
 
 

ΤΜΗΜΑ ΕΠΙΣΤΗΜΗΣ ΦΥΤΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ 
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΓΕΝΙΚΗΣ ΚΑΙ ΓΕΩΡΓΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

 
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥΔΩΝ   

«ΑΓΡΟΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΦΥΤΩΝ ΚΑΙ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ ΓΕΩΡΓΙΚΗΣ 
ΣΗΜΑΣΙΑΣ» 

 

Μεταπτυχιακή Διατριβή  

Μελέτη των ιδιοτήτων που προάγουν την 
ανάπτυξη των φυτών σε βακτήρια που 

απομονώθηκαν από φυμάτια μαυρομάτικου 
φασολιού 

Γιαννακοπούλου Γ Μελίνα 

Επιβλέπουσα καθηγήτρια: Ταμπακάκη Αναστασία 

 
  

ΑΘΗΝΑ, 2019 
      

      



[1] 
 

Μεταπτυχιακή Διατριβή  

Μελέτη των ιδιοτήτων που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών σε 
βακτήρια που απομονώθηκαν από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού  

 

Study of the plant growth promoting characteristics of bacteria 
isolated from cowpea nodules 

 
Γιαννακοπούλου Γ Μελίνα  

 
Επιβλέπουσα καθηγήτρια: Ταμπακάκη Αναστασία  

 
 
 
 

Συμβουλευτική και Εξεταστική Επιτροπή : 

Ταμπακάκη Αναστασία, Αναπλ. Καθηγήτρια 

Κατινάκης Παναγιώτης, Καθηγητής 

Χατζηπαυλίδης Ιορδάνης, Αναπλ.  Καθηγητής 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



[2] 
 

Ευχαριστίες  

Η παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή εκπονήθηκε στο εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής 

Μικροβιολογίας του Τμήματος Φυτικής Παραγωγής, στα πλαίσια του προγράμματος 

σπουδών «Αγροβιοτεχνολογία Φυτών και Μικροοργανισμών Γεωργικής Σημασίας» του 

Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών.  

Θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά την καθηγήτριά μου κ. Ταμπακάκη Αναστασία για την 

πολύτιμη βοήθεια και καθοδήγησή της κατά τη διάρκεια της υλοποίησης των πειραμάτων, 

καθώς και για την εμπιστοσύνη της, τη στήριξή της, τις γνώσεις και την υπομονή που επέδειξε 

κατά τη διάρκεια του προγράμματος σπουδών.  

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον Αντιπρύτανη του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών 

κ. Χατζηπαυλίδη Ιορδάνη και το διευθυντή του εργαστηρίου Γενικής και Γεωργικής 

Μικροβιολογίας κ. Κατινάκη Παναγιώτη για το χρόνο και τις πολύτιμες συμβουλές τους.  

Επιπροσθέτως, θα ήθελα να ευχαριστήσω την υποψήφια Διδάκτορα Ευσταθιάδου Ευδοξία 

για την πολύτιμη βοήθειά της, τη στήριξη, τις γνώσεις και τις συμβουλές της στην 

ολοκλήρωση της παρούσας μελέτης.  

Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω το υπόλοιπο προσωπικό του εργαστηρίου για την άψογη 

συνεργασία και τη βοήθειά τους.  

Τέλος, ένα μεγάλο ευχαριστώ στους γονείς μου, στην αδερφή μου και στους δικούς μου 

ανθρώπους που είναι δίπλα μου σε οτιδήποτε επιλέγω. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



[3] 
 

Περίληψη 
Τα ριζόβια είναι υπεύθυνα για τη δημιουργία φυματίων και για την αζωτοδέσμευση στα 

περισσότερα είδη ψυχανθών.  Ωστόσο, τα φυμάτια αποικίζονται και από άλλα ριζοβακτήρια, 

τα οποία δεν έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν φυμάτια.  Πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει 

ότι τα ριζοβακτήρια των φυματίων παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλομορφία, 

συμπεριλαμβάνοντας περίπου το 99 % του συνολικού βακτηριακού πληθυσμού.  Όλο και 

περισσότερες μελέτες υποδεικνύουν την ικανότητα ορισμένων ριζοβακτηρίων να ενισχύουν 

την ανάπτυξη των ψυχανθών μέσω της αζωτοδέσμευσης, της διαλυτοποίησης φωσφόρου, 

της ενίσχυσης της ικανότητας των συμβιωτικών ριζοβίων να δημιουργούν φυμάτια και να 

αζωτοδεσμεύουν.  Από την άλλη πλευρά, ορισμένα μη-ριζόβια βακτήρια μπορεί να 

λειτουργούν αρνητικά, μειώνοντας την απόδοση των ριζοβακτηρίων ή πυροδοτώντας τους 

μηχανισμούς άμυνας του φυτού, οι οποίοι αποτρέπουν την αποίκιση του ξενιστή από το 

βακτήριο.  Παρ’ όλα αυτά, η βιολογική συμβολή και οι αγρονομικές συνέπειες του 

ενδοφυτισμού στα φυμάτια, τελούν υπό διερεύνηση.  Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι ο 

προσδιορισμός της ποικιλομορφίας των βακτηρίων που αποικίζουν τα ριζικά φυμάτια φυτών 

μαυρομάτικου φασολιού, τα οποία έχουν συλλεχθεί από διαφορετικές περιοχές της 

Ελλάδας, καθώς και η μελέτη της ικανότητάς τους να προάγουν την ανάπτυξη των φυτών, 

ώστε να επιλεγούν εκείνα με την υψηλότερη απόδοση, τα οποία θα μπορούσαν μελλοντικά 

να χρησιμοποιηθούν ως βιολιπάσματα.  Ενδοφυτικά βακτήρια απομονώθηκαν από φυμάτια 

καλλιεργούμενου μαυρομάτικου φασολιού και ταξινομήθηκαν σε τέσσερις διαφορετικούς 

κλάδους (clusters), έπειτα από τη διενέργεια BOX-PCR.  Στη συνέχεια, τα αντιπροσωπευτικά 

στελέχη από κάθε κλάδο εξετάστηκαν για την παρουσία χαρακτηριστικών που προάγουν την 

ανάπτυξη των φυτών και μελετήθηκε η φυλογενετική τους συγγένεια με την εφαρμογή 

ανάλυσης πολυτοπικής αλληλούχισης (Multilocus Sequence Analysis, MLSA) για τέσσερα 

γονίδια κυτταρικής επιμέλειας (gyrB, rpoB, atpD και infB).  Η φυλογενετική ανάλυση έδειξε 

ότι οι εξεταζόμενοι μικροοργανισμοί παρουσιάζουν συγγένεια με τα στελέχη Enterobacter 

cloacae, Enterobacter ludwigii, Enterobacter mori και Lelliottia amnigena και πιθανά να 

συνιστούν νέα είδη ή υποείδη.  Όλα τα υπό μελέτη στελέχη παρουσίασαν ποικίλα PGP 

χαρακτηριστικά in vitro: διαλυτοποίηση φωσφόρου, αζωτοδέσμευση, παραγωγή 

ινδολοξικού οξέος (ΙΑΑ) και σιδηροφόρων.  Επιπλέον, παρουσίασαν υψηλή αντοχή στην 

αλατότητα (έως και 8 %).  Τα παραπάνω αποτελέσματα συμβαδίζουν με ευρήματα 

προηγούμενων ερευνών, οι οποίες αναφέρουν ότι αρκετά στελέχη Enterobacter spp. 

παρουσιάζουν ποικιλία PGP χαρακτηριστικών.  Τα στελέχη που εξετάστηκαν στην παρούσα 

μελέτη θα μπορούσαν να  χρησιμοποιηθούν μελλοντικά, για τη δημιουργία ενός φιλικού 

προς το περιβάλλον βιολιπάσματος για το μαυρομάτικο φασόλι και πιθανότατα και για άλλα 

σημαντικά είδη φυτών.       

Λέξεις κλειδιά: ριζοβακτήρια, ενδοφυτικά βακτήρια, φυμάτια, μαυρομάτικο, φυλογένεια, 

διαλυτοποίηση φωσφόρου, αζωτοδέσμευση, παραγωγή ΙΑΑ, παραγωγή σιδηροφόρων, 

προαγωγή ανάπτυξης φυτών.  
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Abstract  
Rhizobia are responsible for root nodulation and nitrogen fixation in most legume species. 

However, legume nodules are occupied by other endophytic bacteria, called non-rhizobial 

bacteria. Recent studies have shown that a high diversity of non-rhizobial bacteria exist with 

nodules and they may encompass up to 99% of the total bacterial population. Growing 

evidence indicates that some of these non-rhizobial bacteria could be beneficial to their 

legume hosts by enhancing plant growth, fixing atmospheric nitrogen, solubilizing phosphate 

and improving the nodulation and N2 fixation of legume–rhizobia symbionts. In contrast to 

these positive effects, some non-rhizobial bacteria may be able to reduce the fitness of 

nodulating rhizobia or to trigger host defense responses resulting in the prevention of the 

infection process. Nevertheless, the biological significance and the agronomic implications of 

nodule endophytism are still not well understood. This study aimed to characterize the 

diversity of bacteria associated with root-nodules of cowpea plants collected from different 

locations in Greece and to assess their ability for promoting plant growth in order to select 

potential PGPR that perform higher plant growth promotion for use as biofertilizers. Nodule 

endophytic bacteria were isolated from field grown cowpea plants and were grouped into 

four clusters by BOX-PCR. Representative isolates of each cluster were subjected to multilocus 

sequence analysis (MLSA) using four housekeeping genes (gyrB, rpoB, atpD and infB genes) to 

assess their phylogenetic affiliation and were screened for various plant growth promoting 

traits. Phylogenetic analysis showed that the nodule endophytic isolates were related to 

Enterobacter cloacae, Enterobacter ludwigii, Enterobacter mori, and Lelliottia amnigena and 

they may constitute novel species or subspecies. All the test isolates possessed multiple plant-

growth promoting characteristics in vitro: phosphate solubilization, nitrogen fixation, 

production of phytohormone indole acetic acid and siderophores. Moreover, the isolates 

exhibited high salt tolerance (up to 8%). The results are in line with previous studies reported 

that certain Enterobacter spp. possess multiple growth promoting activities. These isolates 

could be developed as an eco-friendly biofertilizer for cowpea and probably for other 

important plant species in future. 

Keywords: rhizobacteria, endophytic bacteria, nodules, cowpea, phylogeny, phosphate 

solubilization, IAA production, siderophore production, plant growth promotion.   
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Το φυτό αποτελεί τον πλέον σημαντικό οργανισμό για τη συνέχιση της ζωής στη Γη.  Διαθέτει 

την ικανότητα να μετατρέπει την ηλιακή ακτινοβολία σε χημική ενέργεια  μέσω του 

μηχανισμού της φωτοσύνθεσης, η οποία αποτελεί τη μοναδική ενεργειακή οδό της ηλιακής 

ακτινοβολίας προς εκμεταλλεύσιμες μορφές ενέργειας.  Η χημική ενέργεια από τη 

φωτοσύνθεση «αποθηκεύεται» σε μόρια φορείς (ATP, NADPH) και στη συνέχεια 

χρησιμοποιείται σε μονοπάτια παραγωγής βιομορίων υψηλού ενεργειακού δυναμικού, των 

υδατανθράκων.  Τα φυτά αποτελούν την κύρια μορφή τροφής για τους οργανισμούς του 

ζωικού βασιλείου, παρέχοντας τα απαραίτητα αμινοξέα για την ανάπτυξή τους.  Επιπλέον, 

τα φυτά συμμετέχουν στον κύκλο του άνθρακα, μετατρέποντας το ανόργανο άζωτο σε 

οργανικά αζωτούχα βιομόρια (Γαλάτης et al., 2014). 

 

Εικόνα 1.  Η σχέση της κυτταρικής αναπνοής και της φωτοσύνθεσης, με τα παγκόσμια επίπεδα CO2 και O2 

(Johnson, 2017). 

Ο ανθρώπινος πληθυσμός αυξάνεται κατά 1,18 % κάθε χρόνο και υπολογίζεται ότι μέχρι το 

2050 θα έχει φτάσει τα 9,7 δισεκατομμύρια (Department of Economic and Social 

Affairs/Population Division, 2015).  Η αύξηση αυτή του πληθυσμού συνοδεύεται από 

πολλαπλασιασμό των διατροφικών αναγκών,  ο οποίος με τη σειρά του οδηγεί  σε 

υπερεκμετάλλευση των φυσικών πόρων, με ταυτόχρονη υποβάθμιση της βιοποικιλότητας, 

κλιματική αλλαγή και διατάραξη του κύκλου του αζώτου.  Με στόχο την αύξηση των 

καλλιεργητικών αποδόσεων πραγματοποιείται αλόγιστη χρήση χημικών λιπασμάτων, κυρίως 

αζώτου και φωσφόρου.  Η ανακάλυψη της διαδικασίας Haber-Bosch, από τον Fritz Haber το 

1909, η οποία περιγράφει την αντίδραση του N2 με το Η2 προς παραγωγή αμμωνίας (ΝH3), 

αποτελεί ορόσημο στην ιστορία της «Πράσινης Επανάστασης», τροφοδοτώντας την 

επέκταση της παγκόσμιας γεωπονίας και δίνοντας λύση σε προβλήματα υποσιτισμού 

(Charles, 2005; Smil, 2001).  Η ραγδαία αύξηση της παραγωγής συνθετικών αζωτούχων 

λιπασμάτων κατά τη διάρκεια του 20ου αιώνα αποτελεί μία από τις σημαντικότερες 

ανθρώπινες ενέργειες που επηρεάζουν την περιβαλλοντική ισορροπία.  Περίπου το 50 % της 

ποσότητας λιπασμάτων που χορηγείται στα φυτά αδυνατεί να απορροφηθεί από αυτά, με 

αποτέλεσμα υψηλές ποσότητες αμμωνιακού αζώτου να συσσωρεύονται στο έδαφος και να 
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οξειδώνονται προς νιτρικά ιόντα με τη δράση ειδικών νιτροποιητικών βακτηρίων του 

εδάφους (Nitrobacter, Nitrospira, Nitococcus, Nitrospina) (Bernhard, 2010).  Τα νιτρικά ιόντα 

σε μεγάλες ποσότητες οδηγούνται σε απόπλυση από τη ριζόσφαιρα προς βαθύτερα 

στρώματα του εδάφους με αποτέλεσμα να καταλήγουν στον υδροφόρο ορίζοντα 

προκαλώντας φαινόμενα ευτροφισμού (Boesch, 2002).  Το τελευταίο στάδιο του κύκλου του 

αζώτου περιλαμβάνει τη διαδικασία της απονιτροποίησης, η οποία καταλήγει στην 

επιστροφή του βιοδιαθέσιμου αζώτου στην ατμόσφαιρα (Bernhard, 2010).  Παραπροϊόντα 

της αντίδρασης απονιτροποίησης αποτελούν το αέριο μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και το 

αέριο υπεροξείδιο του αζώτου (Ν2Ο), με το τελευταίο να αποτελεί ένα ισχυρό αέριο 

θερμοκηπίου με χρόνο ημιζωής στην ατμόσφαιρα τα 60 χρόνια και το οποίο συμβάλλει στην 

καταστροφή του όζοντος στο επίπεδο της στρατόσφαιρας (Schlesinger and Bernhardt, 2013; 

Vitousek et al., 1997).  Απειλή για την περιβαλλοντική ισορροπία αποτελεί, επίσης, και η 

χορήγηση υψηλών ποσοτήτων αζώτου υπό μορφή ουρίας.  Σε αρκετές περιπτώσεις, 

παρατηρείται επιφανειακή χορήγηση ουρίας, η οποία εάν δεν ενσωματωθεί στο έδαφος 

άμεσα, υδρολύεται από το ένζυμο ουρεάση παράγοντας αμμωνία η οποία εξαερώνεται.   Η 

αμμωνία σε αέρια μορφή αντιδρά με τα υγρά σταγονίδια της ατμόσφαιρας και επιστρέφει 

στη Γη υπό τη μορφή όξινης βροχής (Bundy, 2001).  Με σκοπό την εύρεση εναλλακτικών 

τρόπων για τη βελτίωση της ποιότητας των καλλιεργειών, αυξάνεται ολοένα και περισσότερο 

το ενδιαφέρον για την κατανόηση της αλληλεπίδρασης των φυτών με τους 

μικροοργανισμούς της ριζόσφαιρας, οι οποίοι μπορούν να λειτουργήσουν ως βιολιπάσματα 

και βιοπαρασιτοκτόνα (Premachandra et al., 2016; Vessey, 2003).  Τα βιολιπάσματα είναι 

σκευάσματα τα οποία περιέχουν ζωντανούς μικροοργανισμούς και εφαρμόζονται σε 

σπόρους, στην επιφάνεια των φυτών ή στο έδαφος και αποικίζουν τη ριζόσφαιρα ή το 

εσωτερικό του φυτού (ενδοφυτικοί) ενισχύοντας την παροχή ή τη διαθεσιμότητα βασικών 

θρεπτικών συστατικών (Vessey, 2003).  Τα βιοπαρασιτοκτόνα είναι φυσικές βιοχημικές 

ουσίες ή μικροοργανισμοί οι οποίοι συμβάλλουν στην επιβίωση των φυτών αποτρέποντας 

την ανάπτυξη παθογόνων μικροοργανισμών (Chandler et al., 2011).     

Τα φυτά αποικίζονται από μία πληθώρα μικροοργανισμών, οι οποίοι συμβάλλουν με 

διαφορετικούς τρόπους στην υγεία και την ανάπτυξή τους.  Το φυτικό μικροβίωμα 

αποτελείται από μικροοργανισμούς (βακτήρια, μύκητες, πρώτιστα, ωομύκητες και αρχαία), 

οι οποίοι αποικίζουν είτε το εξωτερικό του φυτού: ριζόσφαιρα και φυλλόσφαιρα, είτε το 

εσωτερικό του φυτού: ενδόσφαιρα.  Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορεί να είναι παθογόνοι, ή 

να παρουσιάζουν ουδέτερη αλληλεπίδραση με το φυτό ή να δρουν προάγοντας την 

ανάπτυξη του φυτού.  Το φυτικό μικροβίωμα αποτελεί ένα υποσύνολο του φυτοβιώματος, 

το οποίο περιλαμβάνει τα φυτά και το περιβάλλον τους καθώς και τους οργανισμούς 

(μικροοργανισμοί, ζώα και άλλα φυτά) που αλληλοεπιδρούν με το φυτό και επηρεάζουν 

άμεσα ή έμμεσα την επιβίωσή του (Leach et al., 2017).   

