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Δπραξηζηίεο 

 

     Ζ εθπόλεζε ηεο παξνύζαο κεηαπηπρηαθήο εξγαζίαο πξαγκαηνπνηήζεθε ζην Ηλζηηηνύην 

Οίλνπ ηνπ ΔΛ.Γ.Ο. ΓΖΜΖΣΡΑ θαζώο θαη ζην Δξγαζηήξην Μνξηαθήο Βηνινγίαο ηνπ 

Γεσπνληθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ. 

     Οινθιεξώλνληαο ηηο κεηαπηπρηαθέο κνπ ζπνπδέο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ 

Καζεγεηή θ. Πνιπδεύθε Υαηδόπνπιν γηα ηελ απνδνρή έληαμήο κνπ ζηελ εξγαζηεξηαθή ηνπ 

νκάδα θαη ηελ επθαηξία πνπ κνπ έδσζε λα αζρνιεζώ κε ηελ κνξηαθή βηνινγία. 

     Θέισ επίζεο λα επραξηζηήζσ όια ηα κέιε ηνπ Δξγαζηεξίνπ Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη 

ηδηαίηεξα ηνλ δηδάθηνξα Γεξάζηκν Γάξξα γηα ηελ ππνζηήξημε θαη ηελ πνιύηηκε βνήζεηά ηνπ 

από ηελ πξώηε ζηηγκή πνπ βξέζεθα ζην εξγαζηήξην. 

     Γελ κπνξώ θπζηθά λα κελ εθθξάζσ ηηο επραξηζηίεο κνπ ζηελ εξεπλήηξηα ηνπ Ηλζηηηνύηνπ 

Οίλνπ Αζήλαο ηνπ ΔΛ.Γ.Ο- ΓΖΜΖΣΡΑ, Αζπαζία Νεζηώηνπ θαη πιένλ πνιύ θαιή θίιε γηα 

ηελ θαζνδήγεζε, ηελ ακέξηζηε βνήζεηα θαη ηελ θαζεκεξηλή ππνζηήξημε θαηά ηελ εθπόλεζε 

απηήο ηεο εξγαζίαο. 

     Από ηηο επραξηζηίεο δε ζα κπνξνύζα λα παξαιείςσ ηα ππόινηπα κέιε ηνπ Δξγαζηεξίνπ 

Ηλζηηηνύηνπ Οίλνπ, Γήκεηξα Γνύξνπ, Μαξίιηα Φηιηππνύζε, ζπλεξγάηεο πνπ έρνπλ πιένλ 

απνρσξήζεη, θαζώο θαη λένπο, γηα ηελ άξηζηε ζπλεξγαζία θαη ην όκνξθν θιίκα. 

     Δπραξηζηώ πνιύ επίζεο ηα κέιε ηεο ηξηκεινύο επηηξνπήο θαη ηδηαίηεξα ηνλ επίθνπξν 

θαζεγεηή Γεώξγην Μπαλίια γηα ηηο ρξήζηκεο ζπκβνπιέο πνπ κνπ πξνζέθεξε. 

     Σέινο νθείισ έλα κεγάιν επραξηζηώ ζηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα ηελ εζηθή ζηήξημε θαζώο 

θαη ηνλ άλζξσπό κνπ γηα ηελ ππνκνλή, ηε ζηήξημε θαη ηελ αγάπε πνπ κνπ έδεημε όινλ απηόλ 

ηνλ θαηξό.     
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Πεξίιεςε 

      

     ΢ηηο κέξεο καο, νη νηλνπαξαγσγνί γηα λα απνθύγνπλ δύκεο πνπ κπνξεί λα παξάγνπλ 

αλεπηζύκεηεο ελώζεηο ζην θξαζί, εκβνιηάδνπλ ηελ πξώηε ύιε, ην κνύζην, γιεύθνο κε 

επηιεγκέλα ζηειέρε Saccharomyces cerevisiae, ηα νπνία είλαη εκπνξηθά. Ζ πξαθηηθή 

ζπλήζσο νδεγήζεη ζηελ πιήξε εμάληιεζε ησλ ζαθράξσλ, ηελ νκνγελνπνίεζε ηνπ ηειηθνύ 

πξντόληνο αιιά θαη ζηελ θάιπςε ησλ μερσξηζηώλ ηδηνηήησλ πνπ κπνξεί λα  ραξαθηεξίζνπλ 

νξηζκέλα ηνπηθά θξαζηά. Έηζη ζηελ πξνζπάζεηα λα εληζρπζεί ν αξσκαηηθόο ραξαθηήξαο ησλ 

θξαζηώλ, νη εξεπλεηέο έρνπλ εζηηάζεη ζηελ επηινγή δπκώλ από ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο.  

     Ζ κειέηε θαη ε αμηνιόγεζε ηεο βηνπνηθηιόηεηαο ησλ γεγελώλ ζηειερώλ είλαη απαξαίηεηε 

γηα ηελ αλαθάιπςε ζηειερώλ κε λέα κνξηαθά θαη νηλνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά. 

     Δπίζεο ε αλάπηπμε ησλ ηερληθώλ ηεο PCR έρεη νδεγήζεη ζηελ αλαγλώξηζε ζηειερώλ 

δύκεο θαη ζηελ κείσζε ηνπ ρξόλνπ ζε ζρέζε κε άιιεο ηερληθέο. 

     ΢ηόρνο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο είλαη λα αλαιύζνπκε ηελ βηνπνηθηιόηεηα ησλ άγξησλ 

ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae πνπ απνκνλώζεθαλ ύζηεξα από απζόξκεηεο δπκώζεηο, 

ζηαθπιηώλ από ηελ δώλε ηεο Νεκέαο. 

     Με ηε ρξήζε δύν κνξηαθώλ ηερληθώλ, ηεο αλάιπζεο κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ 

ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA θαη ηελ ελίζρπζε ησλ inter-delta πεξηνρώλ ηνπ γελσκηθνύ DNA, 

βξέζεθε κηα ζεκαληηθή βηνπνηθηιόηεηα. Σα ιεθζέληα απνηειέζκαηα απνδεηθλύνπλ ηελ 

ρξεζηκόηεηα ησλ δηαθόξσλ κνξηαθώλ δεηθηώλ γηα ηελ αμηνιόγεζε ηεο θπζηθήο 

βηνπνηθηιόηεηαο κεηαμύ ησλ ζηειερώλ ηνπ S.cerevisiae. 

     ΢πλνιηθά βξέζεθαλ 89 δηαθνξεηηθά ζηειέρε, ηα νπνία ζηε ζπλέρεηα αμηνινγήζεθαλ κε 

βάζε ηα νηλνινγηθά ηνπο ραξαθηεξηζηηθά: αληνρή ζηελ αηζαλόιε, αληνρή ζην ζεηώδεο, 

παξαγσγή βηνγελώλ ακηλώλ, παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο, παξαγσγή πδξόζεηνπ θαζώο θαη ην 

θαηλόηππν killer. Μεξηθά ζηειέρε από απηά παξνπζίαζαλ κεγάιν νηλνινγηθό ελδηαθέξνλ θαη 

ζα αμηνινγεζνύλ πεξαηηέξσ. 

    Σέινο, έλαο αξηζκόο κεηαιιαγκέλσλ ζηειερώλ S.cerevisiae, ηα νπνία παξνπζίαζαλ ην 

θαηλόηππν ηεο θξνθίδσζεο εμεηάζηεθαλ ώζηε να πξνζδηνξηζτεί ην ζεκείν ζην νπνίν έγηλε ε 

έλζεζε. 
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Abstract 

 

     In our days, wine producers to avoid yeasts that can produce undesirable compounds in 

wine, inoculate the must with selected strains S.cerevisiae, the so-called commercial starters. 

     This practice usually leads to the full depletion of sugars and homogeneity in the final 

product, but also leads to the mask of individuals properties that may characterize Iregonal 

wines.  

     In an attempt to enhance the aromatic character of the wines, the researchers have focused 

on the selection of vineyard yeasts (wild yeasts) from different regions.  

     The study and evaluation of biodiversity of indigenous yeasts is essential towards the 

discovery of strains with altered molecular and enological characteristics. 

     The development of PCR techniques has led to the accurate and rapid identification of 

yeast strains as compared to the conventional techniques. 

     The aim of this work was to analyse the genetic diversity of wild Saccharomyces 

cerevisiae isolates from spontaneous fermented grape must of the Agiorgitiko cultivars from 

the Nemea region. 

     By using two molecular typing techniques, mtDNA restriction analysis and inter-delta 

amplification analysis, a significant genetic variability was found. The obtained results 

demonstrate the usefulness of different molecular markers for the evaluation of natural 

biodiversity among S.cerevisiae strains. 

     A total of 89 different strains recovered, were further evaluated as per major enological 

characteristics: resistance to ethanol, sulfite resistance, production of biogenic amines, 

production of β- glucosidase, production of hydrogen sulfide and phenotype killer. Some of 

these strains showed great enological interest and are thus quite promising for utilization as 

starters. 

     Finally, a number of transposon insertion S.cerevisiae mutant strains (BY4741 genetic 

background) exhibiting strong flocculation phenotype was examined in order to detect the 

specific site of insertion. 
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1. Saccharomyces cerevisiae, ε δύκε ηνπ θξαζηνύ 

     Παξά ηα 70 ρξόληα έξεπλαο, ε βηνγεσγξαθία ηνπ S.cerevisiae παξακέλεη ππό δηεξεύλεζε. 

΢ηελ πξαγκαηηθόηεηα, ιίγα είλαη γλσζηά γηα ηελ νηθνινγία, ηελ πξνέιεπζε, ηελ εμέιημε θαη 

ηελ θαηαλνκή ηνπ ζηε θύζε (Wang et al., 2012). Oη Naumov et al. (2006) ππέζεζαλ όηη ν 

αξραηόηεξνο πιεζπζκόο ηνπ S.cerevisiae πξνέξρεηαη από ηε Μαιαηζία. Γείγκαηα από DNA 

S.cerevisiae αλαθαιύθζεθε ζε θεξακηθά θηλεδηθά βάδα (7.000- 5.500π.Υ.) (McGovern et al., 

2004). Δπίζεο, ξηβνζσκηθό DNA από S.cerevisiae βξέζεθε ζε νξηζκέλα πηζάξηα πνπ 

απνζήθεπαλ θξαζί ζην ηάθν ηνπ βαζηιηά Scorpion ζηελ Άβπδν, ηεο Αηγύπηνπ, 

απνδεηθλύνληαο όηη απηή ε καγηά ήηαλ ππεύζπλε γηα ηε δύκσζε ηνπ θξαζηνύ από ην 

3150π.Υ. (Cavalieri et al., 2003). 

     Ο Saccharomyces cerevisiae ή αιιηώο ¨δύκε ηνπ θξαζηνύ¨,  είλαη ην ζεκαληηθόηεξν είδνο 

από ηηο δύκεο, πνπ εκπιέθεηαη θαη πξαγκαηνπνηεί ηελ αιθννιηθή δύκσζε, αθνύ είλαη ζε ζέζε 

λα κεηαηξέςεη ηε δάραξε ζε αηζαλόιε θαη CO2 κέζσ ηεο αιθννιηθήο δύκσζεο. ΢ηελ 

πξαγκαηηθόηεηα, είλαη έλαο θαιά πξνζαξκνζκέλνο κηθξννξγαληζκόο ζε απηή ηε δηαδηθαζία. 

(Martini and Vaughan-Martini, 1990).  

     Απηή ε δύκε είλαη παξνύζα ζηα ζηαθύιηα ζε πνιύ κηθξνύο πιεζπζκνύο, κηθξόηεξνπο από 

10-100 CFU/g ζηαθπιηώλ (Fleet, 2003). ΢ηελ επηθάλεηα αθέξαησλ ζηαθπιηώλ, ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ S.cerevisiae είλαη κηθξόηεξε από 0- 1 %, ελώ ζηα ηξαπκαηηζκέλα 

ζηαθύιηα από ηα έληνκα  ή ηα πνπιηά, ε ζπγθέληξσζε ηνπ πιεζπζκνύ ηνπ κπνξεί λα θηάζεη 

έσο θαη 25%. Δπηπιένλ, ππάξρνπλ ζηνηρεία πνπ δείρλνπλ όηη νη πιεζπζκνί ησλ δπκώλ ζηα 

ζηαθύιηα απμάλνπλ από  10
2
 – 10

3
  cfu/g ζηα άγνπξα ζηαθύιηα ζε 10

3
 – 10

6
 cfu /g ζηα 

ώξηκα. Σα έληνκα θαη ηα πνπιηά είλαη ζεκαληηθνί παξάγνληεο  γηα ηε δηαζπνξά ησλ δπκώλ 

ζηα δηαθνξεηηθά ελδηαηηήκαηα. Όζνλ αθνξά ην ξόιν ησλ εληόκσλ σο θνξείο δηαζπνξάο ηνπ 

S.cerevisiae, ν Mortimer Polsinelli (1999) έδεημε ηελ παξνπζία ησλ θπηηάξσλ S.cerevisiae 

κεηαμύ ηνπ θπζηθνύ πεξηβάιινληνο θαη ησλ θειαξηώλ. Καη απηό γηαηί απηή ε δύκε δελ είλαη 

αεξνκεηαθεξόκελε, αιιά ρξεηάδεηαη έλα θνξέα γηα λα κεηαθηλεζεί. 

     Σν είδνο S.cerevisiae, είλαη έλα από ηα θαιύηεξα κνληέια πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

θαηαλόεζε ηεο κηθξνβηαθήο νηθνινγίαο θαη ηεο εμειηθηηθήο γελεηηθήο. Πνιιά πξνγξάκκαηα 

ιεηηνπξγηθήο αλάιπζεο ήηαλ αθηεξσκέλα ζηελ έξεπλα ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο από ηόηε πνπ 

ην γνληδίσκα ηνπ αιιεινπρήζεθε γηα πξώηε θνξά, πξηλ από πεξίπνπ 10 ρξόληα. ΢ήκεξα, έλα 

κεγάιν πνζνζηό ησλ γνληδησκαηηθώλ ζηνηρείσλ από δηάθνξα ζηειέρε S.cerevisiae είλαη 

δηαζέζηκν (Borneman et al., 2013). 
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     Καηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειεπηαίσλ 30 εηώλ, έλαο κεγάινο αξηζκόο παξαηεξήζεσλ 

απέδεημε όηη ηα ζηειέρε ηνπ S.cerevisiae είλαη ηδηαίηεξα πνηθίια. Έηζη, ε εκθάληζε ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ θπζηθώλ ζηειερώλ θαη ε κηθξνβηνινγηθή ρισξίδα ηνπ ζηαθπιηνύ γεληθόηεξα, 

εμαξηάηαη πηζαλόλ από πνιινύο παξάγνληεο όπσο νη θιηκαηηθέο ζπλζήθεο, ε γεσγξαθηθή 

ζέζε ηνπ ακπειώλα, ε σξίκαζε ησλ ζηαθπιηώλ, ε ειηθία ηνπ ακπειώλα, ν ηύπνο ηνπ 

εδάθνπο, ε πνηθηιία ηνπ ζηαθπιηνύ, ε εθαξκνγή  αληηκπθεηνθηόλσλ, θαζώο  θαη ε ηερληθή 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζπγθνκηδή  ησλ ζηαθπιηώλ (Nisiotou and Nychas, 2007). 

 

2. Απζόξκεηε θαη ειεγρόκελε δύκσζε 

      Ζ πνηόηεηα ηνπ νίλνπ επεξεάδεηαη έληνλα από ηηο δύκεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία 

ηεο δύκσζεο. Σν ζώκα, ην ημώδεο, ην ρξώκα, ηε γεύζε θαη ην άξσκα ηνπ θαζνξίδεηαη ζε 

κεγάιν βαζκό από απηέο (Rainieri, et al., 2000).  

     Αξρηθά όινη νη νίλνη γηλόληνπζαλ κε ηελ αμηνπνίεζε ηεο θπζηθήο κηθξνρισξίδαο ησλ 

ζηαθπιηώλ θαη δε γηλόηαλ θαλέλαο ζθόπηκνο εκβνιηαζκόο γηα λα μεθηλήζεη ε δηαδηθαζία ηεο 

δύκσζεο. Καηά ηε δηάξθεηα απηήο ηεο απζόξκεηεο δύκσζεο, πιεζπζκνί από δηαθνξεηηθά  

γέλε δύκεο δνπλ καδί θαη δηαδέρνληαη ε κία ηελ άιιε.  

     Σα πξώηκα ζηάδηα ηεο δύκσζεο ζπλήζσο θπξηαξρνύληαη από ηα γέλε Hanseniaspora, 

Kloeckera, Candida θαη ζπρλά δείρλνπλ ηελ παξνπζία τους Metschnikowia, Pichia, 

Rhodotorula θαη Torulaspora, ελώ ε αιθννιηθή δύκσζε νινθιεξώλεηαη ζπλήζσο από 

ζηειέρε ηνπ γέλνπο Saccharomyces. Άιιεο δύκεο, όπσο ην είδνο ηεο Brettanomyces, 

Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora θαη Zygosaccharomyces, κπνξνύλ 

επίζεο λα είλαη παξόληεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δύκσζεο θαη ζηε ζπλέρεηα ην θξαζί, κεξηθά 

δε από ηα νπνία είλαη ηθαλά λα βιάςνπλ ηα νξγαλνιεπηηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ ηειηθνύ 

πξντόληνο (Pretorius, et al., 2000). 

     Ζ πξαθηηθή ησλ απζόξκεησλ δπκώζεσλ παξακέλεη αθόκα δηαδεδνκέλε ζε πνιιέο 

νηλνπαξαγσγηθέο πεξηνρέο ιόγσ ηεο δεκνθηιήο πεπνίζεζεο όηη αλώηεξα ζηειέρε δπκώλ 

ζπλδένληαη κε ζπγθεθξηκέλνπο ακπειώλεο (πεξηνρέο) πξνζδίδνληαο έλα μερσξηζηό άξσκα 

θαη πνιππινθόηεηα ζην θξαζί, ζπκβάιινληαο ζηελ πνηόηεηά ηνπ. Αλακθίβνια εθηόο από ηα 

κνλαδηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ κπνξνύλ λα πξνζδώζνπλ ζην θξαζί νη γεγελείο δύκεο, ην 

απνηέιεζκα δελ είλαη πάληα ην αλακελόκελν. Ζ έιιεηςε πξνβιεςηκόηεηαο θαη 

επαλαιεςηκόηεηαο είλαη παξάγνληεο πνπ έρνπλ νδεγήζεη ηνπο πεξηζζόηεξνπο 

νηλνπαξαγσγνύο ζηελ ρξήζε εκπνξηθώλ ζηειερώλ δύκεο σο ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο. 
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     Έηζη, δύκεο κε βειηησκέλα ραξαθηεξηζηηθά επηιέρζεθαλ θαη ήδε από ην 1890, ν Mueller-

Thurgau εηζήγαγε ηελ έλλνηα ηνπ εκβνιηαζκνύ ηνπ κνύζηνπ κε θαζαξέο θαιιηέξγεηεο δπκώλ. 

Ωο απνηέιεζκα, ε πνηόηεηα παξαγσγήο θξαζηνύ λα είλαη ζεκαληηθά βειηησκέλε θαη 

πξνβιέςηκε (Pretorius, et al., 1991).      

     Ζ ηερληθή ηνπ εκβνιηαζκνύ, ζπλήζσο νδεγεί ζε πιήξε θαηαλάισζε ησλ ζαθράξσλ, όκσο 

ε ρξήζε εκπνξηθώλ ζηειερώλ κπνξεί λα θαιύςεη μερσξηζηέο ηδηόηεηεο νξηζκέλσλ θξαζηώλ 

πνπ ηα ραξαθηεξίδνπλ, ράλνληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν ηελ γεσγξαθηθή ηνπο ηαπηόηεηα, 

εληνπηόηεηα θαη κεηαηξέπνληάο ηα ζε θξαζηά επξείαο θαηαλάισζεο, κε παξόκνηα 

νξγαλνιεπηηθά ραξαθηεξηζηηθά. Αληίζεηα, ε αιθννιηθή δύκσζε κε ελδνγελή ζηειέρε κπνξεί 

λα εμαζθαιίζεη ηελ παξαγσγή ελόο πξντόληνο κε έληνλν ηνπηθό ραξαθηήξα, πξσηόηππν θαη 

πνιύ αλώηεξν πνηνηηθά. 

 

3. Πνηθηινκνξθία θαη βηνγεσγξαθηθόο ραξαθηεξηζκόο ηνπ πιεζπζκνύ ηνπ  

S.cerevisiae 

     Έλαο από ηνπο ζηόρνπο ησλ νηθνινγηθώλ κειεηώλ είλαη ν πξνζδηνξηζκόο ηεο κηθξνβηαθήο 

πνηθηιόηεηαο θαη ε θαηαλόεζε ηνπ θαηά πόζν νη κηθξννξγαληζκνί πνπ κειεηνύληαη είλαη 

θνζκνπνιίηηθνη, ελδεκηθνί είηε μεληζηέο (Ramette et al., 2007).  

     Βηνγεσγξαθία είλαη ν θιάδνο ηεο βηνινγίαο πνπ αζρνιείηαη κε ηελ γεσγξαθηθή θαηαλνκή 

ησλ νξγαληζκώλ. Σν ελδηαθέξνλ γηα ηε γεσγξαθηθή θαηαλνκή ησλ κηθξννξγαληζκώλ έρεη 

απμεζεί ηα ηειεπηαία ρξόληα, αλ θαη ηα εξσηήκαηα ηα είραλ ζέζεη νη βηνιόγνη από ηνλ 18 

αηώλα. ΢ηόρνο ηεο βηνγεσγξαθίαο είλαη λα απνθαιύςεη πνύ δνπλ νη κηθξννξγαληζκνί, ηελ 

αθζνλία θαη ηελ θαηαλνκή ηνπο θαη ηηο δηαθνξέο ηνπο ζε ηαμηλνκηθέο θαη ρσξηθέο θιίκαθεο. 

΢ηελ πξαγκαηηθόηεηα, ε γελεηηθή απόζηαζε κπνξεί λα ζπζρεηηζηεί κε ηε γεσγξαθηθή 

απόζηαζε ή θαη ηα πεξηβαιινληηθά ραξαθηεξηζηηθά (π.ρ., ε αιαηόηεηα, ην βάζνο θ.α.)           

(Schuller et al., 2012). 

     Αξθεηέο κειέηεο έρνπλ απνδείμεη ηνλ ξόιν ηεο γεσγξαθηθήο απνκόλσζεο ζηε 

δηαθνξνπνίεζε ηνπ πιεζπζκνύ ηνπ S.cerevisiae ζηε θύζε, ππνδεηθλύνληαο όηη ν S.cerevisiae 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο κνληέιν γηα ηελ εμειηθηηθή βηνινγία θαη ηε βηνγεσγξαθία 

(Carreto et al., 2008, Liti et al., 2009). 

     Ζ αιιεινύρηζε θαη ν θπινγελεηηθόο ραξαθηεξηζκόο  πνιιαπιώλ απνκνλώζεσλ 

S.cerevisiae πξνζθόκηζαλ απνδεηθηηθά ζηνηρεία ζεκαληηθήο γελεηηθήο θαη θαηλνηππηθήο 

πνηθηιόηεηαο (Liti et al., 2009). 
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     Πξόζθαηεο νηθνινγηθέο θαη γεσγξαθηθέο κειέηεο έρνπλ αλαδείμεη κνλαδηθά ζηειέρε ηα 

νπνία ζπλδένληαη κε ζπγθεθξηκέλεο πνηθηιίεο ζηαθπιηώλ ζε ζπγθεθξηκέλεο γεσγξαθηθέο 

πεξηνρέο. Έηζη επηβεβαηώλεηαη ε ζεκαληηθή πνηθηινκνξθία θαη ν ηνπηθόο ραξαθηήξαο ην 

ιεγόκελν ‗terroir‘ ζηε δηαδηθαζία ηεο νηλνπνίεζεο, πξνζδίδνληαο πςειή πνηόηεηα θαη 

κνλαδηθή γεύζε ζηα θξαζηά (Schuller et al., 2005). 

     Δπίζεο έρεη απνδεηρζεί όηη πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο θαη αιιειεπηδξάζεηο αλάκεζα 

ζηνπο νξγαληζκνύο θαη ην πεξηβάιινλ επεξεάδνπλ ηελ αλαδηάηαμε ηνπ γνληδηώκαηνο θαη 

έηζη ηελ εμέιημε ησλ θαηλνηύπσλ (Camarasa et al., 2011, Warringer et al., 2011). 

     Σα ζηειέρε ηνπ S.cerevisiae πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ νηλνπνίεζε παξνπζηάδνληαη σο κηα 

γελεηηθά  δηαθνξνπνηεκέλε νκάδα ζε ζρέζε κε ζηειέρε πνπ απνκνλώζεθαλ από άιινπο 

νηθόηνπνπο (π.ρ. έδαθνο,  άιινη ηύπνη δπκώζεσλ θ. α.). Πνιινί ζπγγξαθείο εμεγνύλ ηηο 

δηαθνξέο ηνπο σο ζπλέπεηα ηεο εμεκέξσζεο από ηνλ άλζξσπν (Fay and Benavides, 2005, 

Legras et al., 2007, Schacherer et al., 2009). 

     Σα ηειεπηαία ρξόληα δηάθνξεο κνξηαθέο κέζνδνη αλαπηύρζεθαλ γηα ηε κειέηε ησλ 

δηαθόξσλ πιεζπζκώλ ηνπ S.cerevisiae σο πξνο ηελ γεσγξαθηθή ηνπο θαηαλνκή θαζώο 

επίζεο θαη ηε κειέηε ζηειερώλ S.cerevisiae πνπ βξίζθνληαη ζηνπο ακπειώλεο ζε ζρέζε κε 

απηνύο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηα νηλνπνηεία.  

