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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η ενδοριβοσωµική περιοχή ITS1 (εδράζεται µεταξύ 

του 16S rDNA και του 23S rDNA) των οπερονίων του ριβοσωµικού rDNA (rrn), στα 

αζωτοδεσµευτικά βακτήρια αναφοράς Pseudomonas stutzeri στελέχη A15 και CMT.9A 

όπως επίσης και άλλων έντεκα (Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45, Gr46, 

Gr50, Gr57 και Gr65) αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων P. stutzeri τα οποία έχουν 

αποµονωθεί από τη ριζόσφαιρα σιτηρών. Η ενίσχυση του γονιδιωµατικού DNA των 

στελεχών P. stutzeri A15 και Gr50 έδωσε δύο ζώνες, ονοµαζόµενες ως ITS1S και 

ITS1L, ενώ στις υπόλοιπες ελληνικές αποµονώσεις P. stutzeri και στο στέλεχος 

CMT.9A ενισχύθηκε µόνο µία ζώνη. Όλα τα PCR προϊόντα ITS1 που ενισχύθηκαν 

ανεξαρτήτου µεγέθους ή προέλευσης περιέχουν τα γονίδια tRNA
ala

 και tRNA
Ile

. 

Κατασκευάστηκε φυλογενετικό δενδρόγραµµα µε βάση τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

ITS1 από το οποίο συµπεραίνουµε ότι οι αλληλουχιεςίες ITS1S οµαδοποιούνται σε 

διαφορετικό κλάδο από τις ITS1L. Επίσης, πραγµατοποιήσαµε in silico ανάλυση της 

περιοχής ITS1 από το γονιδίωµα των αζωτοδεσµευτικών P. stutzeri A1501, DMS4166 

και ATCC17588 όπως επίσης και των άλλων συστατικών των τεσσάρων ριβοσωµικών 

οπερονίων (ITS2, 16S rRNA, 23S rRNA, 5’- και 3’-άκρων). Βασιζόµενοι στην 

ανάλυση αυτή, θεωρούµε ότι ένα εκ των τεσσάρων οπερονίων rrn του στελέχους P. 

stutzeri A1501 µπορεί να είναι αποτέλεσµα οριζόντιας µεταφοράς, µε πιθανό δότη το 

στέλεχος P. stutzeri Zobell.  
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Abstract 

 

The internal transcribed spacer regions  (ITS1) located between the16S rDNA and the 

23S rDNA of ribosomal rDNA operons (rrn) of the reference diazotrophic P. stutzeri 

strains A15 and CMT.9A as well as of eleven nitrogen-fixing P. stutzeri isolates (Gr16, 

Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45, Gr46, Gr50, Gr57 και Gr65) was PCR amplified. 

Genomic DNA from one reference P. stutzeri strain A15 and P. stutzeri Gr50 generated 

two amplicons, designated as ITS1S and ITS1L while the other P. stutzeri isolates and 

P. stutzeri CMT.9A generated one amplicon. All examined ITS1 amplicons, 

independent of their size or origin, contained genes for both tRNA
ala

 and tRNA
Ile

. The 

phylogenetic dendrogram constructed for the inferred nucleotide sequences of ITS1 

revealed that the ITS1S sequences were clustered while the ITS1L formed a separate 

branch. The recently established whole-genome sequence of the nitrogen-fixing P. 

stutzeri A1501, DMS4166 and ATCC17588 allowed an in silico analysis of the ITS1 as 

well as the other components (ITS2, 16S rRNA, 23S rRNA, 5’ end region and 3’ end 

region) of the four ribosomal operons. Based on this analysis it can be argued that one 

out of the four rrn operons of P. stutzeri strain A1501 may have resulted via horizontal 

gene transfer with the possible donor being P. stutzeri strain Zobell.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Γενικά για το Pseudomonas 

Το γένος Pseudomonas περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον Migula (1894) 

και αποτέλεσε αντικείµενο µελέτης από την αρχή της ανάπτυξης της επιστήµης της 

Μικροβιολογίας. Στην έκδοση του 1933 το εγχειρίδιο Bergeley αφιέρωσε ένα κεφάλαιο 

στη ταξινόµηση του γένους  Pseudomonas µε κριτήριο µορφολογικά χαρακτηριστικά. 

Το 1966, σε µια εκτεταµένη µελέτη, προσπάθησε να ξεκαθαρίσει την ταξινόµηση του 

γένους Pseudomonas, καταγράφοντας την ανάπτυξη 246 στελεχών σε 146 διαφορετικές 

οργανικές ενώσεις. Η ανάπτυξη της τεχνικής αποµόνωσης του DNA από βακτήρια 

επέτρεψε τις πρώτες µελέτες οµολογίας αλληλουχιών του DNA µεταξύ των στελεχών 

που ανήκαν στο γένος Pseudomonas. Το 1973 ο Pelleroni, αξιοποιώντας τις 

δυνατότητες αποµόνωσης DNA και rRNA, οµαδοποίησε τα στελέχη του Pseudomonas 

µε βάση µετρήσεις της οµολογίας µεταξύ DNA-rRNA των διαφόρων στελεχών. Στις 

αρχές τις δεκαετίας του ΄80 άρχισε να χρησιµοποιείται ως κριτήριο για την ταξινόµηση 

των βακτηρίων η αλληλουχία του 16S rDNA, το οποίο παραµένει σε χρήση µέχρι και 

σήµερα. Το γένος Pseudomonas περιλαµβάνει φθορίζοντα είδη (P. aeruginosa, P. 

fluorescens) και µη-φθορίζοντα είδη (P. mendocina, P. stutzeri) (Peix et al., 2009). 

Ο αριθµός των ειδών που ανήκουν στο γένος Pseudomonas αυξάνεται σχεδόν 

κάθε χρόνο. Το 2006 είχαν πιστοποιηθεί 106 είδη και το 2009 ο αριθµός έφτασε τα 119 

(Mulet et al., 2010). Μεταξύ των 119 ειδών του Pseudomonas, το είδος Pseudomonas 

stutzeri καταλαµβάνει εξέχουσα θέση. 

 

1.2 Το είδος Pseudomonas stutzeri  

Το είδος Pseudomonas stutzeri περιγράφηκε το 1895 από τους Burr και Stutzer. 

Το P. stutzeri ανήκει στην τάξη των γ-πρωτεοβακτηρίων. Φυλογενετική ανάλυση µε 

βάση την αλληλουχία νουκλεοτιδίων 1705 συντηρηµένων γονιδίων 14 ειδών 

Pseudomonas των οποίων το γονιδίωµα έχει αλληλουχηθεί έδειξε ότι το P. stutzeri 

διαφέρει σηµαντικά από τα γένη P. putida, P. aeruginosa, P. syringae και P. 

fluorescence (Silby et al., 2009). Φυλογενετική ανάλυση µε βάση την αλληλουχία 

νουκλεοτιδίων του γονιδίου 16S rDNA αλλά και άλλων γονίδιων (gyrB, rpoB και rpoD) 
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107 τυπικών στελεχών του γένους Pseudomonas έδειξαν ότι το P. stutzeri ανήκει στην 

ίδια οµάδα µε τα είδη P. mendocina, P. balearica, P. azotifigens και P. xanthomarina 

(Mulet et al., 2010).  

 

1.2. 1 Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του είδους P. stutzeri 

To P. stutzeri είναι αρνητικό κατά Gram βακτήριο µε ραβδόµορφο σχήµα και 

κινείται µέσω ενός πολικού µαστιγίου. Σε ορισµένα στελέχη (π.χ. P. stutzeri ΑΝ11) έχει 

παρατηρηθεί η παρουσία πλευρικών µαστιγίων (Lalucat et al., 2006).  

Η µορφολογία της αποικίας είναι πτυχωτή, ξηρή και ιδιαίτερα συνεκτική, µε 

κόκκινο-ροζ χρώµα. Οι αποικίες έχουν µορφή κρατήρα µε υπερυψωµένες παρυφές, οι 

οποίες είτε διακλαδίζονται είτε ενώνονται (Εικόνα 1.1). Η ανακαλλιέργεια µιας 

αποικίας επιφέρει σηµαντικές αλλαγές στη µορφολογία της. Οι νέες αποικίες, µετά από 

πολλαπλές ανακαλλιέργειες, παρουσιάζονται οµαλές, λιγότερο συνεκτικές και έχουν 

ωχρό χρώµα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.1. Μορφολογία αποικιών στελεχών του P. stutzeri. 

 

Το είδος P. stutzeri, όπως και τα περισσότερα είδη των Pseudomonas, µπορούν 

να αναπτυχθούν σε ελάχιστα θρεπτικά µέσα και αξιοποιούν ως πηγή αζώτου τα 
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αµµωνιακά ή/και τα νιτρικά και ως πηγή άνθρακα µια µόνο οργανική ένωση (π.χ. 

γλυκόζη). Τα στελέχη που ανήκουν στο είδος P. stutzeri δεν αναπτύσσονται σε όξινα 

pH (π.χ. pH 4.5). Το P. stutzeri αναπτύσσεται σε αερόβιες συνθήκες, µε τελικό δέκτη 

ηλεκτρονίων το οξυγόνο είτε σε µικροαερόβιες συνθήκες, µε τελικό δέκτη ηλεκτρόνιων 

τα νιτρικά. Η θερµοκρασία ανάπτυξης των στελεχών του P. stutzeri παρουσιάζει 

σηµαντικό εύρος, 4-45 °C, µε βέλτιστη θερµοκρασία ανάπτυξης τους 30-35 °C (Lalucat 

et al., 2006). 

 

1.2.2 Οργάνωση και µέγεθος του γονιδιώµατος του P. stutzeri 

Προκαταρκτική ανάλυση του γονιδιώµατος είκοσι στελεχών του P. stutzeri 

έδειξε ότι αποτελείται από ένα κυκλικό χρωµόσωµα µεγέθους 3,75- 4,64 Mb. Τα 

στελέχη αυτά φέρουν στο γονιδίωµά τους 4 αντίγραφα του οπερονίου του ριβοσωµικού 

RNA (rrn), τα οποία είναι διάσπαρτα στο γονιδίωµα (Ginard et al., 1997). Ορισµένα 

στελέχη του P. stutzeri φέρουν πλασµίδια το µέγεθος των οποίων ποικίλει από 50-95 

kb. Το γονιδίωµα του αζωτοδεσµευτικού στελέχους P. stutzeri Α1501 έχει πλήρως 

αλληλουχηθεί (4,567 Mb) και φέρει 4 rrn (Εικόνα 1.2). Επίσης, το γονιδίωµα των 

στελεχών DMS4166 (4,689 Mb) και ATCC17588 (4,547 Mb) έχει πλήρως 

αλληλουχηθεί και τα δυο πρώτα φέρουν 4 rrn. Ένα µεγάλο ποσοστό (66.8%) των 

γονιδίων του στελέχους DMS4166 απαντώνται και στο γονιδίωµα του στελέχους 

Α1501. Τα τρία στελέχη P. stutzeri έχουν κοινά 3.186 γονίδια τα οποία αποτελούν το 

βασικό πυρήνα του γονιδιώµατος (core genome) για το καθένα στέλεχος. Το στέλεχος 

ATCC17588 έχει 3.255 κοινά γονίδια µε το στέλεχος  Α1501 και 3.472 µε το στέλεχος 

DMS4166. Η οργάνωση των γονιδίων που εµπλέκονται στην απονιτροποίηση, στον 

καταβολισµό της κατεχόλης, στο χηµειοτακτισµό και σε άλλες λειτουργίες 

παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία σε επίπεδο αλληλουχίας νουκλεοτιδίων και αµινοξέων. 

Επίσης παρατηρείται µεγάλος βαθµός συνταίνιας (synteny) µεταξύ των τριών στελεχών 

(Chen et al., 2011; Yu et al., 2010; Yuan et al., 2008). 
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Εικόνα 1.2. Σχηµατική παρουσίαση του γονιδιώµατος του P. stutzeri Α1501 (Yan et 

al., 2008). 

 

 

 

 

1.2.3 Γενετική ποικιλοµορφία του P. stutzeri 

Η γενετική ποικιλοµορφία που παρουσιάζουν τα διάφορα στελέχη του P. 

stutzeri είναι γενικά εξαιρετικά µεγάλη. Η πρώτη οµαδοποίηση των διαφόρων στελεχών 

στηρίχτηκε σε πειράµατα DNA-DNA υβριδισµού και στο ποσοστό οµολογίας 

τµηµάτων DNA δύο στελεχών. Στελέχη που παρουσίαζαν οµολογία DNA-DNA 

µεγαλύτερη από 70% οµαδοποιήθηκαν σε κατηγορίες, οι οποίες αναφέρονται ως 

γονιδιωµατικές παραλλαγές του είδους (genomovars). Ο όρος genomovars 

καθιερώθηκε για πρώτη φορά για το P. stutzeri και χρησιµοποιείται για στελέχη, τα 
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οποία αν και παρουσιάζουν φαινοτυπική οµοιότητα έχουν γενετική ποικιλοµορφία. Το 

είδος P. stutzeri, µέχρι σήµερα, περιλαµβάνει 19 genomovars (Mulet at al., 2009, 

Sikorski et al., 2005). Οι αλληλουχίες του γονιδίου 16S rDNA, σε στελέχη που ανήκουν 

στο ίδιο genomovar, παρουσιάζουν µεγάλη οµoλογία (98,0-99,7%) (Benassar et al., 

1996). Η γενετική ποικιλοµορφία στελεχών του P. stutzeri διερευνήθηκε επίσης µέσω 

της ανάλυσης Rep-PCR ανάλυσης (Benassar et al., 1998). 
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1.2.4 Φυλογενετική ανάλυση του P. stutzeri 

Βασικό εργαλείο στη φυλογενετική ανάλυση των βακτηρίων είναι η αλληλουχία 

του 16S rDNA (Stackebrandt and Ebers 2006; Stackebrandt et al., 2002). Ωστόσο και η 

ποικιλότητα της αλληλουχίας περιοχών του rrn (π.χ. ITS1) ή άλλων γονίδιων (π.χ. 

gyrB, rpoD, nosZ) έχει αξιοποιηθεί στην προσπάθεια της φυλογενετικής ανάλυσης του 

P. stutzeri. Η προσέγγιση αυτή (ανάλυση της αλληλουχίας πολλών γονιδίων) επιτρέπει 

τον εντοπισµό των πολυµορφικών θέσεων στα γονίδια διαφόρων στελεχών, αναφέρεται 

ως Πολλαπλή Ανάλυση Τµηµάτων Αλληλουχιών Γονιδίων (Multilocus sequence 

analysis, MLSA). Εφαρµογή της µεθόδου MLSA στην ανάλυση στελεχών του P. 

stutzeri, τα οποία ανήκουν σε διαφορετικά genomovars, έδειξε ότι τα περισσότερα 

οµαδοποιούνται στον ίδιο κλάδο του φυλογενετικού δένδρου (Cladera et al., 2004). 