Ο όρος ριζόσφαιρα χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά από τον Hiltner το 1904 (Hartmann et al., 

2008).  Η ριζόσφαιρα αποτελεί τον περιβάλλοντα εδαφικό χώρο της ρίζας, ο οποίος είναι 

συνδεδεμένος με τη ρίζα με βλέννη (Taiz and Zeiger, 2010; Γαλάτης et al., 2014) και 

περιλαμβάνει μικροοργανισμούς (βακτήρια, μύκητες), καθώς και ανόργανα και οργανικά 

συστατικά, τα οποία είτε ανήκουν στην ίδια τη σύσταση του εδάφους, είτε εκκρίνονται από 

τη ρίζα του φυτού και από τους μικροοργανισμούς που διαβιούν στη ριζόσφαιρα.  Οι βασικές 

δομές οι οποίες απαρτίζουν τη ριζόσφαιρα είναι τρεις: (i) το έδαφος της ριζόσφαιρας, το 
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οποίο επηρεάζεται από τα ριζικά εκκρίματα, βρίσκεται σε άμεση επαφή με τη ρίζα και 

εκτείνεται από την επιφάνεια της ρίζας (rhizoplane) μέχρι το έδαφος (bulk soil), (ii) το 

επιφανειακό στρώμα της ρίζας (rhizoplane), το οποίο αποτελεί τη ζώνη η οποία βρίσκεται σε 

άμεση επαφή με τη ρίζα και περιλαμβάνει την επιδερμίδα της ρίζας και το κολλώδες στρώμα 

(mucilage) και (iii) το εσωτερικό τμήμα της ρίζας (endorhizosphere) που περιλαμβάνει δομές 

όπως ο φλοιός και η ενδοδερμίδα (Azcón-Aguilar et al., 2005; Krishnaraj and Pasha, 2017).    

Η περιοχή της ριζόσφαιρας χαρακτηρίζεται από έντονη μικροβιακή δραστηριότητα (Bakker 

et al., 2013; Berendsen et al., 2012; Berg et al., 2016), η οποία οφείλεται στην έκκριση ουσιών 

χαμηλού και υψηλού μοριακού βάρους από τις ρίζες των φυτών (Bais et al., 2006; Hartmann 

et al., 2008; Walker et al., 2003).  Υπολογίζεται ότι περίπου 109 - 1011 βακτηριακά κύτταρα 

αποικίζουν ένα γραμμάριο ρίζας (Berg et al., 2016).  Οι ριζικές εκκρίσεις επιδρούν 

ποικιλοτρόπως στο χημειοτακτισμό των βακτηρίων.  Παρέχουν ένα περιβάλλον πλούσιο σε 

αμινοξέα, οργανικά οξέα, σάκχαρα, φαινολικά, πολυσακχαρίτες και πρωτεΐνες και με αυτό 

τον τρόπο προσελκύουν ή απωθούν διαφορετικά είδη μικροοργανισμών με ποικίλες 

επιδράσεις στο φυτό (Bais et al., 2006; Haichar et al., 2008).  Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα 

είναι η έκκριση ισοφλαβονών από τις ρίζες του ψυχανθούς σόγια, οι οποίες προσελκύουν το 

συμβιωτικό βακτήριο Bradyrhizobium japonicum και το παθογόνο Phytophthora sojae 

(Morris et al., 1998).  Οι εκκρίσεις των ριζών διαφέρουν μεταξύ των φυτών και επηρεάζουν 

το μικροβίωμα που τις περιβάλλει (Haichar et al., 2008).  Περίπου το 5-21% του 

φωτοσυνθετικά παραγόμενου άνθρακα εκκρίνεται στη ριζόσφαιρα και αποτελεί πόλο έλξης 

για μία πληθώρα μικροοργανισμών, οι οποίοι συμβάλλουν στη δόμηση της μικροβιώματος 

που βρίσκεται σε επαφή με τη ρίζα του φυτού (Marschner, 2012).   
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Εικόνα 2.  Αλληλεπιδράσεις φυτού και μικροοργανισμών στην περιοχή της ριζόσφαιρας.  Οι ριζικές εκκρίσεις 

δημιουργούν ένα περιβάλλον πλούσιο σε θρεπτικές ουσίες, οι οποίες λειτουργούν σαν χημικά σήματα, 

προσελκύοντας και απωθώντας διαφορετικούς τύπους μικροοργανισμών (Chagas et al., 2018).   

Διαφορετικά γένη βακτηρίων αποικίζουν την περιοχή της ριζόσφαιρας συμβάλλοντας στη 

ροή των θρεπτικών συστατικών καθιστώντας το έδαφος κατάλληλο για γεωργική 

καλλιέργεια.  Τα βακτήρια τα οποία αποικίζουν τη ριζόσφαιρα και παρουσιάζουν θετική 

αλληλεπίδραση με το φυτό ονομάζονται «βακτήρια που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών» 

(Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) (Kloepper and Schroth, 1978).  Δύο είναι οι βασικές 

κατηγορίες PGPB και διαχωρίζονται σύμφωνα με το τμήμα του φυτού το οποίο αποικίζουν.  

Τα PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria) εντοπίζονται στη ριζόσφαιρα, στην 

επιφάνεια των ριζών, καθώς και 1 mm από την επιφάνεια της ρίζας, μία περιοχή η οποία 

ονομάζεται ριζόστρωμα (rhizoplane).  Η δεύτερη κατηγορία PGPB περιλαμβάνει βακτήρια τα 

οποία εντοπίζονται στο εσωτερικό του φυτού και ονομάζονται ενδοφυτικά (endophytic) 

(Figueiredo et al., 2010; Lacava and Azevedo, 2013).  Έρευνες έχουν αποδείξει την ύπαρξη 

PGPB σε φυμάτια ψυχανθών, όπου δρουν ενισχύοντας την  ικανότητα των 

αζωτοδεσμευτικών βακτηρίων (Ν-fixing bacteria) να επιτελέσουν το έργο τους με επιτυχία 

(Antoun et al., 1998; Korir et al., 2017; Noel et al., 1996; Sturz et al., 2000; Subramanian, 2015). 
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Ο όρος PGPR χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά από τους Kloepper και Schroth το 1978 για 

το χαρακτηρισμό των ριζοσφαιρικών βακτηρίων τα οποία προάγουν την ανάπτυξη των 

φυτών (Kloepper and Schroth, 1978).  Η παραπάνω ονομασία αντικατέστησε τον όρο 

«βακτηριακά λιπάσματα», ο οποίος χρησιμοποιούταν από τα τέλη της δεκαετίας του ’50 για 

βακτήρια τα οποία εμβολιάζονταν σε σπόρους και ρίζες φυτών με σκοπό την ενίσχυση της 

ανάπτυξης των φυτών (Brown, 1974; Burr et al., 1978; Gebgardt, 1958; Mishustin and 

Naumova, 1962; Naumova et al., 1962).  Τα PGPR αποικίζουν τη ριζόσφαιρα και ενισχύουν 

την ανάπτυξη και την επιβίωση των φυτών με άμεσους ή έμμεσους μηχανισμούς.  Οι άμεσοι 

μηχανισμοί περιλαμβάνουν: (i) τη βελτίωση της διαθεσιμότητας κύριων θρεπτικών 

συστατικών όπως είναι ο φώσφορος και το άζωτο και (ii) την παραγωγή φυτοορμονών όπως 

είναι οι αυξίνες, οι κυτοκινίνες, οι γιββερελλίνες και το ινδολοξικό οξύ.  Επιπλέον, κάποια 

PGPR έχουν την ικανότητα να μειώνουν τα επίπεδα του αιθυλενίου στο φυτό, παράγοντας το 

ένζυμο 1-αμινοκυκλοπροπανο-1-καρβοξυλικό οξύ (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, 

ACC) απαμινάση, το οποίο υδρολύει το ACC, το πρόδρομο μόριο του αιθυλενίου, σε αμμωνία 

και α-κετοβουταρικό οξύ (Glick, 2014).  Οι έμμεσοι μηχανισμοί περιλαμβάνουν: (i) την 

παραγωγή αντιβιοτικών για την καταστολή παθογόνων μικροοργανισμών του φυτού (ii) την 

παραγωγή λυτικών ενζύμων, όπως οι χιτινάσες, οι κυτταρινάσες, πρωτεάσες, λιπάσες, β-1,3 

γλουκανάσες, τα οποία έχουν λυτική δράση έναντι παθογόνων μυκήτων, όπως είναι οι : 

Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia 

solani, και Pythium ultimum (Frankowski et al., 2001; Kim et al., 2007; Ordentlich et al., 1988; 

Singh et al., 1999) και (iii) την ενίσχυση της επαγόμενης διασυστηματικής αντοχής (Induced 

Systemic Resistance, ISR) (Pieterse et al., 2009).  Αξιοσημείωτη είναι ωστόσο και η συμβολή 

των PGPR στην ενίσχυση της αντοχής του φυτού σε συνθήκες αλατότητας και ξηρασίας μέσω 

της εκδήλωσης της επαγόμενης συστημικής αντοχής (Induced Systemic Tolerance, IST) (Yang 

et al., 2009).    

1.1 Χαρακτηριστικά που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών     

1.1.1 Διαλυτοποίηση Φωσφόρου 

Ο φώσφορος P είναι το δεύτερο σημαντικότερο θρεπτικό συστατικό των φυτών, με πρώτο το 

άζωτο (N2).  Βρίσκεται κυρίως σε μορφή φωσφορικών ιόντων PO4
-3 και αποτελεί 

αναπόσπαστο συστατικό σημαντικών ενώσεων των φυτικών κυττάρων, όπως είναι τα 

φωσφορικά σάκχαρα, τα φωσφολιπίδια των μεμβρανών των φυτικών κυττάρων, το DNA και 

το RNA.  Επιπροσθέτως, ο φώσφορος συμμετέχει σε λειτουργίες της κυτταρικής διαίρεσης, 

στη μεταφορά ενέργειας μέσω των μορίων φωσφορικής αδενοσίνης (ATP), στη μεταγωγή 

σημάτων, στη σύνθεση μακρομορίων, στην κυτταρική αναπνοή, στην αζωτοδέσμευση, 

καθώς και στην παραγωγή ελαίων, σακχάρων και αμύλων (Elser, 2012; Saber et al., 2005; Taiz 

and Zeiger, 2010).  Η τροφοπενία φωσφόρου παρεμποδίζει την αύξηση των νεαρών φυτών, 

οδηγώντας σε παραγωγή ισχνών βλαστών, στο θάνατο παλαιότερων φύλλων, καθώς και στην 

καθυστέρηση της ωρίμανσης του φυτού (Taiz and Zeiger, 2010).  Οι φαινοτυπικές αλλαγές 

της έλλειψης φωσφόρου περιλαμβάνουν τη δημιουργία σκουροπράσινων/πορφυρών 

φύλλων, λόγω περίσσειας ανθοκυανινών καθώς και στη δημιουργία νεκρωτικών κηλίδων 

στην επιφάνεια των φύλλων (Taiz and Zeiger, 2010).    

Οι φωσφορικές ενώσεις του εδάφους, κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες: (i) ανόργανες 

ενώσεις (ii) οργανικές ενώσεις του εδαφικού χούμου (iii) οργανικές και ανόργανες 
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φωσφορικές ενώσεις, οι οποίες σχετίζονται με κύτταρα ζωντανής ύλης.     Τα φωσφορικά 

(HPO4
-2) του εδάφους απορροφώνται από τις ρίζες των φυτών μέσω ενός συμμεταφορέα H+- 

HPO4
-2 και ενσωματώνονται σε οργανικές ενώσεις του κυττάρου.  Δύο είναι οι κύριες 

αφομοιώσιμες μορφές του φωσφόρου: το φωσφορικό οξύ (HPO4
-2) και το δισόξινο 

φωσφορικό (HPO4
-) (Glass, 1989).  Η κίνηση του φωσφόρου στο έδαφος περιλαμβάνει 

διαδικασίες διάχυσης και μαζικής ροής, με τη διάχυση να αποτελεί το σημαντικότερο 

μηχανισμό μετακίνησης φωσφόρου προερχόμενου από λίπανση (Barber et al., 1963).   

Ο φωσφόρος συνιστά το 0,2% της ξηρής μάζας του φυτού και προσλαμβάνεται από το 

εδαφικό διάλυμα σε μορφή φωσφορικών ανιόντων (Alori et al., 2017; Yadav et al., 2011).  

Ωστόσο, σημαντική είναι η ποσότητα φωσφόρου που βρίσκεται σε αδιάλυτη μορφή.  

Ενδεικτικά, η περιεκτικότητα του εδάφους σε φωσφόρο είναι 0.05 % w/w, εκ των οποίων 

μόνο το 0.1 % βρίσκεται σε αφομοιώσιμη μορφή (Zhu et al., 2011).  Τα ανιόντα φωσφόρου 

καθίστανται αδιάλυτα εξαιτίας της υψηλής δραστικότητάς τους, η οποία διευκολύνει τη 

στερεοποίησή τους με κατιόντα αβεστίου, μαγνησίου, σιδήρου και αλουμινίου μέσω της 

διαδιακασίας της κατακρήμνισης (Ezawa et al., 2002).  Βασικοί παράγοντες αφομοίωσης 

φωσφόρου αποτελούν το pH και η σύσταση του εδάφους σε ιόντα αλάτων μετάλλων.  Σε 

όξινα εδάφη (pH<7), τα ανιόντα φωσφόρου σταθεροποιούνται με ιόντα αλουμινίου Al3+ 

(Αργίλιο) και σιδήρου Fe3+, των οποίων η ποσότητα αυξάνεται με την οξίνιση του pH.  Σε 

αλκαλικά, ασβεστώδη εδάφη (pH>7), τα ανιόντα φωσφόρου αντιδρούν με τα κατιόντα 

ασβεστίου Ca3+.  Το αποτέλεσμα είναι, ο σχηματισμός μη διαλυτών στερεών ιζημάτων 

φωσφορικού άλατος (Gyaneshwar et al., 1999; Hao et al., 2002; Holford, 1997).  Κύρια πηγή 

οργανικού φωσφόρου στο έδαφος, αποτελούν οργανικές ενώσεις υπό μορφή 

εξαφωσφορικής ινοσιτόλης IP6 (φυτικό οξύ).  Η IP6 διασπάται από το ένζυμο φυτάση, το 

οποίο παράγεται σε χαμηλές ποσότητες από τις ρίζες του φυτού.  Οι ποσότητες αυτές δεν 

επαρκούν για τη διάσπαση της IP6, έτσι, το φυτό αδυνατεί να χρησιμοποιήσει αυτή την πηγή 

φωσφόρου (Rodrıǵuez and Fraga, 1999).  Εναλλακτικές πηγές φωσφόρου στο έδαφος, 

αποτελούν οι φωσφομονοεστέρες, φωσφοδιεστέρες, φωσφολιπίδια, νουκλεϊκά οξέα, 

φωσφοτριεστέρες, ξενοβιοτικά φωσφονικά (xenobiotic phosphonates) και φωσφορικά 

προερχόμενα από εξωγενείς πηγές, όπως είναι τα εντομοκτόνα, τα απορρυπαντικά, τα 

αντιβιοτικά, τα οποία φέρουν σημαντικές ποσότητες φωσφορικών (Rodrıǵuez and Fraga, 

1999). 
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Εικόνα 3.  Οι οδοί που ακολουθεί ο φώσφορος (P) στο έδαφος (Ahemad and Kibret, 2013). 

Σημαντικός πληθυσμός των μικροοργανισμών του εδάφους, συμβάλλουν στη 

διαλυτοποίηση/ορυκτοποίηση του φωσφόρου καθιστώντας τον αφομοιώσιμο (Tarafdar and 

Claassen, 1988).  Οι μικροοργανισμοί που έχουν την ιδιότητα αυτή, αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία ως μικροοργανισμοί διαλυτοποίησης φωσφόρου (Phosphate Solubilizing 

Microorganisms, PSM) και περιλαμβάνουν, μύκητες, βακτήρια και ακτινομύκητες (Zhu et al., 

2011).  Η δράση των μικροοργανισμών με ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου 

επηρεάζεται από τις περιβαλλοντικές και εδαφικές συνθήκες, από την κατάσταση του φυτού, 

καθώς και από το είδος των βακτηριακών στελεχών που αποικίζουν το εδαφικό διάλυμα 

(Gupta et al., 2015).  Οι PSM εκτός από την ικανότητά τους να παρέχουν φώσφορο στο φυτό, 

επηρεάζουν ευνοϊκά την ανάπτυξή του με μία σειρά μηχανισμών.  Παρέχουν στο φυτό 

θρεπτικά συστατικά, όπως το άζωτο N2, συμβάλλουν στην αύξηση της έκκρισης 

φυτοορμονών (ινδολοξικό οξύ, γιεββερελικό οξύ), παρέχουν προστασία έναντι παθογόνων 

μικροοργανισμών του εδάφους, αυξάνουν την έκκριση ορισμένων ενζύμων κ. α. (Cassan et 

al., 2009; Kavamura et al., 2013).  Οι μικροοργανισμοί αυτοί, επομένως, παρουσιάζουν 

χαρακτηριστικά που  προωθούν την ανάπτυξη των φυτών και μπορεί να λειτουργήσουν ως 

χρήσιμα εργαλεία για τη βελτίωση των καλλιεργειών με φιλικούς τρόπους προς το 

περιβάλλον και τον άνθρωπο.     

Με τη δράση των PSM, οι αδιάλυτες συμπλοκοποιημένες μορφές του φωσφόρου, το 

φωσφορικό ασβέστιο Ca3(PO4)2, το φωσφορικό αργίλιο Al3PO4 και ο φωσφορικός σίδηρος 

Fe3PO4 μετατρέπονται σε διαλυτές μορφές. Οι μηχανισμοί δράσης των μικροοργανισμών 

αυτών είναι άμεσα εξαρτώμενοι από διεργασίες του κύκλου του φωσφόρου που επηρεάζουν 

τη συγκέντρωσή του στο έδαφος.  Οι διεργασίες αυτές περιλαμβάνουν επιγραμματικά: (i) τη 

διάλυση-κατακρήμνιση (ισορροπία ορυκτών) (ii) απορρόφηση-έκκριση (αλληλεπίδραση 
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μεταξύ φωσφόρου στο εδαφικό διάλυμα και σε στερεές επιφάνειες του εδάφους) (iii) 

ορυκτοποίηση-κινητοποίηση (Sims and Pierzynski, 2005). 