 

 

4. Μνξηαθέο ηερληθέο ηαπηνπνίεζεο θαη δηαρσξηζκνύ ζηειερώλ  

S.cerevisiae  

      Γηα λα πξνζδηνξηζηνύλ ηα είδε δπκώλ πνπ αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθά γέλε 

ρξεζηκνπνηνύληαη πξόηππα πεξηνξηζκνύ πνπ δεκηνπξγνύληαη από ηελ πεξηνρή πνπ 

εθηείλνληαη νη εζσηεξηθνί κεηαγεγξακκέλνη δηαρσξηζηέο (ITS1 θαη ITS2) θαη ην γνλίδην 5.8S 

rRNA (B. Esteve- Zarzoso et al., 1999). ΢ε πνιιέο πεξηπηώζεηο, ην κέγεζνο ησλ πξντόλησλ 

ηεο PCR θαη ηα κνηίβα πεξηνξηζκνύ πνπ ιακβάλνληαη κε ελδνλνπθιεάζεο Cfol, Haelll θαη 

Hinfl δίλνπλ έλα κνλαδηθό πξνθίι γηα θάζε είδνο.  

     Ζ κέζνδνο ηαπηνπνίεζεο  ησλ δπκώλ ηεο 5.8 ITS πεξηνρήο, έρεη απνδείμεη όηη είλαη 

αλαπαξαγώγηκε θαη  πξνηείλεηαη σο κηα ηαρεία θαη εύθνιε κνξηαθή πξνζέγγηζε 

αλαγλώξηζεο θαη  ηαπηνπνίεζεο  δπκώλ. Οη ξηβνζσκαηηθέο  πεξηνρέο εμειίζζνληαη κε έλαλ 

ελαξκνληζκέλν ηξόπν, παξνπζηάδνπλ ρακειό ελδν-εηδηθό πνιπκνξθηζκό, θαη κηα πςειή 

κεζν-εηδηθή δηαθύκαλζε (Li, 1997).  
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Δηθόλα 1: Γεληθόο ράξηεο ηνπ γνληδίνπ rRNA ζε γνληδίσκα δπκνκύθεηα, όπνπ απεηθνλίδεηαη ε 

πεξηνρή ηνπ 5,8 ITS (Gherbamy et al., 2005).  

 

Έηζη, έρνπλ απνδεηρζεί πνιύ ρξήζηκεο γηα ηελ ηαμηλόκεζε ησλ εηδώλ ηνπ Saccharomyces 

(Huffman et αl., 1992, Molina et αl., 1992) θαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζε άιισλ εηδώλ δπκώλ ηνπ 

θξαζηνύ (Guillamon et al., 1998). Οη εθθηλεηέο  ITS1 θαη ITS4 ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα λα 

εληζρύζνπλ ηελ πεξηνρή ηεο επαλαιακβαλόκελεο κνλάδαο rDNA πνπ πεξηιακβάλεη ην 

γνλίδην 5.8S rRNA θαη ηηο δύν κε θσδηθνπνηεκέλεο πεξηνρέο πνπ νξίδνληαη νη εζσηεξηθνί 

κεηαγεγξακκέλνη δηαρσξηζηηθέο (ITS1 θαη ITS2) (White et αl., 1990). ΢ηνλ πίλαθα 1, 

βιέπνπκε ελδεηθηηθά ηα κεγέζε ησλ πξντόλησλ PCR θαη ησλ ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ πνπ 

ιακβάλνληαη ρξεζηκνπνηώληαο ηηο ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ CfoI , HaeIII θαη HinfI από 

δηάθνξα είδε δπκώλ. 
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Πίλαθαο 1: Μέγεζνο ζε bp ησλ πξντόλησλ ηεο pcr θαη ησλ ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ησλ 

ελδνλνπθιεαζώλ Cfol,  HaeIII θαη HinfI γηα δηάθνξα είδε δύκεο. (B. Esteve- Zarzoso et al., 

1999). 

 

     Υξεζηκνπνηώληαο ηηο ηερληθέο κνξηαθήο βηνινγίαο πνπ αλαπηύρζεθαλ, λέεο 

θπινγελεηηθέο ζρέζεηο αλαγλσξίζηεθαλ, ν αξηζκόο ησλ μερσξηζηώλ νκάδσλ κεηώζεθε θαη ε 

πνηθηινκνξθία εληόο ησλ νκάδσλ απμήζεθε (McCullough et al., 1998). Δπηπιένλ, κνξηαθέο 

κέζνδνη αλαβίσζαλ ηε κειέηε ηεο βηνγεσγξαθίαο θαη επεξέαζαλ ζεηηθά ηελ ηειηθή εξκελεία 

ησλ βηνγεσγξαθηθώλ πξνηύπσλ (Ramette and Tiedje, 2007). Δηδηθόηεξα, κηα θαιύηεξε 

γλώζε ηεο κηθξνβηαθήο νηθνινγίαο ησλ ηνπηθώλ νηθνζπζηεκάησλ είλαη ζεκαληηθή γηα  λα 

θαηαλνήζνπκε ηε δηαδηθαζία ηεο νηλνπνίεζεο θαη ηελ παξαγσγή πξντόλησλ κε ηνπηθό 

ραξαθηήξα, επηηξέπνληαο έηζη ηελ αλάπηπμε ησλ ζύγρξνλσλ νηλνινγηθώλ πξαθηηθώλ θαη ηε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ ακπειννηληθώλ πξντόλησλ. 

     Γηάθνξεο κνξηαθέο κέζνδνη επηηξέπνπλ ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ S.cerevisiae ζε επίπεδν 

ζηειέρνπο, θαη θαινύληαη όρη κόλν λα εξεπλήζνπλ ηελ πνηθηινκνξθία απηνύ ηνπ είδνπο, 

αιιά θαη γηα λα επηιέμνπλ ζηειέρε ώζηε λα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο θαζαξέο θαιιηέξγεηεο, κηα 

επξέσο δηαδεδνκέλε πξαθηηθή ζηε βηνκεραλία νηλνπνίεζεο, όπνπ ζηειέρε ζπκβάιινπλ ζηνλ 

εηδηθό ραξαθηεξηζηηθό ηνπ ηειηθνύ πξντόληνο (Dequin, 2001, Suzzi et al., 2012). 
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     Ο Sipiczki (2011) ηόληζε όηη ηα ζηειέρε ηνπ θξαζηνύ S.cerevisiae είλαη πνιύθισλα θαη 

όηη νη θιώλνη κπνξεί λα δηαθέξνπλ ζεκαληηθά όζνλ αθνξά ηελ νηλνινγηθή ηνπο απόδνζε θαη 

ηνλ γνλόηππν. Σα γνληδηώκαηα ησλ δπκώλ ππνβάιινληαη ζε επαλαιήςεηο, δηαγξαθέο θαη 

αλαδηαηάμεηο πνπ κπνξεί λα πξνθαιέζνπλ ηελ απόθηεζε λέσλ ιεηηνπξγηώλ θαη γνληδίσλ 

εμεηδίθεπζεο (Cubillos et al., 2011). 

     Οη Carreto et al. (2008)  έδεημαλ όηη ηα ζηειέρε ηνπ θξαζηνύ δηέθεξαλ δξακαηηθά από ην 

εξγαζηήξην ζηέιερνο αλαθνξάο ζε Ty κεηαζεηά ζηνηρεία, ελώ θιηληθά ζηειέρε ήηαλ 

παξόκνηα κε ην εξγαζηεξηαθό ζηέιερνο S288C.  Έηζη, είλαη πηζαλό ηα θιηληθά ζηειέρε θαη 

ην S288C λα είραλ έλαλ θνηλό πξόγνλν θαη νη δηαθνξέο πνπ βξέζεθαλ ζε ζηειέρε ηνπ 

θξαζηνύ κπνξεί λα νθείιεηαη ζηηο επηιεθηηθέο πηέζεηο πνπ επεξεάδνπλ ζπγθεθξηκέλεο 

πεξηνρέο ηνπ γνληδηώκαηνο ζε απόθξηζε πξνο ηε πξνζαξκνγή ζην πεξηβάιινλ. 

      Γηα λα θαηαλνήζνπκε θαιύηεξα ηε δνκή ηνπ πιεζπζκνύ ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae, νη 

νηθνινγηθέο κειέηεο ρξεζηκνπνηώληαο κηα πνιπθαζηθή πξνζέγγηζε, πξνθεηκέλνπ λα 

θαζνξηζηνύλ ηα βηνγεσγξαθηθά πξόηππα έρνπλ πξαγκαηνπνηήζεη: κηα απζηεξή ζπλεξγαζία 

κεηαμύ θπινγελεηηζηώλ θαη ησλ νηθνιόγσλ θαη ηελ αλάπηπμε λέσλ ζηαηηζηηθώλ εξγαιείσλ 

πνπ παξέρνπλ κηα πην νινθιεξσκέλε θαηαλόεζε ησλ παξαγόλησλ πνπ ειέγρνπλ ηελ 

βηνπνηθηιόηεηα ηνπ S.cerevisiae θαη ηε βηνρεκεία. Οη θύξηεο κνξηαθέο κέζνδνη πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη γηα βηνγεσγξαθηθέο κειέηεο αλαιύνληαη παξαθάησ. 

 

 

 

4.1. ΢πγθξηηηθόο γελσκηθόο πβξηδηζκόο ζε κηθξνζπζηνηρίεο (Array CGH) 

     Ζ ζπγθξηηηθή γελσκηθή πβξηδνπνίεζε (CGH) έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα αληρλεύεη ηελ 

απώιεηα, ηελ απόθηεζε θαη ηελ ελίζρπζε ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ζε επίπεδν 

ρξσκνζώκαηνο. Ζ αλίρλεπζε ησλ εληζρύζεσλ είλαη γλσζηό όηη είλαη επαίζζεηε ζε ιηγόηεξν 

από 1 Mb. Απηή ε πξνζέγγηζε έρεη εθαξκνζηεί πξόζθαηα, ώζηε λα κειεηεζεί ε εμειηθηηθή 

ζεκαζία ηνπ κεγέζνπο ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ S.cerevisiae (Edwards - Ingram et al., 2004, 

Dunn et al., 2005, Gerstein et al., 2006). Οη Dunn et αl. (2012) ρξεζηκνπνίεζαλ απηή ηελ 

ηερληθή γηα λα κειεηήζνπλ  ηηο παξαιιαγέο ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ (CNVs) ζε όιεο ηηο 

ππνηεινκεξηθέο πεξηνρέο, κε - S288C γελσκηθέο πεξηνρέο, ξεηξνκεηαζεηόληα, κε ππξεληθό 

mtDNA θαη πιαζκίδηα 2mm από 83 ζηειέρε S.cerevisiae πνπ απνκνλώζεθαλ από 

δηαθνξεηηθά βηνκεραληθά θαη θπζηθά πεξηβάιινληα. Οη ιεθζέληεο ζπζηάδεο γηα ηνπο 

δηάθνξνπο ηύπνπο ραξαθηεξηζηηθώλ έδεημαλ όηη νη πεξηζζόηεξεο από ηηο παξαιιαγέο αξηζκνύ 
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αληηγξάθσλ (CNVs) είηε εκθαλίζηεθαλ ζε ππνηεινκεξηθέο πεξηνρέο είηε κεηαμύ ησλ 

θαηεγνξηώλ ησλ κεηαζεηώλ ζηνηρείσλ θαη όηη δελ ππήξραλ εκπνξηθά ζηειέρε ηνπ θξαζηνύ 

πνπ λα είλαη απνιύησο όκνηα κεηαμύ ηνπο. Έηζη, απηέο νη παξαιιαγέο αξηζκνύ αληηγξάθσλ 

(CNVs) δελ παξάγνπλ θακία ζαθή θπινγέλεζε, γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη όηη ηα πεξηζζόηεξα 

από απηά ηα ζηειέρε είλαη απνηέιεζκα ηεο δηαζηαύξσζεο κεηαμύ ησλ βηνκεραληθώλ θαη ησλ 

άγξησλ ζηειερώλ . 

 

 4.2. Πνιπκνξθηζκόο κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA-  

RFLP) 

     Ο Saccharomyces cerevisiae έρεη έλα κηθξό ζρεηηθά γνληδίσκα, έλα κεγάιν αξηζκό 

ρξσκνζσκάησλ (16 ζην ζύλνιν), ιίγν επαλαιακβαλόκελν DNA θαη κεξηθά εζώληα. Σα 

απινεηδή ζηειέρε πεξηέρνπλ πεξίπνπ 12-13 κεγαβάζεηο (Μb) ππξεληθνύ DNA, ην νπνίν 

είλαη θαηαλεκεκέλν θαηά κήθνο ησλ 16 γξακκηθώλ ρξσκνζσκάησλ.  Σν γνληδίσκα ηνπ 

εξγαζηεξηαθνύ ζηειέρνπο S.cerevisiae S2828C που αιιεινπρήζεθε πιήξσο ην 1997 

βξέζεθε όηη πεξηέρεη 12.156.677 δεύγε βάζεσλ (bp)θαη 6.275 γνλίδηα από ηα νπνία κόλν ηα 

5.800 πεξίπνπ γνλίδηα είλαη ιεηηνπξγηθά (Petering JE, et al., 1991). 

     Σα κηηνρόλδξηα έρνπλ ην δηθό ηνπο γελεηηθό ζύζηεκα θαη ην δηθό ηνπο κεραληζκό 

πξσηετλνζύλζεζεο. Ο S.cerevisiae έρεη έλα από ηα κεγαιύηεξα κηηνρνλδξηαθά DNA 

(mtDNA) από θάζε άιιν κηθξννξγαληζκό. 

     Ζ πνιπκεξάζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA) ζηεξείηαη ηεο ηθαλόηεηαο δηόξζσζεο, 

κε απνηέιεζκα λα ππάξρεη έλα πνιύ κεγάιν πνζνζηό κεηαιιάμεσλ εληόο ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνύ DNA θαη ελ ζπλερεία γξεγνξόηεξε εμέιημε, απ΄όηη ζην εζσηεξηθό ησλ 

ππξεληθώλ γνληδίσλ (GueÂrin B., 1991). 

      Σν κηηνρνλδξηαθό DNA (mtDNA) ηνπ S.cerevisiae ραξαθηεξίδεηαη από έλα απμεκέλν 

ξπζκό κεηάιιαμεο. Δηδηθόηεξα , νη κεηαιιάμεηο ππνθαηάζηαζεο βάζεο θαη νη  

πνιπκνξθηζκνί κήθνπο κπνξεί λα επηζεκαλζεί κε ηνλ  πεξηνξηζκό ησλ δαθηπιηθώλ 

απνηππσκάησλ ηνπ mtDNA κε ηε ρξήζε ελδνλνπθιεαζώλ κε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο (π.ρ. DdeI, 

Hinf, ΑΙυΙ θαη Rsal). Ζ αμηνπηζηία θαη ε δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα απηήο ηεο ηερληθήο είλαη 

παξόκνηα κε εθείλε ηεο PFGE. Ζ ρξήζε ηνπ πνιπκνξθηζκνύ κήθνπο ζξαπζκάησλ 

πεξηνξηζκνύ mtDNA (RFLP) απνθάιπςε έλα επξύ θάζκα ησλ πνιπκνξθηζκώλ ζε 

κηηνρνλδξηαθά γνληδηώκαηα θαη κηηνρνλδξηαθά γνλίδηα (Vezinhet et al., 1990, Querol et al., 

1994, Versavaud et al., 1995, Lopez et al., 2003). Απηή ε ηερληθή ρξεζηκνπνηήζεθε από 
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θνηλνύ κε PFGE από  ηνλ Vezinhet (1992) γηα ηε κειέηε ηεο εμέιημεο ζηειερώλ S.cerevisiae 

πνπ απνκνλώζεθαλ από δηάθνξεο ακπεινπξγηθέο πεξηνρέο  άλσ ησλ 6 εηώλ. Ζ κειέηε έδεημε 

όηη νξηζκέλα ζηειέρε είραλ δηαλεκεζεί επξέσο ζηηο κειεηώκελεο πεξηνρέο θαη 

παξνπζηάδνληαλ (εκθαλίδνληαλ) επί ζεηξά εηώλ, αλαθέξνληαο όηη είλαη ελδεκηθά ζε απηή ηελ 

πεξηνρή. Πην πξόζθαηα, νη Di Maio et αl. (2012), ρξεζηκνπνίεζαλ απηήλ ηε κέζνδν γηα ηε 

δηεξεύλεζε ηεο βηνπνηθηιόηεηαο ησλ πιεζπζκώλ δύκεο ηνπ θξαζηνύ πνπ απνκνλώζεθαλ 

θαηά ηε δηάξθεηα αξθεηώλ εηώλ από ηα νηλνπνηεία ηεο ΢ηθειίαο, όπνπ εκπνξηθά ζηειέρε 

δύκεο δελ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί πνηέ. Από ηα 918 ζηειέρε δύκεο ηα 209 ήηαλ δηαθνξεηηθά. 

Μεγάιε βηνπνηθηιόηεηα ηνπ S.cerevisiae παξαηεξήζεθε θαη ζηελ πεξηνρή Vinho Verde ηεο 

Πνξηνγαιίαο όηαλ απνκνλώζεθαλ 1620 ζηειέρε από  54 απζόξκεηεο δπκώζεηο θαη 

εληνπίζηεθαλ 297 δηαθνξεηηθά γελεηηθά κνηίβα (Schuller et al., 2005).  

      ΢ηηο κέξεο καο, ε εθαξκνγή ηεο έρεη ζε κεγάιν βαζκό αληηθαηαζηαζεί από λεόηεξεο θαη 

πην εμειηγκέλεο κεζόδνπο, εμαηηίαο νξηζκέλσλ πεξηνξηζκώλ, όπσο ε κεγάιε πνζόηεηα DNA 

πνπ απαηηεί θαζώο θαη ε δπζθίλεηε θαη ρξνλνβόξα ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηεί. 

 

4.3.  Ηιεθηξνθόξεζε πεθηήο παιιόκελνπ πεδίνπ (PFGE) 

     Σα ζηειέρε ηνπ S.cerevisiae εκθαλίδνπλ κηα κεγάιε πνηθηιία ζηνλ αξηζκό θαη ην κέγεζνο 

ησλ ρξσκνζσκάησλ ηνπο. Ζ ειεθηξνθόξεζε πεθηήο παιιόκελνπ πεδίνπ (PFGE) κπνξεί θαη 

δηαρσξίδεη ηα ρξσκνζώκαηα δηαθνξεηηθνύ κεγέζνπο. Ζ κέζνδνο απηή πεξηγξάθεθε γηα 

πξώηε θνξά από ηνλ Schwartz θαη Cantor (1984) θαη εμαθνινπζεί λα είλαη έλα από ηα πην 

ηζρπξά εξγαιεία γηα ηε δηεξεύλεζε ηεο βηνγεσγξαθίαο θαη ηεο θπινγέλεζεο ησλ δπκώλ. Ζ 

αλάιπζε ησλ ρξσκνζσκάησλ ζηειερώλ δύκεο κε PFGE έδεημε ηελ παξνπζία 

πνιπκνξθηζκώλ, νη νπνίνη πξνέξρνληαη από ρξσκνζσκαηηθέο αλαδηαηάμεηο, όπσο κεηαζέζεηο 

θαη δηαγξαθέο (Carro et al., 2003). 

     Δπίζεο πνιινί ζπγγξαθείο έρνπλ απνδείμεη όηη αλαιύνληαο ηνλ θαξπόηππν κπνξνύκε 

ηαπηνπνηήζνπκε θαιύηεξα ηηο δύκεο, επεηδή είλαη ζε ζέζε λα αλαδείμεη ηνπο 

πνιπκνξθηζκνύο ησλ ρξσκνζσκηθώλ  πξνθίι θπζηθώλ  πιεζπζκώλ S.cerevisiae από ζρεδόλ 

όιεο ηηο ακπεινπξγηθέο πεξηνρέο ηνπ θόζκνπ ( Johnston and Mortimer, 1986, Vezinhet et al., 

1990, Bidenne et al., 1992, Frezier and Dubourdieu, 1992, Briones et al., 1996, Egli et al., 

1998, Povhe et al., 2001, Schuller et al., 2004, Sipiczki et al., 2004, Antunovics et al., 2005, 

Wang et al., 2012). 
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     Δίλαη κηα κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ηόζν γηα πξνθαξπσηηθνύο όζν θαη γηα 

επθαξπσηηθνύο κηθξννξγαληζκνύο θαζώο θαη γηα ηελ θαηαζθεπή θπζηθώλ ραξηώλ, αθνύ 

παξνπζηάδεη κεγάιε αθξίβεηα. 

     Αξλεηηθόο παξάγνληαο είλαη ην πςειό θόζηνο εμνπιηζκνύ θαη αλαισζίκσλ θαη ε 

απαίηεζε ζε άξηζηα εθπαηδεπκέλνπο ρεηξηζηέο. 

 

4.4. Σπραία Δληζρπκέλν Πνιπκνξθηθό DNA (RAPD) 

     Ζ ηερληθή απηή βαζίδεηαη ζηε ρξήζε ελόο κνλνύ ζύληνκνπ εθθηλεηή (8-12 λνπθιενηίδηα) 

πνπ εληζρύεη ηπραίεο DNA αιιεινπρίεο θαη αληηπξνζσπεύεη κία ηθαλή κέζνδν ηαπηνπνίεζεο 

γηα πνιιέο δύκεο θαη βαθηήξηα ( Quesada and Cenis, 1995, Martinez et al., 2007, Tofalo et 

al., 2007). 

     Υξεζηκνπνηείηαη επξέσο ιόγσ ηνπ όηη δελ απαηηεί  εηδηθνύο εθθηλεηέο, είλαη γξήγνξε, 

απιή, απνηειεζκαηηθή θαη ρξεηάδεηαη κόλν κηθξέο πνζόηεηεο DNA. Δπίζεο δίλεη κεγάιν 

αξηζκό ζξαπζκάησλ θαη ην θόζηνο ηεο είλαη ρακειό ζε ζρέζε κε άιιεο κεζόδνπο. 

     Σν κεηνλέθηεκά ηεο είλαη όηη ίζσο θάπνηεο θνξέο λα είλαη δύζθνιε ε εξκελεία ησλ 

απνηειεζκάησλ, θαζώο κπνξεί λα κελ γίλεη ζσζηή αληηζηνίρηζε κεηαμύ ηνπ εθθηλεηή θαη ηεο 

αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ.  

     Απηή ε κέζνδνο ρξεζηκνπνηήζεθε από ηνπο Cavalieri et αl. (1998)  γηα λα 

δηαθνξνπνηήζνπλ 166 ζηειέρε S.cerevisiae ηα νπνία απνκόλσζαλ από δύν ηηαιηθέο 

πεξηθέξεηεο, ηελ Σνζθάλε θαη ηε ΢ηθειία. Ζ ηπραία ελίζρπζε ηνπ πνιπκνξθηθνύ DNA 

(RAPD)-PCR επέηξεςε ηελ αλαγλώξηζε 16 πξνηύπσλ. 

    Δπίζεο νη Tofalo et al. (2007) ρξεζηκνπνίεζαλ ηελ πξνζέγγηζε απηή ώζηε λα δηαρσξίζνπλ 

γελεηηθά δηαθνξεηηθά ζηειέρε S.cerevisiae, από ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο νηλνπαξαγσγηθέο 

πεξηνρέο ηεο Ηηαιίαο. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη νη γελεηηθέο δηαθνξέο αληηθαηνπηξίδνπλ 

ζηελ θαηλνηππηθή βηνπνηθηιόηεηα. 

 

4.5. Μηθξνδνξπθνξηθό DNA (Microsatellites) 

Σν Μηθξνδνξπθνξηθό DNA ή κηθξνδνξπθόξνη, είλαη κηθξέο δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο 

λνπθιενηηδηθώλ κνηίβσλ, ησλ νπνίσλ νη επαλαιακβαλόκελεο κνλάδεο έρνπλ κήθνο 1 έσο 

6 βάζεηο. Απηέο νη επαλαιακβαλόκελεο αιιεινπρίεο ηνπ DNA ραξαθηεξίδνληαη από έλα 

πςειό επίπεδν πνιπκνξθηζκνύ. 



- 21 - 
 

     Οη κηθξνδνξπθόξνη είλαη άθζνλνη ζην γνληδίσκα ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae, είλαη πςειά 

πνιπκνξθηθνί θαη γηα ην ιόγν απηό, ρξεζηκνπνηνύληαη σο δείθηεο ζε πεηξάκαηα γελεηηθήο 

ραξηνγξάθεζεο, παξνπζηάδεη κεγάιε δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα, δελ είλαη όκσο  ηδηαίηεξα 

ρξήζηκνη γηα ηελ εθηίκεζε εμειηθηηθώλ γεγνλόησλ πνπ ζπλέβεζαλ ζην καθξηλό παξειζόλ 

(Gallego et al,. 1998, Richards et al., 2009, Hennequin et al., 2001, Schuller et al., 2004, 

Bradbury et al., 2005, Legras et al., 2005). 

      Αξθεηέο κειέηεο έρνπλ ρξεζηκνπνηήζεη απηή ηελ πξνζέγγηζε γηα ηελ ηαπηνπνίεζε 

ζηειερώλ S.cerevisiae δηαθνξεηηθώλ  γεσγξαθηθώλ πξνειεύζεσλ ( Ness et al., 1993, 

Versavaud et al., 1995, Gallego et al., 1998, Hennequin et al., 2001, Bradbury et al., 2005, 

Legras et al., 2005, Schuller et al., 2005, Muller and McCusker, 2009b). 

