδικής 

αλυσίδας, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενός κυκλικού µορίου  

• Ε: περιοχή επιµερίωσης, η οποία είναι υπεύθυνη για την µετατροπή της L- σε 

D- διαµόρφωση σε ορισµένα αµινοξικά κατάλοιπα 

• ΜΤ: περιοχή µεθυλοτρασφεράσης, η οποία καταλύει την µεταφορά µιας 

µεθυλοµάδας στην πεπτιδική αλυσίδα. ∆ότης της µεθυλοµάδας αυτής πολλές 

φορές αποτελεί το SAM (S-αδενόσυλο µεθειονίνη)  και 

R: περιοχή ρεδουκτάσης, η οποία καταλύει τη δηµιουργία διπλών δεσµών 

µεταξύ των ατόµων άνθρακα στην πεπτιδική αλυσίδα ή στον σχηµατισθέν 

δακτύλιο. Η περιοχή αυτή έχει την λειτουργία µιας θειοεστερικής 

ρεδουκτάσης, η οποία έχει αποδειχθεί ότι παρουσία του NADPH καταλύει την 

αναγωγή του θειοεστερικού δεσµού µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση της 

πεπτιδικής αλυσίδας και τη δηµιουργία στο άκρο της µιας αλδεϋδοµάδας ή 

µιας αλκοόλης (Bushley et al., 2010). 

 
Η κάθε λειτουργική περιοχή αποτελείται από καταλυτικά τµήµατα (core) τα 

οποία είναι συντηρηµένα (Πίνακας 4.2). Τα τµήµατα αυτά έχουν πλήρως 

χαρακτηριστεί και η αλληλουχία τους (consensus sequence) είναι διαθέσιµη 

προκειµένου να χρησιµοποιούνται στην αναγνώριση παρόµοιων λειτουργικών 

περιοχών σε ενζυµικά συστήµατα NRPS (Marahiel et al., 1997; Schwarzer et al., 

2003). 
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Πίνακας 4.2: Συντηρηµένα µοτίφ των λειτουργικών περιοχών (domain) (Marahiel et al., 

1997; Schwarzer et al., 2003) 

 
Σε παρενθέσεις δίπλα ακριβώς από την ονοµασία των συντηρηµένων τµηµάτων (cores) 
βρίσκεται η παλαιότερη ονοµατολογία τους  
 

Επικρατεί η αντίληψη ότι οι NRPS είναι δυνατό να διακριθούν σε δύο τύπους. 

Ο τύπος Ι, ο οποίος είναι ο πιο διαδεδοµένος, αναφέρεται σε ένα πολυπεπτίδιο στο 

οποίο βρίσκονται όλες οι ενότητες µιας NRPS. Κατά τον τύπο ΙΙ οι λειτουργικές 

περιοχές, οι οποίες απαρτίζουν µια ενότητα, είναι δυνατόν να βρίσκονται σε 

διαφορετικές πρωτεΐνες, έχοντας στο σύνολό τους την λειτουργία µιας NRPS. Οι 

NRPS τύπου ΙΙ είναι πιο σπάνιες και συνήθως κωδικοποιούνται από γονίδια τα οποία 

βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή (Hurl et al., 2009). Μια ολοκληρωµένη 

εικόνα των λειτουργικών περιοχών για κάθε NRPS που έχει βρεθεί και όλων των 

παραγοµένων CLPs και αντιβιοτικών παρουσιάζεται από τη βάση δεδοµένων 

SBSPKS (Structure Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases) (Anand et al., 

2010). 

 

1.4.3. Παράγοντες που επηρεάζουν τη βιοσύνθεση των CLPs στο γένος 

Pseudomonas 

Όπως στην βιοσύνθεση των αντιβιοτικών (§3.3) έτσι και η βιοσύνθεση των 

CLPs υπόκειται σε διάφορους παράγοντες οι οποίοι έχουν την ικανότητα να 

ρυθµίζουν την  έκφραση των γονιδίων που εµπλέκονται στην βιοσύνθεση. Παρόλο 

που τα µονοπάτια βιοσύνθεσης των CLPs έχουν µελετηθεί εκτενώς, οι παράγοντες οι 

οποίοι επηρεάζουν την βιοσύνθεση είναι ακόµα υπό µελέτη στο κάθε σύστηµα 

(Ramos J.L., 2004). 
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Οι παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν την βιοσύνθεση των CLPs είναι δυνατόν 

να διακριθούν στους αβιοτικούς (θερµοκρασία, διαθεσιµότητα O2, pH, πηγές 

άνθρακα και αζώτου, διαθεσιµότητα ιχνοστοιχείων) και στους βιοτικούς (σύστηµα 

δύο παραγόντων GacA/GacS, σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού, παράγοντες 

σίγµα, Hsp70). Ο βασικότερος από τους βιοτικούς παράγοντες, ο οποίος επηρεάζει τη 

βιοσύνθεση των CLPs στο γένος Pseudomonas, είναι το σύστηµα δύο παραγόντων 

GacA/GacS. Η βιοσύνθεση των CLPs αµφισίνης, πουτισολβίνης, συριγκοµυκήνης, 

µασσετολίδων και βισκοσίνης ελέγχεται από ένα σύστηµα GacA/GacS µε τέτοιο 

τρόπο ώστε στελέχη στα οποία έχει απενεργοποιηθεί το σύστηµα αυτό, χάνουν την 

ικανότητα βιοσύνθεσης των CLPs (Raaijmakers et al., 2006). 

Ο βιολογικός παράγοντας Pseudomonas CMR12a έχει την ικανότητα 

παραγωγής δύο CLPs τα οποία ανήκουν σε δύο διαφορετικές οµάδες. Έχει αποδειχθεί 

ότι το σύστηµα των δύο παραγόνοντων GacA/GacS ρυθµίζει την βιοσύνθεση των δύο 

CLPs, στο στέλεχος αυτό, καθώς και τη βιοσύνθεση φεναζινών και υδροκυανείου 

(D’aes et al., 2011). Ακόµα, η βιοσύνθεση αµφισίνης στο στέλεχος Ps. fluorescens 

DSS73 ελέγχεται από το σύστηµα GacS/GacA, στο οποίο τα σήµατα τα οποία 

ενεργοποιούν την κινάση αισθητήρα GacS αποτελούν εκκρίσεις από φυτά 

ζαχαρότευτλου (Koch et al., 2002). 

Στην προσπάθεια πλήρους διερεύνησης του µηχανισµού ρύθµισης που έχει το 

σύστηµα GacS/GacA, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι φυτικές εκκρίσεις είναι δυνατόν 

να παίζουν τον ρόλο µοριακών σηµάτων, τα οποία ενεργοποιούν αρχικά το σύστηµα. 

Ακόµα, έχει αποδειχθεί ότι ο µηχανισµός µε τον οποίο το σύστηµα GacS/GacA 

ελέγχει τη µεταγραφή των γονιδίων NRPS είναι έµµεσος. Υποστηρίζεται ότι το 

σύστηµα GacS/GacA, σε διάφορα στελέχη του γένους Pseudomonas, ελέγχει την 

έκφραση µεταγραφικών παραγόντων οι οποίοι ελέγχουν τη µεταγραφή των NRPS 

(Raaijmakers et al., 2006).  

Στα στελέχη Ps. syringae pv. syringae B301D και B728a η βιοσύνθεση 

συριγκοµυκίνης ελέγχεται από τον µεταγραφικό παράγοντα salA, ο οποίος έχει 

αρκετά µεγάλη οµολογία µε πρωτεΐνες LuxR. Η έκφραση του µεταγραφικού 

παράγοντα salA επάγεται από το σύστηµα GacS/GacA (Lu et al., 2002; 2005). Στο 

βακτήριο Ps. putida PCL1445 το γονίδιο dnaK κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη η οποία 

ανήκει στις Hsp70 και η έκφρασή του ρυθµίζεται από το σύστηµα GacS/GacA. Η 

πρωτεΐνη DnaK εικάζεται ότι ελέγχει την έκφραση κάποιων παραγόντων σίγµα οι 
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οποίοι, µε τη σειρά τους,  ελέγχουν την έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης της 

πουτισολβίνης στο στέλεχος PCL1445 (Dubern et al., 2005). 

Ένας ακόµα βιοτικός παράγοντας, ο οποίος ενδέχεται να παίζει ρυθµιστικό 

ρόλο στην έκφραση των NRPS, είναι το σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού. Η 

βιοσύνθεση της πουτισολβίνης από το στέλεχος Ps. fluorescens 5064 ρυθµίζεται από 

N-AHL (Cui et al., 2005). Αντίθετα, η βιοσύνθεση της αµφισίνης και της 

συριγκοµυκίνης είναι ανεξάρτητη του συστήµατος αίσθησης µεγέθους πληθυσµού 

στα διάφορα στελέχη (Raaijmakers et al., 2006 ;de Bruijn et al., 2008).  

Στο στέλεχος R1SS101 η βιοσύνθεση των µασσετολίδων ελέγχεται σε 

µεταγραφικό επίπεδο από µια πρωτεάση της σερίνης, ClpP. Η πρωτεάση αυτή είναι 

υπεύθυνη για την αποδόµιση του µεταγραφικού παράγοντα mA, ο οποίος ανήκει 

στην οικογένεια των luxR, και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων βιοσύνθεσης των 

µασσετολίδων στο στέλεχος αυτό. Στο στέλεχος αυτό, το σύστηµα δύο παραγόντων 

GacS/GacA επάγει τη µεταγραφή το παράγοντα ma, και κατ’επέκταση των 

βιοσυνθετικών γονιδίων των µασσετολίδων. Η πρωτεάση ClpP έχει βρεθεί ότι 

ρυθµίζει την µεταγραφή των γονιδίων βιοσύνθεσης της σουρφακτίνης, από το 

βακτήριο B.subtilis, µε ανάλογο τρόπο (de Bruijn et al., 2009). 

Σε πολλά στελέχη του είδους Ps. fluorescens η παραγωγή των λιποπεπτιδίων 

αυτών σηµειώνεται µόνο στο τέλος της εκθετικής φάσης ή στη φάση στασιµότητας, 

γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη κάποιου ρυθµιστικού µοριακού µηχανισµού. Η 

ακριβής λειτουργία του µηχανισµού αυτού δεν έχει πλήρως µελετηθεί και χρήζει 

περαιτέρω έρευνας  (Ramos, 2004). 

 

1.4.4. Σηµαντικότερες οµάδες CLPs στο γένος Pseudomonas 

Τα στελέχη του γένους Pseudomonas έχουν την  ικανότητα να παράγουν ένα 

πολύ µεγάλο φάσµα CLPs. Στη µελέτη των λιποπεπτιδίων από το γένος αυτό έχει 

βοηθήσει η προγενέστερη ανακάλυψη CLPs από το γένος Bacillus (σουρφακτίνες, 

βακιλοµυκήνες, ιτουρίνες, πλιπαστατίνες, λιχενισίνη), οι οποίες δεν πρόκειται να 

αναλυθούν στο παρόν κείµενο (Fernando et al., 2005). 

Στο γένος Pseudomonas η ικανότητα παραγωγής CLPs έχει σηµειωθεί σε 

παθογόνα στελέχη των ειδών Ps. syringae, Ps. tolaasii, Ps. fuscovaginae, Ps. 

corrugata, και Ps. fluorescens αλλά και σε πολλά στελέχη βιολογικών παραγόντων 

καταπολέµησης των ειδών Ps. fluorescens and Ps. putida (Raaijmakers et al., 2006). 

Στα CLPs της οικογένειας Pseudomonas η αλυσίδα του λιπαρού οξέος αποτελείται, 
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συνήθως, από µία πλευρική αλυσίδα µε 5-16 άτοµα C, ενώ η πεπτιδική αλυσίδα 

αποτελείται από 7 έως 25 αµινοξικά κατάλοιπα. Στην πεπτιδική αλυσίδα πολλών από 

τα CLPs, που παράγονται στο γένος αυτό, παρατηρούνται δακτύλιοι λακτόνης οι 

οποίοι σχηµατίζονται από τέσσερα έως δεκατέσσερα αµινοξέα (Gross et al., 2009). 

 
Πίνακας 4.4: Οι κυριότερες κλάσεις CLPs στο γένος Pseudomonas (Gross et al., 2009) 

 
Dab: 2,4-διάµινοβουτυρικό οξύ, Dhb: 2,3-διυδροαµινοβουτυρικό οξύ, Hse: Οµοσερίνη, αThr: 
άλλοθρεονίνη, όλα τα αµινοξέα συµβολίζονται σύµφωνα µε την τυπική ονοµατολογία τους 
 

Τα CLPs του γένους Pseudomonas έχουν διακριθεί σε έξι διαφορετικές 

κλάσεις (Πίνακας 4.4) αναλόγως του µεγέθους της πεπτιδικής αλυσίδας και του 

λιπαρού οξέος. Στην κατάταξη αυτή είναι δυνατό να ενταχθεί ακόµα µια κλάση, η 

οποία προκύπτει από την βιοπληροφορική ανάλυση του γονιδιώµατος του στελέχους 

Ps. fluorescens Pf5. Η κλάση αυτή αφορά τις ορφαµίδες, οι οποίες δοµικά µοιάζουν 

περισσότερο µε την κλάση των βισκοσίνων. Οι ορφαµίδες υπολογίζεται ότι 

αποτελούνται από µια πεπτιδική αλυσίδα µε δώδεκα αµινοξέα, τα δέκα από τα οποία  

σχηµατίζουν ένα δακτύλιο. Η πεπτιδική αλυσίδα στις ορφαµίδες είναι προσδεδεµένη 
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σε ένα λιπαρό οξύ  αποτελούµενο από δέκα άτοµα άνθρακα. Η κλάση αυτή δε θα 

αναλυθεί περαιτέρω µιας και η µελέτη της δεν έχει ακόµα ολοκληρωθεί (Gross et al., 

2009). 

Ακόµα µια κλάση CLPs, η οποία δεν έχει πλήρως µελετηθεί είναι οι 

εκοµυκίνες. Οι εκοµυκίνες έχουν βρεθεί στο σαπροφυτικό στέλεχος Ps. viridiflava  

EB273, το οποίο έχει την ικανότητα να καταστέλλει παθογόνους µύκητες των γενών 

Candida και Cryptococcus. Υποστηρίζεται ότι στο µόριο των εκοµυκίνων η πεπτιδική 

αλυσίδα αποτελείται από επτά αµινοξέα, ενώ το λιπαρό οξύ δεν έχει ακόµα 

χαρακτηριστεί (Miller et al., 1998) 

Στις επόµενες παραγράφους πρόκειται να αναλυθεί η τρέχουσα γνώση για τις 

κλάσεις των CLPs οι οποίες παράγοντα από στελέχη βιολογικών παραγόντων 

καταπολέµησης. 

 

1.4.5. Βισκοσίνες 

Στην κλάση των βισκοσίνων ανήκουν οι µασσετολίδες, η βισκοσιναµίδη, οι 

ψευδοφοµίνες και το WLIP (White Line Including Principal). Τα CLPs της κλάσης 

αυτής αποτελούνται από ένα λιπαρό οξύ µε δέκα ή δώδεκα άτοµα άνθρακα και µια 

πεπτιδική αλυσίδα µε εννέα αµινοξικά κατάλοιπα. Η ικανότητα βιοσύνθεσης των 

CLPs της κλάσης αυτής έχει αποδειχθεί µεταξύ πολλών στελεχών του γένους 

Pseudomonas. Στελέχη των ειδών Ps. fluorescens, Ps. etremorientalis, Ps. veronii, 

Ps. orientalis, Ps. rhodesiae έχουν την ικανότητα παραγωγής τέτοιων CLPs (Ramos, 

2004).   

 Εξέχουσα θέση στην παραγωγή CLPs της κλάσης αυτής, κατέχει το είδος Ps. 

fluorescens. Τα στελέχη του είδους αυτού έχουν την ικανότητα παραγωγής τριών 

σηµαντικών CLPs, των µασσετολίδων, της βισκοσίνης και της βισκοσιναµίδης. Η 

µελέτη της βιοσύνθεσης της βισκοσίνης και της βισκοσιναµίδης δεν έχει αποκαλύψει 

ακόµα το ακριβές µονοπάτι µε το οπoίο βιοσυντίθενται τα δύο αυτά CLPs. Στο 

στέλεχος Ps. fluorescens PfA7B υποστηρίζεται ότι η βιοσύνθεση της βισκοσίνης 

πραγµατοποιείται από τρία µεγάλα δοµικά ένζυµα. Τα γονίδια, τα οποία 

κωδικοποιούν τα ένζυµα αυτά, βρίσκονται σε µια γονιδιωµατική περιοχή µεγέθους 

25kb, η οποία απαιτείται για την βιοσύνθεση της βισκοσίνης (Braun et al., 2001). 

 Από ολόκληρη την κλάση των βισκοσίνων το µοναδικό CLP για το οποίο έχει 

µελετηθεί πλήρως το βιοσυνθετικό µονοπάτι και οι ρυθµιστικοί παράγοντες που το 

ελέγχουν είναι οι µασσετολίδες. Στη βιοσύνθεση των µασσετολίδων στα στελέχη Ps. 
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fluorescens SS101 και MF-30 εµπλέκονται τρία γονίδια (massA, massB και massC) 

τα οποία κωδικοποιούν για τρεις NRPS, στις οποίες οι ενότητες αποτελούνται από τις 

βασικές λειτουργικές περιοχές (P-A-PCP) (Εικόνα 4.5). Το γονίδιο massA βρίσκεται 

σε διαφορετική γονιδιωµατική περιοχή απ’ότι τα άλλα δύο και κωδικοποιεί µια NRPS 

µε δύο ενότητες (modules). Η NRPS που κωδικοποιούν τα γονίδια massB και massC 

έχουν αντίστοιχα τέσσερις και τρεις ενότητες. Η λήξη της σύνθεσης της πεπτιδικής 

αλυσίδας των µασσετολίδων γίνεται από την τελευταία ενότητα της MassC, η οποία 

αποτελείται από δύο περιοχές µε τη δράση θειοεστεράσης (de Bruijn et al., 2009). 

 

 
Εικόνα 4.5: Η οργάνωση των βιοσυνθετικών γονιδίων και το µονοπάτι των µασσετολίδων 
(Gross et al., 2009). 
 

Οι λειτουργικές περιοχές των NRPS, που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση των 

µασσετολίδων, δείχνουν σχετικά χαµηλή εξειδίκευση υποστρώµατος µε αποτέλεσµα 

να προσθέτουν στην πεπτιδική αλυσίδα διάφορα αµινοξέα. Η ποικιλία των αµινοξέων 

αυτή δίνει γένεση σε πολλά δοµικά ανάλογα µασσετολίδων. Τα αµινοξέα, τα οποία 

διαφέρουν µεταξύ των µασσετολίδων, βρίσκονται στην θέση 4 και στη θέση 9 της 

πεπτιδικής αλυσίδας (Εικόνα 4.5) (Gross et al., 2009). 

Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούµενη παράγραφο (§4.3) η ρύθµιση της 

µεταγραφής των γονιδίων βιοσύνθεσης των µασσετολίδων γίνεται µέσω ενός 

πολύπλοκου συστήµατος αίσθησης µεγέθους πληθυσµού. Ανωφερικά του γονιδίου 

massA, και κατωφερικά των γονιδίων massB και massC βρίσκονται γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας LuxR, οι οποίοι επάγουν 

τη µεταγραφή των δοµικών γονιδίων. Η έκφραση των LuxR παραγόντων ελέγχεται 

από την πρωτεάση ClpP και από το σύστηµα δύο παραγόντων GacA/GacS (de Bruijn 

et al., 2009). 
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1.4.6. Αµφισίνες 

Στην κλάση των αµφισινών ανήκουν τα CLPS αµφισίνη, τενσίνη, λοξίνη, 

αρθροφακτίνη και φολιπεπτίνη. Τα CLPs της κλάσης αυτής έχουν ελάχιστες 

οµοιότητες µε αυτά της κλάσης των βισκοσίνων, µιας και αποτελούνται από ένα 

λιπαρό οξύ µε δέκα άτοµα άνθρακα και µια πεπτιδική αλυσίδα µε έντεκα αµινοξικά 

κατάλοιπα. Συνήθως, στο µόριο των αµφισινών παρατηρείται ένας δακτύλιος 

λακτόνης, ο οποίος δηµιουργείται από τη σύνδεση της D-άλλο-θρεονίνης στο 

κάρβοξυτελικό άκρο της πεπτιδικής αλυσίδας  µε την θρεονίνη της θέσης 3 της 

αλυσίδας (Ramos, 2004).   

Το CLP της κλάσης αυτής, το οποίο έχει µελετηθεί περισσότερο αποτελεί η 

αρθροφακτίνη. Στο στέλεχος Pseudomonas sp. MIS38 τα δοµικά γονίδια της 

αρθροφακτίνης βρίσκονται σε µια γονιδιωµατική περιοχή µε µέγεθος 39kb. Τα 

γονίδια arfA, arfB και arfC είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο και κωδικοποιούν 

τρείς NRPS (Εικόνα 4.6). Οι NRPS αποτελούνται από δύο, τέσσερις και έξι ενότητες 

αντίστοιχα, οι οποίες περιέχουν τις βασικές λειτουργικές περιοχές (C-Α-PCP). Η 

τελευταία ενότητα της ArfC περιλαµβάνει δύο περιοχές θειεστεράσης, στις οποίες 

αποδίδεται η κυκλοποίηση και η απελευθέρωση της νεοσυντεθιµένης πεπτιδικής 

αλυσίδας (Gross et al., 2009). 

 

 
Εικόνα 4.6: Η οργάνωση των βιοσυνθετικών γονιδίων της αρθροφακτίνης και το 
βιοσυνθετικό µονοπάτι (Gross et al., 2009). 
 
 Κατωφερικά των δοµικών γονιδίων βρίσκονται δύο ακόµα γονίδια, arfD και 

arfE, τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες του εκκριτικού συστήµατος της 

αρθροφακτίνης. Τα γονίδια arfD και arfE πιστεύεται ότι κωδικοποιούν ένα εκκριτικό 

σύστηµα τύπου ABC, το οποίο µοιάζει µε το εκκριτικό σύστηµα που έχει βρεθεί 

στους µασσετολίδες και στις πουτισολβίνες (Lim et al., 2009). 
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  Ανωφερικά του οπερονίου arfABC βρίσκεται το γονίδιο arfF το οποίο 

κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας LuxR, ο οποίος επάγει την 

έκφραση του οπερονίου. Στην ρύθµιση της µεταγραφής των δοµικών γονιδίων του 

οπερονίου βρέθηκε ότι παίζουν ρόλο δύο ακόµα γονίδια. Το γονίδιο htpG 

κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη της οικογένειας Hsp90, η οποία επάγει την µεταγραφή του 

οπερονίου, και το γονίδιο spoT, το οποίο κωδικοποιεί ένα ένζυµο µε δράση 

υδρολάσης και συνθάσης του ppGpp. Τα δύο αυτά γονίδια βρέθηκαν σε διαφορετική 

γονιδιωµατική περιοχή από το οπερόνιο arfABC (Washio et al., 2010). 

 

1.4.7. Πουτισολβίνες 

Η τρέχουσα γνώση για τις πουτισολβίνες κατατάσσει στην κλάση αυτή τα 

CLPs πουτισολβίνη Ι και πουτισολβίνη ΙΙ. Τόσο η πουτισολβίνη Ι όσο και η 

πουτισολβίνη ΙΙ αποτελούνται από ένα µόριο λιπαρού οξέος µε έξι άτοµα άνθρακα 

και µια πεπτιδική αλυσίδα µε δώδεκα αµινοξικά κατάλοιπα. Η διαφορά των δύο 

αυτών CLPs έγκειται στο δεύτερο αµινοξύ στο άµινοτελικό άκρο της πεπτιδικής 

αλυσίδας, το οποίο στην περίπτωση της πουτισολβίνης Ι είναι η βαλίνη ενώ στο µόριο 

της πουτισολβίνης ΙΙ υπάρχει το αµινοξύ λευκίνη ή ισολευκίνη (Dubern et al., 2008). 

Αρχικά, η ικανότητα βιοσύνθεσης των δύο αυτών CLPs έχει σηµειωθεί στο 

στέλεχος Ps. putida PCL1445, το οποίο εκτός από ιδιότητες ως βιολογικός 

παράγοντας καταπολέµησης έχει την ικανότητα αποδόµισης ρύπων και πιο 

συγκεκριµένα αρωµατικών υδρογονανθράκων. Παρούσες µελέτες έχουν αποδείξει ότι 

η ικανότητα βιοσύνθεσης της πουτισολβίνης Ι και ΙΙ υπάρχει σε ακόµα ένα στέλεχος, 

το Ps. putida 267, το οποίο αποτελεί παράγοντα καταπολέµησης µυκήτων του γένους 

Phytophthora (Kruijt et al., 2009) 

 Στο στέλεχος PCL1445 τρία γονίδια (psoA, psoB και psoC) τα οποία 

κωδικοποιούν για τρεις NRPS, εµπλέκονται στην βιοσύνθεση των CLPs αυτών 

(Εικόνα 4.7). Η PsoA έχει δύο ενότητες (modules), η PsoB επτά και η PsoC τρεις. Η 

δεύτερη κατά σειρά ενότητα της PsoC είναι υπεύθυνη για την προσθήκη των 

αµινοξέων Val, Leu και Ile στο κάρβοξυτελικό άκρο του µορίου της πουτισολβίνης, 

δείχνοντας µεγαλύτερη προτίµηση σε αυτό της Val. Η τρίτη ενότητα της PsoC είναι 

αυτή που περιέχει την λειτουργική περιοχή της θειοεστεράσης (ΤΕ), µε την οποία 

γίνεται η απελευθέρωση της νεοσυντεθιµένης πεπτιδικής αλυσίδας. Οι ενότητες που 

απαντώνται στις τρεις NRPS αποτελούνται από την περιοχή συµπύκνωσης (C), την 
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περιοχή αδενυλίωσης (A) και την περιοχή θειοεστεροποίησης του πεπτιδικού 

µεταφορέα ( PCP) (Gross et al., 2009). 

 

 
Εικόνα 4.7: Η οργάνωση των βιοσυνθετικών γονιδίων και το µονοπάτι της πουτισολβίνης 
(Gross et al., 2009). 

 
Η περιοχή που περιλαµβάνει τα δοµικά γονίδια έχει µέγεθος 41kb. 

Κατωφερικά των δοµικών γονιδίων βρίσκονται τα γονίδια macA και macB, τα οποία 

κωδικοποιούν το εκκριτικό σύστηµα των πουτισολβίνων. Ακόµα, ανωφερικά υπάρχει 

ένα γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας LuxR, 

ο οποίος επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων psoABC. Εποµένως, φαίνεται ότι η 

µεταγραφή ολόκληρης της γονιδιωµατικής περιοχής ενδέχεται να ελέγχεται από 

κάποιο σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού (Dubern et al., 2008). 

Στη ρύθµιση της έκφρασης των βιοσυνθετικών γονιδίων εµπλέκονται πολλοί 

παράγοντες. Όπως έχει ήδη αναφερθεί (§4.3) η βιοσύνθεση των πουτισολβίνων 

επάγεται από τις Hsp70, ενώ στο σύστηµα της ρύθµισης εµπλέκονται το σύστηµα δύο 

παραγόντων GacA/GacS καθώς και παράγοντες σίγµα. Ακόµα η µεταγραφή των 

γονιδίων επάγεται από χαµηλές θερµοκρασίες, υψηλή συγκέντρωση αλάτων και 

οξυγόνου (Dubern et al., 2006). Μετέπειτα µελέτες απέδειξαν ότι  η µεταγραφή των 

γονιδίων psoABC ελέγχεται από ένα σύστηµα αίσθησης µεγέθους πληθυσµού, στο 

οποίο εµπλέκονται τα γονίδια ppuI, rsaL και ppuR (Dubern et al., 2008). 

 

1.5. Εξελίσσοντας στρατηγικές αποµόνωσης βιολογικών παραγόντων 

Η πολυπλοκότητα των περιβαλλοντικών συνθηκών καθώς και οι ποικίλες 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µικροβιακών κοινoτήτων αποτελούν µεγάλα εµπόδια 

στην ανεύρεση ενός βιολογικού παράγοντα ο οποίος έχει ικανοποιητικά 

αποτελέσµατα στην καταπολέµηση των φυτοπαθογόνων. Προκειµένου να µειωθεί ο 

χρόνος που απαιτείται για την εύστοχη αποµόνωση ενός ικανού βιολογικού 
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παράγοντα  καταπολέµησης και την αποφυγή ανάλωσης σε προσπάθειες ανεύρεσης 

ενός τέτοιου παράγοντα, έχει αναπτυχθεί µια συγκεκριµένη στρατηγική (Handelsman 

et al., 1996). 

Κατά τη στρατηγική αυτή (Εικόνα 5Α και Β), αποµονώνονται 

µικροοργανισµοί από διάφορα περιβάλλοντα και δηµιουργείται µια συλλογή από 

αυτούς που έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν φυτοπαθογόνους 

µικροοργανισµούς in vitro και in planta. Ακολούθως, πραγµατοποιείται µοριακά και 

βιοχηµικά ο χαρακτηρισµός του µηχανισµού καταπολέµησης που χρησιµοποιεί ο 

βιολογικός παράγοντας (Εικόνα 5C), µε τη δηµιουργία µεταλλαγµένων στελεχών τα 

οποία έχουν χάσει την ικανότητα  καταπολέµησης των παθογόνων. Οι 

µικροοργανισµοί που αποµονώθηκαν ως βιολογικοί παράγοντες καταπολέµησης 

ενδέχεται να χάνουν τις ιδιότητες τους αυτές αν εµβολιαστούν σε περιβάλλον µε 

αντίξοες συνθήκες.  Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο να βρεθούν νέα στελέχη 

βιολογικών παραγόντων τα οποία ανθεκτικά στις συνθήκες αυτές (Handelsman et al., 

1996). 

Προκειµένου να επιτευχθεί κάτι τέτοιο η αρχική συλλογή των βιολογικών 

παραγόντων σαρώνεται µε ανιχνευτή το γονίδιο (antX) που εµπλέκεται στον 

εκάστοτε µηχανισµό καταπολέµησης (Εικόνα 5D). Αποτέλεσµα της σάρωσης αυτής 

είναι η ανεύρεση ενός ή περισσοτέρων βιολογικών παραγόντων µε παρόµοιο 

µηχανισµό καταπολέµησης, οι οποίοι όµως διαφέρουν ως προς την ικανότητα 

προσαρµογής τους σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες. Έτσι ενδέχεται να 

αποµονωθούν βιολογικοί παράγοντες µε διαφορετική ικανότητα αποικισµού 

διαφορετικών φυτών και διαφορετικών περιοχών (Εικόνα 5Ε), οι οποίοι  είναι 

δυνατό να χρησιµοποιηθούν ξεχωριστά είτε σε διάφορους συνδυασµούς µεταξύ τους 

(Handelsman et al., 1996). 

Στην ανακάλυψη βιοσυνθετικών µονοπατιών καινοτόµων αντιβιοτικών 

ενώσεων από µικροοργανισµούς, οι οποίοι είναι αδύνατο να καλλιεργηθούν in vitro, 

είναι πιθανό να οδηγήσει η σάρωση µεταγονιδιωµατικών βιβλιοθηκών. Τέτοιου 

είδους βιβλιοθήκες, οι οποίες κατασκευάστηκαν από DNA εδαφικών δειγµάτων, 

ενδέχεται να περιέχουν κλώνους µε ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά διάφορων οµάδων. 

Η επιλογή των κλώνων µε την ανθεκτικότητα σε συγκεκριµένα αντιβιοτικά πολλές 

φορές έχει οδηγήσει στην ανακάλυψη βιοσυνθετικών µονοπατιών που δεν είναι 

γνωστά, µιας και γονίδια συσχετιζόµενα µε ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά έχει 
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σηµειωθεί να βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή µε τα δοµικά γονίδια 

βιοσύνθεσης αντιβιοτικών  (Riesenfeld et al., 2004). 

 
Εικόνα 5: Το προτεινόµενο µοντέλο αποµόνωσης βιολογικών παραγόντων καταπολέµησης 
και εξέλιξης ενός προγράµµατος βιολογικής καταπολέµησης (Handelsman et al., 1996) 

 



 
 

 72

Στην βελτίωση των µηχανισµών καταπολέµησης από τους αποµονωθέντες  

βιολογικούς παράγοντες έχουν προταθεί αρκετές µέθοδοι. Η τυχαία µεταλλαξιγένεση 

µε υπεριώδη ακτινοβολία στελεχών βιολογικών παραγόντων και η γενετική 

τροποποίηση τους, είτε µε εισαγωγή κάποιων γονιδίων που εκφράζουν ένα 

µηχανισµό καταπολέµησης είτε µε την υπερέκφραση ήδη υπαρχόντων 

κατασταλτικών µηχανισµών, είναι δυνατό να δώσει γένεση σε στελέχη µε πιο 

αποτελεσµατικές κατασταλτικές ιδιότητες (Haggag et al., 2007). 

Μικροοργανισµοί µε ικανότητα βιολογικής καταπολέµησης έχουν αποµονωθεί 

από διάφορα γένη βακτηρίων αλλά και µυκήτων. Μεταξύ των µικροοργανισµών 

αυτών, το γένος Pseudomonas έχει αποκτήσει εξέχουσα θέση εξαιτίας πέντε βασικών 

ιδιοτήτων του. Οι ιδιότητες των στελεχών του γένους Pseudomonas, οι οποίες το 

καθιστούν το σηµαντικότερο γένος, ίσως, στην βιολογική καταπολέµηση, είναι οι 

εξής (Lugtenberg et al., 2003):  

1. ∆ιαθέτουν πολλούς µηχανισµούς παρεµπόδισης των φυτοπαθογόνων µυκήτων. Οι 

µηχανισµοί αυτοί περιλαµβάνουν τον ανταγωνισµό για θρεπτικά στοιχεία (π.χ. 

παραγωγή σιδηροφόρων), την παραγωγή αντιβιοτικών ενώσεων (π.χ. φεναζίνη 

και παράγωγα αυτής )  και την επαγόµενη διασυστηµατική ανθεκτικότητα (ISR).  

2. Βρίσκονται σε αφθονία στο φυσικό περιβάλλον της ριζόσφαιρας και µπορούν 

εύκολα να την αποικίσουν εκ νέου σε ένα καλλιεργητικό περιβάλλον. 

3. Χρησιµοποιούν ευρύ φάσµα θρεπτικών πηγών και παρουσιάζουν σχετικά 

µεγαλύτερο  ρυθµό ανάπτυξης από τα άλλα βακτήρια της ριζόσφαιρας. 

4. Αναπτύσσονται σχετικά εύκολα in vitro και επιδέχονται γενετική τροποποίηση. 

5. Η τεχνολογία ‘συσκευασίας’ των βακτηρίων µε τον σπόρο είναι ήδη 

αναπτυγµένη. Έχει ήδη διατυπωθεί η άποψη ότι τα βακτήρια του γένους είναι 

δυνατόν να διατηρηθούν σε πολύ χαµηλές θερµοκρασίες για παρατεταµένο 

χρονικό διάστηµα, µε την χρήση κάποιων κρυοπροστατευτικών ενώσεων. Τέτοιες 

ενώσεις είναι σάκχαρα, πολυόλες και αποβουτυρωµένο γάλα (Cody et al., 2008; 

Miyamoto-Shinohara et al., 2008). 

 
Οι προσπάθειες αποµόνωσης βιολογικών παραγόντων καταπολέµησης έχουν 

ενταθεί και οι µέθοδοι ανεύρεσης νέων µηχανισµών καταπολέµησης εξελίσσονται. Οι 

περισσότερες έρευνες έχουν στραφεί στην βιοµηχανοποίηση της παραγωγής και την 

εµπορευµατοποίηση βιολογικών παραγόντων, δίνοντας έµφαση στους παράγοντες 

εκείνους οι οποίοι έχουν την καλύτερη ικανότητα οικολογικού αποικισµού διάφορων 
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καλλιεργειών και περιβαλλόντων. Υποστηρίζεται ότι, προκειµένου να επιτευχθούν τα 

επιθυµητά αποτελέσµατα στην διάδοση των βιολογικών παραγόντων και κατά 

συνέπεια στο πέρασµα από την συµβατική γεωργία στην βιολογική είναι ανάγκη να 

εξελιχθούν οι παράµετροι παραγωγής, συσκευασίας και διάθεσής τους (Fravel, 2005). 
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2.1. Βακτηριακά κύτταρα και µετασχηµατισµός  

Όλα τα βακτηριακά στελέχη και οι πλασµιδιακές κατασκευές που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή συνοψίζονται στον Πίνακα Π3 

(Παράρτηµα). Ο µύκητας P. ultimum επωάστηκε στο θρεπτικό µέσο PDB στους 

23°C, τα στελέχη E. coli στο θρεπτικό µέσο LB (Luria-Bertani) στους 37°C, ενώ όλα 

τα στελέχη του γένους Pseudomonas επωάστηκαν στα δύο προαναφερθέντα υλικά 

καθώς και στο θρεπτικό µέσο King’s B, στους 26°C. Οι συγκεντρώσεις των 

αντιβιοτικών που χρησιµοποιήθηκαν για την επιλογή ορισµένων στελεχών ήταν οι 

ακόλουθες: 50 µg/ml καναµυκίνη, 50 µg/ml τζενταµυκίνη, 100µg/ml αµπικιλλίνη, 

and 40µg/ml ριφαµπικίνη. 

2.1.1. Προετοιµασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli  

Η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου 

που περιγράφεται από τους Cohen et al. (1972).  

• Μονή αποικίά. κατάλληλου βακτηριακού στελέχους DH5a αναπτύσσεται σε υγρό 

θρεπnκό µέσο LB για 12 ώρες στους 37°C. Το βακτηριακό αυτό στέλεχος 

χρησιµοποιείται συνήθως για την κλωνοποίηση πλασµιδίων έχοντας υψηλή 

ικανότητα µετασχηµαnσµού (>106 transfοrmants/µg πλασµιδιακού DNA).  

• 2ml από την αρχική καλλιέργεια µεταφέρονται σε κωνική φιάλη που περιέχει 

200ml θρεπτκού µέσου LB. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 37°C µέχρις 

ότου η οπτική πυκνότητά της φτάσει O.D.600 =0,35-0,4.  

• Η καλλιέργεια τοποθετείται για 10 λεπτά στον πάγο και τα βακτηριακά κύτταρα 

κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 4000 στροφές/λεπτό στους 

4°C.  

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε µισό όγκο του αρχικού, 25mM 

παγωµένου CaCI2 

• Επαναλαµβάνεται ο ίδιος τρόπος κατακρήµνισης  

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 75mM παγωµένου CaCl2, σε όγκο 

διαλύµατος που ισούται µε το 1/15 του αρχικού της βακτηριακής καλλιέργειας.  

• Προστίθεται αποστειρωµένη γλυκερόλη ώστε η τελική της συγκέντρωση να είναι 

ίση µε 15% ν/ν.  

• Το δείγµα, αφού αναµειχθεί πολύ καλά, µοιράζεται ανά 200µl σε φιαλίδια και 

καταψύχεται αµέσως.  
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• Η διατήρηση των "δεκτικών" πλέον βακτηριακών κυττάρων, για µακρά χρονικά 

διαστήµατα είναι δυνατή µε την αποθήκευσή τους στους -80°C.  

2.1.2. Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli µε πλασµιδιακό DNA  

Η διαδικασία µετασχηµατισµού περιλαµβάνει τα εξής στάδια:  

• Σε 200µl δεκτικών κυττάρων DH5a προστίθενται 10-50ng πλασµιδιακού 

DNA. 

• Το µείγµα αναµιγνύεται και επωάζεται στον πάγο για 30 λεπτά.  

• Ακολουθεί θερµικό σοκ του δείγµατος µε επώαση για 2 λεπτά στους 

42°C.  

• Προσθήκη 0,8 ml θρεπτικού µέσου LB, ανάµιξη του δείγµατος και 

επώαση για 1 ώρα στους 37°C.  

• Κατάλληλη ποσότητα του δείγµατος επιστρώνεται σε τριβλίο µε 

θρεπτικό µέσο LB, που περιέχει ως µέσο επιλογής αντιβιοτικό 

(αµπικιλίνη, καναµυκίνη, τζενταµυκίνη ή τετρακυκλίνη). Σε περίπτωση 

χρήσης πλασµιδιακού φορέα το οποίο φέρει το γονίδιο της β-

γαλακτοσιδάσης υπάρχει δυνατότητα επιλογής µπλε/άσπρων αποικιών. 

Αυτό επιτυγχάνεται µε την προσθήκη στο θρεπτικό µέσο του 

χρωµοφόρου υποστρώµατος X-gal, σε τελική συγκέντρωση 5x10-3 mM.  

• Επώαση των τριβλίων για 12-16 ώρες σε θάλαµο 37°C.  

2.1.3. Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων Pseudomonas fluorescens και 

E. coli µε ηλεκτροπόρωση  

Η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί παραλλαγή του πρωτόκολλου 

που περιγράφεται από τους Cangelosi et al. (1991).  

• Μονή αποικία του εκάστοτε βακτηριακού στελέχους αναπτύσσεται σε 2ml υγρό 

θρεπτικό µέσο LΒ για 6 ώρες στους 28oC.  

• 0,1ml από την αρχική καλλιέργεια µεταφέρονται σε κωνική φιάλη που περιέχει 

100ml θρεπτικού µέσου LB. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 28°C µέχρις 

ότου η οπτική πυκνότητά της φτάσει O.D.600 =0,8-1.  

• Η καλλιέργεια τοποθετείται για 15 λεπτά στον πάγο και τα βακτηριακά κύτταρα 

κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντριση για 10 λεπτά στις 4000 στροφές/λεπτό στους 

4°C.  

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 100ml διαλύµατος γλυκερόλης (10% ν/ν) 
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και φυγοκεντρείται κατά τον ίδιο τρόπο.  

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 50ml διαλύµατος γλυκερόλης (l0% ν/ν) 

και φυγοκεντρείται κατά τον ίδιο τρόπο. Το βήµα αυτό επαναλαµβάνεται. 

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε lml διαλύµατος. γλυκερόλης (10% ν/ν) 

έτσι ώστε η πυκνότητα 1011-1012 Cfu/ml. ∆είγµατα των 100µl µοιράζονται σε 

φιαλίδια Eppendorf και καταψύχονται αµέσως . Μπορούν να διατηρηθούν για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα στους -80°C.  

• Σε 100µl δεκτικών κυττάρων προστίθενται 10-50 ng πλασµιδιακού DNA.  

• Το µείγµα αναµιγνύεται καλά και επωάζεται στον πάγο για 5 λεπτά.  

• Το δείγµα µεταφέρεται σε παγωµένη κυβέττα ηλεκτρισµού διαµέτρου 0.2cm.  

• Εφαρµόζεται ηλεκτρικός παλµός. To πρόγραµµα Ec2 της συσκευής BioRad® 

MicroPulser™ είναι ηλεκτρικό πεδίο 2,5 kV χρονικής διάρκειας 1msec.  

• Αµέσως µετά ακολουθεί προσθήκη lml θρεπτικού µέσου LB, ανάµιξη του 

δείγµατος και επώαση για 1 ώρα στους 28°C.  

• Φυγοκεντρηση του δείγµατος για l λεπτό στις 10000 στροφές/λεπτό και 

επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 100µl θρεπτικό µέσο LB.  

• Όλη η ποσότητα του δείγµατος επιστρώνεται σε τριβλίο µε θρεπτικό µέσο LB, 

που περιέχει ως µέσο επιλογής κατάλληλα αντιβιοτικά για την επιλογή των 

µετασχηµατισθέντων βακτηριακών κυττάρων  

• Επώαση των τριβλίων για 24-36 ώρες σε θάλαµο 28°C.  

Για να επιλέξουµε κύτταρα Pseudomonas µε τον κοσµιδιακό φορέα PLAFR3 

εφαρµόζουµε την συνδυασµένη δράση δύο αντιβιοτικών. Η επιλογή γίνεται σε 

στερεά τριβλία µε LB που περιέχουν 40mg/L Ριφαµπικίνη για την επιλογή των 

κυττάρων του Pseudomonas και 60mgIL Τετρακυκλίνη για την επιλογή του 

φορέα. 

2.1.4. Αποθήκευση για µεγάλα χρονικά διαστήµατα βακτηριακών κυττάρων  

• Μονή αποικία βακτηριακού στελέχους, το οποίο πρόκειται να αποθηκευθεί, 

αναπτύσσεται σε υγρό θρεπτικό µέσο LB (παρουσία των κατάλληλων 

αντιβιοτικών) στους 37°C για 12 ώρες.όσον αφορά το E. coli και στους 28°C για 

12 ώρες όσον αφορά το Pseudomonas fluorescens.  

• 800µΙ από αυτή την καλλιέργεια µεταφέρονται σε φιαλίδιο 

cryovial 
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• Προσθήκη 200µl  καθαρής γλυκερόλης.  

• Το δείγµα αναµειγνύεται έντονα και ψύχονται αµέσως.  

• Αποθήκευση στους -80°C. Τα βακτήρια παραµένουν ζωντανά τουλάχιστον για 10 

χρόνια.  

 

2.1.5. Μεταλλαξογένεση µε το µεταθετό στοιχείο Tn5 

 Η πρόκληση µεταλλάξεων µε ένθεση µεταθετού στοιχείου στο γονιδίωµα 

αποτελεί αποτελεσµατικότερη στρατηγική αποµόνωσης άγνωστων γονιδίων τα οποία 

εµπλέκονται άµεσα µε ένα συγκεκριµένο φαινότυπο. Η στρατηγική βασίζεται στην 

διακοπή της έκφρασης του γονιδίου-στόχου, εξαιτίας της ένθεσης του µεταθετού 

στοιχείου. Ως αποτέλεσµα της διακοπής αυτής είναι η εµφάνιση ενός φαινοτύπου ο 

οποίος είναι εµφανής µακροσκοπικά ή µικροσκοπικά, είτε γίνεται αντιληπτός από την 

εφαρµογή κάποιας εξειδικευµένης βιοδοκιµής (Berg, 1983). 

Τα µεταθετά στοιχεία της οικογένειας Tn5 έχουν την ιδιότητα να µεταπηδούν 

σε τυχαίες θέσεις µέσα στο γονιδίωµα, εµφανίζοντας πολλές φορές εκλεκτικότητα σε 

συγκεκριµένες περιοχές (hotspots). Μετά την ένθεση του Tn στο γονιδίωµα, αυτό 

παραµένει σταθερό και χάνει την ικανότητα να µετακινείται. Έτσι οι µεταλλάξεις που 

προκαλούνται παραµένουν σταθερά οι ίδιες ακόµα και µετά από ένα αριθµό γενιών. 

Στη παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε παραλλαγή του Tn5,  το µεταθετό στοιχείο 

Tn5-RL27 (Εικόνα 2.1), του οποίου φορέας είναι το πλασµίδιο pRL27 (Larsen et al., 

2002). 

 
Εικόνα 2.1 : ∆οµή του Tn5-RL27. Τα LB και RB  αντιπροσωπεύουν την αριστερή και τη 
δεξιά  αντίστροφη ακραία επανάληψη, aph γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη, oriR6K 
αρχή της αντιγραφής του πλασµιδίου R6K και S, K, Xh, Sm, P και Xb οι θέσεις για τα 
ένζυµα περιορισµού SalI, KpnI, XhoI, SmaI, PvuI και XbaI αντίστοιχα. Το µέγεθός του είναι 
1,8kb περίπου. 

 
 Το πλασµίδιο pRL27 (4kb), κατά τους Larsen et al. (2002), φέρει: 

• την αρχή αντιγραφής  oriT η οποία του προσδίδει τη  ικανότητα να µεταφέρεται 

µε σύζευξη, 
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• το γονίδιο της µεταθετάσης (tnp) το οποίο φέρει τρεις σηµειακές µεταλλάξεις που 

αυξάνουν τη δραστικότητα του ενζύµου, και 

• το µεταθετό στοιχείο  Tn5-RL27 

Η δηµιουργία µεταλλαγµένων στελεχών βασίστηκε στη µέθοδο της 

τριπαραγοντικής σύζευξης µε την οποία κατέστη δυνατή η εισαγωγή του µεταθετού 

στοιχείου στο στέλεχος Ps. fluorescens Xrif. Οι τρεις παράγοντες της σύζευξης είναι: 

• Ο δέκτης, ο οποίος ήταν το Ps. fluorescens Xrif 

• Το βοηθητικό στέλεχος της σύζευξης, τον ρόλο του οποίου επιτέλεσε το στέλεχος 

HB101 που φέρει το συζευκτικό πλασµίδιο pRK2013 

• Ο δότης, ο οποίος ήταν το βακτηριακό στέλεχος E. coli ΒW20767 το οποίο φέρει 

το πλασµίδιο-φορέα του µεταθετού στοιχείου. 

Τα βακτήρια επωάστηκαν σε LB µε τα αντίστοιχα αντιβιοτικά, για 8-12 ώρες 

έτσι ώστε να φτάσουν στην εκθετική φάση ανάπτυξής τους.Ακολούθησαν 2 

διαδοχικές φυγοκεντρήσεις των καλλιεργειών, και επαναιώρησή τους σε καθαρό LB. 

Τέλος, οι παράγοντες αναµίχθηκαν σε αναλογία 1:1:1 και τοποθετήθηκαν για επώαση 

στους 28oC, για 15 ώρες. Με το πέρας 15 ωρών, προκειµένου να γίνει επιλογή των 

επιθυµητών προϊόντων της σύζευξης (transconjugants), το µείγµα της βακτηριακής 

σύζευξης ‘επιστρώθηκε’ σε τρυβλία LB µε αντιβιοτικά (40 mg/l Km και 40 mg/l Rif). 

Στα τρυβλία αυτά είχαν την δυνατότητα να επιβιώσουν µόνο τα στελέχη Ps. 

fluorescens Xrif τα οποία έφεραν το µεταθετό στοιχείο µέσα στο γονιδίωµά τους. 

Προτού χρησιµοποιηθεί το µεταθετό στοιχείο Tn5-RL27 για την πρόκληση 

µεταλλάξεων, επιχειρήθηκε ακόµα ένας κύκλος µεταλλαξιγένεση ς µε το Tn5. Η 

µεταλλαξιγένεση  αυτή έγινε ακολουθώντας την διαδικασία η οποία περιγράφει πιο 

πάνω, µε τη µόνη διαφορά ότι το µεταθετό στοιχείο το οποίο χρησιµοποιήθηκε ήταν 

το Tn5, φορέας του οποίου ήταν το πλασµίδιο pLG221 (Boulnois et al., 1985). Το 

µεταθετό στοιχείο αυτό έχει χρησιµοποιηθεί σε πολλά Gram-  βακτήρια (Klebsiella, 

Pseudomonas, Shigella, Escherichia, Salmonella) µε επιτυχία. Στο υπό µελέτη 

βακτηριακό στέλεχος η µεταλλαξιγένεση  µε αυτό το µεταθετό στοιχείο δεν ήταν 

επιτυχής. Όλα τα προϊόντα της σύζευξης (transconjugants) εµφάνιζαν µειωµένη 

ικανότητα ανάπτυξης σε σύγκριση µε τον άγριο τύπο, ενώ τα περισσότερα δεν ήταν 

βιώσιµα, γεγονός που δηµιουργεί την υποψία ότι το µεταθετό στοιχείο αυτό έχει hot 

spots σε κάποια βασικά λειτουργικά γονίδια στο γονιδίωµα του βακτηρίου. Ps. 

fluorescens Xrif. 
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2.2. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA  

2.2.1. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA απο κύτταρα E. coli  

Μονή βακτηριακή αποικία, που περιέχει το προς αποµόνωση πλασµίδιο, 

καλλιεργείται σε υγρό θρεπτικό µέσο LB στους 37°C για 12 ώρες. Από αυτή την 

καλλιέργεια 1.5ml µεταφέρεται σε φιαλίδιο Eppendorf και φυγοκεντρείται για 

1λεπτά στις 12000 στροφές/λεπτό. Από το σηµείο αυτό µπορεί να γίνει χρήση είτε α) 

της αλκαλικής µεθόδου λύσης είτε β) της µεθόδου λύσης δια του βρασµού (ταχύτερη 

µέθοδος, και το πλασµίδιο που αποµονώνεται είναιχαµηλότερης καθαρότητας).  

2.2.1.1. Μέθοδος αλκαλικής λύσης  

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί τροποποίηση της µεθόδου που 

περιγράφεται από τους Sambrook et al. (1989).  

• Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα επαναδιαλύεται, µε τη βοήθεια 

vortex, σε 500µl διαλύµατος STE. Το βήµα αυτό είναι προαιρετικό και 

πραγµατοποιείται προκειµένου να αποµακρυνθούν από το διάλυµα όλα τα 

συστατικά του κυτταρικού τοιχώµατος τα οποία είναι δυνατόν να εµποδίζουν 

την δράση ορισµένων ενζύµων περιορισµού. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 δευτερόλεπτα στις 14000 rpm και το ίζηµα 

επαναδιαλύεται (vortex) σε 100 µl κρύου διαλύµατος S1. 

• Προστίθενται 200 µl διαλύµατος S2 και το δείγµα ανακινείται 5-6 φορες µε 

προσοχή (χωρίς vortex). Ακολούθως τοποθετείται στον πάγο για χρονικό 

διάστηµα µικρότερο των 5 λεπτά.  