Δύο από τους μηχανισμούς διαλυτοποίησης του φωσφόρου είναι η έκκριση οργανικών 

οξέων, καθώς και η ορυκτοποίηση οργανικών φωσφορικών ενώσεων, υπό την ενζυμική 

δράση φωσφατασών και φυτασών.  Το δυναμικό της διαλυτοποίησης του φωσφόρου 

εξαρτάται από το είδος των οργανικών οξέων που εκκρίνονται στο μέσο, καθώς και από τη 

συγκέντρωσή τους.  Ωστόσο, υπάρχουν μελέτες που προτείνουν διαλυτοποίηση φωσφόρου, 

χωρίς τη συμμετοχή οργανικών οξέων.   

 

Εικόνα 4.  Ποικιλία οργανικών και ανόργανων ενώσεων που εκκρίνονται από τους PSM και είναι υπεύθυνες για 

τη διαλυτοποίηση του φωσφόρου στο έδαφος (Ahemad and Kibret, 2013).  

Διαλυτοποίηση Ανόργανου Φωσφόρου  

Ο ανόργανος φώσφορος του εδάφους διαλυτοποιείται με την απελευθέρωση διαφόρων 

τύπων οργανικών οξέων, από μικροοργανισμούς του εδάφους.  Οι κύριοι τύποι οργανικών 

οξέων είναι το γλουκονικό και το κετογλουκονικό οξύ (Deubel et al., 2000; Goldstein, 1995; 

Sharma et al., 2011).  Οι καρβοξυλικές και υδροξυλικές ομάδες των οργανικών οξέων 

προσδένουν κατιόντα ασβεστίου, σιδήρου και αργιλίου (Ca2+, Fe3+, Al3+) και απελευθερώνουν 

πρωτόνια (H+) στον περιβάλλοντα εδαφικό χώρο (Khosro, 2012; Kpomblekou and Tabatabai, 

1994).  Με αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται η ταυτόχρονη απελευθέρωση φωσφορικών  

ανιόντων και η μείωση του pH, εξαιτίας των H+ που απελευθερώνονται (Khan et al., 2007).  

Μείωση του pH παρατηρείται επίσης, με την κυτταρική αναπνοή, μέσω της ανταλλαγής 

αερίων O2/CO2, μία διαδικασία η οποία οδηγεί σε απελευθέρωση H+ (Sharma et al., 2011).  Η 

απελευθέρωση ανόργανων οξέων (θειικό, το νιτρικό και το καρβονικό οξύ) από τους PSM 

αποτελεί έναν επιπλέον μηχανισμό διαλυτοποίησης (Reyes et al., 2001).  Ωστόσο, 

διατηρώντας σταθερό pH τα οργανικά οξέα αποδεικνύονται πιο αποτελεσματικά στη δράση 

τους (Kim et al., 1997).  Φωσφορικά ανιόντα προερχόμενα από υδροξυαπατίτη 
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[Ca5(PO4)3(OH)] διαλυτοποιούνται επιτυχώς από το υδροχλωρικό οξύ (HCL) (Goldstein, 1994; 

Sperber, 1958; Villegas and Fortin, 2011).   

Η απελευθέρωση πρωτονίων με τη δέσμευση NH4
+ αποτελεί έναν εναλλακτικό τρόπο 

διαλυτοποίησης φωσφόρου, απουσία παραγωγής οργανικών οξέων (Illmer et al., 1995; 

Sharan et al., 2008).  Μελέτη βακτηρίων του γένος Pseudomonas sp. απέδειξε δυνατότητα 

διαλυτοποίησης φωσφόρου, απουσία παραγωγής οργανικών οξέων (Illmer et al., 1995).  

Επιπροσθέτως, η παραγωγή υδρόθειου (H2S) συμβάλλει στη διαλυτοποίηση φωσφόρου.  

Όταν το υδρόθειο αντιδρά με το φωσφορικό σίδηρο, αποδίδεται θειικός σίδηρος, με 

ταυτόχρονη απελευθέρωση φωσφορικών ιόντων (Swaby and Sperder, 1958).  Η παραγωγή 

σιδηροφόρων, επίσης, συμβάλλει στην απελευθέρωση φωσφορικών ιόντων. Τα σιδηροφόρα 

είναι χηλικοί παράγοντες, οι οποίοι δεσμεύουν το σίδηρο από τα φωσφορικά άλατα του 

εδάφους απελευθερώνοντας φωσφορικά ανιόντα σε αξιοποιήσιμη μορφή από τα φυτά 

(Campbell and Eik, 2002; Hamdali et al., 2008).     

Διαλυτοποίηση Οργανικού Φωσφόρου  

Η διαλυτοποίηση του οργανικού φωσφόρου πραγματοποιείται κυρίως, με την 

απελευθέρωση ενζύμων από τους PSM.  Τα ένζυμα αυτά είναι όξινες και αλκαλικές 

φωσφατάσες, φυτάσες, φωσφονικά και C-P λυάσες (Maougal et al., 2014; Tarafdar and 

Claassen, 1988; Yadav and Tarafdar, 2003).  Οι φωσφατάσες είναι μη ειδικά ένζυμα, τα οποία 

εκκρίνονται στο εξωτερικό του κυττάρου (εξω-ένζυμα) και χρησιμοποιούν τον οργανικό 

φωσφόρο ως υπόστρωμα για τη μετατροπή του σε ανόργανη μορφή .  Οι μη ειδικές όξινες 

φωσφατάσες (non-specific acid phosphatases, NSAPs) αποτελούν το κύριο ένζυμο 

ορυκτοποίησης του εδαφικού οργανικού φωσφόρου.  Καταλύουν την απελευθέρωση 

ανόργανου φωσφόρου από οργανικές ενώσεις, όπως η εξαφωσφορική ινοσιτόλη (Tarafdar 

and Jungk, 1987).  Ο μηχανισμός δράσης τους περιλαμβάνει αποφωσφορυλίωση του 

φωσφοεστερικού ή φωσφοανυδριτικού δεσμού των οργανικών ενώσεων.  Μία 

ενδιαφέρουσα διαδικασία ορυκτοποίησης οργανικού φωσφόρου αποτελεί η αποδόμηση του 

φυτικού οξέος με τη χρήση του ενζύμου φυτάση (Maougal et al., 2014).  Η αδυναμία των 

φυτών να προσλάβουν ανόργανο φωσφόρο από το φυτικό οξύ, αποδεικνύεται και από 

μελέτη της ανάπτυξης του φυτού Arabidopsis υπό την παροχή φυτικού ως πηγή οργανικού 

φωσφόρου. Η ανάπτυξη του φυτού βελτιώθηκε σημαντικά, έπειτα από τη γενετική 

τροποποίησή του  με το γονίδιο της φυτάσης (phyA), προερχόμενο από το μύκητα Aspergillus 

niger (Richardson, 2001).        

1.1.2 Δέσμευση Ατμοσφαιρικού Αζώτου  

Το άζωτο Ν2 (Ν≡Ν) αποτελεί το σημαντικότερο θρεπτικό συστατικό των φυτών, καθώς 

αποτελεί δομικό στοιχείο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων.  Η αφομοίωση του αζώτου από τα 

φυτά απαιτεί την πραγματοποίηση μιας υψηλής ενεργειακά αντίδρασης, κατά την οποία 

διασπάται ο τριπλός ομοιοπολικός δεσμός ανάμεσα σε δύο άτομα αζώτου (Ν≡Ν) προς 

παραγωγή αμμωνίας (ΝΗ3) ή νιτρικών ιόντων (ΝΟ3
-).  Η διαδικασία αυτή ονομάζεται 

αζωτοδέσμευση (nitrogen fixation, NF) και συντελείται με βιομηχανικές και φυσικές 

διεργασίες.   

Τρεις είναι οι βασικές φυσικές διεργασίες δέσμευσης αζώτου και περιλαμβάνουν: τις 

αστραπές, οι οποίες ευθύνονται για το 8% του συνολικού δεσμευόμενου αζώτου, οι 
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φωτοχημικές αντιδράσεις, οι οποίες ευθύνονται για το 2% και ακολουθεί η βιολογική 

δέσμευση αζώτου, η οποία ευθύνεται για το 90% του συνολικά δεσμευόμενου αζώτου.  

Συνολικά, από τις φυσικές διεργασίες δεσμεύονται ετησίως περίπου 190 x 1012 g αζώτου 

(Schlesinger and Bernhardt, 2013).        

Η βιολογική αζωτοδέσμευση τελείται από βακτήρια και κυανοπράσινα φύκη 

(κυανοβακτήρια), τα οποία ανάγουν το ατμοσφαιρικό άζωτο Ν2 σε αμμωνία (ΝΗ3) (Franche 

et al., 2009; Newton, 2000).  Όταν διαλυθεί η αμμωνία στο νερό, σχηματίζει αμμώνιο (ΝΗ4
+).  

Οι αζωτοδεσμευτικοί προκαρυωτικοί οργανισμοί είναι είτε ελεύθερα διαβιούντες 

μικροοργανισμοί, είτε σχηματίζουν συμβιωτικές σχέσεις με ανώτερα φυτά.  Οι συμβιωτικές 

σχέσεις μεταξύ αζωτοδεσμευτικών μικροοργανισμών και φυτών ξενιστών στηρίζονται στην 

ανταλλαγή θρεπτικών ουσιών, κατά την οποία οι προκαρυώτες προσφέρουν άζωτο στον 

ξενιστή και προσλαμβάνουν από αυτόν υδατάνθρακες και άλλα θρεπτικά στοιχεία (Franche 

et al., 2009).  Συμβιωτικές σχέσεις αναπτύσσονται κυρίως μεταξύ αζωτοδεσμευτικών 

βακτηρίων και ψυχανθών.  Ωστόσο, έρευνες έχουν αποδείξει συμβιωτική σχέση μεταξύ 

ριζοβίων και δημητριακών, καθώς και ριζοβίων με αγρωστώδη φυτά (sugarcane) (Geddes et 

al., 2015; Oldroyd and Dixon, 2014).  Παραδείγματα αζωτοδεσμευτικών μικροοργανισμών 

είναι: Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Azospirillum, Allorhizobium, Mesorhizobium, 

Bradyrhizobium, Frankia, Azoarcus, Achromobacter, Burkholderia και Herbaspirillum 

(Babalola, 2010; Pérez-Montaño et al., 2014).  Τα ριζόβια, είναι Gram-αρνητικά βακτήρια, τα 

οποία έχουν την ικανότητα να αποικίζουν τη ρίζα του φυτού δημιουργώντας εξειδικευμένες 

δομές, τα φυμάτια.  Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, η συμβίωση δεν απαιτεί τη 

δημιουργία φυματίων, όπως συμβαίνει στην περίπτωση των αγρωστωδών φυτών, οπότε και 

τα βακτήρια εγκαθίστανται στην εξωτερική επιφάνεια της ζώνης επιμήκυνσης και των ριζικών 

τριχιδίων της ρίζας (Γαλάτης et al., 2014).   

Τα βακτήρια κινούνται βάσει χημειοτακτισμού, οδηγούμενα από τις εκκρίσεις των ριζών των 

φυτών και προσδένονται σε εκφυόμενα ριζίδια της κύριας ρίζας.  Στην περίπτωση της 

συμβιωτικής αζωτοδέσμευσης με δημιουργία φυματίων, ακολουθεί μία σειρά γεγονότων, 

που οδηγούν στη δημιουργία τους (Gage, 2004).  Στο εσωτερικό του φυματίου, τα ριζόβια 

μετατρέπονται σε βακτηριοειδή και περιβάλλονται από μία περιβακτηριοειδή μεμβράνη.  Το 

φυμάτιο αναπτύσσει ένα ηθμαγγειώδες σύστημα για τη διευκόλυνση της ανταλλαγής 

δεσμευόμενου αζώτου και θρεπτικών ουσιών, καθώς και μία στιβάδα κυττάρων που 

αποτρέπει την είσοδο του οξυγόνου Ο2 στο εσωτερικό, προστατεύοντας με αυτό τον τρόπο 

τη δράση της νιτρογενάσης, το ένζυμο που καταλύει τη βιολογική δέσμευση αζώτου 

(Olanrewaju et al., 2017).  Με το ίδιο τρόπο λειτουργούν και τα ελεύθερα διαβιούντα 

αζωτοδεσμευτικά βακτήρια, τα οποία ανεξαρτήτως μορφολογίας, γενετικών 

χαρακτηριστικών και περιβάλλοντος που αποικίζουν, φέρουν το ένζυμο της νιτρογενάσης (de 

Souza et al., 2015; Dixon and Kahn, 2004).   

1.1.3 Παραγωγή Σιδηροφόρων  

Όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί, ζώα, φυτά, μικροοργανισμοί, χρειάζονται σίδηρο για την 

επιβίωση και την ανάπτυξή τους.  Ο σίδηρος αποτελεί συστατικό των πρωτεϊνών και 

συμμετέχει σε βασικές διεργασίες όπως είναι η φωτοσύνθεση, η αναπνοή και η 

αζωτοδέσμευση (Guerinot, 2010; Zuo and Zhang, 2011).  Παρά την αφθονία των αποθεμάτων 

σιδήρου στη φύση, οι μικροοργανισμοί και τα φυτά αδυνατούν να τον αφομοιώσουν 
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απευθείας από το περιβάλλον.  Αυτό συμβαίνει διότι ο σίδηρος είναι διαθέσιμος στην 

τρισθενή του μορφή (Fe+3), η οποία δημιουργεί αδιάλυτα οξείδια και υδροξείδια, τα οποία 

δεν μπορούν να εισέλθουν στο κύτταρο και να μεταβολιστούν (Lamanceau et al., 2009).  Τα 

φυτά έχουν αναπτύξει δύο μηχανισμούς για την πρόσληψη του σιδήρου από το έδαφος.  Ο 

πρώτος μηχανισμός περιλαμβάνει την οξείδωση του εδάφους, η οποία ακολουθείται από την 

αναγωγή του Fe+3 στη δισθενή του μορφή (Fe+2) από μία Fe-χηλική αναγωγάση 

προσδεδεμένη στην κυτταρική μεμβράνη (Altomare and Tringovska, 2011; Guerinot, 2010; 

Mori, 1999).  Στη συνέχεια, ο Fe+2 εισάγεται στα ριζικά κύτταρα και χρησιμοποιείται σε 

διεργασίες του κυττάρου.  Ο δεύτερος μηχανισμός περιλαμβάνει την έκκριση 

φυτοσιδηροφόρων χαμηλού μοριακού βάρους, με στόχο τη διαλυτοποίηση και πρόσδεση 

του εδαφικού σιδήρου και εν συνεχεία τη μεταφορά του στο εσωτερικό των ριζικών 

κυττάρων με τη δράση μεμβρανικών πρωτεϊνών (Altomare and Tringovska, 2011; Guerinot, 

2010).  Οι μηχανισμοί αυτοί, ωστόσο, δεν επαρκούν ώστε να καλυφθούν οι ανάγκες του 

φυτού σε σίδηρο, ιδιαίτερα σε ασβεστώδη και αλκαλικά εδάφη (Zuo and Zhang, 2011).   

Η εφαρμογή PGPR στο έδαφος, με ικανότητα παραγωγής σιδηροφόρων, θα αποτελούσε μία 

στρατηγική για την αύξηση της διαθεσιμότητας του σιδήρου σε αφομοιώσιμη μορφή 

(Neilands, 1995).  Η επιβίωση των μυκήτων και των βακτηρίων στο ανταγωνιστικό 

περιβάλλον της ριζόσφαιρας και η εξασφάλιση επαρκών ποσοτήτων σιδήρου για τη θρέψη 

τους εξασφαλίζεται με την έκκριση σιδηροφόρων χαμηλού μοριακού βάρους (~400 – 1.000 

Da).   Τα σιδηροφόρα είναι χηλικοί παράγοντες με υψηλή συγγένεια για το Fe+3 (Κα = 1023 – 

1052), με το οποίο δημιουργούν σύμπλοκα (Hider and Kong, 2010; Neilands, 1981).  Τα 

σύμπλοκα αυτά προσλαμβάνονται από ειδικούς μεμβρανικούς υποδοχείς των βακτηριακών 

και φυτικών κυττάρων και εισέρχονται στο εσωτερικό του κυττάρου, όπου ο  Fe+3 ανάγεται 

σε Fe+2 και απελευθερώνεται από το σιδηροφόρο (Glick, 2015). 

Τα σιδηροφόρα διαθέτουν τρεις λειτουργικές ομάδες με δύο άτομα οξυγόνου, ή σπανιότερα 

δύο άτομα αζώτου, τα οποία αποτελούν τα σημεία πρόσδεσης του Fe+3.  Ένα σταθερό 

σύμπλοκο σιδηροφόρου-Fe+3 περιλαμβάνει ένα μόριο Fe+3 συνδεδεμένο με τρεις 

λειτουργικές ομάδες ενός σιδηροφόρου.  Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί πάνω από 500 

διαφορετικά σιδηροφόρα, εκ των οποίων γνωστή είναι η δομή των 270 (Hider and Kong, 

2010).  Τα σιδηροφόρα κατατάσσονται σε διαφορετικές κατηγορίες σύμφωνα με το είδος 

των λειτουργικών ομάδων που διαθέτουν.  Οι τρεις κύριες ομάδες σιδηροφόρων είναι τα 

σιδηροφόρα: (i) καρβοξυλικού τύπου, (ii) υδροξαμικού τύπου και (iii) κατεχολικού τύπου (Ali 

and Vidhale, 2013).  Οι μύκητες διαθέτουν κυρίως σιδηροφόρα υδροξαμικού τύπου, σε 

αντίθεση με τα βακτήρια που διαθέτουν σιδηροφόρα κατεχολικού τύπου, τα οποία 

παρουσιάζουν μεγαλύτερη συγγένεια με το Fe+3.  Τα σιδηροφόρα των φυτών είναι 

ευθύγραμμα υδροξυ- και αμινο-υποκατεστημένα ιμινοκαρβοξυλικά οξέα, όπως είναι το 

μυρνικό οξύ και το αβενικό οξύ, με χαμηλή συγγένεια για το Fe+3 (Glick, 2015).  Παραπάνω 

από ένα είδος σιδηροφόρων μπορεί να εκκρίνεται από ένα βακτηριακό στέλεχος.  Βακτήρια 

του γένους Pseudomonas sp. όπως είναι η Pseudomonas fluorescens και η Pseudomonas 

aeruginosa εκκρίνουν δύο βασικά είδη σιδηροφόρων, τις πυρολίνες και τις πυοβερντίνες 

(Lamont and Martin, 2003; Meyer et al., 2002; Vansuyt et al., 2007).  Οι πυρολίνες είναι 

σιδηροφόρα φαινολικού τύπου με χαμηλή συγγένεια για το Fe+3, ενώ οι πυοβερντίνες 

διαθέτουν λειτουργικές ομάδες που υπόκεινται σε διαφορετικές κατηγορίες και έχουν τη 

δυνατότητα να προσδένουν Fe+3 με υψηλότερη συγγένεια (Gensberg et al., 1992; Glick, 2015; 
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Lamont and Martin, 2003; Meyer, 2000).  Οι πυοβερντίνες έχουν φθορίζον κιτρινο-πράσινο 

χρώμα κάτω από υπεριώδες φωτισμό και προσδίδουν στις φρορίζουσες ψευδομονάδες τη 

χαρακτηριστική τους εμφάνιση (Ringel and Brucer, 2018).  Ριζοβακτήρια εκκρίνουν 

διάφορους τύπους σιδηροφόρων.  Ενδεικτικά, η ριζοβακτίνη παράγεται από το S. meliloti 

(Smith et al., 1985), το B. japonicum εκκρίνει σιδηροφόρα κιτρικού τύπου (Guerinot et al., 

1990), το R. leguminosarum bv. viciae παράγει ανθρανιλικού τύπου και βιμιμπακτίνη 

(Dilworth et al., 1998; Rioux et al., 1986), ενώ το R. leguminosarum IARI102 απελευθερώνει 

σιδηροφόρα φαινολικού τύπου (Patel et al., 1988).  Μικροοργανισμοί με εξελικτικό 

πλεονέκτημα στο ανταγωνιστικό περιβάλλον της ριζόσφαιρας είναι εκείνοι που διαθέτουν 

ποικιλία μεμβρανικών υποδοχέων, ικανών να προσδένουν διαφορετικά είδη σιδηροφόρων, 

ενώ παράλληλα εκκρίνουν σιδηροφόρα, τα οποία σπάνια μπορούν να προσδεθούν από 

άλλους μικροοργανισμούς (Glick, 2015).   