 

1.2.5  Φυσικός µετασχηµατισµός της P. stutzeri 

Η πρόσληψη χρωµοσωµικού DNA από το P. stutzeri είναι εφικτή ανεξάρτητα 

από την προέλευση του DNA (από το ίδιο είδος ή από άλλα είδη). Ωστόσο, η 

συχνότητα πρόσληψης διαφέρει σηµαντικά, ανάλογα µε την προέλευση του DNA. Η 

παρουσία µικρών οµόλογων περιοχών (311 bp) στο 5’ ή στο 3’ άκρο του ξένου DNA 

αυξάνει τη συχνότητα πρόσληψης κατά 200 φορές. Τα διάφορα στελέχη του P. stutzeri 

παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές σε ότι αφορά στην ικανότητά τους να 

προσλαµβάνουν ξένο DNA. Ο ακριβής µηχανισµός πρόσληψης του DNA δεν είναι 

γνωστός. Ωστόσο, έχει δειχθεί ότι γονίδια που εµπλέκονται στο σχηµατισµό του τύπου 

IV µαστιγίου (pilA, pilB, pilC), φαίνεται ότι επηρεάζουν την ικανότητα των κυττάρων 

για µετασχηµατισµό.  Επίσης, αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι ορισµένα στελέχη του 

P. stutzeri µετασχηµατίζονται από ξένο DNA, µε σχετικά µεγάλη συχνότητα, στο 

φυσικό τους περιβάλλον ή το έδαφος (Sikorski et al., 2002; Meier and Wackernagel, 

2003; Lalucat et al., 2006). 
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1.2.6 Βιοτεχνολογικές εφαρµογές της P. stutzeri 

Στελέχη του P. stutzeri έχουν χρησιµοποιηθεί για βιοαποικοδόµηση ρυπογόνων 

χηµικών ενώσεων, που απορρίπτονται στο περιβάλλον ως παραπροϊόντα βιοµηχανικών 

διεργασιών. Για παράδειγµα, το στέλεχος P. stutzeri ΝΤ-1, κάτω από αερόβιες 

συνθήκες, έχει την ικανότητα αποµάκρυνσης του διαλυτού σεληνίου από βιοµηχανικά 

απόβλητα (Kurota et al., 2011). Το στέλεχος P. stutzeri CL7 χρησιµοποιεί την 

πενταχλωροφαινόλη (pentachlophenol) ως πηγή άνθρακα (Karn et al., 2010). Το 

στέλεχος P. stutzeri SMD έχει την ικανότητα µετατροπής του 2-υδροξυβουτυρικού 

οξέος σε οξυβουτυρικό οξύ µέσω µιας NADH-εξαρτώµενης αφυδρογονάσης του 

λακτικού οξέος (Gao et al., 2010 ). Το οξοβουτυρικό οξύ αποτελεί βασική πρώτη ύλη 

για την παρασκευή πολλών φαρµάκων. To στέλεχος P. stutzeri KC παράγει και 

εκκρίνει τη χηµική ένωση pyridine-2,6-bis(thiocarboxylate), η οποία έχει την ικανότητα 

µετασχηµατισµού του τετραχλωράνθρακα σε µη τοξικούς µεταβολίτες (Lalucat et al., 

2006). 

 

 

1.2.7 Απονιτροποιητικά βακτήρια Pseudomonas  

Η διαδικασία της απονιτροποίησης δηλαδή η σταδιακή µετατροπή των νιτρικών σε 

µοριακό άζωτο είναι φυλογενετικά διαδεδοµένη µεταξύ των βακτηρίων, των 

αρχαιοβακτηρίων και των ευκαρυωτικών. Οι περισσότεροι απονιτροποιητικοί 

οργανισµοί ανήκουν στο φύλλο των Πρωτεοβακτηρίων. Η αναγωγή των 

υδατοδιαλυτών ΝΟ3
- 
ή ΝΟ2

- 
σε αέριο, ΝΟ, Ν2Ο ή Ν2 από τα απονιτροποιητικά 

βακτήρια καταλύεται από τις αναγωγάσες των νιτρικών (Nar και Nap), τις αναγωγάσες 

των νιτρωδών (nirS και nirK), τις αναγωγάσες του οξειδίου του αζώτου (cNor και 

qNor) και την αναγωγάση του υποοξειδίου του αζώτου (Nos) (Kraft et al., 2011; 

Moreno-Vivian et al., 1999). 

 

1.2.7.1 Απονιτροποιητικά βακτήρια P. stutzeri   

Όλα τα στελέχη του P. stutzeri που έχουν ταυτοποποιηθεί µέχρι σήµερα φαίνεται να 

φέρουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για τη βιοσύνθεση των ενζύµων που εµπλέκονται 

στην διαδικασία πλήρους απονιτροποίησης (Lalukat et al., 2006). Στο γονιδίωµα των 
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στελεχών Α1501, DMS 4166 και ATCC 1758 του P. stutzeri τα γονίδια που 

εµπλέκονται στην πλήρη απονιτροποίηση των νιτρικών είναι οργανωµένα σε οµάδες 

και παρουσιάζουν εξαιρετικά µεγάλη συνταίνεια (synteny) ( Chen et al., 2011; Yu et al., 

2010; Yuan et al., 2008). 

 

 

1.2.8  Αζωτοδεσµευτικά βακτήρια Pseudomonas 

Για ένα µεγάλο χρονικό διάστηµα η επιστηµονική κοινότητα θεωρούσε ότι στο 

γένος Pseudomonas δεν υπάρχουν στελέχη ικανά να αζωτοδεσµεύουν. Στις µέρες µας, 

αυτή η άποψη έχει αναθεωρηθεί και σηµαντικός αριθµός δηµοσιεύσεων αναφέρεται σε 

στελέχη του γένους Pseudomonas, τα  οποία είναι ικανά να δεσµεύουν άζωτο και 

φέρουν γονίδια, τα οποία εµπλέκονται στην αζωτοδέσµευση (Andrade et al., 1997, 

Barraquio et al., 1988, Chowdhury et al., 2007, Kulakov  et al., 2002, Mirza et al., 2006, 

Muthukumarasay  et al.,2007, Puente and Bashan 1994, Venieraki et al., 2011a ). 

 

1.2.8.1  Αζωτοδεσµευτικά βακτήρια P. stutzeri 

Το 1987 οι Krotzky και Werner δηµοσίευσαν µια αναλυτική µελέτη, όπου 

παρουσίασαν αδιάσειστα στοιχεία για τις αζωτοδεσµευτικές δυνατότητες ενός 

στελέχους (CMT.9A), το οποίο είχαν αποµονώσει από τη ριζόσφαιρα του Sorghum 

mutans cv. CSV5 (Γερµανία). Το στέλεχος CMT.9A µε βάση τα βιοχηµικά του 

χαρακτηριστικά ταξινοµήθηκε ως P. stutzeri και κατατέθηκε στην Γερµανική συλλογή 

στελεχών DSMZ µε τον κωδικό DMS4166.  

Το 1989 αποµονώθηκε από τη ριζόσφαιρα ρυζιού (Κίνα) ένα στέλεχος, το οποίο 

επέδειξε εξαιρετική αζωτοδεσµευτική ικανότητα και το οποίο ταξινοµήθηκε ως 

Alcaligenes faecalis A15 (You και Zhou, 1989). To 1999 η ερευνητική οµάδα του Καθ. 

Vanderleyden δηµοσίευσε την επαναταξινόµηση του στελέχους A. faecalis A15 και την 

κατάταξή του ως P. stutzeri στέλεχος Α15 (Vermeiren et al., 1999). Το στέλεχος Α15 ή 

ένα γενετικά τροποποιηµένο στέλεχος του Α15 (Α15Α, όπου ένα ακόµη αντίγραφο του 

γονιδίου nifA έχει ενσωµατωθεί στο γονιδίωµα) χρησιµοποιήθηκε ως εµβόλιο σε 

πειραµατικούς αγρούς ρυζιού. Η παραγωγικότητα αυξήθηκε κατά 3-7% στην 

περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε το αγρίου τύπου στέλεχος και 5-12% στην περίπτωση 
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που χρησιµοποιήθηκε το γενετικά τροποποιηµένο (You και Zhou 1991, You et al., 

1995). Αυτό πιθανά οφείλεται στο γεγονός ότι το στέλεχος Α15Α διαβιεί ενδοφυτικά ή 

επιφυτικά και εκκρίνει αµµωνιακά (You and Zhou, 1991; Lin et al., 2000; Lalucat et al., 

2006). Το στέλεχος A15Α επίσης παρουσιάζει ανθεκτικότητα στην αλατότητα και 

εκκρίνει ινδολο-οξικό οξύ (Lin et al., 1992). Το στέλεχος Α15 είναι το ίδιο µε το 

στέλεχος Α1501 (Desnoues et al., 2003). 

Το 1989 αποµονώθηκαν αζωτοδεσµευτικά στελέχη από τη ριζόσφαιρα 

καλλιεργούµενων δηµητριακών στην Ελλάδα (Κεφαλογιάννη, 2008). Φυλογενετική 

ανάλυση των στελεχών αυτών έδειξε ότι τουλάχιστον οκτώ από αυτά ανήκαν στο είδος 

P. stutzeri (Venieraki et al., 2011a; Venieraki et al., 2011b). 

 

1.2.8.2  Γονίδια που εµπλέκονται στην αζωτοδέσµευση του P. stutzeri 

Η οργάνωση των αζωτοδεσµευτικών γονίδιων στα στελέχη Α1501 και 

DMS4166 είναι παρόµοια µε αυτήν του Azotobacter vinelandi (Εικόνα 1.3). Στο 

στέλεχος Α1501, τα γονίδια που εµπλέκονται στην αζωτοδέσµευση (59 γονίδια) 

οµαδοποιούνται σε ένα τµήµα µεγέθους 49 kb, το οποίο αναφέρεται ως νησίδα 

αζωτοδέσµευσης (nif island) (Εικόνα 1.3). Η οργάνωση των γονιδίων στη νησίδα 

αζωτοδέσµευσης του στελέχους DMS4166 είναι σχεδόν πανοµοιότυπη µε αυτήν που 

απαντάται στο στέλεχος Α1501 (Yu et al., 2011). Η έκφραση των γονιδίων της νησίδας 

αζωτοδέσµευσης του P. stutzeri Α1501 είναι συντονισµένη και παρατηρείται κάτω από 

µικροερόβιες συνθήκες. 
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Εικόνα 1.3. Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλέγµατος γονιδίων του P. stutzeri που 

εµπλέκονται στην αζωτοδέσµευση  και των συµπλεγµάτων γονιδίων που απαντώνται 

στα A. vinelandii AvOP, K. pneumoniae M5a1, Azoarcus sp. BH72 και A. brasilense 

Sp7. (Yan et al., 2008) 
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1.2.9 Γονίδια που επάγονται ή καταστέλλονται κατά την 

αζωτοδέσµευση του P. stutzeri  

Ανάλυση των επιπέδων των µεταγραφηµάτων, µε χρήση µικροσυστοιχιών DNA, που 

επάγονται υπό αζωτοδεσµευτικές συνθήκες (0,5 % Ο2 και 0,5mM NH4Cl) ή 

καταστέλλονται µετά από ξαφνική έκθεση του aζωτοδεσµεύοντος στελέχους P. stutzeri 

A1501 των σε αµµωνιακά (20 mΜ) έδειξε ότι επάγεται η µεταγραφή 52 γονίδιων της 

νησίδας αζωτοδέσµευσης καθώς και 114 γονίδιων που εδράζονται εκτός της νησίδας 

(Εικόνα 1.4). 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4. Σχηµατική αναπαράσταση των γονιδιακών περιοχών του P. stutzeri, οι 

οποίες παρουσιάζουν επαγωγή ή καταστολή της έκφρασης.(Α) Γονίδια, η έκφραση των 

οποίων επάγεται (κόκκινες γραµµές) και καταστέλλεται (µπλε γραµµές) σε συνθήκες 

αζωτοδέσµευσης και καταπόνησης µε αµµωνιακά. Η νησίδα 49-kb των γονιδίων nif 

(κόκκινο ορθογώνιο) εντοπίζεται στο χρωµόσωµα (από το γονίδιο PST1302 έως το 

PST1359) (B). Προβλεπόµενα οπερόνια (µαύρα βέλη) µε συντηρηµένους rpoN και nifA 

προαγωγείς. Τα λευκά και γκρι κουτιά αναπαριστάνουν τους πιθανούς σ
54

-

εξαρτώµενους προαγωγείς και τις ανωφερικές αλληλουχίες των ενεργοποιητών, 

αντίστοιχα ( Yan et al., 2010). 
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1.2.10 Γονίδια που επάγονται κατά την αποίκιση της ρίζας του ρυζιού 

από το P. stutzeri 

Ο µηχανισµός, ο οποίος καθιστά το στέλεχος P. stutzeri Α1501 ικανό να 

αποικίζει και να εγκαθίσταται ενός των κυττάρων της ρίζας του ρυζιού, δεν είναι ακόµη 

γνωστός. Ωστόσο, µέσω της τεχνολογίας IVET (in vivo expression technology), 

πραγµατοποιήθηκε ο προσδιορισµός µιας οµάδας βακτηριακών γονίδιων (carA, pta), η 

έκφραση των οποίων επάγεται κατά την αποίκιση της ρίζας του ρυζιού από το στέλεχος 

Α1501 (Rediers et al., 2003). Η στρατηγική η οποία ακολουθείται στην τεχνολογία 

IVET, βασίζεται στην ενσωµάτωση ενός τυχαίου τµήµατος DNA, ανωφερικά του 

γονιδίου dapB, το οποίο αποτελεί µέρος του φορέα IVET (pCMPG6031). To γονίδιο 

dapB δεν φέρει προαγωγέα (στάδιο 1). Στη συνέχεια, ο φορέας εισάγεται σε κύτταρα 

του στελέχους Α1501, όπου υπόκεινται σε ανασυνδιασµό και ενσωµατώνεται στο 

γονιδίωµα του βακτηρίου. Το ανασυνδιασµένο στέλεχος Α1501 (FAJ2050) φέρει το 

γονίδιο dapB υπό τον έλεγχο ενός πιθανού προαγωγέα που εδράζεται στο τυχαίο τµήµα 

DNA (στάδιο 2). Στελέχη ανασυνδιασµένων βακτηρίων (στάδιο 3) χρησιµοποιούνται 

ως εµβόλιο σε φυτάρια ρυζιού (στάδιο 4). Μετά από 2-3 εβδοµάδες, βακτήρια που είναι 

προσκολληµένα στη ρίζα αποµονώνονται και καλλιεργούνται σε ελάχιστα στερεά 

θρεπτικά µέσα, παρουσία Χ-Glu. Αποικίες µε λευκό χρώµα αποµονώνονται και 

χρησιµοποιούνται ως εµβόλιο για φυτάρια ρυζιού (στάδιο 6 και 7) (Εικόνα 1.5). 
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Εικόνα 1.5. Σχηµατική αναπαράσταση της τεχνολογίας IVET. Επιλογή βακτηριακών 

γονιδίων, η έκφραση των οποίων επάγεται κατά την αποίκιση της ρίζας του ρυζιού  

( Rediers et al., 2003).  
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1.3 Ριβοσωµικά RNA 

Το κύριο προϊόν της γονιδιακής µεταγραφής στα βακτήρια είναι τα tRNAs και 

τα rRNAs, τα οποία αποτελούν πάνω από το 98% της µάζας του ολικού RNA. Στα 

βακτήρια απαντώνται τρία ειδή rRNAs, το 16S rRNA, το 23S rRNA και το 5S 

rRNA.Τα rRNAs είναι βασικά συστατικά των ριβοσωµάτων. Στους προκαρυωτικούς 

οργανισµούς, τα ριβοσώµατα αποτελούνται από δύο υποµονάδες, µια µεγάλη 

υποµονάδα (50S) και µια µικρή υποµονάδα (30S). H υποµονάδα 50S αποτελείται από 

23S rRNA και 5S rRNA και περίπου 30 διαφορετικές πρωτεΐνες. Η υποµονάδα 30S 

αποτελείται από 16S rRNA και περισσότερες από 30 πρωτεΐνες.  