• Προστίθενται 150 µl κρύου διαλύµατος S3 και το δείγµα ανακινείται καλά 

µέχρι να δηµιουργηθεί ένα οµοιογενές διάλυµα. Ακολούθως τοποθετείται 

στον πάγο για 5 λεπτά. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000rpm, για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία 4οC.  

• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο και προστίθενται 2 όγκοι 

καθαρής αιθανόλης. Το µίγµα αναµιγνύεται καλά και αφήνεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 3 λεπτά. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000rpm, για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία 4οC. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και το ίζηµα επαναιωρείται σε 

1ml παγωµένης αιθανόλης 70%. Το διάλυµα αφήνεται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 3 λεπτά. 
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• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000rpm, για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία 4οC 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 

20-50 µl TE (pH=8) µε RNase (20mg/ml).  

       

2.2.1.2. Μέθοδος λύσης µε βρασµό  

Η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε περιγράφεται από τους Holmes et al. 

(1981).  

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 350µl διαλύµατος STET.  

• Βράζουµε το δείγµα για 45 δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 

13000 στροφές/λεπτό.  

• Το λευκό ίζηµα αποµακρύνεται από τα φιαλίδιο eppendorf µε τη βοήθεια 

οδοντογλυφίδας.  

• Στο υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης σε σχέση µε τον όγκο 

του δείγµατος.  

• Το δείγµα φυγοκεντρείται για 15 λεπτά στις 13000 στροφές/λεπτό.  

• Μετά την αποµάκρυνση του υπερκείµενου, το ίζηµα ξεπλένεται µε 250µl 70% 

ν/ν αιθανόλης.  

• Το DNA επανδιαλύεται σε 20µl ΤΕ  

Και στις δύο µεθόδους ο καθαρισµός του δείγµατος µε φαινόλη είναι 

προαιρετικός. Συνίσταται µόνο στην περίπτωση που το δείγµα πρόκειται να 

χρησιµοποιηθεί για κα,θορισµό της αλληλουχίας των βάσεων του (sequencing).  

 

2.3. Αποµόνωση ολικού RNA από βακτηριακά κύτταρα 

Τα στάδια που ακολουθήσαµε για την αποµόνωση ολικού RNA από 

βακτηριακά κύτταρα είναι τα παρακάτω:  

• Βακτηριακό πέλλετ από υγρή καλλιέργεια 10 ml όταν τα κύτταρα βρίσκονται στην 

εκθετική φάση ή 5 ml όταν βρίσκονται στην στατική φάση, ξεπλένεται µε 150mM 

NaCl δυο φορές και µετά επαναδιαλύονται σε 2 ml προθερµασµένου διαλύµατος 

εκχύλισης.  

• Το µίγµα αναδεύεται καλά και επωάζεται στους 65ο C 

• Μετά το πέρας της επώασης το µίγµα χωρίζεται σε δυο eppendorf 1ml το καθένα. 

για 10 λεπτά. 

 • Το µίγµα φυγοκεντρείται στις 13,000 rpm σε θερµοκρασία δωµατίου.  
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• Μετά το πέρας της φυγοκέντρεισης το υπερκείµενο χωρίζεται σε δυο eppendorf 

0,5ml το καθένα. 

 • Στο µίγµα προστίθενται 250 µl NaCl 5M και 750 µl ισοπροπανόλη.  

• Το µίγµα αναδεύεται καλά και φυγοκεντρείται στις 13,000 rpm στους 4οC 

• Το υπερκείµενο διάλυµα αφαιρείται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 40-80 µl 

ddH2O  

•Προσδιορισµός της συγκέντρωσης και ποιότητας του RNA φωτοµετρικά (nanodrop) 

και ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης. 

 

Κατά την διαδικασία αποµόνωσης ολικού RNA, είτε από φυτικούς ιστούς είτε 

από βακτηριακά κύτταρα, αποµονώνεται και µέρος του γονιδιωµατικού DNA. Για 

την αποφυγή λήψης λανθασµένων αποτελεσµάτων, κατά την µελέτη της µεταγραφής 

και έκφρασης γονιδίων, απαιτείται ο καθαρισµός του RNA από το γονιδιωµατικό 

DNA. Η διαδικασία που ακολουθείται βασίζεται σε ένζυµα που κόβουν- 

καταστρέφουν το DNA και αφήνουν ανέπαφο το RNA και είναι η ακόλουθη: 

• Σε σωλήνα eppendorf προστίθενται τα ακόλουθα αντιδραστήρια. 

o ∆είγµα RNA 7 µg  

o 10x ρυθµιστικό διάλυµα DNAσης 10µl  

o RNase OUT 1µl  

o DNAse (1 unit/µl) 7µl  

o ddH2O (ο τελικός όγκος της αντίδρασης µπορεί να καθοριστεί ανάλογα µε 

την συγκέντρωση του αποµονωµένου RNA) µέχρι τελικό όγκο 100µl 

• Το µίγµα των αντιδραστηρίων επωάζεται στους 37ο C. Μετά το πέρας της 

επώασης ακολουθεί η διαδικασία του καθαρισµού του µίγµατος µε την διαδικασία 

του καθαρισµού των νουκλεϊνικών οξέων µε φαινόλη. για 60-90 λεπτά. 

 

2.4. Καθαρισµός νουκλείνικών οξέων µε φαινόλη  

• Σε φιαλίδιο που περιέχει το προς καθαρισµό δείγµα DΝΑ προστίθεται ίσος όγκος 

διαλύµατος φαινόλης και ακολουθεί ανακίνηση µέχρι να επιτευγχθεί ανάµιξη των 

δύο φάσεων.  

• Φυγοκέντρηση για 4λεπτά στις 13000 στροφές/ λεπτό.  

• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο και προστίθεται ίσος όγκος 

µίγµατος φαινόλης: χλωροφόρµιου: ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1). Εντονη 
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µίξη.  

• Φυγοκέντρηση για 4 λεπτά στις 13000 στροφές/λεπτό.  

• Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα, χωρίς να διαταραχθεί η ενδιάµεση 

φάση.  

• Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου:ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). 

• Εντονη ανάµιξη. 

• Φυγοκέντρηση για 4 λεπτά στις 13000 στροφές/λεπτό. 

• Στο υπερκείµενο προστίθενται 1/10 του όγκου CH3COONa 3Μ pΗ=4,8 και δύο 

όγκοι αιθανόλης µε σκοπό την κατακρήµνιση των νουκλεϊνικών οξέων. Το 

δείγµα επωάζεται για 12 ώρες στους -20°C και φυγοκεντρείται για 15λεπτά στις 

13000 στροφές/λεπτό.  

• Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε κατάλληλο, κατά την περίσταση, όγκο dH20 ή ΤΕ.  

Όλες οι φυγοκεντρήσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 4οC. 

 

2.5 Ανάλυση νουκλεϊνικών οξέων   

 

2.5.1. Ανάλυση δεσοξυριβονουκλεϊνικών οξέων (DNA) σε πηκτή αγαρόζης  

Για την ανάλυση κλασµάτων νουκλεϊνικών οξέων διαφορετικού µεγέθους και 

διαφορετικών διαµορφώσεων χρησιµοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης. Ο διαχωρισµός γραµµικών µορίων DNA είναι ανάλογος προς το µέγεθος 

των µοριών. Τα µόρια των νουκλεϊνικών οξέων γίνονται ορατά στην πηκτή αγαρόζης 

µε τη βοήθεια µίας χρωστικής που παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων . Η χρωστική 

ονοµάζεται βρωµιούχο αιθίδιο και έχει την ιδιότητα να φθορίζει παρουσία 

υπεριώδους φωτός. Η περιεκτικότητα της πηκτής σε αγαρόζη εξαρτάται από το 

µέγεθος των µορίων που πρόκειται να διαχωριστούν. Συνήθως ποικίλλει από 0,7% 

ως 2% (w/v) αγαρόζη.  

• Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης προστίθεται σε διάλυµα 1Χ TAE.  

• Θέρµανση του διαλύµατος σε φούρνο µικροκοµάτων µέχρις ότου να διαλυθεί 

πλήρως η αγαρόζη και το µίγµα καταστεί διαφανές.  

• Προσθήκη διαλύµατος βρωµιούχου αιθίδιου σε τελική συγκέντρωση 0,005% 

ν/ν.  

• Η πηκτή τοποθετείται σε καταλληλο δοχειο συσκευής ηλεκτροφόρησης µε την 

ανάλογη χτένα και αφήνεται να στερεοποιηθεί σε θερµοκρασία δωµατίου.  
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• Στα δείγµατα που πρόκειται να αναλυθούν προστίθεται κατάλληλη, κατά 

περίσταση, ποσότητα χρωστικής COL1.  

• Μετά την πήξη αποµακρύνεται η χτένα και προστίθεται κατάλληλος όγκος 1Χ 

ΤΑΕ, που αποτελεί το ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης.  

• Τα δείγµατα τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις της πηκτής και λαµβάνει χώρα η 

ηλεκτροφόρηση παρουσία συνεχούς τάσης 50-120Volt, που ποικίλλει ανάλογα 

µε την επιθυµητή ταχύτητα διαχωρισµού, το µέγεθος της πηκτής και την 

περιεκτικότητά της σε αγαρόζη. Η τάση που εφαρµόζουµε προσέχουµε να  µην 

υπερβαίνει τα 5Volt/cm πηκτής 

 

2.5.2. Πέψη νουκλεϊνικών οξέων µε ενδονουκλεάσες περιορισµού  

 Ανάλογα µε την εφαρµογή των προϊόντων της πέψης, γίνεται και η επιλογή 

του κατάλληλου ενζύµου περιορισµού, κυρίως  µε βάση τον αριθµό των θέσεων 

περιορισµού που αναγνωρίζει σε δεδοµένη αλληλουχία.  Οι αντιδράσεις πέψης 

γίνονται σε µικρούς όγκους, 20-50µl µε προσθήκη των παρακάτω συστατικών (σε 

παρένθεση βρίσκονται τα ποσοστά του κάθε συστατικού ξεχωριστά στον συνολικό 

όγκο της αντίδρασης ) 

1. ∆είγµα DNA(>80%) 

2. Ρυθµιστικό διάλυµα ενζύµου (10X), σε τελική συγκέντρωση 1Χ (10%). 

3. Ενδονουκλεάση : η  ποσότητα  ποικίλει ανάλογα  µε τις µονάδες ένζύµου (>10%). 

4. ddH2O , µέχρι συµπλήρωσης του όγκου της αντίδρασης. 

5. Κατά περίπτωση απαιτείται BSA (10Χ, 10 µg/ml), σε τελική συγκέντρωση 1Χ. 

 Το δείγµα αναµιγνύεται και επωάζεται στους 37°C από 1 -12 ώρες. Η 

θερµοκρασία επώασης αντιστοιχεί στην άριστη θερµοκρασία δράσης που ποικίλει για 

τα διάφορα ένζυµα. Στην πλειοψηφία τους όµως λειτουργούν άριστα στους 37°C.  

Ως µονάδα ενζύµου ορίζεται η απαιτούµενη ποσότητα ώστε να κοπεί πλήρως 

1µg υποστρώµατος DNA, σε µια ώρα και σε αντίδραση όγκου 50µL, στους 37°C.  

 Τα ένζυµα περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη 

παρουσιάζονται στον Πίνακα Π4 του Παραρτήµατος: 

 

2.5.3. Ενοποίηση τµηµάτων DNA σε πλασµιδιακό φορέα  

Η αντίδραση ενοποίησης είναι µία αντίδραση κατά την οποία δίκλωνα µόρια 

DNA, µε Koλλώδη (5' ή 3' εξέχοντα άκρα) ή τυφλά άκρα ενώνονται µεταξύ τους. Η 
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αντίδραση ενοποίησης πρέπει να πραγµατοποιείται κάτω από συνθήκες που ευνοούν 

το σχηµατισµό τέτοιων µορίων-χίµαιρες. Η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων DNA 

και η χρήση αλκαλικής φωσφατάσης διευκολύνουν κατά κανόνα το σχηµατισµό 

τέτοιων µορίων.  

 

2.5.4. Αποφωσφορυλίωση των άκρων µε τη χρήση αλκαλικής φωσφατάσης  

Κατά τη διάρκεια προετοιµασίας πλασµιδιακού φορέα για να χρησιµοποιηθεί 

σε αντίδραση ενοποίησης των άκρων, υφίσταται πέψη µε ένα ή περισσότερα ένζυµα 

περιορισµού ανάλογα µε την περίσταση. Στην περίπτωση. που χρησιµοποιείται µία 

ενδονουκλεάση περιορισµού υπάρχει η δυνατότητα ο πλασµιδιακός φορέας να 

κυκλοποιηθεί µόνος χωρίς την ενσωµάτωση του επιθυµητού ένθετου. Υπάρχει 

δηλαδή ανταγωνισµός για την ένωση µεταξύ των άκρων δύο διαφορετικών µορίων 

DNA και στην ένωση των άκρων του ίδιου µορίου. Με τη χρηση όµως αλκαλικής 

φωσφατάσης αποµακρύνονται οι ακραίες 5'-φωσφορικές οµάδες και έτσι 

εξασφαλίζεται ότι ο πλασµιδιακός φορέας µπορεί να κυκλοποιηθεί µόνο µετά από 

ενσωµάτωση του ένθετου DNA, το οποίο παρέχει την απαραίτητη για την ένωση 

φωσφορική οµάδα στο κάθε άκρο. 

Η διαδικασία της αποφωσφορυλίωσης συνίσταται στα παρακάτω στάδια: 

• Πέψη του πλασµιδιακού DNA µε την κατάλληλη ενδονουκλεάση περιορισµού. 

• Μετά το πέρας της πέψης στο φιάλίδιο eppendorf προστίθεται:  

10 Χ ρυθµιστικό διάλυµα CIP:  10 µl 

Αλκαλική φωσφατάση (CIP, 1υ/µl): 1 µl 

ddH2Ο:  µέχρι τα 100µl 

• Ανάµιξη του δείγµατος και επώαση στους 37°C για 60 λεπτά.  

• Προσθήκη ίσης ποσότητας αλκαλικής φωσφατάσης στο δείγµα και επώαση για 60 

λεπτά. 

• Επώαση στους 60°C για 45 λεπτά προκειµένου να απενεργοποιηθεί το ένζυµο.  

• Καθαρισµός και αποµόνωση του δείγµατος µέσα από πηκτή αγαρόζης. 

 

2.5.5. Ενοποίηση τµηµάτων µε κολλώδη άκρα  

Ο πλασµιδιακός φορέας καθώς και το κλάσµα DNA, του οποίου η κλωνοποίηση 

επιδιώκεται αποµονώνονται και καθαρίζονται από πηκτή αγαρόζης όπως 

περιγράφεται από τα εγχειρίδια των εµπορικών σκευασµάτων (Qiagen-Qiaquick gel 
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extraction kit). Ο τελικός όγκος στον οποίο λαµβάνει χώρα η αντίδραση είναι 

συνήθως 20µl.  

• Σε φιαλίδιο eppendorf, το οποίο βρίσκεται στον πάγο, προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα DNA από τον πλασµιδιακό φορέα και από το ένθετο. Ο όγκος αυτών 

των δύο δεν πρέπει να ξεπερνά τα 17 µΙ.  

• Προσθήκη 2µl 10Χ ρυθµιστικού διαλύµατος της αντίδρασης.  

• Προσθήκη lµΙ Τ4 DNA λιγάσης (0,1 u/µl).  

• Ανάµιξη του δείγµατος και επώαση του στους 16οC για 12-16 ώρες  

• Η αναλογία στην οποία αναµιγνύεται ο πλασµιδιακός φορέας µε το ένθετο είναι 

συνήθως είτε 1:1 είτε 1:3 και η ποσότητα του ενθέτου που θα χρησιµοποιηθεί 

µπορεί να υπολογιστεί από τον ακόλουθο τύπο: 

ρέαενθέτου/φο αναλογία
kb σε φορέα µέγεθος

kb σε ενθέτου µέγεθοςφορέα ng
×

×

 

 

2.5.6. Αντίδραση ενοποίησης τµηµάτων µε τυφλά άκρα  

Στην περίπτωση ενοποίησης κοµµατιών µε τυφλά άκρα, η αντίδραση 

πραγµατοποιείται ουσιαστικά κατά τον ίδιο τρόπο. Οι διαφορές εστιάζονται στη 

χρήση µεγαλύτερης ποσότητας λιγάσης (DNA Τ4 ligase), από πλευράς 

δραστικότητας (1u/µl), στην προαιρετική προσθήκη κατάλληλης ποσότητας PEG 

(5%) στην αντίδραση ενοποίησης, καθώς και στη θερµοκρασία επώασης, η οποία 

στην περίπτωση των τυφλών άκρων είναι 25oC.  

 

2.6. Υπολογισµός της συγκέντρωσης των νουκλεϊνικών οξέων  

Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης DNA και RNA δειγµάτων στηρίζεται στη 

µέτρηση της οπτικής πυκνότητας κατάλληλης αραίωσης, στα 240, 260 και 280 nm. Η 

µέτρηση στα 260 nm επιτρέπει τον υπολογισµό της συγκέντρωσης των νουκλεϊκών 

οξέων, σύµφωνα µε τον τύπο των Beer-Lambert. Η συγκέντρωση υπολογίζεται από 

τον τύπο: 

 

C(ng/µ1)= α x 1/L x O.D.260 x συντελεστής αραίωσης 
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Όπου α σταθερά ,µε τιµή 40 για δείγµα RNA , 50 για δείγµα DNA [ 

αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του νουκλεϊνικού οξέος (ng/µl), για O.D.260=1 ] και L 

το πλάτος της κυψελίδας.  

Οι µετρήσεις στα 240 και 280 nm αναφέρονται στην απορρόφηση των 

φαινολικών και των πρωτεϊνών του δείγµατος, αντιστοίχως, και αποτελούν µέτρο της 

καθαρότητας του. Για δείγµατα χωρίς προσµίξεις, όπως πολυφαινόλες ή 

πολυσακχαρίτες, ο λόγος O.D.260/ O.D.280 ισούται µε 2 στην περίπτωση του RNΑ και 

1,8 για το DNA , ενώ ο λόγος O.D.240/ O.D.260 είναι περίπου 0,5. 

 

2.7. Μεταφορά νουκλεϊνικών οξέων  

Με τον όρο µεταφορά εννοούµε την ακινητοποίηση των νουκλεϊνικών οξέων 

σε στερεό υπόστρωµα, το οποίο συνήθως είναι µεµβράνες είτε πλαστικές είτε 

νιτροκυτταρίνης. Τα ακινητοποιηµένα νουκλεϊνικά οξέα χρησιµοποιούνται ως 

"στόχοι" στη συνέχεια σε πειράµατα υβριδισµού µε τη χρήση των κατάλληλων κατά 

περίσταση ανιχνευτών. Οι διαδικασίες µεταφοράς που χρησιµοποιήθηκαν είναι:  

 

2.7.1. Μεταφορά DNA κατά Southern από πηκτή αγαρόζης  

• Το υπό µεταφορά δείγµα DNA, ηλεκτροφορείται σε πηκτή µε µεγάλο µέγεθος 

και σε συνθήκες χαµηλής τάσης (30V) για πολλές ώρες (14h)  

• Μετά την ηλεκτροφόρηση, η πηκτή τοποθετείται σε λάµπα υπεριώδους φωτός 

και φωτογραφίζεται.  

• Στη συνέχεια εµβαπτίζεται σε διάλυµα 0,25Ν HCI για 15 λεπτά, υπό συνεχή 

ανάδευση. To διάλυµα αλλάζεται και η απο-πουρινοποίηση επαναλαµβάνεται 

για άλλα 15 λεπτά.  

• Ξέπλυµα της πηκτής µε απεσταγµένο νερό, ώστε να αποµακρυνθεί η περίσσεια 

του οξέος.  

• Αποδιάταξη των νουκλεϊνικών οξέων µε εµβάπτιση της πηκτής σε διάλυµα 

αποδιάταξης (0,5Ν ΝaΟΗ, 1,5 Μ NaCI) για 30 λεπτά, µε συνεχή ανάδευση.  

• Επανάληψη του ιδίου βήµατος.  

• Ξέπλυµα της πηκτής µε απιονισµένο νερό και τοποθέτησή της σε διάλυµα 

ουδετεροποίησης (1Μ Τris-ΗCl, 1,5 Μ NaCI, pΗ 7,5) για 30 λεπτά, µε συνεχή 

ανάδευση. 

• Επανάληψη του ίδιου βήµατος.  
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• Πλαστική µεµβράνη (Hybond™-N+ .της Amersham) ή µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Protran της Schleicher & Schuell) κόβεται στις διαστάσεις τις 

πηκτής και τοποθετείται σε διάλυµα 2Χ SSC για 1 λεπτό.  

• Πάνω σε γέφυρα από διηθητίκό χαρτί Whatman 3ΜΜ, του οποίου οι άκρες 

βυθίζονται στο δοχείο που περιέχει το ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς (20X 

SSC), τοποθετείται η πηκτή αγαρόζης. Η πηκτή έρχεται απευθείας σ'επαφή, µε 

το φίλτρο της µεµβράνης πάνω από το οποίο τοποθετούνται 3 φύλλα διηθητικού 

χαρτιού 3ΜΜ κοµµένα στις διαστάσεις της µεµβράνης. Τα φύλλα του 

διηθητικού χαρτιού έχουν εµποτιστεί προηγουµένως στο διάλυµα µεταφοράς. 

Πάνω ακριβώς από τα φύλλα του χαρτιού Whatman τοποθετείται απορροφητικό 

χαρτί, το οποίο είναι κοµµένο και αυτό στις διαστάσεις της πηκτής. Το 

απορροφητικό χαρτί υποβοηθά την απορρόφηση. του διαλύµατος µεταφοράς 

από την πηκτή µέσω παθητικής διάχυσης. Τέλος πάνω από ολόκληρη τη 

διάταξη τοποθετείται βάρος 0,5kgr.  

• Η µεταφορά λαµβάνει χώρα συνήθως για 12-24 ώρες.  

• Μετά το τέλος της µεταφοράς είναι απαραίτητη η πρόσδεση των νουκλεϊνικών 

οξέων στις µεµβράνες. Η πρόσδεση επιτυγχάνεται είτε µε επώαση της 

µεµβράνης στους 80°C για 1 ώρα, είτε µε έκθεσή της σε λάµπα υπεριώδους 

φωτός για κατάλληλο χρονικό διάστηκα (1-3 λεπτά). Το διάστηκα έκθεσης 

εξαρτάται από την απόδοση σε ισχύ της εκάστοτε λάµπας υπεριώδους φωτός 

που χρησιµοποιείται.  

• Η µεµβράνη µέχρι να χρησιµοποιηθεί σε πείραµα υβριδισµού τοποθετείται 

ανάµεσα σε δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού 3ΜΜ και διατηρείται στους 4°C.  

 

2.7. 2. Αλκαλική µέθοδος µεταφοράς DNA σε φίλτρα πλαστικής µεµβράνης  

Η µέθοδος αυτή διαφέρει από την προηγούµενη, που περιγράφηκε στην 

προηγούµενη παράγραφο, στο διάλυµα µεταφοράς και στο χειρισµό της πηκτής µετά 

από τη διαδικασία απο-πουρινοποίησης. Συγκεκριµένα η πηκτή, αφού ξεπλυθεί µε 

απιονισµένο νερό, εµβαπτίζεται για 15 λεπτά σε διάλυµα 0,4Ν ΝaΟΗ υπό συνεχή 

ανάδευση. Στη συνέχεια η πηκτή µεταφέρεται απευθείας στη γέφυρα, η οποία έχει 

ακριβώς την ίδια οργάνωση. Αυτό που διαφέρει όµως, είναι το διάλυµα µεταφοράς 

που περιέχεται στο δοχείο και το οποίο είναι στην προκειµένη περίπτωση 0,4Ν 

ΝaΟΗ. 
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2.7.3. Μεταφορά αποικιών  

• Για την µεταφορά πλακών αποικιών τρυβλία µε τις κατάλληλες αραιώσεις 

κυττάρων E. coli αναπτύσσονται στους 37°C µέχρι οι αποικίες να αποκτήσουν 

διάµετρο 0,2mm.  

• Τοποθετούνται στους 4°C για να σφίξει το θρεπτικό υλικό και ειδικά το άγαρ 

κορυφής.  

• Με γάντια ή χρησιµοποιώντας λαβίδα τοποθετούµε προσεκτικά τη µεµβράνη, την 

οποία έχουµε κόψει στο σχήµα του τρυβλίου  στην επιφάνεια του τρυβλίου χωρίς 

να δηµιουργηθούν φυσαλίδες.  

• Χρησιµοποιώντας µελάνι και µια βελόνα σηµαίνουµε την µεµβράνη, ώστε µετά 

την αυτοραδιογραφία να µπορέσουµε να εντοπίσουµε την θέση των θετικών 

σηµάτων.  

• Η µεταφορά των αποικιών διαρκεί 1 λεπτό για την πρώτη µεµβράνη, 3 λεπτά για 

την δεύτερη, αυξάνει δηλαδή κατά 2 λεπτά για κάθε µεµβράνη πέρα της πρώτης.  

• Αφού περάσει ο χρόνος που απαιτείται η µεµβράνη τοποθετείται 

χρησιµοποιώντας λαβίδα για 5 λεπτά ανάποδα, έτσι ώστε η επιφάνεια της 

µεµβράνης που φέρει τις αποικίες να βλέπει προς τα πάνω, σε διηθητικό χαρτί 

Whatmann 3ΜΜ, το οποίο είναι κορεσµένο από διάλυµα αποδιάταξης (1,5M 

NaCl, Ο,5Ν NaOH).  

• Στην συνέχεια τοποθετείται και πάλι ανάποδα για 5 λεπτά σε διηθητικό χαρτί 

3ΜΜ που είναι κορεσµένο από δίαλυµα ουδετεροποίησης (IΜ Tris-HCL, 1,5 Μ 

NaCl, ρΗ 7,5).  

• Μετά την µεταφορά των αποικιών πραγµατοποιείται ακινητοποίηση του DNA 

των βακτηριοφάγων στην µεµβράνη. Αυτό πραγµατοποιείται µε επώαση της 

µεµβράνη ς στους 80°C για 1 ώρα, είτε µε έκθεση της σε λάµπα υπεριώδους 

φωτός για κατάλληλο χρονικό διάστηµα (1-3 λεπτά).  

• Η µεµβράνη µέχρι να χρησιµοποιηθεί σε πείραµα υβριδισµού τοποθετείται 

ανάµεσα σε δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού 3ΜΜ και διατηρείται στους 4°C,το 

πολύ για 2 µερες λόγω αποδόµησης του DNA.  

 

2.8. Υβριδισµός 

Ο όρος υβριδισµός χρησιµοποιείται για να περιγράψει το σχηµατισµό 
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δίκλωνων µορίων που προκύπτουν από τον συνδιασµό µονόκλωνων νουκλεϊνικών 

οξέων. Λόγω συµπληρωµατικότητας, οι συνθήκες του υβριδισµού καθορίζουν το 

ποσοστό σχηµατισµού υβριδίων µεταξύ νουκλεοτιδικών αλυσίδων. Η άριστη 

θερµοκρασία στην  περίπτωση υβριδισµού µεταξύ µορίων DNA είναι 20-25°C 

χαµηλότερη από τη θερµοκρασία Tm (θερµοκρασία τήξης) του υβριδίου. Οι 

παράµετροι που επηρεάζουν την Tm συνδέονται µεταξύ τους µέσω της εξίσωσης:  

 

Tm = 49.82 + 0.41 (% G + C) - (600/l) 

όπου  l είναι το µέγεθος του ανιχνευτή σε βάσεις  

 

 Σύµφωνα µε το εµπορικό σκεύασµα DIG High Prime DNA Labeling 

and Detection Starter Kit I της εταιρίας Rosche η διαδικασία υβριδισµού των 

νουκλεϊνικών οξέων συνίσταται στα εξής στάδια:  

 

2.8.1. Προϋβριδισµός  

Αρχικά η µεµβράνη διαβρέχεται σε διάλυµα 2 Χ SSC. Ο προϋβριδισµός 

πραγµατοποιείται µε επώαση της µεµβράνης µε τα ακινητοποιηµένα νουκλεϊνικά 

οξέα σε διάλυµα προϋβριδισµού, το οποίο ουσιαστικά έχει την ίδια σύσταση µε το 

διάλυµα υβριδισµού. Σε περίπτωση που χρησιµοποιούνται πολλές µεµβράνες µαζί, 

θα πρέπει να έχουν ελευθερία κίνησης µέσα στο διάλυµα υβριδισµού. Ο 

προϋβριδισµός συνεχίζεται για 30’ στη θερµοκρασία όπου θα λάβει χώρα ο 

υβριδισµός. Στο στάδιο αυτό καλύπτονται οι ελεύθερες θέσεις στη µεµβράνη, οι 

οποίες θα µπορούσαν να προκαλέσουν µη-ειδική δέσµευση του ανιχνευτή.  

 

2.8.2. Υβριδισµός  

Κατά το στάδιο αυτό διακρίνονται οι παρακάτω διαδικασίες: 

• Αποδιάταξη του σηµασµένου ανιχνευτή µε βρασµό στους 70°C για 10 λεπτά.  

• Μετά το τέλος της αποδιάταξης άµεση τοποθέτησή του στον πάγο.  

• Προθέρµανση του διάλυµατος υβριδισµού στη θερµοκρασία στην οποία θα γίνει 

ο υβριδισµός.  

• Αποµάκρυνση του διαλύµατος προϋβριδισµού από τη µεµβράνη.  

• Προσθήκη του προθερµασµένου διαλύµατος υβριδισµού το οποίο περιέχει τον 

αποδιαταγµένο ανιχνευτή.  
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• Ο υβριδισµός λαµβάνει χώρα τουλάχιστον για 16 ώρες µε συνεχή ανακίνηση.  

 

2.8.3. Ξεπλύµατα  και  ανάπτυξη σήµατος 

Μετά το τέλος του υβριδισµού λαµβάνουν χώρα τα εξείς στάδια:  

• Ξέπλυµα της µεµβράνης µε διάλυµα 2Χ SSC, 0,1% SDS  σε θερµοκρασία 

δωµατίου, µε συνεχή ανακίνηση, για 5 λεπτά. Το ξέπλυµα αυτό επαναλαµβάνεται 

2 φορές. 

• 15 λεπτά ξέπλυµα µε συνεχή ανακίνηση σε 0,5Χ SSC, 0,1% SDS  στους 65-68°C.  

• Επανάληψη του ξεπλύµατος αυτού. 

• 5 λεπτά ξέπλυµα στο διάλυµα έκπλυσης, σε θερµοκρασία δωµατίου.  

• 30 λεπτά επώαση στο διάλυµα ΜaΒ µε προσθήκη 2%(w/v) καζεΐνης στο διάλυµα 

αυτό. Στο στάδιο αυτό καλύπτονται οι ελεύθερες θέσεις στη µεµβράνη, οι οποίες 

θα µπορούσαν να προκαλέσουν µη-ειδική δέσµευση του αντισώµατος.  

• 30 λεπτά επώαση στο διάλυµα του αντισώµατος (Roche). 

• 2 φορές ξέπλυµα για 15 λεπτά µε το διάλυµα έκπλυσης 

• Επώαση 2-5 λεπτά στο διάλυµα DB 

• Επώαση της µεµβράνης, χωρίς ανατάραξη, σε 2 ml διαλύµατος χρωµοφόρου 

υποστρώµατος (Roche),σε συνθήκες σκότους για 12 ώρες.  

• Εάν η µεµβράνη δεν πρόκειται να χρησιµοποιηθεί ξανά σε πειράµατα υβριδισµού  

τότε αφήνεται να στεγνώσει πάνω σε διηθητικό χαρτί Whatman® 3ΜΜ και στη 

συνέχεια τυλίγεται σε διαφανή πλαστική µεµβράνη. Σε περίπτωση  που η 

µεµβράνη χρησιµοποιηθεί εκ νέου σε υβριδισµό µε άλλο ανιχνευτή τότε 

φυλάσσεται  σε πλαστική σακούλα γεµάτη διάλυµα ΤΕ. 

 

2.9. Σήµανση νουκλεϊνικών οξέων µε τη χρήση DIG-11-dUTP  

Η σήµανση µε διγοξιγενίνη είναι βασισµένη σε ένα στεροειδές που έχει 

αποµονωθεί από φυτά του γένους Digitalis. Το µόριο της διγοξιγενίνης, το οποίο 

βρίσκεται προσδεδεµένο µέσω µια ανθρακικής αλυσίδας 11 ατόµων άνθρακα µε ένα 

µόριο τριφωσφορικής ουριδίνης (UTP) , αναγνωρίζεται από αντισώµατα (anti-DIG) 

τα οποία έχουν συντηχθεί µε το ένζυµο της  αλκαλικής φωσφατάσης. Έτσι, µε την 

χρήση του κατάλληλου υποστρώµατος, είναι δυνατόν να γίνει αντιληπτή η θέση στην 

οποία έχουν υβριδίσει  τα σηµασµένα, µε διγοξιγενίνη, νουκλεϊνικά οξέα. Για την 

παραλαβή ενός τέτοιου µορίου-ανιχνευτή το οποίο είναι νουκλεϊνικό οξύ µε 
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διγοξυγενίνη υπάρχουν 2 µέθοδοι: 

 

2.9.1. Τυχαία σήµανση 

Κατά τη µέθοδο αυτή µπορούν να δηµιουργηθούν σηµασµένα τµήµατα 

τυχαίου µεγέθους χρησιµοποιώντας σαν µήτρα δείγµατα DNA διαφόρων µεγεθών.  

Τα µόρια-ανιχνευτές που δηµιουργούνται στην περίπτωση αυτή είναι κατάλληλα για 

την ανίχνευση γονιδίων που έχουν ένα µοναδικό αντίγραφο µέσα στο γονιδίωµα κατά 

τη σάρωση βιβλιοθηκών, είτε στον υβριδισµό που ακολουθεί τη µεταφορά κατά 

Southern. 

Σε ένα σωλήνα eppendorf  αναµιγνύονται : 

o 0,3-1µg DNA , το οποίο έχει αποδιαταχθεί µε βρασµό 

o 4µl DiG-High Prime (πολυµεράση Klenow, buffer, dNTPs+dUTPs ) 

o ddH20 µέχρι τον όγκο των 20 µl 

 

Η αντίδραση επωάζεται στους 37 οC για 20 ώρες και το ένζυµο 

απενεργοποιείται στους 65 οC µε την προσθήκη 2µl 0,2M EDTA . 

 

2.9.2. Σήµανση µε PCR 

 Η µέθοδος αυτή είναι  η πιο δηµοφιλής µιας και µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

όταν: α) υπάρχει ανάγκη για µεγάλες συγκεντρώσεις σηµασµένων ανιχνευτών, β) η 

ποσότητα του τµήµατος DNA, που πρόκειται να σηµανθεί, αποτελεί περιοριστικό 

παράγοντα και γ) το αποτέλεσµα της ανίχευσης που θα γίνει µε τον ανιχνευτή πρέπει 

να είναι  πολύ εξειδικευµένο και ευαίσθητο. 

 Η µόνη διαφορά της µεθόδου αυτής µε µια συνηθισµένη αντίδραση PCR είναι 

µόνο ότι το µείγµα των dNTPs αποτελείται από dATP, dGTP, dCTP, dTTP, DIG-11-

dUTP σε αναλογία 1:1:1:0,35:0,65. Οι συνθήκες αντίδρασης (αποδιάταξη, 

υβριδισµός και επιµήκυνση) είναι οι ίδιες. 

 

2.10. Πλασµιδιακη απελευθέρωση 

 H διαδικασία που ακολουθήθηκε για την µοριακή αποµόνωση του γονιδίου 

στο εκάστοτε µεταλλαγµένο στέλεχος, ήταν αυτή της πλασµιδιακής απελευθέρωσης 

(plasmid rescue) (Εικόνα 2.2). Η επιλογή της τεχνικής αυτής βασίστηκε στα 

χαρακτηριστικά της κατασκευής του µεταθετού στοιχείου (Larsen et al., 2002).  
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Εικόνα 2.2 : ∆ιαδικασία της πλασµιδιακής απελευθέρωσης. Το γονιδίωµα του Ps. 

fluorescens Χrif υπόκειται σε πλήρη πέψη από το ένζυµο BamHI. Στη συνέχεια όλα τα 
τµήµατα της πέψης λιγοποιούνται και µόνο εκείνα που περιέχουν το µεταθετό στοιχείο 
(πράσινο βέλος) είναι αυτά που είναι ικανά να αντιγραφούν στον κατάλληλο ξενιστή. Τα 
πλασµίδια-χίµαιρες, που αποµονώθηκαν µε την απελευθέρωση, φέρουν το µεταθετό στοιχείο 
Tn5-RL27 και έχουν µοναδική θέση αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση 
BamHI. 
 

Κατά τη διαδικασία αυτή το γονιδιωµατικό DNA για καθένα από τα 10 

µεταλλαγµένα στελέχη, αφού υπέστη πέψη για 12 ώρες µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση BamHI, η οποία δεν έχει καµία θέση αναγνώρισης µέσα στην 

αλληλουχία του µεταθετού στοιχείου, κυκλοποιήθηκε µε τη δράση της Τ4 DNA 

λιγάσης. Στη συνέχεια, το προϊόν της αντίδρασης λιγοποίησης χρησιµοποιήθηκε για 

το µετασχηµατισµό σε δεκτικά κύτταρα Ε. coli DΗ5α/λpir. Τα µετασχηµατισµένα 

κύτταρα DΗ5a/λpir που είχαν την ικανότητα να αναπτυχθούν υπό την επιλεκτική 

πίεση του αντιβιοτικού καναµυκίνη σε συγκέντρωση 100mg/l ήταν και αυτά που 

έφεραν το αυτολιγοποιηµένο (self-ligated) τµήµα του γονιδιώµατος στο οποίο 

βρίσκεται και η περιοχή στην οποία έχει προκληθεί η µετάλλαξη.  

Το κάθε αυτολιγοποιηµένο τµήµα αποτελεί ένα πλασµίδιο µιας και φέρει την 

αρχή αντιγραφής oriR6K. Η αρχή αντιγραφής του πλασµιδίου R6K απαιτεί την 

έκφραση της πρωτεΐνης π, η οποία εκφράζεται από το γονίδιο pir. Εποµένως κύτταρα 

τα οποία δεν έχουν το γονίδιο pir δεν είναι ικανά να αναγνωρίσουν τα κυκλικά αυτά 

µόρια σαν πλασµίδια και συνεπώς µόνο δεκτικά κύτταρα DΗ5a/λpir φέρουν τα 

πλασµίδια αυτά (Larsen et al., 2002). Με τον τρόπο αυτό αποκλείεται η αποµόνωση 

τµηµάτων του γονιδιωµατικού DNA  του υπό µελέτη βακτηρίου τα οποία έχουν 
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κυκλοποιηθεί τυχαία και δεν σχετίζονται µε την περιοχή της ένθεσης του µεταθετού 

στοιχείου. 

 

2.11. Λυοφυλίωση 

 Με τον όρο αυτό εννοούµε την  αφαίρεση του διαλύτη από ένα διάλυµα µε τη 

απευθείας εξάχνωσή του. Η εξάχνωση του διαλύτη είναι δυνατό να επιτευχθεί µε την 

εφαρµογή συνθηκών χαµηλής πίεσης και θερµοκρασίας Έτσι είναι δυνατόν να 

διατηρήσουµε διάφορα υλικά όπως νουκλεϊνικά οξέα, πρωτεΐνες ακόµα και 

βακτήρια. Η διαδικασία λυοφιλίωσης που ακολουθήθηκε συνοψίζεται στα παρακάτω 

στάδια: 

• Καλλιέργειες δύο βακτηριακών στελεχών οι οποίες έχουν αναπτυχθεί σε υγρό 

θρεπτικό µέσο LB σε όγκο 1l φυγοκεντρούνται όταν η οπτική πυκνότητα  

φτάσει OD600=1 

• Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται  στο 1/10 το αρχικού του όγκου σε 

υδατικά διαλύµατα τα οποία περιέχουν διάφορες κρυοπροστατευτικές ενώσεις. 

• Το αιώρηµα αυτό µοιράζεται σε  πλαστικούς σωληνες των 10ml και 

τοποθετείται σε θερµοκρασία -80οC για 1 ώρα, έως ότου παγώσει ολόκληρος ο 

όγκος του δείγµατος. 

• Μετά το πέρας της 1 ώρας τα δείγµατα τοποθετούνται στον λυοφιλιωτή  Telstar, 

ο οποίος µε τη βοήθεια κενού (0,0045mbar) και χαµηλης θερµοκρασίας (-50οC) 

εξαχνώνει τον διαλύτη. 

• Οι συνθήκες αυτές εφαρµόζονται στα δείγµατα µέχρι να εξαχνωθεί ολόκληρος ο 

όγκος του νερού, που χρησιµοποιείται ως διαλυτής. Συνήθως η διαδικασία 

διαρκεί 8-10 ώρες για ένα τέτοιο όγκο δείγµατος. 

• Τα δείγµατα αφού βγουν από τον λυοφιλιωτή κλείνονται µε πώµα και 

αποθηκεύονται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

 

2.12. Αλυσιδωτή αντίδραση της Πολυµεράσης (PCR) 

 

2.12.1. Αντιδρασεις PCR 

Ένα γενικό πρωτόκολλο για την ενίσχυση τµηµάτων DNA είναι το ακόλουθο: 
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Συστατικά Αντίδρασης Πυκνό ∆ιάλυµα Όγκος Τελική Συγκέντρωση 

Ρυθµιστικό ∆ιάλυµα PCR 5X 10µl 1 X 

∆ιάλυµα MgCl2 25mM 2µl 1mM 

DNTPs 10mM 1µl 200nΜ 

Άνω εκκινητής 10mM 2µl 400nΜ 

Κάτω εκκινητής 10mM 2µl 400nΜ 

DNA µήτρα  - - 10ng γονιδιωµατικό DNA 

Taq Πολυµεράση (Promega) 5u/µl 0,25µl 1,25u 

ddH2O Έως τα 50µl 

Τελικός όγκος αντίδρασης 50µl 

 

Κάθε ένα από τα συστατικά της αντίδρασης τοποθετούνται σε σωλήνα 

χωρητικότητας 500µl, κατάλληλο για αντιδράσεις PCR, ο οποίος βρίσκεται στους 

4°C. Μόλις προστεθούν αναµειγνύονται καλά, φυγοκεντρούνται για λίγο ώστε να 

συγκεντρωθούν στην άκρη του σωλήνα (spin down) και τοποθετούνται στην κεφαλή 

συσκευής που έχει προγραµµατιστεί µε το κατάλληλο πρόγραµµα. H προσθήκη 

λαδιού και παραφινέλαιου δεν είναι απαραίτητη σε αντιδράσεις PCR που 

πραγµατοποιούνται στην συσκευή που αναφέραµε διότι διαθέτει ειδικό 

θερµαινόµενο καπάκι.  

 Οι θερµόκυκλοι επιλέχθηκαν µε βάση το πρότυπο που παρουσιάζεται 

ακολούθως: 

  

Αριθµός κύκλων  

1 Αποδιάταξη του DNA για 2 λεπτά στους 94°C 

10 

Αποδιάταξη στους 94°C για 15 δευτερόλεπτα  

Υβριδισµός εκκινητών συνήθως στους 45-65οC για 30 

δευτερόλεπτα  

Επιµήκυνση στους 72°C ή 68°C για 45 δευτερόλεπτα έως 8 

λεπτά 

 

15-20 

Αποδιάταξη στους 94°C για 15 δευτερόλεπτα 

Υβριδισµός εκκινητών συνήθως στους 45-65οC για 30 

δευτερόλεπτα 
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Επιµήκυνση στους 72°C ή 68°C για 45 δευτερόλεπτα έως 8 

λεπτά, +15 δευτερόλεπτα ανά κύκλο 

1 Τελική επιµήκυνση προϊόντος στους 72°C για 7 λεπτά 

 

• Η θερµοκρασία υβριδισµού των εκκινητών εξαρτάται από τη θερµοκρασία 

τήξης Tm του κάθε εκκινητή η οποία υπολογίζεται από σχετικά προγράµµατα 

σχεδιασµού ,όπως είναι το DNAman. 

• Η θερµοκρασία επιµήκυνσης εξαρτάται από το µήκος των προϊόντων πού 

αναµένουµε. Για προϊόντα µέχρι και 3kb είναι 72°C, ενώ για προϊόντα 

µεγαλύτερα από 3kb είναι 68°C 

• Ο χρόνος επιµήκυνσης εξαρτάται από το µέγεθος του υπό ενίσχυση τµήµατος 

DNA καθώς και από τις προδιαγραφές της θερµοανθεκτικής πολυµεράσης που 

χρησιµοποιήθηκε. Έτσι, ενδεικτικά για ένα µήκος τµήµατος DNA 1kb ο χρόνος 

επιµήκυνσης είναι 1 λεπτό, ενώ για ένα τµήµα 6kb ο χρόνος επιµήκυνσης είναι 4 

λεπτά 

 

Όταν τελειώσουν οι PCR αντιδράσεις αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης 

συγκέντρωσης 0,8%-1,2%, ανάλογα µε το µήκος των προϊόντων που περιµένουµε. Οι 

αντιδράσεις αποθηκεύονται στους -20°C. Σε περίπτωση, όµως, που θέλουµε να 

υποκλωνοποιήσουµε το προϊόν PCR τότε ακολουθούµε την διαδικασία 

υποκλωνοποίησης  αποφεύγοντας να τις παγώσουµε. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία 

των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR της παρούσας εργασίας 

δίνονται στον Πίνακα Π5 του Παραρτήµατος. 

 

2.12.2. Real Time PCR 

Η τεχνική του ποσοτικού Real Time PCR χρησιµοποιήθηκε στην ανάλυση 

των επιπέδων έκφρασης γονιδίων. Προκειµένου να εφαρµοστεί η τεχνική αυτή, 

χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό σκεύασµα SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Kit 

Universal, της εταιρίας KAPA™. Η συνολική ποσότητα RNA (DNAse treated) σε 

κάθε αντίδραση ήταν 50ng. Η τελική συγκέντρωση για το κάθε ζέυγος των εκκινητών 

που χρησιµοποιήθηκαν στο µίγµα της αντίδρασης ήταν 200nΜ. Ο συνολικός όγκος 

της αντίδρασης ήταν 10µl. Το µηχάνηµα το οποίο χρησιµοποιήθηκε ήταν της εταιρίας 

Stratagene, µοντέλο Mx3005P™. 
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Οι θερµόκυκλοι οι οποίοι ακολουθήθηκαν βάσει του εγχειρίδιου του 

εµπορικού σκευάσµατος της KAPA™ που χρησιµοποιήθηκε, παρουσιάζονται 

ακολούθως: 

Αριθµός κύκλων  

1 Σύνθεση του cDNA για 10 λεπτά στους 42°C 

1 
Απενεργοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης στους 95°C για 

10 λεπτά. 

40 

Αποδιάταξη στους 95°C για 15 δευτερόλεπτα 

Υβριδισµός εκκινητών και επιµήκυνση στους 60οC για 60 

δευτερόλεπτα. 

1 

Αποδιάταξη στους 95°C για 15 δευτερόλεπτα 

Υβριδισµός εκκινητών και επιµήκυνση στους 60οC για 30 

δευτερόλεπτα. 

Στον θερµοκύκλο αυτό γίνεται η λήψη των µετρήσεων από το 

µηχάνηµα προκειµένου να κατασκευάσει τις καµπύλες τήξεις 

(dissociation - melting curves) των προϊόντων. 

 

Προκειµένου να διαπιστωθεί ότι το κάθε ζεύγος εκκινητών που σχεδιάστηκε 

είναι εξειδικευµένο και δίνει µόνο ένα προϊόν ελέγθηκαν οι καµπύλες τήξης (melting-

dissociation curves) σε κάθε αντίδραση. Χαρακτηριστικά γραφήµατα µε τα τέσσερα 

ζεύγη εκκινητών, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή, 

παρουσιάζονται στο Γράφηµα Π1 (§ Παράρτηµα). Μοναδιαίες κορυφές στα 

γραφήµατα αυτά αντιπροσωπεύουν την µοναδικότητα του προϊόντος και 

επιβεβαιώνουν την εξειδίκευση των εκκινητών. 

Στην ανάλυση των αποτελεσµάτων του Real Time PCR τα επίπεδα 

µεταγραφής του κάθε γονιδίου διορθώθηκαν µε τα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου 

αναφοράς rpoD [ )()()tan( rpoDCtgeneCttmuCt −=∆ , )()()( rpoDCtgeneCtwildCt −=∆ ]. Στα 

γραφήµατα παρουσιάζονται τα επίπεδα έκφρασης (logRQ, 

)]()tan([2 wildCttmuCtRQ ∆−∆−= ) στα µεταλλαγµένα στελέχη, σε σχέση µε τα 

αντίστοιχα επίπεδα στον άγριο τύπο Χ. Στο κάθε διάγραµµα παρουσιάζεται το τυπικό 

σφάλµα του µέσου όρου τριών επαναλήψεων (de Bruijn et al., 2009).     
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Πίνακας 2.3: Εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν στo Real Time PCR. 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία  5’àààà3’ 

rpoDf GATTCGTCAGGCGATCAC 
rpoDr AATACGGTTGAGCTTGTTGA 
rpoBf ATCCGCAAGGACTTTAGC 
rpoBr GGATAGCCAGAAGGTACG 
sup6f ACGGTAGTTACTTCTTCAG 
sup6r CTTCAAACAACAGGCATC 
sup5f AAATCATCCTGGGCGAAG 
sup5r CGAAGTGGCTGTAGTGAC 
orf8f ACTATCCGTCGTGTCATCA 
orf8r AAACATCACTCGCATCGTTA 

 

2.12.3. PCR αποικιών  

Για τον εντοπισµό αποικιών βακτηρίων (Escherichia coli), που έχουν 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο χωρίς όµως να είναι δυνατή η δοκιµή της β-

γαλακτοσιδάσης και κατά συνέπεια η επιλογή µπλε / άσπρων αποικιών, µπορούµε να 

εφαρµόσουµε την µεθοδολογία της µεταφοράς αποικιών σε µεµβράνη και στην 

συνέχεια υβριδισµό µε τον κατάλληλο ανιχνευτή. Όταν όµως είναι γνωστή η 

νoυκλεoτιδική αλληλουχία του τµήµατος DΝΑ που µας ενδιαφέρει να έχει 

υποκλωνοποιηθεί στον κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα και να. περιέχεται στον 

εκάστοτε µικροοργανισµό µπορούµε. να σχεδιάσουµε εκκινητές, οπότε µε µια απλή 

αντίδραση. PCR της µικροβιακής αποικίας (colony PCR), να πιστοποιήσουµε την 

ένθεση του επιθυµητού τµήµατος µε το σωστό µέγεθος. Χρησιµοποιώντας την 

τεχνική αυτή, η πιστοποίηση γίνεται αµέσως. Έτσι σε σύντοµο χρονικό διάστηµα από 

την στιγµή που αναλυθούν τα αποτελέσµατα του PCR µπορούµε να έχουµε 

καλλιέργεια του µικροοργανισµού που φέρει το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο.  

• Χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα συλλέγουµε και µεταφέρουµε 

την βακτηριακή αποικία από το στερεό θρεπτικό µέσο σε σωλήνα eppendorf που 

περιέχει 300µl LB. 

• Το εµβόλιο επωάζεται για 6ώρες στους 37°C µε ανακίνηση. 

• 200µl από την καλλιέργεια φυγοκεντρούνται στις 13000 στροφές/λεπτό και το 

βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 60µl dH2O  και  βράζεται στους 100οC για 

10 λεπτά. Τα υπόλοιπα 100µl της καλλιέργειας διατηρούνται στους 4°C. 

• Μετά την παραµονή των κυττάρων για 10 λεπτά στους 100οC ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές/λεπτό για 20 δευτερόλεπτα. 
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• Στην αντίδραση PCR προσθέτουµε τα συστατικά που αναφέρθηκαν µε την 

διαφορά που αντί για DNA µήτρα προσθέτουµε 10µl από το τα περίπου 60µl  από 

το αιώρηµα των βακτηριακών κυττάρων. 

• Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από τους εκκινητές που χρησιµοποιούµε 

και ο χρόνος επιµήκυνσης από το µέγεθος του τµήµατος DNA που περιµένουµε. 

Ο αριθµός των θερµοκύκλων είναι 25-30 µιας και το προιόν της PCR θα 

χρησιµοποιηθεί µόνο για διαγνωστικό σκοπό.  

• Μόλις οι αντιδράσεις ολοκληρωθούν τα αποτελέσµατα αναλύονται σε πηκτή 

αγαρόζης. Για τις θετικές αποικίες µεταφέρουµε τα υπόλοιπα 100µl σε θρεπnκό 

µέσο LB µε το κατάλληλο αντιβιοτικό. Όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν µέρος της 

καλλιέργειας αναµιγνύεται µε γλυκερόλη και διατηρείται για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα στους - 80°C. 