Τα βακτήρια με ικανότητα παραγωγής σιδηροφόρων επάγουν την ανάπτυξη των φυτών με 

δύο βασικούς τρόπους, με άμεση παραχώρηση σιδήρου στο φυτό για ενδογενή χρήση και με 

έμμεσο τρόπο, αφαιρώντας το σίδηρο από τη ριζόσφαιρα, μειώνοντας έτσι τη διαθεσιμότητά 

του για τους παθογόνους μικροοργανισμούς του εδάφους (Beneduzi et al., 2012; Kloepper et 

al., 1980).  Τα παραπάνω αποδεικνύονται πειραματικά μέσω διαφορετικών ερευνών.  Για 

παράδειγμα, ο εμβολιασμός αραβόσιτου με PGPB, με ικανότητα παραγωγής σιδηροφόρων, 

σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, οδήγησε σε αύξηση του ύψους του βλαστού και της ρίζας, 

καθώς και σε αύξηση του ξηρού βάρους του φυτού συγκριτικά με μη εμβολιασμένα στελέχη 

φυτών (Sharma and Johri, 2003).  Επιπροσθέτως, έχει αποδειχθεί ότι βακτήρια του γένους 

Rhizobium, με ικανότητα παραγωγής σιδηροφόρων, έχουν ανασταλτική δράση έναντι 

παθογόνων μυκήτων, με χαρακτηριστικό παράδειγμα την αναστολή της δράσης του μύκητα 

M. phaseolina από το βακτηριακό στέλεχος R. meliloti (S. meliloti) (Arora et al., 2001; Chandra 

et al., 2007; Chao, 1990).  

1.1.4 Παραγωγή Ινδολοξικού Οξέος - IAA 

Οι φυτοορμόνες είναι χημικές ενώσεις, οι οποίες βρίσκονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις στο 

φυτό και προάγουν την αύξηση, την ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση των φυτικών κυττάρων 

και ιστών.  Οι φυτοορμόνες συμβάλλουν στην ομοιόσταση του φυτού, λειτουργώντας ως 

μοριακά σήματα για την έκφραση γονιδίων υπεύθυνων για τη βελτιστοποίηση της αύξησης 

και ανάπτυξης του φυτού.  Οι αυξίνες είναι φυτοορμόνες με ικανότητα να επηρεάζουν 

ποικίλες πτυχές της φυσιολογίας του φυτού, όπως είναι η προώθηση της αύξησης και 

διαίρεσης των φυτικών κυττάρων, η ικανότητα ανταπόκρισης του βλαστού και της ρίζας στο 

φως και στη βαρύτητα αντίστοιχα,  η διαφοροποίηση του αγγειακού ιστού, η κυτταρική 

διαίρεση, η αύξηση της ρίζας και η κυριαρχία της κορυφής (Abel and Theologis, 1996; 

Benjamins and Scheres, 2008; Teale et al., 2006; Tomic et al., 1998).  Μέχρι το 1973, ο όρος 

αυξίνη αποτελούσε συνώνυμο της φυτοορμόνης (Kende and Zeevaart, 1997).  Μετέπειτα, 

ανακαλύφθηκαν και άλλες φυτοορμόνες, όπως οι γιββερελλίνες, οι κυτοκινίνες, το 

αιθυλένιο, το αμπσισικό οξύ και το σαλικυλικό οξύ (Taiz and Zeiger, 2010).   

Το Ινδολοξικό οξύ (Indole-3-acetic acid, IAA) είναι μία αυξίνη και αποτελεί τη συχνότερα 

απαντώμενη φυσική ορμόνη (Bartel, 1997).  Το ΙΑΑ είναι ένα καρβοξυλικό οξύ, το οποίο 

επηρεάζει ποικίλες διεργασίες του φυτού, όπως είναι η θρέψη και η ανάπτυξή του, η 

φωτοσύνθεση, η σύνθεση χρωστικών, η βιοσύνθεση μεταβολιτών και η αντοχή σε αβιοτικές 
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καταπονήσεις (Bartel, 1997).  Το ΙΑΑ παράγεται από φυτά και μικροοργανισμούς και 

συγκαταλέγεται στους μηχανισμούς δράσης αρκετών PGPB (Etesami et al., 2015; Spaepen 

and Vanderleyden, 2011).  Η Τρυπτοφάνη (Trp) αποτελεί πρόδρομο μόριο του ΙΑΑ και 

συμβάλλει στην αύξηση των επιπέδων ΙΑΑ που παράγονται από ριζοβακτήρια (Carreño-

Lopez et al., 2000; Patten and Glick, 2002a; Prinsen et al., 1993).  Η βιοσύνθεση ΙΑΑ στα 

βακτήρια περιλαμβάνει πέντε μονοπάτια εξαρτώμενα από Trp: (i) το ΙΑΜ (Indole-3-

acetamide, ινδολο-3-ακεταμίδιο), το οποίο χρησιμοποιείται από παθογόνα βακτήρια, όπως 

είναι τα στελέχη, Pseudomonas syringae pv. syringae, P. syringae pv. savastanoi και 

Agrobacterium tumefaciens (Comai and Kosuge, 1982; Liu et al., 1982; Mazzola and White, 

1994; White and Ziegler, 1991), αλλά και από PGPB, (ii) το IPA (Indole-3-pyruvic acid, ινδολο-

3-πυρουβικό οξύ), το οποίο απαντάται συχνά σε PGPB, όπως είναι τα στελέχη, Enterobacter 

cloacae και Azospirillum brasilense (Malhotra and Srivastava, 2007; Ryu and Patten, 2008; 

Saleh and Glick, 2001), ωστόσο χρησιμοποιείται και από παθογόνα βακτήρια, (iii) το ΙΑΝ 

(Indole-3-acetonitrile, ινδολο-3-ακετονιτρίλιο), (iv) το TSO (Tryptophan side chain oxidase, 

οξειδάση της πλευρικής αλυσίδας της τρυπτοφάνης) και (v) το μονοπάτι της τρυπταμίνης 

(Ahemad and Kibret, 2013; Spaepen and Vanderleyden, 2011).  Επιπλέον, τα βακτήρια 

χρησιμοποιούν και ένα μονοπάτι μη εξαρτώμενο από την Trp (Ahemad and Kibret, 2013; 

Spaepen and Vanderleyden, 2011).  Η αλληλούχιση γονιδιωμάτων των βακτηριακών 

στελεχών Pseudomonas putida UWA4, P. fluorescens SBW25 και P. putida F1 μαρτυρούν τη 

χρήση δύο διαφορετικών μονοπατιών για την παραγωγή, αυτά του ΙΑΑ του ΙΑΜ και του IAN 

(Patten and Glick, 2002a).   

 

Εικόνα 5.  Διαγραμματική απεικόνιση των μονοπατιών παραγωγής ΙΑΑ στα βακτήρια.  IAAId: ινδολο-3-

ακεταλδεϋδη, ΙΑΜ: ινδολο-3-ακεταμίδιο, IPDC: ινδολο-3-αποκαρβοξυλάση του πυροσταφυλικού, Trp: 

Τρυπτοφάνη (Spaepen et al., 2007). 

Η συγκέντρωση του ΙΑΑ έχει ποικίλες επιδράσεις στη φυσιολογία του φυτού, οι οποίες 

εξαρτώνται από το είδος του φυτού, το είδος του ιστού στον οποίο επιδρά και από το 

αναπτυξιακό στάδιο του φυτού.  Η ιδανική αναλογία ενδογενούς ΙΑΑ είναι ~ 5 τάξεις 

μεγέθους χαμηλότερο επίπεδο για τις ρίζες συγκριτικά με αυτό των βλαστών.  Η προσθήκη 
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εξωγενούς ΙΑΑ μπορεί να ευνοήσει ή να καταστείλει την ανάπτυξη του φυτού, λόγω 

υπερσυσσώρευσης (Glick, 2015, 2012).  Η εφαρμογή PGPB με ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ, σε 

ρίζες μοσχευμάτων βατόμουρου και σε ρίζες δέντρων βυσσινιάς προκάλεσε επαγωγή της 

ανάπτυξης για το πρώτο και αναστολή της ανάπτυξης για το δεύτερο.  Παρόμοιο φαινόμενο 

παρατηρήθηκε κατά την εφαρμογή του PGPB, Pseudomonas putida GR12-2 (P. putida GR12-

2) σε φυτά κράμβης και μοσχεύματα ροβίτσας (Patten and Glick, 2002b; Xie et al., 1996).  Στην 

παραπάνω μελέτη, σπόροι κράμβης εμβολιάστηκαν με τον άγριο τύπο του στελέχους P. 

putida GR12-2, και με μεταλλαγμένο τύπο του στελέχους, το οποίο παρουσιάζει αδυναμία 

παραγωγής ΙΑΑ.  Τα φυτά που εμβολιάστηκαν με τον άγριο τύπο P. putida GR12-2 

παρουσίασαν 35 – 50 % μεγαλύτερο μέγεθος ριζών από αυτά που εμβολιάστηκαν με το 

μεταλλαγμένο τύπο και από εκείνα που δεν εμβολιάστηκαν καθόλου (Patten and Glick, 

2002).  Από την άλλη πλευρά, μοσχεύματα ροβίτσας τα οποία εμβολιάστηκαν με το 

μεταλλαγμένο τύπο του ίδιου στελέχους, το οποίο παρήγαγε υψηλότερες ποσότητες ΙΑΑ, 

παρουσίασαν υποανάπτυξη των ριζών (Xie et al., 1996).  Το φαινόμενο αυτό μπορεί να 

ερμηνευτεί, εάν λάβουμε υπόψη μας τις επιδράσεις του ΙΑΑ στη φυσιολογία του φυτού.  

Παράλληλα με την προαγωγή της ανάπτυξης και τον πολλαπλασιασμού των φυτικών 

κυττάρων, το ΙΑΑ πυροδοτεί τη μετάφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί το ένζυμο της 

συνθάσης του ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate, 1-αμινοκυκλοπροπανο-1-

καρβοξυλικό), οδηγώντας σε αύξηση της παραγωγής ACC και επακόλουθη αύξηση της 

συγκέντρωσης του αιθυλενίου, μία ορμόνη που παρεμποδίζει τη ριζική ανάπτυξη (Abel et al., 

1995; Riov and Yang, 1989; Stepanova et al., 2005).  Επομένως, ένα βακτήριο με ικανότητα 

ταυτόχρονης παραγωγής ΙΑΑ και απαμινάσης του ACC, θα ήταν το καταλληλότερο για την 

προστασία του φυτού από τις αρνητικές απιδράσεις του αβιοτικού στρες (Gamalero and 

Glick, 2015; Glick et al., 2007; Sgroy et al., 2009).    

Βάσει των παραπάνω, το παραγόμενο από τα βακτήρια της ριζόσφαιρας ΙΑΑ αυξάνει την 

επιφάνεια και το μήκος της ρίζας, επιτρέποντας στο φυτό να έχει ευκολότερη πρόσβαση στα 

θρεπτικά συστατικά του εδάφους (Glick, 2012).  Επιπλέον, το βακτηριακό ΙΑΑ συμβάλλει στη 

θρέψη του βακτηρίου, καθώς προκαλεί τη χαλάρωση των κυτταρικών τοιχωμάτων των 

ριζικών φυτικών κυττάρων, αυξάνοντας με αυτό τον τρόπο τις ριζικές εκκρίσεις, οι οποίες 

αποτελούν πηγή θρεπτικών συστατικών για τα ριζοβακτήρια (Glick, 2012).  Η δράση του ΙΑΑ 

δεν περιορίζεται στα παραπάνω, καθώς έχει αποδειχθεί ότι συμβάλλει στη δημιουργία 

φυματίων σε ρίζες ψυχανθών (Mathesius et al., 1998).  Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί 

η εφαρμογή μεταλλαγμένων στελεχών Bradyrhizobium elkanii, με ανεπάρκεια παραγωγής 

ΙΑΑ σε ρίζες φυτών σόγιας.  Τα φυτά τα οποία εμβολιάστηκαν με το μεταλλαγμένο στέλεχος 

παρουσίασαν δημιουργία μικρότερου αριθμού φυματίων από τα φυτά που εμβολιάστηκαν 

με τον άγριο τύπο του στελέχους (Fukuhara et al., 1994).   

1.1.5 Αντοχή στην Αλατότητα 

Η αλατότητα του εδάφους αποτελεί μία από τις σημαντικότερες πηγές αβιοτικών 

καταπονήσεων για τα φυτά.  Υπολογίζεται ότι παραπάνω από 900 εκατομμύρια εκτάρια γης 

παρουσιάζουν πρόβλημα αλατότητας, το οποίο αντιστοιχεί σε 6 % της συνολικής πεδινής 

έκτασης της Γης και σε 20 % της παγκόσμιας καλλιεργήσιμης έκτασης (Flowers, 2004; 

Gamalero et al., 2009).  Αλάτωση του εδάφους αποτελεί η συσσώρευση υδατοδιαλυτών 

αλάτων στο εδαφικό διάλυμα και προέρχεται από τις βροχοπτώσεις, τη διάβρωση 
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πετρωμάτων, την αιολική και υδάτινη διάβρωση, από τη χαμηλή ποιότητα του νερού 

ποτίσματος, καθώς και από την εισχώρηση θαλάσσιου νερού στο έδαφος (Rengasamy, 2006).   

Όταν τα φυτά εκτίθενται σε υψηλή αλατότητα παρουσιάζουν μείωση των ρυθμών  

ανάπτυξης και φωτοσύνθεσης, παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS, Reactive 

Oxygen Species) και της φυτοορμόνης του αμπσισικού οξέος (Bartels and Sunkar, 2005).  Τα 

ιόντα νατρίου που προσλαμβάνονται από τι ρίζες, μεταφέρονται στους βλαστούς, μέσω του 

φυτικού ξυλώματος και έχουν τη δυνατότητα να επιστρέψουν στη ρίζα μέσω του φλοιώματος 

(Smith et al., 1980; Tester and Davenport, 2003).  Ωστόσο, η ροή μέσω του φλοιώματος είναι 

μειωμένη, με αποτέλεσμα να συσσωρεύονται υψηλότερες ποσότητες ιόντων νατρίου στο 

βλαστό.  Οι δομές οι οποίες επηρεάζονται λιγότερο από τη συσσώρευση ιόντων νατρίου είναι 

οι καρποί και οι σπόροι του φυτού, καθώς προσλαμβάνουν τα θρεπτικά τους συστατικά 

κυρίως από το φλοίωμα (Tester and Davenport, 2003).  Η τοξικότητα της αυξημένης 

συγκέντρωσης των ιόντων νατρίου έγκειται στον ανταγωνισμό που αυτά παρουσιάζουν 

απέναντι στις θέσεις πρόσδεσης των ιόντων καλίου, προκαλώντας απορρύθμιση της 

κυτταρικής λειτουργίας (Gamalero et al., 2009).    

Τα φυτά έχουν αναπτύξει ορισμένους μηχανισμούς για την αντιμετώπιση της αλατότητας, 

όπως είναι η επιλεκτική συσσώρευση ή ο αποκλεισμός των ιόντων νατρίου, ο έλεγχος της 

ποσότητας των ιόντων που προσλαμβάνονται από τις ρίζες και μεταφέρονται στα φύλλα, η 

διοχέτευση των ιόντων σε όλα τα επίπεδα του φυτού, η σύνθεση προλίνης και τρεχαλόζης, 

τα οποία αποτελούν συμβατές διαλυτές ουσίες που βοηθούν στην καταπολέμηση της 

ωσμωτικής πίεσης, η αλλαγή της μεμβρανικής μορφολογίας, η ρύθμιση των επιπέδων των 

φυτοορμονών, αυξίνης, κυτοκινίνης, αιθυλενίου και η επαγωγή αντιοξειδωτικών ενζύμων, 

όπως είναι το ένζυμο του υπεροξειδίου της δισμουτάσης και της περοξειδάσης (Khan and 

Rizvi, 1994; Parida and Das, 2005).  Ο εμβολιασμός του φυτού με PGPB που παρουσιάζουν 

αντοχή στην αλατότητα, προσφέρει ένα επιπλέον, αν όχι το κύριο πλεονέκτημα για την 

επιβίωσή του.  Η συμβολή των PGPB αποδίδεται στο συνδυασμό των μηχανισμών δράσης 

τους, οι οποίοι περιλαμβάνουν κυρίως, την παραγωγή ΙΑΑ, κυτοκινίνης, απαμινάσης του 

ACC, τρεχαλόζης, προλίνης και εξωπολυσακχαριτών (Gamalero et al., 2009; Glick, 2015).     