 

 4.6. Πνιπηνπηθόο πξνζδηνξηζκόο αιιεινπρίαο DNA (Multilocus Sequence Typing) 

     Ο Πνιπηνπηθόο Πξνζδηνξηζκόο Αιιεινπρίαο DNA (MLST) είλαη κηα κέζνδνο 

ηππνπνίεζεο, ε νπνία ηα ηειεπηαία ρξόληα εθαξκόδεηαη ζε βαθηήξηα θαη κύθεηεο, κε ζθνπό 

ην ραξαθηεξηζκό ησλ ζηειερώλ ηνπο ζε κνξηαθό επίπεδν (Αα et al., 2006, Ayoub et al., 

2006). Ζ κέζνδνο MLST ηαπηνπνηεί ηα ζηειέρε S.cerevisiae, κε ηελ ρξήζε αιιεινπρηώλ 

DNA εζσηεξηθώλ ζξαπζκάησλ πνιιαπιώλ housekeeping γνληδίσλ (γνλίδηα θπηηαξηθήο 

νηθνλνκίαο ή γνλίδηα βαζηθνύ κεηαβνιηζκνύ). Σα γνλίδηα βαζηθνύ κεηαβνιηζκνύ, δελ 

ππόθεηληαη ζε πίεζε επηινγήο θαη γηα ην ιόγν απηό κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ ζε κειέηεο 

ηππνπνίεζεο θαη ζε κειέηεο θπινγελεηηθώλ ζρέζεσλ κεηαμύ ησλ ζηειερώλ ελόο είδνπο 

κπθήησλ. Δίλαη εμαηξεηηθά αμηόπηζηε θαη κε ζεκαληηθή δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα επεηδή 

βαζίδεηαη ζε αλάιπζε λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο.  

     Πξόζθαηα, απηή ε ηερληθή εθαξκόζηεθε γηα λα κειεηεζεί ε δνκή ηνπ πιεζπζκνύ θαη ε 

εμέιημε ηνπ S.cerevisiae (Fay and Benavides, 2005, Αα et al., 2006). Οη Ayoub θαη νη 

ζπλεξγάηεο ηνπ ην 2006 εμέηαζαλ κηα ζεηξά από επηά ζέζεηο 84 ζηειερώλ S.cerevisiae 

δηαθνξεηηθώλ πξνειεύζεσλ από ηα νπνία: 65 ζηειέρε απνκνλώζεθαλ από παξαδνζηαθά 

νηλνπνηεία ζην Λίβαλν, θαη ηα ππόινηπα ήηαλ εκπνξηθά ζηειέρε θαη ζηειέρε απνκνλσκέλα 

από ηελ Αζία. Από ηα πξνθίι πνπ πξνέθπςαλ θαηλόηαλ λα δηαθνξνπνηνύληαη ηα ζηειέρε 

αλάινγα κε ηελ πξνέιεπζή ηνπο. 
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4.7.  Αλάιπζε Interdelta 

     Οη δ αιιεινπρίεο είλαη πιεπξηθέο αιιεινπρίεο κεγέζνπο πεξίπνπ 300 bp νη νπνίεο ζπρλά 

ζρεηίδνληαη κε ηα Σy1 θαη Σy2 κεηαζεηά ζηνηρεία όπσο νλνκάδνληαη θαη βξίζθνληαη 

δηάζπαξηα ζε όιν ην γνληδίσκα θαη είλαη ηδηαίηεξα ζπρλά ζηα άθξα ησλ ρξσκνζσκάησλ 

(Franco - Duarte et al., 2011). Δληνπίδνληαη επίζεο θαη σο κεκνλσκέλα ζηνηρεία. Ο αξηζκόο 

ηνπο από 35 έσο 55 θαη ε ζέζε ηνπο δηαθέξεη αλάκεζα ζηα είδε θαη γηα ην ιόγν απηό 

απνηεινύλ ζεκαληηθνί γελεηηθνί δείθηεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό πνιπκνξθηζκώλ. Ζ ελίζρπζε 

ησλ ¨interdelta¨ πεξηνρώλ κεηαμύ γεηηνληθώλ δ αιιεινπρηώλ έρεη σο απνηέιεζκα λα 

παξάγνληαη εηδηθά πξόηππα. Ζ κέζνδνο είλαη θαηάιιειε γηα ηνλ ραξαθηεξηζκό κεγάινπ 

αξηζκνύ ζηειερώλ, επεηδή είλαη εύθνιε λα εθηειέζεη, είλαη θζελή θαη γξήγνξε. Σν 2003 νη 

Legras θαη Karst ζρεδίαζαλ ηνπο ελαιιαθηηθνύο εθθηλεηέο d12 θαη d21, νη νπνίνη 

αληηθαηέζηεζαλ ηνπο εθθηλεηέο d1 θαη d2  κε απώηεξν ζθνπό ηελ βειηίσζε ηεο κεζόδνπ. Ο 

ζπλδπαζκόο απηώλ ησλ εθθηλεηώλ ( d12/δ21 ή d12/d2 ) αύμεζε ηελ δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα 

ηεο κεζόδνπ (Legras et al., 2003). Δηδηθόηεξα, ε ρξήζε ησλ εθθηλεηώλ d12 θαη d2 έδεημε ηελ 

ίδηα δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα θαη άιιεο κεζόδνπο, όπσο mtDNA, RFLP, αλάιπζε 

κηθξνδνξπθόξσλ θαη PFGE, γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ζηειερώλ (Schuller et al., 2004). Ζ 

αλάιπζε ησλ δ αιιεινπρηώλ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε κειέηε ηεο γελεηηθήο πνηθηιόηεηαο 

κεηαμύ ζηειερώλ ηνπ  S.cerevisiae 16 ακπειώλσλ όπνπ θαη δηαπηζηώζεθε έλαο κεγάινο 

ζπζρεηηζκόο κεηαμύ ηνπ γνλνηύπνπ θαη ηεο πνηθηιίαο ακπέινπ (Schuller et al., 2012). 

 

5. Οηλνινγηθά (Σερλνινγηθά) ραξαθηεξηζηηθά ησλ δπκώλ 

     Από ηε ζηηγκή πνπ νη νηλνιόγνη ζπλεηδεηνπνίεζαλ όηη ε αιθννιηθή δύκσζε δελ είλαη έλα 

θαηλόκελν θαζαξά ρεκηθό, αιιά είλαη απνηέιεζκα ηεο δξάζεο ησλ δπκώλ, έζηξεςαλ ηηο 

πξνζπάζεηέο ηνπο ζηελ επηινγή δπκώλ νη νπνίεο ζα βειηίσλαλ ηελ πνηόηεηα ησλ νίλσλ.  

     Οη δύκεο ινηπόλ δηαδξακαηίδνπλ ηνλ πην ζεκαληηθό ξόιν, δηόηη όρη κόλν εθηεινύλ ηελ 

αιθννιηθή δύκσζε (AF), δειαδή ηε κεηαηξνπή ηνπ γιεύθνπο ζε αηζαλόιε θαη CO2, αιιά 

επίζεο επεξεάδνπλ ηε γεύζε θαη ηελ πνηόηεηα ηνπ νίλνπ κε ηελ παξαγσγή θαη ηελ απέθθξηζε 

ησλ κεηαβνιηηώλ ηνπο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλάπηπμήο ηνπο κέρξη ηελ κεηέπεηηα απηόιπζή 

ηνπο (Fleet GH, 1993).  

     Κάπνηα θξηηήξηα ζεηηθήο επηινγήο ησλ δπκώλ ζύκθσλα κε ηα νηλνινγηθά ηνπο 

ραξαθηεξηζηηθά είλαη: αληνρή ζηελ αηζαλόιε (EtOH), αληνρή ζην ζεηώδε αλπδξίηε (SO2), 
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κε- παξαγσγή βηνγελώλ ακηλώλ (BA), κε- παξαγσγή πδξόζεηνπ (H2S), παξαγσγή β-

γιπθνζηδάζεο θαη θαηλόηππν killer. 

 

5.1.  Αληνρή ζηελ αηζαλόιε (EtOH) 

     Ζ αηζαλόιε είλαη γλσζηό όηη ιεηηνπξγεί ζαλ αλαζηνιέαο ηεο αλάπηπμεο ησλ 

κηθξννξγαληζκώλ. Έρεη αλαθεξζεί όηη βιάπηεη ην κηηνρνλδξηαθό DNA ζε θύηηαξα δύκεο 

(Ibeas et al., 1997) θαη όηη κπνξεί λα πξνθαιέζεη ηελ απελεξγνπνίεζε νξηζκέλσλ ελδύκσλ, 

όπσο ηεο εμνθηλάζεο (Augustin et al., 1965) θαη ηεο αθπδξνγνλάζεο (Nagodawithana et al., 

1976).  

     Δπίζεο από πνιιέο κειέηεο έρεη ηεθκεξησζεί ε αιινίσζε ηεο ζύλζεζεο ησλ θπηηαξηθώλ 

ιηπηδίσλ όηαλ γίλεηαη έθζεζε ζε αηζαλόιε (Chi et al., 1999). 

      Παξ ‗όια απηά, ν S.cerevisiae εκθαλίδεη κεγάιε αληνρή ζηελ αηζαλόιε θαη θάπνηα 

ζηειέρε ηνπ κπνξνύλ λα πξνζαξκνζηνύλ ζε πνιύ πςειέο ζπγθεληξώζεηο. Δίλαη άιισζηε θαη 

ην είδνο πνπ ηειηθά επηβηώλεη θαη νινθιεξώλεη ηελ αιθννιηθή δύκσζε. 

     Πξόζθαηα ν Mauriello et al. (2009) αμηνιόγεζε σο πξνο ην νηλνινγηθό ηνπο ελδηαθέξνλ, 

36 ζηειέρε S.cerevisiae, ηα νπνία απνκνλώζεθαλ από ακπειώλεο ηεο βνξείνπ θαη λνηίνπ 

Ηηαιίαο. Από απηά ην 30% άληεμε ζε 18% αηζαλόιε, ην 64% ησλ ζηειερώλ παξνπζίαζε 

πςειή αληνρή ζην ζεηώδεο (SO2),  ελώ ην 61% εκθάληζε ρακειή ή θαη θαζόινπ παξαγσγή 

πδξόζεηνπ (H2S) ραξαθηεξηζηηθά πνπ πεξηγξάθνληαη ζηε ζπλέρεηα.  

 

5.2.  Αληνρή ζην ζεηώδεο (SO2) 

     ΢ήκεξα, ε ρξήζε ηνπ πξόζζεηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ ζείνπ (SO2) είλαη  κηα ζρεδόλ θαζνιηθά 

απνδεθηή πξαθηηθή νηλνπνίεζεο. Δίλαη κηα έλσζε πνπ έρεη κηα απιή ρεκηθή δνκή: δύν άηνκα 

νμπγόλνπ δεζκεπκέλα ζε έλα άηνκν ζείνπ. ΢ην θαηαλαισηηθό θνηλό είλαη γλσζηή σο 

ζπληεξεηηθό θαη ρξεζηκνπνηείηαη ζε ηξόθηκα θαη πνηά. Καηά ηελ αιθννιηθή δύκσζε  

δηνμείδην ηνπ ζείνπ παξάγεηαη θπζηθά ζε κηθξέο πνζόηεηεο από ηηο δύκεο, ελώ ην κεγαιύηεξν 

κέξνο πξνζηίζεηαη από ηνπο νηλνπνηνύο ζε κνξθή ζθόλεο (potassium metabisulfite, K2S2O5) 

ή ηξνθνδνηείηαη απ 'επζείαο ζην θξαζί σο αέξην.  

     Παξόιν πνπ ην δηνμείδην ηνπ ζείνπ (SO2) δελ έρεη βξεζεί λα έρεη θαξθηλνγόλν ή 

κεηαιιαμηνγόλν δξάζε, σζηόζν κπνξεί λα δεκηνπξγεί ζνβαξέο αιιεξγηθέο αληηδξάζεηο ζε 

νξηζκέλνπο αλζξώπνπο. 
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     Δίλαη δύζθνιν λα θηηάμνπκε πνηνηηθό θξαζί ρσξίο ηελ πξνζζήθε SO2 θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο νηλνπνίεζεο, θαζόηη παίδεη  δύν πνιύ ζεκαληηθνύο ξόινπο. Πξώηνλ αλαζηέιιεη ηελ 

αλάπηπμε αλεπηζύκεησλ κηθξννξγαληζκώλ, όπσο αιινηνγόλεο δύκεο θαη βαθηήξηα πνπ 

κπνξεί λα πξνθαιέζνπλ δηάθνξεο βιάβεο ζην θξαζί θαη δεύηεξνλ δξα σο αληηνμεηδσηηθό θαη 

πξνζηαηεύεη ην θξαζί από ηελ ακαύξσζε (Garde-Cerdan et al., 2007). 

     ΢ε κηα πξόζθαηε κειέηε ησλ Capece et al. (2012), γηα ηελ πνηθηινκνξθία ησλ δπκώλ 

S.cerevisiae, νη νπνίεο απνκνλώζεθαλ από απζόξκεηεο δπκώζεηο (ζπλνιηθά 132 ζηειέρε), 

εκθάληζαλ πςειή αλζεθηηθόηεηα ζην ζεηώδεο (κεηαμύ 200 θαη 300mg/l SO2), πςειή 

αλζεθηηθόηεηα ζηελ αιθνόιε (αληνρή ζε 16% v/v), κέηξηα έσο πςειή παξαγσγή πδξόζεηνπ 

ελώ ην 30% βξέζεθε ζεηηθό ζηελ παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο θαη ζηελ παξαγσγή βηνγελώλ 

ακηλώλ. 

 

5.3.  Βηνγελείο ακίλεο (BA) 

     Οη βηνγελείο ακίλεο είλαη αδσηνύρεο νξγαληθέο ελώζεηο ρακεινύ κνξηαθνύ βάξνπο κε 

αιεηθαηηθέο, αξσκαηηθέο θαη εηεξνθπθιηθέο δνκέο. Βξίζθνληαη ζηα ηξόθηκα όπσο ςάξηα , 

θξέαο, ηπξί , ιαραληθά θαη θξαζηά θαη νη πην θνηλέο είλαη ε ηζηακίλε, ηπξακίλε, 

θαηλπιαηζπιακίλε, πνπηξεζθίλε, ζεξνηνλίλε θαη θαδαβεξίλε. ΢ρεκαηίδνληαη κε ηελ 

απνθαξβνμπιίσζε ησλ ακηλνμέσλ ηζηηδίλε, ηπξνζίλε, θαηλπιαηζπιακίλε, ηζηακίλε, 

ηξππηνθάλε, αξγηλίλε θαη πξνθαινύλ ζηνπο θαηαλαισηέο αιιεξγηθέο αληηδξάζεηο όπσο 

δπζθνιία ζηελ αλαπλνή, θαγνύξα, εμάλζεκα, έκεην, ππξεηό, ππέξηαζε θαη πνλνθεθάινπο 

(Aishath Naila et al., 2010). 

     Ζ παξνπζία ησλ βηνγελώλ ακηλώλ ζηνπο νίλνπο γίλεηαη νινέλα θαη πην ζεκαληηθή γηα 

ηνπο θαηαλαισηέο όζν θαη ηνπο παξαγσγνύο, ιόγσ ησλ πηζαλώλ απεηιώλ ηνμηθόηεηαο πνπ 

κπνξεί λα πξνθαιέζνπλ ζηνλ άλζξσπν θαη θαη΄επέθηαζε ησλ αξλεηηθώλ επηπηώζεσλ ζην 

εκπόξην. 

     Παξάγνληεο πνπ κπνξνύλ λα επεξεάζνπλ ηελ παξαγσγή βηνγελώλ ακηλώλ είλαη νη 

ζπλζήθεο απνζήθεπζεο (Komprda et al., 2001), δηαδηθαζίεο παξαγσγήο (Rivas et al., 2008), 

πξαθηηθέο παξαγσγήο (Komprda et al., 2001) ην πνζνζηό ηνπ κηθξνβηαθνύ πιεζπζκνύ κε 

δξαζηεξηόηεηα απνθαξβνμπιίσζεο (Santos 1996), ε πνηόηεηα ησλ πξώησλ πιώλ (Maijala et 

al., 1995b), θαζώο θαη ε δηαζεζηκόηεηα ησλ ειεύζεξσλ ακηλνμέσλ (Maijala et al., 1995a). 

     ΢ε κηα κειέηε πνπ δηεμήρζε από  ηνπο Goñi & Ancín Azpilicueta (2001) εμέηαζαλ ηε 

ζπγθέληξσζε βηνγελώλ ακηλώλ πνπ παξάγνληαη από δηαθνξεηηθά ζηειέρε S. cerevisiae ζε 

ξνδέ θξαζηά. Βξήθαλ κηα κηθξή αύμεζε ζε βηνγελείο ακίλεο εμαξηώκελε από ην ζηέιερνο. 
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     Οη Torrea & Ancín (2002) πξνρώξεζαλ κε παξόκνηεο κειέηεο θαη δηαπίζησζαλ όηη 

εκβνιηάδνληαο γιεύθε, παξάγνληαη θξαζηά κε πςειή ζπγθέληξσζε βηνγελώλ ακηλώλ ζε 

ζύγθξηζε κε ηηο απζόξκεηεο δπκώζεηο πνπ εθηεινύληαη από ηηο απηόρζνλεο δύκεο. Σν 

γεγνλόο απηό ην απνδίδνπλ ζηελ κεγαιύηεξε θαηαλάισζε πξόδξνκσλ ακηλνμέσλ θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο δύκσζεο από ηηο εκπνξηθέο δύκεο, θαη ην ρακειόηεξν πιεζπζκό δύκεο ζηηο 

απζόξκεηεο δπκώζεηο. 

     ΢ηειέρε δύκεο δηαθνξεηηθώλ εηδώλ,  ηα νπνία απνκνλώζεθαλ από ζηαθύιηα θαη θξαζί 

κειεηήζεθαλ από ηνπο Caruso et al. (2002) σο πξνο ηελ παξαγσγή ηνπο ζε βηνγελείο ακίλεο. 

Σα ζηειέρε ηνπ B. Bruxellensis ζρεκάηηζαλ ζην ζύλνιν ηελ πςειόηεξε ζπγθέληξσζε ζε 

βηνγελείο ακίλεο θαη αθνινύζεζαλ ζηειέρε ηνπ S.cerevisiae. 

 

5.4.  Παξαγσγή πδξόζεηνπ (H2S) 

     Σν άξσκα ηνπ θξαζηνύ θαη ηδηαίηεξα ν ραξαθηήξαο ηνπ δηακνξθώλεηαη από ηξεηο 

θαηεγνξίεο αξσκαηηθώλ ελώζεσλ. Σα πξσηνγελή αξώκαηα είλαη απηά πνπ πξνθύπηνπλ 

άκεζα από ηα ζηαθύιηα (άλζε, θξνύηα), δεπηεξνγελή είλαη απηά πνπ παξάγνληαη από ηηο 

δύκεο θαηά ηελ αιθννιηθή δύκσζε ελώ ηξηηνγελή είλαη απηά πνπ  πξνθύπηνπλ ύζηεξα από 

παιαίσζε, σξίκαλζε ηνπ θξαζηνύ ην ιεγόκελν ¨κπνπθέην¨ (κπαραξηθά, μύιν θ.α.). Οξγαληθά 

νμέα, αλώηεξεο αιθνόιεο, ρακειέο πηεηηθέο νξγαληθέο ελώζεηο ηνπ ζείνπ θαη εζηέξεο 

απνηεινύλ ζπζηαηηθά ηνπ θξαζηνύ πνπ πξνθύπηνπλ θαηά ηελ αιθννιηθή δύκσζε.  

     Ζ ζπγθέληξσζε απηώλ ησλ ζπζηαηηθώλ ζην ηειηθό πξντόλ εμαξηάηαη από ην ζηέιερνο ηεο 

δύκεο, ηηο ζπλζήθεο δύκσζεο θαη ηηο ζξεπηηθέο νπζίεο (Ana Mendes-Ferreira et al., 2011).  

     Οη πηεηηθέο ελώζεηο ζείνπ, όπσο ην πδξόζεην (H2S) θαη άιιεο, παξάγνληαη από ηηο δύκεο 

θαηά ηε δύκσζε θαη νη πεξηζζόηεξεο ζπλδένληαη κε δπζάξεζηεο νζκέο θαη γεύζεηο (Swiegers 

et al., 2007). Σν πδξόζεην (H2S) πξνζδίδεη κηα νζκή από θινύβην απγό θαη έρεη εμαηξεηηθά 

αξλεηηθέο επηπηώζεηο ζηνλ νξγαλνιεπηηθό ραξαθηήξα θαη θαηά ζπλέπεηα ζηελ  πνηόηεηα ηνπ 

θξαζηνύ, όηαλ ππεξβαίλεη ην όξην αληίιεςεο (50 έσο 80 mg l-1). Αληίζεηα ζε ρακειόηεξα 

επίπεδα, 20 έσο 30 mg -1, ε έλσζε έρεη ζεηηθό απνηέιεζκα, πξνζδίδνληαο  κηα κπξσδηά από 

δύκεο (Rauhut et al., 1993). 

     Δπίζεο ε έιιεηςε αδώηνπ ζην κνύζην, κπνξεί λα έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ ππεξβνιηθή 

παξαγσγή πδξόζεηνπ (H2S) (Wang, et al., 2003). 

     Οη Sabina Di Maio et al. (2012) ζε κειέηε πνπ πξαγκαηνπνίεζαλ γηα ηε δηαθύιαμε ηεο 

βηνπνηθηιόηεηα ησλ ελδνγελώλ πιεζπζκώλ S.cerevisiae ζε πεξηνρή ηεο Ηηαιίαο, όπνπ νη 
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παξαδνζηαθέο νηλνπνηεηηθέο πξαθηηθέο εμαθνινπζνύλ λα πθίζηαληαη, πξνζδηόξηζαλ θαη ηελ 

παξαγσγή ηνπο ζε πδξόζεην θαη ζε β-γιπθνζηδάζε, ε νπνία ζα αλαθεξζεί παξαθάησ. Σα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη από ηα 129 ζηειέρε ην 11,6% δελ παξνπζίαζε παξαγσγή 

πδξόζεηνπ, ην 16,3% είρε ρακειή παξαγσγή, ην 57,4% είρε κεζαία παξαγσγή ελώ ην 14,7% 

είρε πςειή παξαγσγή. Δπίζεο δελ παξνπζίαζαλ θακία παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο. 

 

 

5.5.  Παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο 

     Μέρξη ηώξα, πνιιέο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη νη δύκεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ δηαδηθαζία 

ηεο νηλνπνίεζεο έρνπλ δξαζηηθόηεηα β-γιπθνζηδάζεο, θαη όηη απηή ε δξαζηηθόηεηα είλαη 

κεγαιύηεξε ζε ζηειέρε δπκώλ κε Saccharomyces από ό, ηη ζε Saccharomyces cerevisiae 

(Manzanares, et al., 2000).  

     Οη δύκεο θαη θπξίσο νη κε S.cerevisiae παξάγνπλ θαη εθθξίλνπλ δηάθνξα έλδπκα όπσο 

εζηεξάζεο, γιπθνζηδάζεο, ιηπάζεο, πξσηεάζεο, β-γιπθνζηδάζεο ζηνλ πεξηπιαζκαηηθό ρώξν. 

Σα έλδπκα απηά κπνξνύλ θαη αιιειεπηδξνύλ κε πξόδξνκεο ελώζεηο ησλ ζηαθπιηώλ θαη λα 

παξάγνπλ κε ηε ζεηξά ηνπο αξσκαηηθέο ελώζεηο, νη νπνίεο δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν 

ζην πνηθηιηαθό άξσκα (Charoenchai, et al., 1997).  

     Παξόια απηά, άιινη ζπγγξαθείο αλαθέξνπλ ηελ παξαγσγή ηεο β-γιπθνζηδάζεο από 

ζηειέρε S.cerevisiae θαη ηε δπλαηόηεηα ησλ ελδύκσλ απηώλ λα εληζρύνπλ ηo άξσκα ησλ 

νίλσλ (Delcroix, et al., 1994).  

     Έξεπλεο έρνπλ δείμεη όηη ε ζύλζεζε ηεο β-γιπθνζηδάζεο ζηα δηάθνξα είδε δπκώλ, 

εληζρύεηαη ππό αεξόβηεο ζπλζήθεο αλάπηπμεο, εκθαλίδεηαη θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο εθζεηηθήο 

ηνπο θάζεο (G.Fia et al., 2005) θαη αλαζηέιιεηαη ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθόδεο (Rosi, 

et al., 1994). 

     Σα απνηειέζκαηα πνπ ειήθζεζαλ από ηε κειέηε ηνπ G.Fia (2005) επηβεβαίσζαλ αθόκα 

κηα θνξά όηη ε παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο από ζηειέρε S.cerevisiae είλαη πνιύ κηθξόηεξε 

από εθείλε πνπ παξαηεξείηαη ζηηο άγξηεο (non-Saccharomyces). 

  

5.6.  Φαηλόκελν killer 

     Σν θαηλόκελν killer δελ είλαη έλα λέν βηνινγηθό θαηλόκελν. Αληρλεύηεθε γηα πξώηε θόξα 

ην 1963 ζε ζηειέρε S.cerevisiae (Bevan, et al., 1963). Οη δύκεο έρνπλ ηελ ηθαλόηεηα λα 
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ειεπζεξώλνπλ πξσηεΐλεο ή γιπθνπξσηεΐλεο, νη νπνίεο ζθνηώλνπλ ηα επαίζζεηα ζηειέρε  θαη 

γηα ην ιόγν απηό νλνκάδνληαη παξάγνληεο killer.  

     ΢ηα ζηειέρε S.cerevisiae ζρεηίδεηαη κε ηελ παξνπζία κε - κνιπζκαηηθώλ, 

ελδνθπηηαξηθώλ ζσκαηηδίσλ πνπ πξνζνκνηάδνπλ κε ηό (VLP). Σα ζσκαηίδηα απηά  (VLP) 

θιεξνλνκνύληαη ζην θπηηαξόπιαζκα ησλ δπκώλ killer θαη πεξηέρνπλ δύν γξακκηθά δηπιήο 

έιηθαο ξηβνλνπθιετθά νμέα (dsRNA), ην L θαη M γνληδίσκα (Wickner RB. 1996). Σν 

γνληδίσκα L- dsRNA θσδηθνπνηεί έλα RNA – κηα εμαξηώκελε RNA πνιπκεξάζε θαη ηελ 

ηηθή πξσηεΐλε πνπ ζπκππθλώλεη ηα δύν γνληδηώκαηα. Σν γνληδίσκα Μ θσδηθνπνηεί κηα 

πξσηετληθή νπζία, κηα ηνμίλε (zymocin) θαη έλαλ παξάγνληα αλνζίαο. Ζ ηνμίλε απηή 

εθθξίλεηαη από ηα ζηειέρε ¨zymocidal¨ θαη είλαη ζαλαηεθόξα γηα επαίζζεηα ζηειέρε ηνπ 

ίδηνπ είδνπο. Ζ ίδηα δύκε πνπ παξάγεη απηήλ ηελ ηνμίλε έρεη αλνζία ζε απηήλ, όκσο κπνξεί 

λα είλαη επαίζζεηε ζε θάπνηα άιιε ηνμίλε. 