 

2.12.4. Υποκλωνοποίηση των προϊόντων PCR  

 Η  ενίσχυση τµηµάτων DΝΑ χρησιµοποιώντας θερµοανθεκτικές Taq DNA 

πολυµεράσες έχει ως αποτέλεσµα τα περισσότερα µόρια των προϊόντων που 

προκύπτουν να έχουν στο 3' µια αδενίνη που προεξέχει. Εξαιτίας του τελικού 3’ Α 

είναι σχετικά δύσκολη η υποκλωνοποίηση των προϊόντων PCR γι' αυτό 

χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας pGEM®- Τ Easy (Promega) του οποίου 

κάθε άκρο της ζώνης κλωνοποίησης έχει µια προεξέχον θυµίνη. Η πολυµεράση η 

οποία χρησιµοποιήθηκε (GoTaqFlexi-Promega) είναι γνωστό ότι προσθέτει αδενίνες 

στο 3’ άκρο των προϊόντων της και έτσι έιναι έυκολη η υποκλωνοποίηση σε ένα 

φορέα όπως ο φορέας pGEM®- ΤEasy. Απαραίτητη προϋπόθεση για την αντίδραση 

λιγοποίησης σε ένα τέτοιο φορά (ΤA cloning) είναι η χρησιµοποίηση της λιγάσης και 

των ρυθµιστικών διαλυµάτων της που προµηθεύονται µαζί µε  τον φορέα. 

Τα προϊόντα του PCR που κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pGEM®-ΤEasy 

(Promega Corp.) στη συνέχεια υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα έκφρασης 

pBBR1MCS5 και pBBR1MCS5-RBS (Kovach et al., 1995; Φωτιάδης Χ., 

µεταπτυχιακή µελέτη) (Εικόνα 2.3). Στην προσπάθεια υποκλωνοποίησης των 

µεγαλύτερων προϊόντων χρησιµοποιήθηκαν αρκετοί φορείς (pLAFR3, pLAFR5, 

pBR322, pME600, pBHR1), χωρίς καµία επιτυχία. 
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Εικόνα 2.3: Γενετικός χάρτης του πλασµιδίου pBBR1MSC5 (Kovach et al., 1995) και του 
pBBR1MSC5-RBS (Φωτιάδης Χ., µεταπτυχιακή µελέτη) 
 

2.15. Βιοπληροφορική ανάλυση 

Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις 

αντιδράσεις PCR (Πίνακας Π5, § Παράρτηµα) και RT-PCR (Πίνακας 2.3, §Υλικά 

και Μέθοδοι) της παρούσας διατριβής σχεδιάστηκαν µε τη βοήθεια των 

προγραµµάτων DNAMAN και Beacon Desighner v.7.91. Ο έλεγχος των 

αλληλουχιών για τον εντοπισµό υποθετικών (putative) µεταγραφικών υποκινητών 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος NNPP v2.2 (Neural Network 

Promoter Prediction tool) (Reese M.G., 2001). Η ανάλυση συνταινίας και η σύγκριση 

των γονιδιωµατικών περιοχών πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια της βάσης 

δεδοµένων BioCyc (Keseler et al., 2009), αλλά και της STRING 8.3 (Jensen et al., 

2009). Η στοίχιση των νουκλεοτιδικών και αµινοξικών αλληλουχιών 

πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα MultAlin (Corpet F., 1988) και οι έρευνες 

οµοιότητας µε το BLAST 2.0 από το National Center for Biotechnology Information 

(Bethesda, MD, U.S.A.).  

Τέλος, προκειµένου να αναλυθεί η πρωτοταγής δοµή των πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος (Kyte et al., 1982) της υδροπάθειας (Hydropathicity) και 

η µέθοδος (Eisenberg et al., 1984) της κανονικοποιηµένης συµβατότητας 

(Normalized consensus hydrophobicity scale). Τα αποτελέσµατα των δύο µεθόδων 

συγκρίνονταν µεταξύ τους και µε τα αποτελέσµατα από τις µεθόδους DAS (Dense 

Alignment Surface method) και PRED-TMR (Prediction of Transmembrane regions 

in proteins) µε τις οποίες πραγµατοποιήθηκε η πρόβλεψη των διαµεµβρανικών 

τµηµάτων των πρωτεϊνών. 
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Προγράµµατα Βιοπληροφορικής: 
• http://smart.embl.de/smart 
• http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
• http://biocyc.org 
• http://string-db.org 
• http://expasy.org 
• http://www.pseudomonas.com 
• http://www.jgi.doe.gov 
• http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html 
• http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/index.html 

 

2.16. Αριθµοί καταχώρισης, των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων 

καταστολής, στην GenBank  

Οι αλληλουχίες των γονιδίων, σε κάθε περιοχή ένθεσης του µεταθετού 

στοιχείου, για όλα τα µεταλλαγµένα στελέχη  κατατέθηκαν στην τράπεζα γεννετικών 

πληροφοριών (GenBank). Η αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA καταχωρήθηκε µε 

τον αριθµό JQ361765. Η αλληλουχία του γονιδίου sup1 καταχωρήθηκε µε τον 

αριθµό HQ383687. Η αλληλουχία της γονιδιωµατικής περιοχής των γονιδίων orfA, 

orf0, sup2, orf1, orf2, orf3, sup3 και orf4 καταχωρήθηκε µε τον αριθµό JQ039398. 

Τέλος, η αλληλουχία της γονιδιωµατικής περιοχής των γονιδίων orf6, sup5, sup6, 

orf7, orf8 και orf9 καταχωρήθηκε µε τον αριθµό JQ039399. 

 

2.17. Υδατικά διαλύµατα και θρεπτικά µέσα βακτηριακών κυττάρων  

 
2.17.1. ∆ιαλύµατα ανάπτυξης βακτηρίων  - σχετικά αντιδραστήρια  

• LB υγρό θρεπτικό µέσο 
1%(w/v) τρυπτόνη, 0,5%(w/v)  Εκχύλισµα Ζύµης, 1%(w/v) NaCl 
Στην περίπτωση υγρού θρεπτικού µέσου προστίθεται 1,8 %(w/v) άγαρ. 
 
• King’s B 
2 %(w/v) Proteose Pepton No3, 0,015 %(w/v) MgSO4·7H2O, 0,01965%(w/v)  
KPO4·7H2O, 1,7 %(w/v)  glycerol 
 
• PDA 
30%(w/v) κοµµένη πατάτα, 1,5%(w/v) filter-sterilized Glucose, 1,8%(w/v) άγαρ 
 
• Μ9 υγρό θρεπτικό µέσο 
1,28%(w/v) Na2HPO4·7H2O, 0,3%(w/v) KH2PO4, 0,5‰(w/v) NaCl, 1‰(w/v) NH4Cl, 
0,002M MgSO4, 0,0001M CaCl2, 20% (w/v) εκάστοτε πηγή άνθρακα 
 
• X-gal 5-brοmο-4-chlοrο-3-ίndοlyl-β-D-galactopyranοsίde (BRL) 

 20mg/ml σε διµεθυλ-φορµαµίδιo. Αποθηκεύεται στους  -200 C. 
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2.17.2. ∆ιαλύµατα ηλεκτροφόρησης και υβριδισµού 

• 10 Χ ΤΒΕ διάλυµα ηλεκτροφόρησης  
0,93%(w/v) EDTA, 0,55%(w/v)  Βορικό οξύ, 10,8 %(w/v) Tris-Cl.  
 
• 50X ΤΑΕ ρυθµιστικού διάλυµατος  
2,42 %(w/v) Tris-base, 100ml 0,5Μ EDTΑ pΗ=8 ( ethylenediaminetetracetic acid 
disodium salt), 5,7 %(v/v)  CH3COOH  
 
• ΝΕΝ διάλυµα αποδιάταξης  
1Ν NaOH, lmM EDTA ρΗ 8,0  
 
• COL1 διάλυµα χρωστικών  
5 X µητρικό διάλυµα χρωστικών 1,25% (w/v) µπλε της βρωµοφαινόλης, 1,25% (w/v) 
κυανολοξυλένιο σε dH2Ο. Το COL1 έχει τελική σύσταση 1Χ διαλύµατος χρωστικών, 
50% (w/v) σουκρόζης 
 
• Βρωµιούχο αιθίδιο  
10mg/ml Η2Ο. αποθήκευση σε σκοτεινό µπουκάλι, σε θερµοκρασία δωµατίου  
 
• 20Χ SSC διάλυµα  
3Μ NaCl, 0,3Μ κιτρικό νάτριο (pΗ 7,0) 
 
• ∆ιάλυµα έκπλυσης (WB) 
0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl; pH 7.5, 0.3% (v/v) Tween 20 
 
• ∆ιάλυµα µαλεϊκού οξέος (ΜaB) 
0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl, pH 7.5  
 
• ∆ιάλυµα ανίχνευσης (DB) 
0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5 
 
• ΤΕ 
10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 

 

2.17.3 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA  

 
 

S1 10mΜ EDTΑ (ρΗ=8), 25mM Tris-HCl (ρΗ=8), 50mM Glucose 
 

S2 
1 % w/v SDS, 0,2Ν NaOH 

 

S3 
60 ml από 5 Μ οξικού καλίου, 11,5 ml οξικό οξύ και 28,5 ml ddH2Ο για 

σύνολο 100ml 
STE 1mΜ EDTΑ (ρΗ=8), 10mM Tris-HCl (ρΗ=8), 0,1M NaCl 

STET 0,1 Μ NaCl, l0mΜ Tris-C1 (ΡΗ 8,0), 1mM EDTA (ΡΗ 8,0), 5% 
Triton Χ-100 και 1mg/ml λυσοζύµη 
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3.1. Μοριακή ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA 

Τα πρώτα µόρια που εξετάστηκαν για τις δυνατότητές τους ως φυλογενετικοί 

δείκτες ήταν τα κυτοχρώµατα και οι φερεδοξίνες. Στις αρχές της δεκαετίας του 80’, 

διατυπώθηκε για πρώτη φορά η άποψη ότι το γονίδιο που κωδικοποιεί για το 16S 

rRNA (µικρή υποµονάδα του ριβοσώµατος) είναι ένα πολύ χρήσιµο φυλογενετικό 

εργαλείο και βάσει του γονιδίου αυτού δηµιουργήθηκαν τα πρώτα φυλογενετικά 

δέντρα προκαρυωτικών οργανισµών (Fox et al., 1980).  

Η συντηρηµένη αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA αποτελεί το πιο 

αποδεκτό και ευρέως χρησιµοποιούµενο εργαλείο στην βακτηριακή ταξινόµηση και 

φυλογένεια. Οι πιο σηµαντικοί λόγοι για τους οποίους συµβαίνει αυτό είναι: α) η 

παρουσία του, σχεδόν, σε όλα τα βακτήρια, συχνά ως πολλαπλά αντίγραφα ή ως 

οπερόνια, β) η λειτουργία του γονιδίου 16S rRNA δεν έχει αλλάξει µε το πέρασµα 

του χρόνου, υποδηλώνοντας ότι οι τυχαίες αλλαγές στην αλληλουχία είναι 

περισσότερο αντιπροσωπευτικές της εξέλιξης, και γ) το γονίδιο 16S rRNA έχει 

µέγεθος περίπου 1500bp, το οποίο εξυπηρετεί σε έρευνες βιοπληροφορικής (Janda et 

al., 2007). Προκειµένου η αλληλουχία του 16S rRNA να είναι αντιπροσωπευτική και 

ικανή να χρησιµοποιηθεί στον χαρακτηρισµό ενός είδους, θα πρέπει να έχει µέγεθος 

µεγαλύτερο των 1,3kb (<0,5% αµφιβολία) (Stackebrandt et αl., 2002).  

Η χρήση του 16S rRNA ως φυλογενετικού δείκτη παρουσιάζει ορισµένα 

µειονεκτήµατα. Ανάλογως της λειτουργικής σηµασίας, τα δοµικά στοιχεία των rRNA 

δεν διαφοροποιούνται ελεύθερα και οι αλλαγές στην αλληλουχία τους δε φαίνεται να 

αποτελούν µια συνεχή διαδικασία. Έτσι, η απόκλιση των σύγχρονων αλληλουχιών 

rRNA αποδεικνύει µε επιτυχία την συσχέτιση των κοινών προγόνων και των 

σύγχρονων απογόνων τους αλλά όχι την τοποθέτηση της συςσχέτισης αυτής σε µία 

χρονική κλίµακα. Ένα άλλο πρόβληµα αποτελεί η ύπαρξη πολλαπλών γονιδίων σε 

έναν οργανισµό. Η επικρατούσα άποψη ότι δεν υπάρχουν αξιοσηµείωτες διαφορές 

µεταξύ των πολλαπλών αλληλουχιών rRNA (>99% οµολογία) για έναν οργανισµό 

(Ludwig et al., 2005) δεν ισχύει, αφού έχει βρεθεί ότι υπάρχουν ορισµένες 

εξαιρέσεις, όπως τα Thermomonospora chromogena, Thermobispora bispora και 

Haloarcula marismortui των οποίων τα γονίδια 16S και 23S παρουσιάζουν διαφορές 

ως και 10% (Hashimoto et al., 2003).  

Παρόλο που, τα επίπεδα οµολογίας των αλληλουχιών του γονιδίου rRNA σε 

ορισµένους οργανισµούς είναι υψηλά είναι δυνατό να παρουσιάζονται σηµαντικές 

διαφορές στο επίπεδο του συνολικού γονιδιώµατος. Το γεγονός αυτό αποτελεί ένα 
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ακόµα από τα προβλήµατα που παρουσιάζει η φυλογενετική ανάλυση βάσει του 

γονιδίου 16S rRNA. Προκειµένου να αποφευχθούν λανθασµένα συµπεράσµατα κατά 

την ερµηνεία των φυλογενετικών δέντρων, πρέπει να δίδεται προσοχή στα πρότυπα 

διακλάδωσης στην περιφέρεια του δέντρου διότι, πιθανώς, να µην αντιπροσωπεύουν 

την πραγµατική φυλογένεια. ∆εδοµένης της χαµηλής φυλογενετικής αναλυτικής 

δύναµης σε τέτοια επίπεδα σχετικότητας (άνω του 70% οµολογίας) προτείνεται η 

υποστήριξη των αποτελεσµάτων µε έρευνες υβριδισµού (Ludwig et al., 2005).  

Η αναγνώριση νέων ειδών βακτηρίων και η εκ νέου ταξινόµηση ορισµένων 

παλαιότερων έχει οδηγήσει στη δηµιουργία και τον εµπλουτισµό των βάσεων 

δεδοµένων στο διαδίκτυο. Συγκεκριµένα, από µια πρόχειρη έρευνα στην βάση 

Bioproject (NCBI) είναι δυνατό να διαπιστωθεί ότι το γονιδίωµα συνολικά 16.910 

οργανισµών έχει πλήρως αλληλουχιθεί, από τους οποίους 11.986 αφορούν το 

γονιδίωµα βακτηρίων και 371 το γονιδίωµα αρχαίων.  

 

3.1.1. Ενίσχυση τµήµατος του γονιδίου 16S rRNA 

Προκειµένου να µελετηθεί η µοριακή ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA 

πραγµατοποιήθηκε η ενίσχυση της αλληλουχίας του µε PCR. Στην αντίδραση αυτή 

χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος των εκκινητών 16Sf-16Sr (Weisburg et al., 1991) 

(Πίνακας Π5, § Παράρτηµα). Το προιόν της αντίδρασης το οποίο είχε µέγεθος 

1,53kb κλωνοποιήθηκε (Πίνακας Π3, § Παράρτηµα) και πραγµατοποιήθηκε η 

ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του χρησιµοποιώντας σαν εκκινητές τους 

Τ7 και SP6 (Πίνακας Π5, § Παράρτηµα), όπως αναφέρεται στο εργαστηριακό 

εγχειρίδιο της εταιρείας Promega. Η αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA από το 

στέλεχος κατατέθηκε στη Genbank µε αριθµό καταχώρισης (accession number) 

JQ361765. 

 

3.1.2. Ποσοστά οµοιότητας του γονιδίου 16S rRNA και σχεδιασµός του 

φυλλογενετικού δέντρου του Ps. fluorescens X 

Μετά από σύγκριση της αλληλουχίας του 16S rRNA του στελέχους Ps. 

fluorescens X µε τα στοιχεία των βάσεων δεδοµένων από το διαδικτυακό πρόγραµµα 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) προέκυψε ότι αυτή έχει µεγαλύτερη 

οµολογία µε την αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA από το στέλεχος Pseudomonas 

sp. LC07. Το µεγαλύτερο ποσοστό οµολογίας µε στελέχη των οποίων το γονιδίωµα 

έχει πλήρως αλληλουχιθεί ήταν αυτό που παρατηρήθηκε µε το στέλεχος Ps. 
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fluorescens SBW25. 

Πίνακας 3.1: Ποσοστά οµολογίας της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 16S rRNA 
του στελέχους Ps. fluorescens X µε 20 κατατεθειµένες αλληλουχίες στη Genbank. 

Στέλεχος Locus Tag 
Μέγιστο ποσοστό 
οµολογίας (max 

identity %) 

Ποσοστό 
επικάλυψης (query 

coverage %) 
Ps. sp. LC07 EU595584 99 100 

Ps. fluorescens strain 
PGPR1 HQ876462 99 99 

Ps. fluorescens strain F DQ146946 98 99 
Ps. fluorescens SBW25 PFLUr1   98 99 
Ps. fluorescens Pf0-1 Pfl01_R0001 97 99 
Ps. fluorescens F113 PSF113_0153 97 99 
Ps. fluorescens strain 

BIT-18 GU367870 97 99 

Ps. gessardii strain CIP 
105469 NR_024928 99 98 

Ps. tolaasii strain LMG 
2342 NR_041799 98 98 

Ps. fluorescens Pf-5 PFL_0119 96 99 
Ps. syringae pv. 

phaseolicola 1448A PSPPH_0689 96 99 

Ps. syringae pv. syringae 
B728a Psyr_RNA4 96 99 

Ps. putida BIRD-1 PPUBIRD1_r0001 96 99 
Ps. putida GB-1 PputGB1_R0001 96 99 

Ps. putida KT2440 PP_16SA 96 99 
Ps. entomophila L48 PSEEN_16s_3 96 98 

Ps. syringae pv. tomato 
str. DC3000 PSPTO_r01 96 99 

Ps. fulva 12-X Psefu_R0001 95 99 
Ps. aeruginosa PA7 PSPA7_0811 94 99 

Ps. aeruginosa PAO1 PA0668.1 94 99 
 
 
Ακολούθως, πραγµατοποιήθηκε η ευθυγράµµιση της αλληλουχίας του 

γονιδίου 16S rRNA από το υπό µελέτη στέλεχος και 20 κατατεθειµένων στη 

Genbank αλληλουχιών. Στη συνέχεια κατασκευάστηκε το δενδρόγραµµα των 

αλληλουχιών 16S rRNA (Εικόνα 3.1), µε τη βοήθεια του προγράµµατος MEGA5.05 

(Tamura et al., 2011), απ’όπου είναι δυνατό να παρατηρηθεί ότι το υπό µελέτη 

στέλεχος βρίσκεται εξελικτικά πιο κοντά µε στελέχη τα οποία έχουν χαρακτηριστεί 

ως Ps. fluorescens. 
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Εικόνα 3.1: Εξελικτικές σχέσεις του υπό µελέτη στελέχους και των στελεχών αναφοράς 
βάσει του γονιδίου 16S rRNA. Η απεικόνιση της εξελικτικής ιστορίας  πραγµατοποιήθηκε 
µέσω της µεθόδου Neighbor-Joining (Saitou et al., 1987). Παρουσιάζεται το δέντρο 
οµολογίας 1000 αντιγράφων bootstrap προκειµένου να απεικονισθεί η εξελικτική ιστορία των 
υπό ανάλυση taxa. Οι κλάδοι που αντιστοιχούν σε κατανοµές, οι οποίες αναπαράχθηκαν σε 
λιγότερα από 50% των αντιγραφών bootstrap, έχουν συγχωνευθεί. ∆ίπλα στους κλάδους 
παρουσιάζεται το ποσοστό των αντιγράφων των δέντρων στα οποία τα συσχετιζόµενα taxa 
συγκροτούν µία οµάδα (Felsenstein, 1985). Το δέντρο είναι σχεδιασµένο σε κλίµακα, µε τους 
κλάδους να έχουν τις ίδιες µονάδες µε αυτές των αποστάσεων που χρησιµοποιηθήκαν για να 
προκύψει το φυλογενετικό δέντρο. Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο 
Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) και οι µονάδες αντιπροσωπεύουν τον 
αριθµό υποκαταστάσεων ανά θέση. Όλες οι θέσεις που περιείχαν κενά ή απουσίαζαν 
πληροφορίες δεν υπολογίστηκαν (επιλογή πλήρους απάλειψης). Σύνολο 1530 βάσεις. Όλες οι 
φυλογενετικές αναλύσεις πραγµατοποιηθήκαν µε το λογισµικό MEGA5.05 (Tamura et al., 
2011). Ως οutgrοup χρησιµοποιήθηκε το Methylococcus capsulatus str. Bath 
(MCA_Mc16SB) και το Ralstonia solanacearum GMI1000 (RS05737). Ως αλληλουχίες 
αναφοράς χρησιµοποιήθηκαν χαρακτηριστικά στελέχη του γένους Pseudomonαs τα οποία 
εµφανίζονται µε τα locus tags των γονιδίων 16S rRNA (EU595584: Ps. sp. LC07, 
GU367870: Ps. fluorescens strain BIT-18, HQ876462: Ps. fluorescens strain PGPR1, 
NR_024928: Ps. gessardii strain CIP 105469, DQ146946: Ps. fluorescens strain F, 
Pfl01_R0001: Ps. fluorescens Pf0-1, PFL_0119: Ps. fluorescens Pf-5, PSF113_0153: Ps. 
fluorescens F113, PFLUr1:  Ps. fluorescens SBW25, NR_041799: Ps. tolaasii strain LMG 
2342, Psyr_RNA4: Ps. syringae pv. syringae B728a, PSPPH_0689: Ps. syringae pv. 
phaseolicola 1448A, PPUBIRD1_r0001: Ps. putida BIRD-1, PputGB1_R0001: Ps. putida 
GB-1, PP_16SA: Ps. putida KT2440, PSEEN_16s_3: Ps. entomophila L48, PSPTO_r01: Ps. 
syringae pv. tomato str. DC3000, PSPA7_0811: Ps. aeruginosa PA7, PA0668.1: Ps. 
aeruginosa PAO1, Psefu_R0001: Ps. fulva 12-X). 
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3.2. Χαρακτηρισµός µεταλλάξεων του βακτηρίου Ps. fluorescens X ως προς την 

παρεµπόδιση του µύκητα P. ultimum 

Η παρούσα µελέτη είχε σκοπό την ανάλυση των µεταλλάξεων sup- 

(suppressiveness minus). Συνολικά ελέγχθηκαν 12000 µονές αποικίες οι οποίες  

προέκυψαν κατά τη µεταλλαξιγένεση µε το µεταθετό στοιχείο Tn5-RL27. Κάθε µια 

από τις αποικίες αυτές ελέγχθηκε για το εάν παρουσιάζει ή όχι παρεµποδιστική δράση 

εναντίον του Pythium ultimum 1308 σε τρυβλία µε PDA, καθώς ο φαινότυπος των 

στελεχών sup- παρατηρείται µόνο µετά από βιοδοκιµή. 

Τα µεταλλαγµένα στελέχη που αποµονώθηκαν ως µη παρεµποδιστικά για το 

µύκητα ελέγχθηκαν ξανά σε in vitro συνθήκες µε µάρτυρα τον άγριο τύπο. Έγιναν 

τρείς επαναλήψεις για να επιβεβαιωθεί  η απώλεια της παρεµποδιστικής δράσης από 

τα µεταλλαγµένα στελέχη. Η απώλεια της παρεµποδιστικής δράσης επιβεβαιώνεται 

µε την απώλεια της ικανότητας σχηµατισµού ζώνης παρεµπόδισης στην ανάπτυξη 

του µύκητα, σε θρεπτικό υπόστρωµα PDA (Εικόνα 3.2). Συνολικά εννέα ήταν τα 

στελέχη sup- τα οποία αποµονώθηκαν και παρουσίαζαν τον παραπάνω φαινότυπο. 

 

 

Εικόνα 3.2 : Ο µύκητας P. ultimum 
που εµβολιάζεται στη µέση του τρυβλίου 
έχει αναπτυχθεί µέχρις ότου να συναντήσει 
τη ζώνη παρεµπόδισης από τα µεταλλαγµένα 
στελέχη βακτηριών. ∆εξιά στο τρυβλίο έχει 
εµβολιαστεί ο άγριος τύπος ενώ τα υπόλοιπα 
είναι µεταλλαγµένα στελέχη, το ένα εκ των 
οποίων (αριστερά) έχει χάσει την ικανότητα 
παρεµπόδισης.  

 
 
 
 
 

 
3.2.1 Βιοχηµικά χαρακτηριστικά των sup- µεταλλαγµένων στελεχών 

 Μεταξύ των ειδών του γένους Pseudomonas µια πολύ συχνά απαντώµενη  

οµάδα δευτερογενών µεταβολιτών είναι αυτή των σιδηροφόρων. Τα σιδηροφόρα 

(πυοβερντίνες, ψευδοβακτίνες) έχουν την ικανότητα να διεγείρονται από υπεριώδη 

ακτινοβολία και φθορίζουν (Xiao et al., 1998). Προκειµένου να ελεγχθούν  όλα  τα 

sup- µεταλλαγµένα στελέχη ως προς την ικανότητα παραγωγής χρωµοφόρων 
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ενώσεων οι οποίες φθορίζουν µετά από διέγερσή τους από υπεριώδη ακτινοβολία, 

πραγµατοποιήθηκε µια περαιτέρω βιοδοκιµή. 

Ακολούθως, για κάθε ένα από τα µεταλλαγµένα στελέχη sup- έγινε έλεγχος 

του φθορισµού και της ανάπτυξης στο θρεπτικό υπόστρωµα King’s B (Xiao et al., 

1998) και σύγκριση των αποτελεσµάτων µε τον φθορισµό του αγρίου τύπου (Εικόνα 

3.3). 

 

 
Εικόνα 3.3: Φθορισµός, µετά από διέγερση 
µε λάµπα UV (UltraViolet), τριών από τα 
αποµονωθέντα στελέχη sup- (ρ26, Β163, 
R48) καθώς και του άγριου τύπου (X) µετά 
από την ανάπτυξή τους στο θρεπτικό µέσο 
King’s B. To στέλεχος 18 δεν παράγει 
χρωµοφόρες ενώσεις στο θρεπτικό µέσο 
King’s B, το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως 
αρνητικός µάρτυρας. 

 

 

 
 

Τα αποµονωθέντα στελέχη sup- διατηρούσαν, στα ίδια επίπεδα µε τον άγριο 

τύπο, την ικανότητα παραγωγής των σιδηροφόρων στο θρεπτικό µέσο King’s B. Η 

παραγωγή αυτών των ενώσεων δε φαίνεται να σχετίζεται µε τον φαινότυπο sup-, µιας 

και από την όλη διαδικασία αποµονώθηκαν στελέχη τα οποία είχαν χάσει την 

ικανότητα παραγωγής χρωµοφόρων ενώσεων τα οποία όµως συνέχιζαν να διατηρούν 

την αντιµυκητιακή τους δράση. Κατά συνέπεια τα σιδηροφόρα δεν εµπλέκονται στην 

παρεµποδιστική δράση του βακτηρίου κατά του P. ultimum. 

Ακόµα, κάθε ένα από τα µεταλλαγµένα στελέχη sup- ελέγχθηκε ως προς την 

ικανότητα ανάπτυξης στο θρεπτικό µέσο Μ9 το οποίο περιέχει ως µοναδική πηγή 

άνθρακα γλυκόζη 2% (w/v). Στην περίπτωση του µπλε του µεθυλενίου και του 

κίτρινου της εοσίνης παρατηρείται αλλαγή του χρώµατος από κόκκινο-ροζ σε καφέ-

µαύρο ιριδίζον στις αποικίες που έχουν την ικανότητα να οξινίζουν το µέσο 

ανάπτυξης (Εικόνα 3.4Α), ενώ στην περίπτωση του µωβ της βρωµοκρεσόλης η 

αλλαγή του χρώµατος από κίτρινο σε µωβ οφείλεται στην δηµιουργία αλκαλικού 

περιβάλλοντος (Εικόνα 3.4Β). Από τις βιοδοκιµές αυτές ήταν δυνατό να παρατηρηθεί 

ότι ο άγριος τύπος του βακτηρίου έχει την ικανότητα να µειώνει το pH του µέσου 

ανάπτυξης κατά ένα βαθµό (από pH=6 σε pH=5), ενώ όλα τα αποµονωθέντα 

R48 

ρ26 

X 

18 
Β163 
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µεταλλαγµένα στελέχη αυξάνουν το pH του µέσου ανάπτυξης κατά ένα βαθµό (από 

pH=6 σε pH=7). Η παρεµποδιστική δράση δεν οφείλεται στην µεταβολή του pΗ µιας 

και ο µύκητας έχει την ικανότητα ανάπτυξης σε ένα µεγάλο εύρος τιµών pΗ. 

 

 
 

Εικόνα 3.4: Α) Τα βακτήρια έχουν εµβολιαστεί αντικριστά στο θρεπτικό µέσο Μ9 το 
οποίο περιέχει µοναδική πηγή άνθρακα γλυκόζη (2% w/v) µε τις χρωστικές µπλε του 
µεθυλενίου (65 µg/ml) µε κίτρινο της εοσίνης (0.4 mg/ml). Οι αποικίες τριών 
µεταλλαγµένων στελεχών (Α150, Β91, k36) έχουν το ίδιο χρώµα µε  το θρεπτικό µέσο (ρόζ) 
ενώ ο άγριος τύπος έχει αλλάξει σε µαύρο χρώµα (στο δεξί τµήµα του τρυβλίου). Β) 
Καλλιέργεια τεσσάρων µεταλλαγµένων στελεχών (Β91, Β163, R48, W139) και του άγριου 
τύπου στο θρεπτικό µέσο Μ9 µε µοναδική πηγή άνθρακα γλυκόζη (2% w/v) στο οποίο έχει 
προστεθεί ο δείκτης µωβ της βρωµοκρεσόλης (15 mg/l)  

 
3.3. Αποµόνωση των γονιδίων παρεµπόδισης 
 
3.3.1 Αποµόνωση γονιδιωµατικού DNA εκατέρωθεν της ένθεσης του µεταθετού 

στοιχείου 

Κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση επιλέχθηκαν µοναδιαίες αποικίες που 

αναπτύχθηκαν στα τρυβλία µε καναµυκίνη. Από αυτές αποµονώθηκε πλασµιδιακό 

DNA µε τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης. Προκειµένου να διαπιστωθεί ότι τα 

αποµονωµένα πλασµίδια δεν προέρχονται από την λιγοποίηση περισσοτέρων 

κοµµατιών µεταξύ τους, το καθένα από αυτά υπέστη πέψη µε το ένζυµο BamHI. Η 

διαγνωστική πέψη αυτή (Εικόνα 3.5), είναι πολύ σηµαντική γιατί επιβεβαιώνει ότι το 

αποµονωθέν πλασµίδιο δεν είναι προϊόν κυκλοποίησης δύο ή περισσοτέρων 

τµηµάτων γονιδιωµατικού DNA. Ακόµα, παρέχει µια πρώτη εικόνα για την 

γονιδιωµατική περιοχή στην οποία έχει γίνει η ένθεση του µεταθετού στοιχείου, 

καθώς και επιτρέπει µια πρώτη κατηγοριοποίηση  των µεταλλαγµένων στελεχών 

ανάλογα µε το µέγεθος του πλασµιδίου απελευθέρωσης. 

Α Β 
Α150 

Χ 

Β91 

k36 

X 

B91 

W139 

R48 

B163 
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Εικόνα 3.5: Πέψεις των πλασµιδίων απελευθέρωσης 
που προέκυψαν από το καθένα αποµονωµένο µεταλλαγµένο 
στέλεχος. Στις στήλες 1 έως 9 αναλύονται οι πέψεις µε το 
ένζυµο BamHI των πλασµιδίων απελευθέρωσης από τα 
µεταλλαγµένα στελέχη ρ93, k36, W139, R48, δ40, B91, 
B163, ρ26, Α150, αντίστοιχα. Η στήλη 10 αντιπροσωπεύει 
το µάρτυρα µοριακού µεγέθους, ο οποίος είναι το DNA του 
λ φάγου µετά από πέψη µε το ένζυµο HindIII. 
 

 

 

Στο σηµείο αυτό (Εικόνα 3.5) είναι δυνατόν να διατυπωθεί η υπόθεση ότι τα 

µεταλλαγµένα στελέχη µπορούν να διακριθούν σε πέντε οµάδες, αναλόγως του 

µεγέθους του πλασµιδίου απελευθέρωσης. Οι οµάδες αυτές είναι οι εξής: 

• Η πρώτη οµάδα περιλαµβάνει τα στελέχη k36, R48 και W139 στα οποία το 

πλασµίδιο που αποµονώθηκε κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση έχει µέγεθος 

19,6kb(στήλες 2, 3 και 4 της εικόνας 3.4). 

• Η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει τα στελέχη B91, B163 στα οποία το πλασµίδιο 

που αποµονώθηκε κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση έχει µέγεθος 13,2kb 

(στήλες 6 και 7 της εικόνας 3.4). 

• Η τρίτη οµάδα περιλαµβάνει τα στελέχη Α150, ρ26 στα οποία το πλασµίδιο που 

αποµονώθηκε κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση έχει µέγεθος 4,7kb (στήλες 8 

και 9 της εικόνας 3.4). 

• Η τέταρτη οµάδα περιλαµβάνει τα στελέχη δ40, ρ93 στα οποία το πλασµίδιο που 

αποµονώθηκε κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση έχει µέγεθος 17,6kb (στήλες 

1 και 5 της εικόνας 3.4). 

 

3.3.2. Ανάλυση των κλώνων της πλασµιδιακής απελευθέρωσης 

Προκειµένου να διαπιστωθεί ότι όλα τα αποµονωθέντα sup- µεταλλαγµένα 

στελέχη φέρουν µοναδική ένθεση του µεταθετού στοιχείου στο γονιδίωµά τους, 

χρησιµοποιήθηκε η  τεχνική του υβριδισµού κατά Southern (Εικόνα 3.6). Κατά τον 

υβριδισµό ως ανιχνευτής χρησιµοποιήθηκε ολόκληρο το µεταθετό στοιχείο Tn5-

RL27 (Εικόνα 2.1, § Υλικά και Μέθοδοι) το οποίο, αφού αποµονώθηκε µετά από 

πέψη µε το ένζυµο SalI από τον πλασµίδιο pRL27, σηµάνθηκε µε DIG-11-dUTP.  
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Εικόνα 3.6: Υβριδισµός κατά Southern του µεταθετού στοιχείου στο γονιδίωµα των 

µεταλλαγµένων στελεχών. A) Ανάλυση των δειγµάτων σε πηκτή αγαρόζης. Β) 
Αποτελέσµατα υβριδισµού κατά Southern µε ανιχνευτή το Tn5-RL27 (επισηµασµένο µε 
DIG-11-dUTP). Η στήλη 12 αντιπροσωπεύει το θετικό µάρτυρα ο οποίος είναι το 
γονιδιωµατικό DNA από στέλεχος (Ps. aureofaciens O2A1) το οποίο φέρει µοναδική ένθεση 
του µεταθετού στοιχείου στο γονιδίωµά του, ενώ η στήλη 1 αποτελεί τον αρνητικό µάρτυρα, 
ο οποίος είναι DNA από τον άγριο τύπο του υπό µελέτη βακτηρίου. Οι στήλες 2 έως 11 
αντιπροσωπεύουν τα µεταλλαγµένα στελέχη θ123, δ40, ρ93, k36, R48, W139, A150, ρ26, 
Β91, Β163, αντίστοιχα. Όλα τα δείγµατα γονιδιωµατικού DNA έχουν υποστεί πέψη µε την 
περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI. Η στήλη µε την ένδειξη Μ αντιπροσωπεύει γνωστά 
µοριακά βάρη µε µεγέθη τους αριθµούς σε kb. 

 

Εκτός από την επιβεβαίωση της µοναδικότητας της ένθεσης µέσα στο 

γονιδίωµα του κάθε µεταλλαγµένου στελέχους ένα ακόµα πλεονέκτηµα της τεχνικής 

αυτής είναι ότι παρέχει τη δυνατότητα επανελέγχου της ορθότητας του µεγέθους του 

κάθε αυτολιγοποιηµένου τµήµατος, που προέκυψε από την πλασµιδιακή 

απελευθέρωση. Όπως είναι εµφανές από τη παραπάνω εικόνα, τα µεγέθη των 

πλασµιδίων από την απελευθέρωση συµφωνούν µε το µέγεθος των τµηµάτων που 

υβριδοποιήθηκαν µε τον ανιχνευτή. Έτσι, είναι βέβαιο ότι τα πλασµίδια που 

αποµονώθηκαν κατά την πλασµιδιακή απελευθέρωση προέρχονται από το 

γονιδιωµατικό DNA του υπό µελέτη βακτηρίου και δεν είναι απλά προϊόντα 

ανασυνδυασµού, ο οποίος έλαβε χώρα στα βακτηριακά κύτταρα. 

 Το στέλεχος θ123 (στήλη 2, Εικόνα 3.6) έφερε περισσότερες από µια ενθέσεις 

του Tn5-RL27 στο γονιδίωµά του και αποκλείσθηκε από περαιτέρω µελέτη. Η µελέτη 

ενός τέτοιου στελέχους παρουσιάζει ένα µεγάλο εµπόδιο. Ο φαινότυπος της 

µετάλλαξης µπορεί να οφείλεται είτε στην µετάλλαξη που προκαλεί η πρώτη ένθεση, 

είτε στην µετάλλαξη που προκαλεί η δεύτερη ένθεση, είτε στην αθροιστική δράση και 

των δύο µεταλλάξεων. Όπως γίνεται λοιπόν αντιληπτό, ο φαινότυπος sup- του 

Α B 
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µεταλλαγµένου στελέχους δεν είναι δυνατόν να αποδοθεί ξεκάθαρα σε ένα αίτιο 

πράγµα που κάνει τη µελέτη, της µετάλλαξης αυτής, αρκετά περίπλοκη.  

Κατόπιν, ο κάθε κλώνος που αποµονώθηκε από κάθε µεταλλαγµένο στέλεχος 

υπέστη πέψεις µε διάφορα ένζυµα περιορισµού µε σκοπό να χαρτογραφηθεί κάθε ένα 

πλασµίδιο απελευθέρωσης (Εικόνα 3.7). Τα ένζυµα τα οποία επιλέχτηκαν για τη 

χαρτογράφηση έχουν τουλάχιστον µια θέση αναγνώρισης µέσα στο κάθε πλασµίδιο 

απελευθέρωσης, µιας και έχουν µια θέση περιορισµού µέσα στο µεταθετό στοιχείο. 

Το περιοριστικό ένζυµο BamHI είναι το µόνο το οποίο έχει µοναδική θέση 

αναγνώρισης στο κάθε πλασµίδιο απελευθέρωσης. Στους χάρτες που ακολουθούν 

σηµειώνεται η θέση του µεταθετού στοιχείου, τα ένζυµα τα οποία έχουν θέση 

αναγνώρισης µέσα στο Tn5-RL27 και η κλίµακα µεγέθους.   

 

 
Εικόνα 3.7  : Χάρτης µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI (Ε), EcoRV (Εv),  BamHI (Β), 

PstI (P), XhoI (Xh) και HindIII (H) των 9 κλώνων  που αποµονώθηκαν κατά την πλασµιδιακή 
απελευθέρωση σε καθένα από τα 9 sup- µεταλλαγµένα στελέχη. Στον κάθε κλώνο έχει 
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επισηµανθεί η θέση του µεταθετού στοιχείου µε κόκκινο χρώµα. Τα µεγέθη παρουσιάζονται 
σε kb. 

 
Τέτοιου είδους χάρτες είναι απαραίτητοι γιατί δίνουν πολλές δοµικές 

πληροφορίες για τα αποµονωµένα γονιδιωµατικά τµήµατα. Έτσι, δίνεται η ικανότητα 

να διακριθούν οι διαφορές αλλά και οι ιδιαίτερες οµοιότητες που είναι δυνατόν να 

υπάρχουν µεταξύ των κλώνων. Με τη βοήθεια, λοιπόν, του παρακάτω χάρτη είναι 

δυνατόν να επαληθευτεί η κατηγοριοποίηση που έγινε εξαρχής στα 9 µεταλλαγµένα 

στελέχη. ∆ιακρίνονται πολύ εύκολα 4 διαφορετικοί γονιδιακοί τόποι στους οποίους η 

ένθεση του Tn5-RL27 έχει προσδώσει το φαινότυπο sup-.  

Ακόµα, είναι φανερό ότι µεταξύ των µεταλλαγµένων στελεχών της ίδιας οµάδας 

η ένθεση του Tn5-RL27 έχει συµβεί σε διαφορετικό σηµείο, µε αποτέλεσµα κάθε 

πρότυπο να είναι µοναδικό. Το γεγονός ότι όλα τα πλασµίδια απελευθέρωσης 

εµφανίζουν διαφορετικό πρότυπο, καθιστά και τα 9 µεταλλαγµένα στελέχη 

διαφορετικά µεταξύ τους και προσδίδει στο καθένα ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην 

ταυτοποίηση των εµπλεκοµένων γονιδίων και στον προσδιορισµό  της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γενετικού τόπου της ένθεσης. 

 

3.4. Ταυτοποίηση των εµπλεκοµένων γονιδίων 
 

3.4.1. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των γενετικών 

περιοχών όπως προκύπτουν από την πλασµιδιακή απελευθέρωση 

Τα αποµονωµένα πλασµίδια απελευθέρωσης αλληλουχήθηκαν 

χρησιµοποιώντας ειδικούς ως προς το µεταθετό στοιχείο εκκινητές (transposon-

specific primers). Οι εκκινητές αυτοί ήταν ο tpnRL17-1, ο οποίος υβριδίζει στην 

αλληλουχία του oriR6K, και ο tpnRL13-2, ο οποίος υβριδίζει στην αλληλουχία του 

γονιδίου ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη (aph) (Πίνακας Π5, § Παράρτηµα).  

Στην κάθε αλληλούχιση που πραγµατοποιήθηκε µε τους εκκινητές αυτούς ήταν 

δυνατόν να διακριθούν τα εξής βασικά στοιχεία (Larsen et al., 2002): 

• Χαρακτηριστικό του κάθε µεταθετού στοιχείου της οικογένειας Tn5 είναι ότι 

προκαλεί τον διπλασιασµό 9 βάσεων στο σηµείο ένθεσής του (Reznikoff, 1993). 

Οι 9 βάσεις, οι οποίες διπλασιάζονται κατά την ένθεση του µεταθετού 

στοιχείου, αποτελούν την αλληλουχία-στόχο του ενζύµου της µεταθετάσης. Η 

µεταθετάση κατά τη διαδικασία της µετάθεσης αναγνωρίζει τις 9 βάσεις και 

κόβει στην αλληλουχία αυτή µε τέτοιο τρόπο ώστε να δηµιουργηθούν 5’ 
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κολλώδη άκρα από τις 9 αυτές βάσεις. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα το µεταθετό 

στοιχείο το οποίο έχει εισαχθεί στο DNA του δέκτη να περιστοιχίζεται και στο 

5’ και στο 3’ άκρο του από την αλληλουχία–στόχο η οποία έχει διπλασιαστεί. 

Στην κάθε αλληλούχιση διαπιστώθηκε ότι υπήρχε η αλληλουχία-στόχος έξω 

ακριβώς από την δεξιά και αριστερή ακραία επανάληψη του Tn5-RL27. Στην 

περαιτέρω µελέτη της κάθε αλληλουχίας έχει εξαιρεθεί ο ένας από τους δύο 

διπλασιασµούς. 

• Οι εκκινητές, οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν, υβριδίζουν εντός της αλληλουχίας  

του Tn5-RL27. Είναι επόµενο, λοιπόν, στα αποτελέσµατα της αλληλούχισης να 

περιλαµβάνεται, εκτός από την αλληλουχία των βάσεων του υπό µελέτη 

βακτηρίου, και ένα τµήµα  του µεταθετού στοιχείου το οποίο πρέπει να 

εξαιρεθεί από την παρακάτω έρευνα. Η αναγνώριση του τµήµατος της 

αλληλούχισης που εξαιρείται γίνεται από την αλληλουχία των ακραίων 

επαναλήψεων (5’GTGTATAAGAGACAG 3’).  

 

Σε κάθε αλληλούχιση η ανάγνωση των ακραίων επαναλήψεων και της 

αλληλουχίας-στόχου αποτελεί ασφαλιστική δικλείδα. Από τη µια, η ανάγνωση αυτών 

των βασικών στοιχείων αποτελεί επιβεβαίωση ότι το σύστηµα της µεταλλαξιγένεσης 

µε το Tn5-RL27 και της πλασµιδιακής απελευθέρωσης που ακολούθησε δεν περιείχε 

λάθη και, από την άλλη, η αλληλούχιση που πραγµατοποιήθηκε ήταν σωστή. 

 

3.4.1.1. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των πλασµιδίων 

απελευθέρωσης από την πρώτη οµάδα µεταλλαγµένων στελεχών 

Τα αποτελέσµατα για την πρώτη οµάδα, η οποία αποτελείται από τα 

µεταλλαγµένα στελέχη k36, R48 και W139, έδειξαν ότι  η ένθεση του Tn5-RL27 είχε 

συµβεί σε ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης. Η ένθεση του Tn5-RL27 και για τα τρία 

µεταλλαγµένα στελέχη, της οµάδας αυτής, εντοπίζεται µέσα στο ίδιο ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης, σε διαφορετικά όµως σηµεία του. 

Το κωδικόνιο έναρξης (ATG) εντοπίστηκε από την αλληλούχιση του 

πλασµιδίου απελευθέρωσης στο στέλεχος R48, το οποίο βρίσκεται 406 βάσεις από 

την ένθεση του Tn5-RL27 στο στέλεχος αυτό. Από την αλληλούχιση του πλασµιδίου 

απελευθέρωσης από τα στελέχη k36 και W139 εντοπίστηκε το κωδικόνιο λήξης 

(TAA)  το οποίο απέχει, από την ένθεση του Tn5-RL27, 316 βάσεις στο πρώτο και 

165 βάσεις στο δεύτερο µεταλλαγµένο στέλεχος. 
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Με την αλληλούχιση των πλασµιδίων απελευθέρωσης από τα µεταλλαγµένα 

στελέχη της οµάδας αυτής αναγνώστηκε µόνο η περιοχή γύρω από το κωδικόνιο 

έναρξης και από το κωδικόνιο λήξης του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης. 

Προκειµένου να αποκτηθεί ολόκληρη η αλληλουχία του γονιδίου, αλλά και να γίνει 

ανάγνωση των βάσεων εκτός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, ακολουθήθηκε η 

διαδικασία διαδοχικής αλληλούχισης µε εκκινητές (primer walking), η οποία 

πραγµατοποιήθηκε µε τους εκκινητές R48-RL17-1 και gdh1 (Εικόνα Π1, Πίνακας 

Π1, § Παράρτηµα). 

Η πλήρης αλληλούχιση του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης και της περιοχής 

γύρω από αυτό η οποία επιτεύχθηκε µετά από δύο αντιδράσεις µε τους 

προαναφερθέντες εκκινητές, είχε τα εξής πλεονεκτήµατα: α) να προσδιοριστεί 

επακριβώς το µέγεθος του γονιδίου το οποίο φέρει τις ενθέσεις (2.418  bp)  και το 

οποίο ονοµάστηκε sup1, β) να βρεθεί η αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης που 

κωδικοποιείται, γ) να προσδιοριστούν οι πιθανές αλληλουχίες των µεταγραφικών 

υποκινητών και δ) να διερευνηθούν τυχόντα ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια, εκτός του 

γονιδίου sup1. Η αλληλουχία του γονιδίου sup1, καθώς και της περιοχής ανωφερικά 

και κατωφερικά αυτού, παρουσιάζεται στην Εικόνα Π1 (§ Παράρτηµα) και 

κατατέθηκε στη βάση δεδοµένων Genbank υπό τον αριθµό καταχώρισης HQ383687 

(accession number). 

Ανωφερικά του γονιδίου sup1 και σε απόσταση 371 βάσεων βρίσκεται το 

κωδικόνιο λήξης ενός ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, orfX. Το κωδικόνιο έναρξης για 

το orfX δεν βρέθηκε στο πλασµίδιο που αλληλουχήθηκε και έτσι διατυπώθηκε η 

υπόθεση ότι αποτελεί τµήµα ενός γονιδίου. Ακόµα, από τον έλεγχο της παραπάνω 

αλληλουχίας για την ύπαρξη ενός µεταγραφικού υποκινητή βρέθηκε µια πιθανή θέση, 

η οποία εντοπίστηκε µεταξύ του sup1 και του orfΧ. µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

NNPP v2.2 (Reese, 2001). 

Το γεγονός ότι έχουν αποµονωθεί τρία µεταλλαγµένα στελέχη τα οποία φέρουν 

την ένθεση του Tn5-RL27 στο γονίδιο αυτό είναι αρκετά σηµαντικό. Το γονίδιο αυτό 

θα πρέπει να κατέχει πρωταρχικό ρόλο στην εµφάνιση του φαινοτύπου sup, στον 

άγριο τύπο. Είναι αναγκαίο, λοιπόν, να βρεθούν οµολογίες της πρωτεΐνης που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup1 µε ήδη καταχωρηµένες. Η ανάλυση αυτή παρουσιάζεται 

στην παράγραφο 3.4.2. 
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3.4.1.2. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των πλασµιδίων 

απελευθέρωσης από την δεύτερη οµάδα µεταλλαγµένων στελεχών 

Στη δεύτερη οµάδα, η οποία αποτελείται από τα µεταλλαγµένα στελέχη B91 και 

B163, διαπιστώθηκε ότι η ένθεση του Tn5-RL27 είχε συµβεί στο ίδιο ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης, σε διαφορετικά όµως σηµεία του. Το κωδικόνιο έναρξης (ATG) 

εντοπίστηκε από την αλληλούχιση του πλασµιδίου απελευθέρωσης στο στέλεχος 

B91, και βρίσκεται 210 βάσεις από την ένθεση του Tn5-RL27 στο στέλεχος αυτό. 

Από την αλληλούχιση του πλασµιδίου απελευθέρωσης από το στέλεχος Β163 

εντοπίστηκε το κωδικόνιο λήξης (TGA)  το οποίο απέχει 303 βάσεις από την ένθεση 

του Tn5-RL27. Το γονίδιο αυτό, το οποίο ονοµάστηκε sup2, έχει µέγεθος 2.424 

βάσεις και κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 808 αµινοξέων (Εικόνα Π2, § 

Παράρτηµα). 

Η αλληλούχιση των πλασµιδίων από τη δεύτερη οµάδα αποκάλυψε την θέση 

αναγνώρισης του ενζύµου BamHI (GGATCC), το οποίο είχε χρησιµοποιηθεί κατά 

της διαδικασία της πλασµιδιακής απελευθέρωσης. Η θέση αναγνώρισης του BamHI 

βρίσκεται 1534 βάσεις µετά (µε κατεύθυνση από το 5’ στο 3’ άκρο) το κωδικόνιο 

λήξης του γονιδίου sup2. Η αλληλουχία του γονιδίου sup2 παρουσιάζεται στην 

Εικόνα Π2 (§ Παράρτηµα) και η νουκλεοτιδική αλληλουχία ολόκληρης της 

γονιδιωµατικής περιοχής κατατέθηκε στην Genbank µε τον αριθµό καταχώρισης 

JQ039398. 

Από την αλληλούχιση του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου sup2 και 

της περιοχής γύρω από αυτό βρέθηκαν α) η αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης που 

κωδικοποιείται, γ) η πιθανή θέση ενός µεταγραφικού υποκινητή (ο οποίος 

προβλέφθηκε µε πιθανότητα 0,96 µε τη βοήθεια του προγράµµατος NNPP v2.2 το 

οποίο είναι διαθέσιµο στο διαδίκτυο µέσω της σελίδας του Berkeley Drosophila 

Genome Project, [http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html]) (Reese, 2001) 

και δ) ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια έξω από το γονίδιο sup2. 

Είναι δυνατόν να παρατηρηθεί ότι, κατωφερικά του γονιδίου sup2 και σε 

απόσταση 158 bp βρίσκεται ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, orf1, αποτελούµενο από 

75 bp. Ακόµα, σε απόσταση 71 bp από το orf1 βρίσκεται ακόµα ένα ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης, orf2, το οποίο αποτελείται από 912 bp. Τέλος, σε απόσταση 92 bp από το 

orf2 βρίσκεται ακόµα ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, orf3, το οποίο έχει την θέση 

αναγνώρισης για το περιοριστικό ένζυµο BamHI.  
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Ακόµα, παρατηρήθηκε ότι ανωφερικά του γονιδίου sup2 και σε απόσταση 48 bp 

βρίσκεται ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, orf0, αποτελούµενο από 795 bp. Από τον 

έλεγχο της παραπάνω αλληλουχίας για την ύπαρξη ενός µεταγραφικού υποκινητή 

βρέθηκε µια πιθανή θέση η οποία εντοπίστηκε εντός του αναγνωστικού πλαισίου 

orf0. Σε απόσταση 10 bp από το κωδικόνιο έναρξης του orf0 βρίσκεται το κωδικόνιο 

λήξης ενός ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, orfΑ, το οποίο αποτελείται από 338 bp. Το 

κωδικόνιο έναρξης του orfΑ δεν ήταν δυνατόν να εντοπιστεί, στην παρούσα 

αλληλουχία, και εποµένως θεωρήθηκε ότι αποτελεί τµήµα ενός ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης.  