Η παροχή εξωγενούς ΙΑΑ προάγει την ανάπτυξη του φυτού ακόμη και υπό την παρουσία 

παρεμποδιστικών παραγόντων.  Ο εμβολιασμός φυτών Medicago truncatula με ένα 

μετασχηματισμένο στέλεχος Synorhizobium meliloti, με αυξημένη ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ 

κατέστησε τα φυτά ανθεκτικά στην αλατότητα του εδάφους (Bianco and Defez, 2009).  

Ωστόσο, η αυξημένη παραγωγή ΙΑΑ οδήγησε σε υψηλότερα επίπεδα τρεχαλόζης στο φυτό.  

Η τρεχαλόζη είναι ένα σάκχαρο το οποίο προστατεύει τα φυτά από το ωσμωτικό στρες.  

Επομένως, δεν είναι ξεκάθαρο εάν η παραγωγή ΙΑΑ από το S. meliloti ευνόησε άμεσα ή 

έμμεσα, μέσω της παραγωγής τρεχαλόζης, την άμυνα του φυτού (Bianco and Defez, 2009).  

Μία διαφορετική επιστημονική έρευνα αποδεικνύει τα οφέλη του εμβολιασμού του φυτού 

Silybum marianum με το ριζοβακτήριο Pseudomonas extremorientalis, το οποίο παρουσιάζει 

ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ.  Σε συνθήκες αλατότητας, παρατηρήθηκε επιμήκυνση της ρίζας 

και του βλαστού, καθώς και αύξηση του ξηρού βάρους των φυτών τα οποία είχαν 

εμβολιαστεί με το P. extremorientalis (Egamberdieva et al., 2013).   
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Σε συνθήκες αβιοτικού στρες αυξάνεται η ποσότητα του αιθυλενίου στο φυτό, 

παρεμποδίζοντας την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των φυτικών κυττάρων (Taiz and 

Zeiger, 2010).  Η παρουσία ενός βακτηρίου με ικανότητα παραγωγής απαμινάσης του ACC 

συμβάλλει  στην ανακούφιση του φυτικού οργανισμού από τις υψηλές συγκεντρώσεις 

αιθυλενίου. Ορισμένες ποσότητες ACC απορροφώνται από το μικροοργανισμό και 

διασπώνται σε αμμωνία και α-κετοβουταρικό οξύ, μειώνοντας τη συγκέντρωση του ACC και 

ως εκ τούτου και του αιθυλενίου (Glick, 2004).  Σε συνθήκες υψηλής αλατότητας, ξηρασίας 

και υψηλής θερμοκρασίας, φυτά ροδίτσας (Vigna radiata) εμβολιάστηκαν με στελέχη 

Bradyrhizobium sp., καθώς και με PGPB με ικανότητα παραγωγής απαμινάσης του ACC, 

Enterobacter sp. ACC1, Enterobacter sp. ACC2, και Chryseobacterium sp. ACC3.  Τα φυτά τα 

οποία εμβολιάστηκαν παρουσίασαν υψηλότερο ξηρό βάρος φυτού από τα μη εμβολιασμένα 

(Tittabutr et al., 2013).    

Η τρεχαλόζη αποτελεί έναν μη αναγωγικό δισακχαρίτη, ο οποίος παράγεται από βακτήρια, 

μύκητες, ασπόνδυλα και φυτά (Elbein et al., 2003).  Λειτουργεί ως προστατευτικός 

παράγοντας για το φυτό σε συνθήκες ξηρασίας, αλατότητας και υψηλής θερμοκρασία (Glick, 

2012).  Η τρεχαλόζη είναι ένα σταθερό μόριο, το οποίο μετασχηματίζεται σε μορφή γέλης 

αντικαθιστώντας το νερό όταν τα κύτταρα αφυδατώνονται, μειώνοντας έτσι τις επιπτώσεις 

της ξηρασίας και της αλατότητας (Crowe et al., 1984).  Επομένως, η εφαρμογή γενετικά 

τροποποιημένων PGPB, ώστε να παράγουν μεγάλες ποσότητες τρεχαλόζης, στα φυτά 

αποτελεί μία τεχνική αντιμετώπισης της υψηλής αλατότητας.  Το συμβιωτικό βακτήριο 

Rhizobium etlii τροποποιήθηκε γενετικά για να παράγει υψηλές ποσότητες τρεχαλόζης και 

έπειτα χορηγήθηκε σε φυτά φασολιού, τα οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ξηρασίας και 

αλατότητας.  Το αποτέλεσμα ήταν τα εμβολιασμένα φυτά να παρουσιάσουν υψηλότερο 

αριθμό φυματίων και υψηλότερη βιομάζα, από τα φυτά που εμβολιάστηκαν με τον άγριο 

τύπο του στελέχους (Suárez et al., 2008).   

Οι εξωπολυσακχαρίτες (exopolysaccharides, EPS) είναι μόρια υψηλού μοριακού βάρους, τα 

οποία εκκρίνονται από ένα εύρος μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων και των 

βακτηρίων.  Το στρώμα πολυσακχαριτών στην εξωτερική επιφάνεια ορισμένων PGPB 

συμβάλλει στη δημιουργία βιοϋμενίων και στην προσκόλληση των βακτηριακών κυττάρων 

σε επιφάνειες, όπως είναι οι ρίζες των φυτών.  Επιπλέον, συμβάλλει στην προστασία του 

βακτηρίου σε συνθήκες αλατότητας, καθώς δημιουργεί έναν επιπλέον φραγμό στην είσοδο 

των ιόντων νατρίου στο εσωτερικό του βακτηρίου (Timmusk and Wagner, 1999; Vardharajula 

et al., 2011).       

1.1.6 Ομαδική κινητικότητα  

Η ικανότητα των βακτηρίων να μετακινούνται από το ένα μέρος στο άλλο ονομάζεται 

ομαδική κινητικότητα και αποτελεί ένα σημαντικό παράγοντα επιβίωσης, καθώς επιτρέπει 

στα βακτήρια να δημιουργούν συμβιωτικές ή ακόμη και παθογόνες αλληλεπιδράσεις με ζώα 

και φυτά.  Επιπροσθέτως, συμβάλλει στην αύξηση της αποδοτικότητας των βακτηρίων κατά 

την αναζήτηση τροφής, στην αποφυγή τοξικών ουσιών, στη μετακίνηση σε πιο ευνοϊκά για 

την επιβίωσή τους περιβάλλοντα, καθώς και στον αποικισμό του καταλληλότερου ξενιστή 

(Ottemann and Miller, 1997). 
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Οι βασικοί τύποι ομαδικής κινητικότητας βακτηρίων είναι πέντε και κατηγοριοποιούνται 

βάσει των επιφανειακών αποφύσεων ή εσωτερικών δομών που δημιουργούνται κατά τη 

μετακίνηση (Henrichsen, 1972; Jarrell and McBride, 2008).  Ένα βακτηριακό στέλεχος μπορεί 

να χρησιμοποιεί παραπάνω από έναν τύπο μετακίνησης.  Η ομαδική κίνηση (swarming) 

περιλαμβάνει την επιφανειακή πολυκύτταρη κίνηση, η οποία τροφοδοτείται από την 

περιστροφική κίνηση των μαστιγίων (Harshey, 1994; Kearns, 2010).  Για τη διεκπεραίωση της 

ομαδικής κίνησης απαιτείται η αύξηση στη βιοσύνθεση των μαστιγίων και οι διακυτταρικές 

αλληλεπιδράσεις (Kearns, 2010).  Τα κινούμενα βακτήρια σχηματίζουν ζώνες-σχεδίες και όσα 

κύτταρα διαφεύγουν από τη σχεδία χάνουν την κινητικότητά τους.  Η κολυμβητική κίνηση 

(swimming) αναφέρεται στην ικανότητα των βακτηρίων να μετακινούνται ως μεμονωμένες 

δομές σε υγρό περιβάλλον, με τη βοήθεια μαστιγίων (Jarrell and McBride, 2008).  Η κίνηση 

μέσω συσπάσεων (twitching) περιλαμβάνει την επιμήκυνση και βράχυνση των τριχιδίων (pili) 

τύπου IV (Henrichsen, 1983; Kearns, 2010; Wall and Kaiser, 1999).  Η μετακίνηση ολίσθησης 

(gliding)η οποία περιλαμβάνει την αναδιάταξη του σχήματος των κυττάρων, εξαρτάται από 

ενδογενείς κινητήριες δυνάμεις, από την προσκόλληση των κυττάρων μεταξύ τους και με την 

επιφάνεια αλληλεπίδρασης και από την έκκριση επιφανειοδραστικών ουσιών από τους 

πόλους των κυττάρων (Harshey, 2003).  Η μετακίνηση με ολίσθηση (sliding) είναι μία 

παθητική διαδικασία, κατά την οποία ο πολλαπλασιασμός των κυττάρων αποτελεί την 

κινητήριο δύναμη που μετατοπίζει τα κύτταρα περιφερειακά της κυτταρικής μάζας 

(Henrichsen, 1972).  Παρά τα πλεονεκτήματα που προσφέρει η ομαδική κινητικότητα, 

αποτελεί μία ενεργοβόρα διαδικασία και εξαρτάται από την υγρασία της επιφάνειας 

(Ottemann and Miller, 1997).  Η απώλεια της ικανότητας μετακίνησης μπορεί να θεωρηθεί 

ως ένας προσαρμοστικός μηχανισμός των βακτηρίων ώστε να επιβιώσουν σε δύσκολες 

περιβαλλοντικές συνθήκες.  Κατά την αλληλεπίδραση των φυτών με τα βακτήρια, η 

ικανότητα μετακίνησης των βακτηρίων συμβάλλει στην αποίκιση της εσωτερικής ή 

εξωτερικής επιφάνειας των φυτών, στη δημιουργία βιοϋμενίων, στη λοιμογόνο δράση τους, 

καθώς και σε προστατευτικές λειτουργίες των βακτηρίων (Barak et al., 2009; Harshey, 2003; 

Ottemann and Miller, 1997).    

1.2 Ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί  

Τα φυτά αποτελούν ξενιστές διαφόρων τύπων μικροβιακών ενδοφύτων, 

συμπεριλαμβανομένων των βακτηρίων, των μυκήτων, των αρχαίων και ορισμένων 

μονοκύτταρων οργανισμών, όπως τα φύκη (Trémouillaux-Guiller et al., 2002) και τις 

αμοιβάδες (Muller and Doring, 2009).  Ο όρος ενδόφυτα, ως “Endophytae” χρησιμοποιήθηκε 

πρώτη φορά από το Γερμανό Heinrich Friedrich Link, το 1809, για το χαρακτηρισμό μίας 

ξεχωριστής ομάδας μερικώς παρασιτικών μυκήτων, που αποικίζουν τα φυτά (Hodkinson et 

al., 2019).  Από τότε και έπειτα, έχουν χρησιμοποιηθεί αρκετοί ορισμοί για την περιγραφή 

των ενδοφυτικών οργανισμών.  Ο Orlando Petrini, το 1991 περιέγραψε τα ενδόφυτα ως το 

σύνολο των οργανισμών που αποικίζουν την επιφάνεια του φυτού και οι οποίοι σε κάποιο 

στάδιο του κύκλου ζωής τους μπορούν να αποικίσουν τους εσωτερικούς φυτικούς ιστούς 

χωρίς να προκαλέσουν εμφανή βλάβη στον ξενιστή τους (Petrini, 1991).  Το 1997, ο Hallman 

και οι συνάδελφοί του έστρεψαν την προσοχή τους στα ενδοφυτικά βακτήρια, τα οποία 

περιέγραψαν ως εκείνα τα βακτήρια τα οποία μπορούν να απομονωθούν από επιφανειακά 

αποστειρωμένους φυτικούς ιστούς ή από το εσωτερικό του φυτού και τα οποία δεν 

προκαλούν βλάβη σε αυτό (Hallmann et al., 1997).  Ωστόσο, ο Wennstrom (1994) ήταν ο 
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πρώτος που αμφισβήτησε την προσέγγιση των ενδοφυτικών οργανισμών μόνο από την 

πλευρά της ευεργετικής αλληλεπίδρασής τους με τον ξενιστή, στηρίζοντας το επιχείρημα 

αυτό στη δυσκολία που παρουσιάζεται κατά την εξέταση της φυτοπαθογένειας ενός 

μικροοργανισμού (Wennstrom, 1994).  Η σχέση του μικροοργανισμού με τον ξενιστή του 

μπορεί να είναι σχέση αμοιβαιότητας (mutualistic), κατά την οποία και τα δύο είδη 

επωφελούνται από τη συμβίωση, σχέση ουδετερότητας (neutralistic) και σχέση 

ανταγωνιστικότητας κατά την οποία ο μικροοργανισμός μπορεί είναι παθογόνος ή δυνητικά 

παθογόνος (Barea et al., 2004).  Οι παράγοντες που επηρεάζουν την αλληλεπίδραση φυτού-

μικροοργανισμού είναι ο γονότυπος των δύο ειδών, ο αριθμός των μικροοργανισμών, η 

παθογόνος ικανότητα του μικροοργανισμού και οι περιβαλλοντικές συνθήκες.  Ένας πιο 

πρόσφατος ορισμός για τους ενδοφυτικούς μικροοργανισμούς από το Murphy (2014) 

περιγράφει ότι τα ενδόφυτα είναι μικροοργανισμοί (βακτήρια, μύκητες, μονοκύτταροι 

ευκαρυώτες) οι οποίοι αποικίζουν το εσωτερικό του φυτού παροδικά ή για όλη τους τη ζωή, 

συνήθως χωρίς να προκαλούν παθογόνο αντίδραση (Murphy et al., 2014).  Αυτή η κατηγορία 

μικροοργανισμών περιλαμβάνει μικροοργανισμούς οι οποίοι φέρουν γονίδια τα οποία τους 

καθιστούν ικανούς να διατηρήσουν την αλληλεπίδραση φυτού και μικροοργανισμού 

(Hardoim et al., 2008; Murphy et al., 2014), δυνητικά ενδοφυτικούς, υποχρεωτικά 

ενδοφυτικούς, περιστασιακά ενδοφυτικούς και «passenger» ενδοφυτικούς οργανισμούς, οι 

οποίοι εισέρχονται στο εσωτερικό του φυτού εξαιτίας τυχαίων γεγονότων, χωρίς να 

υπάρχουν επιλεκτικές δυνάμεις ικανές να το συγκρατήσουν στο εσωτερικό του φυτού 

(Murphy et al., 2014).  Σύμφωνα με τον Hardoim και τους συνεργάτες του (2015), οι 

ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί μπορεί να είναι παθογόνοι και μη παθογόνοι και οφείλουν να 

ορίζονται βάσει του ενδιαιτήματός τους και όχι βάσει της λειτουργίας τους (Hardoim et al., 

2015).  Ανεξαρτήτως της κατηγορίας στην οποία ανήκουν, οι ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί 

παρουσιάζουν ικανότητα προσαρμογής, επιβίωσης και πολλαπλασιασμού στις συνθήκες που 

επικρατούν στο εσωτερικό των φυτικών ιστών (Hardoim et al., 2015).   

Η πλειοψηφία των ενδοφυτικών μικροοργανισμών προέρχεται από το περιβάλλον της 

ριζόσφαιρας, το οποίο είναι πλούσιο σε ριζικές εκκρίσεις.  Η σύσταση των ριζικών εκκρίσεων 

εξαρτάται από το στάδιο ανάπτυξης του φυτού, περιβαλλοντικούς παράγοντες, καθώς και 

από την παρουσία μικροοργανισμών (Huang et al., 2014; Pinton et al., 2007).  Το είδος των 

ριζικών εκκριμάτων επηρεάζει το μικροβιακό δυναμικό της ριζόσφαιρας, προσελκύοντας 

μικροοργανισμούς ευνοϊκούς για την υγεία του φυτού και αποτρέποντας παθογόνους 

μικροοργανισμούς (Chaparro et al., 2013; De Coninck et al., 2015; Dutta et al., 2013; Li et al., 

2013).  Ταυτόχρονα, οι μικροοργανισμοί επηρεάζουν τη σύσταση των ριζικών εκκρίσεων 

(Huang et al., 2014; Matilla et al., 2010; Meier et al., 2013; Miché et al., 2006; Talboys et al., 

2014).  Αλλαγές στη σύσταση των ριζικών εκκρίσεων σε αμινοξέα έχουν παρατηρηθεί 

παρουσία μικροβιακών ουσιών όπως είναι η φαιναζίνη, η 2,4-διακετυλοφθορογλυκινόλη 

(DAPG) και ζεαραλενόνη (Phillips et al., 2004).  Υποστηρίζεται, ότι η είσοδος των ενδοφυτικών 

βακτηρίων στις ρίζες των φυτών συμβαίνει μέσω του αποικισμού των ριζικών τριχιδίων 

(Mercado-Blanco and Prieto, 2012).  Οι επιφάνειες της φυλλόσφαιρας παράγουν εκκρίσεις οι 

οποίες προσελκύουν μικροοργανισμούς, ωστόσο, εξαιτίας της παρουσίας της υπεριώδους 

ακτινοβολίας, της απουσίας θρεπτικών συστατικών και της αποξήρανσης, ένας μικρός 

αριθμός βακτηρίων μπορεί να επιβιώσει και να εισέλθει στο εσωτερικό του φυτού μέσω των 

στομάτων, πληγών και υδατωδών (Compant, 2010; Hallman, 2001).  Οι ενδοφυτικοί 
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μικροοργανισμοί έχουν τη δυνατότητα να εισέλθουν στο φυτό μέσω των άνθεων και των 

καρπών αποικίζοντας την ανθόσφαιρα και την καρπόσφαιρα, αντίστοιχα (Compant, 2010; 

Compant et al., 2011).  Διάφορες οδοί εισόδου των ενδοφύτων έχουν περιγραφεί και 

περιλαμβάνουν παθητικούς ή ενεργητικούς μηχανισμούς, οι οποίοι επιτρέπουν στα 

βακτήρια της ριζόσφαιρας να μεταναστεύσουν από το ριζόστρωμα (rhizoplane) στο 

κυτταρικό στρώμα του φλοιού, όπου η ενδοδερμίδα αποτελεί εμπόδιο στην είσοδο των 

μικροοργανισμών (Compant, 2010; Mercado-Blanco and Lugtenberg, 2014).  Μία άλλη 

κατηγορία βακτηρίων περιλαμβάνει στελέχη τα οποία είναι ικανά να διαπεράσουν το 

εμπόδιο της ενδοδερμίδας και να κινηθούν μέσω του αγγειακού συστήματος του ξυλώματος 

για να αποικίσουν τα εσωτερικά διαμερίσματα του φυτού, ενώ άλλα βακτήρια αποικίζουν 

τοπικά το διακυτταρικό χώρο (James et al., 2002).  Επίσης, τα βακτήρια αποικίζουν τα αγγεία 

του ξυλώματος και κινούνται μέσω των πλακών διατρήσεως του αγωγού αυτού ιστού (Bell et 

al., 1995; Compant, 2010; Compant et al., 2005; James et al., 2001).  Νησίδες αποίκισης 

βακτηριακών ενδοφύτων έχουν ταυτοποιηθεί σε διαφορετικές φυτικές ταξινομικές 

κατηγορίες, όπως είναι τα Βρυόφυτα, τα Πτεριδόφυτα, τα Γυμνόσπερμα και τα 

Αγγειόσπερμα (Bragina et al., 2012; Compant, 2010; Rosenblueth and Martínez-Romero, 

2006).  Ενδοφυτικά βακτήρια έχουν απομονωθεί κυρίως από το εσωτερικό ριζών ψυχανθών 

και άλλων φυτών, καθώς και από φυμάτια ψυχανθών (Dudeja et al., 2012; Hoque et al., 2011; 

Sulas et al., 2008).     