     Μέρξη ηώξα έρνπλ πεξηγξαθεί πέληε ηύπνη  S.cerevisiae πνπ παξάγνπλ ηελ ηνμίλε killer, ε 

Κ1, ε Κ2, ε Κ3, ε Κ 28 θαη ε K3GR1 (Wickner RB., 1996), ελώ ππάξρνπλ θαη νη ηνμίλεο Κ4-

Κ11 πνπ βξίζθνληαη κεηαμύ άιισλ γελώλ (G.A. da Silva., 1996).  

     Τπάξρνπλ θαη θάπνηα ζηειέρε ηα νπνία παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθόηεηα ζηελ ηνμίλε killer, 

ρσξίο όκσο λα κπνξνύλ λα ηελ παξάγνπλ. Απηά ηα ζηειέρε νλνκάδνληαη νπδέηεξα θαη 

πεξηέρνπλ ηα  L θαη ηα Μ dsRNA γνληδηώκαηα, κε ην Μ γνληδίσκα λα θσδηθεύεη κόλν ηνλ 

παξάγνληα αλνζίαο. Σα ζηειέρε όζνλ αθνξά ηνλ παξάγνληα killer ηαμηλνκνύληαη ζε: killer 

(K), sensitive (S) θαη  neutral (N). 

     ΢ε έξεπλα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε από ηνλ Silva (1996) γηα ην θαηλόκελν killer ζε 85 

ζηειέρε ηνπ S.cerevisiae δηαπηζηώζεθε όηη ην 24,7% ησλ ζηειερώλ παξνπζίαζαλ 

δξαζηεξηόηεηα killer (K
+
R

+
), ην 70,6% ήηαλ αλζεθηηθά ζε ηνμίλε killer (K

-
R

+
) θαη κόιηο ην 

7,1% ήηαλ επαίζζεηα ζε απηήλ (K
-
R

-
) (G.A. da Silva., 1996).  

 

6. Κξνθίδσζε (flocculation) 

     Σα θύηηαξα δύκεο έρνπλ κηα αμηνζεκείσηε ηθαλόηεηα λα πξνζθνιιώληαη ζε αβηνηηθέο 

επηθάλεηεο, ηα θύηηαξα θαη ηζηνύο (Kojic and Darouiche, 2004). Απηέο νη πξνζθνιιεηηθέο 

ηδηόηεηεο έρνπλ κεγάιε ζεκαζία ζηελ ηαηξηθή θαη ηε βηνκεραλία.  

     ΢ηελ νηλνπνίεζε, ε πξνζθόιιεζε θπηηάξνπ-θπηηάξνπ (θξνθίδσζε) είλαη κηα επηζπκεηή 

ηδηόηεηα ησλ βηνκεραληθώλ ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae πνπ επηηξέπεη ηνλ εύθνιν 
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δηαρσξηζκό ησλ θπηηάξσλ από ην ηειηθό πξντόλ ηεο δύκσζεο, ην θξαζί  (Verstrepen  et al ., 

2003).  

     Ζ πξνζθόιιεζε νθείιεηαη ζε κηα θαηεγνξία εηδηθώλ πξσηετλώλ ηνπ θπηηαξηθνύ 

ηνηρώκαηνο, πνπ νλνκάδνληαη  «πξνζθνιιεηίλεο». Σα θύηηαξα θέξνπλ πνιιέο δηαθνξεηηθέο 

πξνζθνιιεηίλεο, επηηξέπνληαο ηελ πξνζθόιιεζή ηνπο ζε ζπγθεθξηκέλα ππνζηξώκαηα.              

Αξθεηέο αιιεινπρίεο κεηαγσγήο ζήκαηνο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο Ras / cAMP / PKA θαη 

MAP θηλάζε (MAPK) εμαξηώκελα λεκαηνεηδή κνλνπάηηα αλάπηπμεο, ειέγρνπλ ζηελά ηε 

ζύλζεζεο δηαθόξσλ πξνζθνιιεηίλσλ. 

     Μαδί, απηά ηα κνλνπάηηα ελεξγνπνηνύλ ηελ πξνζθόιιεζε σο απάληεζε ζην ζηξεο, ζην 

πεξηνξηζκέλν ζξεπηηθό κέζν ή ζηα κηθξά κόξηα πνπ παξάγνληαη από ηνλ μεληζηή, όπσο ε 

απμίλε ζηα θπηά θαη  NAD ζηα ζειαζηηθά. Δπίζεο, νη πξνζθνιιεηίλεο ππόθεηληαη ζε 

ππνηεινκεξηθέο επηγελεηηθέο αιιαγέο, κε απνηέιεζκα λα έρνπκε ζηνραζηηθά πξόηππα 

έθθξαζεο. Δζσηεξηθέο δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο κέζα ζηα γνλίδηα ησλ πξνζθνιιεηίλσλ 

κπνξεί λα πξνθαιέζνπλ αλαζπλδπαζκό θαη ζρεκαηηζκό λέσλ πξνζθνιιεηίλσλ. 

     Σν θπηηαξηθό ηνίρσκα εθηόο ηνπ όηη παξέρεη ζηαζεξνπνίεζε θαη ζσξαθίδεη ην θύηηαξν 

από κεραληθέο δπλάκεηο, ρξεζηκεύεη θαη σο εξγαιείν γηα ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπ κε ην 

πεξηβάιινλ. Μηα από ηηο πην ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ηεο επηθάλεηαο ηνπ θπηηάξνπ είλαη ε 

ηθαλόηεηα ηνπ λα πξνζθνιιάηαη ζε άιια θύηηαξα θαη επηθάλεηεο. 

     ΢ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο δύκσζεο , όηαλ όια ηα δηαζέζηκα ζάθραξα έρνπλ κεηαηξαπεί 

ζε αηζαλόιε θαη δηνμείδην ηνπ άλζξαθα , ηα θύηηαξα δύκεο αξρίζνπλ λα πξνζθνιινύληαη ην 

έλα ζην άιιν θαη ζρεκαηίδνπλ καθξνζθνπηθά « θξνθηδώζεηο» νη νπνίεο ζπληζηώληαη  από 

πνιιέο ρηιηάδεο θύηηαξα. Αλάινγα κε ην ζηέιερνο νη θξνθηδώζεηο είηε θαζηδάλνπλ γξήγνξα 

ζηνλ ππζκέλα (ζηειέρε «lager»), είηε επηπιένπλ ζηελ επηθάλεηα (ζηειέρε «ale») 

δηεπθνιύλνληαο έηζη ηελ απνκάθξπλζή ηνπο από ην κέζν. Σα θύηηαξα δύκεο είλαη ζε ζέζε 

λα πξνζαξκόδνπλ  γξήγνξα ηηο ηδηόηεηεο πξνζθόιιεζεο ηνπο ζε λέα πεξηβάιινληα.  

     Σα δηαθνξεηηθά είδε δύκεο θέξνπλ δηαθνξεηηθέο νηθνγέλεηεο πξνζθνιιεηίλσλ νη νπνίεο 

αληηθαηνπηξίδνπλ ηνλ ηξόπν δσήο ηνπο, θαζώο επίζεο θαη ζπγγεληθά είδε κπνξεί λα 

δηαθέξνπλ ζεκαληηθά κεηαμύ ηνπο (Guo  et al ., 2000; Verstrepen  et al ., 2004a).  

     Όπσο ν  Saccharomyces cerevisiae πνπ θέξεη πέληε γνλίδηα θξνθίδσζεο (FLO): FLO1, 

FLO5, FLO9, FLO10 θαη FLO11 (Teunissen and Steensma, 1995). Οη FLO1, FLO5, FLO9 

θαη FLO10 είλαη ππεύζπλα γηα ηελ πξνζθόιιεζε θπηηάξνπ-θπηηάξνπ (θξνθίδσζε), ελώ  ε 

FLO11 είλαη ππεύζπλν γηα ηελ πξνζθόιιεζε ζε ππνζηξώκαηα ( Guo et al., 2000). 
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6.1.  Μεραληζκνί πξνζθόιιεζεο  

     Τπάξρνπλ δύν ηξόπνη πξνζθόιιεζεο πνπ θαζηζηνύλ ηα θύηηαξα δύκεο ηθαλά λα 

ζπλδένληαη κε άιια θύηηαξα ή κε άιιεο επηθάλεηεο. Like- ιεθηίλε πξνζθόιιεζε (επαίζζεηε 

ζηα ζάθραξα) θαη πξνζθόιιεζε αδξαλείο ζηα ζάθραξα. Ζ πξνζθόιιεζε like-ιεθηίλε, 

αθνινπζεί ηελ ππόζεζε ηεο ιεθηίλεο ζύκθσλα κε ηελ νπνία νη πξνζθνιιεηίλεο ελώλνληαη κε 

ακηλνμέα ή ζάθραξα γεηηνληθώλ θπηηάξσλ (Stratford, 1992; Guo  et al ., 2000). ΢ηνλ 

Saccharomyces cerevisiae έρνπκε δύν θαηεγνξίεο. Σελ FLO1 θαη ηελ NewFLO. Ζ FLO 

θαηεγνξία δεζκεύεη κόλν ζάθραξα καλλόδεο, ελώ ε NewFLO εθηόο ηεο καλλόδεο δεζκεύεη 

θαη άιια ζάθραξα όπσο γιπθόδε θαη καιηόδε (Sato et al ., 2002). Σα πεξηζζόηεξα εκπνξηθά 

ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηε δπζνπνηία είλαη ηύπνπ NewFLO, όπνπ ηα ζάθραξα ζην 

κέζν εκπνδίδνπλ ηνλ ζρεκαηηζκό θξνθηδσκάησλ πξηλ  ηα δπκώκελα ζάθραξα κεηαηξαπνύλ 

ζε αηζαλόιε, ζηνηρείν πνπ επηδεηνύλ νη δπζνπνηνί θαη νη νηλνπνηνί.  

     Από ηε άιιε πιεπξά ε πξνζθόιιεζε αλεμάξηεηα από ηα ζάθραξα, πξαγκαηνπνηείηαη από 

πξνζθνιιεηίλεο πνπ δεζκεύνπλ πεπηίδηα αληί γηα ζάθραξα ή απμάλνπλ ηελ θπηηαξηθή ηνπο 

επηθάλεηα πδξνθνβηθά κε αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ θπηηάξσλ θαη ησλ αβηνηηθώλ 

επηθαλεηώλ.  

     Δπίζεο ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνύλ ην θαηλόκελν ηεο θξνθίδσζεο ειέγρνληαη από 

δηάθνξα ξπζκηζηηθά κνλνπάηηα θαη ελεξγνπνηνύληαη από δηάθνξα πεξηβαιινληηθά 

εξεζίζκαηα όπσο έιιεηςε αδώηνπ ή άλζξαθα, κεηαβνιέο ζην pH θαη αύμεζε ησλ επηπέδσλ 

ηεο αηζαλόιεο. Ζ κεηάβαζε ζην θαηλόκελν ηεο θξνθίδσζεο πηζαλώο πξνζηαηεύεη ηηο δύκεο 

από ην έληνλν ζηξεο θαη ηνπο επηηξέπεη λα πξνζαξκνζηνύλ (Sampermans  et al ., 2005).  
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Υλικά και μζκοδοι 
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1. ΢ηειέρε δύκεο 

     Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο παξνύζαο εξγαζίαο αμηνινγήζεθαλ 309 άγξηα ζηειέρε, από 

δείγκαηα ζηαθπιηώλ ηεο πνηθηιίαο ¨Αγησξγίηηθνπ¨  πνπ ζπιιέρζεθαλ από ηε δώλε ηεο 

Νεκέαο θαη ηα δηέζεηε ζηε ζπιινγή ηνπ ην Ηλζηηηνύην Οίλνπ.  

     Σα δείγκαηα ησλ ζηαθπιηώλ πξνήιζαλ από 18 δηαθνξεηηθνύο ακπειώλεο (Αζπξόθακπνο, 

Αξραία Νεκέα, Κνύηζη, Άγηνο Βαζίιεηνο, Κνπηζνκόδη, Νεκέα θαη Λεόληεην) θαη ηα ζηειέρε 

απνκνλώζεθαλ ύζηεξα από δεηγκαηνιεςίεο ζην ηέινο ησλ απζόξκεησλ δπκώζεσλ. 

     Σα ζηειέρε είραλ ζπιιερζεί από ην ζξεπηηθό ππόζηξσκα YPD agar θαη ESA θαη ήηαλ 

απνζεθεπκέλα ζηνπο -80
ν
C ζε δηάιπκα γιπθεξόιεο 30% v/v. 

 

Θξεπηηθά ππνζηξώκαηα:  

YPD agar (per liter) 

Yeast extract Powder (LAB M) 10g 

Bacteriological peptone (OXOID) 20g 

Glucose (ROQUETTE) 20g 

Bacto agar (Agar Bacteriological- 

OXOID) 
20g 

dH2O 1000ml 

 

ESA (per liter) 

Yeast extract Powder (LAB M) 5g 

Bacteriological peptone (OXOID) 
5g 

Glucose (ROQUETTE) 20g 

Bacto agar (Agar Bacteriological- OXOID) 20g 

dH2O 1000ml 

Μεηά ηελ απνζηείξσζε πξνζζέηνπκε αηζπιηθή αιθνόιε 12% θαη κεηαζεηώδεο λάηξην 

(sodium metabisulfite)  0.015% w/v. 
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1.1.  Απνκόλσζε DNA γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae 

     Σα ζηειέρε αλαλεώζεθαλ από ηνπο -80
ν
C ζε ηξπβιία petri κε ζξεπηηθό ππόζηξσκα YPD 

agar θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 28
ν
C. Ζ απνκόλσζε ηνπ DNA ησλ δπκώλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

βξαζκό ζε pcr tube 0,2ml όπνπ πξνζηέζεθε 3κl NaOH 0,02Ν θαη κηθξή πνζόηεηα βηνκάδαο 

από θάζε ζηέιερνο. ΢ηε ζπλέρεηα ηέζεθαλ γηα βξαζκό γηα 10min ζηνπο 99
 ν
C. 

 

1.1.1. Δλίζρπζε ηεο 5.8S ITS πεξηνρήο ηνπ rDNA κε αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο 

 

     Ζ ελίζρπζε ηεο 5.8S ITS rDNA πεξηνρήο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ησλ εθθηλεηώλ 

ITS1 (5΄-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3΄) θαη ITS4 (5΄-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3΄) (White et al., 1990). Ζ ελίζρπζε ηεο αληίδξαζεο έγηλε ζε ηειηθό όγθν 50 κl ην νπνίν 

πεξηιάκβαλε 1x buffer Kapa A, 0.5 κM από ηνπο εθθηλεηέο ITS1 θαη ITS4, 200 κM από θάζε  

dNTP θαη 1 U από ηελ DNA πνιπκεξάζε (KAPATaq DNA Polymerase, 

KAPABIOSYSTEMS) 

     Ζ ελίζρπζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζεξκνθπθινπνηεηή BioRad (MJ Mini™ Personal 

Thermal Cycler) ζύκθσλα κε ην αθόινπζν πξόγξακκα: 

 

 

1x Απνδηάηαμε ηνπ DNA κήηξα γηα 3min ζηνπο 94
 ν
C 

 

 35x 

Απνδηάηαμε ζηνπο 94
 ν
C γηα 30sec 

Τβξηδηζκόο ησλ εθθηλεηώλ ζηνπο 52
 ν
C γηα 30sec 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 74
 ν
C γηα 1min 

1x Σειηθή επηκήθπλζε πξντόληνο ζηνπο 74
 ν
C γηα 10min 

Γηαηήξεζε ζηνπο 10
 ν
C 

 

 

 

 

http://www.bio-rad.com/prd/en/GR/LSR/PDP/5d763e2d-03a3-4eae-8dbe-4a3cb1ae1a8d/MJ-Mini-Personal-Thermal-Cycler
http://www.bio-rad.com/prd/en/GR/LSR/PDP/5d763e2d-03a3-4eae-8dbe-4a3cb1ae1a8d/MJ-Mini-Personal-Thermal-Cycler
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1.1.2.  Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

     Σα πξντόληα ηεο αληίδξαζε αλαιύζεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

(Invitrogen) (1,2 % w/v) κε ΣΑΔ, νπηηθνπνηήζεθαλ κε ρξώζε βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ 

(Applichem) 5κl/100 ml θαη θσηνγξαθήζεθαλ παξνπζία UV αθηηλνβνιίαο. 

     Σα κνξηαθά κεγέζε πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ βνήζεηα δείθηε κνξηαθώλ βαξώλ (100 bp 

DNA Ladder, New England, Biolabs).  

 

 

1.1.3. Αλάιπζε κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ηεο 5.8S ITS πεξηνρήο 

     Γηα ηηο αληηδξάζεηο πεξηνξηζκνύ ηεο 5.8S ITS πεξηνρήο, ηα πξντόληα PCR επσάζηεθαλ κε 

ηηο πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο HhaI, HaeIII, HinfI (Takara, Japan). Κάζε θνξά πεξίπνπ 

400ng πξντόληνο PCR επσάζηεθαλ κε 10 Units από ην έλδπκν θαη 1x από ην buffer ζε ηειηθό 

όγθν 20 μl γηα 1h ζηνπο 37 °C. 

     Σα ζξαύζκαηα πεξηνξηζκνύ δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

(Invitrogen) 2.5% w/v θαη αληρλεύηεθαλ ρξεζηκνπνηώληαο βξσκηνύρν αηζίδην παξνπζία UV 

αθηηλνβνιίαο. Σα κνξηαθά κεγέζε πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηε βνήζεηα δείθηε κνξηαθώλ βαξώλ 

(100bp DNA Ladder, New England, Biolabs). 

 

 

1.2.  Γηαρσξηζκόο ζηειερώλ S.cerevisiae κε ηελ αλάιπζε πνιπκνξθηζκώλ κήθνπο 

ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA – RFLP) 

     Από ηα αλαλεσκέλα ζηειέρε S.cerevisiae ζε ηξπβιία petri ειήθζε βηνκάδα θαη 

εκβνιηάζηεθαλ ζσιελάθηα κε 5ml YDP broth. Έπεηηα από 24h επώαζεο ζηνπο 28 °C, 

ειήθζεζαλ 30κl από θάζε ζσιελάθη θαη εκβνιηάζηεθαλ θσληθέο κε YPD broth. 

Αθνινπζήζεθε ην παξαθάησ πξσηόθνιιν: 

 

1.2.1. Πξσηόθνιιν Yeast DNA Miniprep (DNA EXTRACTION) 

 

1. Κύηηαξα (δύκεο) αλαπηύζζνληαη overnight ζηνπο 28
ν
C ζε 25ml YPD broth 

2. Σα θύηηαξα ζπιιέγνληαη ζε eppendorf ησλ 2ml, κε  θπγνθέληξηζε ζηα 8.000g γηα 1 

min. Σν ππεξθείκελν αθαηξείηαη 
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3. Ζ δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη  έσο όηνπ πάξνπκε βηνκάδα από 6ml θαιιηέξγεηα 

4. ΢ηε ζπλέρεηα επαλαδηαιύνπκε ηα θύηηαξα ζε 0,5 ml sorbitol buffer θαη θάλνπκε 

vortex 

5. Πξνζζέηνπκε 25κl lyticase (50 Units) θαη επσάδνπκε γηα 1 ώξα ζηνπο 37
ν
C 

6. Φπγνθεληξνύκε  max speed γηα 1 min 

7. Απνρύλνπκε  ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε  ηα θύηηαξα ζε 0,5 ml 50mM Tris-

Cl (pH 7,4), 20mM Na2 EDTA (επαλαδηάιπζε κε tip) 

8. Πξνζζέηνπκε 0,05 ml 10% SDS (θαιό ρηύπεκα) 

9. Δπώαζε ζηνπο 65νC γηα 30 minutes 

10. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε 0,2 ml 5Μ potassium acetate, αλαθηλνύκε θαη 

ηνπνζεηνύκε ηα eppendorf γηα 1 ώξα ζηνλ πάγν 

11.  Φπγνθεληξνύκε 2 θνξέο γηα 15 min max speed. (Φπγνθεληξώ γηα 15 ιεπηά, 

κεηαθέξσ ην ππεξθείκελν ζε eppendorf ησλ  1.5ml, μαλαθπγνθεληξώ θαη κεηαθέξσ 

γηα δεύηεξε θνξά ην ππεξθείκελν ζε θαηλνύξην eppendorf) 

12. Πξνζζέηνπκε ίζν όγθν (700κl) isopropanol 100%, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

Αλαθηλνύκε γηα 5 ιεπηά κε ην ζηαηό. Φπγνθεληξνύκε γηα 10 sec, αθαηξνύκε ην 

ππεξθείκελν θαη αθήλνπκε λα ζηεγλώζεη ην pellet 

13. Δπαλαδηαιύνπκε ην pellet ζε 300κl ΣΔ (pH 7,4) 

14. Πξνζζέηνπκε 15κl RNase A 1mg/ml θαη επσάδνπκε γηα 30min ζηνπο 37
ν
C. (πξηλ 

κπνπλ ζηνπο  37
ν
C mix) 

15. Πξνζζέηνπκε  0,03κl sodium acetate 3M θαη αλαθηλνύκε. Πξνζζέηνπκε 0,2ml 

isopropanol 100% θαη αλαθηλνύκε ειαθξά κε ζηαηό γηα 5 min 

16. Φπγνθεληξνύκε γηα 10 sec, αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη αθήλνπκε λα ζηεγλώζεη 

ην pellet (10-15min) 

17. Δπαλαδηαιύνπκε ην pellet ζε 45κl ddH2O (mix) 

18. Αθνινπζεί πνζνηηθνπνίεζε ηνπ DNA 

19. ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη πέςε overnight ζηνπο 37°C, ζε ηειηθό όγθν 35κl κε 

2-2,5κg γελσκηθνύ DNA, 1κl από ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ HinfI 10U (Taqara) θαη 1x 

από ην buffer. 

 

     Σα ζξαύζκαηα πεξηνξηζκνύ δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

(Invitrogen) 1% w/v θαη αληρλεύηεθαλ ρξεζηκνπνηώληαο βξσκηνύρν αηζίδην παξνπζία UV 

αθηηλνβνιίαο. Σα κνξηαθά κεγέζε πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηε βνήζεηα δείθηε κνξηαθώλ βαξώλ 

(100bp DNA Ladder, New England, Biolabs). 
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        1.2.2.  Γηαιύκαηα πξσηνθόιινπ DNA extraction 

 

YPD broth (per liter) 

Yeast extract Powder (LAB 

M) 
10g 

Bacteriological peptone 

(OXOID) 
20g 

Glucose (ROQUETTE) 20g 

dH2O 1000ml 

 

 

Sorbitol buffer 

Sorbitol 1M 

(APPLICHEM) 

EDTA 0.1M (pH 7.5) 

(APPLICHEM) 

dH2O 

Απνζεθεύνπκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 

 

Potassium acetate (5M) (100ml) 

5M potassium acetate 

(APPLICHEM) 

60ml 

Glacial  acetic acid 

(APPLICHEM) 

11.5ml 

dH2O 28.5ml 

Απνζεθεύνπκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

  

 

Tris EDTA (TE) pH 7.4 

100mM Tris-Cl (pH 7.4) (Tris 

ultrapure-APPLICHEM) 

10mM EDTA (pH 8.0) (Disodium 

salt dehydrate, molecular biology 

grade-APPLICHEM) 
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dH2O 

Απνζεθεύνπκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

 

 

Sodium acetate 3M, pH 5.2 

     Γηαιύνπκε 408,3g από ην sodium acetate·3H2O ζε 800ml dH2O. Ρπζκίδνπκε ην pH ζην 

5,2 κε glacial acetic acid. Φηάλνπκε ηνλ όγθν ζην 1 ιίηξν κε dH2O. ΢πάκε ζε κηθξόηεξα 

θιάζκαηα θαη απνζηεηξώλνπκε. 

 

Lyticase (from Arthrobacter luteus – SIGMA) 

     Γίλεηαη ζε ζηεξεή κνξθή. Αξαηώλνπκε ζε ddH2O ηελ ζηεξεή κνξθή έηζη ώζηε λα 

θηηάμνπκε 2.000Units/ml. Μνηξάδνπκε ζε θιάζκαηα ησλ 0,5ml ζε eppendorf. Φπιάζζεηαη 

ζηνπο  -20
 ν
C. 

 

SDS (solution 10%, molecular biology grade-APPLICHEM) 

 

Isopropanol 100% (2-propanol, molecular biology grade-APPLICHEM) 

 

RNase A 1mg/ml (APPLICHEM) 

Stock 20mg/ml 

 

TAE 50X (per liter) 

242g Tris base 

57.1ml glacial acetic acid 

100ml EDTA 0.5M (pH 8.0) 

     Επγίδνπκε ην Tris base θαη πξνζζέηνπκε ζε πνηήξη δέζεσο  dH2O    500ml. Πξνζζέηνπκε 

ην EDTA θαη ην glacial acetic acid (ε πξνζζήθε γίλεηαη ζηνλ επαγσγό θαη κε γάληηα).        