Οι µικρές αποστάσεις µεταξύ των τεσσάρων αναγνωστικών πλαισίων (sup2, 

orf1, orf2, orf3) καθώς και η µοναδικότητα του εκκινητή, που έχει προβλεφθεί, είναι 

ενδεικτικά στοιχεία για την ύπαρξη ενός οπερονίου. Πιθανολογείται δε, ότι στο 

οπερόνιο αυτό ενδεχοµένως να ανήκουν και άλλα γονίδια πέραν των ως άνω 

αναφεροµένων, τα οποία βρίσκονται κατωφερικά της θέσης αναγνώρισης του BamHI. 

Τα γονίδια orf0 και orfA δεν φαίνεται να βρίσκονται µέσα στο οπερόνιο αυτό, µιας 

και ο µεταγραφικός υποκινητής, που είχε προβλεφθεί, δεν τα περιελάµβανε. 

 

3.4.1.3. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των πλασµιδίων 

απελευθέρωσης από την τρίτη οµάδα µεταλλαγµένων στελεχών 

Στην τρίτη οµάδα, η οποία αποτελείται από τα µεταλλαγµένα στελέχη Α150 και 

ρ26, διαπιστώθηκε ότι η ένθεση του Tn5-RL27 είχε συµβεί σε δυο ξεχωριστά ανοιχτά 

αναγνωστικά πλαίσια (Εικόνα Π3, § Παράρτηµα). Οι δύο αυτές ενθέσεις βρέθηκε ότι 

απέχουν µεταξύ τους 661 bp, γεγονός που επιβεβαιώνει την χαρτογράφηση της 

περιοχής µε ένζυµα περιορισµού, η οποία έχει παρουσιαστεί σε προηγούµενη 

παράγραφο. 

Για το στέλεχος Α150 το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, στο οποίο εντοπίστηκε η 

ένθεση του Tn5-RL27, έχει µέγεθος 276 bp και η ένθεση απέχει  57 bp από το 

κωδικόνιο έναρξης (ATG) και 219 bp από το κωδικόνιο λήξης (TGA). Το γονίδιο 

αυτό, το οποίο ονοµάστηκε sup3, κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 92 

αµινοξέων. 

Στο στέλεχος ρ26 το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, στο οποίο εντοπίστηκε η 

ένθεση του Tn5-RL27, έχει µέγεθος 996 bp και η ένθεση απέχει 307 bp από το 

κωδικόνιο έναρξης (ATG) και 689 bp από το κωδικόνιο λήξης (TGA). Το γονίδιο 

αυτό ονοµάστηκε sup4 και κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 332 αµινοξέων. 
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Από την αλληλούχιση των πλασµιδίων στην τρίτη οµάδα εντοπίστηκε η θέση 

αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου BamHI (GGATCC). Η θέση αναγνώρισης 

του BamHI βρίσκεται 517 bp αριστερά (µε κατεύθυνση από το 3’ στο 5’ άκρο) από το 

κωδικόνιο έναρξης του γονιδίου sup3 και 919 bp αριστερά από το κωδικόνιο έναρξης 

του γονιδίου sup4. Η γονιδιωµατική περιοχή των sup3 και sup4 κατατέθηκε στην 

Genbank µε τον αριθµό καταχώρισης JQ039398. 

Ακριβώς πριν από την αλληλουχία του γονιδίου sup3 (ανωφερικά) υπάρχει ένα 

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, orf4, από το οποίο αναγνώστηκε µόνο το κωδικόνιο 

λήξης του (TGA). Το κωδικόνιο λήξης αυτού του αναγνωστικού αυτού πλαισίου 

επικαλύπτεται µε το κωδικόνιο έναρξης του γονιδίου sup3. Έτσι η τετράδα των 

βάσεων  ATGA, η οποία έχει επισηµανθεί µε ρόζ γράµµατα (Εικόνα Π3, § 

Παράρτηµα), εµπεριέχει το κωδικόνιο λήξης και το κωδικόνιο έναρξης δύο 

διαφορετικών αναγνωστικών πλαισίων. Τέτοιες δοµές έχουν µελετηθεί και έχει 

αποδειχθεί ότι εµπλέκονται στην οργάνωση ενός οπερονίου (Salgado et al., 2000). 

Είναι πολύ πιθανό λοιπόν τα δυο αυτά γονίδια ένα είναι οργανωµένα σε ένα 

οπερόνιο. 

Τα γονίδια sup3 και sup4 απέχουν µόνο 126 βάσεις µεταξύ τους και η 

κατεύθυνση µεταγραφής τους είναι η ίδια. Το γεγονός αυτό προκάλεσε τις υποψίες 

ότι τα γονίδια sup3 και sup4, αλλά και το γονίδιο το οποίο βρίσκεται ανωφερικά του 

sup3, είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο. Στα αποτελέσµατα της αλληλούχισης του 

πλασµιδίου απελευθέρωσης της οµάδας αυτής πραγµατοποιήθηκε προσπάθεια για την 

ανεύρεση του µεταγραφικού υποκινητή µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

προγράµµατος NNPP v2.2 [http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html] (Reese, 

2001), το οποίο κατέστη αδύνατο. Η απουσία ενός µεταγραφικού υποκινητή ενισχύει 

την υπόθεση ότι τα γονίδια orf4, sup3 και sup4  είναι οργανωµένα  σε ένα οπερόνιο. 

Ο εκκινητής αυτός πρέπει να βρίσκεται ανωφερικά του orf4, εκτός της 

κλωνοποιηµένης περιοχής, και το οπερόνιο πιθανώς να µην αποτελείται µόνο από 

αυτά τα τρία γονίδια. 

  

3.4.1.4. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των πλασµιδίων 

απελευθέρωσης από την τέταρτη οµάδα µεταλλαγµένων στελεχών 

Από την αλληλούχιση του πλασµιδίου απελευθέρωσης στο µεταλλαγµένο 

στέλεχος ρ93, το οποίο ανήκει στην τέταρτη οµάδα, βρέθηκε ότι η ένθεση του Tn5-

RL27 είχε συµβεί σε ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης. Το κωδικόνιο έναρξης (ATG) 
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βρίσκεται 39 bp πριν από την ένθεση του Tn5-RL27 στο στέλεχος αυτό, ενώ το 

κωδικόνιο λήξης (TGA) απέχει 638 bp µετά την ένθεση. Το γονίδιο αυτό, το οποίο 

ονοµάστηκε sup5, έχει µέγεθος 777 bp και κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 

259 αµινοξέων (Εικόνα Π4, § Παράρτηµα). 

Η αλληλούχιση του πλασµιδίου στο µεταλλαγµένο στέλεχος δ40, ανέδειξε ότι η 

ένθεση του Tn5-RL27 έχει συµβεί µέσα στην αλληλουχία ενός ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης. Το ανοιχτό αυτό αναγνωστικό πλαίσιο, το οποίο ονοµάστηκε sup6, έχει 

µέγεθος 348 bp και κωδικοποιεί για ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 116 αµινοξέων 

(Εικόνα Π4, § Παράρτηµα). Η ένθεση του Tn5-RL27 εντοπίστηκε 219 bp πριν από 

το κωδικόνιο έναρξης του sup6 και 129 bp µετά από το κωδικόνιο λήξης. Η 

γονιδιωµατική περιοχή των sup5 και sup6 κατατέθηκε στην Genbank µε τον αριθµό 

καταχώρισης JQ039399. 

Ανωφερικά του γονιδίου sup5 υπάρχει ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, orf6, 

από το οποίο αναγνώστηκε µόνο το κωδικόνιο λήξης του (TGA). Το κωδικόνιο λήξης 

του orf6 απέχει 460 bp από το κωδικόνιο έναρξης του sup5. Στην περιοχή µεταξύ των 

δύο αυτών αναγνωστικών πλαισίων ήταν δυνατόν να προβλεφθεί, µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος NNPP v2.2 (Reese, 2001), µε πιθανότητα P=0.9, η αλληλουχία ενός 

µοναδικού  µεταγραφικού υποκινητή.  

 Ακριβώς πριν από το κωδικόνιο έναρξης του γονιδίου sup6 (ανωφερικά) 

βρίσκεται το κωδικόνιο λήξης του γονιδίου sup5. Το κωδικόνιο λήξης  του sup5 

επικαλύπτεται µε το κωδικόνιο έναρξης του γονιδίου sup6. Έτσι η τετράδα των 

βάσεων ATGA, η οποία έχει επισηµανθεί µε ρόζ γράµµατα (Εικόνα Π4, § 

Παράρτηµα), εµπεριέχει το κωδικόνιο λήξης και το κωδικόνιο έναρξης δύο 

διαφορετικών αναγνωστικών πλαισίων. Τέτοιες δοµές έχουν µελετηθεί και έχει 

αποδειχθεί ότι εµπλέκονται στην οργάνωση ενός οπερονίου (Salgado et al., 2000). 

Πιθανολογείται ότι τα δυο αυτά γονίδια µπορεί να είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο. 

Κατωφερικά του γονιδίου sup6, σε απόσταση 24 bp εντοπίζεται το κωδικόνιο 

έναρξης ενός ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, orf7, το οποίο έχει µέγεθος 930 bp. Στην 

ίδια κατεύθυνση, κατωφερικά του orf7 σε απόσταση 24 bp εντοπίζεται το κωδικόνιο 

έναρξης ενός ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, orf8. 

 Η παρουσία ενός µοναδικού µεταγραφικού υποκινητή, η ίδια κατεύθυνση 

µεταγραφής, οι µικρές αποστάσεις µεταξύ των γονιδίων και η ύπαρξη 

αλληλεπικαλυπτόµενων κωδικονίων έναρξης και λήξης ενισχύουν την άποψη ότι τα 

γονίδια sup5, sup6, orf7 και orf8  είναι οργανωµένα  σε ένα οπερόνιο. Το οπερόνιο 
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αυτό πιθανώς να µην αποτελείται µόνο από αυτά τα τέσσερα γονίδια. Γονίδια 

κατωφερικά του orf8, εκτός της περιοχής του χρωµοσώµατος που αλληλουχήθηκε 

από τα πλασµίδια απελευθέρωσης των στελεχών της τέταρτης οµάδας, είναι δυνατόν 

να ανήκουν στο οπερόνιο αυτό. 

 
3.4.2. Το γονίδιο sup1 κωδικοποιεί την αφυδρογονάση της γλυκόζης (Gcd) 

Το πολυπεπτίδιο, το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup1, αποτελείται 

από 805 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος 85,962 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=5.89, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση. Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup1 έδειξε ότι παρουσιάζει µεγάλη οµολογία µε την 

κινοπρωτεϊνική αφυδρογονάση της γλυκόζης (PQQ-Gcd), η οποία απαντάται µεταξύ 

των ειδών του γένους Pseudomonas.  

  Στο γονιδίωµα των αλληλουχηµένων στελεχών Ps. fluorescens, Ps. putida, Ps. 

entomophila, Ps. syringae  και Ps. stutzeri, βρέθηκαν δύο γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν την πρωτεΐνη PQQ-Gcd, τα οποία ονοµάστηκαν pqq-gcd1 και pqq-

gcd2. Σε αντίθεση µε τα παραπάνω είδη, όλα τα στελέχη του είδους Ps. aeruginosa 

καθώς και το στέλεχος Ps. mendonica ymp βρέθηκε ότι έχουν µόνο ένα γονίδιο που 

κωδικοποιεί την PQQ-Gcd1 (pqq-gcd1) στο γονιδίωµά τους. 

Το ποσοστό πλήρους οµοιότητας των πρωτεϊνων που κωδικοποιούνται από τα 

γονίδια pqq-gcd1και pqq-gcd2 του κάθε στελέχους υπολογίστηκε µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος LALIGN (Huang et al., 1991). Παρόλο που οι δύο πρωτεΐνες του κάθε 

στελέχους έχουν τον ίδιο αριθµό αµινοξέων και φαίνεται ότι έχουν την ίδια 

λειτουργία, τα ποσοστά πλήρους οµοιότητας τους είναι αρκετά χαµηλά (Πίνακας Π2, 

§ Παράρτηµα) και κυµαίνονται µεταξύ 34,4 έως 43,3%. 

Παρουσία δύο γονιδίων που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη Pqq-gcd έχει 

αναφερθεί στα στελέχη βακτηρίων Pantoea citrea 1056R (Pujol et al., 1999) και 

Acinetobacter calcoaceticus LMD79.41 (Clenton-Jansen et al., 1988) καθώς και σε 

δύο στελέχη του γένους Pseudomonas. Οι αναφορές στα στελέχη Ps. putida ATCC 

11172 (Vrionis et al., 2002) και Ps. butanovora ATCC 43655 (Vangnai et al., 2002) 

είναι οι µοναδικές για το γένος αυτό.  

Η πρωτεΐνη Sup1 παρουσιάζει µεγάλο ποσοστό πλήρους οµοιότητας µε όλες 

τις πρωτεΐνες PQQ-Gcd1 (65-95%) (Πίνακας Π2, § Παράρτηµα), ενώ το ποσοστό 

πλήρους οµοιότητας µε όλες τις πρωτεΐνες PQQ-Gcd2 είναι πάρα πολύ χαµηλό (42-

33%). Η Sup1 παρουσιάζει τη µεγαλύτερη οµοιότητα (95%) µε την PQQ-Gcd1 
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(PFLU1086), από το στέλεχος Ps. fluorescens SBW25 (Silby et al., 2009), ενώ 

ενδεικτικά µε την PQQ-Gcd2 (PFLU2304), από το ίδιο στέλεχος, το ποσοστό 

οµοιότητας είναι µόλις 42%. Το χαµηλότερο ποσοστό οµοιότητας (51%) στο γένος 

Pseudomonas παρουσιάζεται µεταξύ της Sup1 και της PQQ-Gcd1 από τα στελέχη Ps. 

mendocina ymp και Ps. stutzeri A1501. Το ποσοστό οµοιότητας µεταξύ της Sup1 και 

της PQQ-Gcd2 από το στέλεχος Ps. stutzeri A1501 είναι επίσης το χαµηλότερο για το 

γένος Pseudomonas (33%). 

Η οµοιότητα σε αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup1 είναι πολύ 

µικρότερη (68-70%) όταν αυτό συγκριθεί µε τις PQQ-Gcd1 που έχουν χαρακτηριστεί 

στα βακτηριακά στελέχη Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1, CHA0 (Paulsen et al., 2005). 

Επιπρόσθετα, η  πλήρης οµοιότητα του Sup1 µε τις PQQ-Gcd1 από βακτηριακά 

στελέχη του είδους Ps. putida και Ps. aeruginosa, αλλά και του στελέχους Ps. 

entomophila L48 είναι αρκετά χαµηλή, 65%, 66% και 68% αντίστοιχα (Εικόνα Π5, § 

Παράρτηµα).  

Τα ποσοστά oµολογίας του πολυπεπτιδίου Sup1 µε τις PQQ-Gcd από άλλα γένη 

βακτηρίων είναι πολύ χαµηλότερα από αυτά που βρέθηκαν µεταξύ του γένους 

Pseudomonas. Ενδεικτικά, η οµοιότητα σε αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου 

Sup1 µε τις PQQ-Gcd από τα γένη Mesorhizobium (Kaneko et al., 2000)  και 

Rhizobium (Young et al., 2006; Thomson et al., 2008) κυµαίνεται µεταξύ 50-53%, για 

το γένος Salmonella (McClelland et al., 2001) είναι 48%, ενώ για το γένος 

Escherichia (Touchon et al., 2009; Tohet al., 2010) είναι 47%. 

Ακολούθως, η αµινοξική αλληλουχία της Sup1 συγκρίθηκε µε τις PQQ-Gcd2 

από τα στελέχη του είδους Pseudomonas, στα οποία βρέθηκε ότι υπάρχει (Πίνακας 

Π2, Εικόνα Π6, § Παράρτηµα). Το ποσοστό οµοιότητας της µε κάθε PQQ-Gcd2 

είναι ιδιαίτερα χαµηλό (40-43%). Το ποσοστό αυτό είναι παρόµοια χαµηλό µε το 

ποσοστό οµοιότητας µεταξύ των PQQ-Gcd1 και PQQ-Gcd2 στο κάθε στέλεχος. 

Είναι γεγονός ότι, και στα τρία στελέχη του είδους Ps. fluorescens, των οποίων 

το γονιδίωµα έχει αλληλουχηθεί πλήρως, υπάρχουν οι πρωτεΐνες PQQ-Gcd1 και 

PQQ-Gcd2. Πολύ πιθανό είναι λοιπόν, στο γονιδίωµα του υπό µελέτη βακτηρίου να 

υπάρχει ακόµα ένα γονίδιο, οµόλογο του sup1, το οποίο θα κωδικοποιεί πρωτεΐνη για 

την PQQ-Gcd2. Εάν ένα τέτοιο γονίδιο υπάρχει και εκφράζεται στο γονιδίωµα του 

Ps. fluorescens Χ τότε η πρωτεΐνη, η οποία κωδικοποιείται από το υποθετικό αυτό 

γονίδιο, υπάρχει µεγάλη πιθανότητα να µη σχετίζεται µε τον φαινότυπο sup. 



 
 

 123

Προκειµένου να αναλυθεί η πρωτοταγής δοµή της πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκε 

η µέθοδος (Kyte et al., 1982) της υδροπάθειας (Hydropathicity) και η µέθοδος 

(Eisenberg et al., 1984) της κανονικοποιηµένης συµβατότητας (Normalized 

consensus hydrophobicity scale). Οι δύο µέθοδοι έδιναν τα ίδια αποτελέσµατα µεταξύ 

τους και τα αποτελέσµατα αυτά ήταν σύµφωνα µε τις µεθόδους DAS (Dense 

Alignment Surface method) και PRED-TMR (Prediction of Transmembrane regions 

in proteins) µε τις οποίες πραγµατοποιήθηκε η πρόβλεψη των διαµεµβρανικών 

τµηµάτων. 

 

 

Εικόνα 3.8 : Ανάλυση της 
υδροφοβικότητας της Sup1 πρωτεΐνης. Τα 
διαµεµβρανικά τµήµατα της Sup1 έχουν 
επισηµανθεί µε τα γράµµατα Α, Β, Γ, ∆, Ε. 
 

 

 

 
Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης Sup1 αποκάλυψε ότι 

αποτελείται από 5 διαµεµβρανικά τµήµατα (Εικόνα 3.8). Το πρώτο διαµεµβρανικό 

τµήµα περιλαµβάνει τα αµινοξέα 16-33, το δεύτερο τα 42-60 , το τρίτο τα αµινοξέα 

64-82, το τέταρτο τα 88-107 και το πέµπτο τα 118-142. Το τµήµα της διαµεµβρανικής 

αυτής πρωτεΐνης το οποίο βρίσκεται µετά το 142ο αµινοξύ είναι υδρόφιλο και 

εποµένως είναι πολύ πιθανό να βρίσκεται εξωτερικά της κυτταρικής µεµβράνης.  

 

 
Εικόνα 3.9: Σχηµατική αναπαράσταση των δυο πρωτεϊνών της PQQ-Gcd, οι οποίες 

εντοπίστηκαν στα στελέχη του γένους Pseudomonas. Α. Προβλεπόµενη πρωτοταγής δοµή 
της PQQ-Gcd1, Β. Προβλεπόµενη πρωτοταγής δοµή της PQQ-Gcd2. Με πράσινα κουτιά 
έχουν επισηµανθεί οι περιοχές της πρωτεΐνης, οι οποίες αποτελούνται από µια β-έλικα η 
οποία αλληλεπιδρά µε το συνένζυµο pqq. Με µπλε κουτιά συµβολίζονται οι πέντε 
διαµεµβρανικές περιοχές, ενώ µε µαύρα-γκρι κουτιά συµβολίζονται οι περιοχές οι οποίες 
είναι συντηρηµένες περιοχές (highly conserved signature). Με κόκκινα κουτιά 
παρουσιάζονται πιθανά πεπτίδια έκκρισης (signal peptides) και µε ροζ οι περιοχές χαµηλής 
πολυπλοκότητας  (low compositional complexity). Στο κάτω δεξί τµήµα της εικόνας φαίνεται 
η κλίµακα µεγέθους (Jensen et al., 2009). 
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 Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής των δυο πρωτεϊνών µε τη 

λειτουργία της κινοπρωτεϊνικής αφυδρογονάσης της γλυκόζης, PQQ-Gcd1 και PQQ-

Gcd2, ήταν δυνατόν να εντοπιστούν διαφορές και οµοιότητες µεταξύ τους (Εικόνα 

3.9). Στα πρώτα 150 αµινοξέα παρουσιάζεται να υπάρχουν πέντε διαµεµβρανικές 

έλικες και µια περιοχή-οδηγός για την κάθε πρωτεΐνη. Αµέσως µετά φαίνεται ότι 

υπάρχει µια συντηρηµένη περιοχή, η οποία συνήθως απαντάται στο αµινοτελικό άκρο 

PQQ εξαρτώµενων ενζύµων και είναι κοινή για τις δύο PQQ-Gcd που βρέθηκαν. Η 

περιοχή αυτή, η οποία περιλαµβάνει τα αµινοξέα 169 έως 212, έχει τη λειτουργία 

µιας οξειδοαναγωγάσης η οποία δρά στην υδροξυλοµάδα του υποστρώµατος. Από τη 

συντηρηµένη περιοχή αυτή µέχρι και το καρβοξυτελικό άκρο της, στην κάθε 

πρωτεΐνη PQQ-Gcd1 απαντώνται συνήθως πέντε και σπανιότερα έξι β-έλικες ενώ 

στην πρωτεΐνη PQQ-Gcd2 απαντώνται έξι. Οι β-έλικες έχει αποδειχθεί ότι 

αλληλεπιδρούν µε το συνένζυµο PQQ (Anthony, 1996). 

 

3.4.3. Το γονίδιο sup2 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqF 

Το πολυπεπτίδιο, το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup2, αποτελείται 

από 807 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος 87,964 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=5.81, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση. Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup2 έδειξε ότι παρουσιάζει σχετικά µεγάλη οµολογία µε την 

πεπτιδάση PqqF η οποία εµπλέκεται στη βιοσύνθεση της πυρρολοκινολινικής κινόνης 

και απαντάται µεταξύ των ειδών του γένους Pseudomonas.  

Η πρωτεΐνη Sup2 παρουσιάζει µεγάλη οµοιότητα (62%) µε τη pqqF 

(PFLU5597) του στελέχους Ps. fluorescens SBW25 (Silby et al., 2009). Η οµοιότητα 

σε αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup2 είναι πολύ µικρότερη (48%) όταν αυτό 

συγκριθεί µε τις PqqF που έχουν χαρακτηριστεί στα βακτηριακά στελέχη Ps. 

fluorescens Pf5 , Pf0-1 (PFL_5672 και PFL_5156) (Winsor et al., 2006; Paulsen et 

al., 2005). Ακόµα χαµηλότερη είναι η οµοιότητα µεταξύ της αλληλουχίας των 

αµινοξέων του Sup2 µε τις PqqF από τα βακτηριακά στελέχη Ps. putida KT2440 

(Nelson et al., 2002) και Ps. aeruginosa PA14 (36% για την PP_0381 και 32% για 

την PA14_39010 αντίστοιχα) (Εικόνα Π7, § Παράρτηµα).  

Η οµοιότητα του πολυπεπτιδίου Sup2 µε τις PqqF από τα γένη Klebsiella 

(Meulenberg et al.,1992; Wu et al., 2009) και Enterobacter (Kim et al., 2003) 

κυµαίνεται µεταξύ 25-28%, ενώ για τα γένη Pantoea (De Maayer et al., 2010) και  

Erwinia (Sebaihia et al., 2010) είναι 20%. Τα πολύ χαµηλά ποσοστά οµοιότητας και 
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οι πολύ χαµηλές τιµές e-value ήταν αποτρεπτικές ώστε να µη συµπεριληφθούν οι 

πρωτεΐνες από τα γένη αυτά στην ανάλυση. 

Όπως ήταν δυνατόν να διαπιστωθεί από την στοίχιση της Sup2 µε τις PqqF 

από τα στελέχη του Ps. fluorescens υπάρχει ένα τµήµα 100 αµινοξέων στο 

αµινοτελικό άκρο και ένα τµήµα 70 αµινοξέων στο καρβοξυτελικό άκρο τους, τα 

οποία µοιάζουν να είναι συντηρηµένα. Σε σύγκριση µε τις pqqF από τα 

αντιπροσωπευτικά στελέχη των ειδών Ps. putida και Ps. aeruginosa, που 

χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση, η Sup2 εµφανίζει αρκετά κενά (gaps). Παρόλα τα 

κενά στα στελέχη αυτά, η οµοιότητα της αµινοξικής αλληλουχίας µε αυτή της Sup2, 

και ειδικότερα του καρβοξυτελικού και του αµινοτελικού άκρου,  παραµένει σε 

αρκετά υψηλά ποσοστά. 

Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης προέκυψε ότι το 

πολυπεπτίδιο Sup2 δεν αποτελείται από περιοχές οι οποίες εµφανίζουν 

υδροφοβικότητα. Εποµένως είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη, η οποία δεν 

αποτελείται από κανένα διαµεµβρανικό τµήµα.  

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η λειτουργική ανάλυση της πρωτεΐνης Sup2 

µε τη βοήθεια του διαδικτυακού εργαλείου SMART 7 (Letunic et al., 2012). Από την 

ανάλυση προέκυψε ότι η πρωτεΐνη αυτή ενδεχοµένως έχει τη λειτουργία µιας 

πρωτεάσης η οποία ανήκει στην υπεροικογένεια ΜΕ. Στην υπεροικογένεια των 

πρωτεασών ΜΕ, µε βάσει δοµικά κριτήρια, έχουν καταταγεί σε τέσσερεις οικογένειες 

πρωτεασών: LuxS, Μ16, Μ16C και Μ44. Πιο αναλυτικά, η οικογένεια των 

πρωτεασών Μ16 περιλαµβάνει µεταλλοένδοπρωτεάσες, όπως επίσης και η οικογένεια 

των πρωτεασών Μ16C η οποία περιλαµβάνει ακόµα πρωτεάσες που χρησιµοποιούν 

ιόντα Zn. Οι πρωτεάσες αυτές εµπλέκονται σε αντιδράσεις πρωτεόλυσης και πιο 

συγκεκριµένα υδρόλυσης εσωτερικών α’ πεπτιδικών δεσµών (Hilgers et al., 2001). 

 
Εικόνα 3.10 : Σχηµατική αναπαράσταση των λειτουργικών περιοχών της Sup2. Στο 

κάτω δεξί τµήµα της εικόνας φαίνεται η κλίµακα µεγέθους (Letunic et al., 2012). 
 
Η περιοχή της Sup2 η οποία αποτελείται από τα αµινοξέα 29 έως 170 

εµφανίζει όµοια δοµή µε πρωτεάσες της οικογένειας Μ16, ενώ οι περιοχές που 
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αποτελούνται από τα αµινοξέα 188 έως 350 και 540 έως 705 εµφανίζουν οµοιότητα 

µε  πρωτεάσες της οικογένειας Μ16C (Εικόνα 3.10). Ο τρόπος δράσης που έχει 

προταθεί για τις πρωτεάσες οι οποίες περιλαµβάνουν δύο όµοιες δοµικές περιοχές, 

είναι η ενεργοποίηση της µιας µόνο περιοχής η οποία επιτελεί την αντίδραση της 

πρωτεόλυσης, ενώ η δεύτερη-µη ενεργοποιηµένη περιοχή χρησιµεύει στη δεέσµευση 

του υποστρώµατος  (Taylor et al., 2001). Ενδεχοµένως, κάτι ανάλογο να ισχύει και 

για την Sup2. 

 

3.4.4. Το γονίδιο sup3 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqD 

Το πολυπεπτίδιο, το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup3, αποτελείται 

από 91 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος 10,307 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=4.87, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση. Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup3 έδειξε ότι παρουσιάζει σχετικά µεγάλη οµολογία µε την 

πρωτεΐνη PqqD, η οποία εµπλέκεται στην βιοσύνθεση της πυρολοκινολινικής 

κινόνης, και απαντάται µεταξύ των ειδών του γένους Pseudomonas. 

 Η πρωτεΐνη Sup3 παρουσιάζει µεγάλη οµοιότητα (96%) µε τη PqqD 

(PFLU_5601)  του στελέχους Ps. fluorescens SBW25 (Silby et al., 2009) (Εικόνα 

Π8, § Παράρτηµα). Παρόµοια µεγάλο (94%) είναι το ποσοστό της πλήρους 

οµοιότητας σε αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup3 µε την PqqD (Pfl01_5160) 

που έχει χαρακτηριστεί στο βακτηριακό στέλεχος Ps. fluorescens Pf0-1 (Winsor et 

al., 2006), ενώ στο στέλεχος Ps. fluorescens Pf5 (PFL_5676) (Paulsen et al., 2005) το 

ποσοστό αυτό είναι λίγο µικρότερο (87%). Η πρωτεΐνη Sup3 είναι ίδια κατά 84% µε 

τη µια από τις δύο PqqD (PP_0377) που έχει στο γονιδίωµά του το στέλεχος Ps. 

putida KT2440 (Nelson et al., 2002), ενώ µε τη δεύτερη (PP_2681) το ποσοστό 

πλήρους οµολογίας είναι µόλις 44%. Ακόµα χαµηλότερη είναι η πλήρης οµοιότητα 

µεταξύ της αλληλουχίας των αµινοξέων του Sup3 µε τις PqqD από τα βακτηριακά 

στελέχη Ps. aeruginosa PA14 (Lee et al., 2006) και Ps. mendocina ymp (60% για την 

PA14_38790 και 58% για την Pmen_1968, αντίστοιχα). Η πλήρης οµοιότητα σε 

αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup3 µε τις PqqD από τo γένος Burkholderia 

(Chain et al., 2006) κυµαίνεται µεταξύ 42-45%, ενώ στο γένος Erwinia (Kube et al., 

2008; Kube et al., 2010; Sebaihia et al., 2010) είναι µεταξύ 48-50%. 

Στο στέλεχος Ps. putida KT2440 έχουν ταυτοποιηθεί δύο πρωτεΐνες PqqD οι 

οποίες όµως έχουν µικρό ποσοστό πλήρους οµολογίας µεταξύ τους (45%). Η ύπαρξη 

δύο διαφορετικών πρωτεϊνών PqqD, οι οποίες έχουν µικρό ποσοστό πλήρους 
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οµοιότητας µεταξύ τους (43.5%), έχει παρατηρηθεί και στο στέλεχος Ps. putida GB-1 

(PputGB1_0406 και  PputGB1_3122).  

Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης προέκυψε ότι το 

πολυπεπτίδιο Sup3 δεν αποτελείται από περιοχές οι οποίες εµφανίζουν 

υδροφοβικότητα και εποµένως είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη, η οποία δεν 

αποτελείται από κανένα διαµεµβρανικό τµήµα. Η λειτουργική ανάλυση της 

πρωτεΐνης Sup3, που πραγµατοποιήθηκε, δεν ήταν σε θέση να αποκαλύψει κάποιες 

πληροφορίες για τον τρόπο δράσης της. 

 

3.4.5. Το γονίδιο sup4 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqE 

Το πολυπεπτίδιο, το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup4, αποτελείται 

από 331 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος 37,380 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=6.57, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση. Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup4 έδειξε ότι παρουσιάζει σχετικά µεγάλη οµολογία µε την 

πρωτεΐνη PqqE, η οποία εµπλέκεται στη βιοσύνθεση της πυρολοκινολινικής κινόνης, 

και απαντάται µεταξύ των ειδών του γένους Pseudomonas.  

Η πρωτεΐνη Sup4 παρουσιάζει µεγάλη οµοιότητα (97%) µε τη PqqΕ του 

στελέχους Ps. fluorescens SBW25 (Silby et al., 2009) (Εικόνα Π9, § Παράρτηµα). 

Παρόµοια µεγάλο (95%) είναι το ποσοστό της πλήρους οµοιότητας σε αµινοξικό 

επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup4 µε την PqqΕ που έχει χαρακτηριστεί στα 

βακτηριακά στελέχη Ps. fluorescens Pf0-1 (Winsor et al., 2006) και Ps. fluorescens 

Pf5 (Paulsen et al., 2005). Η πρωτεΐνη Sup4 είναι ίδια κατά 85% µε τη PqqE  από τα 

στελέχη Ps. putida KT2440 και GB-1 (Nelson et al., 2002). Ακόµα χαµηλότερη είναι 

η οµοιότητα µεταξύ της αλληλουχίας των αµινοξέων του Sup4 µε τις PqqE από τα 

βακτηριακά στελέχη Ps. aeruginosa PA14 (Lee et al., 2006) και Ps. stutzeri A1501 

(75% και 79% αντίστοιχα).  

Η Sup4 παρουσιάζει αρκετά υψηλά ποσοστά πλήρους οµολογίας µε πρωτεΐνες 

pqqE οι οποίες προέρχονται από διάφορα γένη της τάξης Pseudomonadales. Η 

πλήρης οµοιότητα σε αµινοξικό επίπεδο του πολυπεπτιδίου Sup4 µε τις PqqE από τo 

γένος Acinetobacter  (Adams et al., 2008; Vallenet et al., 2008) κυµαίνεται µεταξύ 

69-71%, ενώ στο γένος Erwinia (Kube et al., 2008; Kube et al., 2010; Sebaihia et al., 

2010) είναι 72%. Πιο χαµηλά ποσοστά πλήρους οµοιότητας (54-56%) 

παρουσιάζονται µε τις PqqE από τo γένος Burkholderia (Chain et al., 2006). 
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Όπως είναι δυνατόν να παρατηρήσουµε (Εικόνα Π9, § Παράρτηµα) η Sup4 

παρουσιάζει αρκετά µεγάλη οµολογία µε όλες τις πρωτεΐνες PqqE του γένους 

Pseudomonas. Η µόνη διαφορά της Sup4 από τις οµόλογές της είναι το µέγεθός της. 

Το µέγεθος της αµινοξικής αλληλουχίας  των πρωτεϊνών PqqE κυµαίνεται από 375 

µέχρι 389αα, µε µόνη εξαίρεση αυτή της PqqE που προέρχεται από το στέλεχος Ps. 

stutzeri A1501 στο οποίο έχει µέγεθος 320αα. Η πρωτεΐνη PqqE από το στέλεχος 

αυτό, παρόλο που έχει το ίδιο µέγεθος µε την Sup4, δεν εµφανίζει τα µεγαλύτερα 

ποσοστά πλήρους οµοιότητας µε την τελευταία. 

Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης προέκυψε ότι το 

πολυπεπτίδιο Sup4 δεν αποτελείται από περιοχές οι οποίες εµφανίζουν 

υδροφοβικότητα και εποµένως είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη, η οποία δεν 

αποτελείται από κανένα διαµεµβρανικό τµήµα. Η ίδια ανάλυση ακολούθησε για όλες 

τις ταυτοποιηµένες PqqE και όλες φαίνεται να µην έχουν υδρόφοβες περιοχές. 

Κατά τη λειτουργική ανάλυση της πρωτεΐνης Sup4 µε τη βοήθεια του 

διαδικτυακού εργαλείου SMART 7 (Letunic et al., 2012) προβλέφθηκε ότι η περιοχή 

που αποτελείται από τα πρώτα 128 αµινοξέα έχει δοµή όµοια µε αυτή των πρωτεινών 

που ανήκουν στην υπεροικογένεια Radical SAM. Στην υπεροικογένεια αυτή έχουν 

κατηγοριοποιηθεί περίπου 600 ένζυµα τα οποία καταλύουν διαφορετικές αντιδράσεις, 

όπως µεθυλίωσης, ισοµερίωσης, προσθήκης ενός ατόµου θείου, κυκλοποίησης και 

αναερόβιας οξείδωσης. Τα µέλη της υπεροικογένειας αυτής έχει βρεθεί ότι 

εµπλέκονται στη βιοσύνθεση αλλά και στην βιοαποδόµιση ποικίλων µορίων (Sofia et 

al., 2001).  

Το µικρό µέγεθος της περιοχής (128 αµινοξέα) που προβλέφθηκε ότι 

εµφανίζει δοµή όµοια µε αυτή των πρωτεϊνών της υπεροικογένειας Radical SAM 

καθώς και ο σχετικά υψηλός δείκτης σηµαντικότητας (e-value=2,5•e-13), ο οποίος 

χαρακτηρίζει την πρόβλεψη αυτή, υποδηλώνουν το ενδεχόµενο η πρόβλεψη αυτή να 

είναι λανθασµένη. Έτσι, δεν είναι δυνατό να προσδιοριστεί µε ακρίβεια η λειτουργία 

της πρωτεΐνης Sup4. 

 

3.4.6. Το γονίδιο sup5 κωδικοποιεί µια άγνωστη πρωτεΐνη 

Το πολυπεπτίδιο το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup5, αποτελείται 

από 258 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος 28,736 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=5.08, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση. Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που 

κωδικοποιεί το γονίδιο sup5 έδειξε ότι παρουσιάζει σχετικά µεγάλη οµολογία µε 
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διάφορες υποθετικές πρωτεΐνες (hypothetical proteins), που απαντώνται µεταξύ των 

ειδών του γένους Pseudomonas.  

Στο στέλεχος Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB3335 αλλά και στο Ps. 

syringae pv. phaseolicola 1448A εκφράζονται δύο πρωτεΐνες (µε locus tag 

PSA3335_4877 και PSPPH_5088 αντίστοιχα) οι οποίες έχουν το µοτίβο µιας 

οξυγενάσης της αίµης (Joardar et al., 2005). Οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν 

µεγάλη οµοιότητα (72%) µε τη Sup5 (Εικόνα Π10, § Παράρτηµα). Αρκετά υψηλά 

ποσοστά πλήρους οµοιότητας σε αµινοξικό επίπεδο (72%) παρουσιάζονται µεταξύ 

του πολυπεπτιδίου της Sup5 και δύο πρωτεϊνών (µε locus tag Psyr_5009 και 

PSPTO5455 αντίστοιχα) αγνώστου λειτουργίας που έχουν βρεθεί στα στελέχη Ps. 

syringae  syringae B728a και Ps. syringae  tomato DC3000 (Feil et al., 2005). 

Ακόµα, στο στέλεχος Ps. syringae pv. syringae UMAF0158 (Arrebola et al., 2003; 

2007) η πρωτεΐνη µε αριθµό καταχώρησης ABG00044.1, η οποία κωδικοποιείται από 

το οπερόνιο βιοσύνθεσης της µανγκοτοξίνης, έχει 73% πλήρη οµοιότητα µε την 

Sup5. 

Λίγο χαµηλότερο ποσοστό της πλήρους οµοιότητας (67%) παρατηρείται 

µεταξύ της Sup5 και δύο πρωτεΐνων (µε locus tag PSPA7_2112 και PSEEN0134 

αντίστοιχα) αγνώστου λειτουργίας που έχουν βρεθεί στα στελέχη Ps. aeruginosa PA7 

και Ps. entomophila L48 (Vodovar et al., 2006) (Εικόνα Π10, § Παράρτηµα). Στα 

βακτηριακά στελέχη Ps. fluorescens Pf0-1 (Winsor et al., 2006) και Ps. fluorescens 

SBW25 (Silby et al., 2009) έχουν βρεθεί δύο πρωτεΐνες αγνώστου λειτουργίας (µε 

locus tag Pfl01_0128 και PFLU_0121 αντίστοιχα) οι οποίες εµφανίζουν 69% και 

55% πλήρη οµοιότητα µε την αµινοξική αλληλουχία του πολυπεπτιδίου της Sup5. 

Πιο χαµηλά ποσοστά οµοιότητας (46-50%) παρουσιάζονται µε διάφορες πρωτεΐνες 

αγνώστου λειτουργίας από τo γένος Burkholderia (Chain et al., 2006).  

Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι η πρωτεΐνη Sup5, η οποία προέρχεται από 

το βακτήριο Ps. fluorescens Χ, παρουσιάζει µεγαλύτερη οµοιότητα µε πρωτεΐνες από 

στελέχη των ειδών Ps. aeruginosa Ps. syringae  και Ps. savastanoi. Αντιθέτως, µε 

πρωτεΐνες από τα στελέχη του είδους στο οποίο ανήκει τα ποσοστά πλήρους 

οµοιότητας είναι αρκετά χαµηλότερα. Μεγαλύτερο ενδιαφέρον εντοπίζεται στην 

οµοιότητα της Sup5 µε την πρωτεΐνη µε αριθµό καταχώρησης ABG00044.1 από το 

στέλεχος Ps. syringae pv. syringae UMAF0158. Το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί για 

την πρωτεΐνη αυτή φαίνεται ότι σχετίζεται µε την βιοσύνθεση  της µανγκοτοξίνης στο 

στέλεχος αυτό. 
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Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης προέκυψε ότι το 

πολυπεπτίδιο Sup5 δεν αποτελείται από περιοχές οι οποίες εµφανίζουν 

υδροφοβικότητα και εποµένως είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη, η οποία δεν 

αποτελείται από κανένα διαµεµβρανικό τµήµα. Η ίδια ανάλυση ακολούθησε για όλες 

τις πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν µεγάλη οµοιότητα µε την Sup5, κατά την οποία όλες 

φαίνεται να µην έχουν υδρόφοβες περιοχές. 

Η λειτουργική ανάλυση της Sup5 ανέδειξε ότι αυτή ανήκει στην οικογένεια 

DUF3050, η οποία περιλαµβάνει πρωτεΐνες αγνώστου λειτουργίας. Η οικογένεια 

αυτή αναφέρεται από τη βάση δεδοµένων SCOP (Andreeva et al., 2008) ότι ανήκει 

στην υπεροικογένεια της οξυγενάσης της αίµης (ΗΟ), αλλά κάτι τέτοιο δεν έχει 

ακόµα αποδειχθεί µε εργαστηριακές µελέτες. Έτσι, είναι αδύνατο να προβλεφθεί η 

λειτουργία της πρωτεΐνης Sup5, παρόλο που ενδέχεται βάσει της βάσης δεδοµένων 

SCOP να έχει µια παρόµοια λειτουργία µε αυτή της ΗΟ.  

 

3.4.7. Το γονίδιο sup6 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Cupin2 

Το πολυπεπτίδιο, το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο sup6, αποτελείται 

από 115 αµινοξέα, ενώ έχει µοριακό βάρος  13,285 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 

pI=5.28, όπως προβλέπεται από in silico ανάλυση.  

Η στοίχιση του πολυπεπτιδίου που κωδικοποιεί το γονίδιο sup6 έδειξε ότι 

παρουσιάζει σχετικά µεγάλη οµοιότητα µε µια πρωτεΐνη  η οποία  απαντάται σε ένα 

µόνο είδος  του γένους Pseudomonas. Η πρωτεΐνη Sup6 είναι ίδια κατά 58% µε την 

πρωτεΐνη Cupin2 (µε locus tag PSPA7_2111) από το στέλεχος Ps. aeruginosa PA7 

(Εικόνα Π11, § Παράρτηµα). Η πρωτεΐνη Cupin2 έχει βρεθεί και σε στελέχη 

Burkholderia cenocepacia, και πιο συγκεκριµένα για τα J2315, AU 1054, MC0-3, 

HI2424 και PC184 (τα locus tags των οποίων είναι τα BceJ2315_36630, Bcen_4975, 

Bcenmc03_4294, Bcen2424_3185 και BCPG_04196 αντίστοιχα). Τα ποσοστά 

οµοιότητας της Sup6 µε τις cupin2 από τα πέντε παραπάνω στελέχη κυµαίνονται 

µεταξύ 54-55%.  

Όπως παρατηρήθηκε, η µοναδική οµοιότητα της sup6 µε βακτήρια του γένους 

Pseudomonas εντοπίστηκε µόνο µε την Cupin2 από το Ps. aeruginosa. Κανένα άλλο 

είδος του γένους αυτού δεν διαθέτει την πρωτεΐνη Cupin2. Ακόµα, φαίνεται ότι η 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη έχει συντηρηµένα τµήµατα τα οποία απαντώνται και στα 

στελέχη του είδους Burkholderia cenocepacia. 



 
 

 131

Στην οικογένεια των Cupin πρωτεϊνών κατηγοριοποιούνται πρωτεΐνες οι 

οποίες αποτελούνται είτε από µια είτε από δύο β-βαρελοειδείς περιοχές (β-barrel 

fold), οι οποίες ονοµάζονται ‘κούπες’ (cupa). Η κάθε ‘κούπα’ δοµείται από  δύο 

συντηρηµένες περιοχές οι οποίες έχουν το µοτίβο β-έλικα, στροφή, β-έλικα (Helix-

Turn-Helix ή αλλιώς HTH motif) και συνήθως απέχουν µεταξύ τους  15-50 αµινοξέα. 

Στο κάθε HTH µοτίβο υπάρχει συνήθως και από ένα αµινοξικό κατάλοιπο ιστιδίνης. 

Η λειτουργία τους παρουσιάζει µεγάλη ποικιλοµορφία ενώ απαντώνται σε 

προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Χαρακτηριστικά, για τους 

προκαρυωτικούς οργανισµούς αναφέρεται ότι στην υπεροικογένεια των Cupin 

πρωτεϊνών κατατάσσονται ένζυµα όπως ισοµεράσες, επιµεράσες, συνθάσες, 

σφελουρίνες, διοξυγενάσες αλλά και µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας AraC 

(Dunwell et al., 2004). 

Πρωτεΐνες µε ποσοστά πλήρους οµοιότητας χαµηλότερα από 40%, από 

διάφορα γένη βακτηρίων παρατηρήθηκαν αλλά, δεν αναλύθηκαν µιας και η 

οµοιότητα που παρουσίαζαν εντοπιζόταν µόνο σε ορισµένα µικρά τµήµατα της 

αλληλουχίας της Sup6 καθώς και το e-value τους ήταν πολύ µεγάλο (<10-9).  

Από την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης προέκυψε ότι το 

πολυπεπτίδιο Sup6 δεν αποτελείται από περιοχές οι οποίες εµφανίζουν 

υδροφοβικότητα και εποµένως είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη, η οποία δεν 

αποτελείται από κανένα διαµεµβρανικό τµήµα. Η ίδια ανάλυση ακολούθησε για όλες 

τις πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν µεγάλη οµοιότητα µε την Sup6, κατά την οποία όλες 

φαίνεται να µην έχουν υδρόφοβες περιοχές. 

Η λειτουργική ανάλυση της πρωτεΐνης Sup6, που πραγµατοποιήθηκε, δεν 

ήταν σε θέση να αποκαλύψει κάποιες επιπλέον πληροφορίες για τον τρόπο δράσης 

της. Όπως προβλέφθηκε από την ανάλυση αυτή, η Sup6 ανήκει στην οικογένεια των 

Cupin πρωτεϊνών µε δείκτη σηµαντικότητας (e-value=2•e-4) σχετικά µεγάλο.  

 

3.4.8. Οργάνωση του γονιδιακού τόπου της κινοπρωτεϊνικής αφυδρογονάσης της 

γλυκόζης 

 Σε προηγούµενη παράγραφο (§3.4.2.1) αναφέρθηκε η ύπαρξη δύο 

διαφορετικών γονιδίων στο γονιδίωµα των περισσοτέρων ειδών του γένους 

Pseudomonas, τα οποία κωδικοποιούν δύο ένζυµα της κινοπρωτεϊνικής 

αφυδρογονάσης της γλυκόζης. Τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για τα δύο οµόλογα 
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ένζυµα, PQQ-Gcd1 και PQQ-Gcd2, βρέθηκε ότι βρίσκονται οργανωµένα σε 

διαφορετική γονιδιωµατική περιοχή, στο εκάστοτε στέλεχος.  

Κατόπιν πραγµατοποιήθηκε έλεγχος (Blastp) της οµοιότητας, σε αµινοξικό 

επίπεδο, του τµήµατος της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί το orfΧ. Το αναγνωστικό 

πλαίσιο orfΧ, το οποίο εντοπίστηκε ανωφερικά του γονιδίου sup1, αποτελεί τµήµα 

ενός γονιδίου και κωδικοποιεί για το καρβοξυτελικό άκρο ενός υποδοχέα 

εξαρτώµενου από TonB (Εικόνα Π12, § Παράρτηµα). 

 Για κάθε στέλεχος εντοπίστηκε η γονιδιωµατική περιοχή στην οποία 

εµφανίζεται το καθένα από τα δύο οµόλογα γονίδια της PQQ-Gcd και οι περιοχές 

αυτές συγκρίθηκαν µεταξύ τους (Εικόνα Π13, § Παράρτηµα). Η έρευνα 

επικεντρώθηκε στη γονιδιωµατική περιοχή των στελεχών του είδους Ps. fluorescens, 

για τα οποία πραγµατοποιήθηκε σύγκριση µε την γονιδιωµατική περιοχή του υπό 

µελέτη βακτηρίου (Εικόνα Π14, § Παράρτηµα). 

Όπως είναι δυνατόν να παρατηρηθεί,  η γονιδιωµατική περιοχή γύρω από το 

pqq-gcd1 γονίδιο έχει αρκετά κοινά στοιχεία και στα τρία στελέχη Ps. fluorescens και 

οµοιάζει µε την περιοχή που βρίσκεται το sup1 στο υπό µελέτη βακτήριο. Το γονίδιο, 

το οποίο κωδικοποιεί για τον TonB-εξαρτώµενο υποδοχέα, τοποθετείται ανωφερικά 

του γονιδίου pqq-gcd1 στα στελέχη SBW25 και Pf5, ενώ στο γονιδίωµα του 

στελέχους Pf0-1 το γονίδιο αυτό απουσιάζει. Ακόµα ένα κοινό χαρακτηριστικό και 

για τα τρία στελέχη, όσον αφορά την περιοχή ανωφερικά του pqq-gcd1, είναι η 

ύπαρξη δύο γονιδίων µε την ίδια κατεύθυνση µεταγραφής. Το πρώτο κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη η οποία έχει αλληλεπιδρά µε σιδηροφόρα, και το δεύτερο για την πρωτεΐνη 

PadR, η οποία αποτελεί µεταγραφικό παράγοντα και είναι δυνατόν να ρυθµίζει την 

έκφραση του pqq-gcd1.  

Το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί για την πορίνη OprB εντοπίζεται πάντα, σε 

όποιο στέλεχος την διαθέτει, ανωφερικά του pqq-gcd1 και µε την ίδια κατεύθυνση 

µεταγραφής. Το γονίδιο αυτό, όσον αφορά το PQQ-Gcd2, βρίσκεται πάντα 

κατωφερικά. Η πορίνη ΟprB έχει αποδειχθεί (Wylie et al., 1995) ότι παίζει  κύριο 

ρόλο στην είσοδο των  υδατανθράκων (γλυκόζης, φρουκτόζης, γλυκερόλης και 

µανιτόλης) στο στέλεχος Ps. aeruginosa PAO1. 

 Στο σηµείο αυτό αξίζει να σηµειωθεί ακόµα µια παρατήρηση. Στο στέλεχος 

Ps. fluorescens Pf5, ανωφερικά του γονιδίου pqq-gcd2 και σε απόσταση 2.6 kb από 

αυτό, περίπου, βρίσκεται το οπερόνιο βιοσύνθεσης της PQQ (§3.3.9.). Η γειτνίαση 
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του οπερονίου βιοσύνθεσης της PQQ  µε την αφυδρογονάση της γλυκόζης δεν 

παρατηρήθηκε σε κανένα άλλο στέλεχος του γένους, ούτε στο Ps. fluorescens X. 

Η σύγκριση που έγινε στο γονιδίωµα των υπολοίπων στελεχών του γένους 

Pseudomonas επιβεβαιώνει τα παραπάνω δεδοµένα και, µε τα παρόντα στοιχεία της 

αλληλούχισης στο υπό µελέτη βακτήριο, καταδεικνύει ότι η περιοχή γύρω από το 

sup1 οµοιάζει περισσότερο σε αυτή από το στέλεχος SBW25. 

 

3.4.9. Οργάνωση του γονιδιακού τόπου των γονιδίων pqq 

Τα µεταλλαγµένα στελέχη της δεύτερης οµάδας (B91 και B163) φέρουν την 

ένθεση του µεταθετού στοιχείου στο sup2, το οποίο κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη 

PqqF. Η πρωτεΐνη PqqF εµπλέκεται στη βιοσύνθεση της πυρρολοκινολινικής κινόνης 

(pqq), συνενζύµου της αφυδρογονάσης της γλυκόζης. Στη βιοσύνθεση της PQQ 

εµπλέκονται και τα γονίδια sup3 και sup4, τα οποία κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες 

PqqD και PqqE, και αποδείχθηκε ότι φέρουν την ένθεση του µεταθετού στοιχείου στα 

µεταλλαγµένα στελέχη της τρίτης οµάδας (A150 και ρ26). Είναι φανερό, λοιπόν, ότι 

τα γονίδια sup2, sup3 και sup4 κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι οποίες εµπλέκονται στη 

βιοσύνθεση της PQQ.  

Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της οµοιότητας (Blastp), σε 

αµινοξικό επίπεδο, των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα ανοιχτά αναγνωστικά 

πλαίσια ανωφερικά και κατωφερικά των γονιδίων sup2, sup3 και sup4. Έτσι βρέθηκε 

ότι τo γονίδιo orf1 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqA (Εικόνα Π15, § Παράρτηµα), τo 

γονίδιο orf2 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqB (Εικόνα Π16, § Παράρτηµα), ενώ τα 

τµήµατα των γονιδίων orf3 (Εικόνα Π17, § Παράρτηµα) και orf4 (Εικόνα Π18, § 

Παράρτηµα) κωδικοποιούν αντίστοιχα για το αµινοτελικό και το καρβοξυτελικό άκρο 

της πρωτεΐνης PqqC. Τέλος το γονίδιο orf0, το οποίο βρίσκεται ανωφερικά του 

γονιδίου sup2, κωδικοποιεί µια υδρολάση (Εικόνα Π19, § Παράρτηµα), ενώ το 

τµήµα του γονιδίου orfΑ κωδικοποιεί για το καρβοξυτελικό άκρο µιας οξειδάσης 

(Εικόνα Π20, § Παράρτηµα) 

Στο σηµείο αυτό, δηµιουργήθηκε η εύλογη απορία για το αν τα τµήµατα των 

γονίδιων orf3 και orf4 προέρχονταν από το ίδιο γονίδιο στο γονιδίωµα του βακτηρίου 

Ps. fluorescens X. Τα orf3 και orf4 προήλθαν από την αλληλούχιση των πλασµιδίων 

απελευθέρωσης της δεύτερης και της τρίτης οµάδας µεταλλαγµένων στελεχών και 

εποµένως δε µπορούµε να διακρίνουµε αν τα αντιπροσωπεύουν το ίδιο γονίδιο και 
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αν, κατά επέκταση, τα γονίδια orfΑ, orf0, sup2, orf1, orf2 και orf3 βρίσκονται στον 

ίδιο γονιδιακό τόπο µε τα γονίδια orf4, sup3 και sup4.  

Με τη βοήθεια της βάσης STRING 8.3 (Jensen et al., 2009) ήταν δυνατόν να  

βρεθούν πάνω από 80 είδη βακτηρίων στα οποία απαντώνται τα γονίδια pqqBCDE 

(Εικόνα 3.11). Σε όλα τα είδη που βρέθηκαν στη βάση, τα τέσσερα αυτά γονίδια ήταν 

οργανωµένα σε οπερόνια.   

 

 
Εικόνα 3.11 : ∆ιασπορά του οπερονίου βιοσύνθεσης της pqq στις 5 υποκλάσεις του 

φύλου των πρωτεοβακτηρίων, όπως υπολογίστηκε από το πρόγραµµα STRING 8.3 (Jensen et 
al., 2009). Στο υπόµνηµα της εικόνας φαίνεται το σχετικό µέγεθος και ο συµβολισµός του 
κάθε γονιδίου. 
  

Όπως ήταν δυνατόν να παρατηρηθεί, το οπερόνιο βιοσύνθεσης της pqq 

εντοπίστηκε σε 13 τάξεις βακτηρίων. Η ύπαρξη του γονιδίου pqqA σηµειώθηκε µόνο 

στις τάξεις Pseudomonadales και Alteromonadales, ενώ το γονίδιο pqqF βρέθηκε ότι 

απαντάται στις Pseudomonadales και Enterobacteriales. Τα γονίδια pqqBCDE 

απαντώνται και στις 13 εν λόγω τάξεις, ενώ η σειρά µε την οποία είναι οργανωµένα 

είναι η ίδια.  

Στην τάξη  Pseudomonadales, και ειδικότερα στο γένος Pseudomonas, 

παρατηρήθηκε ότι το οπερόνιο pqq είναι δυνατόν να περιέχει ακόµα ένα γονίδιο, το 

pqqM. Σχεδόν σε όλα τα στελέχη της οικογένειας παρατηρήθηκε ότι το οπερόνιο 
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βιοσύνθεσης της PQQ απαρτίζεται από 7 γονίδια (pqqFABCDEΜ). Τα στελέχη Ps. 

aeruginosa PA01, Ps. aeruginosa PA14, Ps. fluorescens SBW25 και Ps. stutzeri 

A1501 αποτελούν εξαίρεση στον παραπάνω κανόνα. 

Στα στελέχη Ps. aeruginosa PA01 και PA14 καθώς και στο στέλεχος Ps. 

stutzeri A1501 το οπερόνιο βιοσύνθεσης της PQQ αποτελείται από τα γονίδια 

pqqABCDEΜ, ενώ το γονίδιο pqqF βρίσκεται σε διαφορετικό γονιδιακό τόπο 

(περίπου 100 kb µακριά) και η έκφρασή του είναι ανεξάρτητη του οπερονίου αυτού. 

Στο στέλεχος Ps. fluorescens SBW25 το οπερόνιο βιοσύνθεσης της PQQ αποτελείται 

από τα γονίδια pqqFABCDE, ενώ το γονίδιο pqqΜ  δεν υπάρχει στο γονιδίωµα του. 

Ακόµα, µια εξαίρεση αποτελούν τα στελέχη Ps. putida KT2440 και Ps. putida GB-1 

τα οποία εκτός από το γονίδιο pqqD, το οποίο βρίσκεται στο οπερόνιο pqqFABCDE, 

έχουν στο γονιδίωµά τους ακόµα ένα αντίγραφο του γονιδίου αυτού, το pqqD2. 

Τέλος, από την έρευνα των βάσεων δεδοµένων, βρέθηκε ότι το βακτήριο Ps. 

fluorescens Pf5 έχει ακόµα ένα αντίγραφο των γονιδίων pqqAB (µε locus tag 

PFL_2223 και PFL_2224 αντίστοιχα), εκτός από αυτό που βρίσκεται στο οπερόνιο 

pqqFABCDE. 

Σε µελέτες που αφορούν τα στελέχη των βακτηρίων Ps. fluorescens CHA0 

(Schnider et al., 1995), Gluconobacter oxydans IFO 3293 (Felder et al., 2000), 

Enterobacter intermedium 60-2G (Kim et al., 2003), Ps. fluorescens B16 (Choi et al., 

2008) και Ps. aeruginosa ATCC 17933 (Gliese et al., 2010) έχει βρεθεί ότι στη 

βιοσύνθεση της PQQ εµπλέκονται τα γονίδια pqqA, pqqB, pqqC, pqqD, pqqE και 

pqqF. Έχει παρατηρηθεί και έχει αποδειχθεί ότι τα γονίδια βιοσύνθεσης της PQQ 

είναι συντηρηµένα και συνήθως βρίσκονται οργανωµένα σε ένα οπερόνιο (Choi et 

al., 2008). Σε µερικές από αυτές τις µελέτες έχει παρατηρηθεί ότι το οπερόνιο µε τα 

γονίδια pqqABCDEF µπορεί να περιέχει είτε λιγότερα από αυτά τα έξι γονίδια 

(Schnider et al., 1995; Felder et al., 2000) είτε µπορεί να περιέχει ακόµα ένα, το 

pqqΜ (Gliese et al., 2010).   

Όλα τα παραπάνω ευρήµατα ενδυνάµωσαν την υπόθεση ότι ίσως και τα 

γονίδια orf3 και orf4 αντιπροσωπεύουν το ίδιο γονίδιο (pqqC) και ότι τα orf1, orf2, 

orf3, sup2, sup3 και sup4 βρίσκονται στον ίδιο γονιδιακό τόπο (Εικόνα Π21, § 

Παράρτηµα). Προκειµένου να ελεγχθεί αν η υπόθεση αυτή ήταν βάσιµη, 

σχεδιάστηκαν εκκινητές από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία των γονιδίων, έτσι ώστε ο 

forward (FOR2) να περιέχει τον πιθανό εκκινητή ο οποίος έχει προβλεφθεί (§3.4.1.2) 

και βρίσκεται ανωφερικά του κωδικονίου έναρξης του γονιδίου sup2, και ο 
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ανάστροφος (pqqE2) να περιέχει το κωδικόνιο λήξης του γονιδίου sup4. Το προϊόν 

PCR µε το ζεύγος των εκκινητών αυτών (Εικόνα 3.13Β ζώνη 8, §3.5.2) έχει µέγεθος 

6.7 kb και περιλαµβάνει τα γονίδια sup2, sup3, sup4, orf1, orf2 και orf3 καθώς και 

τον µεταγραφικό εκκινητή, έτσι όπως έχει προβλεφθεί.  

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν το προϊόν PCR, µε τους δυο αυτούς 

εκκινητές, αποτελεί το επιθυµητό τµήµα DNA µε τα προαναφερθέντα γονίδια, αυτό 

υποβλήθηκε σε πέψη µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI (Εικόνα 3.13Β 

ζώνη 9, §3.5.2), η οποία έχει µοναδική θέση αναγνώρισης µέσα στην αλληλουχία του 

προϊόντος. Τα µεγέθη των δυο τµηµάτων που προκύπτουν από την πέψη αυτή (4.7 kb 

και 2 kb) επιβεβαίωσαν την ορθότητα της αρχικής υπόθεσης.  

Όπως είναι δυνατόν να παρατηρηθεί, στο βακτήριο Ps. fluorescens X τα 

γονίδια βιοσύνθεσης της pqq βρίσκονται στον ίδιο γονιδιωµατικό τόπο, και ενδέχεται 

να είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο όπως έχει αποδειχθεί σε όλα τα άλλα είδη του 

γένους (Schnider et al., 1995). Έτσι, είναι πλέον βέβαιο ότι τα γονίδια sup2, sup3, 

sup4, orf1, orf2 και orf3 βρίσκονται στον ίδιο γονιδιακό τόπο στο υπό µελέτη 

βακτήριο.  

Συγκρίνοντας τα δεδοµένα από την αλληλούχιση των κλώνων της 

πλασµιδιακής απελευθέρωσης (§3.3.1.2 και §3.3.1.3) και από την ανάλυσή τους 

(§3.2.2) είναι δυνατό να εντοπιστεί ακόµα µια λεπτοµέρεια. Παρατηρήθηκε ότι οι 

ενθέσεις του Tn5-RL27 στα µεταλλαγµένα στελέχη Β91, Α150 και ρ26 είχαν 

ακριβώς την ίδια κατεύθυνση, η οποία τυχαίνει να είναι και η κατεύθυνση της 

µεταγραφής, ενώ στο στέλεχος Β163 η ένθεση µεταθετού στοιχείου έχει αντίθετη 

κατεύθυνση µε αυτή των υπολοίπων (Εικόνα 3.13Α, §3.5.2). 

Τέλος, µε τη βοήθεια της βάσης δεδοµένων BioCyc (Keseler et al., 2009), 

πραγµατοποιήθηκε σύγκριση της γονιδιωµατικής περιοχής γύρω από τα γονίδια 

σύνθεσης της PQQ στο Ps. fluorescens X µε άλλα στελέχη του γένους αυτού (Εικόνα 

Π22, § Παράρτηµα). 

Από την σύγκριση της γονιδιωµατικής περιοχής ανωφερικά και κατωφερικά 

του οπερονίου βιοσύνθεσης PQQ στα στελέχη του γένους Pseudomonas είναι 

δυνατόν να παρατηρηθεί ότι η γονιδιωµατική περιοχή γύρω από το οπερόνιο 

απαρτίζεται, σχεδόν πάντα, από τα ίδια γονίδια. Ανωφερικά του οπερονίου και µε την 

ίδια κατεύθυνση µεταγραφής παρατηρούνται δύο γονίδια που κωδικοποιούν για µια 

αµιδική υδρολάση και µια αµινοξειδάση, τα οποία στο υπό µελέτη στέλεχος 

αντιπροσωπεύουν τα γονίδια orf0 και orfA. Ακόµα, ανωφερικά υπάρχει ένας 
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µεταγραφικός παράγοντας (AsnC),  ο οποίος ενδέχεται να ρυθµίζει την έκφραση των 

γονιδίων του οπερονίου. Κατωφερικά  παρατηρείται σχετικά συχνά η ύπαρξη του 

γονιδίου που κωδικοποιεί για µια αµινοτρανσφεράση, το οποίο έχει αντίθετη 

κατεύθυνση µε το οπερόνιο, καθώς και το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον 

µεταγραφικό παράγοντα LysR. 

Από την οργάνωση της γονιδιωµατικής περιοχής κατωφερικά του οπερονίου 

είναι δυνατόν να παρατηρηθεί, η παρουσία ενός γονιδίου µε αντίθετη κατεύθυνση 

µεταγραφής από αυτή του οπερονίου. Έχει βρεθεί (Korbel et al., 2009) ότι είναι πολύ 

πιθανό γονίδια, τα οποία έχουν αντίθετη κατεύθυνση και τα κωδικόνια λήξης τους 

είναι γειτονικά, να έχουν κάποια λειτουργική σχέση.  Το γονίδιο αυτό είναι πολύ 

µικρό σε µέγεθος (160bp) και παρόλο που εµφανίζεται στα περισσότερα στελέχη του 

γένους Pseudomonas δεν είναι γνωστή  η λειτουργία της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί.   

 

3.4.10. Οργάνωση του γονιδιακού τόπου των sup5 και sup6 

Στην παράγραφο §3.4.1.4 διατυπώθηκε η υπόθεση ότι τα γονίδια sup5 και 

sup6 ενδέχεται να βρίσκονται µέσα σε ένα οπερόνιο, το οποίο αποτελείται 

τουλάχιστον από δύο ακόµα γονίδια (orf7 και orf8). Ακόµα, η πρωτεΐνη Sup6 

βρέθηκε ότι έχει µεγάλο βαθµό πλήρους οµοιότητας µόνο µε την Cupin2 του 

στελέχους Ps. aeruginosa PA7 (§3.4.2.6). Στο στέλεχος αυτό, το γονίδιο το οποίο 

κωδικοποιεί την Cupin2 φαίνεται να είναι οργανωµένο σε ένα οπερόνιο, µαζί µε 

ακόµα τέσσερα γονίδια, ένα από τα οποία είναι οµόλογο µε το sup5 (Εικόνα Π23, § 

Παράρτηµα). 

Συγκρίνοντας τα δεδοµένα από την αλληλούχιση των κλώνων της 

πλασµιδιακής απελευθέρωσης (§3.4.1.4) και από την ανάλυση τους (§3.3.2) είναι 

δυνατό να εντοπιστεί ακόµα µια λεπτοµέρεια. Παρατηρήθηκε ότι η ένθεση του Tn5-

RL27 στο µεταλλαγµένο στέλεχος δ40 έχει την ίδια κατεύθυνση µε την αυτή της 

µεταγραφής του sup6, ενώ στο στέλεχος ρ93 η ένθεση µεταθετού στοιχείου έχει 

αντίθετη κατεύθυνση (Εικόνα 3.14, §3.5.3). 

Ακολούθως πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της οµοιότητας (Blastp), σε αµινοξικό 

επίπεδο, των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια 

ανωφερικά και κατωφερικά των γονιδίων sup5 και sup6. Έτσι βρέθηκε ότι τo ανοιχτό 

πλαίσιο ανάγνωσης orf6 κωδικοποιεί το καρβοξυτελικό άκρο µιας πρωτεΐνης-

µεταφορέα ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά (EmrB/QacA family drug resistance 

transporter) (Εικόνα Π24, § Παράρτηµα), τo γονίδιο orf7 κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 
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αγνώστου λειτουργίας (Εικόνα Π25, § Παράρτηµα), το γονίδιο orf8 (Εικόνα Π26, § 

Παράρτηµα) κωδικοποιεί µια µη ριβοσωµική πεπτιδική συνθάση (non ribosomal 

peptide synthase), ενώ το γονίδιο orf9 (Εικόνα Π27, § Παράρτηµα) κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη η οποία έχει το µοτίφ µιας πολυκετιδικής κυκλάσης-αφυδατάσης 

(Polyketide cyclase/dehydrase). 

Τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες Οrf7 και Οrf8 στον υπό 

µελέτη οργανισµό, έχουν αρκετά υψηλά ποσοστά οµολογίας µε τα γονίδια από το 

στέλεχος Ps. aeruginosa PA7, τα οποία είναι οργανωµένα µαζί µε το γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη Cupin2, σε ένα οπερόνιο. Ακόµα, τα γονίδια αυτά 

δείχνουν αρκετά υψηλά ποσοστά οµολογίας µε γονίδια, τα οποία βρίσκονται στην 

ίδια γονιδιωµατική περιοχή, και εντοπίζονται σε άλλα στελέχη του γένους 

Pseudomonas (Εικόνα Π23, § Παράρτηµα). 

Είναι φανερό ότι, το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί για την Cupin2 είναι 

χαρακτηριστικό µόνο του στελέχους Ps. aeruginosa PA7. Τα υπόλοιπα τέσσερα 

γονίδια του οπερονίου, για τα οποία δεν υπάρχουν πληροφορίες για τις λειτουργίες 

τους (hypothetical), υπάρχουν σε πέντε ακόµα στελέχη του γένους Pseudomonas.  

Όπως φαίνεται στα στελέχη Ps. fluorescens SBW25, Ps. entomophila L48, Ps. 

syringae  pv. syringae B728a, Ps. syringae pv. tomato str. DC3000 και Ps. 

fluorescens Pf0-1 τα τέσσερα αυτά γονίδια είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο, από το 

οποίο όµως απουσιάζει το γονίδιο cupin2. Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούν τα 

τέσσερα αυτά γονίδια βρέθηκαν να έχουν µεγάλο ποσοστό πλήρους οµοιότητας µε 

αυτές από τα γονίδια sup5, orf7, orf8 και. orf9. 

Ανωφερικά του µελετώµενου οπερονίου, στα πέντε στελέχη πλην του 

στελέχους Ps. aeruginosa PA7, και σε απόσταση 0.5-1.5kb και µε την ίδια 

κατεύθυνση βρέθηκε το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον µεταγραφικό παράγοντα 

(transcriptional repressor) GntR. Στα στελέχη αυτά ο παράγοντας GntR είναι δυνατόν 

να ελέγχει την έκφραση των γονιδίων του οπερονίου. Στο στέλεχος Ps. aeruginosa 

PA7, ανωφερικά του οπερονίου, σε απόσταση 0.8kb εντοπίζεται ένα ακόµα οπερόνιο. 

Το οπερόνιο αυτό αποτελείται από τρία γονίδια (EmrB/QacA, mrpA, RND), το 

πρώτο από τα οποία είναι οµόλογο µε το orf6. Το γονίδιο EmrB/QacA κωδικοποιεί 

για ένα µεταφορέα ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά, ενώ τα γονίδια mrpA και RND 

αντίστοιχα κωδικοποιούν για την πρωτεΐνη Α ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά 

(multidrug resistance protein A) και την πρωτεΐνη ενός συστήµατος efflux (RND 

efflux system outer membrane lipoprotein). 
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Τέλος, κατωφερικά του οπερονίου στα στελέχη Ps. entomophila L48, Ps. 

syringae  pv. syringae B728a, Ps. syringae pv. tomato str. DC3000 υπάρχει µια 

περιοχή 6kb χωρίς ‘νόηµα’, ενώ στα στελέχη του είδους Ps. fluorescens εντοπίζεται 

ένα γονίδιο, µε αντίθετη κατεύθυνση µε το οπερόνιο, το οποίο κωδικοποιεί για µια 

πρωτεΐνη που παίζει ρόλο στον χηµειοτακτισµό (putative methyl-accepting 

chemotaxis protein). Στο στέλεχος Ps. aeruginosa PA7, εντοπίζεται το γονίδιο Snr1, 

το οποίο έχει αντίθετη κατεύθυνση µε το οπερόνιο και κωδικοποιεί την πρωτεΐνη του 

κυτοχρώµατος C.   

Όλα τα παραπάνω ευρήµατα οδηγούν στην παρατήρηση ότι η οργάνωση της 

περιοχής γύρω από τα γονίδια sup5 και sup6, στο Ps. fluorescens Χ, είναι όµοια µε 

την αντίστοιχη γονιδιωµατική περιοχή του στελέχους Ps. aeruginosa PA7. Ακόµα και 

όταν πραγµατοποιήθηκε σύγκριση αυτής της γονιδιωµατικής περιοχής µε το 

γονιδίωµα των στελεχών Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335, Ps. syringae 

pv. phaseolicola 1448A, Ps. syringae pv. aesculi str. 2250, Ps. syringae pv. oryzae str. 

1_6, Ps. syringae  pv. tabaci ATCC 11528, Ps. syringae pv. tomato T1, για τα οποία 

η πλήρης αλληλούχιση του γονιδιώµατός τους ολοκληρώθηκε πρόσφατα.  Κανένα 

άλλο στέλεχος του γένους Pseudomonas δεν βρέθηκε ότι έχει την ίδια οργάνωση. 

Σε όλες τις κατηγορίες CLPs, τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν τις NRPS που 

εµπλέκονται στη βιοσύνθεση βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή (Brujin et 

al., 2009; Lim et al., 2009; Dubern et al., 2008). Κάτι τέτοιο δε φαίνεται να ισχύει 

στην περίπτωση του Ps. fluorescens X µιας και από τη σύγκριση της γονιδιωµατικής 

περιοχής του υποθετικού οπερονίου supX στα διάφορα στελέχη του γένους 

Pseudomonas (synteny search) δεν βρέθηκαν και άλλα γονίδια τα οποία να 

κωδικοποιούν κάποια NRPS. Παρόλο που η έρευνα επεκτάθηκε 30kb ανωφερικά και 

κατωφερικά του υποθετικού οπερονίου supX ήταν αδύνατο να βρεθεί ένα γονίδιο το 

οποίο θα µπορούσε να εµπλέκεται στη βιοσύνθεση ενός µεταβολίτη που δεν έχει 

χαρακτηριστεί. Με τα δεδοµένα αυτά, η βιοσύνθεση του αντιµικροβιακού µεταβολίτη 

είναι πολύ πιθανό να επιτελείται µόνο από τα γονίδια του supX. 

Στη βάση δεδοµένων BioCyc (Keseler et al., 2009), απ’όπου αντλήθηκαν τα 

δεδοµένα παραπάνω δεδοµένα υπάρχουν στελέχη των οποίων έχει γίνει πλήρης 

αλληλούχιση του γονιδιώµατός τους. Το στέλεχος Ps. syringae pv. syringae 

UMAF0158 (Arrebola et al., 2003; 2007), στο οποίο δεν έχει γίνει πλήρης 

αλληλούχιση του γονιδιώµατός του, έχουν βρεθεί οµόλογα γονίδια µε τα µε αυτά του 

υπό µελέτη οπερονίου.  
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Το στέλεχος UMAF0158 διαθέτει το οπερόνιο παραγωγής της µανγκοτοξίνης, 

στο οποίο ανήκουν πέντε γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες µε 

αριθµούς καταχώρησης ABG00044.1, ABG00045.1, ABG00046.1, ABG00047.1, 

ABG00048.1 (Arrebola et al., 2007). Η πρωτεΐνη ABG00047.1 έχει 65% οµοιότητα 

µε την πρωτεΐνη Orf7 ενώ η πρωτεΐνη ABG00048.1, η οποία κωδικοποιείται από το 

γονίδιο mgoA, έχει 37% πλήρη οµοιότητα µε την πρωτεΐνη Orf8. Επίσης στο ίδιο 

στέλεχος, 814 βάσεις ανωφερικά του οπερονίου βιοσύνθεσης της µανγκοτοξίνης και 

µε την ίδια κατεύθυνση µεταγραφής, βρίσκεται το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον 

µεταγραφικό καταστολέα GntR. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον µεταγραφικό 

καταστολέα GntR φαίνεται, λοιπόν, να υπάρχει στον γονιδιωµατικό αυτό τόπο σε όλα 

τα στελέχη των ειδών Ps. fluorescens, Ps. entomophila, Ps. syringae   αλλά 

απουσιάζει από το Ps. aeruginosa PA7. 

Η ύπαρξη του γονιδίου που κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό καταστολέα της 

οικογένειας GntR, ανωφερικά του υποθετικού οπερονίου Χ, δηµιουργεί την υποψία 

αν πιθανόν ένας τέτοιος παράγοντας ελέγχει τη µεταγραφή των γονιδίων του 

οπερονίου. Στο στέλεχος P. fluorescens X ελέγχθηκε η περιοχή µεταξύ του 

µεταγραφικού υποκινητή που προβλέφθηκε (§3.3.1.4.) και του κωδικονίου έναρξης 

του γονιδίου sup5 (το πρώτο σε σειρα γονίδιο του οπερονίου Χ) για κάποια πιθανή 

θέση operator που αναγνωρίζεται από τους µεταγραφικούς κατασολείς της 

οικογένειας GntR. Από την ανάλυση αυτή βρέθηκε ότι η αλληλουχία 

GAGTGGTCAGCGTTAAC αποτελεί πιθανή θέση αναγώρισης και πρόσδεσης ενός 

παράγοντα της υποοικογένειας FadR (Kazakov et al., 2009). 

Η µελέτη του γονιδίου orf8 και της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί παρουσιάζει 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Η NRPS που κωδικοποιεί το γονίδιο orf8 εµφανίζει µια 

µοναδική βασική ενότητα (module) η οποία περιλαµβάνει µια λειτουργική περιοχή 

(domain) αδενυλίωσης, µια περιοχή θειοεστεροποίησης, µια περιοχή συµπύκνωσης 

και µια περιοχή ρεδουκτάσης. Τα συντηρηµένα καταλυτικά τµήµατα (cores) της Orf8 

χαρακτηρίστηκαν πλήρως (Εικόνα Π28, § Παράρτηµα). Όπως είναι δυνατό να 

διακριθεί η λειτουργική περιοχή αδενυλίωσης αποτελείται από τα καταλυτικά 

τµήµατα Α1-Α10, η περιοχή θειοεστεροποίησης από το T, η περιοχή συµπύκνωσης 

από το C6, ενώ η περιοχή ρεδουκτάσης από τα R1, R2, R4, R5 και R6 (Marahiel et 

al., 1997; Schwarzer et al., 2003). 

Ακολούθως πραγµατοποιήθηκε η σύγκριση των συντηρηµένων καταλυτικών 

τµηµάτων, καθώς και των λειτουργικών περιοχών της Orf8 µε την MgoA (Εικόνα 
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Π29, § Παράρτηµα) η οποία εµπλέκεται στην βιοσύνθεση της µανγκοτοξίνης από το 

στέλεχος UMAF0158 (Arrebola et al., 2007). Από τη σύγκριση αυτή είναι δυνατό να 

παρατηρηθεί ότι και οι δύο NRPS αποτελούνται από µια µοναδική βασική ενότητα 

(module), η οποία περιλαµβάνει τις ίδιες λειτουργικές περιοχές (domain) και στα δύο 

ένζυµα. Η µόνη διαφορά των Orf8 µε την MgoA είναι τα διάφορα συντηρηµένα 

καταλυτικά τµήµατα (cores) που απαντώνται σε κάθε λειτουργική περιοχή. Πιο 

συγκεκριµένα η περιοχή αδενυλίωσης της Orf8 περιλαµβάνει το καταλυτικό τµήµα 

Α2, το οποίο δεν υπάρχει στην MgoA, η περιοχή συµπύκνωσης της Orf8 βρίσκεται 

µπροστά από την περιοχή ρεδουκτάσης, και η περιοχή ρεδουκτάσης αποτελείται από 

τα καταλυτικά τµήµατα R1, R2, R4, R5 και R6 σε αντίθεση µε την MgoA στην οποία 

η περιοχή ρεδουκτάσης αποτελείται µόνο από τα R1, R5 και R6. 

Αντίθετα µε τα γονίδια στις προηγούµενες οµάδες µεταλλαγµένων στελεχών, 

τα οποία κωδικοποιούν είτε την αφυδρογονάση της γλυκόζης, είτε γονίδια 

βιοσύνθεσης του συνενζύµου της, τα γονίδια της περιοχής αυτής δεν έχουν γνωστή 

λειτουργία. Είναι πολύ πιθανόν να αποτελούν µέρος του βιοσυνθετικού µηχανισµού 

του/των αντιµικροβιακών ενώσεων στο υπό µελέτη βακτήριο, όπως έχει παρατηρηθεί 

και στο Ps. syringae pv. syringae UMAF0158, όπου τα οµόλογα γονίδια σχετίζονται 

µε την βιοσύνθεση της µανγκοτοξίνης (Arrebola et al., 2007). 

 

3.4.11. Τα γονίδια καταστολής στο στέλεχος Ps. fluorescens X 

 Συνοψίζοντας όλα τα αποτελέσµατα από την ταυτοποίηση των γονιδίων που 

εµπλέκονται στον φαινότυπο sup του Ps. fluorescens X, είναι δυνατό να καταλήξουµε 

στον παρακάτω πίνακα: 

 
Πίνακας 3.3 : Τα γονίδια καταστολής στο στέλεχος Ps. fluorescens X 

Γονίδιο Μεταλλαγµένο 
στέλεχος 

Προβλεπόµενη Πρωτεΐνη 
που κωδικοποιεί 

Αριθµός καταχώρισης 
στην Genbank 

sup1 k36,R48 και W139 Gcd HQ383687 
sup2 Β91 και Β163 PqqF 

JQ039398 sup3 Α150 PqqD 
sup4 ρ26 pqqE 
sup5 ρ93 putative 

JQ039399 
sup6 δ40 putative cupin2 

 
  

3.5.  Επαναφορά του φαινοτύπου sup στα µεταλλαγµένα στελέχη 

Οι πληροφορίες από τον προσδιορισµό της αλληλουχίας των βάσεων των 

κλώνων της πλασµιδιακής απελευθέρωσης, από το κάθε µεταλλαγµένο στέλεχος, 
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έδειξαν ότι τα γονίδια sup1, sup2, sup3, sup4, sup5 και sup6 είναι πιθανώς υπεύθυνα 

για τον φαινότυπο sup-. Για να αποδειχθεί αδιάσειστα ότι τα γονίδια αυτά σχετίζονται 

µε τον φαινότυπο sup, ενισχύθηκαν µε PCR και δοκιµάστηκε η ικανότητά τους να 

επανορθώσουν τον φαινότυπο των µεταλλαγµένων στελεχών ως προς την 

παρεµπόδιση in vitro του P. ultimum.  

 

3.5.1. Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup στα µεταλλαγµένα στελέχη της πρώτης 

οµάδας 

Τα µεταλλαγµένα στελέχη k36, R48, W139 φέρουν όλα την ένθεση του 

µεταθετού στοιχείου στο γονίδιο sup1, το οποίο κωδικοποιεί την αφυδρογονάση της 

γλυκόζης. Προκειµένου το γονίδιο αυτό να ενισχυθεί µε PCR, σχεδιάστηκαν οι 

εκκινητές gcd1, gcd2, gcd3 οι οποίοι υβριδίζουν στον µεταγραφικό εκκινητή του 

sup1, στο κωδικόνιο έναρξης και στο κωδικόνιο λήξης του sup1, αντίστοιχα. 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 3.12 : Α) ∆ύο τµήµατα ενισχύθηκαν µε PCR και χρησιµοποιήθηκαν για την 

επανόρθωση του φαινοτύπου sup στα µεταλλαγµένα στελέχη k36, W139 και R48. Με το 
σύµβολο της πρόσθεσης (+) στο δεξί τµήµα της εικόνας έχει επισηµανθεί η ικανότητα 
συµπλήρωσης του φαινοτύπου sup. Το σηµείο ένθεσης και η κατεύθυνση του Tn5-RL27, για 
το κάθε µεταλλαγµένο στέλεχος, παρουσιάζεται σαν ένα τριγωνικό ταµπελάκι κάτω ακριβώς 
από το κάθε γονίδιο. Β) Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup στα στελέχη k36, W139 και R48. 
Στο πάνω τµήµα του τρυβλίου έχει εµβολιαστεί το επανορθωµένο στέλεχος k36\pBBR5-gcd1 
ενώ αριστερά το W139\pBBR5-gcd1 και δεξιά το R48\pBBR5-gcd2, τα οποία φέρουν την 
πλασµιδιακή κατασκευή pBBR5-gcd1. Στο κάτω τµήµα του τρυβλίου έχει εµβολιαστεί το 
µεταλλαγµένο στελέχος k36. 

 
Το προϊόν της αντίδρασης PCR  µε τους εκκινητές gcd2 και gcd3 το οποίο δεν 

περιείχε το µεταγραφικό εκκινητή κλωνοποιήθηκε στον τροποποιηµένο φορέα 

ευρέους φάσµατος pBBR1MCS5-RBS (Φωτιάδης Χ., µεταπτυχιακή µελέτη), ο 

οποίος διαθέτει την θέση πρόσδεσης του ριβοσώµατος (RBS) πριν από την περιοχή 

Α B 
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κλωνοποίησης του φορέα (multicloning site) και η κατασκευή ονοµάστηκε 

pBBRgcd2. Το προϊόν µε τους εκκινητές gcd1 και gcd3 περιείχε τον προβλεπόµενο 

µεταγραφικό υποκινητή και κλωνοποιήθηκε στον φορέα ευρέους φάσµατος 

pBBR1MCS5 και η πλασµιδιακή κατασκευή ονοµάστηκε pBBRgcd1. Οι δύο αυτές 

κατασκευές είχαν την ικανότητα συµπλήρωσης του φαινοτύπου sup στα 

µεταλλαγµένα στελέχη της πρώτης οµάδας (Εικόνα 3.12). 

 

3.5.2. Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup στα µεταλλαγµένα στελέχη της δεύτερης 

και της τρίτης οµάδας 

Σχεδιάστηκαν εκκινητές από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία των γονιδίων, έτσι 

ώστε ο καθένας να περιέχει είτε το κωδικόνιο έναρξης, είτε το κωδικόνιο λήξης των 

γονιδίων αυτών. Στη συνέχεια, οι εκκινητές αυτοί χρησιµοποιήθηκαν µε διάφορους 

συνδυασµούς (Εικόνα 3.13) και τα προϊόντα του PCR κλωνοποιήθηκαν στον φορέα 

pGEMTeasy και κατόπιν υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα έκφρασης pBBR1MCS5 

(Kovach et al., 1995) και στον pBBR1MCS5-RBS (Φωτιάδης Χ., µεταπτυχιακή 

µελέτη) όπως παρουσιάζονται στην Εικόνα 2.3 (§2.12.4, Υλικά και Μέθοδοι).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.13: Α. Ο γονιδιακός τόπος που περιέχει τα γονίδια sup2, sup3, sup4, orf1, 
orf2 και orf3. Το σηµείο ένθεσης και η κατεύθυνση του Tn5-RL27, για το κάθε 
µεταλλαγµένο στέλεχος, παρουσιάζεται σαν ένα τριγωνικό ταµπελάκι κάτω ακριβώς από το 
κάθε γονίδιο. Με το γράµµα Β συµβολίζεται η θέση αναγνώρισης για το ένζυµο BamHI. 
Οχτώ τµήµατα (1-8) που ενισχύθηκαν µε PCR και χρησιµοποιήθηκαν για την επανόρθωση 
του φαινοτύπου στα µεταλλαγµένα στελέχη Β91, Β163, Α150 και ρ26. Με το σύµβολο πλην 
(-) στο δεξί τµήµα της εικόνας έχουν επισηµανθεί τα τµήµατα τα οποία δε µεταβάλουν τον 

Α B 
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φαινότυπο sup-. B. Πηκτή αγαρόζης µε τα οχτώ ενισχυθέντα τµήµατα (1-8), τα οποία 
χρησιµοποιήθηκαν στην επανόρθωση του φαινοτύπου sup-. Στη ζώνη 9 αναλύεται το 
αποτέλεσµα πέψης του προϊόντος υπ’αριθµόν 8 µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI. 
Η στήλη µε την ένδειξη Μ αντιπροσωπεύει τον µάρτυρα µοριακού µεγέθους, ο οποίος είναι 
το DNA του λ φάγου µετά από διπλή πέψη µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες HindIII και 
EcoRI. 
 

Η επανόρθωση του άγριου φαινοτύπου ήταν δυνατόν να επιτευχθεί µόνο από 

τη γονιδιωµατική περιοχή η οποία περιείχε τα γονίδια sup2, sup3, sup4, orf1, orf2 και 

orf3 καθώς και τον µεταγραφικό εκκινητή, έτσι όπως έχει προβλεφθεί, και η 

πλασµιδιακή κατασκευή ονοµάστηκε pBBRpqqF-E. Η εισαγωγή καθενός από τα 

παραπάνω γονίδια, µεµονωµένα, δεν είχε ως αποτέλεσµα την επαναφορά του 

φαινοτύπου sup (Εικόνα 3.13Α). 

 

3.5.3. Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup στα µεταλλαγµένα στελέχη της τέταρτης 

οµάδας 

Η τέταρτη οµάδα αποτελείται από τα µεταλλαγµένα στελέχη δ40 και ρ93 στα 

οποία βρέθηκε ότι η ένθεση του µεταθετού στοιχείου έχει συµβεί µέσα στο οπερόνιο 

Χ, το οποίο αποτελείται από πέντε γονίδια. Η γονιδιωµατική περιοχή η οποία 

περιλαµβάνει τα sup5, sup6, orf7, orf8, orf9 καθώς και τον µεταγραφικό εκκινητή 

έχει µέγεθος 6.4kb. Προκειµένου να γίνει η ανάγνωση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας της περιοχής αυτής, ακολουθήθηκε η διαδικασία της διαδοχικής 

αλληλούχισης (primer walking). Κατά τη διαδικασία αυτή, από το αποτέλεσµα της 

κάθε αλληλούχισης σχεδιάζονταν καινούριοι εκκινητές (Πίνακας Π1, § Παράρτηµα) 

µέχρι να γίνει η ανάγνωση της αλληλουχίας ολόκληρης της περιοχής. 

Από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία, η οποία προέκυψε κατά την διαδικασία  

βαδίσµατος µε εκκινητές, σχεδιάστηκαν εκκινητές (Πίνακας 2.2, § Υλικά και 

Μέθοδοι) έτσι ώστε ο καθένας να περιέχει είτε το κωδικόνιο έναρξης, είτε το 

κωδικόνιο λήξης των γονιδίων sup5, sup6 αλλά και των υπολοίπων γονιδίων του 

οπερονίου. Στη συνέχεια, οι εκκινητές αυτοί χρησιµοποιήθηκαν µε διάφορους 

συνδυασµούς (Εικόνα 3.14) και τα προϊόντα του PCR κλωνοποιήθηκαν στον φορέα 

pGEMTeasy και κατόπιν υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα έκφρασης pBBR1MCS5 

(Kovach et al., 1995) και pBBR1MCS5-RBS (Φωτιάδης Χ., Μεταπτυχιακή µελέτη). 

Κάθε τµήµα της γονιδιωµατικής περιοχής του οπερονίου Χ, το οποίο κλωνοποιήθηκε 

στους φορείς αυτούς, χρησιµοποιήθηκε προκειµένου να γίνει επαναφορά του 

φαινοτύπου sup στα στελέχη δ40 και ρ93. 



 
 

 145

  

 
Εικόνα 3.14: Α. Ο γονιδιακός τόπος που περιέχει τα γονίδια sup5, sup6, orf7, orf8 

και orf9. Το σηµείο ένθεσης και η κατεύθυνση του Tn5-RL27, για το κάθε µεταλλαγµένο 
στέλεχος, παρουσιάζεται σαν ένα τριγωνικό ταµπελάκι κάτω ακριβώς από το κάθε γονίδιο. 
Επτά τµήµατα (1-7) που ενισχύθηκαν µε PCR και χρησιµοποιήθηκαν για την επανόρθωση 
του φαινοτύπου στα µεταλλαγµένα στελέχη δ40 και ρ93. Με το σύµβολο πλην (-) στο δεξί 
τµήµα της εικόνας έχουν επισηµανθεί τα τµήµατα τα οποία δε µεταβάλουν τον φαινότυπο 
sup-. B. Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup στα στελέχη δ40 και ρ93. Στο πάνω τµήµα του 
τρυβλίου έχει εµβολιαστεί ο άγριος τύπος, ενώ αριστερά και δεξιά από αυτόν έχουν 
εµβολιαστεί τα επανορθωµένα στελέχη, τα οποία φέρουν την πλασµιδιακή κατασκευή 
pBBR5-supX , η οποία αντιστοιχεί στην περιοχή 1 της εικόνας 3.24Α. Στο κάτω τµήµα του 
τρυβλίου έχουν εµβολιαστεί τα µεταλλαγµένα στελέχη δ40 και ρ93. 

 

Είναι δυνατόν να παρατηρηθεί ότι η επανόρθωση του άγριου φαινοτύπου 

είναι εφικτή µόνο από τη γονιδιωµατική περιοχή η οποία περιέχει τα γονίδια sup5, 

sup6, orf7, orf8 και orf9 καθώς και τον µεταγραφικό υποκινητή, έτσι όπως έχει 

προβλεφθεί. Η εισαγωγή καθενός από τα παραπάνω γονίδια, µεµονωµένα ή σε 

διάφορους συνδυασµούς, δεν είχε ως αποτέλεσµα την επαναφορά του φαινοτύπου 

sup (Εικόνα 3.14Α). 

 

3.5.4. Συµπλήρωση του φαινοτύπου sup µε ανάπτυξη σε διάφορες πηγές άνθρακα 

Το γονίδιο sup1 κωδικοποιεί για την αφυδρογονάση της γλυκόζης, ενώ τα 

γονίδια sup2, sup3 και sup4 κωδικοποιούν πρωτεΐνες βιοσύνθεσης του pqq, το οποίο 

αποτελεί συνένζυµο της αφυδρογονάσης της γλυκόζης. Η αφυδρογονάση της 

γλυκόζης και το συνένζυµό της, PQQ, καταλύουν την αντίδραση οξείδωσης της 

γλυκόζης σε γλυκονικό οξύ (James et al., 1986; de Werra et al., 2009).  

Η γλυκόζη και το γλυκονικό οξύ χρησιµοποιήθηκαν ως µοναδικές πηγές 

άνθρακα, στο θρεπτικό µέσο Μ9, προκειµένου να επιτευχθεί επαναφορά του 

Α B 
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φαινοτύπου sup σε όλα τα µεταλλαγµένα στελέχη. Σε όλα µεταλλαγµένα στελέχη,  

παρόλο που διατηρούσαν την ικανότητά τους να αναπτύσσονται µε µοναδική πηγή 

άνθρακα τις δύο αυτές ενώσεις, ήταν αδύνατον να επιτευχθεί επαναφορά της 

µετάλλαξης.  

Το γονίδιο sup1, το οποίο κωδικοποιεί την αφυδρογονάση της γλυκόζης, έχει 

µικρή οµοιότητα µε αυτό που κωδικοποιεί για την αφυδρογονάση του σικιµικού. Η 

αφυδρογονάση του σικιµικού είναι ένα ένζυµο το οποίο εκτός από το NADH, 

χρησιµοποιεί ως συνένζυµό της το PQQ (van Kleef et al., 1988). Το ένζυµο αυτό 

καταλύει την αντίδραση οξείδωσης του σικιµικού σε 3-δίυδροσικιµικό, από το οποίο 

µε µια επακόλουθη αντίδραση προκύπτει το χορισµικό οξύ. Το χορισµικό οξύ 

αποτελεί πρόδροµο µόριο στη βιοσύνθεση τριών αρωµατικών αµινοξέων 

(φαινυλαλανίνη, τυροσίνη και τρυπτοφάνη) (Dewick, 2002), αλλά και στη 

βιοσύνθεση των φεναζινών (McDonald et al., 2001).  

Προκειµένου να διαπιστωθεί εάν το σικιµικό οξύ έχει την ικανότητα να 

επαναφέρει τον φαινότυπο sup του βακτηρίου και στα sup- µεταλλαγµένων στελεχών, 

αυτά αναπτύχθηκαν στο θρεπτικό Μ9 µε µοναδική πηγή άνθρακα το σικιµικό. Η 

καλλιέργεια παρουσία σικιµικού οξέος ήταν αδύνατον να επαναφέρει την µετάλλαξη 

σε κανένα από τα µεταλλαγµένα στελέχη, όπως επίσης και να µεταβάλλει τον sup 

φαινότυπο του άγριου στελέχους. 

 

3.6. Έκφραση των γονιδίων sup5, sup6 και orf8  

Προκειµένου να µελετηθεί η έκφραση γονιδίων επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί 

η πιο ευαίσθητη µοριακή τεχνική, αυτή του ποσοτικού Real Time PCR. Η µελέτη της 

έκφρασης περιορίστηκε στα γονίδια του οπερονίου Χ, µιας και τα υπόλοιπα γονίδια 

(sup1, sup2, sup3 και sup4) τα οποία κωδικοποιούν είτε την αφυδρογονάση της 

γλυκόζης, είτε γονίδια βιοσύνθεσης του συνενζύµου της έχουν µελετηθεί εκτενώς.  

Τα γονίδια του οπερονίου Χ παρουσιάζουν µεγάλο ενδιαφέρον στη µελέτη της 

έκφρασής τους αφού απουσιάζουν βιβλιογραφικά δεδοµένα γι’ αυτά και οι ενδείξεις 

από την ανάλυση (§3.4.3.3) της γονιδιωµατικής περιοχής τους οδηγούν στην υποψία 

ότι αποτελούν µέρος του βιοσυνθετικού µηχανισµού των αντιµικροβιακών ενώσεων 

στο υπό µελέτη βακτήριο. Από τα πέντε γονίδια του οπερονίου Χ, στη µελέτη αυτή 

επιλέχθηκαν τα sup5 και sup6 στα οποία έχει εντοπιστεί η ένθεση του µεταθετού 

στοιχείου στα µεταλλαγµένα στελέχη της τέταρτης οµάδας, και το γονίδιο orf8 το 

οποίο είναι το µεγαλύτερο (~3450bp) και φαίνεται να έχει κεντρικό ρόλο στον 
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βιοσυνθετικό µηχανισµό των παραγοµένων αντιµικροβιακών ενώσεων, µιας και 

κωδικοποιεί µια NRPS. 

Στη µελέτη της έκφρασης των γονιδίων του οπερονίου Χ επιλέχθηκαν τα 

στελέχη k36 και ρ26, τα οποία αντιπροσωπεύουν τις τρεις πρώτες οµάδες των 

µεταλλαγµένων στελεχών και εποµένως δε φέρουν µεταλλάξεις σε κανένα από τα 

γονίδια του οπερονίου Χ. Η έκφραση των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 συγκρίθηκε  

µεταξύ των στελεχών αυτών και του αγρίου τύπου του βακτηρίου και η σχετική 

έκφραση διορθώθηκε µε βάση την έκφραση του γονιδίου αναφοράς.  

Τα γονίδια αναφοράς (housekeeping) τα οποία δοκιµάστηκαν ήταν τα γονίδια 

rpoD (de Bruijn et al., 2007; 2009) και rpoB (Mavrodi et al., 2010). Προκειµένου να 

σχεδιαστούν οι εκκινητές, οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν στο Real Time PCR, για την 

ενίσχυση τµηµάτων των γονιδίων rpoD και rpoB βρέθηκαν συντηρηµένες περιοχές 

στο γένος  P. fluorescens (Εικόνα Π30 και Π31, § Παράρτηµα). Η επιλογή των 

εκκινητών που έγινε από τις συντηρηµένες αυτές περιοχές είχε ως κριτήριο την 

επιλογή ζευγών τα οποία δίνουν ένα προϊόν µε µέγεθος 60-70bp. 

Τελικά, από τα δύο αυτά γονίδια ως γονίδιο αναφοράς επιλέχθηκε το rpoD, το 

οποίο έχει πιο σταθερή αλλά σε χαµηλότερα επίπεδα έκφραση και έχει 

χρησιµοποιηθεί στην µελέτη της έκφρασης γονιδίων βιοσύνθεσης κυκλικών 

λιποπεπτιδίων µε αντιµικροβιακή δράση. Συγκεκριµένα το γονίδιο rpoD έχει 

χρησιµοποιηθεί στη µελέτη της έκφρασης των γονιδίων massA και massB, τα οποία 

εµπλέκονται στην βιοσύνθεση των µασσετολίδων, και των γονιδίων viscA, viscB και 

viscC, τα οποία εµπλέκονται στη βιοσύνθεση της βισκοσιναµίδης (de Bruijn et al., 

2009).  

Η µελέτη της έκφρασης των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 εστιάστηκε στην 

φάση στασιµότητας, η οποία αντιστοιχεί σε OD=0,8-0,9, και στο µέσο της εκθετικής 

ανάπτυξης, το οποίο αντιστοιχεί σε OD=0,5-0,6. Η αποµόνωση RNA έγινε από τις 

δύο αυτές φάσεις, σε δύο διαφορετικά θρεπτικά µέσα (PDB και LB). Στο θρεπτικό 

PDB, το οποίο περιέχει προθήκη γλυκόζης, παρατηρείται ο φαινότυπος sup στον 

άγριο τύπο του βακτηρίου ενώ στο LB, το οποίο δεν περιέχει προθήκη γλυκόζης, δεν 

παρατηρείται ο φαινότυπος sup. 
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Γράφηµα 3.1 : Μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 κατά την 

εκθετική φάση φάση και τη φάση στασιµότητας του άγριου τύπου βακτηρίου (Ps. fluorescens 
Χ) στα θρεπτικά µέσα Α) LB και Β) PDB. 

 

Συγκρίνοντας τα επίπεδα µεταγραφής των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 στον 

άγριο τύπο στις δύο αναπτυξιακές φάσεις (Γράφηµα 3.1) είναι δυνατόν να 

παρατηρηθεί ότι τα µεγαλύτερα επίπεδα παρατηρούνται κατά την φάση 

στασιµότητας. Τα µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων κατά την εκθετική φάση τόσο 

στο θρεπτικό µέσο LB (Γράφηµα 3.1Α) όσο και στο PDB (Γράφηµα 3.1Β) είναι 

εµφανώς µειωµένα σε σύγκριση µε τα επίπεδα κατά την φάση στασιµότητας. Η 

µείωση των µεταγραφικών επιπέδων των γονιδίων κατά την εκθετική φάση φαίνεται 

ότι είναι παρόµοια και για τα δύο θρεπτικά µέσα.  
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Γράφηµα 3.2 : Μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 κατά την 

ανάπτυξη του άγριου τύπου βακτηρίου (Ps. fluorescens Χ) στα θρεπτικά µέσα LB και PDB 
Α) στην εκθετική φάση φάση και Β) στη φάση στασιµότητας. 
 

Κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης (Γράφηµα 3.2Α) είναι δυνατό να 

παρατηρηθεί ότι η µεταγραφή των τριών αυτών γονιδίων στον άγριο τύπο Χ 

παραµένει, περίπου, στα ίδια επίπεδα και στα δύο θρεπτικά µέσα. Αντίθετα, κατά την 

στατική φάση (Γράφηµα 3.2Β) είναι δυνατό να παρατηρηθεί ότι τα επίπεδα 

µεταγραφής των τριών γονιδίων στον άγριο τύπο Χ, όταν αυτός αναπτύχθηκε στο 

θρεπτικό µέσο LB, είναι µειωµένα σε σχέση µε αυτά που παρουσιάζονται όταν ο 

άγριος τύπος αναπτυχθεί στο θρεπτικό µέσο PDB. Συγκρίνοντας τα επίπεδα 
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µεταγραφής των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 στο Χ από τις δύο αναπτυξιακές φάσεις 

(Γράφηµα 3.1 και 3.2) είναι δυνατόν να παρατηρηθεί ότι τα µεγαλύτερα επίπεδα 

µεταγραφής παρατηρούνται κατά την φάση στασιµότητας στο θρεπτικό µέσο PDB. 

 

 

 
Γράφηµα 3.3 : Μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 κατά την  

εκθετική φάση στον άγριο τύπο βακτηρίου (Χ) και στα µεταλλαγµένα στελέχη ρ26 και k36 
Α) στο θρεπτικό µέσο LB και Β) στο µέσο PDB. 

. 
Τα επίπεδα µεταγραφής των τριών γονιδίων εµφανίζονται αρκετά µειωµένα 

και στα δύο µεταλλαγµένα στελέχη, τόσο κατά την καλλιέργεια στο θρεπτικό µέσο 

LB (Γράφηµα 3.3Α) όσο και κατά την καλλιέργεια στο θρεπτικό µέσο PDB 

(Γράφηµα 3.3Β). 
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Γράφηµα 3.4 : Μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 κατά την  

φάση στασιµότητας στον άγριο τύπο βακτηρίου (Χ) και στα µεταλλαγµένα στελέχη ρ26 και 
k36 Α) στο θρεπτικό µέσο LB και Β) στο µέσο PDB. 

 

Τα επίπεδα µεταγραφής των τριών γονιδίων εµφανίζονται αρκετά µειωµένα 

στα δύο µεταλλαγµένα στελέχη, τόσο κατά την καλλιέργεια στο θρεπτικό µέσο LB 

(Γράφηµα 3.4Α)  όσο και κατά την καλλιέργεια στο θρεπτικό µέσο PDB (Γράφηµα 

3.4Β). Το επίπεδο µεταγραφής των τριών γονιδίων στα µεταλλαγµένα στελέχη όταν 

αυτά αναπτύχθηκαν στο LB είναι πολύ χαµηλότερο από αυτό όταν τα µεταλλαγµένα 

στελέχη αναπτύχθηκαν  στο θρεπτικό µέσο PDB. 