 

Εικόνα 6.  Οι μηχανισμοί των ενδοφυτικών μικροοργανισμών που ενισχύουν την ανάπτυξη των φυτών.  Στο 

αριστερό τμήμα παρουσιάζεται η διαφορά ανάπτυξης μεταξύ ενός φυτού, το οποίο έχει εμβολιαστεί με 

ευεργετικούς μικροοργανισμούς (In) και ενός μη-εμβολιασμένου φυτού (Ni) (Hardoim et al., 2015).  
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1.2.1 Ριζικά ενδόφυτα  

Βάσει της αλληλούχισης της γονιδιακής αλληλουχίας του 16S rRNA, οι προκαρυωτικοί 

ενδοφυτικοί οργανισμοί αντιπροσωπεύονται από 23 φύλα από τα οποία, τα 21 ανήκουν στην 

επικράτεια των Βακτηρίων και τα 2 στην επικράτεια των Αρχαίων.  Παρά την ποικιλομορφία 

που παρουσιάζουν, το 96 % των αλληλουχιών κατανέμεται σε 4 βακτηριακά φύλα: 54% 

Πρωτεοβακτήρια, 20% Ακτινοβακτήρια, 16% Firmicutes και 6% Βακτηριοειδή, τα οποία είναι 

κυρίαρχα στο φυτικό περιβάλλον (Bulgarelli et al., 2013; Vorholt, 2012).  Ένα χαμηλό ποσοστό 

αλληλουχιών Αρχαίων έχουν απομονωθεί από κόκκους καφέ (Oliveira et al., 2013), ρίζες 

ριζιού και αραβόσιτου (Chelius and Triplett, 2001; Sun et al., 2008) και από καλαμιές της 

αρκτικής τούνδρας Juncus trifidus (van Elsas et al., 2012).  Το 26% των προκαρυωτικών 

ενδόφυτων απαρτίζεται από βακτήρια του φύλου Πρωτεοβακτήρια και συγκεκριμένα την 

ομοταξίας γ-Πρωτεοβακτήρια, τα οποία αποτελούνται από 56 ταυτοποιημένα και 7 μη 

ταυτοποιημένα γένη.  Στην πλειοψηφία τους, τα γ-Πρωτεοβακτήρια αντιπροσωπεύονται από 

τα γένη: Pseudomonas, Enterobacter, Pantoea, Stenotrophomonas, Acinetobacter και Serratia 

(Berg et al., 2005; da Silva et al., 2013; Leite et al., 2013; Taghavi et al., 2009; Torres et al., 

2008; Tsavkelova et al., 2007) .  Μέλη του γένους Enterobacter αλληλεπιδρούν με ένα εύρος 

φυτικών ιστών με διττό ρόλο, είτε αναπτύσσοντας σχέση αμοιβαιότητας με το φυτό, είτε 

λειτουργώντας ως παθογόνα (Bull et al., 2012, 2010).  Τέσσερα είδη του γένους Enterobacter 

δρουν ως παθογόνα, ενώ πέντε είδη λειτουργούν ευεργετικά για το φυτό, 

συμπεριλαμβάνοντας και το μονοφυλλετικό κλάδο, που πρόσφατα ονομάστηκε Kosakonia (C 

Brady et al., 2013; Hardoim et al., 2013a).  Με παρόμοιο τρόπο λειτουργούν και τα υπόλοιπα 

γένη των γ-Πρωτεοβακτήρια που αποικίζουν το εσωτερικό τμήμα του φυτού.  16% των 

ενδοφυτικών αλληλουχιών απαρτίζονται από α-Πρωτεοβακτήρια, με 57 ταυτοποιημένα και 

14 μη ταυτοποιημένα γένη.  Οι περισσότερες αλληλουχίες εντάσσονται στα γένη Rhizobium 

και Bradyrhizobium, τα οποία είναι γνωστά για την αζωτοδεσμευτική τους δράση και τη 

συμβιωτική σχέση που αναπτύσσουν με τα ψυχανθή, καθώς και στα γένη Methylobacterium 

και Sphingomonas (Dalton et al., 2004; Kaga et al., 2009; Ulrich et al., 2008).  Βακτήρια του 

γένους Methylobacterium έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται χρησιμοποιώντας τη 

μεθανόλη ως αποκλειστική πηγή αζώτου και αποικίζουν κυρίως τη φυλλόσφαιρα (Sy et al., 

2005).  Τα β-Πρωτεοβακτήρια αποτελούν το 10% των ενδοφυτικών βακτηρίων, με κύριους 

εκπροσώπους τα γένη Burkholderia, Massilia Variovorax και Collimonas (Hardoim et al., 

2015).  Θετικά κατά Gram βακτήρια της ομοταξίας των Ακτινοβακτήρια αποτελούν το 20% 

των ενδοφυτικών μικροοργανισμών και αντιπροσωπεύονται κυρίως από τα γένη 

Streptomyces, τα  οποία είναι γνωστά για την ικανότητα σύνθεσης αντιβιοτικών, 

Microbacterium, Mycobacterium, Arthrobacter και Curtobacterium (Hardoim et al., 2015; Liu 

et al., 2013).  Η ομοταξία Bacilli αποτελεί το 15% των ενδοφυτικών βακτηρίων, με κυρίαρχα 

τα γένη: Bacillus, Paenibacillus και Staphylococcus τα οποία αντιστοιχούν σε 100 περίπου 

αλληλουχίες (Hardoim et al., 2015).  Τα περισσότερα ενδοφυτικά βακτήρια ανήκουν σε 4 

κυρίως φύλα, τα οποία ωστόσο περιλαμβάνουν πολυάριθμα γένη και είδη.  Η δράση τους 

εξαρτάται από τον ξενιστή τους, καθώς και από περιβαλλοντικές παραμέτρους.        

1.2.2 Μικροβίωμα φυματίων  

Για αρκετά χρόνια επικρατούσε η ιδέα ότι τα φυμάτια των ψυχανθών αποικίζονται 

αποκλειστικά από α-rhizobia, μέλη της ομοταξίας των α-Πρωτεοβακτήρια, όπως είναι τα γένη 

Rhizobium και Bradyrhizobium και από β-rhizobia, μέλη της ομοταξίας των β-
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Πρωτεοβακτηρίων, όπως είναι τα γένη Cupriavidus και Burkholderia (Gyaneshwar et al., 

2011).  Πρόσφατες μελέτες ωστόσο, αποκαλύπτουν τη συνύπαρξη των παραπάνω με 

διαφορετικά είδη θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, πολλά από τα οποία 

παρουσιάζουν ικανότητα αζωτοδέσμευσης, τα οποία συχνά αναφέρονται και ως NAB (nodule 

associated bacteria).  Το μικροβίωμα των φυματίων των ψυχανθών διαφέρει αισθητά από το 

μικροβίωμα των υπόλοιπων μελών του φυτού, καθώς και από το μικροβίωμα διαφορετικών 

φυτών (Scheublin et al., 2004).    

Ριζόβια και μη-ριζόβια βακτήρια με ικανότητα αζωτοδέσμευσης και δημιουργίας 

φυματίων  

Βακτήρια του φύλου των Πρωτεοβακτηρίων με ικανότητα δημιουργίας φυματίων και να 

αζωτοδέσμευσης έχουν απομονωθεί από φυμάτια ψυχανθών.  Tο Agrobacterium 

tumefaciens, το οποίο ανήκει στην ομοταξία των α-Πρωτεοβακτηρίων έχει απομονωθεί από 

φυμάτια του ψυχανθούς Sesbania cannabina (Cummings et al., 2009).  Διαθέτει nod και nif 

γονίδια, τα οποία το καθιστούν ικανό να δημιουργεί φυμάτια κατά την εκ νέου μόλυνση του 

φυτού.  Βακτήρια του γένους Methylobacterium (α-Πρωτεοβακτήρια), με ικανότητα 

δημιουργίας φυματίων, έχουν απομονωθεί από  φυμάτια των φυτών Crotalaria podocarpa, 

Crotalaria perrotteti και Crotalaria glaucoides (Sy et al., 2001).  Βακτήρια του γένους 

Microvirga (α-Πρωτεοβακτήρια, Methylobacteriaceae) αναφέρθηκαν για πρώτη φορά το 

2012 ως ενδοσυμβιωτικοί μικροοργανισμοί (Ardley et al., 2012).  Περιγράφηκαν τρία 

καινούργια είδη: Microvirga lotononidis, Microvirga lupini και Microvirga zambiensis, τα 

οποία είναι ικανά να δημιουργήσουν φυμάτια σε φυτά Listia angolensis και Lupinus texensis 

(Ardley et al., 2013, 2012).  Επιπλέον, ένα καινούργιο είδος Microvirga, το Microvirga vignae 

BR έχει απομονώθηκε πρόσφατα από φυμάτια Vigna unguiculata (μαυρομάτικο φασόλι) (Zilli 

et al., 2015).  Βακτήρια του γένους Phyllobacterium (α-Πρωτεοβακτήρια, οικογένεια: 

Rhizobacteriaceae) περιλαμβάνουν στελέχη ικανά να δημιουργήσουν φυμάτια, όπως το 

Phyllobacterium trifolii (Valverde et al., 2005).  Ένα γονίδιο παρόμοιο με το nodC έχει 

ταυτοποιηθεί από βακτήρια που ανήκουν στο γένος Phyllobacterium, τα οποία έχουν 

απομονωθεί από φυμάτια Ononis tridentata (Rincón et al., 2008).  Η παρουσία γονιδίων nif 

και nod σε γένη βακτηρίων που δεν ανήκουν στην οικογένεια Rhizobacteriaceae υπολογίζεται 

ότι προέκυψε από πλευρική μεταφορά των γονιδίων αυτών.  Τα βακτήρια αυτά φαίνεται να 

φέρουν γονίδια υπεύθυνα για χαρακτηριστικά που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών, τα 

οποία απουσιάζουν από ριζoβακτήρια (Andrews and Andrews, 2017).   

Η ομοταξία των β-Πρωτεοβακτηρίων περιλαμβάνει διαφορετικά είδη του γένους 

Burkholderia τα οποία είναι ικανά να δημιουργήσουν φυμάτια σε διάφορα είδη ψυχανθών 

(Moulin et al., 2001; Velázquez et al., 2013), όπως είναι τα Papilionoid και τα Mimosoid 

(Gyaneshwar et al., 2011).  Η εκτενέστερη εξέταση των βακτηρίων του γένους Burkholderia 

υπέδειξε την ύπαρξη δύο διαφορετικών γενεαλογικών σειρών, για τις οποίες προτάθηκε ο 

εξής διαχωρισμός: τα παθογόνα στελέχη να περιλαμβάνονται στο γένος Burkholderia, ενώ τα 

συμβιωτικά και ελεύθερα διαβιούντα στελέχη να εντάσσονται σε ένα καινούργιο γένος, το 

οποίο ονομάζεται Caballeronia (Estrada-de los Santos, 2016; Estrada-de los Santos et al., 

2013; Gyaneshwar et al., 2011).  Ωστόσο, ορισμένα είδη τοποθετήθηκαν προσωρινά σε ένα 

επίσης καινούργιο γένος, το Paraburkholderia (Sawana et al., 2014).  Το 2016 οι Dobritsa A. 

(Dobritsa and Samadpour, 2016) και οι συνεργάτες της πρότειναν την μετονομασία του 
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γένους αυτού σε Caballeronia, στο οποίο έχουν μεταφερθεί 25 στελέχη μέχρι σήμερα 

(Dobritsa et al., 2017; Dobritsa and Samadpour, 2016).        

Στην οικογένεια Burkholderiaceae συμπεριλαμβάνονται βακτήρια του γένους Cupriavidus, τα 

οποία είναι ικανά να δημιουργήσουν φυμάτια και να αζωτοδεσμεύσουν.  Το στέλεχος 

Ralstonia taiwanensis, το οποίο έχει απομονωθεί από φυμάτια του φυτού Mimosa (Chen et 

al., 2001) και αποτελεί το καταλληλότερο ριζόβιο για το φυτό αυτό (Chen et al., 2003), έχει 

μετονομαστεί σε Cupriavidus taiwanensis (Vandamme and Coenye, 2004).  Ορισμένα 

βακτήρια του γένους Cupriavidus, εκτός από την ικανότητά τους να προάγουν την ανάπτυξη 

ψυχανθών δεσμεύοντας ατμοσφαιρικό άζωτο, παρουσιάζουν αντοχή σε υψηλές 

συγκεντρώσεις βαρέων μετάλλων, λειτουργώντας αποτελεσματικά στην αποκατάσταση 

μολυσμένων εδαφών (Marques et al., 2013).  Στελέχη με ικανότητα δημιουργίας φυματίων 

φέρουν διαφορετικά είδη nod γονιδίων τα οποία έχουν ομοιότητες μεταξύ τους, 

συντελώντας ένα διαφορετικό κλάδο προερχόμενο από έναν κοινό πρόγονο του γένους 

Burkholderia (Andam et al., 2007; Bontemps et al., 2010; Chen et al., 2005; De Meyer et al., 

2016).  Εξαιτίας της ομοιότητας των βακτηρίων του γένους Cupriavidus με παθογόνα 

βακτήρια, η χρήση των βακτηρίων αυτών για τον εμβολιασμό του εδάφους μπορεί να ενέχει 

κινδύνους για την ανθρώπινη υγεία.   

Ορισμένα βακτήρια της ομοταξίας των γ-Πρωτεοβακτηρίων, τα οποία έχουν απομονωθεί 

από φυμάτια ψυχανθών παρουσιάζουν ικανότητα δημιουργίας φυματίων.  Η πρώτη 

αναφορά αλληλεπίδρασης γ-Πρωτεοβακτηρίων με ψυχανθή χρονολογείται σχετικά 

πρόσφατα, το 2004, οπότε στελέχη της ομοταξίας αυτής απομονώθηκαν από φυμάτια του 

φυτού Hedysarum (Benhizia et al., 2004).  Απομονώθηκαν τα στελέχη, Pantoea agglomerans, 

Enterobacter kobei, Enterobacter cloacae, Leclercia adecarboxylata, Escherichia vulneris, και 

στελέχη Pseudomonas sp..  Η απουσία στελεχών του γένους Rhizobium υποδηλώνει ότι 

βακτήρια των τάξεων Enterobacteriales και Pseudomonales ίσως είναι υπεύθυνα για την 

επαγωγή φυματίων σε αυτά τα ψυχανθή (Benhizia et al., 2004).  Επίσης, στελέχη 

Pseudomonas και Burkholderia spp. βρέθηκε ότι μπορούν να δημιουργήσουν φυμάτια στο 

φυτό Robinia pseudoacacia.  Τα βακτήρια αυτά φαίνεται να φέρουν γονίδια nodA και nodC 

παρόμοια με αυτά των Agrobacterium και Mesorhizobium, παραπέμποντας σε οριζόντια 

μεταφορά των γονιδίων αυτών (Shiraishi et al., 2010).   

Ένας μεγάλος πληθυσμός στελεχών της οικογένειας Enterobacteriaceae έχει απομονωθεί 

από φυμάτια ψυχανθών.  Στελέχη που ανήκουν στα γένη Enterobacter sp., Pantoea sp. και 

Klebsiella sp.  έχουν απομονωθεί από φυμάτια του Arachis hypogaea στην Αργεντινή (Ibañez 

et al., 2009), ενώ στελέχη του γένους Enterobacter sp. έχουν απομονωθεί από φυμάτια 

φυτών του γένους Acacia (Hoque et al., 2011).  Μία σειρά ερευνών στην Κίνα ταυτοποίησε 

την ύπαρξη βακτηρίων της οικογένειας Enterobacteriaceae σε φυμάτια των ψυχανθών, Vicia 

faba, Vicia angustifolia, Oxytropis glabra και Oxytropis ochrocephala (Kan et al., 2007).  Το 

στέλεχος Serratia plymuthica έχει βρεθεί σε φυμάτια του φυτού Sphaerophysa salsula (Deng 

et al., 2011), ενώ βακτήρια του γένους Pantoea sp. και Serratia sp. έχουν βρεθεί σε φυμάτια 

του ψυχανθούς Glycine max (σόγια) (Li et al., 2008).  Τα βακτήρια αυτά παρουσίασαν 

χαρακτηριστικά που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών in vitro, όπως η παραγωγή 

ινδολοξικού οξέος, η διαλυτοποίηση φωσφόρου και η δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου, 

ωστόσο μετά τον εμβολιασμό τους στα φυτά σόγια δεν παρατηρήθηκε προαγωγή της 
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δημιουργίας φυματίων και της ανάπτυξης των φυτών (Li et al., 2008).  Βακτήρια του φύλου 

των Ακτινοβακτηρίων, έχουν επίσης απομονωθεί από φυμάτια των ψυχανθών Lotus 

corniculatus και Anthyllis vulneraria στη Σουηδία.  Κατά τη διάρκεια αυτής της μελέτης 

αποδείχθηκε ότι όλα τα βακτήρια που απομονώθηκαν διαθέτουν γονίδια nodA και μπορούν 

να δημιουργήσουν φυμάτια στο ψυχανθές Lotus corniculatus (Ampomah and Huss-Danell, 

2011).   