Αλαδεύνπκε κέρξη λα νκνγελνπνηεζεί ην δηάιπκα θαη δηνξζώλνπκε ηνλ όγθν πξνζζέηνληαο  

dH2O κέρξη ηα 1000ml 
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TAE 1X (per liter) 

20ml TAE 50X 

980ml dH2O 

 

 

EDTA 0.5M (pH 8.0) 

     ΢ε 800ml dH2O πξνζζέηνπκε 186,1g disodium EDTA·2H2O. Αλαδεύνπκε κέρξη λα 

νκνγελνπνηεζεί ην δηάιπκα, ζηε ζπλέρεηα ξπζκίδνπκε ην pH ζην 8.0 κε NaOH (   20g NaOH 

pellets) θαη απνζηεηξώλνπκε.  

 

1.3.  Γηαρσξηζκόο ζηειερώλ S.cerevisiae κε ηελ ελίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπο 

κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

     Γηα ηελ απνκόλσζε ηνπ DNA ησλ θπηηάξσλ Saccharomyces cerevisiae πξνζηέζεθαλ ζε 

pcr tube 0,2ml, 3κl NaOH 0,02Ν θαη κηθξή πνζόηεηα βηνκάδαο από θάζε ζηέιερνο. ΢ηε 

ζπλέρεηα ηέζεθαλ γηα βξαζκό γηα 10min ζηνπο 99
 ν
C ζε θπθινπνηεηή Thermal-cycler 

(Thermo Electro‘s Px2, Thermo Electron Corporation, Canada). 

  

1.3.1. Δλίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπ S.cerevisiae 

     Γηα ηελ ελίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπ S.cerevisiae ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη 

εθθηλεηέο delta12 (5‘–TCAACAATGGAATCCCAAC-3‘) θαη delta 21  

(5‘- CATCTTAACACCGTATATGA-3‘) (Legras et al., 2003). Ζ αληίδξαζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε  ηειηθό όγθν αληίδξαζεο 25κl κε 1x buffer Kapa A, 2.5mM MgCl2 

(Biolabs), 2x BSA (KAPABIOSYSTEMS), 1κM από θάζε εθθηλεηή, 200mM από θάζε 

dNTP θαη 1U DNA πνιπκεξάζεο (KAPATaq DNA Polymerase, KAPABIOSYSTEMS).  

Ζ ελίζρπζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζεξκνθπθινπνηεηή Thermal-cycler (Thermo Electro‘s 

Px2, Thermo Electron Corporation, Canada) ζύκθσλα κε ην αθόινπζν πξόγξακκα: 

1x Απνδηάηαμε ηνπ DNA κήηξα γηα 3min ζηνπο 94
 ν
C 

 Απνδηάηαμε ζηνπο 94
 ν
C γηα 30sec 
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 35x Τβξηδηζκόο ησλ εθθηλεηώλ ζηνπο 46
 ν
C γηα 30sec 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72
 ν
C γηα 90min 

1x Σειηθή επηκήθπλζε πξντόληνο ζηνπο 72
 ν
C γηα 10min 

Γηαηήξεζε ζηνπο 10
 ν
C 

 

     Σα ζξαύζκαηα πεξηνξηζκνύ δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

(Invitrogen) 2% w/v θαη αληρλεύηεθαλ ρξεζηκνπνηώληαο βξσκηνύρν αηζίδην παξνπζία UV 

αθηηλνβνιίαο. Σα κνξηαθά κεγέζε πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηε βνήζεηα δείθηε κνξηαθώλ βαξώλ 

(100kb DNA Ladder, New England, Biolabs). 

 

2. Οηλνινγηθά –Σερλνινγηθά ηεζη 

 

2.1.Ethanole Tolerance (Αληνρή ζηελ αηζαλόιε) (per liter) 

1 ιίηξν κνύζηνο δηεζεκέλνο (κε ληνπιπάλη), ην νπνίν δελ πεξηέρεη metabisfoulfit 

15g/l Bacteriological Agar (OXOID) 

Ethanol absolute (Merck) 

     Φηιηξάξνπκε 1 ιίηξν κνύζην θαη πξνζζέηνπκε 15g/l agar. Αθνύ νκνγελνπνηεζεί ην 

δηάιπκα, ξπζκίδνπκε ην pH ζην 3,6 κε HCl (4Ν). Παζηεξηώλνπκε γηα 20min ζηνπο 100
 ν
C. 

΢ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε αηζαλόιε, 10-18% vol (10%, 12%, 14%, 16% θαη 18% 

αληίζηνηρα). 

     Σα ζηειέρε ¨ζπνηάξνληαη¨ πάλσ ζην ζξεπηηθό κέζν θαη ηα ηξπβιία επσάδνληαη γηα 24h 

ζηνπο 26
 ν
C. Ο βαζκόο αλζεθηηθόηεηαο ηνπ θάζε ζηειέρνπο αλαθέξεηαη σο ε ειάρηζηε δόζε 

ε νπνία επηηξέπεη ηελ αλάπηπμή ηεο. Αμηνινγνύκε ηελ αλάπηπμε ησλ απνηθηώλ ζηα ηξπβιία, 

ζπγθξίλνληαο ηα κε ηξπβιία ηα νπνία δελ πεξηέρνπλ αηζαλόιε (σο control). (Mauriello, et al. 

2009). 

 

2.2.SO2  Resistance (Αληνρή ζην Γηνμείδην ηνπ Θείνπ) (per liter) 

1 ιίηξν κνύζηνο δηεζεκέλνο (κε ληνπιπάλη), ην νπνίν δελ πεξηέρεη metabisfoulfit 

15g/l Bacteriological Agar (OXOID) 
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Potassium Metabisulfite 

     Φηιηξάξνπκε 1 ιίηξν κνύζην θαη πξνζζέηνπκε 15g/l agar. Αθνύ νκνγελνπνηεζεί ην 

δηάιπκα, ξπζκίδνπκε ην pH ζην 3,6 κε HCl (4Ν). Παζηεξηώλνπκε γηα 20min ζηνπο 100
 ν
C.        

     ΢ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε δηαθνξεηηθέο πνζόηεηεο potassium metabisulfite (100mg/l , 

150mg/l, 200mg/l, 250mg/l, 300mg/l) αθνύ απνζηεηξσζεί κε θίιηξν 0,2κm. ΢ηξώλνπκε ην 

ζξεπηηθό κέζν ζε ηξπβιία petri.  

     Αμηνινγνύκε ηελ αλάπηπμε ησλ απνηθηώλ ζηα ηξπβιία κεηά από 24h  ζηνπο 26
 ν
C, 

ζπγθξίλνληαο ηα κε ηξπβιία ηα νπνία δελ πεξηέρνπλ Potassium Metabisulfite σο control (R. 

Pando Bedriñanaa et al 2009). 

 

2.3.Βηνγελείο Ακίλεο, YEPD AGAR (per liter) 

Yeast Extract Powder (LAB M) 10g/l 

Bacteriological Peptone (OXOID) 20g/l 

Dextrose (glucose) (ROQUETTE) 20g/l 

Bacteriological Agar (OXOID) 20g/l 

Bromocresol Purple (SIGMA) 0.006% 

Δπηιεγκέλν ακηλνμύ 10g/l 

(Ηζηηδίλε, Ηζηακίλε, Φαηλπιαιαλίλε, Σπξνζίλε (no autoclave), Σξππηνθάλε (no autoclave), 

Αξγηλίλε) 

dH2O  

     Απνζηεηξώλνπκε ην πιηθό καο ζηνπο 121
ν
C γηα 20 ιεπηά. Σα ακηλνμέα ηπξνζίλε θαη 

ηξππηνθάλε πξνζηίζεληαη κεηά ηελ απνζηείξσζε αθνύ απνζηεηξσζνύλ κε θίιηξν 0,2κm.    

     Eλαπνζέηνπκε βηνκάδα από θάζε ζηέιερνο ζε ηξπβιία κε δηαθνξεηηθό ακηλνμύ. Ο 

ζρεκαηηζκόο βηνγελώλ ακηλώλ ππνδεηθλύεηαη κε έλα κνβ ¨θσηνζηέθαλν¨ γύξσ από ηελ 

απνηθία σο απνηέιεζκα ηεο απνθαξβνμπιίσζεο ησλ ακηλνμέσλ. (De Benedictis et al. 2011). 

 

 

2.4.Παξαγσγή Τδξόζεηνπ (H2S), BIGGY AGAR (per liter) 

Ammonium Bismuth Citrate (for microbiology – FLUKA) 5g/l 

Sodium Sulfite 3g/l 

Dextrose (glucose) (ROQUETTE) 10g/l 

Glycine (SIGMA) 10g/l 
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Yeast Extract Powder (LAB M) 1g/l 

Bacteriological Agar (OXOID) 16g/l 

dH2O  

     Ρπζκίδνπκε ην pH ζην 6,8±0,2. Γελ απνζηεηξώλεηαη. Μεηά ηελ νκνγελνπνίεζε ηνπ 

πιηθνύ, αθνινπζεί βξαζκόο θαη ζηξώλνπκε ην ζξεπηηθό κέζν ζε ηξπβιία petri.  

     Ζ παξαγσγή πδξόζεηνπ πξνζδηνξίδεηαη ζε BIGGY AGAR. Δπσάδνπκε ηα ηξπβιία  κε ηηο 

απνηθίεο από ηα ζηειέρε ζηνπο 28
ν
C γηα 24h. Έπεηηα παξαηεξνύκε ην ρξσκαηηζκό ησλ 

απνηθηώλ.  

     Ζ αμηνιόγεζε γίλεηαη κε ηελ αθόινπζε θιίκαθα. White: θαζόινπ παξαγσγή, Light 

brown: ρακειή παξαγσγή, Dark brown κεζαία παξαγσγή, Black: πςειή παξαγσγή 

πδξόζεηνπ (R. Pando Bedriñanaa et al 2009). 

Γηα όια ηα παξαπάλσ ηεζη  ρξεζηκνπνηνύκε θξέζθηεο θαιιηέξγεηεο ησλ ζηειερώλ ζε YPD 

broth. 

 

 

2.5.Παξαγσγή β- γιπθνζηδάζεο (b- glucosidase) 

Όια ηα πξνο εμέηαζε ζηειέρε αλαπηύρζεθαλ ζε ηξπβιία petri κε ζξεπηηθό ππόζηξσκα YPD 

YPD AGAR (per liter) 

Yeast Extract Powder (LAB M) 1g/l 

Bacteriological Peptone (OXOID) 2g/l 

Dextrose (glucose) (ROQUETTE) 2g/l 

Bacteriological Agar (OXOID) 2g/l 

Απνζηεηξώλνπκε ην πιηθό καο ζηνπο 121
ν
C γηα 20 ιεπηά. 

     ΢ηε ζπλέρεηα παίξλνπκε βηνκάδα 48h θαη θάλνπκε streaking ζην GPY ζξεπηηθό κέζν γηα 

ηελ αλίρλεπζε ηεο δξαζηηθόηεηαο ηεο β-γιπθνζηδάζεο 

GPY AGAR (per liter) 

Yeast Extract Powder (LAB M)   1g/l  

Arbutin (SIGMA) 5g/l 

Iron Chloride (SIGMA) (no autoclave) 1,4g/l 

Bacteriological Agar (OXOID) 20g/l 

dH2O 

Γηόξζσζε pH ζην 5,0 
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     Απνζηεηξώλνπκε ην πιηθό καο ζηνπο 121
ν
C γηα 20 ιεπηά. Σν Iron Chloride πξνζηίζεηαη 

κεηά ηελ απνζηείξσζε αθνύ απνζηεηξσζεί κε θίιηξν 0,2κm. 

      Μέηα από 15κέξεο επώαζεο ζηνπο 28
ν
C, ζηειέρε κε δξαζηεξηόηεηα β-γιπθνζηδάζεο 

πδξνιύνπλ ηελ αξβνπηίλε (ε νπνία είλαη ε κόλε πεγή άλζξαθα), κε απνηέιεζκα έλα θαθέ 

ζθνύξν ρξώκα λα αλαπηύζζεηαη γύξσ από ην streaking.  

     Ο ραξαθηεξηζκόο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη White: γηα ηα streaking πνπ δελ έρνπλ 

αιιάμεη ρξώκα θαη παξακέλνπλ ιεπθά, Yellow: γηα ηα streaking πνπ έρνπλ αιιάμεη ρξώκα 

θαη έρνπλ πάξεη ην ρξώκα ηεο ώρξαο θαη Brown: γηα ηα streaking πνπ έρνπλ αιιάμεη ρξώκα 

θαη έρνπλ γίλεη ζθνύξν θαθέ ρξώκα (De Benedictis et al. 2011). 

2.6.Killer Test, YEPD – MB AGAR (per liter) 

Yeast extract (LAB M) 10g/l 

Peptone (OXOID) 20g/l 

Dextrose (glucose) (ROQUETTE) 20g/l 

Bacteriological Agar (OXOID) 20g/l 

Methylene Blue (SIGMA) (no autoclave) 0,003g/l 

Αληί γηα dH2O, πξνζζέηνπκε citrate phosphate buffer 0,1M pH 4,5. Μεηά ηελ απνζηείξσζε 

δηνξζώλνπκε ην pH ζην 4,5 κε citrate θαη πξνζζέηνπκε ηελ ρξσζηηθή, ε νπνία έρεη 

απνζηεηξσζεί κε θίιηξν 0,2κm. 

 Όια ηα ζηειέρε αλαλεώλνληαη από ηξπβιίν ζε YPD broth (24h) θαη ελ ζπλερεία γίλεηαη 

δεύηεξε αλαλέσζε ζε YPD broth (14h).  

Δλζσκαηώλνπκε ζην YPD-MB agar ην επαίζζεην ζηέιερνο ζε πιεζπζκό 10
5
 cells/ml (pour). 

Αθνύ ζηαζεξνπνηεζεί ην ζξεπηηθό κέζν ¨ζπνηάξνπκε¨ (20κl) ηα ζηειέρε πνπ ζέινπκε λα 

ειέγμνπκε. Δπσάδνπκε ζηνπο 18
ν
C γηα 5 κέξεο. 

Σα ζηειέρε ραξαθηεξίδνληαη σο killer (k
+
), όηαλ ην ¨spot¨ πεξηβάιιεηαη από κηα επθξηλή 

δώλε αλαζηνιήο. Σα ππόινηπα ζηειέρε ειέγρνληαη σο πξνο ηελ αληνρή (R
+
 - R

-
). 

Αθνινπζείηαη  ε ίδηα κέζνδνο. 

Όια ηα ζηειέρε αλαλεώλνληαη από ηξπβιίν ζε YPD broth (24h) θαη ελ ζπλερεία γίλεηαη 

δεύηεξε αλαλέσζε ζε YPD broth (14h). Σα ζηειέρε killer αλαλεώλνληαη ζε ηξπβιία έηζη λα 

έρνπκε θξέζθηα θαιιηέξγεηα. Δλζσκαηώλνπκε ζην YPD-MB agar ην ζηέιερνο πνπ ζέινπκε 

λα ειέγμνπκε σο πξνο ηελ αληνρή ζηα ζηειέρε killer ζε πιεζπζκό 10
5
 cells/ml. Μόιηο ην 

ζξεπηηθό κέζν ζηαζεξνπνηεζεί ελαπνζέηνπκε βηνκάδα από ην ζηέιερνο πνπ είλαη 

ραξαθηεξηζκέλν σο killer. Δπσάδνπκε ζηνπο 18
ν
C γηα 5 κέξεο. Σα ζηειέρε ραξαθηεξίδνληαη  
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σο επαίζζεηα (K
-
R

-
)  όηαλ γύξσ από ην ζηέιερνο killer δεκηνπξγεζεί κία επδηάθξηηε δώλε 

αλαζηνιήο. Σα ππόινηπα ραξαθηεξίδνληαη σο R
+
 (K

-
R

+
) (De Ullivarri MF, et al. 2011). 

 

3. Μεηαιιαγκέλα ζηειέρε πνπ παξνπζηάδνπλ ην θαηλόκελν ηεο 

θξνθίδσζεο 

     Μεηαιιαγκέλα ζηειέρε Saccharomyces cerevisiae αλαλεώζεθαλ από ηνπο -80
ν
C ζε 

ηξπβιία petri κε ζξεπηηθό ππόζηξσκα YPD agar θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 28
ν
C. Αθνινύζεζε 

απνκόλσζε ηνπ DNA ησλ δπκώλ ζύκθσλα κε ην πξσηόθνιιν Yeast DNA Miniprep (DNA 

EXTRACTION), ην νπνίν αλαθέξεηαη παξαπάλσ κέρξη ην ζηάδην ηεο πνζνηηθνπνίεζεο. ΢ηε 

ζπλέρεηα αθνινπζήζεθε ην πξσηόθνιιν γηα ηελ δηάζσζε ηνπ πιαζκηδίνπ. 

 

3.1.  Πξσηόθνιιν απνκόλσζεο πιαζκηδίνπ ¨Plasmid rescue¨ 

1. Bάδνπκε 5κg γελνκηθνύ DNA γηα πέςε κε 5units από ην έλδπκν (EcoRI, HindIII, 

SalI, ClaI, XhoI or KpnI) overnight ζηνπο 37
ν
C, ζε πνζόηεηα ίζε κε 40κl 

2. Σξέρνπκε 20κl ζε έλα ηδει γηα λα ειέγμνπκε ηελ πέςε. Σν ππόινηπν ζεξκαίλεηαη 

ζηνπο 65
 ν
C γηα 25min γηα λα απελεξγνπνηήζνπκε ην έλδπκν. ΢ηε ζπλέρεηα 

πξνζζέηνπκε 215κl ddH2O, 25κl 10X ligase buffer θαη 1κl ligase(400 units). Γηα λα 

απνθύγνπκε ελδνκνξηαθέο αληηδξάζεηο, ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA ζηε ιηγνπνίεζε, 

δελ πξέπεη λα είλαη  πάλσ από 10κg/ml θαη θάησ από 2 κg/ml 

3. Μεηά ηελ ιηγνπνίεζε ηνπο 4
 ν
C overnight, πξνζζέηνπκε 125κl NH4Ac 7.5M θαη 

375κl ηζνπξνπαλόιε. Αλαθηλνύκε αξθεηέο θνξέο θαη θπγνθεληξνύκε ζηηο 13.000rpm 

γηα 20min 

4.  Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη μεπιέλνπκε  κηα θνξά ην pellet κε 70% αηζαλόιε. 

Φπγνθεληξνύκε, max speed γηα 30sec, αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν κε ηε βνήζεηα 

πηπέηαο, αθήλνπκε λα ζηεγλώζεη θαιά ην pellet θαη ην επαλαδηαιύνπκε ζε 6κl TE. 

Μεηαζρεκαηίδνπκε θύηηαξα E.coli κε 3κl από ην DNA pellet, ρξεζηκνπνηώληαο 

electroporation (ην πξσηόθνιιν αλαθέξεηαη ζηε ζπλέρεηα). Κάλνπκε minipreps (ην 

πξσηόθνιιν αλαθέξεηαη ζηε ζπλέρεηα) ζε αξθεηέο απνηθίεο από ην θάζε ζηέιερνο 

5. Rescued plasmid κπνξεί λα αλαιπζεί κε δηπιή πέςε ρξεζηκνπνηώληαο ην έλδπκν 

BamHI θαη ην ¨recovery¨ έλδπκν. Σν επηζπκεηό πιαζκίδην έρεη κία κπάληα κεγέζνπο 
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2,85kb καδί κε ην θνξέα αιιεινύρηζεο  (3,9kb γηα ην EcoRI)  θαη επηπξόζζεηεο 

κπάληεο από ην γελνκηθό DNA. Δάλ πάξνπκε ¨mystery¨ πιαζκίδην, πξνζπαζνύκε κε 

δηαθνξεηηθό ¨recovery¨ έλδπκν 

6. Αιιεινπρνύκε ηα DNA preparations ρξεζηκνπνηώληαο έλαλ primer ζπκπιεξσκαηηθό  

  

3.2.  Πξνεηνηκαζία δεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ Escherichia coli  

 

1. Μνλή απνηθία θαηάιιεινπ βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο  (DH5a) αλαπηύζζεηαη ζε 10ml 

ζξεπηηθνύ κέζνπ LB ύζηεξα από επώαζε ζηνπο 37
o
C γηα 16-18 ώξεο  κε αλάδεπζε 

(250rpm)  

2. Μεηαθνξά όγθνπ αξρηθήο θαιιηέξγεηαο ζε 2 θιάζθεο ηνπ ιίηξνπ πνπ πεξηέρνπλ 

250ml ζξεπηηθνύ κέζνπ LB (πξνζεξκαζκέλν), έηζη ώζηε ε νπηηθή ππθλόηεηα λα γίλεη 

ίζε κε 0,05 (O.D.600=0.05) 

3. Δπσάδνπκε ηηο 2 θιάζθεο ζηνπο 37o
C κε αλάδεπζε (250rpm). Μεηξάκε νπηηθή 

ππθλόηεηα θάζε 20min (O.D.600) 

4. Όηαλ O.D.600=0,5 ακέζσο  κεηαθέξνπκε ηηο θιάζθεο ζηνλ πάγν γηα 30min. 

Αλαδεύνπκε ηηο θαιιηέξγεηεο ζηηο θιάζθεο έηζη ώζηε λα θξπώλνπλ νκνηόκνξθα. 

Παξάιιεια βάδνπκε 4 κπνηίιηεο θπγνθέληξηζεο ζηνλ πάγν, αλνίγνπκε ηελ 

θπγόθεληξν θαη ηελ ςύρνπκε 

5.  Μεηαθέξνπκε ηηο θαιιηέξγεηεο ζε 2 παγσκέλεο κπνηίιηεο θπγνθέληξηζεο   

6. Φπγνθέληξηζε γηα 15min ζηνπο 4
ν
C ζηα 2800g (5000rpm γηα GSA rotor ηεο Sorvall) 

7. Απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε ζε 250ml 10% γιπθεξόιε 

8. Φπγνθέληξηζε γηα 15min ζηνπο 4
ν
C ζηα 2800g 

9. Απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε ζε 125ml 10% γιπθεξόιε. ΢ε απηό 

ην ζεκείν αιιάδνπκε κπνηίιηεο (παγσκέλεο-θαζαξέο) 

10. Φπγνθεληξνύκε γηα 15min ζηνπο 4
ν
C ζηα 2800g 

11. Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε απαιά ζε 62,5ml 10% γιπθεξόιε 

12. Μεηά ηελ επαλαδηάιπζε νκνγελνπνηνύκε ηηο 2 κπνηίιηεο ζε κηα 

13. Φπγνθέληξηζε γηα 15min ζηνπο 4
ν
C ζηα 2800g 

14. Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε  απαιά ζε 2ml δηαιύκαηνο 10% 

γιπθεξόιε, 150mM trehalose 

15. Μνηξάδσ ζε θιάζκαηα ησλ 40κl ζε ήδε παγσκέλα tubes. Σα tubes βπζίδνληαη ζε 

πγξό άδσην θαη απνζεθεύνληαη ζηνπο -80
 ν
C 
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3.3. Μεαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ θπηηάξσλ Escherichia coli κε πιαζκηδηαθό DNA 

(Transformation of E. coli by Electroporation) 

 

1. Μεηαθέξνπκε όζα θιάζκαηα κε ηα ειεθηξνδεθηηθά θύηηαξα ρξεηαδόκαζηε θαη ηηο 

θπβέηεο ειεθηξνπόξσζεο ζηνλ πάγν 

2. Πξνζζέηνπκε ζε θάζε tube 10pg έσο 25ng πιαζκηδηαθνύ DNA ηα νπνία βξίζθνληαη 

ζε όγθν 1-2κl, αλαδεύνπκε κε ηελ πηπέηα ρσξίο λα γίλνληαη θπζαιίδεο θαη αθήλνπκε 

ζηνλ πάγν γηα 30-60sec  

3. Ρπζκίδνπκε ηελ ζπζθεπή ειεθηξνπόξσζεο ζηα 25κF, 200νhm θαη 1,6kV 

4. Μεηαθέξνπκε ηα θύηηαξα θαη ην DNA ζηελ θπβέηα ειεθηξνπόξσζεο θαη 

ζθνππίδνπκε ηελ εμσηεξηθή πιεπξά ηεο θπβέηαο ώζηε λα κελ έρεη πγξαζία 

5. Κάλνπκε ειεθηξνπόξσζε θαη ακέζσο κεηά ηνλ παικό πξνζζέηνπκε 1ml πγξό 

ζξεπηηθό LB πξνζεξκαζκέλν ζηνπο 42
 ν
C θαη νκνγελνπνηνύκε κε ηελ πηπέηα ρσξίο λα 

γίλνληαη θπζαιίδεο 

6. Μεηαθνξά ζε απνζηεηξσκέλα eppendorf ηνπ 1,5ml θαη επσάδνπκε γηα 1hour ζηνπο 

37
 ν
C (αλά 15min αλαθπλνύκε ηα eppendorf) 

7. Μεηαθέξνπκε  ηα θύηηαξα ζε ηξπβιηά κε ζηεξεό ζξεπηηθό κέζν LB ην νπνίν πεξηέρεη 

ακπηθηιίλε (50κg/ml), ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο (΢ηξώλνπκε 100κl θαη ηα 

ππόινηπα 900κl ηα θπγνθεληξνύκε ζε 3.000rpm γηα 5min,αθαηξώ ηα 800κl θαη 

ζηξώλσ ηα άιια 100κl)  

8. Αθήλνπκε ηα ηξπβιία λα ζηεγλώζνπλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζηε ζπλέρεηα 

επσάδνπκε ηα ηξπβιία ζηνπο 37
 ν
C γηα 12-16 hours, όπνπ θαη ζα εκθαληζηνύλ νη 

κεηαζρεκαηηζκέλεο απνηθίεο 

 

 

3.4.  Πξσηόθνιιν απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA από θύηηαξα  Escherichia coli κε 

αιθαιηθή ιύζε (Plasmid DNA miniprep) 

 

1. Δκβνιηάδνπκε κνλή απνηθία ζε 5ml ζξεπηηθνύ κέζνπ LB κε ην θαηάιιειν 

αληηβηνηηθό 25κg/ml (ζηελ ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε ρξεζηκνπνηείηαη ακπηθηιίλε) 