Με την ένθεση ενός µεταθετού στοιχείου µέσα σε ένα γονίδιο, συνήθως 

προκαλείται η διακοπή της µεταγραφής του γονιδίου αυτού. Από τα αποτελέσµατα 
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του Real-Time PCR είναι δυνατόν να παρατηρήσουµε ότι υπάρχει διακοπή της 

έκφρασης των γονιδίων του οπερονίου Χ στα µεταλλαγµένα στελέχη k36 και ρ26, τα 

οποία φέρουν την ένθεση του µεταθετού στοιχείου στα γονίδια sup1 και sup4 

αντίστοιχα. Εποµένως η έκφραση των γονιδίων sup1 και sup4 επηρεάζουν την 

µεταγραφή των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 του οπερονίου Χ. 

 

3.7. ∆ηµιουργία εµπορικών σκευασµάτων 

Προκειµένου να παραχθεί µόλυσµα του βακτηρίου ικανό να διατηρήσει τη 

βιωσιµότητά του για ένα χρονικό διάστηµα χωρίς την ύπαρξη συγκεκριµένων 

συνθηκών αποθήκευσης, χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της λυοφιλίωσης. Με την 

τεχνική αυτή είναι δυνατόν να παραχθεί µόλυσµα το οποίο είναι δυνατό να 

διατηρηθεί για µεγάλα χρονικά διαστήµατα και κατά συνέπεια να χρησιµοποιηθεί σε 

εφαρµογές σε εµπορική κλίµακα. 

Κατά τη διαδικασία αυτή τα βακτηριακά κύτταρα υπόκεινται σε συνθήκες 

κενού και σε πολύ χαµηλή θερµοκρασία (§2.11, Υλικά και Μέθοδοι) και για τον λόγο 

αυτό ήταν απαραίτητη η παρουσία ουσιών οι οποίες έχουν την ικανότητα να 

προστατέψουν τα κύτταρα από τις ακραίες αυτές συνθήκες. Οι κρυοπροστατευτικές 

ουσίες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν για τον σκοπό αυτό ήταν δισακχαρίτες (γλυκόζη, 

σακχαροζη, τρεχαλόζη, λακτόζη), µια πολυόλη (σορβιτόλη) (Costa et al., 2000) και 

αποβουτυρωµένο γάλα µακράς διάρκειας (FAGE) (Cody et al., 2008), σε 

συνδυασµούς µεταξύ τους. 

Οι µετρήσεις ξεκίνησαν από τον πρώτο µήνα και µετά, µιας και κατά τη 

διάρκεια του πρώτου αυτού µήνα η βιωσιµότητα των κυττάρων βρισκόταν σε αρκετά 

υψηλά επίπεδα. Ο υπολογισµός της βιωσιµότητας πραγµατοποιήθηκε µέχρι και τον 

τρίτο µήνα µετά τη λυοφιλίωση. Μετά τον τρίτο µήνα παρατηρήθηκε ότι για όλους 

τους χειρισµούς η βιωσιµότητα βρίσκεται σε πολύ χαµηλά επίπεδα.  

Ακολουθεί γράφηµα στο οποίο απεικονίζεται η βιωσιµότητα των βακτηρίων 

P.f.X  τρεις µήνες µετά τη λυοφιλίωση τους. Παρουσιάζονται οι πέντε χειρισµοί που 

έδωσαν τα καλύτερα αποτελέσµατα βιωσιµότητας. 

 



 
 

 153

Βιωσιµότητα κυττάρων P.f.Χ

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4

Μήνες

Β
ιω

σ
ιµ

ό
τη

τα
 (

%
)

Xrif+S.Milk
50%+Glucose 10%

Xrif+S.Milk
50%+Sucrose 10%

Xrif+Sucrose 10%

Xrif+Trehalose 5%

Xrif+S.Milk 50%+Lactose
10%

 
Γράφηµα 3.5 : Βιωσιµότητα των βακτηρίων P.f.X  τρεις µήνες µετά τη λυοφιλίωση µε πέντε 
διαφορετικούς χειρισµούς. 

 

Ο χειρισµός που φαίνεται να διατηρεί σταθερή τη βιωσιµότητα  είναι αυτός µε 

αποβουτυρωµένο γάλα σε συγκέντρωση 50% κατ’όγκο  σε συνδυασµό µε σακχαρόζη 

10% κατά βάρος (S.Milk 50% και Sucrose 10%). 

Ακολουθεί γράφηµα στο οποίο απεικονίζεται η βιωσιµότητα των βακτηρίων 

P.f.X τρεις µήνες µετά τη λυοφιλίωση τους. Παρουσιάζονται έξι χειρισµοί που 

έδωσαν τα χαµηλότερα ποσοστά βιωσιµότητας. 
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Γράφηµα 3.6: Βιωσιµότητα των βακτηρίων P.f.X  τρεις µήνες µετά τη λυοφιλίωση µε έξι 
διαφορετικούς χειρισµούς 
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Ο χειρισµός που φαίνεται να διατηρεί σταθερή τη βιωσιµότητα των κυττάρων, 

σε χαµηλά όµως επίπεδα, είναι αυτός µε λακτόζη 10% κατά βάρος (Lactose 10%), 

ενώ αυτός που δεν ευνοεί την βιωσιµότητα είναι εκείνος µε σορβιτόλη 10% κατά 

βάρος (Sorbitol 10%) 

Η επίτευξη ικανοποιητικών αποτελεσµάτων, σε πραγµατικές συνθήκες αγρού, 

κατά των προσβολών από φυτοπαθογόνους µύκητες βασίζεται στο µέγεθος του 

πληθυσµού των βακτηρίων ο οποίος εµβολιάζεται σε κάθε σπόρο. Έτσι, προκειµένου 

να υπάρξει βιολογική καταπολέµηση,  ως γενικός κανόνας είναι ο πληθυσµός των 

βακτηρίων να βρίσκεται κοντά στα 107 κύτταρα ανά σπόρο. 

Βάσει αυτού, και αναλόγως του αριθµού των σπόρων οι οποίοι πρόκειται να 

εµβολιασθούν είναι δυνατόν, µετά τις µετρήσεις της βιωσιµότητας, να υπολογιστεί η 

ποσότητα της αρχικής καλλιέργειας που απαιτείται προκειµένου να έχουµε 

ικανοποιητική βιολογική καταπολέµηση. Για παράδειγµα, αν ο αριθµός των σπόρων 

οι οποίοι είναι επιθυµητό να εµβολιαστούν είναι 200.000 (το οποίο αντιστοιχεί σε µια 

έκταση 2 στρεµµάτων) µετά από ένα χρονικό διάστηµα τριών µηνών από την 

καλλιέργεια του βακτηρίου, τότε για να επιτευχθεί ο απαιτούµενος πληθυσµός ανά 

σπόρο είναι απαραίτητο να χρησιµοποιηθούν 13,3 λίτρα κλειστής καλλιέργειας. 
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Στην παρούσα διατριβή το βακτηριακό στέλεχος X ταξινοµήθηκε στο είδος 

Ps. fluorescens µετά από µοριακή ανάλυση του γονιδίου που κωδικοποιεί την 16S 

rRNA. Στη συνέχεια, µελετήθηκε ο µηχανισµός µε τον οποίο το βακτήριο Ps. 

fluorescens X έχει την ικανότητα να καταστέλλει την ανάπτυξη του µύκητα P. 

ultimum και ο φαινότυπος αυτός ονοµάστηκε sup. Προκειµένου να χαρακτηριστεί 

µοριακά ο µηχανισµός βιολογικής καταπολέµησης, είναι απαραίτητη η αποµόνωση 

των γονιδιακών περιοχών του βακτηρίου που σχετίζονται µε την βιολογική 

καταπολέµηση. Η αποµόνωση των γονιδιωµατικών περιοχών αυτών επιτεύχθηκε µε 

την µεταλλαξιγένεση µε το µεταθετό στοιχείο Tn5-RL27, κατά την οποία 

αποµονώθηκαν 9 µεταλλαγµένα στελέχη (Α150, ρ26, Β91, Β163, δ40, ρ93, R48, k36 

και W139). 

Τα 9 αυτά στελέχη αποµονώθηκαν από µια βιβλιοθήκη 12000 µεταλλαγµένων 

στελεχών και έχουν τον φαινότυπο sup-, παρουσιάζουν δηλαδή απώλεια της 

παρεµποδιστικής τους δράσης έναντι του  µύκητα P. ultimum. Ο φαινότυπος sup- 

οφείλεται αποκλειστικά και µόνο σε µονή ένθεση του µεταθετού στοιχείου στο 

γονιδίωµα καθενός από τα 9 sup- µεταλλαγµένα στελέχη. Η µοναδικότητα της 

ένθεσης του Tn5-RL27 επιβεβαιώθηκε µετά από υβριδισµό κατά Southern, 

χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή ολόκληρο το µεταθετό στοιχείο. 

Κατά τη διαδικασία αποµόνωσης sup- µεταλλαγµένων στελεχών βρέθηκε 

ακόµα ένα στέλεχος (θ123) το οποίο είχε τον επιθυµητό φαινότυπο. Το στέλεχος 

αυτό, κατόπιν του υβριδισµού κατά Southern, αποκλείστηκε από την παρούσα έρευνα 

µιας και βρέθηκε ότι φέρει δύο ενθέσεις του µεταθετού στοιχείου στο γονιδίωµά του. 

Το στέλεχος αυτό είναι δυνατόν να αποτελέσει αντικείµενο περαιτέρω έρευνας κατά 

την οποία θα γίνει έλεγχος της συνδυαστικής επίδρασης των γονιδίων, που φέρουν 

την ένθεση, στον φαινότυπο sup. Το γεγονός ότι ανάµεσα στα αποµονωθέντα sup- 

στελέχη  µε µονή ένθεση στο γονιδίωµα βρέθηκε και ένα στέλεχος το οποίο φέρει δύο 

ενθέσεις υπογραµµίζει ότι η αξιοπιστία του συστήµατος της µεταλλαξογέννεσης µε 

το µεταθετό στοιχείο Tn5-RL27  είναι  αρκετά καλή  αλλά όχι πλήρως αλάνθαστη. 

Για τον λόγο αυτό είναι πάντα απαραίτητος ο έλεγχος µε την  µέθοδο του υβριδισµού 

κατά Southern, των µεταλλαγµένων στελεχών που προκύπτουν από αυτό το σύστηµα 

της µεταλλαξογέννεσης. 

Κατόπιν, για κάθε µεταλλαγµένο στέλεχος αποµονώθηκε η περιοχή του 

γονιδιώµατος στην οποία είχε εισαχθεί το µεταθετό στοιχείο. Η αποµόνωση αυτή 

έγινε εφικτή µετά από την διαδικασία της πλασµιδιακής απελευθέρωσης κατά την 
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οποία αποµονώθηκαν 9 πλασµίδια απελευθέρωσης (όσα και τα µεταλλαγµένα 

στελέχη sup-). Το µέγεθος του κάθε πλασµιδίου διασταυρώθηκε µε το µέγεθος της 

περιοχής στην οποία υβρίδισε ο ανιχνευτής κατά τον υβριδισµό κατά Southern, 

προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι το αποµονωθέν πλασµίδιο δεν είναι προϊόν 

ανασυνδυασµού ο οποίος έλαβε χώρα στα βακτηριακά κύτταρα. 

Για τα 9 πλασµίδια απελευθέρωσης, ένα από το κάθε στέλεχος sup-, 

πραγµατοποιήθηκε η αλληλούχιση της περιοχής αριστερά και δεξιά από τις ακραίες 

επαναλήψεις του µεταθετού στοιχείου. Χαρακτηριστικό σε κάθε αντίδραση 

αλληλούχισης είναι το ‘διάβασµα’ δύο πολύ σηµαντικών στοιχείων: α) των 9 βάσεων 

που διπλασιάζονται κατά την ένθεση του µεταθετού στοιχείου και β) των ακραίων 

επαναλήψεων του µεταθετού στοιχείου (3.4.1, § Αποτελέσµατα). Σε περίπτωση που 

το αποτέλεσµα µιας αντίδρασης αλληλούχισης δεν περιλαµβάνει και τα δύο αυτά 

στοιχεία ενδέχεται να περιέχονται λάθη είτε στην αντίδραση, είτε στη διαδικασία 

αποµόνωσης του εκάστοτε πλασµιδίου απελευθέρωσης, και κατά συνέπεια κάτι 

τέτοιο θα πρέπει να απορρίπτεται.  

  Τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης των πλασµιδίων απελευθέρωσης 

αποκάλυψαν ότι η ένθεση του µεταθετού στοιχείου έχει συµβεί σε έξι, συνολικά, 

διαφορετικά γονίδια.  Σύµφωνα µε τα µεγέθη των πλασµιδίων απελευθέρωσης και τα 

αποτελέσµατα της αλληλούχισης της περιοχής αριστερά και δεξιά από την ένθεση, τα 

µεταλλαγµένα στελέχη διακρίθηκαν σε τέσσερεις οµάδες. 

Η πρώτη οµάδα αποτελείται από τρία µεταλλαγµένα στελέχη (R48, k36 και 

W139) τα οποία εµφανίζουν την ένθεση του µεταθετού στοιχείου σε διαφορετικά 

σηµεία ενός µόνο γονιδίου. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί την κινοπρωτεϊνική 

αφυδρογονάση της γλυκόζης (Gcd). Για τη δεύτερη οµάδα, η οποία αποτελείται από 

τα µεταλλαγµένα στελέχη ρ26 και A150, εντοπίστηκε ότι η ένθεση του µεταθετού 

στοιχείου βρίσκεται σε δύο διαφορετικά γονίδια τα οποία κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες 

PqqE και PqqD αντίστοιχα.  Στην τρίτη οµάδα κατατάσσονται τα µεταλλαγµένα 

στελέχη Β91 και Β163, τα οποία φέρουν την ένθεση σε διαφορετικά σηµεία ενός 

γονιδίου, το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PqqF. Τέλος, στην τέταρτη οµάδα 

κατατάγηκαν τα στελέχη δ40 και ρ93, στα οποία η ένθεση του µεταθετού στοιχείου 

βρίσκεται σε δύο γειτονικά γονίδια τα οποία κωδικοποιούν την πρωτεΐνη Cupin2 και 

µια πρωτεΐνη αγνώστου λειτουργίας αντίστοιχα. 

 Τα γονίδια στα οποία εντοπίζεται η ένθεση, στα µεταλλαγµένα στελέχη της 

δεύτερης και της τρίτης οµάδας, κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι οποίες εµπλέκονται στην 



 
 

 158

βιοσύνθεση του PQQ. Το γεγονός αυτό δηµιούργησε την υποψία ότι πιθανώς τα 

γονίδια αυτά, τα οποία παρόλο που βρέθηκαν σε διαφορετικά πλασµίδια 

απελευθέρωσης, να βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή στο υπό µελέτη 

βακτήριο. Μετά από διερεύνηση της συνταινίας (synteny search) των γονιδίων που 

αλληλουχήθηκαν από τα πλασµίδια απελευθέρωσης στις δύο αυτές οµάδες βρέθηκε 

ότι όλα τα γονίδια βιοσύνθεσης του PQQ βρίσκονται σε µια γονιδιωµατική περιοχή 

µε µέγεθος 6kb, και µάλιστα είναι οργανωµένα σε οπερόνιο. Το ‘synteny search’ 

πραγµατοποιήθηκε σε όλα τα στελέχη του γένους Pseudomonas των οποίων το 

γονιδίωµα έχει πλήρως αλληλουχιθεί και είναι κατατεθειµένο στις βάσεις δεδοµένων 

(Genome Database). 

Στο στέλεχος Ps. fluorescens X τα γονίδια βιοσύνθεσης του PQQ είναι 6 και 

βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή, όπως και σε όλα τα υπόλοιπα στελέχη 

του γένους Pseudomonas. Αυτό ήταν δυνατό να επιβεβαιωθεί µε την ενίσχυση µε 

PCR ολόκληρης της περιοχής, στην οποία βρίσκονται τα έξι αυτά γονίδια (sup2, 

sup3, sup4, orf1, orf2 και orf3), µε εξειδικευµένους εκκινητές. Όπως και σε όλα τα 

υπόλοιπα στελέχη του γένους, ενδέχεται στο υπό µελέτη στέλεχος τα γονίδια 

βιοσύνθεσης του PQQ να είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο. Με τη βοήθεια της 

βιοπληροφορικής ήταν δυνατό να εντοπιστεί µοναδική θέση ενός µεταγραφικού 

υποκινητή ανωφερικά των έξι γονιδίων, ο οποίος πιθανολογείται ότι ελέγχει τη 

µεταγραφή τους. Η πιθανότητα οργάνωσης των γονιδίων της περιοχής αυτής  σε ένα 

οπερόνιο ενισχύεται από τα πειράµατα συµπλήρωσης του φαινοτύπου sup στα 

στελέχη ρ26, Α150, Β91 και Β163. Η επαναφορά του φαινοτύπου sup επιτυγχάνεται 

µόνο από µια γονιδιωµατική περιοχή µε µέγεθος 6.7kb, η οποία περιλαµβάνει τα έξι 

γονίδια και την περιοχή ανωφερικά από αυτά, στην οποία εντοπίστηκε ο 

µεταγραφικός υποκινητής. Επαναφορά του φαινοτύπου sup χρησιµοποιώντας 

µεµονωµένα γονίδια ή συνδυασµούς γονιδίων της περιοχής αυτής δεν ήταν εφικτή.  

Από τη διερεύνηση της συνταινίας της περιοχής στην οποία βρίσκεται το 

γονίδιο που κωδικοποιεί την Gcd βρέθηκε ότι τα περισσότερα στελέχη του γένους 

Pseudomonas έχουν δύο διαφορετικά γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για δύο 

ενζυµικά συστήµατα της αφυδρογονάσης. Όπως προέκυψε, τα δύο αυτά γονίδια 

βρίσκονται οργανωµένα σε διαφορετικές γονιδιωµατικές περιοχές και η οµοιότητά 

των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν είναι πολύ χαµηλή, περίπου 33-51%. Το γονίδιο 

της Gcd στο υπό µελέτη στέλεχος (ως προς την γονιδιωµατική περιοχή µέσα στην 

οποία βρίσκεται και ως προς την νουκλεοτιδική αλληλουχία) εµφανίζει µεγαλύτερη 
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οµοιότητά µε µόνο ένα από τα δύο γονίδια που εντοπίστηκαν στο γένος 

Pseudomonas.  

Η ύπαρξη δύο γονιδίων που κωδικοποιούν για δύο Gcd, µε πολύ χαµηλό 

ποσοστό οµοιότητας της αµινοξικής αλληλουχίας τους, αποτελεί πρώτη επιστηµονική 

καταγραφή για το είδος Ps. fluorescens. Υπάρχουν δύο, ακόµα, αναφορές στα 

στελέχη Ps. putida ATCC 11172 (Vrionis et al., 2002) και Ps. butanovora ATCC 

43655 (Vangnai et al., 2002) οι οποίες τονίζουν την ύπαρξη δύο αντιγράφων του 

γονιδίου που κωδικοποιεί την Gcd µέσα στο γονιδίωµα των βακτηρίων. 

Ως γενικός κανόνας για τις περιπτώσεις ύπαρξης δύο αντιγράφων γονιδίων 

είναι αύξηση των επιπέδων έκφρασης του εκάστοτε γονιδίου. Έτσι, πιθανώς στα 

στελέχη Ps. putida ATCC 11172 και Ps. butanovora ATCC 43655, όπου τα δύο 

αντίγραφα που έχουν βρεθεί έχουν 100% οµοιότητα µεταξύ τους, η ύπαρξη των δύο 

γονιδίων που κωδικοποιούν την PQQ-Gcd να έχει σκοπό την αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης (Vangnai et al., 2002). Στη συγκεκριµένη περίπτωση όµως, τα δύο αυτά 

γονίδια κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι οποίες έχουν πολύ µικρή οµοιότητα µεταξύ τους 

(33-51%), γεγονός που ενδέχεται να σηµαίνει ότι οι πρωτεΐνες αυτές έχουν κάποια 

διαφορά στη λειτουργία τους.  

Οι πρωτεΐνες PQQ-Gcd1 είναι πλήρως χαρακτηρισµένες και έχει αποδειχθεί 

ότι έχουν την λειτουργία µιας Gcd η οποία χρησιµοποιεί σαν συνένζυµο το PQQ και 

καταλύει την οξείδωση της γλυκόζης σε γλυκονικό οξύ, καθώς και ότι εµπλέκονται 

στη βιοσύνθεση ορισµένων αντιβιοτικών (James et al., 1986; de Werra et al., 2009). 

Το δεύτερο αντίγραφο (PQQ-Gcd2), το οποίο φαίνεται να έχει περίπου την ίδια δοµή 

µε το πρώτο (PQQ-Gcd1) όπως προέκυψε από την in silico ανάλυση στην παρούσα 

διατριβή (§3.4.2.), δεν έχει καταγραφεί και δεν έχει µελετηθεί ως σήµερα. Οι 

πρωτεΐνες PQQ-Gcd2 ενδέχεται να έχουν διαφορετική λειτουργία από αυτή της 

οξείδωση της γλυκόζης. 

Τόσο τα γονίδια βιοσύνθεσης του PQQ, όσο και το γονίδιο το οποίο 

κωδικοποιεί την Gcd έχουν απασχολήσει την επιστηµονική κοινότητα, κατά τα 

περασµένα χρόνια.  Το στέλεχος του βιολογικού παράγοντα Ps. fluorescens CHA0 

έχει την ικανότητα βιοσύνθεσης δυο αντιβιοτικών (DAPG και PLT). Όταν το 

στέλεχος CHA0  αναπτύσσεται παρουσία γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης, η παραγωγή 

του DAPG αυξάνεται, ενώ η παραγωγή της PLT µειώνεται (Duffy et al., 1999). Από 

έρευνες που έγιναν στο στέλεχος, αποδείχθηκε ότι τα γονίδια βιοσύνθεσης του PQQ 

εµπλέκονται στην βιοσύνθεση των αντιβιοτικών της PLT και του DAPG. Η 
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πρόκληση µετάλλαξης σε ένα από τα γονίδια βιoσύνθεσης του PQQ, µετά από τυχαία 

µεταλλαξογέννεση, οδήγησε στην την υπερπαραγωγή της PLT και την µείωση της 

παραγωγής του DAPG, από το µεταλλαγµένο στέλεχος, ακόµα και όταν το στέλεχος 

επωαζόταν παρουσία γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης. Ο ακριβής µηχανισµός µε τον 

οποίο το PQQ ρυθµίζει τη βιοσύνθεση των αντιβιοτικών αυτών δεν ήταν δυνατό να 

εξηγηθεί από τους ερευνητές (Schnider et al., 1995).  

Σε πιο πρόσφατη µελέτη που πραγµατοποιήθηκε στο στέλεχος CHA0, 

αποδείχθηκε ότι το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί την Gcd εµπλέκεται και αυτό στη 

βιοσύνθεση των δύο αντιβιοτικών (DAPG και PLT). Η διακοπή της έκφρασης του 

γονιδίου της Gcd, η οποία επιτεύχθηκε µετά από στοχευµένη µεταλλαξογέννεση, είχε 

ως αποτέλεσµα την υπερπαραγωγή των δύο αντιβιοτικών. Το µεταλλαγµένο στέλεχος 

του CHA0, το οποίο φέρει τη µετάλλαξη στο γονίδιο που κωδικοποιεί την Gcd, δεν 

εµφανίζει την ικανότητα να οξυνίζει το µέσο ανάπτυξης όταν σε αυτό έχει προστεθεί 

πηγή γλυκόζης. Η αδυναµία του µεταλλαγµένου στελέχους να οξυνίσει το µέσο 

ανάπτυξής του αποδόθηκε στην απώλεια της ικανότητας οξείδωσης της γλυκόζης σε 

γλυκονικό οξύ, αντίδραση που λαµβάνει χώρα στον περιπλασµικό χώρο και 

καταλύεται από την Gcd (de Werra et al., 2009). 

Οι ερευνητές κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι το γλυκονικό οξύ και όχι η 

γλυκόζη αποτελεί το µόριο που παίζει ρυθµιστικό ρόλο στην παραγωγή των 

αντιβιοτικών από το στέλεχος αυτό, χωρίς όµως να είναι σε θέση να εξηγήσουν τον 

ακριβή µηχανισµό µε τον οποίο γίνεται αυτό. Ακόµα, από την ίδια ερευνητική οµάδα 

διατυπώθηκε η άποψη ότι σε περίπτωση διακοπής της βιοσύνθεσης του PQQ από το 

στέλεχος, παύει να είναι λειτουργικό και το ένζυµο της Gcd, µε αποτέλεσµα την 

αδυναµία οξείδωσης της γλυκόζης σε γλυκονικό οξύ (de Werra et al., 2009).  

Στην παρούσα διατριβή, τα µεταλλαγµένα στελέχη της πρώτης, τα οποία 

φέρουν µεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί την Gcd, καθώς και αυτά της 

δεύτερης και τρίτης οµάδας, τα οποία φέρουν µεταλλάξεις σε τρία από τα γονίδια 

βιοσύνθεσης του PQQ, παρατηρήθηκε ότι δεν έχουν την ικανότητα να οξυνίζουν το 

µέσο ανάπτυξης όταν σε αυτό έχει προστεθεί γλυκόζη. Το αποτέλεσµα αυτό 

βρίσκεται σε συµφωνία µε τα έως τώρα ευρήµατα στο στέλεχος CHA0. Τα 

µεταλλαγµένα στελέχη του Ps. fluorescens X, εκτός από την απώλεια της ικανότητας 

να οξυνίζουν το µέσο ανάπτυξης, εµφανίζουν την ικανότητα να αυξάνουν τις τιµές 

του pH από 6 σε 7,2, γεγονός που αποτελεί πρώτη επιστηµονική καταγραφή.  
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Στα µεταλλαγµένα στελέχη του CHA0 η διακοπή της έκφρασης του γονιδίου 

Gcd ή των γονιδίων βιοσύνθεσης PQQ έχει ως αποτέλεσµα την υπερπαραγωγή 

αντιβιοτικών και κατά συνέπεια την ενίσχυση του φαινοτύπου της βιολογικής 

καταπολέµησης. Αντιθέτως, στα µεταλλαγµένα στελέχη του Ps. fluorescens X η 

διακοπή της έκφρασης του γονιδίου Gcd ή των γονιδίων βιοσύνθεσης PQQ δεν έχει 

ως αποτέλεσµα την ενίσχυση του φαινοτύπου της βιολογικής καταπολέµησης, αλλά 

την απώλειά του (sup-). Το γεγονός αυτό καταγράφεται για πρώτη φορά για το γένος 

Pseudomonas.  

Ο ρόλος της Gcd είναι η οξείδωση της γλυκόζης σε γλυκονικό, ενώ το PQQ 

αποτελεί το συνένζυµο της (de Werra et al., 2009). Συνεπώς, η µείωση του pH του 

µέσου ανάπτυξης στον άγριο τύπο προκαλείται από την οξείδωση της γλυκόζης σε 

γλυκονικό. Στα µεταλλαγµένα στελέχη, η ένθεση του µεταθετού στοιχείου στα 

γονίδια sup1, sup2, sup3 και sup4 έχει ως τελικό αποτέλεσµα την διακοπή της 

οξείδωσης της γλυκόζης σε γλυκονικό, γεγονός που εξηγεί την παρατηρούµενη 

απώλεια της ικανότητας οξύνισης του µέσου ανάπτυξης, όταν σε αυτό υπάρχει πηγή 

γλυκόζης.  

Αντίθετα µε το αναµενόµενο, δηλαδή την απώλεια της ικανότητας µεταβολής 

του pH του µέσου ανάπτυξης, τα µεταλλαγµένα στελέχη έχουν την ικανότητα να 

αυξάνουν το pH του µέσου ανάπτυξης κατά ένα βαθµό. Το µόριο το οποίο 

απουσιάζει από τα µεταλλαγµένα στελέχη είναι το γλυκονικό, το οποίο ενδέχεται να 

εµπλέκεται στη βιοσύνθεση µιας αντιµικροβιακής ένωσης µε όξινες ιδιότητες, η 

οποία δεν βιοσυντίθεται µιας και απουσιάζει το γλυκονικό. Έτσι, η παρατηρούµενη 

αύξηση του pH ενδέχεται να προκαλείται από να ένα ενδιάµεσο προϊόν µε βασικές 

ιδιότητες, το οποίο συσσωρεύεται. 

Η µελέτη των γονιδίων καταστολής από την τέταρτη οµάδα µεταλλαγµένων 

στελεχών, αλλά η περιοχή γύρω από τα γονίδια αυτά, αποτελεί πρώτη καταγραφή σε 

βακτηριακούς ανταγωνιστές φυτοπαθογόνων µυκήτων. Σε καµία επιστηµονική 

µελέτη, τα γονίδια αυτά δεν έχουν συσχετιστεί µε τη βιοσύνθεση κάποιας ένωσης µε 

αντιµικροβιακές ιδιότητες καθώς ούτε και µε την ανάπτυξη χαρακτηριστικών σε 

κάποιο βακτήριο τα οποία να το καθιστούν βιολογικό παράγοντα καταπολέµησης. Το 

γονίδιο sup5, το οποίο φέρει την ένθεση του µεταθετού στοιχείου στο στέλεχος ρ93, 

καθώς και γονιδιωµατική περιοχή γύρω από αυτό έχει σχετικά µεγάλη οµοιότητα µε 

την αντίστοιχη περιοχή από το στέλεχος Ps. syringae pv. syringae UMAF0158, η 

οποία ευθύνεται για τη βιοσύνθεση µιας τοξίνης.  
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Η τοξίνη αυτή, η οποία ονοµάστηκε µανγκοτοξίνη εξαιτίας της ικανότητας 

που προσδίδει στο στέλεχος UMAF0158 να προσβάλει τα φυτά µάνκγο (Mangifera 

indica L.), προσδίδει στο βακτήριο φυτοπαθογόνες ιδιότητες και όχι ιδιότητες 

βιολογικού παράγοντα καταπολέµησης. Η µανγκοτοξίνη βιοσυντίθεται από ένα 

οπερόνιο, το οποίο αποτελείται από τέσσερα γονίδια, ενώ στην γονιδιωµατική 

περιοχή ανωφερικά του οπερονίου υπάρχει ένα γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί ένα 

µεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας GntR. Ένα από τα γονίδια του οπερονίου 

κωδικοποιεί µια NRPS, η οποία αποτελείται από µια µόνο ενότητα (module) µε 

τέσσερις λειτουργικές περιοχές (αδενυλίωσης-A, συµπύκνωσης-C, 

θειοεστεροποίησης-T, ρεδουκτάσης-R) (Arrebola et al., 2003; 2007). 

Το γονίδιο orf8, στο βακτήριο Ps. fluorescens X, κωδικοποιεί µια NRPS και 

βρίσκεται κατωφερικά των γονιδίων τα οποία φέρουν την ένθεση του µεταθετού 

στοιχείου στα στελέχη ρ93 και δ40 (sup5 και sup6, αντίστοιχα). Η NRPS αυτή έχει 

55% οµοιότητα σε αµινοξικό επίπεδο µε αυτή από το στέλεχος UMAF0158 και 

αποτελείται από µια µοναδική ενότητα (module), όπως και αυτή από το στέλεχος 

UMAF0158. Η ενότητα αυτή βρέθηκε, βάσει των συντηρηµένων µοτίφ που έχουν 

δηµοσιευθεί (Marahiel et al., 1997; Schwarzer et al., 2003), ότι αποτελείται από τις 

εξής λειτουργικές περιοχές: την A περιοχή, η οποία περιέχει 10 περιοχές-πυρήνες 

(Α1-Α10 cores), τη T περιοχή, τη C περιοχή αποτελούµενη από µια περιοχή-πυρήνα 

(C6 core) και τέλος τη R περιοχή η οποία εµφανίζει πέντε περιοχές-πυρήνες (R1, R2, 

R4, R5, R6 cores) (Εικόνα Π28, § Παράρτηµα). 

Πιθανολογείται ότι ο ρόλος της NRPS (MgoA) που εµπλέκεται στη 

βιοσύνθεση της µανγκοτοξίνης είναι η κατάλυση της προσθήκης ενός µόνο αµινοξέος 

(όπως Ile, Leu, Val, Abu ή Iva) στην πεπτιδική αλυσίδα ενός ολιγοπεπτιδίου(Arrebola 

et al., 2003; 2007). Εξαιτίας της οµοιότητας της Orf8 µε την MgoA (Εικόνα Π29, § 

Παράρτηµα) είναι δυνατό να υποθέσουµε ότι και η Orf8 εµπλέκεται σε µια ανάλογη 

αντίδραση προσθήκης ενός αµινοξέος στην αλυσίδα ενός ολιγοπεπτιδίου. Κατά την 

υποθετική αυτή αντίδραση, οι λειτουργικές περιοχές της Orf8 είναι δυνατό να 

καταλύουν αντιδράσεις µε την ακόλουθη σειρά: 

• ενεργοποίηση του αµινοξέως η οποία ενδέχεται να επιτελείται από την περιοχή 

αδενυλίωσης,  

• πρόσδεση του ενζύµου στο ενεργοποιηµένο αµινοξύ µε ένα θειοεστερικό δεσµό 

µε τη βοήθεια της περιοχής θειοεστεροποίησης, 
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• στη συνέχεια  δηµιουργία πεπτιδικών δεσµών και σύνθεση της πεπτιδικής 

αλυσίδας από την περιοχή συµπύκνωσης και 

• τέλος αναγωγή του θειοεστερικού δεσµού, παρουσία NADPH, µε αποτέλεσµα την 

απελευθέρωση της πεπτιδικής αλυσίδας και τη δηµιουργία στο άκρο της µιας 

αλδεϋδοµάδας ή µιας αλκοόλης. Η αντίδραση αυτή είναι δυνατό να καταλύεται 

από την περιοχή της ρεδουκτάσης, όπως συµβαίνει σε NRPS από µύκητες 

(Bushley et al., 2010). 

Το µέγεθος της υπό εξέταση NRPS είναι 1158 αµινοξέα, γεγονός που την 

καθιστά από τις µικρότερες NRPS που έχουν µέχρι σήµερα µελετηθεί. Στο γένος 

Pseudomonas έχει βρεθεί ότι µεγάλες NRPS είναι υπεύθυνες για την βιοσύνθεση 

CLPs µε αντιµικροβιακή δράση, όπως οι βισκοσίνες, αµφισίνες και πουτισολβίνες. 

Εκτός από τη βιοσύνθεση CLPs, σε άλλα γένη βακτηρίων αλλά και µυκήτων, 

εµπλέκονται στη βιοσύνθεση αντιβιοτικών, όπως γκραµυσιδίνη, πενικιλίνη, 

κυκλοσπορίνη, εργοταµίνη και βανκοµυκίνη (Doekel et al., 2001).  

Συνεπώς, είναι πολύ πιθανό η NRPS στο στέλεχος Ps. fluorescens X να έχει 

ένα παρόµοιο ρόλο µε τις αντίστοιχες που έχουν βρεθεί στο γένος Pseudomonas, 

οδηγώντας στη βιοσύνθεση ενός ολιγοπεπτιδίου ή ενός λιποπεπτιδίου µε 

αντιµικροβιακή δράση. Προκειµένου να διαπιστωθεί ποιο είναι το τελικό προϊόν 

βιοσύνθεσης της NRPS, που κωδικοποιείται από το orf8, απαιτούνται περαιτέρω 

πειραµατικά δεδοµένα από χρωµατογραφίες µάζας υψηλής ανάλυσης, υψηλής 

απόδοσης και φασµατοµετρίας πυρηνικού-µαγνητικού συντονισµού. 

Σε όλες τις κατηγορίες CLPs, τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν τις NRPS που 

εµπλέκονται στη βιοσύνθεση βρίσκονται στην ίδια γονιδιωµατική περιοχή (Brujin et 

al., 2009; Lim et al., 2009; Dubern et al., 2008). Κάτι τέτοιο δε φαίνεται να ισχύει 

στην περίπτωση του Ps. fluorescens X µιας και από τη σύγκριση της γονιδιωµατικής 

περιοχής του υποθετικού οπερονίου supX στα διάφορα στελέχη του γένους 

Pseudomonas (synteny search) δεν βρέθηκαν και άλλα γονίδια τα οποία να 

κωδικοποιούν κάποια NRPS. Παρόλο που η έρευνα επεκτάθηκε 30kb ανωφερικά και 

κατωφερικά του υποθετικού οπερονίου supX ήταν αδύνατο να βρεθεί ένα γονίδιο το 

οποίο θα µπορούσε να εµπλέκεται στη βιοσύνθεση ενός µεταβολίτη που δεν έχει 

χαρακτηριστεί. Με τα δεδοµένα αυτά, η βιοσύνθεση του αντιµικροβιακού µεταβολίτη 

είναι πολύ πιθανό να επιτελείται µόνο από τα γονίδια του supX. 
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Στο στέλεχος UMAF0158 έχει αποδειχθεί ότι τα γονίδια τα οποία εµπλέκονται 

στη βιοσύνθεση της µανγκοτοξίνης είναι οργανωµένα σε ένα οπερόνιο (Arrebola et 

al., 2003; 2007). Το γεγονός αυτό δηµιούργησε το ερώτηµα αν τα αντίστοιχα γονίδια 

στο στέλεχος Ps. fluorescens X είναι και αυτά οργανωµένα σε ένα οπερόνιο. Με τη 

βοήθεια της βιοπληροφορικής ήταν δυνατό να εντοπιστεί µοναδική θέση ενός 

µεταγραφικού υποκινητή ανωφερικά του γονιδίου sup5, ο οποίος πιθανολογείται ότι 

ελέγχει τη µεταγραφή όλων των γονιδίων. Κάτι τέτοιο συνεπάγεται ότι τα γονίδια της 

περιοχής αυτής πιθανώς µεταγράφονται σαν ένα οπερόνιο, το οποίο ονοµάστηκε 

supX .  

Την υπόθεση ότι τα γονίδια της περιοχής αυτής είναι οργανωµένα σε ένα 

οπερόνιο ενισχύει ακόµα ένα πειραµατικό δεδοµένο. Η συµπλήρωση του φαινοτύπου 

sup στα στελέχη δ40 και ρ93 επιτυγχάνεται µόνο από µια γονιδιωµατική περιοχή µε 

µέγεθος 6.7kb. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει τα πέντε γονίδια (sup5, sup6, orf7, orf8 

και orf9) και την περιοχή ανωφερικά από αυτά, στην οποία εντοπίστηκε ο 

µεταγραφικός υποκινητής. Προσπάθειες επαναφοράς του φαινοτύπου sup 

χρησιµοποιώντας µεµονωµένα γονίδια ή συνδυασµούς γονιδίων της περιοχής αυτής 

δεν ήταν επιτυχείς.  

Όλα τα γονίδια του υποθετικού (putative) οπερονίου supX  έχουν σχετικά 

υψηλά ποσοστά οµοιότητας µε τα αντίστοιχα γονίδια στο στέλεχος UMAF0158 µε 

µόνη διαφορά ότι στο υπό εξέταση βακτήριο υπάρχει ένα ακόµα γονίδιο. Το γονίδιο 

αυτό είναι το sup6 το οποίο κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια 

των cupin πρωτεϊνών. Από τα στελέχη του γένους Pseudomonas, στα οποία έχει 

ολοκληρωθεί η αλληλούχιση του γονιδιώµατός τους, µόνο το στέλεχος Ps. 

aeruginosa PA7 έχει ένα αντίστοιχο γονίδιο µε locus tag PSPA7_2111. Το γονίδιο 

αυτό κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη που εµφανίζει σχετικά χαµηλά ποσοστά οµοιότητας 

(58%) µε την Sup6. 

Στην οικογένεια των cupin πρωτεϊνών κατατάσσονται ένζυµα τα οποία έχουν 

το µοτίφ α-έλικα—στροφή—α-έλικα και παρουσιάζουν µεγάλη λειτουργική 

ποικιλοµορφία. Στους προκαρυωτικούς οργανισµούς, στην οικογένεια των cupin 

πρωτεϊνών ανήκουν ένζυµα όπως ισοµεράσες, επιµεράσες, συνθάσες, σφελουρίνες, 

διοξυγενάσες αλλά και µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας AraC (Dunwell et 

al., 2004). 

Η εµπλοκή του γονιδίου sup6 στην εµφάνιση των ιδιοτήτων βιολογικής 

καταπολέµησης σε ένα βακτηριακό ανταγωνιστή αποτελεί πρώτη καταγραφή. Το 
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γονίδιο αυτό δεν έχει µελετηθεί ξανά και φαίνεται ότι ανοίγει νέο πεδίο έρευνας. Ο 

τρόπος µε τον οποίο είναι δυνατό να συνεισφέρει στην βιολογική καταπολέµηση η 

πρωτεΐνη που κωδικοποιεί το γονίδιο αυτό είναι πολύ ενδιαφέρον, µιας και η 

πρωτεΐνη αυτή προέρχεται από µια οικογένεια µε µεγάλη λειτουργική ποικιλοµορφία. 

Στο µελετώµενο στέλεχος, ίσως µια τέτοια πρωτεΐνη να αποτελεί το ένζυµο που είναι 

υπεύθυνο για την τελική, τοξική δοµή ενός αντιµικροβιακού πεπτιδίου. 

Από την σύγκριση της γονιδιωµατικής περιοχής γύρω από το υποθετικό 

οπερόνιο supX , σε όλα τα στελέχη τα οποία διαθέτουν το εν λόγο οπερόνιο, 

εντοπίστηκε ανωφερικά ένα γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό 

παράγοντα της οικογένειας GntR. Για τα στελέχη Ps. aeruginosa PA7 και Ps. 

fluorescens X παρατηρείται απουσία ενός τέτοιου γονιδίου από την περιοχή. Στην 

γονιδιωµατική περιοχή ανωφερικά του µεταγραφικού υποκινητή του supX  

εντοπίστηκε θέση η οποία αναγνωρίζεται από ένα µεταγραφικό παράγοντα της 

οικογένειας GntR. Πιο συγκεκριµένα, η θέση αυτή αναγνωρίζεται από µεταγραφικούς  

παράγοντες που ανήκουν στην υποοικογένεια FadR.  

Στην υποοικογένεια FadR κατατάσσονται µεταγραφικοί καταστολείς για τους 

οποίους το µόριο απενεργοποιητής είναι το γλυκονικό οξύ και συνήθως ο τρόπος της 

µεταγραφικής ρύθµισης είναι παρόµοιος του γονιδίου lacI (Gorelic et al., 2006). 

Απουσία γλυκονικού ο παράγοντας GntR είναι ενεργός και δεσµεύεται µε την 

περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή των γονιδίων καταστέλλοντας έτσι την 

έκφρασή τους, ενώ παρουσία γλυκονικού ο παράγοντας αυτός απενεργοποιείται, µε 

συνέπεια την επαγωγή της έκφρασης (Tong et al., 1996). 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας GntR έχει βρεθεί ότι 

εµπλέκονται στη ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων τα οποία επιτελούν ένα ευρύ φάσµα 

λειτουργιών (καταβολισµό σακχάρων και λιπαρών οξέων, βιοσύνθεση αµινοξέων και 

βιταµινών, αντιγραφή πλασµιδίων, γονίδια lux) (Rigalli et al., 2002). Έχει 

παρατηρηθεί ότι, σε διάφορα στελέχη βιολογικών παραγόντων, τέτοιοι παράγοντες 

εµπλέκονται στην βιοσύνθεση αντιβιοτικών, ρυθµίζοντας την έκφραση των γονιδίων 

που τα βιοσυνθέτουν (Gorelic et al., 2006). 

Στο βακτήριο Streptomyces coelicolor ο µεταγραφικός παράγοντας agl3R, ο 

οποίος ανήκει στην οικογένεια των GntR, καταστέλλει την έκφραση ορισµένων 

γονιδίων βιοσύνθεσης αντιβιοτικών και του εκκριτικού συστήµατος ABC. Όταν το 

βακτήριο αυτό αναπτύσσεται παρουσία γλυκόζης στο µέσο ανάπτυξης ο 

µεταγραφικός παράγοντας agl3R απενεργοποιείται µε αποτέλεσµα την επαγωγή της 
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έκφρασης των προαναφερθέντων γονιδίων (Hillerich et al., 2006). Ακόµα µια µελέτη 

στο στέλεχος Streptomyces coelicolor Μ145 έχει αποδείξει ότι ο παράγοντας DasR, ο 

οποίος ανήκει στην οικογένεια των GntR, ελέγχει την παραγωγή του αντιβιοτικού 

ακτινοροντίνη (actinorhodin), καταστέλλοντας  την έκφραση των γονιδίων 

βιοσύνθεσης του αντιβιοτικού απουσία Ν-ακέτυλογλυκοζαµίνης στο µέσο ανάπτυξης 

(Rigalli et al., 2008). 

Σύµφωνα µε όλα τα παραπάνω, στο υπό εξέταση στέλεχος η µεταγραφή του 

υποθετικού οπερονίου supX  είναι δυνατόν να ρυθµίζεται από κάποιο µεταγραφικό 

παράγοντα της οικογένειας GntR, η ενεργότητα του οποίου επηρεάζεται από την 

παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό µέσο. Προκειµένου να ελεγχθεί αν κάτι τέτοιο 

ισχύει, µελετήθηκε η έκφραση ορισµένων γονιδίων του υποθετικού οπερονίου στον 

άγριο τύπο καθώς και σε δύο επιλεγµένα µεταλλαγµένα στελέχη. 

 Για τον σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκε η πιο ευαίσθητη µοριακή τεχνική, 

αυτή του ποσοτικού Real Time PCR. Η µελέτη της έκφρασης εστιάστηκε στην 

εκθετική φάση και στη φάση στασιµότητας, καθώς και σε δύο διαφορετικά θρεπτικά 

µέσα (PDB και LB). Στο θρεπτικό PDB, το οποίο περιέχει προθήκη γλυκόζης, 

παρατηρείται ο φαινότυπος sup στον άγριο τύπο του βακτηρίου ενώ στο LB, το οποίο 

δεν περιέχει προθήκη γλυκόζης, δεν παρατηρείται ο φαινότυπος sup. 

Από τα πέντε γονίδια του οπερονίου SupΧ, στη µελέτη αυτή επιλέχθηκαν τα 

sup5 και sup6 στα οποία έχει εντοπιστεί η ένθεση του µεταθετού στοιχείου στα 

µεταλλαγµένα στελέχη της τέταρτης οµάδας, και το γονίδιο orf8, το οποίο 

κωδικοποιεί µια NRPS. Στη µελέτη της έκφρασης των γονιδίων του οπερονίου SupΧ 

επιλέχθηκαν τα στελέχη k36 και ρ26, τα οποία αντιπροσωπεύουν τις τρεις πρώτες 

οµάδες των µεταλλαγµένων στελεχών και εποµένως δε φέρουν µεταλλάξεις σε 

κανένα από τα γονίδια του οπερονίου SupΧ. Η έκφραση των γονιδίων sup5, sup6 και 

orf8 συγκρίθηκε  µεταξύ των στελεχών αυτών και του αγρίου τύπου του βακτηρίου 

και η σχετική έκφραση διορθώθηκε µε βάση την έκφραση του γονιδίου αναφοράς. 

Τα γονίδια αναφοράς (housekeeping) τα οποία δοκιµάστηκαν ήταν τα γονίδια 

rpoD (de Bruijn et al., 2007; 2009) και rpoB (Mavrodi et al., 2010). Τελικά, από τα 

δύο αυτά γονίδια επιλέχθηκε το γονίδιο rpoD, το οποίο έχει πιο σταθερή αλλά σε 

χαµηλότερα επίπεδα έκφραση και έχει χρησιµοποιηθεί στην µελέτη της έκφρασης 

γονιδίων βιοσύνθεσης κυκλικών λιποπεπτιδίων µε αντιµικροβιακή δράση. 

Συγκεκριµένα το γονίδιο rpoD έχει χρησιµοποιηθεί στη µελέτη της έκφρασης των 

γονιδίων massA και massB, τα οποία εµπλέκονται στην βιοσύνθεση των 
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µασσετολίδων, και των γονιδίων viscA, viscB και viscC, τα οποία εµπλέκονται στη 

βιοσύνθεση της βισκοσιναµίδης (de Bruijn et al., 2009). 

Κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης, ήταν δυνατό να παρατηρηθεί ότι η 

µεταγραφή των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 στο Ps. fluorescens X παραµένει στα 

ίδια επίπεδα στα δύο θρεπτικά µέσα (LB και PDB). Αντίθετα, κατά την φάση 

στασιµότητας, τα επίπεδα µεταγραφής των τριών αυτών γονιδίων ήταν αυξηµένα από 

δέκα έως και εκατό φορές στο θρεπτικό PDB από ότι στο θρεπτικό LB. Τα επίπεδα 

µεταγραφής των γονιδίων sup5, sup6 και orf8 στον άγριο τύπο βακτηρίου 

συγκρίθηκαν µεταξύ των δύο διαφορετικών αναπτυξιακών φάσεων και µεταξύ των 

δύο διαφορετικών θρεπτικών µέσων. Από τη σύγκριση αυτή, παρατηρήθηκε ότι το 

µεταγραφικό επίπεδο των υπό µελέτη γονιδίων, κατά την φάση στασιµότητας στο 

θρεπτικό µέσο PDB είναι κατά πολύ µεγαλύτερο από οποιοδήποτε άλλη αναπτυξιακή 

φάση, σε οποιοδήποτε θρεπτικό. Τα αποτελέσµατα της σύγκρισης αυτής συµβαδίζουν 

µε την παρατήρηση ότι ο φαινότυπος sup είναι εµφανής σε τρυβλία µε το θρεπτικό 

PDB µετά από επώαση δύο ηµερών, κατά την οποία το βακτήριο έχει υπεισέλθει 

στην φάση στασιµότητας.  

Η αύξηση των επιπέδων έκφρασης  κατά την φάση στασιµότητας ενδέχεται να 

υποδηλώνει ότι τα γονίδια αυτά εµπλέκονται στον δευτερογενή µεταβολισµό του 

βακτηρίου. Στους δευτερογενείς µεταβολίτες των µικροοργανισµών, εντάσσονται 

οργανικές ενώσεις οι οποίες δεν εµπλέκονται άµεσα στην ανάπτυξη. Τα βακτήρια του 

γένους Pseudomonas έχει βρεθεί ότι έχουν την ικανότητα να βιοσυνθέτουν µια 

πληθώρα δευτερογενών µεταβολιτών όπως CLPs µε αντιµικροβιακές αλλά και 

φυτοπαθογόνες ιδιότητες, αντιβιοτικά, φθορίζουσες χρωστικές, υδροκυάνειο, 

ινδολοξεικό οξύ (IAA) και σιδηροφόρα (Gross et al., 2009) 

Όταν τα επίπεδα µεταγραφής των τριών γονιδίων συγκρίθηκαν µεταξύ του 

αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων στελεχών k36 και ρ26, διαπιστώθηκε ότι είναι 

αρκετά µειωµένα (περίπου 100 µε 200 φορές) τόσο κατά την καλλιέργεια στο 

θρεπτικό µέσο LB, όσο και κατά την καλλιέργεια στο θρεπτικό µέσο PDB. Η µείωση 

στην έκφραση των γονιδίων του υποθετικού οπερονίου supX  παρατηρείται 

ανεξαρτήτως αναπτυξιακής φάσης. Όπως φαίνεται, η ένθεση του µεταθετού στοιχείου 

στα γονίδια που κωδικοποιούν τις Gcd και PqqE (στα στελέχη k36 και ρ26) έχει ως 

αποτέλεσµα την παύση της µεταγραφής των γονιδίων του οπερονίου supX . 

Ο ρόλος της Gcd είναι η οξείδωση της γλυκόζης σε γλυκονικό, ενώ το PQQ 

αποτελεί το συνένζυµο της Gcd (de Werra et al., 2009). Συνεπώς, µε την ένθεση του 
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µεταθετού στοιχείου στα γονίδια που κωδικοποιούν τις Gcd και PqqE, το µόριο το 

οποίο απουσιάζει από τη φυσιολογία του βακτηρίου είναι το γλυκονικό. Επαγωγικά, 

υπάρχει πολύ µεγάλη πιθανότητα ο µεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας GntR, 

οποίος έχει θέση αναγνώρισης ανωφερικά του υποθετικού οπερονίου supX , να 

επηρεάζεται από τη συγκέντρωση του γλυκονικού οξέος στο υπόστρωµα.  

Ο µεταγραφικός παράγοντας GntR στο στέλεχος Ps. fluorescens X είναι 

δυνατόν είτε να είναι καταστολέας της µεταγραφής του οπερονίου και το γλυκονικό 

να αποτελεί απενεργοποιητή του παράγοντα, είτε να είναι επαγωγέας της µεταγραφής 

του supX  και του γλυκονικό να παίζει ρόλο ενεργοποιητή του µεταγραφικού 

παράγοντα. Επειδή, η οικογένεια GntR και πιο συγκεκριµένα η υποοικογένεια FadR 

αποτελείται από µεταγραφικούς καταστολείς, οι οποίοι έχουν ως µόριο 

απενεργοποιητή το γλυκονικό (Tong et al., 1996), διατυπώθηκε η υπόθεση ότι κάτι 

ανάλογο ισχύει και στο υπό µελέτη στέλεχος. 