Τα γονίδια των rRNAs των βακτηρίων οργανώνονται σε οπερόνια (ribosomal rRNA 

operon, rrn). Το γονιδίωµα των βακτηρίων φέρει 1-15 αντίγραφα των rrn (Acinas et al., 

2004). Το κάθε rrn οργανώνεται µε την ακόλουθη διάταξη: 5’ άκρο (προαγωγέας)-16S 

rRNA-ITS1(εσωτερική µεταγραφόµενη περιοχή 1)-23S rRNA-ITS2 (εσωτερική 

µεταγραφόµενη περιοχή 2)-5S rRNA-3’ άκρο. Στο γονιδίωµα ενός βακτηρίου οι 

αλληλουχίες των γονιδίων 16S και 23S rRNA είναι συνήθως παρόµοιες (99-100% 

οµολογία). Σε βακτήρια τα οποία φέρουν περισσότερα από ένα rRNA γονίδια, η 

οµοιογένεια των γονίδιων rRNA φαίνεται να διατηρείται µέσω οµόλογων 

ανασυνδυασµών, πιθανά µέσω ενός µηχανισµού, ο όποιος αναφέρεται ως συντονισµένη 

εξέλιξη (concerted evolution) (Liao, 2000). Τα γονίδια 16S rRNAs µερικών βακτηρίων 

(Haloarcula marimortui, Thermoanaerobacter tengcongensis και Borrelia afzelii) 

φαίνεται να διαφέρουν σηµαντικά (95% οµολογία) στη πρωτοταγή δοµή τους, ωστόσο 

η δευτεροταγής δοµή τους δε φαίνεται να επηρεάζεται σηµαντικά. Τα αντίγραφα των 

γονίδιων 16S rRNAs που διαφοροποιούνται, έχουν υψηλό περιεχόµενο σε GC σε 

σύγκριση µε τα υπόλοιπα κανονικά αντίγραφα. Για παράδειγµα, στο H. marimortui 

αυτή η διαφορά είναι 58,4% έναντι 56,7%. Επίσης, στο H. marimortui, το οπερόνιο το 

όποιο φέρει το 16S rRNAs γονίδιο µε το υψηλό περιεχόµενο GC φαίνεται να έχει 

διαφορετικό προαγωγέα, ο όποιος εκφράζεται εκλεκτικά σε συνθήκες υψηλής 

θερµοκρασίας (Lopez-Lopez et al., 2007). 

 Κατά τη διαδικασία µεταγραφής του rrn, παράγεται ένα πρόδροµο µετάγραφο 

(pre-rRNA) µεγέθους περίπου 5,5 kb (30S), το οποίο στη συνεχεία υπόκειται σε 

ωρίµανση µέσω της δράσης εξειδικευµένων ριβονουκλεασών (RNase III, RNase T, 
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RNase E, RNase G), οι οποίες αποµακρύνουν συγκεκριµένες εσωτερικές και 

εξωτερικές περιοχές από το pre rRNA, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό των ώριµων 16S, 

23S και 5S rRNAs (Εικόνα 1.6). Η RNase III είναι µια εξειδικευµένη 

ενδοριβονουκλεάση, η οποία αναγνωρίζει δίκλωνο RNA. Η απενεργοποίηση του 

γονιδίου που κωδικοποιεί για την RNase III έχει ως αποτέλεσµα την συσσώρευση του 

µεταγράφου 30S. Τα µετάγραφα 30S δεν απαντώνται στα κύτταρα αγρίου-τύπου. Η 

RNaseΕ και η RNase G έχουν δράση ενδοριβονουκλεάσης και παίζουν ρόλο στην 

ωρίµανση του 5’ άκρου του 16S rRNA. Η RNase T είναι µια ενδοριβονουκλεάση και 

παίζει ρόλο στην ωρίµανση του 23S rRNA και του 5S rRNA (Apirion and Miczak 

1993; Deutscher, 2009). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6. Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας ωρίµανσης του πρόδρoµου 

rRNA (Deutscher, 2009). 
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1.3.1 Τα rrn του P. stutzeri 

Το γoνιδίωµα των στελεχών του είδους P. stutzeri φαίνεται ότι φέρει τέσσερα 

rrn. Η περιοχή ITS1 φαίνεται ότι είναι πανοµοιότυπη στα τέσσερα διαφορετικά rrn. 

Ανάλυση των αλληλουχιών της ITS1 περιοχής έδειξε ότι είναι διαφορετική για τα 

στελέχη που ανήκουν σε διαφορετικό  genomovar ενώ είναι παρόµοια για στελέχη που 

ανήκουν στο ίδιο genomovar (Sikorski et al., 2005). Ωστόσο, η αλληλούχιση του 

γονιδιώµατος του αζωτοδεσµευτικού στελέχους P. stutzeri A1501 έδειξε ότι στο 

γονιδίωµά του απαντώνται δύο τύποι ITS1 µε διαφορετικό µέγεθος και αλληλουχία 

νουκλεοτιδίων. Ωστόσο και οι δύο τύποι ITS1 φέρουν γονίδια για tRNA για τα 

αµινοξέα ισολευκίνη και αλανίνη. Η αλληλούχιση του γονιδιώµατος του 

αζωτοδεσµευτικού στελέχους DMS 4166 και του στελέχους ATCC 17588 έδειξε ότι 

και τα δύο στελέχη φέρουν τέσσερα rrn. Οι αλληλουχίες και το µέγεθος των ITS1 είναι 

σχεδόν πανοµοιότυπα µε έναν από τους δυο τύπους ITS1 που απαντώνται στο στέλεχος 

Α1501. 

 

1.3.2 Εσωτερική µεταγραφόµενη περιοχή 1 του rrn  

Η εσωτερική µεταγραφόµενη περιοχή 1 εδράζεται µεταξύ του 16S rDNA και 

του 23S rDNA (αναφέρεται ως 16S-23S περιοχή ή ITS1) και αποτελεί εξαιρετικό 

δείκτη φυλογενετικών σχέσεων διότι εξελίσσεται ταχύτατα σε σύγκριση µε τους 

παραδοσιακούς δείκτες φυλογένειας όπως είναι το 16S rRNA (Stewart and Cavanaugh, 

2007). 

 

1.3.3 Το µέγεθος της ITS1 

Το µέγεθος της ITS1 περιοχής ποικίλει µεταξύ των βακτηρίων (Εικόνα 1.7). Η 

µικρότερη περιοχή ITS1 (13 bp) έχει εντοπιστεί στο γονιδίωµα του Lactobacillus 

salivaris και η µεγαλύτερη (2880 bp) στο γονιδίωµα του Saccharophages degradans. 

Το µέγεθος της περιοχής ITS1 µεταξύ των rrn του ίδιου γονιδιώµατος µπορεί να είναι 

πανοµοιότυπο ή να διαφέρει σηµαντικά. Για παράδειγµα, το γονιδίωµα του 

Pseudomonas stutzeri DSM4166 φέρει τέσσερα οπερόνια rrn και τέσσερις 

πανοµοιότυπες περιοχές ITS1 ενώ το γονιδίωµα του Pseudomonas stutzeri A1501 φέρει  

τέσσερα οπερόνια rrn και δύο διαφορετικές σε µέγεθος περιοχές ITS1. Η διαφορά 
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µεγέθους µεταξύ των ITS1 περιοχών των οπερονίων ενός βακτηρίου µπορεί να 

διαφέρει σηµαντικά. Για παράδειγµα, στο Photobacterium frofondum απαντώνται 

περιοχές µεγέθους 1 bp και 2201 bp (Stewart και Cavanaugh, 2007). 
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Εικόνα 1.7. Η ποικιλοµορφία µε βάση το µέγεθος σε ζεύγη βάσεων (bp) των περιοχών 

ΙΤS1 στις διάφορες οµάδες βακτηρίων (αριστερά). Η ποικιλοµορφία των περιοχών 

ITS1 που φέρουν γονίδια tRNA (δεξιά).( Stewart and Cavanaugh, 2007).  
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1.3.4 Οι περιοχές ITS1 φέρουν γονίδια tRNA 

Οι περιοχές ITS1 συνήθως φέρουν γονίδια tRNA αλλά και αλληλουχίες 

νουκλεοτίδων, οι οποίες παίζουν σηµαντικό ρόλο τόσο στη µεταγραφή του rrn όσο και 

στην ωρίµανση του pre-rRNA (Εικόνα 1.6). Οι περιοχές ITS1, µε βάση τον αριθµό και 

την ποικιλότητα των γονιδίων tRNA διαχωρίζονται σε πέντε κατηγορίες: περιοχές ITS1 

οι οποίες φέρουν το tRNA
Ala

 και το tRNA
Ile

, περιοχές ITS1 που φέρουν είτε το tRNA
Ala

 

είτε το tRNA
Ile

, περιοχές ITS1 που φέρουν το tRNA
Glu

, περιοχές ITS1 που φέρουν ένα 

οποιοδήποτε tRNA και περιοχές ITS1 που δε φέρουν γονίδιο tRNA. 

Η παρουσία γονίδιων tRNA, εκτός των tRNA
Ala  

,tRNA
Ile

 και tRNA
Glu

, στις 

περιοχές ITS1 είναι πολύ σπάνια και περιορίζεται σε βακτήρια του γένους Vibrio και 

στο βακτήριο Photobacterium frofondum. 

 

1.3.5 Ένδο- και Ετερογονιδιωµατική ποικιλοµορφία αλληλουχιών των 

περιοχών ITS1  

Η αλληλούχιση του γονιδιώµατος στελεχών βακτηρίων που ανήκουν στο ίδιο 

γένος ή στο ίδιο είδος καθώς και των περιοχών ITS1 βακτηρίων του ίδιου είδους, έδειξε 

ότι υπάρχει ιδιαίτερη ετερογένεια σε ότι αφορά το µέγεθος και τις αλληλουχίες µεταξύ 

των περιοχών ITS1 που ανήκουν σε φυλογενετικώς διαφορετικά βακτήρια 

(διαγονιδιωµατική ετερογένεια, intergenomic heterogeneity). Επίσης, οι αλληλουχίες 

των διαφόρων περιοχών ITS1 που εδράζονται στο γονιδίωµα του ίδιου βακτηρίου, 

παρουσιάζουν, σε αρκετές περιπτώσεις, σηµαντική ετερογένεια (intragenomic 

heterogeneity). Η νουκλεοτιδική ετερογένεια των περιοχών ITS1 δεν οφείλεται µόνο 

στην παρουσία διαφορετικών tRNAs αλλά και σε ενθέσεις (insertions), ελλείψεις 

(deletions) µικρών περιοχών και αντικαταστάσεις (substitutions) ορισµένων 

νουκλεοτιδίων (Stewart and Cavanaugh 2007). 
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1.3.6 Εσωτερική µεταγραφόµενη περιοχή 2 του rrn  

Η εσωτερική µεταγραφόµενη περιοχή 2 εδράζεται µεταξύ του 23S και του 5S 

rRNA (αναφέρεται ως 23S-5S περιοχή ή ITS2), είναι σχετικά µικρότερη σε µέγεθος 

(80-250 bp) από την ITS1 (120-1260 bp) και δεν έχει µελετηθεί επαρκώς στα βακτήρια 

(Chen et al., 2000). 
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Σκοπός 

 

Σκοπός της παρούσας ερευνητικής εργασίας ήταν η ανάλυση των περιοχών 

ITS1 αζωτοδεσµευτικών στελεχών P. stutzeri, τα οποία αποµονώθηκαν από τη 

ριζόσφαιρα καλλιεργούµενων δηµητριακών. Επίσης, στα πλαίσια της παρούσας 

εργασίας, πραγµατοποιήθηκε µια in silico ανάλυση των περιοχών ITS1 καθώς και των 

αλληλουχιών του 5΄ και 3΄ άκρου των τεσσάρων rrn οπερονίων του P. stutzeri Α1501, 

DMS4166 και ATCC17588 για να διερευνηθεί η οµοιότητα ή/και ετερογένεια των rrn 

του P. stutzeri A1501. 
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2. ΥΛΙΚΑ και ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2. 1 Βακτηριακά στελέχη  

Τα υπό µελέτη αζωτοδεσµευτικά βακτηριακά στελέχη αποµονώθηκαν από τη 

ριζόσφαιρα καλλιεργούµενου σιταριού, βρώµης και σίκαλης (Πίνακας 2.1). Η συλλογή 

αυτή των βακτηρίων διατηρείται στο εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής 

Μικροβιολογίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών από την κ. Η. Κεφαλογιάννη 

Επιπλέον χρησιµοποιήθηκαν δύο στελέχη, ως στελέχη αναφοράς, προκειµένου 

να πραγµατοποιηθεί σύγκριση µε τα προαναφερθέντα βακτήρια. Συγκεκριµένα, 

παρελήφθησαν από την εταιρεία Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms 

BCCM™/LMG, σε λυοφιλιωµένη µορφή, το Pseudomonas stutzeri LMG 10652 = You 

A15 και το Pseudomonas stutzeri CMT.9.A (DSMZ 4166) από τη German Collection of 

Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ). 