2. Σν εκβνιηαζκέλν ζξεπηηθό κέζν επσάδεηαη overnight ζηνπο  37
ν
C κε αλάδεπζε 
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3. Μεηαθέξνπκε 1,4ml ζε eppendorf ησλ 1,5ml θαη θπγνθεληξνύκε γηα 30 sec, max 

speed 

4. Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαιακβάλνπκε ηελ δηαδηθαζία  

5. Πξνζζέηνπκε 300κl από ην δηάιπκα P1 

6. Βόξηεμ  κέρξη ην pellet λα επαλαδηαιπζεί 

7.  Πξνζζέηνπκε 300κl από ην δηάιπκα P2 θαη γπξίδνπκε ην ρξνλόκεηξν 

8. Κιείλνπκε ην eppendorf  θαη αλαθηλνύκε 1 θνξά ¨επγεληθά¨ 

9. Αλνίγνπκε ην eppendorf  θαη όηαλ ην ρξνλόκεηξν δείμεη 5 ιεπηά αθξηβώο, 

πξνζζέηνπκε 300κl από ην δηάιπκα P3 (έλα ιεπθό ζύλλεθν ζα εκθαληζηεί κε ηελ 

πξνζζήθε) (Μελ ρξεζηκνπνηήζεηε sodium acetate) 

10. Κιείλνπκε ην eppendorf θαη αλαθηλνύκε 1 θνξά ¨επγεληθά¨ 

11. Φπγνθεληξνύκε  γηα 20 min (max speed/ room temperature) 

12. Όζν θπγνθεληξνύκε, γξάθνπκε θαηλνύξηα eppendorf 

13. Μεηαθέξνπκε ην ππεξθείκελν ζε θαηλνύξην eppendorf (Ζ κεηαθνξά κπνξεί λα γίλεη 

θαη κε πηπέηα) (Μελ αλεζπρείηε γηα ηηο βξσκηέο) 

14.  Φπγνθεληξνύκε  γηα 20 min, max speed, room temperature 

15. Μεηαθέξνπκε 700κl -800κl κε πηπέηα ζε θαηλνύξην eppendorf. Πξνζνρή ην δηάιπκά 

καο πξέπεη λα είλαη πνιύ θαζαξό 

16. Πξνζζέηνπκε 400κl cold isopropanol θαη αλαθηλνύκε αξθεηέο θνξέο 

17. Φπγνθεληξνύκε γηα 20 min (max speed/room temperature)   

18. Πεηάκε ην ππεξθείκελν θαη πξνζζέηνπκε 500κl 70% παγσκέλε αηζαλόιε (Σν DNA 

δελ είλαη νξαηό. Μελ αλεζπρείηε)  

19. Φπγνθεληξνύκε γηα 5 min (max speed/room temperature) 

20. Απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν 

21. Φπγνθεληξνύκε γηα 1 min θαη αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν κε πηπέηα. Αθήλνπκε ην 

pellet λα ζηεγλώζεη 

22. Πξνζζέηνπκε 30κl ddH2O γηα λα επαλαδηαιύζνπκε ην DNA 
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3.5.  Γηαιύκαηα πξσηνθόιινπ απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA 

 

P1  

Tris-HCl (pH 8) 50 mM 500κl of 1M stock 

EDTA (pH 8) 10 mM 200κl of 0,5M stock 

RNAse 100κg/ml 50κl of 20mg/ml stock 

ddH2O 10ml (αξθνύλ γηα 30 minipreps) 

 

RNAse πξέπεη λα είλαη θξέζθηα θαη ην stock πξέπεη λα θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C ζε eppendorf 

ησλ 100κl 

 

P2 

NaOH 200mM 1ml of 2M stock 

SDS 1% 1ml of 10% stock 

ddH2O 10ml (αξθνύλ γηα 30 minipreps) 

 

P3 

Potassium acetate 3M p H 5.5 

Ρπζκίδνπκε ην pH κε glacial acetic acid 

 

Ethanol 70% (Ethanol absolute, purity ≥99.5% - MERCK CCHEMICALS) 

 

 

Ampicillin (ampicillin sodium salt BioChemica – APPLICHEM) 

Stock solution 100 mg/ml ζε  ddH2O.  Φηιηξάξεηαη κε θίιηξν 0,2κm (pore size filter). 

Φπιάζζεηαη ζηνπο -20
 ν
C. 

 

Γιπθεξόιε 10% (molecular biology grade, purity ≥99% - SIGMA) 

Αξαηώλνπκε 1 κέξνο 100% γιπθεξόιε κε 9 κέξε ππεξθάζαξν λεξό. Απνζηεηξώλνπκε θαη 

απνζεθεύνπκε ζηνπο 4
ν
C. 

LB broth (per liter) 

Tryptone (BIOKAR DIAGNOSTICS) 10g 

Yeast Extract (LAB M) 5g 

NaCl (Sodium Chloride-PANREAC) 10g 
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950ml dH2O 

Αλαδεύνπκε όιεο ηηο νπζίεο κέρξη λα δηαιπζνύλ. ΢ηε ζπλέρεηα ξπζκίδνπκε ην p H ζην 7.0 κε 

5Ν NaOH (   0.2ml). ΢ηε ζπλέρεηα πάκε ηνλ όγθν ηνπ δηαιύκαηνο ζην 1 ιίηξν κε απηνληζκέλν 

H2O. Απνζηείξσζε γηα 20min 15psi. 

 

LB agar (per liter) 

Tryptone (BIOKAR DIAGNOSTICS) 10g 

Yeast extract (LAB M) 5g 

NaCl (Sodium Chloride-PANREAC)   10g 

Bacto agar (Agar Bacteriological- OXOID) 15g 

950ml dH2O 

Αλαδεύνπκε όιεο ηηο νπζίεο κέρξη λα δηαιπζνύλ. ΢ηε ζπλέρεηα ξπζκίδνπκε ην p H ζην 7.0 κε 

5Ν NaOH (   0.2ml). ΢ηε ζπλέρεηα πάκε ηνλ όγθν ηνπ δηαιύκαηνο ζην 1 ιίηξν κε απηνληζκέλν 

H2O. Απνζηείξσζε γηα 20min 15psi. Τπό αζεπηηθέο ζπλζήθεο γεκίδνπκε ηα ηξπβιία κε 

πεξίπνπ 20ml ζξεπηηθνύ ππνζηξώκαηνο. Σα ηξπβιία αθήλνληαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

έσο όηνπ ζηεξενπνηεζνύλ. ΢ηε ζπλέρεηα θπιάζζνληαη ζηνπο 4
 ν
C. 

 

 

Ampicillin (ampicillin sodium salt BioChemica – APPLICHEM) 

Stock solution 100 mg/ml ζε  ddH2O. Φηιηξάξεηαη κε θίιηξν 0,2κm (pore size filter). 

Φπιάζζεηαη ζηνπο -20
 ν
C. 

 

 

Ammonium acetate (NH4Ac) 7.5M (250ml) 

Πξνζζέηνπκε 144,375g ζε 200ml dH2O. Οκνγελνπνηνύκε ην δηάιπκα καο θαη 

ζπκπιεξώλνπκε κε dH2O κέρξη ηα 250ml. Φηιηξάξεηαη κε θίιηξν 0,22κm (pore size filter). 

Φπιάζζεηαη ζηνπο 4
 ν
C. 

 

Ethanol 70% (Ethanol absolute, purity ≥99.5% - MERCK CCHEMICALS) 

70 κέξε ethanol absolute 

30 κέξε ddH2O 
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Tris-EDTA (TE) 1X (pH 7.5) 

10mM TrisCl pH 7.5 (Tris ultrapure-APPLICHEM) 

1mM EDTA pH 8 (Disodium salt dehydrate, molecular biology grade-APPLICHEM) 

 

4. Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

Γηα λα αλαιύζνπκε ηα θιάζκαηα  λνπθιετθώλ νμέσλ δηαθνξεηηθνύ κεγέζνπο θαη 

δηαθνξεηηθώλ δηακνξθώζεσλ, ρξεζηκνπνηήζακε ηελ ειεθξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο. Ο 

δηαρσξηζκόο γξακκηθώλ κνξίσλ DNA είλαη αλάινγνο πξνο ην κέγεζνο ησλ κνξίσλ. Με ηελ 

βνήζεηα ηνπ βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ (EtBr), ε νπνία είλαη κηα ρξσζηηθή πνπ παξεβάιιεηαη 

κεηαμύ ησλ βάζεσλ,  ηα κόξηα ησλ λνπθιετθώλ νμέσλ γίλνληαη νξαηά. Ζ ρξσζηηθή απηή έρεη 

ηελ ηδηόηεηα λα θζνξίδεη παξνπζία ππεξηώδνπο αθηηλνβνιίαο (UV) (θσηόο).  Ζ 

πεξηεθηηθόηεηα ηεο πεθηήο ζε αγαξόδε εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ησλ κνξίσλ πνπ πξόθεηηαη 

λα δηαρσξηζηνύλ θαη  πνηθίιιεη από 0.8% σο 3% αγαξόδε w/v αλάινγα κε ην ηη ζέινπκε λα 

δηαρσξήζνπκε.  (Sambrook, Fritsch et al., 1982) 

0.8% αγαξόδε w/v : νιηθό DNA (πνζνηηθνπνίεζε)  ζπγθξίλνληαο έληαζε ησλ δσλώλ ηνπο µε 

ηνπο Μάξηπξεο Μνξηαθνύ Βάξνπο πνπ πάληα έρνπλ ζπγθεθξηµέλε πεξηεθηηθόηεηα. 

 

      4.1.  Παξαζθεπή gel αγαξόδεο 

1. ΢ε θαηάιιειε πνζόηεηα δηαιύκαηνο 1xΣΑΔ πξνζζέηνπκε θαηάιιειε πνζόηεηα 

αγαξόδεο 

2. Θεξκαίλνπκε ην δηάιπκα ζε θνύξλν κηθξνθπκάησλ κέρξη λα δηαιπζεί πιήξσο ε 

αγαξόδε θαη ην κίγκα θαηαζηεί δηαθαλέο  

3. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε βξσκηνύρν αηζίδην ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,005% v/v 

4. Αθνύ πεξάζνπλ ιίγα ιεπηά θαη θξπώζεη ην κίγκα κε ηελ αγαξόδε, ε πεθηή 

ηνπνζεηείηαη ζε θαηάιιειν δνρείν ζπζθεπήο ειεθηξνθόξεζεο κε ηελ αλάινγε ρηέλα 

θαη ην αθήλνπκε λα ζηεξενπνηεζεί ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ  

5. ΢ηα δείγκαηα πνπ πξόθεηηαη λα αλαιπζνύλ πξνζζέηνπκε θαηάιιειε πνζόηεηα 

ρξσζηηθήο loading dye θαη ddH2O 

6. Μεηά ηελ πήμε ηεο αγαξόδεο απνκαθξύλνπκε ηελ ρηέλα θαη πξνζζέηνπκε θαηάιιειν 

όγθν από ην 1xΣΑΔ ην νπνίν πεξηέρεη βξσκηνύρν αηζίδην 0,005% v/v θαη ην νπνίν 
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απνηειεί ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα ηεο ειεθηξνθόξεζεο (ζε πεξίπησζε 

πνζνηηθνπνίεζεο δελ πξνζζέηνπκε βξσκηνύρν αηζίδην ζην buffer) 

7. Σα δείγκαηα θνξηώλνληαη ζηηο εηδηθέο ζέζεηο ηεο πεθηήο, νη νπνίεο δηακνξθώζεθαλ 

από ηελ ρηέλα  

8. Ζ ειεθηξνθόξεζε ιακβάλεη ρώξα κε ηελ παξνπζία ειεθηξηθνύ ξεύκαηνο ζπλερνύο 

ηάζεο 50 – 170V, αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή ηαρύηεηα δηαρσξηζκνύ, ην κέγεζνο ηεο 

πεθηήο, ην κέγεζνο  ηεο ζπζθεπήο ειεθξνθόξεζεο θαη ηελ πεξηεθηηθόηεηα ηεο 

αγαξόδεο . Σν DNA αθνύ είλαη ν αξλεηηθά θνξηηζκέλν κεηαλαζηεύεη από ηνλ 

αξλεηηθό πξνο ηνλ ζεηηθό.  

      4.2.  Γηαιύκαηα ειεθηξνθόξεζεο 

Βξσκηνύρν αηζίδην  

5mg/ml ζε dH2O. Σν δηάιπκα δηαηεξείηαη ζε ζθνύξν κπνπθάιη ζηνπο 4
ν
C 

50x ΣΑΔ ππθλό ξπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (per liter) 

242g Tris-base (APPLICHEM) 

57,1ml glacial acetic acid (CH3COOH) 

100ml 0,5M EDTA pH 8,0 

Επγίδνπκε ην Tris-base θαη πξνζζέηνπκε ζε πνηήξη δέζεσο 500ml dH2O. Πξνζζέησ ην 

EDTA θαη ην CH3COOH κε γάληηα θαη ηνλ επαγσγό ζε ιεηηνπξγία. Αλαδεύσ κέρξη λα 

δηαιπζεί θαιά ην Tris θαη δηνξζώλσ ηνλ όγθν πξνζζέηνληαο  dH2O κέρξη ηα 1000ml ζε 

νγθνκεηξηθό. 

1x TAE ξπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (per liter) 

20ml TAE 50x 

980ml dH2O 

 

4.3.  Πνζνηηθνπνίεζε DNA 

     Πξαγκαηνπνηείηαη ζε πεθηή αγαξόδεο 0,8 % κεηά από ζύγθξηζε ησλ δεηγκάησλ κε 

πξόηππα δείγκαηα ηνπ θάγνπ ι γλσζηήο ζπγθέληξσζεο 50 ng/κl- 300 ng/κl. 

     Ζ έληαζε ησλ δσλώλ ηνπ DNA ζπγθξίλεηαη κε ηελ έληαζε ησλ δσλώλ από ηνπο κάξηπξεο. 
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Αποτελζςματα 
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1. Σαπηνπνίεζε ησλ δπκώλ κε ηε κέζνδν RFLP ηεο 5.8s- ITS πεξηνρήο ηνπ DNA 

     ΢ηειέρε ηα νπνία απνκνλώζεθαλ από ην ηέινο απζόξκεησλ δπκώζεσλ ηεο πνηθηιίαο  

«Αγησξγίηηθνπ» ηαπηνπνηήζεθαλ  σο πξνο ην είδνο. Σα ζηειέρε πξνέθπςαλ ύζηεξα από 

δεηγκαηνιεςίεο ζε 18 δηαθνξεηηθνύο ακπειώλεο ησλ πεξηνρώλ: Νεκέα, Άγην Βαζίιεην, 

Κνπηζνκόδη, Αξραία Νεκέα, Κνύηζη, Αζπξόθακπνο θαη Λεόληεην ηεο δώλεο ηεο Νεκέαο 

(εηθόλα 1). Πξόηππα πεξηνξηζκνύ ηεο 5.8s- ITS πεξηνρήο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα λα 

δηαθνξνπνηεζνύλ νη δύκεο πνπ αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθό είδνο. ΢ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο, ην 

κέγεζνο ησλ πξντόλησλ ηεο PCR (πίλαθαο 1) θαη ηα πξόηππα πεξηνξηζκνύ πνπ ειήθζεζαλ κε 

ηηο ελδνλνπθιεάζεο HhaI, HaeIII θαη HinfI (εηθόλα 3) έδσζαλ ην ίδην πξνθίι.  

     ΢πλνιηθά 301 ζηειέρε ηαπηνπνηήζεθαλ όηη αλήθνπλ ζην είδνο ηνπ Saccharomyces 

cerevisiae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα1: Σνπνζεζία ησλ ακπειώλσλ απ’όπνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη δεηγκαηνιεςίεο. 

 

 

 

 

 

 

 



- 52 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Δηθόλα 2: Αλάιπζε ζε πεθηή αγαξόδεο 1,2% ησλ πξντόλησλ ηεο PCR.  

 

 

 

Πίλαθαο 1: Μέγεζνο ζε bp ησλ πξντόλησλ ηεο pcr θαη ησλ ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ησλ 

ελδνλνπθιεαζώλ HhaI, HaeIII θαη HinfI γηα ηνλ S.cerevisiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S.cerevisiae 

PCR product size (bp) 
Restriction fragment size(s) bp 

HhaI HaeIII HinfI 

 

880 

 

385, 365 

 

320, 230, 180, 150 

 

365, 155 

880bp 
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Δηθόλα 3: Αλάιπζε ζε πεθηή αγαξόδεο 2,5% ησλ πξνηύπσλ πνπ ειήθζεζαλ από ηα έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ HhaI, HaeIII θαη HinfI 

 

385bp 

365bp 
365bp 

155bp 

320bp 

230bp 

180bp 

100bp 

HhaI HaeIII 

HinfI 
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2. Μειέηε ηεο πνηθηινκνξθία ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae  

     Έλαο από ηνπο ζθνπνύο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ήηαλ λα αλαιπζεί ε πνηθηινκνξθία ησλ 

άγξησλ ζηειερώλ S.cerevisiae ηεο δώλεο ηεο Νεκέαο. Γηα ην ιόγν απηό ρξεζηκνπνηήζεθαλ  

δπν κνξηαθέο ηερληθέο, ε αλάιπζε πνιπκνξθηζκνύ κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ (RFLP) 

ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA) θαη ε ελίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπ DNA κε ηελ 

ηερληθή PCR. 

 

2.1.Γηαρσξηζκόο ησλ ζηειερώλ κε αλάιπζε πνιπκνξθηζκνύ κήθνπο ζξαπζκάησλ 

πεξηνξηζκνύ (RFLP) ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA) 

 

      Αξρηθά αθνύ επηβεβαηώζεθε όηη ηα πξνο εμέηαζε ζηειέρε αλήθνπλ ζην είδνο ηνπ 

Saccharomyces cerevisiae αθνινύζεζε απνκόλσζε ηνπ γελνκηθνύ DNA από όια ηα ζηειέρε, 

ζύκθσλα κε ην πξσηόθνιιν DNA extraction γηα ηηο δύκεο.  

     ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ HinfI. Σα ζξαύζκαηα 

πεξηνξηζκνύ δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο. Σα πξόηππα πνπ 

πξνέθπςαλ ζπγθξίζεθαλ κεηαμύ ηνπο (εηθόλα 4).             

 

Δηθόλα 4: Ηιεθηξνθνξεηηθά πξόηππα πνπ ειήθζεζαλ ύζηεξα από ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή 

αγαξόδεο 1% από δηαθνξεηηθά ζηειέρε S.cerevisiae κε αλάιπζε πνιπκνξθηζκνύ κήθνπο 

ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA. 
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     Από ηε ζύγθξηζε ησλ γνλνηύπσλ πξνέθπςαλ 70 δηαθνξεηηθά πξόηππα, εθ ησλ νπνίσλ ηα 

55 ήηαλ κνλαδηθά, δειαδή απαληήζεθαλ ζε κόλν έλαλ ακπειώλα ελώ ηα ππόινηπα 14 

πξόηππα βξέζεθαλ ζε παξαπάλσ από έλαλ ακπειώλα είηε γεηηνληθνύο είηε ζε θνληηλή 

απόζηαζε ν έλαο κε ηνλ άιιν (πίλαθαο 2). Δπίζεο όιεο νη κπάληεο όισλ ησλ πξνηύπσλ 

θάλεθαλ λα είλαη πνιπκνξθηθέο θαη θακία δελ βξέζεθε λα είλαη κε πνιπκνξθηθή. 

 

ΑΜΠΔΛΩΝΔ΢ 
ΠΔΡΙΟΥΗ 

ΑΜΠΔΛΩΝΩΝ 

ΑΡΙΘΜΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΩ΢ΔΩΝ 

ΑΡΙΘΜΟ΢ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΑΡΙΘΜΟ΢ 

ΜΟΝΑΓΙΚΩΝ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΚΟΙΝΑ 

ΠΡΟΣΤΠΑ 

ΜΔΣΑΞΤ ΣΩΝ 

ΑΜΠΔΛΩΝΩΝ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ 

ΒΙΟΠΟΙΚΙΛΟ

ΣΗΣΑ΢ 

1. SE2 ΑΡΥΑΗΑ ΝΔΜΔΑ 16 6 1 5 37,5 

2. SE3 ΑΓΗΟ΢ ΒΑ΢ΗΛΔΗΟ΢ 12 6 3 3 50 

3. SE4 ΝΔΜΔΑ 20 3 1 2 15 

4. SE5 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 4 2 1 1 50 

5. MP1 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 24 9 4 5 37,5 

6. MP2 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 19 5 1 4 26,32 

7. MP3 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 17 5 1 4 29,41 

8. MP4 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 20 7 2 5 35 

9. MP5 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 12 2 1 1 16,67 

10. MP6 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 23 8 3 5 34,78 

11. PA1 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 26 20 14 6 76,92 

12. PA2 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 22 12 9 3 54,54 

PA5 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 12 5 2 3 41,67 

13. GA1 ΚΟΤΣ΢Η 19 11 8 3 57,89 

14. GA2 ΚΟΤΣ΢Η 12 5 3 2 41,67 

15. GA3 ΚΟΤΣ΢Η 12 1 0 1 8,3 

16. GA4 ΚΟΤΣ΢Η 12 2 1 1 16,67 

17. GA5 Α΢ΠΡΟΚΑΜΠΟ΢ 18 2 1 1 11,11 

 

Πίλαθαο 2: Υαξαθηεξηζηηθά ησλ πιεζπζκώλ ηνπ Saccharomyces cerevisiae από 18 ακπειώλεο 

ηεο δώλεο ΠΟΠ Νεκέαο (ζύκθσλα κε ην mtDNA). 

 

     ΢ηνλ παξαπάλσ πίλαθα δίλνληαη ηα εμήο ζηνηρεία: νη ακπειώλεο, απ‘όπνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη δεηγκαηνιεςίεο ησλ ζηαθπιηώλ (ζύληνκνο θσδηθόο θαη πεξηνρή), ν 

αξηζκόο ησλ απνκνλώζεσλ πνπ ζύκθσλα κε ηελ ηαπηνπνίεζε ζε επίπεδν είδνπο 

αληηζηνηρνύζαλ ζην είδνο ηνπ Saccharomyces cerevisiae, ν αξηζκόο ησλ δηαθνξεηηθώλ 

πξνηύπσλ πνπ ιάβακε ύζηεξα από ηε ζύγθξηζε κεηαμύ ηνπο, ν αξηζκόο ησλ κνλαδηθώλ 

πξνηύπσλ πνπ απαληάηαη ζε έλαλ θαη κόλν ακπειώλα, ν αξηζκόο ησλ θνηλώλ πξνηύπσλ 

κεηαμύ ησλ ακπειώλσλ θαη ην πνζνζηό βηνπνηθηιόηεηαο πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκό 

πξνηύπσλ πξνο ηνλ αξηζκό ησλ απνκνλώζεσλ.  
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       Από ηνλ πίλαθα κπνξνύκε λα ηαμηλνκήζνπκε ηνπο ακπειώλεο, ζε ακπειώλεο κε πςειό ή 

κε ρακειό πνιπκνξθηζκό. Οη ακπειώλεο SE2, SE3, MP1, MP4, MP6, PA1, PA2 θαη GA1 

παξνπζηάδνπλ πςειό πνιπκνξθηζκό κε παξαπάλσ από 5 δηαθνξεηηθά πξόηππα 

Saccharomyces cerevisiae, ζε ζρέζε κε ηνπο ππόινηπνπο πνπ παξνπζηάδνπλ κέηξην ή 

ρακειό. ΢ε 3 ακπειώλεο (PA1, PA2, GA1) θαίλεηαη λα ππάξρεη πνιύ πςειό πνζνζηό 

κνλαδηθώλ πξνηύπσλ, ζηνλ ακπειώλα ¨GA3¨ όια ηα απνκνλσζέληα ζηειέρε είραλ ην ίδην 

πξνθίι, ην νπνίν απαληάηαη θαη ζε άιινπο ακπειώλεο, ελώ ζηνπο ακπειώλεο SE2, SE4, SE5, 

MP1, MP4, GA4 θαη GA5 βξέζεθε από 1 κνλαδηθό πξόηππν.  

       Γηα θάζε κνλαδηθό ζηέιερνο δεκηνπξγήζακε έλαλ πίλαθα κε ηηκέο 0 θαη 1 δειώλνληαο 

έηζη ηελ παξνπζία ή ηελ απνπζία θάζε κπάληαο μερσξηζηά. ΢ηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηήζεθε 

ην ινγηζκηθό NTSYSpc (έθδνζε 2.0, copyright 1997 Applied Biostatistics Inc, New York) 

γηα λα δνύκε ηε γελεηηθή απόζηαζε ησλ πξνηύπσλ κε ηε δεκηνπξγία δελδξνγξακκάησλ 

(εηθόλα 5 θαη 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 5: Γελδξόγξακκα (part1)Γεμία αλαγξάθνληαη ζηειέρε κε ηα νπνία βξέζεθαλ λα είλαη 

όκνηα θαη ζε άιινπο ακπειώλεο. Σα ππόινηπα είλαη κνλαδηθά. 

 

SE2A12 
SE4B1 

P2B3 

SEA5 
MPIA4 
MP2A7 
GAIA3 
GA2A4 

 

 

MP4A1 
PA2A2 

PA5A11 

 SE2A10/MP6B7 /SE3A4/MP1B16 
MP4A6/PA1A2/GA1A5/GA2A1 
GA3A1/GA4A7/GA5A2 

PA1B12 

 
MP1A1/MP2B6 
MP3A8/MP6A4 
MP5A1 

 
MP3A2 
MP4A9 
MP6A12 
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Δηθόλα 6: ΢πλέρεηα ηνπ δελδξνγξάκκαηνο κε ηα ππόινηπα ζηειέρε (part 2).  