Προκειµένου η υπόθεση αυτή να αποδειχθεί από αδιάσειστα πειραµατικά 

δεδοµένα είναι απαραίτητο να πραγµατοποιηθεί περαιτέρω έρευνα. Για τον σκοπό 

αυτό είναι δυνατό να χρησιµοποιηθεί η µοριακή τεχνική της χαρτογράφησης µε την 

S1 νουκλεάση (High-resolution S1 nuclease mapping) και στη συνέχεια η τεχνική της 

EMSA (Electrophoretic mobility gel shift assays). Με την τεχνική της 

χαρτογράφησης µε την S1 νουκλεάση είναι δυνατό να προσδιοριστεί µε ακρίβεια η 

θέση του µεταγραφικού υποκινητή του supX  και να αποδειχθεί ότι η µεταγραφή και 

των πέντε γονιδίων του οπερονίου γίνεται από ένα µόνο µεταγραφικό υποκινητή. 

Ακολούθως η τεχνική EMSA, είναι ικανή να προσδιορίσει αν υπάρχει θέση 

πρόσδεσής του µεταγραφικού παράγοντα εντός της περιοχής του µεταγραφικού 

υποκινητή. Κατά την τεχνική αυτή, δηµιουργείται ένα µίγµα που αποτελείται από την 

περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή, η οποία θα σηµανθεί ραδιενεργά µε 32P, και 

τον µεταγραφικό παράγοντα GntR σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, ο οποίος θα 

σηµανθεί µε ιστιδίνες (His tag) για να είναι δυνατός ο καθαρισµός του µετά από την 

έκφρασή του σε E. coli. 

Ακόµη ένα τρόπος για να διαπιστωθεί αν κάποιος µεταγραφικός παράγοντας  

ελέγχει τη µεταγραφή των γονιδίων του υποθετικού οπερονίου είναι να δηµιουργηθεί 

µια σύντηξη (fusion) από την περιοχή του µεταγραφικού υποκινητή του οπερονίου 

supX  και το γονίδιο lacZ. Ακολούθως, η κατασκευή αυτή θα πρέπει να κλωνοποιηθεί 

σε ένα φορέα ευρέως φάσµατος και θα τοποθετηθεί σε ένα µεταλλαγµένο στέλεχος, 

στο οποίο το γονίδιο του GntR παράγοντα δεν εκφράζεται, και στον άγριο τύπο. Στην 
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περίπτωση που ο παράγοντας έχει θέση πρόσδεσης µέσα στην περιοχή του 

µεταγραφικού υποκινητή του supX , θα πρέπει να παρατηρηθεί αλλαγή στο χρώµα 

του υποστρώµατος (όταν σε αυτό έχει προστεθεί X-Gal).  

Ένας έλεγχος που θα ήταν πολύ χρήσιµο να γίνει, είναι αυτός των 

µεταγραφηµάτων των υποθετικών οπερονίων supX  και βιοσύνθεσης του PQQ. Με τη 

βοήθεια εκκινητών, οι οποίοι θα έχουν την ικανότητα να ενισχύσουν µετά από PCR 

την περιοχή µεταξύ του κάθε γονιδίου στα υποθετικά οπερόνια supX και βιοσύνθεσης 

του PQQ, πρέπει να ελεγχθεί αν τα γονίδια των υποθετικών οπερονίων όντως 

µεταγράφονται ως ένα mRNA. Τα αποτελέσµατα της δοκιµής αυτής είναι απαραίτητα 

προκειµένου να αποδειχθεί µε απόλυτη βεβαιότητα η ύπαρξη των υποθετικών αυτών 

οπερονίων. 

Συµπληρωµατικά, θα µπορούσε να οργανωθεί µια συνεργασία µε την 

ερευνητική οµάδα (Arrebola et al., 2007), η οποία µελετά την παραγωγή της 

µανγκοτοξίνης στο στέλεχος Ps. syringae pv. syringae UMAF0158. Το, υπό µελέτη, 

στέλεχος θα µπορούσε να δοκιµαστεί για τη µολυσµατικότητά του σε φυτά τοµάτας 

και µάνγκο. Επίσης, τµήµατα της γονιδιωµατικής περιοχής του στελέχους 

UMAF0158, τα οποία είναι υπεύθυνα για την βιοσύνθεση της µανγκοτοξίνης, θα 

µπορούσε να εισαχθούν σε sup- στελέχη του Ps. fluorescens X και να ελεγχθεί αν και 

κατά πόσο επαναφέρουν τον άγριο φαινότυπο. Κάτι αντίστοιχο, θα µπορούσε να 

ελεγχθεί µε τη γονιδιωµατική περιοχή του supX  και το στέλεχος UMAF0158. 

Τέλος, είναι απαραίτητο να γίνει η µελέτη της έκφρασης όλων των γονιδίων 

στα οποία βρέθηκε η ένθεση του µεταθετού στοιχείου. Η µελέτη αυτή πρέπει να 

συµπεριλαµβάνει όλα τα µεταλλαγµένα στελέχη καθώς και τον άγριο τύπο, 

προκειµένου να ολοκληρωθεί η εικόνα του µεταγραφικού προφίλ των γονιδίων. 

Η παρούσα διατριβή είναι σε θέση να εξηγήσει, σε ικανοποιητικό βαθµό, τον 

ρόλο των γονιδίων που βρέθηκαν, αλλά και τον ρόλο της γλυκόζης στην ανάπτυξη 

των αντιµικροβιακών ιδιοτήτων που καθιστούν το Ps. fluorescens X ικανό βιολογικό 

παράγοντα καταπολέµησης. Ο προτεινόµενος µηχανισµός δράσης καθώς και ο 

προτεινόµενος µηχανισµός ρύθµισης είναι δυνατό να αποτελέσουν πρότυπα για το 

γένος Pseudomonas. Έτσι, προγενέστερες µελέτες (Gutterson et al., 1986; Shanahan 

et al., 1992), οι οποίες έχουν αναδείξει την σπουδαιότητα του ρόλου της γλυκόζης 

στη βιοσύνθεση αντιβιοτικών, όπως DAPG και ωοµυκίνη Α, προκαλούν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον για περαιτέρω έρευνα. 
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Πίνακας Π1: Εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν κατά την διαδικασία του 
βαδίσµατος (primer walking). Οι αλληλουχίες δίνονται µε κατεύθυνση 5’à3’ 

 
Εκκινητές Αλληλουχία 

gdh1 CCCGCAGCGGTCTTGATGTC 
R48-RL17-1 GCAGTAAGAGATTCGGCAAA 

  
operonXrif TATCCGTCGTGTCATCACCT 
operonX2 TATGTCCTATGCGCAACTGCAC 
operonX3 GACTTCTTCCACCACGGCG 
operonX4 ATCGTGCCCACCGAAGACCA 
operonX5 GACAGCGGTGAAATCCACATC 
operonX6 AACATTTGCCCGACTACAT 
operonX7 ACGGGTTCCTGGGTGTGC 
operonX8 ACCGTTTGATGCTGATGCTC 
operonX9 TCTACACCTCGCTGAACATC 

operonXrif0 GACATAGAAAGAGCAGGCGG  
 
 
 
 
Πίνακας Π2 : Τα ποσοστά πλήρους οµοιότητας µεταξύ των αντιγράφων PQQ-Gcd1 

και PQQ-Gcd2,  και του κάθε αντιγράφου µε την Sup1 
 

Στελέχη Locus tag για την 
PQQ-Gcd1 

Locus tag για την 
PQQ-Gcd2 

Πλήρης οµοιότητα 
µεταξύ PQQ-Gcd1 

και PQQ-Gcd2 
(%) 

Πλήρης 
οµοιότητα µεταξύ 

PQQ-Gcd1 και 
Sup1 
(%) 

Πλήρης οµοιότητα 
µεταξύ PQQ-Gcd2 

και Sup1 
(%) 

Ps. fluorescens Pf0-
1 PFL_4577 PFL_2712 38.6 68.3 40.9 

Ps. fluorescens Pf5 PFL_4916 PFL_5668 43.3 70.0 43.2 
Ps. fluorescens 

SBW25 PFLU1086 PFLU2304 42.3 94.9 41.4 

Ps. fluorescens 
CHA0 FJ694890 - - 70 - 

Ps. entomophila L48 PSEEN1170 PSEEN2918 38.2 66.1 42.1 
Ps. syringae pv. 

syringae B728a PSYR_3930 PSYR_2574 42.7 80.9 41.5 

Ps. syringae pv. 
tomato str. DC3000 PSPTO_4196 PSPTO_2568 40.2 75.2 42.3 

Ps. putida F1 PPUT_4277 PPUT_2205 38.3 65.3 41.6 
Ps.putida KT2440 PP_1444 PP_3569 38.0 65.6 41.9 
Ps. putida GB-1 PPUTGB1_4361 PPUTGB1_2352 37.8 65.3 40.8 

Ps. stutzeri A1501 PST_0991 PST_3741 34.4 50.9 32.9 
Ps. aeruginosa 

PAO1 PA2290 - - 68.1 - 

Ps. aeruginosa PA7 PSPA7_3111   - - 48.1 - 
Ps. aeruginosa 
UCBPP-PA14 PA14_34970 - - 68.1 - 

Ps. mendocina ymp PMEN_0791 - - 50.9 - 
 

 
 
 
 
 



 
 

 192

 
Πίνακας Π3: Τα βακτηριακά στελέχη και τα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα εργασία συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα 
Βακτηριακά 

Στελέχη Περιγραφή-Κατασκευή Αναφορά 

 
E. coli   

HB101 hsdR, recA ,proA ,leu-0 ,ara-l4 gaiK2, lacYl, xyl-5, mtl-1 str-2,   thi-1 , 
supE44 

Sambrook et 
al.,1989 

ΒW20767 RP4-2Tc::Mu-1  kan::Tn7 integrant leu-63::IS10  recAI, zbj-5  
creB510  hsdR17  endA1  thi  uidA  (∆MluI)::pir+ Larsen et al., 2002 

DH10b F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80dlacZ∆M15, ∆lacX74, endA1 
recA1, deoR, ∆(ara,leu)7697 araD139, galU, galK, nupG, rpsL, λ- Durfee et al., 2008 

DH5a  λpir sup E44, ∆lacU169 (F80lacZDM15), recA1, endA1, hsdR17, thi-1, 
gyrA96, relA1, λpir phage lysogen 

© 2003 Biomedal, 
S.L, Spain 

Ps. fluorescens   

X άγριος τύπος Georgakopoulos et 
al., 2002 

Xrif RifR (spontaneous mutant) Παρούσα εργασία 

A150 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

B91 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

B163 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

ρ93 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

ρ26 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

k36 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

R48 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

W139 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

Θ123 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

δ40 Xrif::Tn5-RL27 KmR, sup- Παρούσα εργασία 

Πλασµίδια   

pRK2013 IncP-1, traRK2+, repRK2, repEl, KmR Ditta et al.,1980 

pRL27 
Tn5-RL27 (KmR-oriR6 K) φορέας του οποίου είναι το κυκλοποιηµένο 
προϊόν της αντίδρασης PCR από το pRL23, µε εκκινητές τους tetAp-

for και oriT-rev 
Larsen  et al., 2002 

pLG221 Coll1drd-1::Tn5, IncIα, Kmr Boulnois et al.,1985 

Κατασκευές   

pligA150 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος A150, KmR-oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligB91 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος B91, KmR - oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligB163 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος B163, KmR - oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligρ93 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος ρ93, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligρ26 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος ρ26, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligk36 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος k36, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligR48 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος R48, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligW139 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος W139, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pligδ40 πλασµίδιο απελευθέρωσης από το στέλεχος δ40, KmR- oriR6 K Παρούσα εργασία 

pGemT16SX 

Με το ζεύγος των εκκινητών 16Sf-16Sr και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε η αλληλουχία του 
γονιδίου 16S rRNA και κατόπιν κλωνοποιήθηκε στον φορέα 
pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

pgcd1* 

Με το ζεύγος των εκκινητών gcd1-gcd3 και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το sup1 µαζί µε τη 
γονιδιωµατική περιοχή 356 bp ανωφερικά αυτού και κατόπιν 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

pgcd2 Με το ζεύγος των εκκινητών gcd2-gcd3 και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το sup1 και Παρούσα εργασία 
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κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

ppqqF 
Με το ζεύγος των εκκινητών pqqF1-pqqF2 και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το sup2 και 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy 

Παρούσα εργασία 

ppqqD 
Με το ζεύγος των εκκινητών pqqD1-pqqD2 και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το 
sup3 και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqE 
Με το ζεύγος των εκκινητών pqqE1-pqqE2 και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το 
sup4 και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqDE 

Με το ζεύγος των εκκινητών pqqD1-pqqE2 και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup3 και sup4 και το προϊόν κλωνοποιήθηκε στον φορέα 
pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqFA* 

Με το ζεύγος των εκκινητών FOR(EcoRI)-pqqΑ1r και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup2, orf1 καθώς και η γονιδιωµατική περιοχή 504 bp 
ανωφερικά αυτών. Oλόκληρο το τµήµα κλωνοποιήθηκε στον φορέα 
pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqFAB* 

Με το ζεύγος των εκκινητών FOR(EcoRI)-pqqC και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup2, orf1, orf2 καθώς και η γονιδιωµατική περιοχή 504 bp 
ανωφερικά αυτών. Oλόκληρο το τµήµα κλωνοποιήθηκε στον φορέα 
pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqABCDE 

Με το ζεύγος των εκκινητών pqqA1f-pqqE2(EcoRI) και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια orf1, orf2, orf3-4, sup3 και sup4. Oλόκληρο το τµήµα 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

ppqqF-E* 

Με το ζεύγος των εκκινητών FOR2(EcoRI)-pqqE2(EcoRI)  και µήτρα 
το γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup2, orf1, orf2, orf3-4, sup3, sup4, καθώς και η γονιδιωµατική 
περιοχή 504 bp ανωφερικά αυτών. Oλόκληρο το τµήµα 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy 

Παρούσα εργασία 

psup5 
Με το ζεύγος των εκκινητών sup5f-sup5r και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το sup5 και 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psup6 
Με το ζεύγος των εκκινητών sup6f-sup6r και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκε το sup6 και 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psup5-6* 

Με το ζεύγος των εκκινητών supFor-sup6r και µήτρα το γονιδιωµατικό 
DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα γονίδια sup5 και 
sup6, καθώς και η γονιδιωµατική περιοχή 423 bp ανωφερικά αυτών. 
Ολόκληρη η ενισχυθείσα περιοχή κλωνοποιήθηκε στον φορέα 
pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psupA 

Με το ζεύγος των εκκινητών supFor-supRev(XbaI) και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup6, orf7, orf8 και orf9. Ολόκληρη η ενισχυθείσα περιοχή 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psupB 

Με το ζεύγος των εκκινητών supFor-supRev(XbaI) και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup5, sup6, orf7, orf8 και orf9. Ολόκληρη η ενισχυθείσα 
περιοχή κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psupC* 

Με το ζεύγος των εκκινητών supFor-supRev(XbaI) και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup5, sup6, orf7, orf8, orf9 καθώς και η γονιδιωµατική περιοχή 
423 bp ανωφερικά αυτών. Ολόκληρη η ενισχυθείσα περιοχή 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

psupD* 

Με το ζεύγος των εκκινητών supFor-supRev και µήτρα το 
γονιδιωµατικό DNA του άγριου τύπου βακτηρίου Χ ενισχύθηκαν τα 
γονίδια sup5, sup6, orf7, orf8, orf9 καθώς και η γονιδιωµατική περιοχή 
423 bp ανωφερικά αυτών. Ολόκληρη η ενισχυθείσα περιοχή 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEMTeasy. 

Παρούσα εργασία 

pBBRgcd1* 
Πέψη του κλώνου pgcd1* µε την περιοριστική ενδονουκλεάση ΕcoRI 
και υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί 
πέψη µε το ίδιο ένζυµο. 

Παρούσα εργασία 
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pBBRgcd2 
Πέψη του κλώνου pgcd2 µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει 
υποστεί πέψη µε τα ίδια ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqF 
Πέψη του κλώνου ppqqF µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τα ίδια 
ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqE 
Πέψη του κλώνου ppqqE µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει 
υποστεί πέψη µε τα ίδια ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqD 
Πέψη του κλώνου ppqqF µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει 
υποστεί πέψη µε τα ίδια ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqDE 
Πέψη του κλώνου ppqqDE µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει 
υποστεί πέψη µε τα ίδια ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqFA* 
Πέψη του κλώνου ppqqFA* µε την περιοριστική ενδονουκλεάση 
EcoRI και υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει 
υποστεί πέψη µε τo ίδιo ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqFAΒ
* 

Πέψη του κλώνου ppqqFAB* µε το ένζυµο EcoRI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί 
πέψη µε τo ίδιo ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqA-E 
Πέψη του κλώνου ppqqABCDE µε το ένζυµο EcoRI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί 
πέψη µε τo ίδιo ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRpqqF-E* 
Πέψη του κλώνου ppqqFABCDE µε το ένζυµο EcoRI και 
υποκλωνοποίηση στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί 
πέψη µε τo ίδιo ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsup5 
Πέψη του κλώνου psup5 µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τα ίδια 
ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsup6 
Πέψη του κλώνου psup6 µε τα ένζυµα NdeI/XbaI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5-RBS, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τα ίδια 
ένζυµα. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsup5-6* 
Πέψη του κλώνου psup5-6* µε το ένζυµο EcoRI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τo ίδιo 
ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsupA 
Πέψη του κλώνου psupΑ µε το ένζυµο EcoRI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τo ίδιo 
ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsupB 
Πέψη του κλώνου psupB µε το ένζυµο EcoRI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τo ίδιo 
ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsupC* 
Πέψη του κλώνου psupC* µε το ένζυµο EcoRI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τo ίδιo 
ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

pBBRsupD* 
Πέψη του κλώνου psupD* µε το ένζυµο EcoRI και υποκλωνοποίηση 
στον φορέα pBBR1MCS5, ο οποίος έχει υποστεί πέψη µε τo ίδιo 
ένζυµo. 

Παρούσα εργασία 

*περιλαµβάνει την αλληλουχία του φυσικού µεταγραφικού υποκινητή, έτσι όπως έχει 
προβλεφθεί 
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Πίνακας Π4 : Ένζυµα περιορισµού και οι αλληλουχίες τις οποίες αναγνωρίζουν. Τα 

βέλη στις αλληλουχίες δείχνουν το σηµείο αναγνώρισης και πέψης για το κάθε ένζυµο.  

ΟΝΟΜΑ  ΕΝΖΥΜΟΥ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΠΟΥ 

ΑΝΑΓΝΩΡΙΖΕΙ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ∆ΡΑΣΗΣ(oC) 

BamHI G↓GATCC 37 
EcoRI G↓AATCC 37 

HindIII A↓AGCTT 37 
SmaI CCC↓GGG 25 
NdeI CA↓TATG 37 
KpnI GGTAC↓C 37 
XbaI T↓CTAGA 37 
XhoI C↓TCGAG 37 
SalI G↓TCGAC 37 
PstI CTGCA↓G 37 

 
 
 

Πίνακας Π5: Εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν σε αντιδράσεις PCR και 

αλληλουχίσεις. Με µικρά γράµµατα έχουν επισηµανθεί οι αλληλουχίες οι οποίες αποτελούν 

θέσεις αναγνώρισης για διάφορα ένζυµα περιορισµού. 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία  5’àààà3’ 

16Sf AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
16Sr CAAGTCGTAAAAGGTAGCCGT 
T7  TAATACGACTCACTATAGGG 
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 
tpnRL17–1 AACAAGCCAGGGATGTAACG 
tpnRL13–2 CAGCAACACCTTCTTCACGA 
pqqE1 CTGAGCACCGAcatatgGATCAAGGTATTTC 
pqqE2 GTACATCATCtctagaCGTTGAGGCGCTCA 
pqqE2(EcoRI) GTACATCATCgaatccCGTTGAGGCGCTCA 
pqqD1 ATAAAGGGAcCACCaTATGAGCTTTGATC 
pqqD2 CCGATGtctagaTTTTCAGGCAAGGGTG 
pqqF1 CTCGGAAGTGcatATGCCTGCGCCGGTTC 
pqqF2 CTGTTGCAGGGTtctagaTGATCACGG 
gcd1 TCGggtaccTGAGCATTGCGTTCGCGTGAC 
gcd2 CGGAGAAACACcatatgAGCACTGATGGTG 
gcd3 TCGtctagaCGCCAGCGTTGCTTAATCTG 
FOR2(EcoRI) TTTGGgaatccTGACCACTCGATGTTCAGC 
pqqA1f GGTTTCGAAGTCACCATGTACTTCGCCAG 
pqqA1r CTGGCGAAGTACATGGTGACTTCGAAACC 
pqqC GTATCGAAGCCTGGCTGCGCCTGGGCCA 
supFor CAGCtctagaGGGAACTTGATGG 
supRev GCCTCCGCCTGCGAAAGATATGTC 
supRev-XbaI GCCTCCGCCTGCtctagaTATGTC 
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Γράφηµα Π1 : Οι καµπύλες τήξεις (meltng ή dissociation curves) για τα τέσσερα 

ζεύγη των εκκινητών τα οποία χρησιµοποιήθηκαν κατά το Real Time PCR. Στο κάθε 
γράφηµα παρουσιάζεται  µια τυπική καµπύλη τήξης για τα ζεύγη των εκκινητών Α) rpoDf-
rpoDr ,Β) sup5f-sup5r, Γ) sup6f-sup6r, ∆) orf8f-orf8r. Στον οριζόντιο άξονα παρουσιάζεται η 
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θερµοκρασία σε οC και στον κάθετο άξονα παρουσιάζονται οι τιµές του φθορισµού έτσι όπως 
λαµβάνονται από τη συσκευή Stratagene Mx3005P™. 
 
 
CCTGGACACCGGCGAAGCCTTGCCACGCATTGCGCCATTGCGTTTGAACAGCGGCTTGCTGTGGGAACTGGATCGCTGGCAGGCGCGTATCG
ATGTGGAACATGCCGCAGGCCAAGGGCGTGTGCCGGACAACGAGAGCGGCACCGATGGCTACACCACCCTCGGTGCCAGCGCGGGGTATCG
CTTCAATGTGGGCGGCAGCCAGTGGCTGGCGTTCGTCAATGGCGAGAACCTGACCAACCAGACCGTGCGCTATGCCAGCTCGATCCTGCGCG
ACATCGCACCGGCGCCTGGTAGAAGCGTGCAGTTGCGGCGTTCGCACTACGTTCTAATCATCACCGCAAATCCTTGGTGGGAGCGGGCTTGCC
CGCGAAAGCGCTGGGTCAGTCAACATCACTGTTTGCTGGACCGACGTCTTCGCAGGCAAGCCAGCTCCCACATTTGATCGTCGTCGCGTTGAG
CATTGCGTTCGCGTGACTGATCGGTATTGCAGCGACTATCTGTCACTGTTACCAAAACTGAAATGATGCATCTTGCGATTCACCCTTTCTCAAAACGCC
CCGCCGCATTATCCTTCGCAACAATCTGAAACGCTTCACCTCCCGGTCGACTCCCTTTGCCGAATCTCTTACTGCACAAAGACAGCGCTGTCTTGAA
TCGACCTGCGCCAGGGGATTGATTGCCCGCCTGTGGATAACCACGTTATCCACAGAAAAAACCAAAAATAACGATGAACCAAGCCCGAGCCG
AATCGTCATCTACAGTGAGTGAAGCACGGGGTTACATAATT 
                                                                   M     S      T      D     G     A      S      S      P      S      R     L     L       P     R      L      L           
CCAACGTAACGGAGAAACACACTATGAGCACTGATGGTGCCTCAAGCCCAAGCCGCCTGTTGCCCAGGCTGCTAG 

G      V     L     L      L      I      M     G     L      A     L      L     A     G     G      V     K      L     S      M     L     G      G      S      L     Y       
GCGTCTTGCTGCTGATCATGGGGCTGGCCTTGCTGGCTGGCGGTGTCAAGCTGAGCATGCTCGGCGGGTCGCTGTA 

     Y      L     L      A     G      I      G      I      T      L      T     G      V     L     L      L     A      T      Q     R      A     A      L     G     L  
TTACCTGCTGGCCGGTATCGGCATCACCCTGACCGGCGTGTTGCTGCTGGCCACCCAACGCGCCGCGCTGGGCTTG 

   Y     A      L     V     L      F     A     S      T      V     W     A     L     W      E     V     G      L      D    W    W      Q      L     V      P       
TACGCACTGGTGTTGTTTGCCAGCACCGTGTGGGCCCTGTGGGAAGTCGGCCTGGACTGGTGGCAGTTGGTTCCGC 

R      L      A     L     L      F     A     L      G      I     V      M    V      L      P     W     F     R     R      P     L      L      R      G      Q     A  
GCCTGGCCCTGCTGTTCGCCTTGGGCATCGTCATGGTGTTGCCGTGGTTTCGTCGTCCGTTGCTGCGCGGCCAAGCG 

   A      P      L     G     T      G      A     L      S      V     A     V     V      L     T      G      A     T      A      L      A      S      Q     F      T       
GCCCCGCTGGGTACCGGCGCGCTGAGCGTTGCCGTGGTGCTGACGGGCGCTACTGCCCTGGCCAGCCAATTCACC 

   N      P      G     E     M     V      K      T     G      Q     L      D      R     D      A     V      P     G      M     A     S      A     A      P      Τ 
AACCCAGGTGAAATGGTCAAGACCGGCCAACTGGACCGCGACGCGGTGCCGGGCATGGCCAGTGCTGCGCCAACC 

   Q      A     D     G      D    W      N     S     Y     G      R      S     A     L      G     D      R    Y      S      P      L     A      Q      I      T   
CAGGCCGATGGCGACTGGAACTCCTATGGCCGTTCGGCCTTAGGTGATCGTTACTCGCCACTGGCACAGATCACCC 

 P     E      N      A     H     K      L     V      P      A    W      T     Y     R      T     G      D      I      P      G      P      G      D     P      G          
CGGAGAATGCCCATAAGCTGGTGCCGGCGTGGACTTATCGCACGGGCGACATCCCTGGCCCAGGCGATCCCGGTG 

E      T      T      A      E      N      T     P      L      K     V     N      G     M     L     Y     V     C      T      P      H      S     Q      V      I         
AAACCACCGCGGAAAACACCCCGCTGAAAGTCAATGGCATGCTCTACGTGTGCACACCGCACAGCCAAGTGATTG 

A     L      D      P      D     T     G      K      E      I      W     R     F      D      P     K      I       T      T      Q     G     A      E      S      F 
CCCTGGACCCGGATACCGGCAAGGAAATCTGGCGTTTCGACCCGAAGATCACCACCCAGGGTGCTGAGAGCTTCA 

K      G    W      A     H    M      T      C     R     G      V     S     Y      H      D     D      A     A    Y      A     S      E      Q      S      P   
AAGGTTGGGCGCACATGACCTGCCGTGGCGTGTCGTACCACGATGACGCCGCCTACGCTTCCGAGCAGAGCCCGA 

T      G     T      A      S      P     A     A      A      P     N      A     C     P      K      R      I      F     V      P      T      A     D     T      R     L          
CTGGCACTGCCAGCCCGGCCGCCGCACCGAATGCCTGCCCGAAACGCATCTTCGTGCCGACTGCCGACACCCGTCT 

      I       A     L     N     A     D      T      G      K     M     C      E      D      F     G     D      K     G      Q      V     D     L      R      A     N              
GATCGCCCTGAACGCCGACACCGGCAAGATGTGCGAAGACTTCGGTGACAAAGGCCAGGTCGACCTGCGCGCCAA 

      I      G      S      F     A      P      G     G     Y     Y     S      T      S      P      P      A     V      T     K      N      L     V     V      I      G            
CATCGGTAGCTTCGCCCCAGGCGGTTACTACTCCACGTCGCCACCGGCCGTGACCAAGAACCTGGTCGTGATCGGC 

   G     H     V      T      D     N     V     S      I      D      E       P      S      G     V      I      R      A      F     D     V     H      K     G      K   
GGTCACGTGACCGACAACGTTTCCATCGACGAGCCAAGCGGCGTGATCCGCGCGTTTGACGTGCACAAAGGCAAG 

   L     V     W     N     W     D      S      G     N      P      D      D     T      I      P       L     A      E      G     K      T     Y      T      R     N    
CTGGTGTGGAACTGGGACAGCGGCAACCCGGACGACACCATCCCGTTGGCCGAGGGGAAGACCTACACCCGCAAC 

   S      P      N     M    W     S     M     L      A     V     D      E      K      L     G     M     L     Y      L      P     M     G      N     Q     M       
TCGCCGAACATGTGGTCCATGTTAGCCGTGGATGAAAAACTCGGCATGCTATACCTGCCGATGGGCAACCAGATG 

   P      D     Q     Y      G     G      D      R     T     D      E      S      E      K     Y     A      A     G      L      T      A     L     D     M     D          
CCCGACCAGTACGGCGGCGACCGTACCGATGAGTCCGAGAAATACGCCGCGGGCCTGACCGCCCTGGACATGGAC 

   T      G     H     V     K     W      T      F     Q      F     T      H      H     D     L     W     D     M     D     V      G      G     Q      P     S   
ACCGGCCACGTGAAGTGGACCTTCCAGTTCACCCACCACGACCTGTGGGACATGGACGTGGGCGGCCAGCCTTCG    

   L      I      D      I      K      T      A     A      G     V      K     Q     A      V     M     A      S      T     K      Q      G     V      L     D     R    
CTGATCGACATCAAGACCGCTGCGGGCGTGAAGCAGGCAGTGATGGCGTCGACCAAGCAAGGCAGCATCTACGTG 

   S      I       Y     A      T     G      Q     P      V     V      P      V     N      E      I      P      V      P     Q      G      A     V     A      G      D               
CTGGACCGCGCCACTGGCCAGCCAGTGGTGCCGGTCAATGAAATCCCGGTGCCACAGGGCGCAGTGGCGGGCGAC 

    R    T      S      P      T      Q      P     K      S      D     L     N      F     M     P      P      P      L     K      E      R      D     M    W     G  
CGCACCTCCCCGACCCAACCCAAGTCCGACCTGAACTTCATGCCGCCGCCGTTGAAAGAGCGCGACATGTGGGGC 

   V     T      P      F     D     Q      M     L      C      R     I       D     F     K      S     M      R    Y      D      G      P     F      T      P      P  
GTGACACCGTTCGACCAGATGCTGTGCCGGATCGACTTCAAATCCATGCGCTACGACGGCCCGTTCACGCCGCCGT 

http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.27110%2C4%2C15
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.27110%2C4%2C38
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.27110%2C4%2C51
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C259
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C303
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C317
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C387
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C429
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C484
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C578
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C581
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C590
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C595
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C599
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C623
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C642
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C664
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C713
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C722
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C731
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C740
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S      L      Q     G     S       I     V      Y      P     G      N     F      G    V      F      D     W     G     G      I      S      V     D      P     V      R      
CCCTGCAAGGTTCGATCGTGTACCCAGGCAACTTCGGCGTGTTCGACTGGGGCGGTATCTCGGTTGACCCGGTACG 

      Q      I      A     F     V      N      P      S     Y     M     A      F      K     S      K      L      I      P      A      A     D     I      A      K     Q       
CCAGATCGCCTTCGTGAACCCAAGCTACATGGCGTTCAAATCGAAGCTGATCCCGGCTGCCGACATTGCCAAGCA 

      G      P      R     V     S      E      T      E      G      V     Q      P      N      K     G      A      P     Y     G     V      I      L      E      A     L   
AGGCCCACGCGTCAGCGAAACCGAAGGCGTGCAGCCGAACAAAGGCGCCCCGTATGGTGTGATCCTCGAAGCACT 

      L      S      P     M     G      L      P     C     Q      A      P     A     W     G     Y     V      A      A     V      D      L      T      T      H    Q       
GCTGTCGCCGATGGGCCTGCCGTGCCAGGCACCGGCCTGGGGCTACGTGGCGGCGGTGGACCTGACCACCCACCA 
      T      I      W    M     H      K     N      G      T      L     R     D      S      S      P     V      P      I      P      L      T    M      G     V      P 
GACCATCTGGATGCACAAGAACGGCACCCTGCGTGACAGCTCCCCGGTTCCAATCCCCCTGACCATGGGCGTGCCT 

    S      L     G     G      T      F     T      T      A     G     G     V      P      F     L      S      G      T     L      D     Q      Y      L      R     A        
AGCCTGGGCGGTACGTTCACCACCGCCGGTGGCGTCCCGTTCCTCAGCGGCACCCTGGACCAGTACCTGCGTGCC 

  Y      D     V      K     N      G      K      Q     L     W     E      G      R     L      P      A      G     A     Q      T      T      P    M      T      Y    
TATGACGTGAAAAACGGCAAGCAACTGTGGGAAGGCCGCCTGCCTGCAGGCGCGCAAACCACCCCGATGACCTAC 

   T      G      K     D      G     K      Q     Y     V      L     V     M     A      G      G    H      G     S      L      G      T     K      Q     G      D       
ACCGGCAAGGACGGCAAGCAATACGTGCTGGTCATGGCGGGCGGTCACGGTTCCCTGGGGACCAAGCAGGGTGA 

     Y     V     M     A      F     K      L      P      D     * 
CTATGTGATGGCGTTCAAACTGCCAGATTAAGCAACGCTGGCGGTACAAAAAAGCGGCGGCCCGGATGGGCAGCCGCTTTTTTTT
GCCTGCTGAAAATGCCCCCGTGGTTTCCCCCTCACCCTTTAAAACTAATTTAGTGCACACGCCCTGCGTAATACAAAGCGTACGGATAAAACT
TTAAAGGGAGCTTCACTGCATGACGGACCATGTCGCTACAAAACCGATTCTTTCCACCCCCACAAAAATCCTGGAGCTTGAACACCTCAATAC
TGCCAGTTTGAAAAAACTCATCAGTGGCCAAGTGCTTGCCATTCGGGTACCTGAATTTGCCAACGCAACCACCAGCGCACGGTTGATTCAGGC
CATCGACGATACCCCCCACGCTGGAACACTACGGCCCATGAAACCTACAAGCGGGCCGCGTCGTTCACCACTTC 
 

Εικόνα Π1 : Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του sup1. Με κόκκινα γράµµατα έχουν 
επισηµανθεί οι θέσεις ένθεσης (ακολουθίες-στόχοι) του Tn5-RL27 στα µεταλλαγµένα 
στελέχη R48, k36, W139, µε τη σειρά που εµφανίζονται στην εικόνα. Τα υπογραµµισµένα 
πλάγια γράµµατα αντιστοιχούν σε δύο πιθανές θέσεις µεταγραφικών υποκινητών, όπως 
υπολογίστηκαν µε τη βοήθεια του προγράµµατος NNPP v2.2 (Reese, 2001). Οι ακολουθίες 
µε το καφέ χρώµα αντιστοιχούν σε εκκινητές (gcd1, gcd2, gcd3 κατά τη σειρά που 
εµφανίζονται) που χρησιµοποιήθηκαν στην ενίσχυση του γονιδίου µε PCR. Ο αριθµός 
καταχώρισης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου στην Genbank είναι HQ383687. 
Η αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί το γονίδιο sup1 δίνεται πάνω από 
την νουκλεοτιδική αλληλουχία (µε µπλε γράµµα έχει σηµανθεί η πρώτη µεθειονίνη). Με 
πράσινο και γαλάζιο έχει επισηµανθεί η αλληλουχία των εκκινητών (R48-RL17-1 και gdh1, 
αντίστοιχα) οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν κατά την διαδικασία της διαδοχικής αλληλούχισης. 
 
 
ACATCAAGGCGCGCATCATCGGCGACCCGATCACCGTGTCCTGGGAGGCCGACCCGCATTTCCTCGGGGCCTTCAAAGGTGCCTTGCCCGGTC
ACTATCGTTACAACCAACGGATGTATGCGCACTTCATGCAGAAGGATATGCCCGCCGAACAGCGCGGGATCTTCATCGCGGGTGATGATGTA
TCGTGGACGCCTGCCTGGGTCGAAGGCGCGGTACAAACCTCGCTCAACGCGGTATGGGGCATCATGAACCACTTCGGTGGCAGCACCCACCC
GGAGAACCCAGGCCCAGGCGACGTGTTCGATGAAATAGGGCCAATCGCCCTGGCAGAATAAGGAGTTGAGCATGCGTGTCGCCCTGTACCA
ATGCCCGCCGCTGCCGCTGGATGTGGCCGCTAACCTGCAGCGCCTGCACCAACTGGCCCATGAGGCACACGGCGCCGATGTGCTGGTGCTGC
CAGAGATGTTCCTCAGCGGCTATAACATTGGCGCCGAAGCCGTTGGCGCACTGGCCGAGGCACAGGATGGGCCATCGGCGCAGGCGATTGCC
GAACTGGCGCAAAGTGCCGGGCTGGCGATCCTGTATGGCTACCCGGAACGGGCCGAAGACGGCCAGGTCTACAACGCCGTGCAGTTGATCG
ATGCCCAGGGCACGCGCCTGTGCAATTACCGCAAGACCCACTTGTTTGGCGATCTTGACCACTCGATGTTCAGCGCCGGCCCCGATGATTTTCCG
GTGGTGGAATTGAACGGTTGGAAGGTAGGCATGCTGATTTGCTACGACCTGGAGTTTCCGGAAAACACCCGGCGCCTGGCCCTCGCCGGTGC
CGAACTGATTCTGGTGCCCACCGCCAATATGGTGCCGTTCGACTTTGTTGCCGACGTCACCGTGCGGGCGCGAGCCTTTGAAAACCAGTGTTTT
GTGGCCTATGCCAACTACTGCGGGCACGAAGGCGAGATTCACTACTGCGGGCAAAGCAGCATTGCCGCGCCGGACGGCCAGCGAATTGCCCA
GGCCGGCCTGGATGAAGCCTTGATCGTCGGCACCCTGAATCACCAATCTATTGTCGACGCCCGCGCCGCCAACCACTACTTGCAAGACCGTCG
CGCCGAACTCTACGGC 
  M      P    A 
GCACTGCACAAGCCCTGACCCATTGGGTTTGCTAGCATAGGCACTTCCCACGCCTCGGAAGTGCCCATGCCTGCGC 

P      V     H      P    H      P      L    H      L      T      L     A     N     G      L      R     V     C      L     R     H      A      P      R    L      K     
CGGTTCACCCTCATCCCCTTCACCTGACCCTCGCCAATGGCCTGCGGGTTTGCCTGCGCCATGCGCCACGCTTGAA 

      R     C      A     A     V     L     H      V     A     A      G      S     H     D      V      P     L     A     W      P     G      L     A      H     F     
ACGCTGCGCCGCCGTTTTACACGTGGCTGCCGGCAGCCATGACGTGCCATTGGCCTGGCCTGGGCTGGCGCATTTT 

   L     E      H      L     L     F      L     G     T      E      H     F      P     A      G     E      G      L     M     A     Y     V      Q      R     H        
CTTGAGCACTTGTTGTTTCTCGGTACCGAGCATTTTCCGGCCGGCGAAGGGCTGATGGCCTACGTGCAGCGCCACG 

G     G     Q      V     N      A     S      T      R      E      R     T      T      E      F      F     F     E      L      P     V      P      V     F     A     D 
GTGGTCAGGTCAACGCCAGCACCCGTGAGCGCACCACCGAGTTCTTCTTTGAACTGCCGGTGCCGGTTTTTGCAGA 

      G     L      A      R     L     A      D    M     L      A     H      P     R      L      A     L      D     D     Q      Q     C      E      R     E      V         
CGGGCTGGCGCGTTTGGCGGATATGCTGGCTCACCCGCGCCTGGCCCTCGACGATCAACAATGTGAACGCGAAGT 

      D     L      A      E      F     I      A     W     S      Q     D      A     K      A     Q     Q      Q     M     A      L     L      Q     G      L     A   

http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C785
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C829
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C854
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C872
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C923
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C937
http://us.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.458%2C5%2C953
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C73
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C113
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C148
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GCTGGACGCGGAGTTCATCGCCTGGTCCCAGGATGCCAAGGCTCAACAGCAAATGGCGCTGCTGCAAGGCTTGGC 

      A      D    H       P     L     R     G      F    H      A     G      N      R     D      S      L      P     V      E      S      D      D     F     Q      H   
GGCAGATCATCCCCTGCGCGGTTTTCATGCCGGCAACCGCGACAGCCTGCCGGTGGAAAGCGACGACTTTCAGCA 

      A     L     R      G      F     H      A     R     F    Y      Q      S      G     Q      M      T     L      S     L      A     G      P      Q     S      L     
CGCCTTGCGAGGGTTCCACGCACGCTTTTATCAAAGCGGGCAGATGACCTTGAGCCTCGCCGGTCCACAATCGCTG 

   A      D     L     Q      A     L     A     Q      Q      F      S     D      Q     L      T      P     G      P      L     H      P      Q     A     A      P   
GCCGACCTGCAGGCCTTGGCCCAGCAGTTCAGTGACCAACTGACGCCCGGCCCATTGCACCCGCAGGCCGCTCCA 

   P      A     L     M     H     G      P      A     R      R    Y     Q      H      V     A     G      Q     H      L     H     Q      V     I      T      C     
CCGGCCTTGATGCATGGCCCGGCACGCCGTTATCAGCACGTCGCCGGCCAACACCTGCATCAGGTCATTACCTGTA 

N     V      P      R      E      A      L     A     F     L      C     T     W     L     N      A      S     A      P      G     G     L      L     A      E      L 
ACGTGCCACGGGAAGCGCTGGCGTTTCTCTGCACCTGGCTCAACGCCTCGGCCCCCGGCGGGTTGCTCGCCGAACT 

      Q     A      R      R     L      A      T     A     L      Q     A      S     V      L     Y     Q      F     A      D     Q      A     V      L     D     
GCAAGCACGACGACTGGCCACCGCGCTGCAGGCGTCCGTGCTGTACCAATTCGCGGATCAAGCCGTGCTGGATA 

I       H      F     T     L      G     S       E      R      E      P      T     T      P      I       E      E      L      L     L     D     W     L      S      F     F 
TCCACTTTACTCTCGGCAGCGAGCGCGAACCGACCACGCCGATCGAAGAGTTGCTTCTCGACTGGTTGAGCTTCTT 

     A      A     Q      Q      D     W     P     A      L      R     E      E      Y      S     A     Q      L     Q      R     Q      Q     Q      V      S     G     
CGCAGCGCAGCAGGACTGGCCGGCACTACGCGAGGAATATTCGGCACAGCTTCAACGTCAGCAGCAGGTCAGCGG 

     A     L      Q      L     A      R      L    D       S      E     Q      L      E      S      G      L     S      E      S      A     V    A      A      L      K 
TGCGTTGCAACTGGCGCGACTCGACAGCGAACAACTCGAAAGCGGCCTCTCCGAATCGGCCGTTGCAGCGCTCAA 

      V      I      L     G      K     I       G     T      V     D      N     F      S      S     H     W     H     L      P      A     A     N      P     F      L     
AGTGATTCTCGGCAAAATCGGCACTGTGGATAACTTCAGCAGTCACTGGCATCTGCCCGCTGCCAATCCGTTCCTG 

   R      A     A      E      P      L     A     N      A     G      L      I      R     G      Q      T      S      A     H      R     G     L      R      T     F     
CGCGCAGCCGAACCGCTGGCCAACGCCGGCCTGATCCGCGGCCAAACCAGCGCCCACCGTGGGCTGCGCACGTTC 

   A     Q     D      R     S      R      S      R      R     E      R      S     P      M     Q      F      S     Q      A     L      P      D     N      D     D        
GCTCAGGATCGCTCGCGCAGCCGACGCGAACGTTCGCCGATGCAATTCAGCCAGGCGCTGCCGGATAACGATGAC 

   E      G     A      V    Y     V     T      A      E      G      A     L     Y      L     Q     W      R     F      D     S      A     V      P      P      G 
GAAGGTGCGGTCTATGTTACTGCGGAAGGCGCGCTGTACCTGCAGTGGCGGTTTGACTCGGCGGTACCACCGGGG 

   L      E      S     L      L     G      R      L      R     E      Q      A     R     Q      A      G      V     E      L     S     C      E      T      I       A     
CTGGAAAGCCTGTTGGGGCGGTTGCGCGAACAGGCACGGCAGGCGGGCGTCGAGTTGTCTTGCGAAACGATCGCC 

   T      D    W     Q      V     K     M      H     G     L      H     E       P     M     P      A     V      L     E      A     L      A      R     C     L 
ACTGACTGGCAGGTGAAGATGCACGGCCTCCACGAGCCCATGCCGGCGGTGCTTGAAGCGTTGGCGCGGTGTCTG 

   S      D     S      D      E      P     L      P      P      T     A      P     V      P     M     I       A     I       R      E      L     L     K      A      L       
AGTGACTCGGATGAACCTTTGCCACCGACCGCTCCCGTGCCGATGATCGCCATCCGGGAACTGCTCAAGGCGTTGC 

P      A     C     C     A      G     V     Q      P     Q      P      Q      P     Q      E      T      T      A     S     W      A     T      A     R     W 
CCGCTTGCTGCGCGGGTGTTCAGCCCCAGCCCCAGCCTCAGGAGACGACAGCATCATGGGCTACCGCGCGCTGGC 

Q      A     L      G     A     G      L      P     P      A     C      E     A      A      I      K      A     A      A     A     R      L      P      G      Q               

AGGCGCTGGGCGCTGGCCTGCCCCCCGCCTGTGAAGCCGCGATCAAAGCCGCAGCGGCCCGGCTGCCTGGGCAAC 

P       A     S      L      P    Y      T      P     H     V      L     D     G      Q      K     H     W     H      A     V      S      T      E      S      S     

CGGCAAGCCTGCCTTATACACCTCACGTCCTTGACGGACAAAAGCACTGGCACGCAGTCAGCACCGAATCCAGCG 

E      A     A      L      L     L      F    C      P      T      P      T      Q     S      L     A     D      E      A     N     W      R     L     L      G     H 
AAGCAGCGCTACTGTTATTTTGCCCAACGCCAACTCAATCCCTCGCCGATGAAGCCAACTGGCGGTTGCTCGGGCA 

      V     L     Q      G      P      F    Y      Q     R     L      R      V      E     L      Q      I      G     Y     A      V     F      S      G      I      R     
CGTGCTCCAGGGGCCGTTCTACCAGCGCTTGAGAGTCGAACTGCAAATCGGCTATGCCGTCTTCAGCGGCATCCGA 

   Q      I      N      G     Q      T     G      L     L      F     G      V     Q     S      P      T      L     S      L     D      G      I      V     Q     Q     
CAGATCAACGGCCAAACCGGCCTGTTGTTTGGGGTGCAGTCGCCCACCCTCTCCCTAGACGGCATCGTCCAACAGT 

L      Q     A      F     L      G     Q      L      P     S      L     I       E       R     S      P      D     L      G     N     Q      A     L      A     Q     Q 
TGCAGGCCTTCCTGGGGCAACTGCCGTCGTTGATCGAGCGCAGTCCCGACTTGGGTAACCAGGCCCTCGCGCAGCA 

      F     A      A      Q      T      Q      P      I      N      E     A      A     D     L      L     W    H      A     H     L      A      G    H      S      S 
GTTCGCGGCCCAGACGCAGCCCATCAATGAAGCTGCCGACTTGCTCTGGCATGCGCACCTGGCAGGCCATTCGTC 

      G    Y      L      E     Q      L     P     Q       L      I      Q     A      C     T      R      E      D     V     Q      R      A     A     Q      R      L 
GGGTTATCTGGAACAGCTTCCACAGTTGATCCAAGCGTGCACACGCGAGGATGTGCAGCGCGCCGCGCAACGACT 

      N     D     A     A      G      G    W     Q      C     V      A     N      G      P     R      I       S      D     D     W     Q      A     A      P     
CAATGACGCTGCAGGCGGCTGGCAATGCGTGGCCAACGGGCCGCGTATCAGCGACGACTGGCAAGCAGCGCCGT 

* 
GATCATTGCCAACCCTGCAACAGGCTTTCTCCACCGAGACAGCGCTAACTTGAATAAAATTGAGTAACATTGCGCAGCAATATCTGAACATC

TCCAATGGGAGGTGGACTATATGTATTACTTGGTAGTGAACGTCCCATCCCTTGATAGGAGTAAGAATATGACCTGGTCCAAACCTGCTTACA

CTGATCTGCGTATTGGTTTCGAAGTCACCATGTACTTCGCCAGCCGTTAATTGGCTGAGTGACACAACGCCTCGGTTCGCCCGGGGCGTTTTTG

TTTTGAGCTGTGCTTGATGGAGCGATCATGTTTGTCCAGATTTTAGGTTCCGCCGCCGGCGGTGGCTTCCCGCAGTGGAACTGCAACTGCGTG

AACTGCGCAGGCTTTCGCGATGGCAGCCTGCGGGCCCAGGCGCGTACCCAGTCATCCATCGCGATCTCCGACGATGGCGTGAACTGGGTGC

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C195
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C234
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C445
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C513
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C520
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.5932%2C1%2C546
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TGTGCAACGCCTCTCCGGATATCCGCGCGCAGTTGCAAAGCTTCGCCCCCATGCAACCGGGCCGCGCACTGCGGGACACCGGCATCGGCGCC

ATCATCCTCATGGACAGCCAGATCGACCACACCACCGGCCTGCTCAGCCTGCGTGAAGGCTGCCCGCACCAGGTCTGGTGCACCGACATGGT

CCATGAAGACCTGAGCACCGGTTTCCCGCTGTTCAAGATGCTCAGCCACTGGAACGGCGGCCTGAGCTGGAACCGCATCGAGCTGGACCAGA

GCTTCAGCATCCCCGCCTGCCCCAACCTGCGCTTCACGCCGCTGCCCCTGCGCAGCGCAGCGCCACCCTATTCGCCCCACCGTTTCGACCCGCA

CCCGGGGGACAACATCGGCCTGATCGTCGAAGACCTGCGCAGCGGCGGCAAACTCTTCTACGCGCCGGGCCTGGGCAAGGTCGACGCGCCAC

TCCTGGAGATCATGGCCGCCAGTGATGTGCTGCTGGTGGACGGCACCCTGTGGGAAGACGATGAAATGCAGCGTCGTGGCGTGGGCACCCGT

ACCGGCCGGGAAATGGGCCACCTGGCGCAGAACGGCCCCGGCGGCATGCTCGAAGTGCTGGAACAGTTGCCCCGCCAGCGCAAGGTGCTGA

TACATATCAACAACACCAACCCGATCCTCGATGAAGACTCCGCCGAACGTGCCGAACTGGTACGCCGAAAGGTGGAAGTGGCTTACGACGGA

ATGAGTATTGAGCTGTAGGGCGAATCGCCCACAAGCTCGCCCCACGAGCCTTGGCCCTTTTGCGTAGGAGCGGGCTTGCCCGCGAAAGGGCT

GCCCCCCGGAGAACACACATGACCGACACCCCGCTGTCCGCCGCCGAATTCGAGCAGGCACTGCGCGCCAAAGGCGCCTACTACCACATCCA

TCACCCTTATCACGTGGCGATGTATGAAGGCCGGGCGACCCGCGAGCAGATCCAGGGCTGGGTCGCCAACCGGTTCTATTACCAGGTGAACA

TCCCCATGAAGGACGCGGCGATCCTCGCCAACTGTCCGGACCGGGAGATTCGCCGCGAATGGATCCA 

Εικόνα Π2 : Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του sup2. Με κόκκινα γράµµατα έχουν 
επισηµανθεί οι θέσεις ένθεσης (ακολουθίες-στόχοι) του Tn5-RL27 στα µεταλλαγµένα 
στελέχη Β163 και Β91 µε τη σειρά που εµφανίζονται στην εικόνα. Τα υπογραµµισµένα 
πλάγια γράµµατα αντιστοιχούν στη µοναδική πιθανή θέση ενός µεταγραφικού υποκινητή, 
στην αρχή της αλληλουχίας του γονιδίου sup2. Οι ακολουθίες µε το καφέ χρώµα 
αντιστοιχούν σε εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην ενίσχυση των γονιδίων. Ο αριθµός 
καταχώρισης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της γονιδιωµατικής περιοχής στην Genbank 
είναι JQ039398. Η αµινοξική αλληλουχία των πρωτεϊνών που κωδικοποιεί το γονίδιο sup2 
δίνεται πάνω από την νουκλεοτιδική αλληλουχία (µε µπλε γράµµα έχει σηµανθεί η πρώτη 
µεθειονίνη). Τα κωδικόνια έναρξης και λήξης του sup2 παριστάνονται µε καφέ έντονα 
γράµµατα, ενώ τα κωδικόνια έναρξης και λήξης των υπολοίπων ανοιχτών αναγνωστικών 
πλαισίων έχουν σηµειωθεί µε έντονο µαύρο χρώµα. Η θέση αναγνώρισης του ενζύµου 
BamHI φαίνεται µε έντονα µεγάλα γράµµατα, στο τέλος της αλληλουχίας. 