Οι καλλιέργειες των βακτηρίων διατηρούνται για µεγάλα χρονικά διαστήµατα στο 

κατάλληλο θρεπτικό µέσο (ΝΑ), παρουσία 20% γλυκερόλης στους -80°C. Οι στερεές 

καλλιέργειες διατηρούνται στους 4°C για διάστηµα µερικών εβδοµάδων σε στερεό 

θρεπτικό µέσο ΝΑ. 

Με βάση το 16S rRNA τα στελέχη έχουν ταξινοµηθεί και ανήκουν είτε στο είδος P. 

stutzeri (Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45, Gr46 και Gr50) είτε σε ένα νέο 

είδος Pseudomonas sp.( Πινακας 2.1). 
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Πίνακας 2.1. Στελέχη  τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη 

 

A/A Στέλεχος Τοποθεσία Είδος φυτού Ποικιλία Παρατηρήσεις 

1 Gr16 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

2 Gr 17 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

3 Gr 18 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

4 Gr 19 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

5 Gr 20 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

6 Gr 21 Σκούρτα, Βοιωτίας Triticum durum capeiti P. stutzeri 

7 Gr 45 Θεσσαλονίκη Triticum aestivum Generoso P. stutzeri 

8 Gr 46 Θεσσαλονίκη Triticum aestivum Generoso P. stutzeri 

9 Gr 50 Θεσσαλονίκη Hordeum vulgare Carina P. stutzeri 

10 Gr 57 Κιλελέρ, Θεσσαλία Hordeum vulgare local Pseudomonas sp. 

11 Gr 65  Κιλελέρ, Θεσσαλία Hordeum vulgare local Pseudomonas sp. 

 

2.2 Μοριακές τεχνικές ταξινόµησης βακτηριακών στελεχών 

2.2.1 Αποµόνωση ολικού γονιδιωµατικού DNA από Gram - βακτήρια 

Η αποµόνωση ολικού γονιδιωµατικό DNA πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το GF-1 

Bacterial DNA Extraction Kit. 

• 5 ml θρεπτικού διαλύµατος LB
I
 εµβολιάζονται µε µεµονωµένη αποικία του κάθε, 

υπό µελέτη, στελέχους. Ακολουθεί επώαση, υπό συνεχή ανάδευση, στους 30ºC για 

24 h. 

• 3 ml από την παραπάνω καλλιέργεια µεταφέρονται σε σωλήνα eppendorf, 

ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6000 rpm για 2 min, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται πλήρως και το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται 

σε 100 µl διαλύµατος R1. 

• Εν συνεχεία προστίθενται 10 µl λυσοζύµης
3
 (για Gram

-
 βακτήρια). Ακολουθεί 

επώαση, υπό συνεχή ανάδευση, στους 37 ºC για 20 min. 
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• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 3 min, σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 

υπερκείµενο αποµακρύνεται πλήρως. 

• Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 180 µl διαλύµατος R2 και 20 µl Proteinase 

K (10mg/100µl TE
2
). Το διάλυµα ανακινείται και επωάζεται, υπό συνεχή 

ανάδευση, στους 65 ºC για 20 min. 

• Εάν το δείγµα του DNA εµπεριέχει και υπολείµµατα RNA, προστίθενται επιπλέον 

20 µl RNase
 
A

4
. Ακολουθεί ανακίνηση και επώαση, υπό συνεχή ανάδευση, στους 

37 ºC για 5 min. 

• Προστίθενται 2 όγκοι (440 µl) από το διάλυµα BG. Το διάλυµα ανακινείται και 

επωάζεται, υπό συνεχή ανάδευση, στους 65 ºC για 10 min. 

• Εν συνεχεία το διάλυµα µεταφέρεται προσεκτικά στην ειδική στήλη, όπου 

φυγοκεντρείται στις 13000 rpm για 1 min, σε θερµοκρασία δωµατίου. Το DNA 

προσδένεται στη στήλη και το διάλυµα που διαπερνά αυτή αποµακρύνεται. 

• Προστίθενται 750 µl διαλύµατος έκπλυσης (περιέχει αιθανόλη). Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 1 min, σε θερµοκρασία δωµατίου και το διάλυµα 

που διαπερνά τη στήλη αποµακρύνεται. 

• Η διαδικασία της φυγοκέντρησης επαναλαµβάνεται µέχρι να αποµακρυνθεί 

πλήρως το διάλυµα έκπλυσης, καθώς εµπεριέχει αιθανόλη, η οποία εάν 

παραµείνει µπορεί να παρεµποδίσει περαιτέρω ενζυµικές αντιδράσεις. 

• Το πάνω µέρος της στήλης τοποθετείται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf, όπου 

πραγµατοποιείται η έκλουση του DNA µε προσθήκη 50 µl διαλύµατος 

έκλουσης ή TE
2
 ή ddH2O. 

• Αφού η στήλη σταθεροποιηθεί για 2 min, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 

rpm για 1 min, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Το δείγµα φυλάσσεται στους 4 
ο
C ή στους -20 

ο
C. 
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2.2.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 

2.2.2.1 Αρχή της µεθόδου 

 Οι συµβατικές µέθοδοι µοριακής κλωνοποίησης θεωρούνται εργαλεία in vivo 

πολλαπλασιασµού του DNA. Ωστόσο, µε την ανάπτυξη του συνθετικού DNA 

δηµιουργήθηκε µια νέα µέθοδος γρήγορου πολλαπλασιασµού του DNA in vitro, η 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR). Η τεχνική αυτή (Mullis et al., 1986) 

αποτελεί την πλέον εξειδικευµένη και ευαίσθητη µέθοδο ενίσχυσης αλληλουχιών DNA 

και RNA, in vitro ή και in situ.  

Η βασική αρχή της αντίδρασης PCR βασίζεται σε συγκεκριµένα 

χαρακτηριστικά της αντιγραφής του DNA. Το εκµαγείο DNA αρχικά αποδιατάσσεται 

σε θερµοκρασία 94 °C σε δύο µονόκλωνες αλυσίδες. Εν συνεχεία, δύο κατάλληλα 

σχεδιασµένα, µονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές), τα οποία καθορίζουν τα 

σηµεία έναρξης της αντιγραφής, υβριδίζονται µε το εκµαγείο, ένα µε κάθε αλυσίδα. 

Κατά τον σχεδιασµό των εκκινητών, θα πρέπει να λαµβάνονται υπ’όψιν τα παρακάτω: 

 

• Το µέγεθος των εκκινητών (15-30 νουκλεοτίδια) θα πρέπει να είναι τέτοιο, 

ώστε η θερµοκρασία για τον υβριδισµό τους στο DNA να κυµαίνεται σε λογικά 

πλαίσια 

• Η αλληλουχία του κάθε εκκινητή να είναι µοναδική και να υβριδίζεται σε µια 

µόνο περιοχή του DNA  

• Η δοµή των εκκινητών δεν θα πρέπει να είναι δευτεροταγής. Στην αντίδραση 

PCR, όπου χρησιµοποιείται ζεύγος εκκινητών δε θα πρέπει τα 3΄ άκρα τους να 

είναι συµπληρωµατικά 

• Η σύνθεση των βάσεων των εκκινητών θα πρέπει να είναι περίπου 50% σε GC 

και 50% σε ΑΤ 

• Ο κάθε εκκινητής θα πρέπει να περιέχει στα άκρα του G ή C 

• Στην περίπτωση όπου οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών δεν είναι 

πλήρως συµπληρωµατικές µε το DNA, η µετάλλαξη ή οι µεταλλάξεις είναι 
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συνήθως στο κέντρο του εκκινητή ή τουλάχιστον 12 νουκλεοτίδια από το 3΄ 

άκρο. 

Ακολούθως, µια θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση χρησιµοποιεί ως µήτρα το 

µονόκλωνο DNA για τη σύνθεση µιας καινούργιας συµπληρωµατικής αλυσίδας κατά 

την κατεύθυνση 5΄-3΄, ξεκινώντας από το τµήµα του µορίου το οποίο είναι δίκλωνο. 

Για τη συγκεκριµένη σύνθεση απαραίτητη είναι η παρουσία µίγµατος νουκλεοτιδίων 

και ιόντων Mg 2+ .  

Αρχικά για την PCR χρησιµοποιήθηκε η DNA πολυµεράση του E. coli. Εξαιτίας 

της θερµοαισθησίας του προαναφερθέντος ενζύµου και της καταστροφής του στις 

θερµοκρασίες που απαιτούνται για την αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων DNA, 

συνήθως χρησιµοποιείται η DNA πολυµεράση, η οποία έχει αποµονωθεί από το 

βακτήριο Thermus aquaticus και παρουσιάζει άριστη θερµοκρασία δραστηριότητας 

στους 72 °C. Η δραστηριότητα, της αναφερόµενης ως Taq πολυµεράσης, παραµένει σε 

υψηλά επίπεδα κατόπιν επανειληµµένης αύξησης της θερµοκρασίας στους 94 °C. Οι 

νεοσυντιθέµενες αλυσίδες µπορεί να επεκτείνονται πέρα από την αλληλουχία βάσεων 

που ορίζεται από τον άλλον εκκινητή και ως εκ τούτου, δηµιουργούνται νέες θέσεις 

υβριδισµού των εκκινητών. Εν συνεχεία, οι αρχικές αλυσίδες καθώς και οι 

νεοσυντιθέµενες, αφού πρώτα αποδιαταχθούν µε θέρµανση στου 94 °C, χρησιµεύουν 

εκ νέου ως µήτρες αντιγραφής όπου θα υβριδιστούν οι εκκινητές. Εάν αυτός ο κύκλος 

επαναληφθεί (ν) φορές, το τελικό αποτέλεσµα θα είναι η σύνθεση 2
ν
 δίκλωνων µορίων 

DNA που αποτελούν αντίγραφα της αλληλουχίας µεταξύ των δύο εκκινητών, 

συµπεριλαµβάνοντας και τις αλληλουχίες των εκκινητών στα άκρα τους. Η εκθετική 

αυτή συσσώρευση των προϊόντων της αντίδρασης πραγµατοποιείται εφόσον δεν 

υφίστανται περιοριστικοί παράγοντες, όπως η έλλειψη νουκλεοτιδίων και εκκινητών 

και η παραγωγή παρεµποδιστικών ουσιών που θα µπορούσαν να επηρεάσουν την 

λειτουργία της πολυµεράσης. Η εξειδίκευση του προϊόντος εξαρτάται, τόσο από την 

θερµοκρασία υβριδισµού, όσο και από την εξειδίκευση των θέσεων υβριδισµού των 

συγκεκριµένων εκκινητών στην µήτρα του DNA. 

 

 

2.2.2.2 Ενίσχυση τµήµατος DNΑ (PCR) 
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) χρησιµοποιήθηκε για την 

ενίσχυση τµηµάτων DNA, απευθείας από το DNA των υπό µελέτη βακτηριακών 

στελεχών, µε τη χρήση κατάλληλα σχεδιασµένων εκκινητών. Η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία των εκκινητών αναφέρεται στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων ( κεφάλαιο 

3). 

Οι ακριβείς συνθήκες πραγµατοποίησης µιας τυπικής αντίδρασης PCR 

προσαρµόζονται στις  απαιτήσεις του εκάστοτε πειράµατος. Η ποσότητα της µήτρας 

DNA, που προστίθεται κάθε φορά, εξαρτάται από την πηγή προέλευσής του. 

Συγκεκριµένα, στην περίπτωση γονιδιωµατικού DNA χρησιµοποιείται ποσότητα 40-50 

ng. Επίσης, η θερµοκρασία υβριδισµού των εκκινητών εξαρτάται από τη θερµοκρασία 

τήξεώς τους (Τm) (συνήθως είναι 5 °C κάτω από αυτήν). Οι ακριβείς συνθήκες, υπό τις 

οποίες τελούνταν οι αντιδράσεις της PCR για το κάθε γονίδιο που µελετήθηκε στην 

παρούσα έρευνα, αναφέρονται στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων ( κεφάλαιο 3).  

 

 

Μια τυπική αντίδραση PCR λαµβάνει χώρα ως εξής:  

 

Σε ειδικό σωλήνα eppendorf (100µl) προστίθενται: 

 

  

1. Γονιδιωµατικό DNA              50 ng 

2. Εκκινητής ευθείας κατεύθυνσης (Forward) (10µM)            1 µl 

3. Εκκινητής αντίστροφης κατεύθυνσης (Reverse) (10µM)           1 µl 

4. Μίγµα dNTPs (10mM)                         1 µl 

5. 10x PCR ρυθµιστικό διάλυµα
11

                          5 µl 

6. DMSO                              2µl 

7. Taq DNA πολυµεράση (1unit/µl)
1
            0.5µl 
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Οι συνθήκες πραγµατοποίησης µιας τυπικής αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

είναι:  

 

Αρχική αποδιάταξη   94 
ο
C για 2-4 min 

Αποδιάταξη    94 
ο
C για 1 min 

Υβριδισµός εκκινητών            45-65 
ο
C για 1 min  

Επιµήκυνση                     72 
ο
C για 1 min / 1,3-15 kb αναµενόµενου προϊόντος  

Τελική επιµήκυνση   72 
ο
C για 5-10 min. 

 

Το πρόγραµµα το οποίο χρησιµοποιείται για την PCR προγραµµατίζεται στη συσκευή 

του ειδικού θερµικού κυκλοποιητή. 

 

Οι εκκινητές που χρησηµοποιήθηκαν για την ενίσχυση της περιοχής ITS1 είναι οι εξής: 

 

A1F (Rrn16S f: 5’ GAAGTCGTAACAAGG) 

A2R (Rrn23S R: CAAGGCATCCACCGT) 

 

2.2.3 Ανάλυση δεοξυριβονουκλεϊκών οξέων σε πηκτή αγαρόζης 

Ο διαχωρισµός των δεοξυριβονουκλεϊκών οξέων, βάσει του µεγέθους και της 

διαµόρφωσής τους, πραγµατοποιείται µέσω της διαδικασίας ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

αγαρόζης. Στην περίπτωση διαχωρισµού γραµµικών µορίων DNA, ο διαχωρισµός είναι 

ανάλογος του µεγέθους τους. Το εύρος µεγεθών που µπορούν να διαχωριστούν σε 

πηκτή αγαρόζης εξαρτάται από τη συγκέντρωση της αγαρόζης και κυµαίνεται από 0,1-

100 kb.  