 

2.2. Γνλνηππηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae κε ηελ ελίζρπζε ησλ 

interdelta πεξηνρώλ  

 

     Με ηελ νινθιήξσζε ηεο κνξηαθήο κεζόδνπ, ζειήζακε λα ζπγθξίλνπκε ηα ίδηα ζηειέρε 

Saccharomyces cerevisiae κε ηελ αλάιπζε ησλ δ αιιεινπρηώλ. Ζ ελίζρπζε ησλ δ πεξηνρώλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε απεπζείαο από ηελ απνηθία, ρσξίο πξνεγνπκέλσο λα  θάλνπκε 

απνκόλσζε γελνκηθνύ DNA (DNA extraction). Γηα ηελ δηεμαγσγή ηεο PCR 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο d12 θαη d21. Σα ιακβαλόκελα πξντόληα ηεο PCR 

αλαιύζεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 2% θαη ηα πξόηππα πνπ πξνέθπςαλ 

ζπγθξίζεθαλ κεηαμύ ηνπο (εηθόλα 7). Όιεο νη κπάληεο θάλεθαλ λα είλαη πνιπκνξθηθέο. 

 

 
MP2A3 
MP3A4 
MP4B1 
MP6AB3 

MP6B9 

 
SE2A18 
PA1A6 
PA2A9 

GA1A6 
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Δηθόλα 7: Αληηπξνζσπεπηηθό gel πνπ δείρλεη δηαθνξεηηθά πξόηππα κπαληώλ πνπ ειήθζεζαλ 

ύζηεξα από ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 2% από δηαθνξεηηθέο απνκνλώζεηο S.cerevisiae 

κε αλάιπζε ησλ  εληζρπκέλσλ  interdelta πεξηνρώλ.  

 

     Από ηε ζύγθξηζε όισλ ησλ γνλνηύπσλ πξνέθπςαλ 89 δηαθνξεηηθά πξόηππα, εθ ησλ 

νπνίσλ ηα 72 ήηαλ κνλαδηθά, ελώ ηα ππόινηπα 18 πξόηππα βξέζεθαλ λα απαληώληαη ζε 

παξαπάλσ από έλαλ ακπειώλα (πίλαθαο 3).  

΢ηνλ παξαθάλσ πίλαθα δίλνληαη νη ακπειώλεο κε θσδηθό, ε πεξηνρή όπνπ βξίζθνληαη νη 

ακπειώλεο, ν αξηζκόο ησλ απνκνλώζεσλ γηα θάζε ακπειώλα, πνπ ζύκθσλα κε ηελ 

ηαπηνπνίεζε ζε επίπεδν είδνπο αληηζηνηρνύζαλ ζην είδνο ηνπ Saccharomyces cerevisiae, ν 

αξηζκόο ησλ δηαθνξεηηθώλ πξνηύπσλ πνπ ιάβακε ύζηεξα από ηε ζύγθξηζε κεηαμύ ηνπο, ν 

αξηζκόο ησλ κνλαδηθώλ πξνηύπσλ πνπ απαληάηαη ζε έλαλ θαη κόλν ακπειώλα, ν αξηζκόο 

ησλ θνηλώλ πξνηύπσλ κεηαμύ ησλ ακπειώλσλ θαη ην πνζνζηό βηνπνηθηιόηεηαο πνπ 

αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκό πξνηύπσλ πξνο ηνλ αξηζκό ησλ απνκνλώζεσλ. 

     Σαμηλνκνύκε ηνπο ακπειώλεο κε πςειό θαη ρακειό πνιπκνξθηζκό. 11ακπειώλεο (SE2, 

SE3, MP1, MP2, MP4, MP6, PA1, PA2, PA5, GA1, GA2) παξνπζηάδνπλ πςειό 

πνιπκνξθηζκό κε παξαπάλσ από 5 δηαθνξεηηθά πξόηππα Saccharomyces cerevisiae,ελώ νη 

ακπειώλεο SE5, MP5, GA4 παξνπζηάδνπλ 2 δηαθνξεηηθά πξόηππα θαη ν GA3 κόιηο 1.  

       Οη ακπειώλεο PA1, PA2, PA5 ηεο πεξηνρήο Κνπηζνκόδη θαίλεηαη λα μερσξίδνπλ από 

ηνπο ππόινηπνπο ακπειώλεο ησλ άιισλ πεξηνρώλ κε ην πςειό πνζνζηό  βηνπνηθηιόηεηαο 

80.77, 59.09 θαη 66.67 αληίζηνηρα. Ηδηαίηεξα παξαηεξνύκε όηη ζηνλ ακπειώλα PA1 από ηα 

26 απνκνλσζέληα ζηειέρε ηα 21 ήηαλ δηαθνξεηηθά. 
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ΑΜΠΔΛΩΝΔ΢ ΠΔΡΗΟΥΖ 
ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΩ΢ΔΩΝ 

ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΜΟΝΑΓΗΚΩΝ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΚΟΗΝΑ 

ΠΡΟΣΤΠΑ 

ΜΔΣΑΞΤ ΣΩΝ 

ΑΜΠΔΛΩΝΩΝ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ 

ΒΗΟΠΟΗΚΗΛΟΣΖΣΑ΢ 

SE2 ΑΡΥΑΗΑ ΝΔΜΔΑ 16 7 3 4 43,75 

SE3 
ΑΓΗΟ΢ 
ΒΑ΢ΗΛΔΗΟ΢ 12 7 3 4 58,33 

SE4 ΝΔΜΔΑ 20 4 2 2 20 

SE5 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 4 2 1 1 50 

MP1 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 24 14 8 6 58,33 

MP2 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 20 8 3 5 40 

MP3 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 17 5 1 4 29,41 

MP4 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 20 8 4 4 40 

MP5 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 12 2 1 1 16,67 

MP6 ΛΔΟΝΣΔΗΟ 23 9 4 5 39,13 

PA1 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 26 21 13 8 80,77 

PA2 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 22 13 10 3 59,09 

PA5 ΚΟΤΣ΢ΟΜΟΓΗ 12 8 5 3 66,67 

GA1 ΚΟΤΣ΢Η 19 12 8 4 63,16 

GA2 ΚΟΤΣ΢Η 12 6 2 4 50 

GA3 ΚΟΤΣ΢Η 12 1 0 1 8,3 

GA4 ΚΟΤΣ΢Η 12 2 1 1 16,67 

GA5 Α΢ΠΡΟΚΑΜΠΟ΢ 18 3 2 1 16,67 

 

Πίλαθαο 3: Υαξαθηεξηζηηθά ησλ πιεζπζκώλ ηνπ Saccharomyces cerevisiae από 18 ακπειώλεο 

ηεο δώλεο ΠΟΠ Νεκέαο (ζύκθσλα κε ην inter-delta). 

 

     Όπσο θαη ζηελ πξνεγνύκελε κέζνδν γηα θάζε κνλαδηθό ζηέιερνο δεκηνπξγήζακε έλαλ 

πίλαθα κε ηηκέο 0 θαη 1, δειώλνληαο έηζη ηελ παξνπζία ή ηελ απνπζία θάζε κπάληαο 

μερσξηζηά.  

     ΢ηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηήζεθε ην ινγηζκηθό NTSYSpc (έθδνζε 2.0, copyright 1997 

Applied Biostatistics Inc, New York) γηα λα ππνινγηζηεί ε γελεηηθή νκνηόηεηα κεηαμύ ησλ 

δηαθνξεηηθώλ ζηειερώλ. 
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Δηθόλα 8: Γελδξνγξάκκα πνπ πξνέθπςε κε ηελ κέζνδν inter- delta.  Γεμία αλαγξάθνληαη 

ζηειέρε κε ηα νπνία βξέζεθαλ λα είλαη όκνηα θαη ζε άιινπο ακπειώλεο. Σα ππόινηπα είλαη 

κνλαδηθά. 

 

     ΢ην δηάγξακκα παξαθάησ (δηάγξακκα 1) κπνξνύκε λα δηαθξίλνπκε ηελ θαηαλνκή ηεο 

βηνπνηθηιόηεηαο ζηνλ θαζέλα ακπειώλα μερσξηζηά. Σα κνλαδηθά ζηειέρε πνπ απαληώληαη 

ζε έλαλ θαη κόλν ακπειώλα δηαθξίλνληαη κε ιεπθό, ελώ κε ρξώκα ηα ζηειέρε πνπ 

απαληώληαη ζε πεξηζζόηεξν από 1 ακπειώλα.  

     Σν ζηέιερνο κε ην κνβ ρξώκα θαίλεηαη λα είλαη ην πην δηαδεδνκέλν αθνύ ην δηαθξίλνπκε 

ζε 12 από ηνπο 18 ακπειώλεο θαη γη‘απηό κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί σο θνζκνπνιίηηθνη. Απηό 

πνπ αθνινπζεί είλαη ην ζηέιερνο κε γαιάδην ρξώκα θαη θαίλεηαη λα απαληάηαη ζε 7 από ηνπο 

18 ακπειώλεο.  

     Δπίζεο παξαηεξνύκε ακπειώλεο ηεο ίδηαο πεξηνρήο, λα δηαθνξνπνηνύληαη από ηνπο 

ππόινηπνπο άιισλ πεξηνρώλ κε ζηειέρε πνπ ππάξρνπλ κόλν ζε εθείλε ηελ πεξηνρή. 

Παξάδεηγκα απνηειεί ε πεξηνρή ηνπ Λενληείνπ κε ηνπο ακπειώλεο MP1, MP2, MP3, MP4, 

MP5,MP6 όπνπ εκθαλίδνληαη ηα ζηειέρε κε γθξη, θόθθηλν, θίηξηλν θαη θαθέ ρξώκα θαζώο 

θαη ε πεξηνρή Κνπηζνκόδη κε ηνπο ακπειώλεο PA1, PA2, PA5 πνπ εκθαλίδνπλ ηα ζηειέρε 

κε πξάζηλν, πξάζηλν ζθνύξν θαη βεξακάλ ρξώκα.  

     Από ηελ άιιε πιεπξά ππάξρνπλ θαη ζηειέρε πνπ απαληώληαη ζε ακπειώλεο κε 

ρηιηνκεηξηθή απόζηαζε κεηαμύ ηνπο 2-8 ρηιηόκεηξα. Όπσο ζηελ πεξίπησζε ηνπ ζηειέρνπο κε 

ξνδ ρξώκα όπνπ εκθαλίδεηαη ζηηο πεξηνρέο Νεκέα (ακπειώλαο SE3), Αξραία Νεκέα 

(ακπειώλαο SE2) θαη Άγηνο Βαζίιεηνο (ακπειώλαο SE4). 

 

 

0%
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Γηάγξακκα 1: ΢ηνλ νξηδόληην άμνλα θάησ από θάζε ζηήιε αλαγξάθεηαη ν ακπειώλαο. ΢ηνλ 

θάζεην άμνλα ην πνζνζηό ησλ ζηειερώλ ελώ από ηνλ αξηζκό Α1- Α89 ηα δηαθνξεηηθά πξόηππα. 

 

 

2.3. Παξνπζία εκπνξηθώλ ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae ζηε δώλε Π.Ο.Π. ηεο 

Νεκέαο 

     Σα 89 δηαθνξεηηθά ζηειέρε πνπ ιάβακε από ηε κέζνδν inter-delta, ηα ζπγθξίλακε ζηε 

ζπλέρεηα κε 7 δύκεο Saccharomyces cerevisiae πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη εθηελώο ζηελ πεξηνρή 

απηή. Σα εκπνξηθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε ζύγθξηζε είλαη ηα εμήο: Vin 13, 

GY Martin, NEM, 58W3, Vin Blanc, MT Martin θαη 2323.  

Από ηε ζύγθξηζε βξέζεθαλ 2 πξόηππα λα είλαη όκνηα κε 2 εκπνξηθά (εηθόλα 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 9: Ηιεθηξνθνξεηηθά πξόηππα εκπνξηθώλ ζηειερώλ (2323, MT Martin) θαη ζηειερώλ  

από ηνπο ακπειώλεο (MP5, SE4). 

 

2323 

MP5A 6(43) 

MT Martin 

SE4A 1 (19) 
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     Ο εκπνξηθόο S.cerevisiae MT Martin βξέζεθε ζηνλ ακπειώλα SE4, έλαλ ακπειώλα κε 

ρακειή πνηθηινκνξθία, κόιηο 4 πξόηππα. Δπίζεο από ηα 20 ζπλνιηθά απνκνλσζέληα ζηειέρε 

ηα 4 είραλ απηό ην πξνθίι.  

    Σν εκπνξηθό ζηέιερνο 2323 βξέζεθε  όηη είλαη δηαδεδνκέλν θαη ζηνπο 6 ακπειώλεο (MP1, 

MP2, MP4, MP5, MP6) ηεο πεξηνρήο ηνπ Λενληείνπ. ΢πγθεθξηκέλα ζηνπο ακπειώλεο MP5 

θαη MP6 ζε πνιύ κεγάιν πνζνζηό (ζηνλ ακπειώλα MP5 ηα 11 από ηα 12 ζηειέρε είραλ ην 

πξόηππν ηνπ εκπνξηθνύ ζηειέρνπο θαη ζηνλ ακπειώλα MP6 ηα 6 ζηειέρε από ηα 23). 

     Καλέλα από ηα 2 εκπνξηθά ζηειέρε δελ θαίλεηαη λα έρεη δηαδνζεί κέρξη ζηηγκήο ζε 

ακπειώλεο κε κεγάιε ρηιηνκεηξηθή απόζηαζε κεηαμύ ηνπο.  

 

 

3. Οηλνινγηθό δπλακηθό γεγελώλ ζηειερώλ S.cerevisiae 

 

     Σα δηαθνξεηηθά ζηειέρε ηα νπνία απνκνλώζεθαλ ύζηεξα από απζόξκεηεο δπκώζεηο 

ζηαθπιηώλ ηεο δώλεο Π.Ο.Π Νεκέαο αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηα ηερλνινγηθά θαη νηλνινγηθά 

ηνπο ραξαθηεξηζηηθά όπσο αλζεθηηθόηεηα ζε ρεκηθέο ελώζεηο πνπ δπλεηηθά παξνπζηάδνληαη 

ζην θξαζί (αηζαλόιε θαη ζεηώδε αλπδξίηε) θαη ηελ παξαγσγή ζε πδξόζεην. Δπηπιένλ 

ειέρζεζαλ σο πξνο ηελ παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο, κηαο ελδπκαηηθήο δξαζηεξηόηεηαο πνπ 

επεξεάδεη ζεηηθά ην άξσκα ηνπ θξαζηνύ, εθόζνλ ππάξρεη θαη ηελ παξνπζία βηνγελώλ ακηλώλ 

πνπ θέξνπλ αξλεηηθέο επηπηώζεηο ζην θξαζί. Σέινο  αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηελ παξαγσγή 

θαη ηελ αληνρή ηνπο ζε ηνμίλε killer.  

     Σα ζηειέρε παξνπζίαζαλ πνιύ κεγάιε αλζεθηηθόηεηα ζηελ αηζαλόιε κε ην 95% ησλ 

ζηειερώλ λα είλαη ηθαλά λα αλαπηπρζνύλ ζε κνύζην κε 18% ζπγθέληξσζε αηζαλόιεο.   

Δπίζεο ε πιεηνςεθία ησλ ζηειερώλ παξνπζίαζε πςειή αλζεθηηθόηεηα ζε κνύζην 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ζεηώδε αλπδξίηε ζε ζπγθεληξώζεηο 200-300mg/l  κε πνζνζηό 85% 

(πίλαθαο 4).  

 

SO
2 
(mg/l) 100 150 200 250 300 

Αλζεθηηθόηεηα 

% 100 89 85 85 85 

 

Πίλαθαο 4: Πνζνζηό αλζεθηηθόηεηαο ησλ ζηειερώλ S.cerevisiae ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο 

ζεηώδνπο αλπδξίηε.  
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      Ζ παξαγσγή δηνμεηδίνπ ηνπ ζείνπ αμηνινγήζεθε κε ηε ρξώζε ησλ δηαθνξεηηθώλ 

ζηειερώλ ζε Biggy agar (εηθόλα 10). 17% ησλ ζηειερώλ αλέπηπμε black απνηθίεο όπνπ 

ζεσξείηαη πςειή παξαγσγή πδξόζεηνπ, 17% δελ παξνπζίαζε θακία αιιαγή ζην ρξώκα άξα 

θαη θαζόινπ παξαγσγή πδξόζεηνπ, ελώ ην 67% ηαμηλνκήζεθε ζε ρακειή θαη κεζαία  

παξαγσγή (πίλαθαο 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H
2
S classes 0 1 2 3 

Παξαγσγή % 17 35 32 17 

 

Πίλαθαο 5: Πνζνζηό ησλ ζηειερώλ πνπ παξνπζηάδνπλ παξαγσγή H
2
S ζηηο δηαθνξεηηθέο 

παξαγσγηθέο ηάμεηο. 0: White (θαζόινπ παξαγσγή), 1:Light brown (ρακειή παξαγσγή), 2: 

Dark brown (κεζαία παξαγσγή), 3: Black (πςειή παξαγσγή)  

 

      Όζνλ αθνξά ηελ παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο, ηεο ελδπκαηηθήο δξαζηεξηόηεηαο πνπ 

ζρεηίδεηαη κε ηελ απειεπζέξσζε αξσκαηηθώλ ελώζεσλ θαη ζπγθεθξηκέλα ηεξπεληθώλ 

ελώζεσλ, ην 11% ησλ ζηειερώλ θάλεθαλ λα είλαη ζεηηθά ζηελ παξαγσγή απηώλ ησλ 

ελώζεσλ κε αιιαγή ηνπ ρξώκαηόο ηνπο ζε θαθέ ζθνύξν, ελώ ην 56% δελ παξνπζίαζε θακία 

κεηαβνιή ζην ρξώκα ηνπο. 

 

 Dark brown 

 Light brown 
 

 

Δηθόλα 10: ¨Spotting¨ ζε 

ηξπβιία από δηαθνξεηηθά 

ζηειέρε. Παξαηεξνύκε ηνλ 

δηαθνξεηηθό ρξσκαηηζκό ησλ 

απνηθηώλ αλάινγα κε ηελ 

παξαγσγή ηνπο ζε πδξόζεην. 

Black 
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b-glucosidase 

classes 
0 1 2 

Παξαγσγή % 56 33 11 

 

Πίλαθαο 6: Πνζνζηό ησλ ζηειερώλ πνπ παξνπζηάδνπλ παξαγσγή β-γιπθνζηδάζεο ζηηο 

δηαθνξεηηθέο παξαγσγηθέο ηάμεηο. 0: white (θαζόινπ παξαγσγή), 1: yellow  (κεζαία παξαγσγή) 

θαη  2: brown (πςειή παξαγσγή) 

 

     Σν 20% ησλ ζηειερώλ βξέζεθε ζεηηθό ζε ρακειή απνθαξβνμπιίσζε θάπνησλ ακηλνμέσλ 

θαη θαηά ζπλέπεηα ρακειή παξαγσγή ησλ αληίζηνηρώλ βηνγελώλ ακηλώλ (πίλαθαο 7). Ζ 

αιιαγή ρξώκαηνο γύξσ από ηελ απνηθία ήηαλ έλδεημε γηα ηελ απνθαξβνμπιίσζε ηνπ 

ακηλνμένο (εηθόλα11). 

 

Biogenic 

amines Histamine Tyramine Putrescine Cadaverine 

Phenyle-

thylamine Tryptamine 

Isoamyla-

mine 

Παξαγσγή % 3 19 8 13 19 6 3 

 

Πίλαθαο 7: Πνζνζηό ησλ ζηειερώλ πνπ παξάγνπλ βηνγελείο ακίλεο 

 

 

     Σέινο ηα ζηειέρε πξνζδηνξίζηεθαλ σο πξνο ηελ ηνμίλε killer. Ζ πιεηνςεθία ησλ 

ζηειερώλ παξνπζίαζαλ νπδέηεξν θαηλόηππν, αλζεθηηθόηεηα ζηελ ηνμίλε killer ρσξίο όκσο 

λα κπνξνύλ λα παξάγνπλ (Κ
-
R

+
). Σν 20% ησλ ζηειερώλ αληρλεύηεθαλ κε  killer θαηλόηππν 

(K
+
R

+
), ελώ ην 22% είραλ επαίζζεην θαηλόηππν (K

-
R

-
) (πίλαθαο 8, εηθόλα 12). 

 

Δηθόλα 11: Σξπβιίν κε ¨spotting¨ από 

δηαθνξεηηθά ζηειέρε θαη ε εκθάληζε κνβ 

ρξώκαηνο  γύξσ από ηελ απνηθία σο έλδεημε 

ηεο απνθαξβνμπιίσζεο ηνπ ακηλνμένο.  
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Killer 

phenotype 
killer neutral sensitive 

Παξαγσγή % 20 58 22 

 

Πίλαθαο 8: Πνζνζηό ησλ ζηειερώλ πνπ παξνπζηάδνπλ ην θαηλόκελν killer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K+ Κ
-

 

Δηθόλα 12: Σξπβιίν ζην νπνίν έρεη 

ελζσκαησζεί επαίζζεην ζηέιερνο δύκεο θαη 

κε ¨spotting¨  ηα πξνο εμέηαζε ζηειέρε. Κ
+ 

ραξαθηεξίζηεθαλ ηα ζηειέρε ηα νπνία 

εκθάληζαλ κηα επδηάθξηηε δώλε γύξσ από 

ηελ απνηθία, έλδεημε παξαγσγήο ηνμίλεο, ελώ 

Κ
- 
ραξαθηεξίζηεθαλ απηά πνπ δελ 

παξήγαγαλ θακία ηνμίλε. 
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4.  Μεηαιιαγκέλα ζηειέρε 

      ΢ηειέρε Saccharomyces cerevisiae ύζηεξα από εξγαζηεξηαθή κεηάιιαμε πνπ 

ππέζηεζαλ, παξνπζίαζαλ ηθαλόηεηα ζρεκαηηζκνύ θξνθηδσκάησλ ζε αληίζεζε κε ηνλ άγξην 

θαηλόηππν (εηθόλα: 13 θαη 14).  

 

 

 

 

 

4.1. Γηάζσζε πιαζκηδίνπ ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερώλ 

     Πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηνύλ ηα ζεκεία ζηα νπνία έγηλε ε έλζεζε, ηα κεηαιιάγκαηα 

ππνβιήζεθαλ ζε δηάζσζε πιαζκηδίνπ.  

     Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε DNA extraction ησλ κεηαιιαγκέλσλ δπκώλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

ην γελνκηθό DNA ππνβιήζεθε ζε πέςε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ EcoRI. Σα πξντόληα ησλ 

πέςεσλ αλαιύζεθαλ ζε πεθηή αγαξόδεο (εηθόλα 15).  

Δηθόλα 13: ΢ρεκαηηζκόο 

θξνθηδσκάησλ από κεηαιιαγκέλν 

ζηέιερνο 

Δηθόλα 14: Ύζηεξα από ζηαηηθή επώαζε 

2min παξαηεξνύκε όηη ην ζηέιερνο 1 

δηαηεξείηαη ζε αηώξεζε (άγξηνο ηύπνο), 

ελώ ηα ζηειέρε 2, 3, 4 θαη 5 

(κεηαιιαγκέλα ζηειέρε) θαζηδάλνπλ ζηνλ 

ππζκέλα ηνπ δνθηκαζηηθνύ ζσιήλα 

1 2 3 4 5 
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     ΢ηε ζπλέρεηα έιαβε ρώξα αληίδξαζε ελνπνίεζεο ησλ άθξσλ ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα θαη 

ηνπ έλζεηνπ. Σν έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ελνπνίεζε ήηαλ ε Σ4 DNA ligase. 

Αθνινύζεζε κεηαθνξά ηνπ πιαζκηδίνπ ζε ειεθηξνδεθηηθά θύηηαξα E.coli θαη επίζηξσζή 

ηνπο ζε ζξεπηηθό κέζν LB παξνπζία αληηβηνηηθνύ επηινγήο (ακπηθηιίλε). 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ αξθεηά miniprep γηα ηε δηάζσζε ηνπ πιαζκηδίνπ θαη από ηα ηέζζεξα 

ζηειέρε (εηθόλα 16) θαη δηπιέο πέςεηο κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ  EcoRI θαη BamΗΙ. Σα 

πξντόληα ησλ πέςεσλ αλαιύζεθαλ ζε πεθηή αγαξόδεο.  

 Όπσο παξαηεξνύκε θαη ζηελ εηθόλα 17 ην επηζπκεηό πιαζκίδην ειήθζε κε ηελ κηα κπάληα 

λα βξίζθεηαη ζηα 3,9kb. Δλ ζπλερεία εζηάιεζαλ γηα sequencing. ΢ύκθσλα κε ηελ 

Saccharomyces Genome database ε έλζεζε θαη ζηα 4 πξνο εμέηαζε κεηαιιαγκέλα ζηειέρε 

βξέζεθε όηη είρε γίλεη ζην γνλίδην SSN2 ηνπ ρξσκνζώκαηνο  IV. 

                   

Δηθόλα 16: Αλάιπζε ζε πεθηή αγαξόδεο 1% νη απνκνλώζεηο πιαζκηδηαθώλ DNA από ηα 

δεθηηθά θύηηαξα E.colie DH5A 

Δηθόλα 15: : Αλάιπζε ζε πεθηή 

αγαξόδεο 1% ηνπ γελνκηθνύ DNA 

ύζηεξα από πέςε κε ην έλδπκν 

πεξηνξηζκνύ EcoRI 
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Εικόνα 17: Ανάλυςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ πλαςμιδιακϊν κλϊνων μετά από διπλι πζψθ με τα 

ζνηυμα περιοριςμοφ EcoRI θαη BamΗΙ. (΢εηξά θόξησζεο:1 Ladder 1kb,2- 5 φάγοι λ, 6 -13 

πλασμίδια) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 - 13 

3900kb 
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1. Μνξηαθή ζρέζε κεηαμύ ησλ άγξησλ ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae  

     Γύν κνξηαθέο ηερληθέο  εθαξκόζηεθαλ γηα λα αμηνινγεζνύλ νη κνξηαθέο ζρέζεηο κεηαμύ 

άγξησλ πιεζπζκώλ  Saccharomyces cerevisiae από γιεύθε Αγησξγίηηθνπ ηεο δώλεο Π.Ο.Π 

Νεκέαο. 