 

 
GGATCCAGCGCCTGCTCGACCATGACGGCGCGCCCGGTGAAGACGGCGGTATCGAAGCCTGGCTGCGCCTGGGCCAGGCCGTG
GGCCTGGACCCCGACCAACTGCGCTCCCAGGAGTTGGTACTGCCCGGCGTACGCTTCGCCGTGGACGCCTATGTCAACTTCGCCCGCCGCGCC
AGCTGGCAAGAAGCCGCCAGCAGCTCGTTGACCGAGCTGTTCGCGCCGCAAATCCACCAGTCGCGCCTCGACAGTTGGCCCCAGCATTACCC
GTGGATCGATCCGGCCGGTTACGAGTACTTCCGCACACGCCTGGGCCAGGCCCGTCGCGATGTGGAACACGGCTTGGCGATCACCCTGCAGC
ACTACACCACCCGCGAGGGGCAGGAGCGCATGCTGGAAATTCTCCAGTTCAAACTGGACATCCTCTGGAGCATGCTGGACGCCATGAGCATG
GCCTACGAACTCAAACGCCCGCCGTATCACAGCGTGACCGAACAG 
                                                                          M      S      F     D     R      S      K      K      P      T    W      R     Q     G      Y     R     
CGGGTATGGCATAAAGGGATCACCCTATGAGCTTTGATCGCAGCAAAAAACCGACCTGGCGCCAGGGCTATCGCT 

Y     Q      Y      E      P     A     Q      K     G      H     V     L      L     Y      P     E      G     M      I      K      L     N      D     S      A    
ACCAGTACGAGCCTGCTCAGAAAGGCCACGTGTTGCTCTACCCCGAAGGCATGATCAAGCTCAACGATAGCGCCG 

A     L      I      G      G     L      I       D     G      E      R     D     V      A     A      I       I      A      E      L     D     K      Q      F     P     
CATTGATCGGTGGCCTGATCGACGGCGAGCGCGACGTTGCGGCAATCATTGCCGAGCTGGATAAGCAGTTCCCCG 

G     V      P      E      L     G      D     D      I      E       Q     F     M     E      V      A     R     A     E      H     W      I     T      L      A    
GTGTGCCAGAGCTGGGTGACGACATCGAGCAATTCATGGAGGTCGCCCGTGCTGAGCACTGGATCACCCTTGCCT 

* 
GAAAAACCAGCCATCGGCCTGCCTCTGTGGCTGCTGGCCGAGCTGACCTATCGCTGCCCGCTGCAGTGCCCGTATT 

                                                                                                                                                  M      D     Q      G      I     S      R     A     
GCTCCAACCCGCTGGATTTCGCCGAGCAGGGCAAGGAGCTGAGCACCGAACAATGGATCAAGGTATTTCGCGAGC 

      R      E    M      G     A      A     Q      L      G     F     S      G     G      E      P      L     V      R     Q      D      L     A      E      L      I       
CCGTGAAATGGGCGCAGCGCAGCTGGGGTTTTCCGGCGGTGAACCGCTAGTACGCCAGGACCTGGCCGAACTGAT 

      G     E       A     R     K      L     G      F    Y      T      N      L      I      T     S      G      I      G      L      T      E     Q      K      I       S 
CGGCGAGGCCCGCAAGCTGGGTTTCTACACAAACCTGATCACCTCTGGCATCGGCCTCACCGAACAAAAAATCAG 

      D     F      K     K      A     G      L     D     H      I       Q      I      S      F     Q      A      S      D     E      Q     V      N      N     L      L 
CGACTTCAAGAAAGCCGGCCTGGACCATATCCAGATCAGCTTCCAGGCCAGTGACGAACAGGTGAACAACCTGCT 

      A     G      S      K     K      A     F      A     Q      K     L      E      M     A      R     A     V      K      A      H      G     Y      P     M     
GGCCGGCTCCAAAAAAGCCTTCGCGCAAAAACTGGAAATGGCCCGAGCGGTGAAAGCCCACGGCTACCCGATGG 

V      L     N      F     V     T     H      R     H     N      I       D      K      I      D      R     I       I      E      L      C      I      A     L      E      A         
TGCTGAACTTCGTCACCCATCGCCACAATATCGACAAGATCGACCGCATCATCGAGCTGTGCATTGCGCTGGAAGC 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.15589%2C1%2C1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.15589%2C1%2C34
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.15589%2C1%2C79
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C1
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C11
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C96
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C107


 
 

 201

      D     F     V      E      L     A      T     C      R     F     Y      G     W     A     Q      L     N      R     V     G      L     L       P     T      R 
AGATTTCGTCGAACTCGCCACCTGCCGGTTCTACGGCTGGGCACAGCTCAACCGCGTGGGCTTGCTGCCCACCCGC 

   E      Q      L     V      R     A      E      R     I       T     Y      E     Y      R      A     K     L      E      A      E      G     H      P     C      K        
GAGCAGTTGGTGCGCGCCGAACGCATCACCTATGAATACCGCGCCAAACTGGAAGCCGAAGGCCACCCCTGCAAG 

   L      I      F     V      T      P      D    Y     Y      E      E      R      P      K      A     C     M     N     G     W     G      S      I       F     L         
CTGATCTTCGTGACACCAGATTATTACGAGGAGCGCCCCAAAGCCTGCATGAATGGCTGGGGTAGCATCTTCCTGA 

T      V      T      P     D     G      T      A     L      P     C     H      G     A      R      Q     M      P     V     Q      F      P     N     V      R     
CAGTCACGCCCGACGGCACCGCCCTGCCCTGCCACGGCGCGAGGCAGATGCCCGTGCAGTTTCCCAATGTGCGCG 

D      H     S      M    Q      H      I     W     Y      D      S     F     G      F     N      R     F     R     G     Y      D     W     M     P      E      P 
ACCACAGCATGCAGCACATCTGGTACGACTCGTTTGGCTTCAATCGCTTTCGTGGCTACGACTGGATGCCTGAGCC 

      C     R     S      C     D      E      K      E      K      D     F      G     G     C      R      C     Q      A     F     M     L     T      G      D     A     
ATGCCGTTCATGCGACGAAAAAGAAAAGGACTTCGGCGGCTGCCGTTGCCAGGCCTTCATGCTCACTGGTGACGC 

      S      N     A     D      P     V      C     S      K      S      E     Q      H      G     V     I       L      Q     A      R      E      E      A      E     H     
CAGTAATGCCGACCCTGTATGCAGCAAATCCGAGCAGCACGGCGTCATCCTGCAAGCGCGGGAAGAGGCCGAACA 

     A      T     Q      T      I      E      Q      L      A     F     R      N     E      R      N     S      R      L      I      A     K      G      * 
TGCCACCCAGACCATCGAGCAACTGGCCTTTCGCAATGAGCGCAACTCAAGGCTCATTGCAAAAGGCTGAGCGCC

TCAACGCTTGGCGATGATGTACACCGCGTGGATGATGCCAGGGA 

Εικόνα Π3 : Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των γονιδίων sup3 και sup4. Με κόκκινα 
γράµµατα έχουν επισηµανθεί οι θέσεις ένθεσης (ακολουθίες-στόχοι) του Tn5-RL27 στα 
µεταλλαγµένα στελέχη Α150 και ρ26 µε τη σειρά που εµφανίζονται στην εικόνα. Οι 
ακολουθίες µε το καφέ χρώµα αντιστοιχούν σε εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην 
ενίσχυση των γονιδίων. Ο αριθµός καταχώρισης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της 
γονιδιωµατικής περιοχής στην Genbank είναι JQ039398. Η αµινοξική αλληλουχία των 
πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα γονίδια sup3 και sup4 δίνονται πάνω από την νουκλεοτιδική 
αλληλουχία (µε µπλε γράµµα έχει σηµανθεί η πρώτη µεθειονίνη). Με έντονα γράµµατα καφέ 
χρώµατος έχουν σηµανθεί τα κωδικόνια έναρξης και λήξης των γονιδίων sup3 και sup4, ενώ 
µε έντονα ροζ γράµµατα έχουν σηµανθεί το κωδικόνιο έναρξης του sup3 και το κωδικόνιο 
λήξης του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης ανωφερικά του sup3. Με έντονα µεγάλα γράµµατα 
έχει επισηµανθεί η θέση αναγνώρισης του ενζύµου BamHI. 
 
 

 
ATCACCCTGTNTTCCCCGTCCTTTCAGGAGCGCCTGCGCGCCAGCATGGCCGACAGCGAGGCTTTTATCTTCAACCAGCTATTACCCGCTCAGC
AGCAGGTCCTTGAGGGCTTGATCCACACCGTGCGTCGTGAGGCGTACCTGATGGCCTACAGCGATGCGTTCTATGTGTCCTGTATTGCTTTGAT
CTTGTGCGGTGTGGCGGCCCTGGCATTGCGCCAATCAGCAAAGAACTGAACTCGTTACTGCCCGCAGGTAATACGCGGGCGCTTATCAGCGC
TAGAGGGAACTTGAATGGTAAAAAGGCGAATGGCCGCGTTCATAGACTAGTTAATTGCTAACTTAGCAATTCCGTACAGTTTGTTTGCACTCC
CTTGAGGGGTGTTAGCCAACTATTGCCTGGCGAAGTTGATCTTATTAACTTCGGTCGGGCTTCTGTTGTTGTAGGTTTTATAACTTTGAA
ATAAATTGTATTAATTTTCCAAAAAACACTTGCTGATCATCATGAACTTCCTCTAAGTTTCGTCTTGCTTCGACGGCTGACCTTCGGGTCACGG
AAGCATAACCGCACAACTTAATTGAATAAGACTCTAGCACTGGCCAAGAACGGCGAGGCAGGCCTGCTTATGCCTGAAAAAAGGTAAGCGG
GTATC 
                                                                                                     M     E      D      K      K     T      L     L      N      A     K      K     V      
TCTCGAGTGGTCAGCGTTAACTAAAGCCTGATAAGGAGCGCAACATGGAAGATAAAAAGACGCTGTTGAACGCCAAGAAAGT 

      E     L      G     N     H      R      I      F      A     E       I      N     S      L      P     V     L      R     A      F    M      E      T     H     V          
AGAGCTGGGCAATCATCGGATCTTTGCTGAAATCAATTCGCTGCCGGTCCTGCGCGCCTTTATGGAAACCCATGTG 

   F     A     V     W     D     F     M     S      L     A     K      R      L     Q     Q      D      L     T      C     T      R     L      P     W     L           
TTTGCGGTGTGGGATTTCATGTCCCTGGCCAAGCGCCTGCAACAGGACCTCACCTGTACTCGCCTGCCTTGGCTGC 

P      P     V      D      P     A      A     A     H      L      I      N      E      I       I      L      G     E      E      S      D      Q     N      L     Q      
CCCCCGTGGACCCGGCGGCCGCGCACCTGATCAACGAAATCATCCTGGGCGAAGAGTCCGACCAGAACTTGCAAG 

G     G     H     Y      S      H     F      E      L     Y     L     H      A     M     R      E     V      G     A      S      T     D      K      I       E      
GCGGTCACTACAGCCACTTCGAACTCTACCTGCATGCCATGCGCGAAGTCGGCGCCAGCACCGACAAGATCGAAC 

H     F     V     N     L     L      R     E       G     V      D     L      K      T      A     L     S      R     C      G     A      G     L      A     A      S      
ACTTTGTCAATTTACTGCGCGAAGGCGTCGATCTGAAAACGGCCTTGAGCCGTTGCGGTGCAGGCCTGGCAGCGTC 

     A     F     V      T     D      T      I       E      T      A      I     N      A     S      T     H      S      V     A     A     A      F     L     H     G      
GGCTTTCGTCACTGACACCATCGAAACCGCCATCAACGCTTCCACACACAGTGTGGCTGCTGCGTTTTTGCATGGC 

   R     E       S     V     I       P     Q      M     F     Q      R      I     L      D      D     W     D     I       T     A      D     D      A     P       T      
CGTGAAAGTGTCATCCCGCAGATGTTCCAGCGCATTCTGGACGATTGGGATATCACCGCAGACGACGCGCCAACC 

   F     R     Y     Y     L     Q      R      H      I      E      V     D      S      E     D      H     G      P      A      A     E       S     L     L      A              
TTTCGCTATTACCTGCAGCGCCACATCGAAGTCGACTCGGAAGACCACGGCCCGGCGGCAGAAAGCCTGTTGGCG 

   R     L     V     N      G     D      A     Q      R     Q      E      E      V     Y     V      S     A      I      A      A     V      Q      S     R      L   
CGCCTGGTCAATGGCGATGCGCAGCGTCAGGAAGAGGTCTACGTATCGGCTATCGCGGCGGTACAAAGCCGCCTG 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C200
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C225
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C237
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C256
http://www.expasy.ch/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.22321%2C1%2C279
http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C1
http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C34
http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C45
http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C102
http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C172
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  A     L     W      D     N      L     R      V     A     M     G      E      T      V      S     E      C     V      A   M*   N     F      E     
GCGTTGTGGGACAACCTGCGCGTGGCCATGGGCGAAACGGTCAGTGAGTGCGTGGCATGAACTTCGAAG 
V      I      E      A     D     Q      A     Q     W     F      E     V      T      S     E      R      G      I      T      L      S     V     F      K      D     T      
TGATCGAGGCCGACCAGGCCCAATGGTTTGAGGTGACCTCTGAACGCGGTATCACGCTGTCCGTCTTCAAAGACAC 

     L      D      P     V      T     K      T     G      V     R      T      R     L     V      R     F     H      P     G      G     G      T      R     E       I           
ATTGGACCCTGTTACGAAAACCGGAGTGCGTACACGTCTGGTACGTTTTCACCCTGGGGGCGGCACCCGTGAAATC 

  Y      T     H     D     Y     H      E      E      V     Y      S      I      E      G     A     Q      T       E      Q      A       S      E      G      R     P          
TATACCCATGATTATCACGAAGAAGTGTATTCGATTGAAGGCGCCCAGACAGAGCAGGCCAGTGAGGGGCGCCC 

      E      K      T     Y     R     D      G      S     Y     F     F       R     A     A      H      T     E      H      G      P     F      N     S      K      D      
GGAGAAAACTTACCGCGACGGTAGTTACTTCTTCAGGGCCGCACACACGGAGCACGGGCCGTTTAATTCGAAAGA 

      G     C      L     L      F      E     V     H     Y     Y      * 
CGGATGCCTGTTGTTTGAAGTGCACTACTACTGAGTATCATGAATAAAGGAAGTAGTCATGAGAGCTGAAGCATATCAATCGTTT

TCCGAGTCGTGGGAGGAAAGGGCGACCATTCGGACGCGCCCGAGACGACGCTTGGAAGATGACGAAAAGTTAATATTTCCGGCCAGTCGTC

AACCATTGGTCATGAGCGCTACCTTTATGCAGGAGTGTAGTCACTTACAGCATTTTGTTCTCGTTCAGAGCTTGTATAAGTTCATTAATGATGT

GGTGATTTTCGAAACCGAAATTGTCGACAAGACCGCCAGGAGCATTGCGAAAGATAACTTCGCTATCCGCTTTCCGTTTGCGTGCCGTTACGA

CGCGATGACCGTGGTCGTCGATGAGGACTATCACGCGCTAGTGGCGATGGACTACATGCAACAGACCATCGAGTTGACGGGCATCGAACCCA

TCACCTTGCCAGCGGAAATCGAGCTCAGCCGTTCAATCCCCAAGGCATTGGCCATGGCGCCCGCGCACCTCAAGGCCGCTGTCGAGCTGATCT

GCGTGGCCATTGCCGAAAACACCCTGACCAACGATGTTGCCGCGTTTGCCCGCGACGACTCGGTCAAGGCATCGGTCAAGGGGTTGATGGCC

GACCACTTGGCGGATGAGGGTCGACATTCGGGCTTTTGGGCCAAGTTGACGCGCATTTACTGGAATACCGCGAGCGAAGAGGACAAGCGTGT

GCTGGCCTCGATCATGCCGGTGTTCCTGGGTGAGTACCTGACCAACGAGATCCAGCAGGGGTTTGATTTCGCGCTGATCGAGCAACTGCCGGT

GAGCCCCAGCGTCAAGGCGGCGTTGCGTGAAGAGGTCGAAGGCATGAGTTTTCCGATCACGCCGTCTCACCCGCTGGTAGGCAACATCGTCC

GATTCTTCAAACACAGCGGCCTGCTCGACGCTCCCTGCATGCAGGAAGCGCTCGCCGATTATCTGCGCTAGAGGACAACTTCGATGAGACAT

CTTGATATCGTTTTGTGCGGGCGCAGCCATGCGCTCGCCTGCCTTACGCAAGAGTTGGAACAGATGGGGCACACCGCCCGCTTGTTGACCAGC

GATAACGCCGTTGAGCTTTGCCAGTTGTCGGCGCCGGACGTGCTGATAGACGACGCCAGCACGGCGCAACTCCCGCACTATCCGTCGTGTCAT

CACCTGTCTTTGCGGGCGCAGGCTAACGATGCGAGTGATGTTTTCGCGCCCCTGCAGGTGGACTGCCTGTGGCGTCCTGGCGATGGCGACTGG

ATGCTGCTGGGGCGTCGTGAAGTCAGCGCCTCCCTCGCCGGCAACGGTGCCGACCGGGCACGTGAAGCGATCGCGCCAGT 
Εικόνα Π4 : Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των sup5 και sup6. Με κόκκινα γράµµατα 

έχει επισηµανθεί η ένθεση του Tn5-RL27 στα µεταλλαγµένα στελέχη ρ93 και δ40, µε τη 
σειρά που εµφανίζονται στην εικόνα. Οι ακολουθίες µε το καφέ χρώµα αντιστοιχούν σε 
εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην ενίσχυση του γονιδίου. Ο αριθµός καταχώρισης της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της γονιδιωµατικής περιοχής στην Genbank είναι JQ039399.  Η 
αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί καθένα από τα γονίδια sup5 και sup6 
δίνεται πάνω από την νουκλεοτιδική αλληλουχία (µε µπλε γράµµα έχει σηµανθεί η πρώτη 
µεθειονίνη). Με έντονα γράµµατα καφέ χρώµατος έχει σηµανθεί το κωδικόνιο έναρξης του 
sup5 και το κωδικόνιο λήξης του sup6, ενώ µε έντονα ροζ γράµµατα έχουν σηµανθεί το 
κωδικόνιο έναρξης του sup6 και το κωδικόνιο λήξης του sup5. Με έντονα γράµµατα µαύρου 
χρώµατος έχουν σηµανθεί τα κωδικόνια έναρξης και λήξης των αναγνωστικών πλαισίων που 
βρέθηκαν ανωφερικά του γονιδίου sup5 και κατωφερικά του γονιδίου sup6. Με έντονα 
υπογραµµισµένα γράµµατα, µαύρου χρώµατος, έχει σηµατοδοτηθεί η αλληλουχία του 
µεταγραφικού υποκινητή που προβλέφθηκε. 
 

http://www.expasy.org/cgi-bin/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.12847%2C1%2C249
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Εικόνα Π5 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup1 µε όλες τις  
ταυτοποιηµένες PQQ-Gcd1 από το γένος Pseudomonas . Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_4577: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PFL_4916: Ps. fluorescens Pf5, PFLU1086: Ps. fluorescens SBW25, FJ694890: Ps. 
fluorescens CHA0, PSEEN1170: Ps. entomophila L48, PSYR_3930: Ps. syringae 
pv.syringae B728a, PSPTO_4196: Ps. syringae pv. tomato str. DC3000,  PPUT_4277: Ps. 
putida F1, PP_1444:   Ps. putida KT2440,  PPUTGB1_4361:  Ps. putida GB-1, PST_0991: 
Ps. stutzeri A1501, PA2290: Ps. aeruginosa PAO1, PSPA7_3111:  Ps. aeruginosa strain 
PA7, PA14_34970:  Ps. aeruginosa UCBPP-PA14, PMEN_0791: Ps. mendocina ymp). Τα 
αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο 
χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%.  
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Εικόνα Π6 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup1 µε τις  
ταυτοποιηµένες PQQ-Gcd2 από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_2712: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PFL_5668: Ps. fluorescens Pf5, PFLU2304: Ps. fluorescens SBW25, PSEEN2918: Ps. 
entomophila L48, PSYR_2574: Ps. syringae pv.syringae B728a, PSPTO_2568: Ps. syringae 
pv. tomato str. DC3000,  PPUT_2205: Ps. putida F1, PP_3569:   Ps. putida KT2440,  
PPUTGB1_2352:  Ps. putida GB-1, PST_3741: Ps. stutzeri A1501). Τα αµινοξέα 
συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
 
 

 
Εικόνα Π7 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup2 µε ορισµένες 

από τις  ταυτοποιηµένες PqqF από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. fluorescens 
SBW25, PA7: Ps. aeruginosa PA7, Pf-5:  Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens Pf0-1, 
PpKT2440: Ps. putida KT2440). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός 
γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, 
τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε 
αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%.  
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Εικόνα Π8 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup3 µε ορισµένες 

από τις  ταυτοποιηµένες PqqD από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. fluorescens 
SBW25, PA14: Ps. aeruginosa PA14, Pf-5: Ps. fluorescens pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens pf0-1, 
PpKT2440: Ps. putida KT2440, Pmymp: Ps. mendonica ymp). Τα αµινοξέα συµβολίζονται 
βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε 
αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 
και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
 
 

 
Εικόνα Π9 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup4 µε ορισµένες 

από τις  ταυτοποιηµένες PqqΕ από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. fluorescens 
SBW25, PA14: Ps. aeruginosa PA14, Pf-5: Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens Pf0-1, 
PpKT2440: Ps. putida KT2440, PsA1501: Ps .stutzeri A1501, PpGB-1: Ps. putida GB-1). 
Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο 
χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π10 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup5 µε τις 

πρωτεΐνες µε τη µεγαλύτερη οµοιότητα από το γένος Pseudomonas . Το όνοµα της κάθε 
πρωτεΐνης αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (Pfl01_0128: Ps. 
fluorescens Pf0-1, PFLU_0121: Ps. fluorescens SBW25, PSPA7_2112: Ps. aeruginosa PA7, 
PSEEN0134: Ps. entomophila L48, PSA3335_4877: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 
3335, PSPTO_5455: Ps. syringae pv. tomato str. DC3000,  PSPPH_5088: Ps. syringae  pv. 
phaseolicola strain 1448A, Psyr_5009: Ps. syringae  pv. syringae strain B728a, 
ABG00044.1: Ps. syringae pv. syringae UMAF0158). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του 
κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα 
µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
 
 

 
Εικόνα Π11 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Sup6 µε τις 

πρωτεΐνες cupin2 µε τη µεγαλύτερη οµοιότητα (PA7: Ps. aeruginosa PA7, BcJ2315: 
Burkholderia cenocepacia J2315, BcAU1054: B. cenocepacia AU 1054, BcMC0-3: B. 
cenocepacia MC0-3, BcHI2424: B. cenocepacia HI2424,  BcPC184: B. cenocepacia PC184). 
Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο 
χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π12 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης OrfX µε τις  

ταυτοποιηµένες υδρολασες από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_4912: Ps. fluorescens 
Pf5, PFLU1087: Ps. fluorescens SBW25, PSEEN1173: Ps. entomophila L48,  PPUT_4275: 
Ps. putida F1, PP_1446:  Ps. putida KT2440,  PPUTGB1_4359: Ps. putida GB-1, PA0781: 
Ps. aeruginosa PAO1. PA14_54180: Ps. aeruginosa UCBPP-PA14). Τα αµινοξέα 
συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π13: Η γονιδιωµατική οργάνωση της περιοχής ανωφερικά και κατωφερικά 
των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες PQQ-Gcd1 και PQQ-Gcd2 σε όλα τα 
στελέχη του γένους Psedomonas. Στο κάτω τµήµα της εικόνας υπάρχει µια αντιστοιχία 
µεταξύ γονιδίων και σχηµάτων-χρωµάτων. Η ύπαρξη ενός γκρι πλαισίου, πάνω ακριβώς από 
τα γονίδια, υποδηλώνει οπερόνιο (Keseler et al., 2009). 

 
 



 
 

 210

 
Εικόνα Π14 : Η γονιδιωµατική οργάνωση της περιοχής ανωφερικά και κατωφερικά 

των γονιδίων pqq-gcd1 και pqq-gcd2 στα στελέχη του είδους Ps. fluorescens. Στο κάτω 
τµήµα της εικόνας υπάρχει µια αντιστοιχία µεταξύ γονιδίων και σχηµάτων-χρωµάτων. Η 
ύπαρξη ενός γκρι πλαισίου, πάνω ακριβώς από τα γονίδια, υποδηλώνει οπερόνιο (Keseler et 
al., 2009). 

 
 

 
Εικόνα Π15 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf1 µε 

ορισµένες από τις  ταυτοποιηµένες pqqA από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. 
fluorescens SBW25, PA14: Ps. aeruginosa PA14, PA7: Ps. aeruginosa PA-7, Pf5: Ps. 
fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens pf0-1, PpKT2440: Ps. putida KT2440, 
PssyringaeB728a: Ps. syringae pv. syringae B728a, Pmymp: Ps. mendocina ymp, Pstomato: 
Ps. syringae pv. tomato, PeL48: Ps. entomophila L48, Psphaseolicola1448A: Ps. syringae pv. 
phaseolicola 1448A). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα 
αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π16 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf2 µε 

ορισµένες από τις  ταυτοποιηµένες pqqB από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. 
fluorescens SBW25, Pf5: Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens pf0-1, PpKT2440: Ps. 
putida KT2440, PssyringaeB728a: Ps. syringae pv. syringae B728a, , Pstomato: Ps. syringae 
pv. tomato, PeL48: Ps. entomophila L48, Psphaseolicola1448A: Ps. syringae pv. phaseolicola 
1448A, PssavastanoiNCPPB: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335). Τα αµινοξέα 
συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
 
 

 
Εικόνα Π17 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf3 µε 

ορισµένες από τις  ταυτοποιηµένες pqqC από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. 
fluorescens SBW25, Pf5: Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens pf0-1, PpKT2440: Ps. 
putida KT2440, PssyringaeB728a: Ps. syringae pv. syringae B728a, , Pstomato: Ps. syringae 
pv. tomato, PeL48: Ps. entomophila L48, Psphaseolicola1448A: Ps. syringae pv. phaseolicola 
1448A, PssavastanoiNCPPB: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335, PA14: Ps. 
aeruginosa PA14, PA7: Ps. aeruginosa PA-7,). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του 
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κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα 
µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 

 
 

 
Εικόνα Π18 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf4 µε 

ορισµένες από τις  ταυτοποιηµένες pqqC από το γένος Pseudomonas (PfSBW25: Ps. 
fluorescens SBW25, Pf5: Ps. fluorescens Pf5, Pf0-1:  Ps. fluorescens Pf0-1, PpKT2440: Ps. 
putida KT2440, PssyringaeB728a: Ps. syringae pv. syringae B728a, , Pstomato: Ps. syringae 
pv. tomato, PeL48: Ps. entomophila L48, Psphaseolicola1448A: Ps. syringae pv. phaseolicola 
1448A, PssavastanoiNCPPB: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335, PA14: Ps. 
aeruginosa PA14, PA7: Ps. aeruginosa PA-7,). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του 
κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα 
µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π19 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf0 µε τις  
ταυτοποιηµένες υδρολασες από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_5155: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PFL_5671: Ps. fluorescens Pf5, PFLU5596: Ps. fluorescens SBW25, PSEEN0400: Ps. 
entomophila L48, PSYR_4668: Ps. syringae pv. syringae B728a, PSPTO_0517: Ps. syringae 
pv. tomato str. DC3000,  PPUT_0406: Ps. putida F1, PP_0382:  Ps. putida KT2440,  
PPUTGB1_0410: Ps. putida GB-1, PA3598: Ps. aeruginosa PAO1, PA14_17730: Ps. 
aeruginosa UCBPP-PA14). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός 
γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, 
τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε 
αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
 
 

 
 
Εικόνα Π20 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης OrfΑ µε τις  
ταυτοποιηµένες υδρολασες από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_5154: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PFL_5670: Ps. fluorescens Pf5, PFLU5595: Ps. fluorescens SBW25, PSEEN0401: Ps. 
entomophila L48, PSYR_4667: Ps. syringae pv.syringae B728a, PSPTO_0518: Ps. syringae 
pv. tomato str. DC3000,  PPUT_0407: Ps. putida F1, PP_0383:  Ps. putida KT2440,  
PPUTGB1_0411: Ps. putida GB-1). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός 
γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, 
τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε 
αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50% 
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ACATCAAGGCGCGCATCATCGGCGACCCGATCACCGTGTCCTGGGAGGCCGACCCGCATTTCCTCGG
GGCCTTCAAAGGTGCCTTGCCCGGTCACTATCGTTACAACCAACGGATGTATGCGCACTTCATGCAG
AAGGATATGCCCGCCGAACAGCGCGGGATCTTCATCGCGGGTGATGATGTATCGTGGACGCCTGCCT
GGGTCGAAGGCGCGGTACAAACCTCGCTCAACGCGGTATGGGGCATCATGAACCACTTCGGTGGCA
GCACCCACCCGGAGAACCCAGGCCCAGGCGACGTGTTCGATGAAATAGGGCCAATCGCCCTGGCAG
AATAAGGAGTTGAGCATGCGTGTCGCCCTGTACCAATGCCCGCCGCTGCCGCTGGATGTGGCCGCTA
ACCTGCAGCGCCTGCACCAACTGGCCCATGAGGCACACGGCGCCGATGTGCTGGTGCTGCCAGAGAT
GTTCCTCAGCGGCTATAACATTGGCGCCGAAGCCGTTGGCGCACTGGCCGAGGCACAGGATGGGCCA
TCGGCGCAGGCGATTGCCGAACTGGCGCAAAGTGCCGGGCTGGCGATCCTGTATGGCTACCCGGAAC
GGGCCGAAGACGGCCAGGTCTACAACGCCGTGCAGTTGATCGATGCCCAGGGCACGCGCCTGTGCA
ATTACCGCAAGACCCACTTGTTTGGCGATCTTGACCACTCGATGTTCAGCGCCGGCCCCGATGATTTT
CCGGTGGTGGAATTGAACGGTTGGAAGGTAGGCATGCTGATTTGCTACGACCTGGAGTTTCCGGAAA
ACACCCGGCGCCTGGCCCTCGCCGGTGCCGAACTGATTCTGGTGCCCACCGCCAATATGGTGCCGTT
CGACTTTGTTGCCGACGTCACCGTGCGGGCGCGAGCCTTTGAAAACCAGTGTTTTGTGGCCTATGCCA
ACTACTGCGGGCACGAAGGCGAGATTCACTACTGCGGGCAAAGCAGCATTGCCGCGCCGGACGGCC
AGCGAATTGCCCAGGCCGGCCTGGATGAAGCCTTGATCGTCGGCACCCTGAATCACCAATCTATTGT
CGACGCCCGCGCCGCCAACCACTACTTGCAAGACCGTCGCGCCGAACTCTACGGCGCACTGCACAAG
CCCTGACCCATTGGGTTTGCTAGCATAGGCACTTCCCACGCCTCGGAAGTGCCCATGCCTGCGCCGG
TTCACCCTCATCCCCTTCACCTGACCCTCGCCAATGGCCTGCGGGTTTGCCTGCGCCATGCGCCACGC
TTGAAACGCTGCGCCGCCGTTTTACACGTGGCTGCCGGCAGCCATGACGTGCCATTGGCCTGGCCTG
GGCTGGCGCATTTTCTTGAGCACTTGTTGTTTCTCGGTACCGAGCATTTTCCGGCCGGCGAAGGGCTG
ATGGCCTACGTGCAGCGCCACGGTGGTCAGGTCAACGCCAGCACCCGTGAGCGCACCACCGAGTTCT
TCTTTGAACTGCCGGTGCCGGTTTTTGCAGACGGGCTGGCGCGTTTGGCGGATATGCTGGCTCACCCG
CGCCTGGCCCTCGACGATCAACAATGTGAACGCGAAGTGCTGGACGCGGAGTTCATCGCCTGGTCCC
AGGATGCCAAGGCTCAACAGCAAATGGCGCTGCTGCAAGGCTTGGCGGCAGATCATCCCCTGCGCG
GTTTTCATGCCGGCAACCGCGACAGCCTGCCGGTGGAAAGCGACGACTTTCAGCACGCCTTGCGAGG
GTTCCACGCACGCTTTTATCAAAGCGGGCAGATGACCTTGAGCCTCGCCGGTCCACAATCGCTGGCC
GACCTGCAGGCCTTGGCCCAGCAGTTCAGTGACCAACTGACGCCCGGCCCATTGCACCCGCAGGCCG
CTCCACCGGCCTTGATGCATGGCCCGGCACGCCGTTATCAGCACGTCGCCGGCCAACACCTGCATCA
GGTCATTACCTGTAACGTGCCACGGGAAGCGCTGGCGTTTCTCTGCACCTGGCTCAACGCCTCGGCCC
CCGGCGGGTTGCTCGCCGAACTGCAAGCACGACGACTGGCCACCGCGCTGCAGGCGTCCGTGCTGTA
CCAATTCGCGGATCAAGCCGTGCTGGATATCCACTTTACTCTCGGCAGCGAGCGCGAACCGACCAC
GCCGATCGAAGAGTTGCTTCTCGACTGGTTGAGCTTCTTCGCAGCGCAGCAGGACTGGCCGGCACTA
CGCGAGGAATATTCGGCACAGCTTCAACGTCAGCAGCAGGTCAGCGGTGCGTTGCAACTGGCGCGAC
TCGACAGCGAACAACTCGAAAGCGGCCTCTCCGAATCGGCCGTTGCAGCGCTCAAAGTGATTCTCGG
CAAAATCGGCACTGTGGATAACTTCAGCAGTCACTGGCATCTGCCCGCTGCCAATCCGTTCCTGCGC
GCAGCCGAACCGCTGGCCAACGCCGGCCTGATCCGCGGCCAAACCAGCGCCCACCGTGGGCTGCGC
ACGTTCGCTCAGGATCGCTCGCGCAGCCGACGCGAACGTTCGCCGATGCAATTCAGCCAGGCGCTGC
CGGATAACGATGACGAAGGTGCGGTCTATGTTACTGCGGAAGGCGCGCTGTACCTGCAGTGGCGGTT
TGACTCGGCGGTACCACCGGGGCTGGAAAGCCTGTTGGGGCGGTTGCGCGAACAGGCACGGCAGGC
GGGCGTCGAGTTGTCTTGCGAAACGATCGCCACTGACTGGCAGGTGAAGATGCACGGCCTCCACGAG
CCCATGCCGGCGGTGCTTGAAGCGTTGGCGCGGTGTCTGAGTGACTCGGATGAACCTTTGCCACCGA
CCGCTCCCGTGCCGATGATCGCCATCCGGGAACTGCTCAAGGCGTTGCCCGCTTGCTGCGCGGGTGTT
CAGCCCCAGCCCCAGCCTCAGGAGACGACAGCATCATGGGCTACCGCGCGCTGGCAGGCGCTGGGC
GCTGGCCTGCCCCCCGCCTGTGAAGCCGCGATCAAAGCCGCAGCGGCCCGGCTGCCTGGGCAACCGG
CAAGCCTGCCTTATACACCTCACGTCCTTGACGGACAAAAGCACTGGCACGCAGTCAGCACCGAATC
CAGCGAAGCAGCGCTACTGTTATTTTGCCCAACGCCAACTCAATCCCTCGCCGATGAAGCCAACTGG
CGGTTGCTCGGGCACGTGCTCCAGGGGCCGTTCTACCAGCGCTTGAGAGTCGAACTGCAAATCGGCT
ATGCCGTCTTCAGCGGCATCCGACAGATCAACGGCCAAACCGGCCTGTTGTTTGGGGTGCAGTCGCC
CACCCTCTCCCTAGACGGCATCGTCCAACAGTTGCAGGCCTTCCTGGGGCAACTGCCGTCGTTGATCG
AGCGCAGTCCCGACTTGGGTAACCAGGCCCTCGCGCAGCAGTTCGCGGCCCAGACGCAGCCCATCA
ATGAAGCTGCCGACTTGCTCTGGCATGCGCACCTGGCAGGCCATTCGTCGGGTTATCTGGAACAGCT
TCCACAGTTGATCCAAGCGTGCACACGCGAGGATGTGCAGCGCGCCGCGCAACGACTCAATGACGCT
GCAGGCGGCTGGCAATGCGTGGCCAACGGGCCGCGTATCAGCGACGACTGGCAAGCAGCGCCGTGA
TCATTGCCAACCCTGCAACAGGCTTTCTCCACCGAGACAGCGCTAACTTGAATAAAATTGAGTAACA
TTGCGCAGCAATATCTGAACATCTCCAATGGGAGGTGGACTATATGTATTACTTGGTAGTGAACGTC
CCATCCCTTGATAGGAGTAAGAATATGACCTGGTCCAAACCTGCTTACACTGATCTGCGTATTGGTTT
CGAAGTCACCATGTACTTCGCCAGCCGTTAATTGGCTGAGTGACACAACGCCTCGGTTCGCCCGGGG
CGTTTTTGTTTTGAGCTGTGCTTGATGGAGCGATCATGTTTGTCCAGATTTTAGGTTCCGCCGCCGGC
GGTGGCTTCCCGCAGTGGAACTGCAACTGCGTGAACTGCGCAGGCTTTCGCGATGGCAGCCTGCGG
GCCCAGGCGCGTACCCAGTCATCCATCGCGATCTCCGACGATGGCGTGAACTGGGTGCTGTGCAACG
CCTCTCCGGATATCCGCGCGCAGTTGCAAAGCTTCGCCCCCATGCAACCGGGCCGCGCACTGCGGGA
CACCGGCATCGGCGCCATCATCCTCATGGACAGCCAGATCGACCACACCACCGGCCTGCTCAGCCTG
CGTGAAGGCTGCCCGCACCAGGTCTGGTGCACCGACATGGTCCATGAAGACCTGAGCACCGGTTTCC
CGCTGTTCAAGATGCTCAGCCACTGGAACGGCGGCCTGAGCTGGAACCGCATCGAGCTGGACCAGA
GCTTCAGCATCCCCGCCTGCCCCAACCTGCGCTTCACGCCGCTGCCCCTGCGCAGCGCAGCGCCACCC
TATTCGCCCCACCGTTTCGACCCGCACCCGGGGGACAACATCGGCCTGATCGTCGAAGACCTGCGCA
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GCGGCGGCAAACTCTTCTACGCGCCGGGCCTGGGCAAGGTCGACGCGCCACTCCTGGAGATCATGGC
CGCCAGTGATGTGCTGCTGGTGGACGGCACCCTGTGGGAAGACGATGAAATGCAGCGTCGTGGCGTG
GGCACCCGTACCGGCCGGGAAATGGGCCACCTGGCGCAGAACGGCCCCGGCGGCATGCTCGAAGTG
CTGGAACAGTTGCCCCGCCAGCGCAAGGTGCTGATACATATCAACAACACCAACCCGATCCTCGATG
AAGACTCCGCCGAACGTGCCGAACTGGTACGCCGAAAGGTGGAAGTGGCTTACGACGGAATGAGTA
TTGAGCTGTAGGGCGAATCGCCCACAAGCTCGCCCCACGAGCCTTGGCCCTTTTGCGTAGGAGCGGG
CTTGCCCGCGAAAGGGCTGCCCCCCGGAGAACACACATGACCGACACCCCGCTGTCCGCCGCCGAAT
TCGAGCAGGCACTGCGCGCCAAAGGCGCCTACTACCACATCCATCACCCTTATCACGTGGCGATGTA
TGAAGGCCGGGCGACCCGCGAGCAGATCCAGGGCTGGGTCGCCAACCGGTTCTATTACCAGGTGAA

CATCCCCATGAAGGACGCGGCGATCCTCGCCAACTGTCCGGACCGGGAGATTCGCCGCGAATGGA
TCCAGCGCCTGCTCGACCATGACGGCGCGCCCGGTGAAGACGGCGGTATCGAAGCCTGGCTGCGC
CTGGGCCAGGCCGTGGGCCTGGACCCCGACCAACTGCGCTCCCAGGAGTTGGTACTGCCCGGCGTAC
GCTTCGCCGTGGACGCCTATGTCAACTTCGCCCGCCGCGCCAGCTGGCAAGAAGCCGCCAGCAGCTC
GTTGACCGAGCTGTTCGCGCCGCAAATCCACCAGTCGCGCCTCGACAGTTGGCCCCAGCATTACCCG
TGGATCGATCCGGCCGGTTACGAGTACTTCCGCACACGCCTGGGCCAGGCCCGTCGCGATGTGGAAC
ACGGCTTGGCGATCACCCTGCAGCACTACACCACCCGCGAGGGGCAGGAGCGCATGCTGGAAATTCT
CCAGTTCAAACTGGACATCCTCTGGAGCATGCTGGACGCCATGAGCATGGCCTACGAACTCAAACGC
CCGCCGTATCACAGCGTGACCGAACAGCGGGTATGGCATAAAGGGATCACCCTATGAGCTTTGATCG
CAGCAAAAAACCGACCTGGCGCCAGGGCTATCGCTACCAGTACGAGCCTGCTCAGAAAGGCCACGT
GTTGCTCTACCCCGAAGGCATGATCAAGCTCAACGATAGCGCCGCATTGATCGGTGGCCTGATCGAC
GGCGAGCGCGACGTTGCGGCAATCATTGCCGAGCTGGATAAGCAGTTCCCCGGTGTGCCAGAGCTGG
GTGACGACATCGAGCAATTCATGGAGGTCGCCCGTGCTGAGCACTGGATCACCCTTGCCTGAAAAAC
CAGCCATCGGCCTGCCTCTGTGGCTGCTGGCCGAGCTGACCTATCGCTGCCCGCTGCAGTGCCCGTAT
TGCTCCAACCCGCTGGATTTCGCCGAGCAGGGCAAGGAGCTGAGCACCGAACAATGGATCAAGGTA
TTTCGCGAGCCCGTGAAATGGGCGCAGCGCAGCTGGGGTTTTCCGGCGGTGAACCGCTAGTACGCCA
GGACCTGGCCGAACTGATCGGCGAGGCCCGCAAGCTGGGTTTCTACACAAACCTGATCACCTCTGGC
ATCGGCCTCACCGAACAAAAAATCAGCGACTTCAAGAAAGCCGGCCTGGACCATATCCAGATCAGCT
TCCAGGCCAGTGACGAACAGGTGAACAACCTGCTGGCCGGCTCCAAAAAAGCCTTCGCGCAAAAAC
TGGAAATGGCCCGAGCGGTGAAAGCCCACGGCTACCCGATGGTGCTGAACTTCGTCACCCATCGCC
ACAATATCGACAAGATCGACCGCATCATCGAGCTGTGCATTGCGCTGGAAGCAGATTTCGTCGAACT
CGCCACCTGCCGGTTCTACGGCTGGGCACAGCTCAACCGCGTGGGCTTGCTGCCCACCCGCGAGCAG
TTGGTGCGCGCCGAACGCATCACCTATGAATACCGCGCCAAACTGGAAGCCGAAGGCCACCCCTGCA
AGCTGATCTTCGTGACACCAGATTATTACGAGGAGCGCCCCAAAGCCTGCATGAATGGCTGGGGTAG
CATCTTCCTGACAGTCACGCCCGACGGCACCGCCCTGCCCTGCCACGGCGCGAGGCAGATGCCCGTG
CAGTTTCCCAATGTGCGCGACCACAGCATGCAGCACATCTGGTACGACTCGTTTGGCTTCAATCGCTT
TCGTGGCTACGACTGGATGCCTGAGCCATGCCGTTCATGCGACGAAAAAGAAAAGGACTTCGGCGGC
TGCCGTTGCCAGGCCTTCATGCTCACTGGTGACGCCAGTAATGCCGACCCTGTATGCAGCAAATCCG
AGCAGCACGGCGTCATCCTGCAAGCGCGGGAAGAGGCCGAACATGCCACCCAGACCATCGAGCAAC
TGGCCTTTCGCAATGAGCGCAACTCAAGGCTCATTGCAAAAGGCTGAGCGCCTCAACGCTTGGCGAT
GATGTACACCGCGTGGATGATGCCAGGGA 
 

Εικόνα Π21 : Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδιακού τόπου που περιέχει τα 
γονίδια βιοσύνθεσης της pqq. Με κόκκινα γράµµατα έχουν επισηµανθεί οι θέσεις ένθεσης 
(ακολουθίες-στόχοι) του Tn5-RL27 στα µεταλλαγµένα στελέχη Β91, Β163, A150, ρ26 µε τη 
σειρά που εµφανίζονται στην εικόνα. Τα υπογραµµισµένα πλάγια γράµµατα αντιστοιχούν 
στη µοναδική πιθανή θέση ενός µεταγραφικού υποκινητή, η οποία βρίσκεται µέσα στην 
αλληλουχία του orf0. Οι ακολουθίες µε το καφέ χρώµα αντιστοιχούν σε εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν στην ενίσχυση των γονιδίων. Τα κωδικόνια έναρξης και λήξης των 
γονιδίων που εµφανίζονται έχουν σηµειωθεί µε έντονο µαύρο, καφέ ή ρόζ χρώµα. Η θέση 
αναγνώρισης του ενζύµου BamHI φαίνεται µε έντονα µεγάλα γράµµατα. Οι ακολουθίες των 
γονιδίων, από το κωδικόνιο έναρξης µέχρι το κωδικόνιο λήξης, έχουν επισηµανθεί µε 
διαφορετικό χρώµα για το κάθε γονίδιο. Με κίτρινα γράµµατα έχει επισηµανθεί η µοναδική 
θέση µεταγραφικού υποκινητή, έτσι όπως προβλέφθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 
πρόβλεψης αλληλουχίας µεταγραφικών υποκινητών προκαρυωτικών συστηµάτων 
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). 
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Εικόνα Π22 : Γονιδιωµατική οργάνωση των γονιδίων pqq στα γένη Pseudomonas. 

Στο κάτω τµήµα της εικόνας υπάρχει µια αντιστοιχία µεταξύ γονιδίων και σχηµάτων. Η 
ύπαρξη ενός γκρι πλαισίου υποδηλώνει οπερόνιο (Keseler et al., 2009) 
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Εικόνα Π23 : Το υποθετικό οπερόνιο X στα γένη Pseudomonas. Στο κάτω τµήµα της 

εικόνας υπάρχει µια αντιστοιχία µεταξύ γονιδίων και σχηµάτων. Η ύπαρξη ενός γκρι 
πλαισίου υποδηλώνει οπερόνιο. (Keseler et al., 2009) 
 
 

 
Εικόνα Π24 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf6 µε τις 

πρωτεΐνες µε τη µεγαλύτερη οµοιότητα από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε 
πρωτεΐνης αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL_4125: Ps. 
fluorescens Pf5, PP_2067 :Ps. putida strain KT2440, PA14_48300: Ps. aeruginosa strain 
UCBPP-PA14, PSPA7_2113: Ps. aeruginosa PA7, PSEEN2005: Ps. entomophila L48, 
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Pput_3676: Ps. putida F1)Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. 
Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µικρότερη από 50% 
 
 

 
Εικόνα Π25 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf7 µε τις πρωτεΐνες µε 
τη µεγαλύτερη οµοιότητα από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (Pfl01_0127: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PFLU_0120: Ps. fluorescens SBW25, PSPA7_2110: Ps. aeruginosa PA7, 
PSEEN0133: Ps. entomophila L48, PSA3335_4878: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 
3335, PSPTO_5456: Ps. syringae pv. tomato str. DC3000,  Psyr_5010: Ps. syringae  pv. 
syringae B728a, PSPPH_5089: Ps. syringae  pv. phaseolicola 1448A).Τα αµινοξέα 
συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50% 
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Εικόνα Π26 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf8 µε 
ορισµένες πεπτιδικές συνθάσες από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (Pfl01_0126: Ps. fluorescens 
Pf0-1, PSPA7_2109: Ps. aeruginosa PA7, PSEEN0132: Ps. entomophila L48, 
PSA3335_4879: Ps. savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335, PSPTO_5457: Ps. syringae pv. 
tomato str. DC3000,  Psyr_5011: Ps. syringae  pv. syringae B728a). Τα αµινοξέα 
συµβολίζονται βάσει του κώδικα του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα 
αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε 
οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 
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Εικόνα Π27 : Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Orf9 µε 

ορισµένες πεπτιδικές συνθάσες από το γένος Pseudomonas. Το όνοµα της κάθε πρωτεΐνης 
αντιπροσωπεύει το locus tag των γονιδίων που τις κωδικοποιούν (PFL01_0125: Ps. 
fluorescens Pf0-1, PSPA7_2108: Ps. aeruginosa PA7, PSEEN0131: Ps. entomophila L48, 
PSPTO_5458: Ps. syringae pv. tomato str. DC3000,  PSYR_5012: Ps. syringae  pv. syringae 
B728a, PFLU_0118: Ps. fluorescens SBW25). Τα αµινοξέα συµβολίζονται βάσει του κώδικα 
του ενός γράµµατος. Τα αµινοξέα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε πλήρη 
οµοιότητα, τα µπλε αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε οµοιότητα µεταξύ 50 και 90%, και τα 
µαύρα σε αµινοξέα µε οµοιότητα µικρότερη από 50%. 

 
 

MRHLDIVLCGRSHALACLTQELEQMGHTARLLTSDNAVELCQLS
APDVLIDDASTAQLPHYPSCHHLSLRAQANDASDVFAPLQVDCL
WRPGDGDWMLLGRREVSASLAGNGADRAREAIAQVVEMASVHI
GRFSRSADYLEAPREPVQAIDRLSSLTLLDGLAWRHRHNASANTG
ILEEARRPFVQRLADSLLANAERNALKVQGRGMSYAQLHAYCDP
GTLAPLLETSTPGLTVVGISLPKGTALYAAILAVIGCGAVYLPLDP
NHPVERRAAILKHAGASLLIQYTEAHNPLPGLATLDIDHLDFFHH
GAKVYSRVVLTPDQSLLRVALDGSAPCVAIYTSGTTGQPKGVLLT
VDNLSHFCAWYARYVELDRHSRALQFSTINFDASLLDIFPTLIQGG
ELIVPTEDQRRDPVALAELIQQEQVTHAFLPPALLSIIQLESLYGMQ
HLVTGGDVCEPHVIEQLVGHFALHNIYGPTETTVLATCRTFQRGD
NNRNLGVPIANTAIYLLDEHGQPVGENDSGELHIAGPGVGAGYLG
ALQMTAERYRLHELPDGQWVRLYRTGDLARWTEEGIQIIGRLDN
QVKIRGFRVEPEEIEHLLQSSQLFRQLAVVIDHQRRILAFFSQPQEG
EGQAASEQLQAYALKHLPDYMRPSAYCLLDRLPATANGKVDRK
ALRDLPVNYKTQGPRLAPQNATQAQLLELWSRLLDLPGPDISVD
DSFFNLGGHSILLSQMLMGIREAFGKGVSINRFIEQPTLVNLANLID
QDVEATATVSPQALQDAMIRPELEVLPISRLGNIHKVIVTGSNGFL
GVHIDIVEALLELGSTEVACLVRESGGMSAQQRFEDALIQNRLEH
LDLSRVKVLAADISKPRLGLSEQDYEWLDREYGVLIYNAANVNH
VLDYESLVKDNVTPVLECLQLCEGRSKKIFNFISTLSASSTVDEQG
RVLEEPPAFTPPIYIRNGYNLSKWVAERILWNASESGVWVNLYRP
GNIAFNTRTGVCQPHQNRLMLMLKGSLQLK 

Εικόνα Π28 : Τα συντηρηµένα καταλυτικά τµήµατα (cores) του ενζύµου NRPS 
που κωδικοποιεί το γονίδιο orf8. Τα συντηρηµένα µοτίφ των λειτουργικών περιοχών 
(domain)  έχουν χαρακτηριστεί  (Marahiel et al., 1997; Schwarzer et al., 2003). 
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Εικόνα Π29 : Σύγκριση των συντηρηµένων καταλυτικών τµηµάτων (cores), καθώς 

και των λειτουργικών περιοχών (domains) της Orf8 µε την MgoA από το στέλεχος 
UMAF0158 (Arrebola et al., 2007). 

 
 

 
Εικόνα Π30 : Στοίχιση των πρώτων 1000bp της αλληλουχίας του γονιδίου rpoB σε 

όλα τα στελέχη του είδους Pseudomonas fluorescens, των οποίων το γονιδίωµα έχει 
αλληλουχιθεί πλήρως. To locus tag των γονιδίων rpoB φαίνεται στην αρχή της στοίχισης 
(Pfl01_5086: Ps. fluorescens Pf0-1, PFL_5589: Ps. fluorescens Pf5, PFLU_5534: Ps. 
fluorescens SBW25). Έχουν σηµειωθεί οι αλληλουχίες των εκκινητών οι οποίοι επιλέχθηκαν 
προκειµένου το γονίδιο αναφοράς rpoΒ να ενισχυθεί κατά το ποσοτικό Real-Time PCR. 
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Εικόνα Π31 : Στοίχιση της αλληλουχίας του γονιδίου rpoD σε όλα τα στελέχη του 

είδους Ps. fluorescens, των οποίων το γονιδίωµα έχει αλληλουχιθεί πλήρως. To locus tag των 
γονιδίων rpoD φαίνεται στην αρχή της στοίχισης (Pfl01_5149: Ps. fluorescens Pf0-1, 
PFL_5663: Ps. fluorescens Pf5, PFLU_5592: Ps. fluorescens SBW25). Έχουν σηµειωθεί οι 
αλληλουχίες των εκκινητών οι οποίοι επιλέχθηκαν προκειµένου το γονίδιο αναφοράς rpoD 
να ενισχυθεί κατά το ποσοτικό Real-Time PCR. 

 
 
 
 

 