Τα τµήµατα DNA γίνονται ορατά µε την προσθήκη βρωµιούχου αιθιδίου
6
, το 

οποίο έχει την ιδιότητα να παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων του DNA και να 

φθορίζει παρουσία υπεριώδους ακτινοβολίας. 

 

Η προετοιµασία της πηκτής και των δειγµάτων γίνεται ως εξής: 

 

35 κύκλοι 
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• Ποσότητα αγαρόζης αναµιγνύεται, σε κωνική φιάλη Erlenmeyer, µε ορισµένο 

όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος ηλεκτροφόρησης 1x TAE
5
. Στην παρούσα 

µελέτη, χρησιµοποιήθηκε συγκέντρωση πηκτής αγαρόζης 1% και 3% (w/v), µε 

εύρος διαχωρισµού γραµµικών µορίων DNA από 0,3-10kb. 

• Ακολουθεί σταδιακή θέρµανση του µίγµατος σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι η 

αγαρόζη να διαλυθεί. 

• Η θερµοκρασία του διαλύµατος αφήνεται να φτάσει έως τους 60°C και αφού 

προστεθεί διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου
6
, τελικής συγκέντρωσης 0,5mg/ml, 

αφήνεται να στερεοποιηθεί σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης, σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στη συσκευή προσαρµόζεται η κατάλληλη «χτένα» 

έτσι ώστε να σχηµατισθούν, στην πηκτή, τα βοθρία φόρτωσης. 

• Εν συνεχεία η χτένα αποµακρύνεται από την πηκτή. Η συσκευή συµπληρώνεται 

µε διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1x ΤΑΕ 
5
 έτσι ώστε η πηκτή να παραµείνει 

βυθισµένη 1-2mm από την επιφάνεια του. 

• Ακολουθεί ανάµιξη των δειγµάτων νουκλεϊνικών οξέων µε ρυθµιστικό διάλυµα 

φόρτωσης (1/10 του όγκου loading buffer)
7
 και τα δείγµατα τοποθετούνται στα 

βοθρία φόρτωσης  

• Τέλος στα άκρα της πηκτής εφαρµόζεται κατάλληλη τάση, η οποία δεν 

υπερβαίνει τα 60 Vcm
-1

. 

2.2.4 Aνάκτηση κλάσµατος δεοξυριβονουκλεϊκών οξέων από πηκτή 

αγαρόζης 

Η ανάκτηση κλάσµατος DNA από πηκτή αγαρόζης, πραγµατοποιήθηκε 

σύµφωνα µε το QIAquick Gel Extraction Kit της QIAGEN™. 

 

• Το τµήµα της πηκτής αγαρόζης το οποίο φέρει την επιθυµητή ζώνη DNA, 

αποµονώνεται µε τη χρήση νυστεριού. Εν συνεχεία τοποθετείται σε σωλήνα 

τύπου eppendorf, ζυγίζεται και προστίθενται 3 όγκοι ρυθµιστικού διαλύµατος 

QG (3 µl QG/mg πηκτής ). 
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• Ακολουθεί επώαση του δείγµατος στους 50 
ο
C για 10 min (ανά 2-3min 

ανακινείται) µέχρι να διαλυτοποιηθεί η αγαρόζη. Εάν χρειαστεί παρατείνεται ο 

χρόνος επώασης. 

• Στο διάλυµα προστίθεται ένας όγκος ισοπροπανόλης (1 µl  ισοπροπανόλης/mg 

πηκτής). 

• Το µίγµα ανακινείται ήπια, µεταφέρεται σε φορτισµένη στήλη QIAQuick Spin 

και φυγοκεντρείται στις 13000 rpm για 1 min 

• Το DNA προσδένεται στην στήλη και το διάλυµα που διαπέρασε αυτήν 

αποµακρύνεται. 

• Ακολουθεί πλύση της στήλης µε προσθήκη 750 µl διαλύµατος QG και 

φυγοκένρηση στις 13000 rpm για 1 min. 

• Το διάλυµα που διαπέρασε την στήλη αποµακρύνεται και η διαδικασία της 

φυγοκέντρησης επαναλαµβάνεται για 1 min. 

• Η στήλη µεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf και το DNA εκλούεται 

µε την προσθήκη 30 µl ddH2O ή διαλύµατος EB. 

• Αφού η στήλη σταθεροποιηθεί για 1 min, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 

rpm για 1 min 

• Το δείγµα φυλάσσεται στους -20
ο
C. 

 

2.2.5 Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊνικών 

οξέων 

Ο προσδιορισµός τόσο της συγκέντρωσης όσο και της καθαρότητας των 

νουκλεϊνικών οξέων σε υδατικό διάλυµα, πραγµατοποιείται φωτοµετρικά µε τη χρήση 

φασµατοφωτοµέτρου µικροποσοτήτων (NanoDrop® ND1000 Spectrophotometer). 

Πριν από τη µέτρηση, επιλέγεται από τον χειριστή το αντίστοιχο λογισµικό της 

συσκευής (DNA). 
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• Για τον µηδενισµό του οργάνου χρησιµοποιείται ποσότητα 1µl του εκάστοτε 

διαλύτη (H2O ή ΤΕ
2
). 

• Ποσότητα δείγµατος 1µl φωτοµετρείται και λαµβάνονται οι λόγοι OD260/OD280 

και OD260/OD230, βάσει των οποίων εκτιµάται η καθαρότητα των δειγµάτων των 

νουκλεϊνικών οξέων 

• Όταν ο λόγος OD260/OD280 είναι 1,8 (περίπου) το δείγµα θεωρείται 

ικανοποιητικής καθαρότητας. Μικρότερες τιµές της προαναφερθείσας 

αποτελούν ένδειξη παρουσίας προσµίξεων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η 

παρουσία πρωτεϊνών, φαινόλης ή άλλων ουσιών οι οποίες απορροφούν στα 

280nm 

• Ένα δεύτερο µέτρο καθαρότητας νουκλεϊνικών οξέων αποτελεί ο λόγος 

OD260/OD230. Σε δείγµατα υψηλής καθαρότητας ο συγκεκριµένος λόγος 

κυµαίνεται µεταξύ 1,8 και 2,2, έχει δηλαδή τιµές υψηλότερες του OD260/OD280. 

Μικρότερες τιµές αποτελούν ένδειξη παρουσίας προσµίξεων. 

 

2.2.6 Υποκλωνοποίηση τµηµάτων DNA σε πλασµιδιακό φορέα 

2.3.6.1 Χαρακτηριστικά πλασµιδιακού φορέα 

Ο πλασµιδιακός φορέας ο οποίος χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη είναι 

ο pGEM-T Εasy (Promega) (Εικόνα 2.1). Σκοπός της χρήσης του, είναι η 

υποκλωνοποίηση των τµηµάτων DNA, προκειµένου να καταστεί ευκολότερος ο 

χειρισµός τους και να επιτραπεί ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεών τους και 

γενικότερα ο χαρακτηρισµός τους.  

Όσον αφορά τα χαρακτηριστικά του προαναφερθέντος φορέα, αναφέρεται ότι οι 

πλασµιδιακοί φορείς pGEM-T διαθέτουν µια αρχή αντιγραφής (ori) και τµήµα του 

γονιδίου lacZ του E. coli, που κωδικοποιεί για το α-πεπτίδιο του ενζύµου β-

γαλακτοζιδάση. Επιπλέον, φέρουν µια πολλαπλή θέση κλωνοποίησης (πολυσυνδέτης) 

εντός του γονιδίου lacZ καθώς και τους προαγωγείς της RNA πολυµεράσης, Τ7 και 

SP6, οι οποίοι βρίσκονται ένθεν και ένθεν του πολυσυνδέσµου. Το γονίδιο της β-

γαλακτοζιδάσης βρίσκεται υπό τον µεταγραφικό έλεγχο των παραπάνω προαγωγέων, 
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Εικόνα 2.1. Χάρτης πλασµιδιακού φορέα PGEM-T easy (Promega) 

ενώ η µεταγραφή µπορεί να επάγεται παρουσία του χηµικού αναλόγου της λακτόζης 

IPTG (ισοπροπυλοθειογαλακτοζίδιο). Η β-γαλακτοζιδάση µεταβολίζει την οργανική 

ένωση X-gal, παράγοντας µια αδρανή ουσία µπλε χρώµατος. Η ένθεση ξένου DNA 

στην περιοχή του πολυσυνδέτη ωστόσο, διακόπτει τη µεταγραφή του γονιδίου lacZ, µε 

αποτέλεσµα την αδυναµία µεταβολισµού της X-gal. 

Τέλος, οι συγκεκριµένοι φορείς φέρουν γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

αµπικιλλίνη, γεγονός το οποίο επιτρέπει την επιλογή των µετασχηµατισµένων 

βακτηριακών κυττάρων.  
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1. DNA πλασµιδιακός φορέας                        1 µl 

2. DNA ένθεσης               1 µl 

3. 10x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης
8
            1 µl 

4. Ένζυµο λιγάση T4 (1 unit/µl)            1 µl 

5. ddΗ2Ο               6 µl 

2.2.6.2 Ενσωµάτωση τµηµάτων DNA µε τυφλά άκρα στον πλασµιδιακό 

φορέα (ligation) 

Λόγω των κολλωδών άκρων των τµηµάτων DNA τα οποία προκύπτουν από την 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιείται για την κλωνοποίησή 

τους ο πλασµιδιακός φορέας pGEM-T easy (Promega) (Εικόνα 2.1). Ο φορέας έχει 

υποστεί πέψη µε το ένζυµο περιορισµού EcoRI και στα τυφλά άκρα που 

δηµιουργήθηκαν προστέθηκαν βάσεις θυµίνης, αφενός για να αποφευχθεί η 

επανασυγκόλλησή τους, αφετέρου για να βελτιωθεί η ενσωµάτωση του ένθετου 

τµήµατος στον πλασµιδιακό φορέα. 

  Στην αντίδραση ενσωµάτωσης (ligation), για τη µεγιστοποίηση της 

πιθανότητας δηµιουργίας ανασυνδυασµένων πλασµιδίων, η αναλογία των µορίων του 

πλασµιδιακού φορέα και του προς ένθεση τµήµατος DNA ρυθµίζεται στο 1:3. Η 

αραίωση τόσο του φορέα όσο και του ένθετου DNA γίνεται µε τρόπο ώστε να 

διευκολύνεται η επίτευξη της απαιτούµενης αναλογίας. 

Σε αντίδραση ενσωµάτωσης τελικού όγκου 10 µl αναµιγνύονται: 

 

 

 

 

 

Η αντίδραση λαµβάνει χώρα σε θερµοκρασία δωµατίου ή 4 °C για 3h ή 16h αντίστοιχα. 

 

2.2.7 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων Escherichia coli 

2.2.7.1 Υγρές και στερεές καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων Ε. coli 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος E. coli XL-Blue, το οποίο 

καλλιεργήθηκε σε υγρό ή στερεό θρεπτικό µέσο LΒ
I
, παρουσία κατάλληλου 

αντιβιοτικού (παραρτήµατα Β’). Η ανάπτυξή του πραγµατοποιήθηκε κατόπιν επώασης 
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στους 37°C για 16h. Στην περίπτωση υγρής καλλιέργειας, η επώαση τελούνταν υπό 

ανάδευση. 

 

2.2.7.2 ∆ηµιουργία βακτηριακών κυττάρων Ε. coli δεκτικών για 

µετασχηµατισµό (Competent cells) 

• 10 ml LB
I
 θρεπτικού υλικού εµβολιάζονται µε µια αποικία E. coli (στέλεχος 

XL-blue) και επωάζονται, υπό συνεχή ανάδευση, για περίπου 18 h στους 37
ο
C. 

• 2 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιµοποιούνται για τον εµβολιασµό 200 ml 

αποστειρωµένου θρεπτικού υλικού LB
I
. Ακολουθεί επώαση, υπό συνεχή 

ανάδευση, στους 37
ο
C για 2 h, εωσότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας 

να κυµαίνεται από 0.3-0,4 (O.D.600=0,3-0,4). 

•  Οι χειρισµοί που ακολουθούν πραγµατοποιούνται στους 4
ο
C.  

•  Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 6000 rpm για 10 min. 

•  Το ίζηµα των κυττάρων αφού επαναδιαλύεται µε ήπια ανάδευση σε 50 ml 

διαλύµατος 0,1 M MgCl2, φυγοκεντρείται στις 6000 rpm για 10 min. 

• Το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 25 ml διαλύµατος 0,1 M CaCl2 και 

διατηρείται σε πάγο για 20 min.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6000 rpm για 

10 min. 

•  Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 10 ml διαλύµατος 0,1 M CaCl2και προστίθεται 

γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 20% (v/v). 

•  Τα κύτταρα αφού διαµοιραστούν σε σωλήνες τύπου eppendorf φυλάσσονται 

στους -80 
ο
C. 
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2.2.7.3 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli µε πλασµίδιο 

• Σε σωλήνα τύπου eppendorf µεταφέρονται, µέσα σε πάγο, 100 µl, δεκτικά 

για µετασχηµατισµό κύτταρα Escherichia coli 

• Προστίθενται 10-100 ng πλασµιδιακού DNA (αφότου τα κύτταρα 

ξεπαγώσουν), σε όγκο ο οποίος δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1/10 του όγκου 

των προς µετασχηµατισµό κυττάρων.  

• Ακολουθεί επώαση του µίγµατος κυττάρων-πλασµιδιακού DNA,  στον πάγο 

για 30 min. 

• Η είσοδος του πλασµιδίου στα κύτταρα, επιτυγχάνεται µε την υποβολή τους σε 

θερµικό σοκ (Heat-Shock) στους 42 
ο
C για 1 min και την απ’ ευθείας µεταφορά 

τους, στη συνέχεια, στον πάγο.  

• Προστίθενται 200 µl θρεπτικού διαλύµατος LB
I
 και τα δείγµατα επωάζονται 

στους 37
ο
C για 1 h. 

• Τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό LB
I
 και 

κατάλληλο αντιβιοτικό (αµπικιλλίνη για τον φορέα pGEM-T easy), ώστε να 

επιτευχθεί η επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων. 