     Οη κνξηαθέο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ ε αλάιπζε κήθνπο ζξαπζκάησλ 

πεξηνξηζκνύ ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA θαη ε ελίζρπζε κε PCR ησλ interdelta πεξηνρώλ. Ζ 

αλάιπζε κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA) είλαη κηα 

επξέσο ρξεζηκνπνηεκέλε ηερληθή γηα ηνλ ραξαθηεξηζκό ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae 

(Valero et al., 2005). Ζ ελίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ κε ηνπο εθθηλεηέο delta1 θαη delta2, 

παξνπζηαδόηαλ σο κηα κέηξηα κνξηαθή κέζνδνο δηαθνξνπνίεζεο ζηειερώλ όπσο θαίλεηαη θαη 

ζε παιαηόηεξεο κειέηεο, όκσο ε δηάθξηζε ησλ ζηειερώλ απμήζεθε κε ηε ρξήζε ησλ 

εθθηλεηώλ delta12 θαη delta21 (Legras et al., 2003).  

      Σα δελδξνγξάκκαηα θαηαζθεπάζηεθαλ κε βάζε ηελ νκνηόηεηα ησλ δηαθνξεηηθώλ 

πξνηύπσλ πνπ ειήθζεζαλ από ηηο κνξηαθέο ηερληθέο κε DICE ζπληειεζηή θαη UPGMA 

νκαδνπνίεζε θαη έδεημαλ δηαθνξεηηθό βαζκό ζρέζεο κεηαμύ ησλ ζηειερώλ, ζύκθσλα κε ηελ 

κνξηαθή κέζνδν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε.  

     Όπσο θαίλεηαη θαη ζηνλ πίλαθα 9 ε αλάιπζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA κε ην έλδπκν 

πεξηνξηζκνύ HinfI, απνθάιπςε ηελ παξνπζία 70 δηαθνξεηηθώλ πξνηύπσλ, ελώ ε ελίζρπζε 

ησλ interdelta πεξηνρώλ εκθάληζε 89 δηαθνξεηηθά πξόηππα. Γηαθνξά παξνπζίαζαλ νη δπν 

ηερληθέο ζηα κνλαδηθά πξόηππα θαζώο θαη ζηα θνηλά πξόηππα κεηαμύ ησλ ακπειώλσλ κε ηελ 

πξώηε λα εκθαλίδεη 56 κνλαδηθά πξόηππα θαη 14 νκάδεο κε θνηλά πξόηππα κεηαμύ ησλ 

ακπειώλσλ ζε αληίζεζε κε ηε δεύηεξε πνπ εκθάληζε 71 κνλαδηθά πξόηππα θαη 18 νκάδεο 

(πίλαθαο 9). Μπνξνύκε ινηπόλ λα πνύκε όηη ε κέζνδνο ελίζρπζεο ησλ interdelta πεξηνρώλ 

παξνπζηάδεη θαιύηεξε δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα θαη απηό κπνξνύκε λα ην δηαθξίλνπκε θαη από 

ηελ εηθόλα 18. 
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ΜΟΡΗΑΚΖ 

ΣΔΥΝΗΚΖ 
ΑΜΠΔΛΩΝΔ΢ 

ΝΔΜΔΑ΢ 

΢ΤΝΟΛΗΚΟ΢ ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΏ΢ΔΩΝ 

΢ΤΝΟΛΗΚΟ΢ 

ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΑΡΗΘΜΟ΢ 

ΜΟΝΑΓΗΚΩΝ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ 

ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΟΗΝΩΝ 

ΠΡΟΣΤΠΩΝ ΜΔΣΑΞΤ 

ΣΩΝ ΑΜΠΔΛΩΝΩΝ 

mtDNA 18 301 70 56 14 

interdelta 18 301 89 71 18 

 

Πίλαθαο 9: Γηαθνξέο κεηαμύ ησλ κνξηαθώλ ηερληθώλ mtDNA θαη interdelta πνπ παξνπζηάδνπλ 

ζηνπο πιεζπζκνύο Saccharomyces cerevisiae από γιεύθνο Αγησξγίηηθνπ ηεο δώλεο Π.Ο.Π. 

Νεκέαο. 

 

     Φαίλεηαη ινηπόλ ε κέζνδνο ελίζρπζεο ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπ DNA λα απνηειεί ηελ 

πην ρξήζηκε κέζνδν γηα ηε δηάθξηζε  απνκνλσζέλησλ ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae.   

Όπσο αλαθέξνπλ θαη άιινη ζπγγξαθείο απηή ε κέζνδνο είλαη πξαγκαηηθά γξήγνξε, 

αλαπαξαγσγηθή θαη πνιύ επαίζζεηε γηα ηελ αμηνιόγεζε ηεο γελεηηθήο πνηθηινκνξθίαο 

αλάκεζα ζε πιεζπζκνύο  Saccharomyces cerevisiae, θξίλνληαο όηη ε ελίζρπζε ησλ interdelta 

πεξηνρώλ γίλεηαη απεπζείαο ζε απνηθία, ρσξίο λα πξνεγείηαη απνκόλσζε γελνκηθνύ DNA.  

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 18: Ηιεθηξνθνξεηηθά πξόηππα 2 ζηειερώλ Saccharomyces cerevisiae. Όπσο 

παξαηεξνύκε κε ηε κέζνδνο ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA ηα πξόηππα ησλ δύν ζηειερώλ είλαη ίδηα, 

ελώ κε ηε κέζνδν interdelta ηα πξόηππα δηαθνξνπνηνύληαη. 

 

mtDNA 

  

interdelta 
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Από ηα απνηειέζκαηα ηηο παξνύζαο εξγαζίαο θαίλνληαη νη πνιύπινθεο ζρέζεηο πνπ 

βξέζεθαλ ζε κνξηαθό επίπεδν κεηαμύ ησλ απνκνλσκέλσλ ζηειερώλ πνπ κνηξάδνληαη ζην 

ίδην πεξηβάιινλ. Δπηπιένλ, ε κειέηε έδεημε όηη πέξα από ηελ πινύζηα πνηθηινκνξθία, ηα 

ζηειέρε παξαηεξνύληαη όηη έρνπλ πνιιά θνηλά γελεηηθά ραξαθηεξηζηηθά.  

 

2. Βηνπνηθηιόηεηα ησλ απνκνλσζέλησλ ζηειερώλ 

     ΢θνπόο απηήο ηεο εξγαζίαο ήηαλ ε κειέηε ηεο βηνπνηθηιόηεηαο ησλ πιεζπζκώλ 

Saccharomyces cerevisiae θαζώο θαη ην νηλνινγηθό δπλακηθό απηώλ, ζε κηα από ηεο πην 

ζεκαληηθέο νηλνπαξαγσγηθέο πεξηνρέο ηεο Διιάδαο, ηελ Νεκέα θαη ζε κηα από ηηο πην 

εθιεθηηθέο έγρξσκεο ειιεληθέο νηλνπνηήζηκεο πνηθηιίεο ακπέινπ, ην αγησξγίηηθν. Γπν 

κνξηαθνί δείθηεο εθαξκόζηεθαλ ε αλάιπζε κήθνπο ζξαπζκάησλ πεξηνξηζκνύ ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνύ DNA θαη ε ελίζρπζε ησλ interdelta πεξηνρώλ ηνπ DNA γηα λα δηαρσξηζηνύλ 

ηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε S.cerevisiae. Από ηελ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ θαίλεηαη ε 

πνηθηινκνξθία ηνπ S.cerevisiae λα είλαη αξθεηά κεγάιε ζε απηήλ ηελ πεξηνρή κε ζρεδόλ 90 

δηαθνξεηηθά πξόηππα από ηηο 301 ζπλνιηθέο απνκνλώζεηο, δειαδή παξνπζηάδεη έλα πνζνζηό 

29,6%. Ζ πνηθηινκνξθία πνπ βξέζεθε, είλαη ζρεδόλ ην ίδην ζεκαληηθή κε εθείλε πνπ 

παξαηεξήζεθε από ηνλ Mercado et al. (2011), ν νπνίνο κειέηεζε ηελ βηνπνηθηιόηεηα ηνπ 

Saccharomyces cerevisiae ηεο πνηθηιίαο Malbec ζηελ πεξηνρή ZARM ηεο Αξγεληηλήο κε 

πεξηζζόηεξα από 190 δηαθνξεηηθά ζηειέρε από ηα 590 πνπ αμηνινγήζεθαλ (32,20%). 

Οκνίσο ν Lopandic et al. (2008) αμηνιόγεζε ηελ βηνπνηθηιόηεηα ηνπ S.cerevisiae ζην 22% ζε 

νηλνπαξαγσγηθέο πεξηνρέο ηεο Απζηξίαο.  

     Φαίλεηαη ινηπόλ όηη ε πνηθηινκνξθία ηνπ S.cerevisiae ζηελ δώλε ηεο Νεκέαο είλαη αξθεηά 

ζεκαληηθή θαη αγγίδεη ηελ βηνπνηθηιόηεηα πνπ έρεη παξαηεξεζεί ζε πνιύ ζεκαληηθέο 

νηλνπαξαγσγηθέο πεξηνρέο όινπ ηνπ θόζκνπ.  

     ΢ε πνιιέο κειέηεο, νη ζπγγξαθείο αλαθέξνπλ ηελ παξνπζία κνλαδηθώλ ζηειερώλ δύκεο 

ζε κία κόλν πεξηνρή, πνπ νδεγεί ζηελ έλλνηα ηνπ ηνπηθνύ ραξαθηήξα ην ιεγόκελν ‗terroir‘ 

(Raspor et al., 2006). ΢ηελ παξνύζα εξγαζία, απηή ε έλλνηα βιέπνπκε όηη ππνζηεξίδεηαη κε 

πξόηππα ζηειερώλ πνπ απαληώληαη ζε γεηηνληθνύο ακπειώλεο ηεο ίδηαο πεξηνρήο (Λεόληεην 

θαη Κνπηζνκόδη) (δηάγξακκα 1).  

     Δπίζεο παξνπζηάδνληαη θαη ζηειέρε ηα νπνία είλαη θνζκνπνιίηηθα, δειαδή ζηειέρε ηα 

νπνία είλαη επξέσο δηαδεδνκέλα ζηελ δώλε ηεο Νεκέαο.  Σν πην δηαδεδνκέλν ζηέιερνο 

απαληήζεθε ζε 11 από ηνπο ζπλνιηθά 18 ακπειώλεο ελώ ην ακέζσο επόκελν δηαδεδνκέλν 

ζηέιερνο βξέζεθε ζε 7 ακπειώλεο.  
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     ΢ε απηή ηελ εξγαζία ζπκπεξηιάβακε θαη ηελ κνξηαθή αλάιπζε 7 εκπνξηθώλ ζηειερώλ 

S.cerevisiae, ηα νπνία ρξεζηκνπνηνύληαη εθηελώο ζε εθείλε ηελ πεξηνρή, γηα λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηελ επίδξαζε ηεο καδηθήο ρξήζεο μέλσλ ζηειερώλ ζηελ ηνπηθή 

βηνπνηθηιόηεηα. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ ηελ παξνπζία 2 εκπνξηθώλ δπκώλ ζηνπο 

ακπειώλεο ηεο Νεκέαο. Σν έλα απαληάηαη ζηνλ ακπειώλα ηεο Νεκέαο (SE4A), ελώ ην άιιν 

απαληάηαη ζε 6 γεηηνληθνύο ακπειώλεο ηεο πεξηνρήο ηνπ Λενληείνπ (δηάγξακκα 1, πξόηππν 

κε θαθέ ρξώκα). Καη ηα δπν εκπνξηθά ζηειέρε θαίλεηαη λα κελ έρνπλ επεξεάζεη κέρξη 

ζηηγκήο ηελ βηνπνηθηιόηεηα ηνπ πιεζπζκνύ ηνπ S.cerevisiae ζηνπο ακπειώλεο απηνύο, αθνύ 

όινη νη ακπειώλεο ραξαθηεξίδνληαη από πςειό βαζκό πνιπκνξθηζκνύ, εθηόο από ηνλ 

ακπειώλα MP5A, πνπ ε πιεηνςεθία ησλ απνκνλσζέλησλ ζηειερώλ έδεημαλ όηη είλαη ην 

εκπνξηθό ζηέιερνο (δηάγξακκα 1). Υαξαθηεξηζηηθά νη Schuller et al., ην 2007 αλέθεξε όηη ε 

ζπλερήο ρξήζε εκπνξηθώλ δπκώλ έρεη πεξηνξηζκέλε επίδξαζε ζηνλ απηόρζνλν δπκσηηθό 

πιεζπζκό πνπ ζπιιέγεηαη από ηα ζηαθύιηα θαη κπνξεί λα αιιάμεη κόλν ειαθξώο ηηο 

πιεζπζκηαθέο δνκέο ησλ ζηειερώλ πνπ ζπιιέγνληαη. Ζ κόληκε εγθαηάζηαζε εκπνξηθώλ 

ζηειερώλ ζε ακπειώλεο δελ έρεη επηβεβαησζεί (Clavijo et al., 2010), θαζώο επίζεο δελ έρνπλ 

δηεπθξηληζηεί νη βηνινγηθνί παξάγνληεο πνπ θαζνξίδνπλ αλ έλα ζπγθεθξηκέλν ζηέιερνο 

γίλεηαη κόληκα εγθαηεζηεκέλν (Barrajón et al., 2010).  

      ΢ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο επηκόιπλζεο, ε κεηαθνξά εκπνξηθώλ ζηειερώλ ζηνπο ακπειώλεο 

νθείιεηαη ζηνλ αλζξώπηλν παξάγνληα θαη ηε ρξήζε εμνπιηζκνύ ζε νηλνπνηεία θαη ακπειώλεο 

(Valero et al., 2005 Combina et al., 2005). Ο ακπειώλαο MP5A κε ηνλ ρακειό 

πνιπκνξθηζκό θαη ην κεγάιν πνζνζηό ηεο εκπνξηθήο δύκεο ίζσο βξίζθεηαη πνιύ θνληά ή 

γύξσ από ην νηλνπνηείν, όπσο ζηελ πεξίπησζε ηνπ ακπειώλα κε ηνλ πνιύ ρακειό 

πνιπκνξθηζκό πνπ πεξηγξάθεη ν Mercado et al. (2011).   

 

3. Οηλνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ γεγελώλ Saccharomyces cerevisiae 

     Με ηνλ ραξαθηεξηζκό ησλ δηαθνξεηηθώλ ζηειερώλ σο πξνο ηα νηλνινγηθά ηνπο 

ραξαθηεξηζηηθά δηαπηζηώζεθε όηη θάπνηα από απηά ηα ζηειέρε δηαζέηνπλ πνιύ ζεηηθά 

νηλνινγηθά θαη πνηνηηθά ραξαθηεξηζηηθά. 

΢ρεδόλ όια ηα ζηειέρε παξνπζίαζαλ πςειή αλζεθηηθόηεηα ζε ζπγθέληξσζε 18% αηζαλόιεο 

θαη αλζεθηηθόηεηα ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο ζεηώδνπο 250-300mg/l, δύν ζηνηρεία πνπ 

ραξαθηεξίδνπλ γεληθά ηα ζηειέρε S.cerevisiae (A.Capece et al., 2012). 
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     Ζ παξαγσγή πδξόζεηνπ πνπ θαηαγξάςακε ζηα πεξηζζόηεξα ζηειέρε ήηαλ ρακειή έσο θαη 

κεζαία, ελώ ην 17% δελ παξνπζίαζαλ θακία παξαγσγή. Παξόκνηα απνηειέζκαηα γηα 

ζηειέρε S.cerevisiae έρνπλ θαηαγξάςεη θαη άιινη ζπγγξαθείο (Sabina Di Maio et al. 2012). 

Ωο πξνο ηελ παξαγσγή β- γιπθνζηδάζεο επηβεβαηώλνληαη νη κειέηεο πνπ ηεθκεξηώλνπλ όηη ε 

δξαζηεξηόηεηα απηή είλαη κεγάιε ζε ζηειέρε κε Saccharomyces απ‘ όηη ζε Saccharomyces 

(Manzanares, et al., 2000), αθνύ ην 56% δελ παξήγαγε θαζόινπ β- γιπθνζηδάζε θαη κόλν ην 

11% είρε πςειή παξαγσγή. 

     Οη Torrea & Ancín (2002) δηαπίζησζαλ όηη απηόρζνλεο δύκεο πνπ πξαγκαηνπνηνύλ 

απζόξκεηεο δπκώζεηο δελ παξάγνπλ πςειέο ζπγθεληξώζεηο βηνγελώλ ακηλώλ, γεγνλόο πνπ 

θαίλεηαη λα ηζρύεη θαη γηα ηα δηθά καο πξνο εμέηαζε ζηειέρε.  

     Σέινο ην test γηα ηε δξαζηεξηόηεηα killer έδεημε όηη ην 20% ησλ ζηειερώλ παξνπζηάδνπλ 

ην θαηλόκελν killer, ην 58% είλαη αλζεθηηθά ζε ηνμίλε killer θαη ην 22% είλαη επαίζζεηα, 

πνζνζηά παξόκνηα είραλ δηαπηζησζεί ην 1996 από ηνλ Silva (G.A. da Silva., 1996). 

     Όια ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη ππάξρνπλ ζηειέρε ηα νπνία ζα κπνξνύζαλ 

λα απνηειέζνπλ ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο γηα ηε δεκηνπξγία νίλσλ κε δηαθνξεηηθέο 

ηδηόηεηεο θαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ ηνπηθώλ πεξηνρώλ.  
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4. Μεηαιιαγκέλα ζηειέρε Saccharomyces cerevisiae θαη ην θαηλόκελν ηεο 

θξνθίδσζεο  

     ΢ηελ κειέηε καο γηα ηα κεηαιιαγκέλα, καο ελδηέθεξε λα εληνπίζνπκε ηα γνλίδηα ηα νπνία 

ζρεηίδνληαη κε ην θαηλόκελν ηεο θπηηαξηθήο ζπζζσκάησζεο θαη ην ζρεκαηηζκό 

θξνθηδσκάησλ θαζώο θαη λα θαηαλνήζνπκε ηελ ιεηηνπξγηθόηεηα απηώλ ησλ γνληδίσλ. Σα 

ζηειέρε πνπ εμεηάζακε έδεημαλ όηη ε κεηάιιαμε επηηεύρζεθε θαη ην ζεκείν έλζεζεο 

πξνζδηνξίζηεθε ζην SSN2 γνλίδην ηνπ ρξσκνζώκαηνο IV (εηθόλα 19). 

 

 

Δηθόλα 19: Υάξηεο εληνπηζκνύ ηνπ γνληδίνπ SSN2 ζην γνληδίσκα. 

 

     Σν γνλίδην SSN2 βξίζθεηαη ζην ρξσκόζσκα IV θαη αληηζηνηρεί ζηελ πξσηεΐλε Srb9p, ε 

νπνία ζηειερώλεη ην ζύκπινθν Srb. Σν ζύκπινθν απηό απνηειεί έλα κέξνο ηνπ νινέλδπκνπ 

RNA πνιπκεξάζε  II, θαζώο ζπλδέεηαη κε έλαλ κεγάιν αξηζκό πξσηετλώλ (Boube M.et al., 

2002). 

     ΢ηνλ Saccharomyces cerevisiae όπσο θαη ζε άιινπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο, ην 

ζύκπινθν Srb, όπσο πνιιά άιια ζπζηαηηθά ηεο RNA πνιπκεξάζεο II, είλαη ππεύζπλν γηα ηε 

ξύζκηζε έθθξαζεο ελόο ζρεηηθά κεγάινπ αξηζκνύ γνληδίσλ.  

     ΢πγγξαθείο αλαθέξνπλ όηη κνλνπάηηα κεηαγσγήο ζήκαηνο κπνξνύλ λα ξπζκίζνπλ ηελ 

έθθξαζε γνληδίσλ, ζηνρεύνληαο ζπζηαηηθά ηεο RNA πνιπκεξάζεο II. Μνλνπάηηα κεηαγσγήο 

ζήκαηνο ρξεζηκνπνηνύληαη από ηνπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο θαη είλαη ε απόθξηζή ηνπο 
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ζηηο αιιαγέο ηνπ εμσθπηηαξηθνύ πεξηβάιινληνο. Έρνπλ ηελ ηδηόηεηα λα κεηαηξέπνπλ ην 

εμσθπηηαξηθό εξέζηζκα ζε ελδνθπηηαξηθό ζήκα (Chang Ya-Wen et al., 2004). 

     Έλα ηέηνην κνλνπάηη είλαη θαη ην PKA/Ras ην νπνίν ζηνλ Saccharomyces cerevisiae έρεη 

δύν πηζαλνύο ζηόρνπο. Πξώηνο ζηόρνο είλαη νη πξσηεΐλεο trans- ελεξγνπνηεηέο, παξόληεο ζηα 

βειηησηηθά θαη νη ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο πνπ ζπλδένληαη κε ηελ RNA πνιπκεξάζε ΗΗ. 

(Chang Ya-Wen et al., 2004).  

           Έξεπλεο, γελεηηθέο θαη βηνρεκηθέο έρνπλ δείμεη όηη ε πξσηεΐλε Srb9p είλαη ππόζηξσκα 

γηα ηελ PKA (πξσηετληθή θηλάζε Α) θαη ε θσζθνξπιίσζε ηεο ξπζκίδεη ηε δξαζηηθόηεηα ηνπ 

Srb ζπκπιόθνπ. Ζ θσζθνξπιίσζε ηεο Srb9p από ηελ PKA βειηηώλεη ηελ δξαζηεξηόηεηα ηνπ 

ζπκπιόθνπ Srb θαη θαηά ζπλέπεηα αλαζηέιιεηαη ε έθθξαζε εηδηθώλ γνληδίσλ πνπ 

θπζηνινγηθά ζπλδένληαη κε ηελ ζηαηηθή θάζε αλάπηπμεο (εηθόλα 20) (Chang Ya-Wen et al., 

2004).  

     Απηό επηβεβαηώλεηαη θαη από ηα δηθά καο απνηειέζκαηα, όπνπ ζηειέρε S.cerevisiae 

ύζηεξα από κεηάιιαμε ζην γνλίδην SSN2 (πξσηεΐλε Srb9p), παξνπζίαζαλ ην θαηλόκελν ηεο 

θξνθίδσζεο.  

     Με ηνλ εληνπηζκό ηνπ ζεκείνπ έλζεζεο θαη ζε άιια κεηαιιάγκαηα, ζα επηηξαπεί ν 

εληνπηζκόο γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζην ζρεκαηηζκό θξνθηδσκάησλ (flocculation).  

 

 

Δηθόλα 20: Μνληέιν απεηθόληζεο ιεηηνπξγίαο Ras/PKA κε ην ζύκπινθν Srb ηεο RNA 

πνιπκεξάζεο II. Η   Ras/PKA θσζθνξπιηώλεη ηελ  Srb9p κε απνηέιεζκα λα αλαζηέιιεηαη ε 

έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζπλδένληαη κε ηελ ζηαηηθή θάζε ηνπ θπηηάξνπ.  

 

 

 

 
  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276504003077
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276504003077
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276504003077
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     Σα ηειεπηαία ρξόληα ε δηαηήξεζε ηεο βηνπνηθηιόηεηαο έρεη γίλεη πξσηαξρηθό δήηεκα. Ζ 

παξνύζα εξγαζία αλέδεημε ηελ ζεκαληηθή πνηθηινκνξθία κεηαμύ ησλ πιεζπζκώλ ηνπ 

Saccharomyces cerevisiae πνπ θπζηθά παξνπζηάδεηαη ζηε  Νεκέα, ε νπνία απνηειεί ηελ 

κεγαιύηεξε  θαη πην ζεκαληηθή ακπεινπξγηθή δώλε ηεο Διιάδαο. Από ηα ζπλνιηθά 301 

απνκνλσζέληα ζηειέρε S.cerevisiae, έλαο ζεκαληηθόο αξηζκόο θάλεθε λα είλαη αλώηεξνο 

από ηα βηνκεραληθά ζηειέρε δύκεο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη επξέσο ζηελ νηλνπνίεζε.  

     ΢ηόρνο καο είλαη κε απηά ηα ζηειέρε λα πξαγκαηνπνηήζνπκε πεηξακαηηθέο δπκώζεηο θαη 

λα αμηνινγήζνπκε ηελ θηλεηηθή δύκσζε, ηε ζύζηαζε θαζώο θαη λα εθηηκήζνπκε ηα 

ραξαθηεξηζηηθά πνπ δίλνπλ ζην παξαγόκελν θξαζί, ζε ηερλνινγηθό, πνηνηηθό θαη αηζζεηηθό 

επίπεδν.  

     Δπίζεο ηα κνλαδηθά πξόηππα πξέπεη λα ζπγθξηζνύλ κε ζηειέρε ηεο ίδηαο πεξηνρήο αιιά 

δηαθνξεηηθήο ρξνληάο, ώζηε λα εμεηαζηεί θαηά πόζν νη πιεζπζκνί παξακέλνπλ ζηαζεξνί ή 

κεηαβάιινληαη επεξεαδόκελνη από παξάγνληεο όπσο νη θαηξηθέο ζπλζήθεο. 

  Όζνλ αθνξά ην θαηλόκελν ηεο θξνθίδσζεο, πξέπεη λα εμεηαζηνύλ θαη άιια εξγαζηεξηαθά 

κεηαιιαγκέλα ζηειέρε  S.cerevisiae, πνπ παξνπζηάδνπλ απηόλ ηνλ θαηλόηππν, ώζηε λα 

εληνπηζηνύλ ηα γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζην ζρεκαηηζκό θξνθηδσκάησλ θαζώο θαη ηελ 

θαιύηεξε θαηαλόεζε απηνύ ηνπ θαηλνηύπνπ.  

  

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CE%BB%CE%BB%CE%AC%CE%B4%CE%B1
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