Βακτήρια που αποικίζουν φυμάτια αλλά δεν έχουν ικανότητα δημιουργίας 

φυματίων   

Αρκετά μεγάλος είναι και ο πληθυσμός των βακτηρίων που αποικίζουν φυμάτια, αλλά δε 

διαθέτουν την ικανότητα να δημιουργούν τα ίδια από μόνα τους φυμάτια σε εκ νέου 

μόλυνση του φυτού.  Τα βακτήρια αυτά χαρακτηρίζονται κυρίως από την ικανότητά τους να 

προάγουν την ανάπτυξη των φυτών, παρουσιάζοντας μία σειρά PGP (Plant Growth 

Promoting) χαρακτηριστικών, όπως είναι η παραγωγή ΙΑΑ, η παραγωγή σιδηροφόρων, η 

δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου, η διαλυτοποίηση φωσφόρου, η παραγωγή αντιβιοτικών 

και η παραγωγή λυτικών ενζύμων.  Τα χαρακτηριστικά αυτά τα καθιστούν υποψήφια σαν 

παράγοντες βιολογικού ελέγχου (biocontrol agents).  Τα βακτήρια αυτά περιλαμβάνουν 

κυρίως στελέχη των φύλων, Πρωτεοβακτήρια, Firmicutes και Ακτινοβακτήρια.  Το φύλο των 

Πρωτεοβακτήρια αντιπροσωπεύεται από στελέχη των τριών ομοταξιών, α-Πρωτεοβακτήρια, 

β-Πρωτεοβακτήρια και γ-Πρωτεοβακτήρια.  Συχνά απαντώμενα γένη α-Πρωτεοβακτήρια 

είναι αυτά των Azospirillum, Gluconacetobacter και Ochrobactrum.  Το Azospirillum αποτελεί 

το πιο μελετημένο γένος, όσον αφορά στην ικανότητα των στελεχών του να λειτουργούν ως 

PGPR και PGPB.  Στελέχη του γένους αυτού χρησιμοποιούνται εμπορικά σε ορισμένες χώρες, 

ως σκευάσματα εμβολίων (bioinoculants) για την προαγωγή της ανάπτυξης ποικίλων 

καλλιεργειών, συμπεριλαμβανομένων και των ψυχανθών (Glick et al., 1999).  Το στέλεχος 

Azospirillum brasilense έχει την ικανότητα να δεσμεύει ατμοσφαιρικό άζωτο 

αλληλεπιδρώντας με μη ψυχανθή φυτά (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000).  Η 

αλληλεπίδραση του Azospirillum brasilense με βακτήρια που δημιουργούν φυμάτια σε φυτά 

alfalfa επηρέασε θετικά την απόδοση των δεύτερων, εξαιτίας την αύξησης της παραγωγής 

φλαβονοειδών από τα πρώτα, η οποία προάγει την έκφραση των γονιδίων nod (Volpin, 1996).  

Μελέτες έχουν δείξει ότι ο εμβολιασμός του στελέχους Pseudomonas fluorescens P-93 ή του 

Azospirillum lipoferum S-21 μαζί με Rhizobium σε ρίζες φυτών Phaseolus vulgaris αύξησε την 

παραγωγή (Yadegari et al., 2008).  Στελέχη του γένους Gluconacetobacter είναι γνωστά για 

την ικανότητά τους να λειτουργούν ως PGPR και PGPB και να δεσμεύουν ατμοσφαιρικό 

άζωτο.  Ο εμβολιασμός φυτών σόγιας με το στέλεχος Gluconacetobacter diazotrophicus σε 

συνδυασμό με ριζόβια στελέχη ενίσχυσε την απόδοση των καλλιεργειών (Reis and Teixeira, 

2015).  Βακτήρια του γένους Ochrobactrum είναι γνωστά κυρίως για την ικανότητά τους να 

δημιουργούν φυμάτια, ωστόσο έχουν απομονωθεί στελέχη που δεν παρουσιάζουν την 

ικανότητα αυτή από φυμάτια των Cicer arietinum, Glycyrrhiza uralensis, Cytisus scoparius και 

άλλων ψυχανθών.  Στελέχη Ochrobactrum απομονωμένα από φυμάτια του Pisum sativum 

παρουσίασαν PGP χαρακτηριστικά, όπως η διαλυτοποίηση φωσφόρου και η δημιουργία 

βιοϋμενίων (Tariq et al., 2013).  Επιπροσθέτως, ο εμβολιασμός φυτών Lupinus luteus με PGPB 

ανθεκτικά στα βαρέα μέταλλα, συμπεριλαμβανομένου και του στελέχους Ochrobactrum 

cytisi με στόχο τη φυτοεξυγίανση μολυσμένων εδαφών, οδήγησε σε αύξηση της καλλιέργειας 
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των Lupinus luteus καθώς και σε μείωση της συσσώρευσης των βαρέων μετάλλων (Dary et 

al., 2010).   

Γένη των β-Πρωτεοβακτηρίων τα οποία χρησιμοποιούν φυμάτια ψυχανθών ως ενδιαίτημα 

είναι το Burkholderia και το Variovorax.  Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, αρκετά μέλη του 

γένους Burkholderia φέρουν την ικανότητα δημιουργίας φυματίων, ωστόσο ορισμένα 

στελέχη που έχουν απομονωθεί από φυμάτια των φυτών, Mimosa, Glycine, Arachis, 

Lespedeza και Vigna unguiculata αδυνατούν να δημιουργήσουν φυμάτια.  Διαθέτουν PGP 

χαρακτηριστικά, τα οποία συμβάλλουν στην ορθή λειτουργία των φυματίων (J. Chen et al., 

2014; Li et al., 2008; Palaniappan et al., 2010; Pandey et al., 2005).  Στελέχη του γένους 

Variovorax έχουν απομονωθεί από φυμάτια Crotalaria incana στην Αιθιοπία, οπότε και 

παρουσίασαν υδρολυτική ενζυματική δράση, συνθέτοντας λιπάση, κυτταρινάση και 

πρωτεάση (Aserse et al., 2013).  Στην Αυστραλία στελέχη φυλογενετικά κοντά με το 

Variovorax paradoxus απομονώθηκαν από φυμάτια Acacia salicina και Acacia stenophylla 

(Hoque et al., 2011).   

Στελέχη γ-Πρεοβακτήρια, που ανήκουν στα γένη Pseudomonas, Enterobacter και Klebsiella 

έχουν απομονωθεί από φυμάτια Arachis hypogaea.  Όταν τα στελέχη εμβολιάστηκαν εκ νέου 

στο ίδιο φυτό, μαζί με βακτήρια του γένους Bradyrhizobium, βρέθηκε ότι αυξάνουν τον 

αριθμό των φυματίων στο φυτό, προάγοντας ταυτόχρονα την ανάπτυξή του (Ibañez et al., 

2009).  Τα στελέχη Pseudomonas fluorescens και Klebsiella pneumoniae βρέθηκε ότι μπορούν 

να αποικίσουν φυμάτια Vigna radiata όταν χορηγηθούν σε συνδυασμό με το στέλεχος Ensifer 

adhaerens, το οποίο είναι ικανό να δημιουργήσει φυμάτια (Pandya et al., 2013).  Στελέχη 

Pantoea, με ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου έχουν απομονωθεί από φυμάτια σόγια 

στην Κίνα (Li et al., 2008).  Επιπροσθέτως, στελέχη Pantoea έχουν απομονωθεί από φυμάτια 

Phaseolus vulgaris στην Αιθιοπία (Aserse et al., 2013).  Σε μία άλλη μελέτη στη Δυτική Κένυα, 

ο εμβολιασμός του Phaseolus vulgaris με ποικίλα στελέχη γ-Πρωτεοβακτηρίων σε 

συνδυασμό με στελέχη του γένους Rhizobium είχε ως αποτέλεσμα τη βελτίωση της απόδοσης 

των καλλιεργειών συγκριτικά με φυτά τα οποία είχαν εμβολιαστεί μόνο με Rhizobium 

(Wekesa et al., 2016).   

Το φύλο Firmicutes αντιπροσωπεύεται κυρίως από στελέχη του γένους Bacillus, τα οποία 

συναντώνται σε αφθονία σε φυμάτια ψυχανθών (Xu et al., 2014).  Τα περισσότερα στελέχη 

του γένους αυτού έχουν εξεταστεί για τα PGP χαρακτηριστικά τους.  Ο εμβολιασμός φυτών 

σόγιας με το στέλεχος Bacillus megaterium σε συνδυασμό με το Bradyrhizobium japonicum 

οδήγησε στην αύξηση της συγκέντρωσης αζώτου και της αιμοσφαιρίνης των ψυχανθών 

(Subramanian, 2015).  Πρόσφατα, η αλληλούχιση του γονιδιώματος του Bacillus simplex 

αποκάλυψε την έκφραση γονιδίων υπεύθυνων για την προαγωγή της ανάπτυξης 

εμβολιασμένων φυτών Pisum sativum .  Τέτοια γονίδια είναι αυτά που ευθύνονται για την 

παραγωγή πολυαμίδης, λιποπεπτιδίων, υδρολυτικών ενζύμων, καθώς και για τη 

διαλυτοποίηση φωσφόρου και την παραγωγή σιδηροφόρων (Maymon et al., 2015).  Το 

Bacillus simplex είναι γνωστό για τα PGP χαρακτηριστικά που διαθέτει και έχει απομονωθεί 

ως ενδόφυτο από αρκετά φυτά καθώς και ως NAΒ (nodule associated bacteria) από φυμάτια 

μπιζελιού, έπειτα από εμβολιασμό του σε συνδυασμό με το στέλεχος Rhizobium 

leguminosarum bv. Viciae (Schwartz et al., 2013).  Λιγότερο συχνή, αλλά εξίσου σημαντική 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bradyrhizobium
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είναι η αποίκιση των φυματίων ψυχανθών από στελέχη του γένους Paenibacillus.  Στελέχη 

έχουν απομονωθεί από φυμάτια του ψυχανθούς Medicago sativa (Lai et al., 2015).   

Τα φυμάτια αποικίζονται επίσης και από στελέχη του φύλου Ακτινοβακτήρια, με τα γένη 

Arthrobacter, Brevibacterium και Micromonospora να συναντώνται συχνότερα.  Στελέχη του 

γένους Arthrobacter έχουν απομονωθεί από φυμάτια του ψυχανθούς Lespedeza, όπου 

παρουσίασαν την ικανότητα παραγωγής απαμινάσης του ACC και σιδηροφόρων 

(Palaniappan et al., 2010).   Το στέλεχος Arthrobacter protophormiae, το οποίο παράγει 

απαμινάση του ACC προσφέρει αντοχή σε συνθήκες αλατότητας σε εμβολιασμένα φυτά 

Pisum sativum (Barnawal et al., 2014).  Στελέχη Brevibacterium έχουν απομονωθεί από 

φυμάτια ψυχανθών στην Κίνα (Xu et al., 2014).  Ο εμβολιασμός φυτών Cicer arietinum και 

Cajanus cajan με στελέχη Brevibacterium ευνόησε την ανάπτυξη των φυματίων και βελτίωσε 

τη λειτουργία τους.  Αυτό επιδεικνύει ότι τα στελέχη του γένους αυτού συμβιώνουν 

αποτελεσματικά με στελέχη του γένους Rhizobium στα φυμάτια ψυχανθών (Gopalakrishnan 

et al., 2016).  Στελέχη του γένους Micromonospora έχουν απομονωθεί, τα τελευταία χρόνια 

από φυμάτια ψυχανθών (Carro et al., 2012; Martínez-Hidalgo et al., 2014a; Niner et al., 1996).  

Παρουσιάζουν δράση εναντίον μυκήτων (Martínez-Hidalgo et al., 2015) καθώς και PGP 

χαρακτηριστικά, όταν εμβολιάζονται σε φυτά alfalfa και Lupinus (Martínez-Hidalgo et al., 

2014b).  Βακτήρια του γένους Streptomyces συναντώνται επίσης σε φυμάτια ψυχανθών, 

παρουσιάζοντας αντιμυκητιασική δράση καθώς και ιδιότητες που προάγουν την ανάπτυξη 

των φυτών (Schrey and Tarkka, 2008).    

1.2.3 Το μικροβίωμα των φυματίων του μαυρομάτικου φασολιού (Vigna 

unguiculata L. Walp)  

Το ψυχανθές Vigna unguiculata (μαυρομάτικο φασόλι) ανήκει στο γένος Vigna και η 

προέλευσή του εντοπίζεται στη Δυτική Αφρική (Padulosi and Ng, 1997; Verdcourt, 1970).  Το 

μαυρομάτικο φασόλι παρουσιάζει αντοχή στην ξηρασία και τη θερμότητα, με βέλτιστη 

θερμοκρασία τους 25-35ο C.  Αναπτύσσεται  καλύτερα σε αμμώδη και ξηρά εδάφη, από το 

επίπεδο της θάλασσας, μέχρι και το υψόμετρο των 1.500 μέτρων (Gonçalves et al., 2016).  

Έχει χαμηλές απαιτήσεις σε θρεπτικά συστατικά, καθώς τα φυμάτια των ριζών του του 

εξασφαλίζουν τις απαιτούμενες ποσότητες αζώτου για την επιβίωσή του και έτσι μπορεί να 

αναπτυχθεί και να επιβιώσει σε άγονα εδάφη.  Διαθέτει αντοχή σε ακραίες τιμές pH, από το 

όξινες τιμές (pH 4.0) έως πολύ αλκαλικές (Fery, 2002).  Αναπτύσσεται κυρίως σε ημι-άνυδρες 

περιοχές της Αφρικής, της Κεντρικής και Νότιας Αμερικής, της Νότιας Ευρώπης και της Ασίας.  

Οι χώρες με τη μεγαλύτερη παραγωγή μαυρομάτικου φασολιού είναι η Νιγηρία, ο Νίγηρας, 

η Βραζιλία, η Αϊτή, η Ινδία η Σρι Λάνκα, η Μιανμάρ, η Αυστραλία, και οι Ηνωμένες Πολιτείες 

(TJAI, 2010).   

Σύμφωνα με μια πρόσφατη έρευνα, το μικροβίωμα φυματίων σε δύο ποικιλίες 

μαυρομάτικου φασολιού που είχαν αναπτυχθεί σε ημίξηρη περιοχή της Βραζιλίας βρέθηκε 

να απαρτίζεται κυρίως από στελέχη του γένους Bradyrhizobium (25%) (Leite et al., 2017).  

Ωστόσο, το 60% των αλληλουχιών που απομονώθηκαν ανήκουν στα γένη, Enterobacter, 

Chryseobacterium, Sphingobacterium και μη ταξινομημένα Enterobacteriaceae.  

Υποστηρίζεται, ότι τα στελέχη του γένους Chryseobacterium συμβάλλουν στην αντοχή του 

φυτού στην αλατότητα των ημι-άνυδρων περιοχών στις οποίες αναπτύσσεται, όπως έχει 

παρατηρηθεί και στην περίπτωση του Phaseolus vulgaris σε παλαιότερη έρευνα (Estévez et 
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al., 2009; Leite et al., 2017).  Στελέχη φυλογενετικά όμοια με το Bradyrhizobium neotropicale 

απομονώθηκαν από όλα τα φυτά που εξετάστηκαν στην παραπάνω έρευνα και θεωρήθηκε 

ότι αποτελούν τους βασικούς συμβιώτες του μαυρομάτικου φασολιού.  Βρέθηκε, ότι το 

μικροβίωμα των φυματίων απαρτίζεται από τα φύλα που ανήκουν στα Πρωτεοβακτήρια, 

Βακτηριοειδή, Ακτινοβακτήρια και Firmicutes, με τα Πρωτεοβακτήρια να συνιστούν το 

επικρατές φύλο και τα γ-Πρωτεοβακτήρια και α-Πρωτεοβακτήρια να αποτελούν το 29 % και 

25%, αντίστοιχα, του συνόλου των Πρωτεοβακτηρίων (Leite et al., 2017). 

Έρευνες που διεξήχθησαν σε περιοχές της Αφρικής και της Ασίας, χώρες οι οποίες 

θεωρούνται οι περιοχές προέλευσης του μαυρομάτικου φασολιού, υπέδειξαν ότι το 

κυρίαρχο γένος που αποικίζει τα φυμάτιά του είναι το Bradyrhizobium, τα στελέχη του 

οποίου είναι υπεύθυνα για τη δημιουργία φυματίων στο μαυρομάτικο φασόλι (Pule-

Meulenberg et al., 2010; Sarr et al., 2009; Steenkamp et al., 2008; Wade et al., 2014).  Στη 

Βραζιλία, όπου το μαυρομάτικο φασόλι αποτελεί εισαγόμενη και όχι γηγενή καλλιέργεια, 

παρατηρείται μεγαλύτερη ποικιλία στα στελέχη που αποικίζουν τα φυμάτια, τα οποία κυρίως 

ανήκουν στα γένη Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium και Sinorhizobium και σε γένη 

του φύλου Firmicutes, Bacillus και Paenibacillus (Costa, 2013; Leite et al., 2009; Martins et al., 

1997).  Φυμάτια από μαυρομάτικα φασόλια της περιοχής του Αμαζονίου παρουσίασαν 

στελέχη τα οποία κατατάσσονται στα γένη Pseudomonas, Enterobacter (γ-Πρωτεοβακτήρια), 

Bacillus και Paenibacillus.  Τα στελέχη αυτά δεν παρουσιάζουν την ικανότητα δημιουργίας 

φυματίων, αν και ορισμένα αυτά έχουν τη δυνατότητα να δεσμεύουν ατμοσφαιρικό άζωτο 

και να παράγουν Ινδολοξικό οξύ (ΙΑΑ), συμβάλλοντας στη θρέψη του φυτού (Jaramillo et al., 

2013).  Μικρότερος αριθμός ερευνών οι οποίες έχουν διεξαχθεί σε ημι-άνυδρα εδάφη της 

Βραζιλίας έχει υποδείξει την αποίκιση των φυματίων του μαυρομάτικου φασολιού από το 

στέλεχος Microvirga vignae, άλλοτε σε χαμηλές και άλλοτε σε υψηλές συγκεντρώσεις (Leite 

et al., 2017; Radl et al., 2013; Zilli et al., 2015).  Η διαφορά αυτή των συγκεντρώσεων του 

στελέχους αυτού μεταξύ των διαφορετικών περιοχών πιθανόν να οφείλονται στις διαφορές 

της σύστασης του εδάφους (Leite et al., 2017).  Κατά τη διεξαγωγή ερευνών του De Meyer 

και συνεργατών (2015) (De Meyer et al., 2015) απομονώθηκαν γένη, Enterobacter, 

Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού, αποτελέσματα 

τα οποία συμβαδίζουν με αυτά των Leite και συνεργατών (2017) (Leite et al., 2017).  Βρέθηκε 

ότι διαφορετικά γένη επικρατούν σε διαφορετικές περιοχές καλλιέργειας, γεγονός το οποίο 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η σύσταση του εδάφους είναι ο κύριος παράγοντας που 

επηρεάζει το μικροβίωμα των φυματίων, ενώ ο γονότυπος του φυτού συμβάλλει σε 

μικρότερο βαθμό (De Meyer et al., 2015; Leite et al., 2017).    