• Στην περίπτωση όπου σκοπός είναι η επιλογή αποικιών που φέρουν 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, προστίθενται στα κύτταρα 10µl  διαλύµατος 

IPTG 100mM
9
 και 50µl διαλύµατος 2%

10
 (w/v) X-Gal. Οι αποικίες που 

φέρουν ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, λόγω της διακοπής του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για τη β-γαλακτοζιδάση από το ένθεµα, εµφανίζονται λευκές. 

Αντίθετα, οι αποικίες µε µη ανασυνδυασµένα πλασµίδια, λόγω της δράσης 

του ενζύµου, εµφανίζουν µπλε χρώµα. 

•  Τέλος, τα τριβλία µε το θρεπτικό µέσο και τα κύτταρα επωάζονται τους 

37
ο
C για 18 h. 



Π-Α. Κατινάκη 2012 

   43 

 

2.2.8 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από µετασχηµατισµένα κύτταρα 

E. coli 

Στην παρούσα µελέτη η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από 

µετασχηµατισµένα κύτταρα E. coli πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του QIAprep Spin 

Miniprep Kit της QIAGEN™ σύµφωνα µε την εξής διαδικασία: 

• 5 ml θρεπτικού διαλύµατος LB
I
 που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό-

αµπικιλλίνη, εµβολιάζονται µε µεµονωµένη αποικία κυττάρων E.coli, τα 

οποία έχουν µετασχηµατισθεί µε το προς αποµόνωση πλασµίδιο. Ακολουθεί 

επώαση, υπό συνεχή ανάδευση, στους 37
ο
C για 16 h. 

• 3 ml από την παραπάνω καλλιέργεια µεταφέρονται σε σωλήνα τύπου 

eppendorf και φυγοκεντρούνται στις 6000 rpm για 5min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται πλήρως και το βακτηριακό ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 250 µl διαλύµατος P1, το οποίο εµπεριέχει RNase A. 

• Προστίθενται 250 µl διαλύµατος P2 (περιέχει NaOH), το διάλυµα 

ανακινείται απαλά και αφήνεται σε ηρεµία σε θερµοκρασία δωµατίου για 

περίπου 5 min. Στο στάδιο αυτό πραγµατοποιείται η λύση των κυττάρων. 

• Προστίθενται 350 µl διαλύµατος Ν3 (περιέχει οξικό οξύ και υδροχλωρική 

γουανιδίνη), ακολουθεί ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 10 

min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και µεταφέρεται σε στήλη 

QIAprep. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 1 min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

• Σε αυτό το στάδιο το πλασµιδιακό DNA έχει προσδεθεί στην στήλη και το 

διάλυµα που την έχει διαπεράσει αποµακρύνεται. 

• Προστίθενται 350 µl διαλύµατος ΡΕ (περιέχει αιθανόλη). Aκολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 1 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 
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διάλυµα που διαπερνά την στήλη αποµακρύνεται και η διαδικασία της 

φυγοκέντρησης επαναλαµβάνεται, ώστε να αποµακρυνθεί τελείως το 

διάλυµα PE καθώς περιέχει αιθανόλη, η οποία εάν παραµείνει µπορεί να 

παρεµποδίσει περαιτέρω ενζυµικές αντιδράσεις. 

• Το πάνω µέρος της στήλης τοποθετείται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf και 

ακολουθεί έκλουση, του προσδεµένου στη στήλη DNA, µε την προσθήκη 30 

µl διαλύµατος EB (10mM Tris-HCl, pH= 8,5) ή ddH2O και αφήνεται σε 

ηρεµία για 1 min. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 1 min. 

• To δείγµα φυλάσσεται στους -20
ο
C. 

 

2.2.9 Πέψη DNA µε χρήση ενζύµων (ενδονουκλεασών) περιορισµού 

Οι πέψεις των δειγµάτων DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 

πραγµατοποιούνται σε τελικό όγκο ο οποίος εξασφαλίζει την πραγµατοποίηση των 

αντιδράσεων. Τόσο η ποσότητα και η καθαρότητα του DNA, όσο και η ποσότητα του 

ενζύµου περιορισµού, καθορίζουν το συγκεκριµένο όγκο. Συνήθως κυµαίνεται µεταξύ 

20 µl-100 µl. 

 Η διαδικασία έχει ως εξής: 

 

• Σε σωλήνα τύπου eppendorf τοποθετούνται: το δείγµα DNA, η ενδονουκλεάση 

περιορισµού καθώς και το ρυθµιστικό διάλυµα το οποίο απαιτείται για την 

δράση του ενζύµου. Συνήθως χρησιµοποιείται µία µονάδα ενζύµου (1 unit) για 

κάθε µικρογραµµάριο δείγµατος DNA. Εάν το δείγµα του DNA εµπεριέχει και 

υπολείµµατα RNA, προστίθεται επιπλέον και RNAse A
4
. Τέλος προστίθεται 

ddH2O µέχρι τον επιθυµητό όγκο.  

• Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η ενδονουκλεάση περιορισµού EcoRI µε 

αλληλουχία αναγνώρισης G/AATTC (όπου /: ορισµός σηµείου πέψεως στην 

αλληλουχία) και βέλτιστη θερµοκρασία δράσης στους 37 °C. 

Σε µια τυπική αντίδραση πέψης τελικού όγκου 30 µl αναµιγνύονται: 
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• Το δείγµα αναµιγνύεται καλά και επωάζεται σε κατάλληλη θερµοκρασία για 3-4 

h.  

• Μετά το πέρας της αντίδρασης τα προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης. 

 

 

2.2.10 Αλληλούχιση νουκλεοτιδικών ακολουθιών (sequencing) 

           Πλασµιδισκό DNA που αποµονώθηκε µε τη µέθοδο του QIAprep Spin Miniprep 

Kit της QIAGEN™, εστάλη για αυτόµατη αλληλούχηση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας στην εταιρεία MWG (Germany). Για κάθε κλώνο παρελήφθησαν 750-

900bp και επεξεργάστηκαν µε το πρόγραµµα DNAStar ως προς την εύρεση τµηµάτων 

που έχουν υποκλωνοποιηθεί στον φορέα pGEM-Teasy, δηλαδή εντοπισµός των 

εκκινητών που οριοθετούν το τµήµα του DNA που έχει υποκλωνοποιηθεί. 

 

2.2.11 Σύγκριση αλληλουχιών και φυλογενετική ανάλυση 

Στην παρούσα ερευνητική µελέτη, η αναζήτηση της ταυτότητας των υπό µελέτη 

αλληλουχιών πραγµατοποιήθηκε µε σύγκριση αυτών, µε τις διαθέσιµες αλληλουχίες 

της βάσης δεδοµένων GenBank, χρησιµοποιώντας τη µηχανή αναζήτησης BLAST 

(Basic Local Alignment Tool) του NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) .  

Η ευθυγράµµιση των υποκλώνων των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, 

πραγµατοποιήθηκε µέσω του αλγόριθµου πολλαπλής ευθυγράµµισης Clustal W 

(Thompson et al., 1994), του προγράµµατος Lasergene 7.0.  

1. ∆ιάλυµα DNA 1 µg (σε H2O ή ΤΕ
2
)    έως 10µl 

2. Ένζυµο περιορισµού (1 unit/µl)            1 µl 

3. 10x ρυθµιστικό διάλυµα ενζύµου            3 µl 

4. RNAse A
4
 (1 mg/ml)                                 0,5 µl 

5. ddH2O        έως τελικό όγκο 30 µl 
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Η εκτίµηση των εξελικτικών αποστάσεων των νουκλεοτιδικών και αµινοξικών 

αλληλουχιών, πραγµατοποιήθηκε µέσω της µεθόδου Maximum Composite Likelihood 

(Tamura et al., 2011).  

Τα φυλογενετικά δέντρα κατασκευάστηκαν µε τη µέθοδο Neighbor-Joining 

(Saitou και  Nei, 1987), µέσω του προγράµµατος MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011). Η αξιοπιστία και η σταθερότητα των σχέσεων 

του δενδρογράµµατος εκτιµήθηκε µέσω 1000 bootstrap δειγµάτων.  

 

 

 

 



Π-Α. Κατινάκη 2012 

   47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3. 1 Φυλογενετική ανάλυση των στελεχών Pseudomonas stutzeri τα 

οποία αποµονώθηκαν από την ριζόσφαιρα δηµητριακών 

 

Στοίχιση των διαθέσιµων αλληλουχιών (Pair-wise alignment) του 16S rRNA των P. 

stutzeri τα οποία αποµονώθηκαν από την ριζόσφαιρα δηµητριακών έδειξε ότι οι 

αλληλουχίες 16S rRNA των στελεχών Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45, 

Gr46 και Gr50 παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία (<99.4 %) µε το 16S rRNA των 

τυπικών στελεχών της P. stutzeri. Οι αλληλουχίες όµως του 16S rRNA των στελεχών  

Gr57  και Gr65 παρόλο που είναι σχεδόν πανοµοιότυπες (οµολογία <99.8%) µεταξύ 

τους, η οµολογία τους µε τα τυπικά στελέχη του P. stutzeri καθώς και µε 

αζωτοδεσµευτικά στελέχη αναφοράς, P. stutzeri Α1501  και P. stutzeri DMS 4166, 

αποκλίνει σηµαντικά. Η απόκλιση αυτή κυµαίνεται από 2.7% έως 3.3%. Το γεγονός 

αυτό καταδεικνύει ότι πιθανά τα στελέχη αυτά ανήκουν σε ένα είδος συγγενές στο P. 

stutzeri. Φυλογενετική ανάλυση µε βάση τις αλληλουχίες του 16S rRNA όλων των υπό 

διερεύνηση στελεχών (Gr16, Gr17 Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr545, Gr46, Gr50, Gr57 

και Gr65) επιβεβαίωσε ότι τα στελέχη Gr16, Gr17 Gr18, Gr19, Gr20,  Gr21, Gr45, 

Gr46 οµαδοποιούνται µε τα τυπικά στελέχη του P. stutzeri ενώ τα στελέχη Gr57 και 

Gr65 φαίνεται να αποτελούν ένα νέο είδος του γένους Pseudomonas (Εικόνα 3.1). 
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 A1501 (CP000304)P. stutzeri 

 Gr46

 Gr50

  DSM 4166 (CP002622)P. stutzeri

 Gr16

 ATCC17588= LMG1119 (CP002881)P. stutzeri 

 Gr18

  ATTC 17594 (AY90560)P. stutzeri

 CCUG11256T (U26262) P. stutzeri 

 Gr20

 Gr21

 Gr45

 Gr17

 Gr19

  DNSP21 (PSU26414) P. stutzeri

 strain SA1 (DQ059546)P. stutzeri 

  ZoBell (PSU65012) P.stutzeri

  M16-9-4 (HM030754)P. stutzeri

  JM300 (PSU58661)P. stutzeri

  KC (AF067960) P. stutzeri

  AN11 (PSU25280) P. stutzeri

  CLN100 (AJ544240) P. stutzeri

  DSM6803P. balearica
T
(NR025972)

  (U26518)P. balearica

  strain ZQP5 (GU384228)P. aeruginosa

  6H33b (AB189452)P. azotifigens
T

 LMG1242  (Z76651)P. aeruginosa 
T

  ATCC10145 (Af094713)P. aeruginosa

  X1402-1 (HM137027)P. aeruginosa

  X1109 (HM137025)P. aeruginosa

  A2 (GU447236)P. pseudoalcaligenes

  strain S178S (JF513150)P. mendocina

 Gr57

 Gr65

  ATCC17642 (AF094744)P. putida

  DSM 14936  (AJ492829)P. poae
T

  DSM50090  (Z76662)P. fluorescens
T

 pv  (AE016853)P. syringae tomato

 pv.   ATCCP. syringae savastanoi

  DSM 14939  (AJ492828)P. congelans
T
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33
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35
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16

49

44

0.005

16S rRNA

 

 

 

Εικόνα 3.1. Φυλογενετικό δένδρο των υπό µελέτη στελεχών και στελεχών αναφοράς 

κατασκευασµένο µε βάση τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες τµήµατος του γονιδίου 16S 

rRNA. Ως στελέχη αναφοράςχρησιµοποιήθηκαν τυπικά στελέχη των P. stutzeri, P. mendocina, 

P. fulva, P. aeruginosa, P. syringae και P. fluorescens, P. putida, P. congelans, P. balearica. Οι 

εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Maximun Composite Likelihood (Tamura 

et al., 2011) και η κλίµακα αντιπροσωπεύει τον αριθµό υποκαταστάσεων ανά θέση. 
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3.2. Ανάλυση µε βάση το µέγεθος της περιοχής ITS1 των 

αζωτοδεσµευτικών στελεχών P. stutzeri 

Με σκοπό την ενίσχυση της περιοχής η οποία εδράζεται µεταξύ των 16S και 23S 

γονίδιων και αναφέρεται ως ενδοριβοσωµική περιοχή (internal transcribed spacer, 

ΙΤS1) των υπό µελέτη στελεχών σχεδιάστηκαν κατάλληλοι εκκινητές βάσει των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του 3΄-άκρου του 16S rRNA και του 5΄-άκρου του 23S 

rRNA. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η PCR-αντίδραση µε εκµαγείο το 

γονιδιωµατικό DNA όλων των στελεχών. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι στα 

περισσότερα στελέχη ενισχύθηκε ένα µόνο προϊόν PCR ενώ στα στελέχη A15 και 

Gr50, εµφανίστηκαν δύο ζώνες (η µικρότερη, που ονοµάστηκε ITS1S και µία 

µεγαλύτερη που ονοµάστηκε ITS1L) διαφορετικής έντασης (η ITS1S εµφανίζεται 

περισσότερο έντονη από την ITS1L). Στα στελέχη P. stutzeri CMT.9.A, Gr16, Gr17, 

Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45 και Gr46 διαπιστώθηκε η παρουσία µίας µόνο ζώνης ως 

προϊόν PCR, η οποία είχε µέγεθος ίδιο µε αυτό των ζωνών ITS1S των P. stutzeri A15 

και Gr50 (Εικόνα 3.2). Στα στελέχη Gr57 και Gr65 εντοπίστηκε µόνο µια ζώνη, η οποία 

έχει µέγεθος λίγο µεγαλύτερο από το ITS1L  των στελεχών P. stutzeri A15 και Gr50.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 3.2. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων ενίσχυσης PCR της ITS1 περιοχής µε 

εκµαγείο το ολικό γονιδιωµατικό DNA των στελεχών 1: P. stutzeri A15(1501), 2: P. stutzeri 

CMT.9.A (DMS4166), 3-10: P. stutzeri  Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr46 και Gr50. 

(Μ= µάρτυρας µοριακών µεγεθών λ DNA HindIII και φΧ174 DNA HaeIII). 
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3. 2. Ανάλυση της νουκλεοετιδικής αλληλουχίας των 

περιοχών ITS1  

Μελετώντας τις οµοιότητες και/ή τις διαφορές σε µεγέθη και αριθµό ζωνών των 

περιοχών ITS1 ανακύπτει το ερώτηµα της οµοιότητας µεταξύ των νουκλεοτιδικών τους 

αλληλουχιών. Το προϊόν της ενίσχυσης µε PCR υποκλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό 

φορέα pGEM-Τ Easy και πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας του. Οι ακολουθίες αυτές επεξεργάστηκαν έτσι ώστε να αποµακρυνθούν 

οι πλεονάζουσες βάσεις του 3΄-άκρου του 16S rDNA γονιδίου και του 5΄-άκρου του 23 

rDNA γονιδίου, έτσι ώστε να παραµείνει αποκλειστικά µόνο η αλληλουχία της 

περιοχής ΙΤS1. Με την ολοκλήρωση των αναλύσεων των ΙΤS1S ή/και των ITS1L 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών όλων των στελεχών διερευνήθηκε κατ’ αρχήν η 

παρουσία γονίδιων tRNAs µέσω του προγράµµατος tRNAscan (Lowe και Eddy 1997). 

Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι η περιοχή ΙΤS1L και η ΙΤS1S φέρουν δύο γονίδια tRNAs, 

τα tRNA
Ala

 και tRNA
Ile

. Η ευθυγράµµιση των ITS1 αλληλουχιών έδειξε ότι οι ITS1S 

αλληλουχίες των στελεχών P. stutzeri A15, Gr50 καθώς και οι ITS1 των στελεχών 

Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, Gr21, Gr45 και Gr46 είναι σχεδόν πανοµοιότυπες 

µεταξύ τους (Εικόνα 3.3). Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες ITS1L των στελεχών P. 

stutzeri A15 και P. stutzeri Gr50 έχουν σηµαντική οµολογία µε την παραπάνω οµάδα 

αλλά παρατηρούνται κάποιες σηµαντικές αποκλίσεις εξαιτίας ενθέσεων και/ή 

αντικαταστάσεων βάσεων (Εικόνα 3.3). Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες ITS1L των 

στελεχών Gr57 και Gr65 είναι σχεδόν πανοµοιότυπες µεταξύ τους αλλά διαφέρουν 

σηµαντικά από τις άλλες. (Εικόνα 3.4). 
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Εικόνα 3.3. Ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών ITS1 στελεχών P. stutzeri. Οι 

συντοµογραφίες Α1501Α, Α1501Β, Α1501C και Α1501Α αφορούν τις νουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες των περιοχών ITS1 του στελέχους P. stutzeri Α1501. Οι αλληλουχίες του tRNA 
Ala

 

και του tRNA
Ile

 είναι υπογραµµισµένες. 
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Εικόνα 3.4. Ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών ITS1 στελεχών P. 

stutzeri Gr19, Gr57, Gr65 και A1501. 
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3. 3  Φυλογενετική ανάλυση των περιοχών ITS1  

Βάσει των παραπάνω αλληλουχιών των περιοχών ITS1 κατασκευάσθηκε φυλογενετικό 

δέντρο µε χρήση του αλγορίθµου Νeighbor-joining του προγράµµατος MEGA 5.0 

(Tamura et al., 2011) (Εικόνα 3.5). Για την καλύτερη ανάλυση του φυλογενετικού 

δένδρου συµπεριελήφθησαν αλληλουχίες ITS1 από όλα τα genomovars του P. stutzeri 

καθώς και αλληλουχίες ITS1 από στελέχη που ανήκουν στα P. aeruginsa, P. syringae 

και P. fluorescens. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όλες οι αλληλουχίες ITS1 των υπό 

διερεύνηση στελεχών P. stutzeri οµαδοποιούνται σε ένα κλάδο διακριτό από τους 

κλάδους των άλλων ειδών του γένους Pseudomonas. Ωστόσο, είναι αξιοσηµείωτο το 

γεγονός ότι οι αλληλουχίες ITS1 από σχεδόν όλα τα στελέχη P. stutzerι οµαδοποιούνται 

σύµφωνα µε το genomovar στο οποίο ανήκουν. Τα στελέχη που φέρουν στο γονιδίωµά 

τους δύο τύπους ITS1, όπως το Α1501 και  Gr50, παρουσιάζουν κάποια προβλήµατα. 

Με βάση το ITS1S το στέλεχος Α1501 ανήκει στο genomovar 2 ενώ  µε βάση το ITS1L 

ανήκει στο  genomovar 8. Παροµοίως  µε βάση το ITS1S το στέλεχος Gr50 ανήκει στο 

genomovar 2, ενώ ο τύπος  ITS1L δεν ανήκει σε κάποιο χαρακτηρισµένο genomovar. 

Τα στελέχη Gr57 και Gr65 φαίνεται να οµαδοποιούνται σε ένα διακριτό αλλά µη 

χαρακτηρισµένο genomovar. 
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Εικόνα 3.5. Φυλογενετικό δένδρο των υπό µελέτη στελεχών και στελεχών αναφοράς 

κατασκευασµένο µε βάση τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της περιοχής ITS1. Ως στελέχη 

χρησιµοποιήθηκαν τυπικά στελέχη των P. stutzeri, P. mendocina, P. fulva, P. aeruginosa, P. 

syringae και P. fluorescens. Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Maximum 

Composite Likelihood (Tamura et al., 2011) και η κλίµακα αντιπροσωπεύει τον αριθµό 

υποκαταστάσεων ανά θέση. 
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3. 4. ∆ιαφορετικοί τύποι οπερονίων ριβοσωµικού RNA στο γονιδίωµα 

του P. stutzeri A1501 

 

Πρόσφατα έχει ολοκληρωθεί η αλληλούχιση του γονιδιώµατος των αζωτοδεσµευτικών 

στελεχών P. stutzeri A1501 και DMS4166 καθώς και του µη-αζωτοδεσµευτικού 

τυπικού στελέχους P. stutzeri ATCC17588. Το στέλεχος Α1501 θεωρείται ότι είναι το 

ίδιο µε το Α15 (Desnoues et al., 2003). In silico ανάλυση των οπερονίων του στελέχους 

Α1501 έδειξε ότι στο γονιδίωµα απαντώνται τέσσερα οπερόνια ριβοσωµικού RNA 

(rrn), τα οποία στην παρούσα εργασία θα αναφέρονται ως εξής: rrnA, rrnB, rrnC και 

rrnD. Οι συντεταγµένες των rrn παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. 

H ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των τεσσάρων rrn του στελέχους P. 

stutzeri A1501 έδειξε ότι τα οπερόνια rrnA, rrnB και rrnC του P. stutzeri A1501 είναι 

σχεδόν ίδια ενώ οι αντίστοιχες ακολουθίες του τέταρτου οπερονίου, rrnD, 

παρουσιάζουν αξιοσηµείωτη απόκλιση από τα υπόλοιπα τρία. Οι ενδο-γονιδιωµατικές 

(intragenomic) αποκλίσεις ανάµεσα στα τέσσερα οπερόνια rrn ήταν πιο ευδιάκριτες 

στην ευθυγράµµιση των περιοχών των ITS1 περιοχών καθώς και των 5΄-άκρων και 3΄-

άκρων. Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των 5’ άκρων (προαγωγέων) των rrnA, rrnB και 

rrnC ήταν σχεδόν πανοµοιότυπες ενώ ήταν εµφανής η απόκλιση των αλληλουχιών του 

προαγωγέα του rrnD (Εικόνα 3.6). Παροµοίως, οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των 3΄-

άκρων των οπερονίων rrnA, rrnB και rrnC είναι σχεδόν πανοµοιότυπες ενώ διαφέρει 

σηµαντικά αυτή του rrnD (Εικόνα 3.7). Οι αλληλουχίες των 16S rRNA, 23S rRNA, 5S 

rRNA, ITS1, ITS2 περιοχών καθώς και των 5΄-άκρων και 3΄-άκρων όλων των rrn των 

στελεχών DMS4166 και ATCC17588 είναι σχεδόν πανοµοιότυπες (<98% οµολογία)  

µε αυτές των rrnA, rrnB και rrnC του P. stutzeri Α1501. 

Ακολούθησε διερεύνηση της βάσης δεδοµένων NCBI, µέσω του αλγόριθµου BLASTN, 

χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή την περιοχή του προαγωγέα του rrnD του P. stutzeri 

Α1501 και διαπιστώθηκε ότι είναι σχεδόν ίδια µε την περιοχή του προαγωγέα του 

οπερονίου rrn του στελέχους P. stutzeri Zobell. Στη συνέχεια, ευθυγραµµίστηκαν οι 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των διαφόρων περιοχών ITS1, ITS2, 16S, 23S, 5S rRNA 

και 5΄ και 3΄-άκρων του στελέχους P. stutzeri Zobell µε τα αντίστοιχα τµήµατα των P. 

stutzeri A1501.Τα αποτέλεσµα των ευθυγραµµίσεων έδειξαν ότι υπάρχει µεγάλη 

οµοιότητα των P. stutzeri A1501 rrnD και του rrn οπερονίου του στελέχους P. stutzeri 
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Zobell ιδιαίτερα των αλληλουχιών των 5΄-άκρων και 3΄-ακρων (Εικόνα 3.6 και Εικόνα 

3.7). 
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Πινάκας 3.1. Συνταγµένες των 16S, 23S, 5S, rDNA γονιδίων, ITS1 και ITS2 περιοχών  καθώς και των προαγωγέων των rrn P. stutzeri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Οπερόνια rrn 

Περιοχή  

προαγωγέα 16S ITS1 23S ITS2 5S 3’end 

P. stutzeri A1501 A 866280-866708 866709-868244 868245-868748 868749-871639 871638-871765 871766-871897 871898-871973 

P. stutzeri A1501 B 1796650-1797078 1797079-1798614 1798615-1799118 1799119-1802009 1802008-1802135 1802136-1802267 1802268-1802343 

P. stutzeri A1501 C 2536222-2535793 2535792-2534257 2534256-2533753 2533752-2530862 2530863-2530736 2530735-2530604 2530603-2530528 

P. stutzeri A1501 D 3519444-3519000 3518999-3517464 3517463-3516936 3516935-3514045 3514046-3513898 3513897-3513772 3513765-35131690 

P. stutzeri ZoBell 

U65012  1-446 447-1983 1984-2509 2510-5393 5392-5539 5541-5673 5673-5749 
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Εικόνα 3.6. Ευθυγράµµιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των 5΄ άκρων των rrn των 

στελεχών P. stutzeri A1501, P. stutzeri DMS4166, P. stutzeri ATCC17588 και P. 

stutzeri Zobell (U65012). 
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10 20 30 40 50 60

C A A A C C C C C G A T C G G A G A A A T C C G T T C G G G G G T C T T G C T T T T G C G C G T A A G A A A A G G T C G  1 ZoBell ATCC 14405 (5674-5785).SEQ

C A A A C C C C C G A T C G G A G A A A T C C G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G C G C G T G A G A A A A G G T C G  1 A1501 D (3513765-3513690).SEQ

C A A A C C C C C G A T C C G C G T A A G C G G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G G C G C G C G G A A A G G - - C G  1 A1501 C (2530603-2530528).SEQ

C A A A C C C C C G A T C C G C G T A A G C G G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G G A G C G C G G A A A G G - - C G  1 DSM 4166 (2520926-2520851).SEQ

C A A A C C C C C G A T C C G C G T A A G C G G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G G G C C C T G G A A A A G - - C G  1 A1501 B  (1802268-1802343).SEQ

C A A A C C C C C G A T C C G C G T A A G C G G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G G A G C G G C A G A A A G - - C T  1 A1501 A (871898 -871977).SEQ

C A A A C C C C C G A T C C G C G T A A G C G G G T C G G G G G T - T T G C T T T T G G G G C G G C A G A A A G - - C T  1 ATCC 17588 = LMG 11199.SEQ

70 80

A T C G C G C T G G - C A G T G A                                             61 ZoBell ATCC 14405 (5674-5785).SEQ

A T C G C G C T G G - C A G T G A A                                            60 A1501 D (3513765-3513690).SEQ

G C A G G A T C A - - C C G A T T T T T T                                         58 A1501 C (2530603-2530528).SEQ

G C A G G A T C A - - C C G A T T T T T T                                         58 DSM 4166 (2520926-2520851).SEQ

G C C G C G T A A A A C T G A G C C T                                           58 A1501 B  (1802268-1802343).SEQ

- T T G T G C A G - - C C A T T C T C T G T                                        58 A1501 A (871898 -871977).SEQ

- T T G T G C A G - - C C A T T C T C T G T                                        58 ATCC 17588 = LMG 11199.SEQ

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.7. Ευθυγράµµιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των 3΄ άκρων των rrn των 

στελεχών P. stutzeri A1501, P. stutzeri DMS4166, P. stutzeri ATCC17588 και P. 

stutzeri Zobell. 



Π-Α. Κατινάκη 2012 

62 

 

 

4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η ετερογένεια της ενδοριβοσωµικής 

περιοχής ITS1 αζωτοδεσµευτικών στελεχών P. stutzeri τα οποία αποµονώθηκαν από 

ριζόσφαιρα δηµητριακών. Τα αποτελέσµατα της ενίσχυσης µέσω PCR της περιοχής 

ITS1 έδειξαν ότι τα στελέχη CMT.9A (DMS4166), Gr16, Gr17, Gr18, Gr19, Gr20, 

Gr21, Gr45 και Gr46 δίνουν µια ζώνη µε σχεδόν πανοµοιότυπο µέγεθος ενώ τα στελέχη 

Gr50 και A15(A1501) δίνουν δυο ζώνες οι οποίες παρουσιάζουν διαφορές στο µέγεθος 

και τη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Τα στελέχη Gr57 και Gr65 φέρουν ένα ITS1 µε 

πανοµοιότυπο µέγεθος και νουκλεοτιδική αλληλουχία σε όλα τα rrn. Το δενδρόγραµµα 

που κατασκευάστηκε µε βάση τις περιοχές ITS1 έδειξε ότι όλα τα στελέχη ανήκουν στο 

είδος P. stutzeri. Η παρατήρηση αυτή έρχεται σε αντίθεση µε το δενδρόγραµµα που 

κατασκευάστηκε βάση την αλληλουχία νουκλεοτιδίων του γονιδίου 16S rRNA στο 

οποίο φαίνεται ότι τα στελέχη Gr57 και Gr65 ανήκουν σε ένα νέο είδος Pseudomonas. 

Οι περιοχές ITS1 που εξετάστηκαν σε όλα τα γνωστά στελέχη P. stutzeri, 

συµπεριλαµβανοµένων των στελεχών που αποµονώθηκαν από την Ελλάδα, περιέχουν 

τα γονίδια tRNA
Αla

 και tRNA
Ile

 (Cladera et al., 2004; Guasp et al., 2000; Sikorski et al., 

2005). Η ενδο-γονιδιωµατική (intragenomic) ετερογένεια του µεγέθους και της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της περιοχής ITS1 αποτελεί σύνηθες φαινόµενο µεταξύ 

των ειδών του γένους Pseudomonas (Natalini και Scortini, 2007; Mullet et al., 2009; 

Tamborg et al., 2009). 

Η διαφορετική ένταση της ενίσχυσης του προϊόντος PCR των ITS1S και ITS1L 

των P. stutzeri A15 (Α1501) και P. stutzeri Gr50 στην πηκτή αγαρόζης (Εικόνα 3.2) 

είναι ενδεικτικό ότι υπάρχει ποσοτική διαφορά ανάµεσα στον αριθµό των rrn που 

φέρουν το ITS1S και το ITS1L. Είναι γνωστό ότι το στέλεχος P. stutzeri A15(1501) 

φέρει τρία rrn τα οποία φέρουν το ITS1S και ένα rrn φέρει το ITS1L (Yan et al., 2008). 

Το στέλεχος P. stutzeri Gr50 ενδεχοµένως να φέρει τρία αντίγραφα IT1S και ένα ITS1L 

όπως συµβαίνει στο P. stutzeri A15 (1501).  

Οι αλληλουχίες των ενδοριβοσωµικών περιοχών ITS1 συχνά χρησιµοποιούνται 

ως γενετικοί µάρτυρες για τον καθορισµό των genomovars διαφόρων στελεχών P. 

stutzeri (Guasp et at., 2000; Sikorski et al., 2005) ή τον προσδιορισµό της 
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βιοποικιλότητας των Pseudomonas spp από περιβαλλοντικά δείγµατα (Spasenovski et 

al.,2009). Με την ανάλυση BLASTN ανάλυση διαπιστώθηκε ότι οι αλληλουχίες που 

ήταν όµοιες µε το ITS1S του P. stutzeri A15(1501), είχαν επίσης υψηλή οµολογία µε 

αντίστοιχα τµήµατα άλλων στελεχών P. stutzeri, όπως τα P. stutzeri CCUG 11256, 

SAND 19, AER2.5, A95/69. Όλα τα παραπάνω στελέχη ανήκουν στο genomovar 2. 

Αντιθέτως, αλληλουχίες όµοιες µε το ITS1L του P. stutzeri A15, εντοπίστηκαν σε 

στελέχη P. stutzeri όπως τα ATCC 14405, ATCC 17591, ATCC 17587, A60/72 που 

ανήκουν στο genomovar 8. Οµοίως, η αλληλουχία ITS1L του P. stutzeri Gr50 

παρουσιάζει υψηλή οµολογία (98%) µε το στέλεχος P. stutzeri AN11 που ανήκει στο 

genomovar 3. Ως εκ τούτου, οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των περιοχών ITS1 θα 

µπορούσαν ενδεχοµένως να χρησιµοποιηθούν, έστω µε επιφύλαξη, στο διαχωρισµό σε 

genomovars των στελεχών P. stutzeri.  

Πιστεύεται ότι η ενδοριβοσωµική περιοχή ITS1 είναι το πιο ταχέως 

εξελισσόµενο τµήµα του οπερονίου rrn (Chen et al., 2000; Perez Luz et al., 1998). Η 

παραδοχή ότι το γονίδιο 16S rRNA είναι πολύ συντηρηµένο µεταξύ των στελεχών P. 

stutzeri (Venieraki et al., 2011a; Venieraki et al., 2011b; Yu et al., 2011), σε συνδυασµό 

µε την παρουσία ενός τύπου ITS1 (ITS1S) στα τέσσερα οπερόνια rrn του P. stutzeri 

DMS4166 και σε επτά από τα οκτώ αζωτοδεσµευτικά στελέχη P. stutzeri, όπως επίσης 

και σε τρία από τα τέσσερα οπερόνια rrn του P. stutzeri A15(1501) και του στελέχους 

Gr50, µας επιτρέπουν να υποθέσουµε ότι τα οπερόνια rrn, τουλάχιστον όσον αφορά 

στα αζωτοδεσµευτικά στελέχη P. stutzeri, ενδεχοµένως εξελίχτηκαν συγχρόνως 

(concerted evolution). Η παράλληλη εξέλιξη των βακτηριακών οπερονίων rrn αποτελεί 

ένα σύνηθες φαινόµενο ανάµεσα σε βακτήρια αλλά και σε ευκαρυωτικούς οργανισµούς 

(Guthier et al., 1999; Liao et al., 2000; Hashimoto et al., 2003). Βεβαίως, δεν µπορούµε 

να παραβλέψουµε την πιθανότητα ότι η ετερογένεια των οπερονίων rrn αποτελεί ένα 

παλαιό και σταθερό χαρακτηριστικό, το οποίο παρέχει στα µέλη των διαφόρων ειδών 

του γένους Pseudomonas πλεονεκτήµατα για την προσαρµογή τους στις 

περιβαλλοντικές συνθήκες.  

Η σύγκριση (ευθυγράµµιση) των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των ITS1 που 

εντοπίστηκαν στα οπερόνια rrn των P. stutzeri A15(1501) µε αυτές των ελληνικών 

αζωτοδεσµευτικών στελεχών P. stutzeri, έδειξε ότι η ποικιλοµορφία της περιοχής ITS1 

στα ίδια γονιδιώµατα υπερβαίνει την ποικιλοµορφία ανάµεσα στα διαφορετικά 

γονιδιώµατα (Εικόνα 3.3). Φαίνεται ότι στα αζωτοδεσµευτικά στελέχη P. stutzeri µε 
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ετερογένεια στην περιοχή  ITS1 (π.χ. το στέλεχος A1501) ο υποτιθέµενος µηχανισµός 

για ταυτόχρονη εξέλιξη χάθηκε ή εναλλακτικά, η ετερογένεια µέσα στο γονιδίωµα ενός 

στελέχους (π.χ του Α1501) µπορεί να είναι το αποτέλεσµα µιας πρόσφατης οριζόντιας 

µεταφοράς ενός οπερονίου rrn, το οποίο δεν έχει οµογενοποιηθεί ακόµα. Σύµφωνα µε 

τα δεδοµένα µας, το στέλεχος P. stutzeri Zobell θα µπορούσε να παίζει το ρόλο δότη σε 

ενδεχόµενη οριζόντια µεταφορά του οπερονίου rrn, τη στιγµή που οι αλληλουχίες του 

προαγωγέα, του 16SrRNA, 23SrRNA, ITS1, ITS2, 5S rRNA γονιδίου και 3΄-άκρου 

είναι σχεδόν ίδιες µε τα αντίστοιχα τµήµατα του rrnD του P. stutzeri A1501. Στη 

βιβλιογραφία αναφέρονται στοιχεία για οριζόντια µεταφορά ολόκληρου οπερονίου rrn 

στην περίπτωση του βακτηρίου Thermomonospora chromogena (Yap et al., 1999). Η 

πιθανότητα για οριζόντια µεταφορά ολόκληρου rrn οπερονίου ενισχύεται επίσης από 

την παρατήρηση ότι πολλά µέλη του είδους P. stutzeri µπορούν να µετασχηµατιστούν 

µε φυσικό τρόπο είτε κάτω από εργαστηριακές συνθήκες ή στο έδαφος ( Sikorski et al., 

2002b). Επιπλέον, είναι σύνηθες φαινόµενο, στελέχη τα οποία περιέχουν διαφορετικού 

τύπου ITS1 να µπορούν να συνυπάρχουν στο ίδιο µικρο-οικοσύστηµα (Sikorski et al., 

2002b). Υπό αυτήν την έννοια, είναι πιθανό ότι η απόκτηση ενός νέου γενετικού 

χαρακτηριστικού µπορεί να µη διανεµηθεί οµοιόµορφα σε όλα τα µέλη του είδους. 

Η παρουσία διακριτών αλληλουχιών στον προαγωγέα σε διαφορετικά είδη 

οπερονίων rrn του P. stutzeri A1501, θέτει το ερώτηµα του κατά πόσον οι διαφορετικοί 

προαγωγείς µεταγράφονται κάτω από διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες. 

Ενδεικτικά αναφέρεται ότι έχουν εντοπισθεί διαφορές στη νουκλεοτιδική αλληλουχία 

των προαγωγέων ανάµεσα σε οπερόνια rrn του βακτηρίου Streptomyces coelicolor, που 

ρυθµίζουν τη διαφορική έκφραση των οπερονίων αυτών στα διαφορετικά στάδια 

µορφολογικής ανάπτυξης, ενώ δεν παρατηρήθηκε επίδραση αυτών κάτω από συνθήκες 

διαφορετικών συνθηκών ανάπτυξης (Kim et al., 2008). ∆ιακριτοί τύποι οπερονίων rrn 

(µε διαφορετικούς προαγωγείς), οι οποίοι έχουν διαφορετική έκφραση κάτω από 

διαφορετικές θερµοκρασίες, έχουν εντοπισθεί στο αλοφιλικό αρχαιοβακτήριο 

Haloarcula marismortui (Lopez-Lopez et al., 2007). Για το λόγο αυτό, η ανάλυση της 

έκφρασης των γονιδίων rRNA, κάτω από διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες, 

αξίζει περαιτέρω µελέτης. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α΄ 

 

ΣΥΝΘΕΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΜΕΣΩΝ 

 

Θρεπτικό µέσο ανάπτυξης βακτηρίων E.coli 

Lysogeny broth (LB) 

a) Για την παρασκευή 1 l υγρού θρεπτικού διαλύµατος LB, σε τελικό όγκο 1 l dH2O 

προστίθενται: 

• 10 g NaCl  

• 10g Bacto-Trypton (Casein) και  

• 5 g εκχύλισµα ζύµης Yeast extract.   

b) Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού µέσου προστίθεται στο παραπάνω διάλυµα 

1,5%  Agar. 

     Συνθήκες ανάπτυξης: 37 °C για 16 h 

 

Θρεπτικό µέσο ανάπτυξης βακτηρίων Pseudomonas stutzeri 

a) Για την παρασκευή 1 l υγρού θρεπτικού διαλύµατος ΝΑ, σε τελικό όγκο 1 l 

dH2O προστίθενται: 

• 5 g Peptone  

• 3 g Nutrient broth  

b) Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού µέσου προστίθεται στο παραπάνω 

διάλυµα 1,5% Agar. 

     Συνθήκες ανάπτυξης: 30 °C για 18 h 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β΄ 

 

ΣΥΝΘΕΣΗ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 

 

 

A. ∆ιαλύµατα αποµόνωσης DNA 

 

1. Tris-HCl 1M pH:7: Σε τελικό όγκο 1 l H2O διαλύονται 121,14 g Tris-Base (BDH). 

To pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 7,0 µε την προσθήκη πυκνού HCl. Το τελικό 

διάλυµα αποστειρώνεται και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 

2. TE: Tris-HCl 10 mM pH:8, EDTA. 25 mM 

3. Λυσοζύµη: 50 mg λυσοζύµης διαλύονται σε 1 ml dH2O (Boehringer-Mannheim). 

Το διάλυµα φυλάσσεται στους -20ºC. 

4. RNase A: 10 mg RNase A διαλύονται σε 1 ml Tris-HCl 10 mM pH:7,5 / NaCl 15 

mM. Το διάλυµα θερµαίνεται στους 100 ºC για 15 min, µε σκοπό την 

αδρανοποίηση τυχόν δράσης DNase, αφήνεται να κρυώσει σε θερµοκρασία 

δωµατίου και φυλάσσεται στους -20 ºC. 

 

B. ∆ιαλύµατα ανάλυσης νουκλεικών οξέων 

 

5. TAE 1x: Αρχικά παρασκευάζεται διάλυµα TAE 50x, το οποίο αραιώνεται 50 

φορές. TAE 50x: 242 g Tris base, 57,1 ml οξικού οξέος και 0,5 ml EDTA pH:8,0 σε 

ddH2O µέχρι τελικού όγκου 1l. 

6. Βρωµιούχο αιθίδιο:Το βρωµιούχο αιθίδιο παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυµα 

0,5 mg/ml σε dH2Ο και φυλάσσεται στους 4 ºC. H τελική συγκέντρωση του 

βρωµιούχου αιθιδίου στην πηκτή είναι 0,5 µg/ml. 

 

7. ∆ιάλυµα φόρτωσης (Loading buffer): 0,25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0,25% 

κυανό του ξυλενίου και 30% γλυκερόλη. 

 

C. ∆ιαλύµατα υποκλωνοποίησης τµηµάτων DNA 
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8. Ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης 10x: Tris-HCl 0,66 Μ pH:7,6 , MgCl2 50 mM DTT 

50 mM και ATP 10 mM. To πυκνό ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης φυλάσσεται σε 

µικρές ποσότητες στους -20
 ο

C. 

D. ∆ιαλύµατα µετασχηµατισµού κυττάρωνE. coli 

 

9. IPTG 100 mM: 0,238 g IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, SIGMA) 

διαλύονται σε 1 ml ddH2O. Το διάλυµα αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0,22 µm 

Millipore) και φυλάσσεται στους -20 ºC. 

10. X-Gal 2%: 0,02 g X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-β-D-galactosidase, SIGMA) 

(Boehringer-Mannheim) προστίθενται σε 1 ml διµεθυλ-φορµαµίδιο.  

E. ∆ιαλύµατα αντίδρασης PCR 

 

11. Ρυθµιστικό διάλυµα PCR 10x: Tris-HCl 100 mM pH:8,3 , KCl 500 mM, MgCl2 15 

mM, 0,1% (w/v) και gelatin (BDH) 

 

ΜΗΤΡΙΚΑ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΩΝ 

 

Αµπικιλλίνη (Ampicillin) 

Μητρικό διάλυµα: 100mg/ml σε dH2O 

Τελική συγκέντρωση: 100µg/ml θρεπτικού υλικού 

 

 

 

 

 

 

 