Βακτήρια του γένους Enterobacter και κυρίως της τάξης των γ-Πρωτεοβακτηρίων έχουν 

απομονωθεί από φυμάτια ψυχανθών σόγιας και μαυρομάτικου φασολιού (De Meyer et al., 

2015; de Oliveira-Longatti et al., 2014; Deng et al., 2011; Leite et al., 2017, 2009; Li et al., 

2008).  Τα στελέχη αυτά δε διαθέτουν ικανότητα δημιουργίας φυματίων, ωστόσο είναι 

γνωστά για τη συμβολή τους στην ανάπτυξη των φυτών, μέσω της αζωτοδέσμευσης και της 

παραγωγής ινδολοξικού οξέος (Aserse et al., 2013). 
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1.2.4 Στελέχη της τάξης Enterobacteriales   

1.2.4.α Γένος Enterobacter  

Το γένος Enterobacter ανήκει στην ομοταξία των γ-Πρωτεοβακτήρια, του φύλου 

Πρωτεοβακτήρια, στην τάξη των Enterobacteriales και στην οικογένεια των 

Enterobacteriaceae.  Περιγράφηκε για πρώτη φορά από τους Hormaeche και Edwards το 

1960, οι οποίοι πρότειναν τη μετονομασία του γένους Aerobacter σε Enterobacter 

(Hormaeche and Edwards, 1960).  Οι μικροοργανισμοί που συγκαταλέγονται στην οικογένεια 

των Enterobacteriaceae, περιλαμβάνουν στελέχη τα οποία είναι αρνητικά κατά Gram, είναι 

προαιρετικά αναερόβιοι μικροοργανισμοί, δε δημιουργούν σπόρια, διαθέτουν ραβδόμορφο 

σχήμα και έχουν τη δυνατότητα μετακίνησης, κυρίως με τη χρήση μαστιγίων (flagella).  Η 

βέλτιστη θερμοκρασία για την ανάπτυξή τους είναι 25o-28o C.  Ορισμένοι μικροοργανισμοί 

αναπτύσσονται χρησιμοποιώντας τη γλυκόζη, ως τη μόνη πηγή άνθρακα, ενώ άλλοι 

χρειάζονται την παρουσία βιταμινών και αμινοξέων (Brenner and III Farmer, 2005).  Το 

αντιπροσωπευτικό γένος της οικογένειας των Enterobacteriaceae είναι το γένος Escherichia 

(Castellani and Chalmers, 1919), ενώ στην οικογένεια ανήκουν επίσης τα γένη, Shigella, 

Erwinia, Hafnia, Serratia, Yersinia,  Lelliottia, Kluyvera, Pantoea, Salmonella, Enterobacter, 

Citrobacter, Candidatus, Proteus, Yokenella, Arsenophonus, Photorhabdus και Xenorhabdus 

(Brenner and III Farmer, 2005).    

Το γένος Enterobacter περιλαμβάνει 13 είδη και 5 υποείδη, τα 3 εκ των οποίων 

περιλαμβάνουν υποείδη του στελέχους Enterobacter hormaechei και είναι, το Enterobacter 

hormaechei subsp. oharae, το E. hormaechei subsp. hormaechei και το E. 

hormaechei subsp. steigerwaltii (Hoffmann et al., 2005b; O’Hara et al., 1989) και άλλα 2 

αποτελούν υποείδη του στελέχους Enterobacter cloacae και περιλαμβάνουν, το Enterobacter 

cloacae subsp. cloacae  και το   Enterobacter cloacae subsp. dissolvens (Hoffmann et al., 

2005a; Liu et al., 2012a).  Τα στελέχη που συγκαταλέγονται στο γένος Enterobacter είναι, το 

Enterobacter asburiae, Enterobacter bugandensis (Doijad et al., 2016), Enterobacter 

cancerogenus το οποίο θεωρείται συνώνυμο του Enterobacter taylorae (Grimont and Ageron, 

1989), το Enterobacter kobei (Kosako et al., 1996), το Enterobacter ludwigii (Hoffmann et al., 

2005c), το Enterobacter mori (B. Zhu et al., 2011), το Enterobacter muelleri (Kämpfer et al., 

2015), το Enterobacter siamensis (Khunthongpan et al., 2013), το Enterobacter soli (Manter et 

al., 2011), το Enterobacter tabaci (Duan et al., 2015) και το Enterobacter xiangfangensis (Gu 

et al., 2014).   

Η φυλογενετική ανάλυση βάσει της αλληλουχίας του rrs γονιδίου (κωδικοποιεί το 16S rRNA) 

έχει χαμηλή διακριτική ικανότητα, με αποτέλεσμα να είναι δύσκολη η ταυτοποίηση 

συγγενικών σχέσεων των στελεχών της τάξης Enterobacteriales, έτσι έχουν χρησιμοποιηθεί 

επιπλέον γονίδια, όπως το gyrB (Dauga, 2002; Fukushima et al., 2002), το dnaJ (Nhung et al., 

2007), το oriC (Roggenkamp, 2007) και το recA (Tailliez et al., 2010), για την εύρεση της 

φυλογενετικής συγγένειας που συνδέει τα στελέχη μεταξύ τους.  Επίσης, μία πιο πρόσφατη 

προσέγγιση για τη διερεύνηση της φυλογένειας των στελεχών των μελών της τάξης των 

Enterobacteriales περιλαμβάνει την αλληλούχιση πολλών γενετικών τόπων (Multilocus 

sequence analysis, MLSA), που ανήκουν σε διαφορετικές ομάδες γονιδίων: (i) tuf και atpD 

(Paradis et al., 2005) (ii) atpD, carA και recA (Young and Park, 2007) (iii) gapA, gyrA και ompA 

(Naum et al., 2011) (iv) rpoB, gyrB, dnaJ και recA (Hata et al., 2016) (v) fusA, pyrG, rplB, rpoB 
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και sucA (Ee et al., 2016)(vi) gyrB, rpoB, atpD και infB, η οποία είναι η πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενη (Brady et al., 2008; C Brady et al., 2013; Brady et al., 2014; Zhang and Qiu, 

2015).  Οι μελέτες αυτές έχουν οδηγήσει σε αναταξινομήσεις εντός της τάξης των 

Enterobacteriales.     

Ορισμένα στελέχη τα οποία στο παρελθόν συγκαταλέγονταν στο γένος Enterobacter, εξαιτίας 

της ενδελεχούς έρευνας του γονιδιώματος και των βιοχημικών χαρακτηριστικών τους 

μεταφέρθηκαν σε διαφορετικά γένη και μετονομάστηκαν.  Αυτά τα στελέχη περιλαμβάνουν, 

το στέλεχος Enterobacter aerogenes, το οποίο μεταφέρθηκε στο γένος Klebsiella με την 

ονομασία Klebsiella mobilis (Bascomb et al., 1971; Izard et al., 1980b; Tindall et al., 2016), το 

Enterobacter agglomerans, το οποίο μετονομάστηκε σε Pantoea agglomerans (Ewing and 

Fife, 1972; Gavini et al., 1989), το Enterobacter amnigenus, που μετονομάστηκε σε Lelliottia 

amnigenus (C Brady et al., 2013; Izard et al., 1981), το στέλεχος Enterobacter arachidis 

μετονομάστηκε σε Kosakonia arachidis (C Brady et al., 2013; Madhaiyan et al., 2010), το 

Enterobacter cowanii μετονομάστηκε σε Kosakonia cowanii (C Brady et al., 2013; Inoue et al., 

2000), το Enterobacter gergoviae σε Pluralibacter gergoviae (C Brady et al., 2013; Brenner et 

al., 1980), το Enterobacter helveticus σε Cronobacter helveticus και το Enterobacter turicensis 

σε Cronobacter zurichensis (C Brady et al., 2013; Stephan et al., 2007), το Enterobacter 

intermedius μετονομάστηκε σε  Kluyvera intermedia (Izard et al., 1980a; Pavan et al., 2005), 

το Enterobacter massiliensis σε Metakosakonia massiliensis (Alnajar and Gupta, 2017; Lagier 

et al., 2013), το Enterobacter nimipressuralis σε Lelliottia nimipressuralis (C Brady et al., 2013; 

Brenner et al., 1986a), το Enterobacter oryzae σε Kosakonia oryzae (C Brady et al., 2013; Peng 

et al., 2009), το Enterobacter oryzendophyticus σε Kosakonia oryzendophytica και το 

Enterobacter oryziphilus σε Kosakonia oryziphila (Hardoim et al., 2013b; Li et al., 2016), το 

Enterobacter pulveris σε Cronobacter pulveris (C Brady et al., 2013; Stephan et al., 2008), το 

Enterobacter pyrinus σε Pluralibacter pyrinus (C Brady et al., 2013; Chung et al., 1993), το 

Enterobacter radicincitans σε Kosakonia radicincitans (Carrie Brady et al., 2013; Kämpfer et 

al., 2005), το  Enterobacter sacchari σε Kosakonia sacchari (Gu et al., 2014; Zhu et al., 2013), 

το Enterobacter sakazakii σε Cronobacter sakazakii (III Farmer et al., 1980; Iversen et al., 

2007), το Enterobacter taylorae σε Enterobacter cancerogenus (III Farmer et al., 1985; 

Schønheyder et al., 1994) και τέλος, το Enterobacter turicensis σε Cronobacter zurichensis (C 

Brady et al., 2013; Stephan et al., 2007).   

Μέλη του γένους Enterobacter μπορούν να αποικίσουν ποικίλα ενδιαιτήματα, όπως είναι το 

έδαφος, το νερό και τα απόβλητα.  Επίσης, έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν με 

ζωντανούς οργανισμούς, φυτά, έντομα, ζώα, καθώς και με τον άνθρωπο.  Στελέχη του γένους 

Enterobacter είναι υπεύθυνα για ένα μεγάλο μέρος νοσοκομειακών λοιμώξεων, εξαιτίας της 

αντοχής τους απέναντι σε απολυμαντικά και αντιμικροβιακούς παράγοντες (Grimont and 

Grimont, 2005; Wang et al., 2015).  Το μεγαλύτερο ποσοστό βακτηριαιμιών οφείλεται στο 

στέλεχος E. cloacae και ακολουθούν τα στελέχη E. agglomerans και E. sakazakii και άλλα, με 

σειρά συχνότητας (Regli and Pagès, 2015).  Η παρουσία στελεχών Enterobacter sp. έχει 

παρατηρηθεί κατά τη μόλυνση της κατώτερης αναπνευστικής οδού με πνευμονία, εμπύεμα, 

πυώδη βρoγχίτιδα και πνευμονικό οίδημα.  Άτομα με προσθετικές βαλβίδες και άτομα 

χρήστες εξαρτησιογόνων ουσιών με τη χρήση σύριγγας έχουν παρουσιάσει ενδοκαρδίτιδα 

οφειλόμενη σε στελέχη του γένους Enterobacter (Grimont and Grimont, 2005).  Στελέχη E. 

hormaechei έχουν απομονωθεί από τραύματα, πτύελα και από δείγματα αίματος (O’Hara et 
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al., 1989).  Έχει επίσης περιγραφεί η μόλυνση πρόωρων νεογνών από το Ε. hormaechei 

(Wenger et al., 1997).  Επιπροσθέτως, το στέλεχος E. asburiae έχει απομονωθεί από κλινικά 

δείγματα, ούρων, αναπνευστικής οδού, κοπράνων, τραυμάτων και αίματος (Brenner et al., 

1986b).   

Τα στελέχη Enterobacter sp. αποικίζουν σε ένα μεγάλο βαθμό τη ριζόσφαιρα, 

παρουσιάζοντας χαρακτηριστικά που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (PGP).  Η 

λειτουργία τους στηρίζεται σε τρεις βασικούς μηχανισμούς οι οποίοι περιλαμβάνουν, τη 

σύνθεση θρεπτικών συστατικών για το φυτό, τη διευκόλυνση της πρόσληψης θρεπτικών από 

το έδαφος και την προστασία των φυτών από παθογόνα, όπως και από τη συσσώρευση 

βαρέων μετάλλων (Jha et al., 2011).  Ωστόσο, βακτήρια του γένους  Enterobacter sp. δρουν 

ως παθογόνα για ορισμένα φυτά.  Ένα παράδειγμα αποτελεί το E. cancerogenus, το οποίο 

βρέθηκε ότι προκαλεί σαράκι σε φυτά λεύκας (Populus sp.) (Grimont and Grimont, 2005), ενώ 

το E. mori έχει συνδεθεί με το μαρασμό φυτών Morus alba L. (λευκή μουριά) (B. Zhu et al., 

2011).        

Βακτήρια του γένους Enterobacter έχουν απομονωθεί από το εσωτερικό ριζών και βλαστών, 

καθώς και από το εσωτερικό φυματίων ψυχανθών.  Το στέλεχος Enterobacter cloacae subsp. 

dissolvens έχει απομονωθεί από την ενδόσφαιρα φυτών ρυζιού (Oryza sativa L.), όπου 

συνέβαλλε στη δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου (Prakamhang et al., 2009), ενώ το 

Enterobacter cloacae subsp. cloacae έχει απομονωθεί ως ενδόφυτο από το φυτό Capsicum 

annuum στο Χονγκ Κονγκ, το οποίο είχε προσβληθεί από φυτοπαθογόνο Ralstonia 

solanacearum (Liu et al., 2012b).  Βακτήρια Enterobacter sp., φυλογενετικά κοντά με τα 

στελέχη E. cloacae, E. hormaechei και E. asburiae έχουν απομονωθεί από φυμάτια φασολιού 

στην Κένυα (Wekesa et al., 2017), όπως και από φυμάτια Phaseolus vulgaris στην Κούβα 

(Sánchez et al., 2014).  Στέλεχος φυλογενετικά κοντά (99.4 %) με το Enterobacter asburiae 

έχει απομονωθεί από ρίζες φυτών Zea mays (Ogbo and Okonkwo, 2012).  Το στέλεχος αυτό 

παρουσίασε ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ, αμμωνίας, καθώς και υδρολυτικών ενζύμων, όπως η 

πεκτινάση και η κυτταρινάση.  Εκ νέου εμβολιασμός in vitro, σπόρων ρυζιού και του 

αραβόσιτου από το οποίο απομονώθηκε (Zea mays) απέδειξε ότι προάγει την ανάπτυξη των 

φυτών αυτών και ότι συμβάλλει στη δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου (Ogbo and Okonkwo, 

2012).  Το στέλεχος Enterobacter sp. FD17 έχει απομονωθεί από ρίζες φυτών ρυζιού και έχει 

επιδείξει υψηλή ικανότητα αποίκισης της ρίζας, καθώς και ικανότητα προαγωγής της 

ανάπτυξης του φυτού (Naveed et al., 2014).  Ο εμβολιασμός φυτών ρυζιού με το στέλεχος 

αυτό ευνόησε τη λειτουργία του φωτοσυνθετικού συστήματος II (PSII) και μείωσε το χρόνο 

άνθισης (Naveed et al., 2014).  Βακτήρια φυλογενετικά όμοια με τα στελέχη Enterobacter 

cancerogenous και Enterobacter asburiae έχουν απομονωθεί από το εσωτερικό ριζών του 

φυτού Hypericum silenoides (López-Fuentes et al., 2012).  Στελέχη Enterobacter sp. 

απομονωμένα από το εσωτερικό της ρίζας ζαχαροκάλαμου στην Κίνα έχουν την ικανότητα 

αζωτοδέσμευσης και προαγωγής της ανάπτυξης του φυτού, μέσω της παραγωγής 

σιδηροφόρων, ΙΑΑ, απαμινάσης του ACC και διαλυτοποίησης φωσφόρου (Lin et al., 2012).  

Το ανθεκτικό στην αλατότητα στέλεχος Enterobacter sp. P23 απομονώθηκε από ορυζώνες 

στην Ινδία και βρέθηκε να συμβάλλει στην προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών ρυζιού σε 

συνθήκες αλατότητας, κυρίως μέσω της παραγωγής απαμινάσης του ACC (Sarkar et al., 

2018).  Ορισμένα στελέχη του γένους Enterobacter, όπως τα E. cloacae (Nishikawa et al., 
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1979) και E. ludwigii (Kwon et al., 2007; Pawlicki-Jullian et al., 2010; Roblot et al., 2013) έχουν 

την ικανότητα να παράγουν εξωπολυσακχαρίτες (exopolysaccharides, EPS), οι οποίοι λόγω 

του υψηλού αριθμού αρνητικά φορτισμένων λειτουργικών ομάδων που φέρουν, έχουν την 

ικανότητα να συσσωρεύουν μέταλλα, συμβάλλοντας στη εξυγίανση μολυσμένων εδαφών 

(Brown and Lester, 1982).      

Enterobacter cloacae 

Το E. cloacae έχει αποδειχθεί ότι έχει την ικανότητα να παράγει ΙΑΑ, μέσω του μονοπατιού 

IPA (indole-3-pyruvate, ινδολο-3-πυρουβικό οξύ).  Το γονίδιο ipdC, το οποίο κωδικοποιεί το 

ένζυμο IPDC, είναι υπεύθυνο για την ικανότητα του βακτηρίου να παράγει ΙΑΑ (Koga et al., 

1991; Ryu and Patten, 2008; Saleh and Glick, 2001).  Το E. cloacae αδυνατεί να παράγει ΙΑΑ 

απουσία του ipdC, αποτέλεσμα το οποίο παρατηρείται και σε στελέχη όπως το Azospillum 

brasilence και το Erwinia herbicola που παράγουν ΙΑΑ μέσω του IPA μονοπατιού (Brandl and 

Lindow, 1996; Costacurta et al., 1994).  Το στέλεχος E. cloacae παρουσιάζει μία σειρά 

χαρακτηριστικών, τα οποία το καθιστούν ικανό να προάγει την ανάπτυξη των φυτών.  Τα 

χαρακτηριστικά αυτά περιλαμβάνουν την παραγωγή ΙΑΑ, σιδηροφόρων, απαμινάσης του 

ACC, διαλυτοποίηση φωσφόρου και δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου (Glick et al., 1995; 

Khalifa et al., 2016; Shah et al., 1998; Swamy et al., 2016).  Επίσης, έχει την ικανότητα συνθέτει 

αντιβιοτικά, λειτουργώντας αποτελεσματικά σαν παράγοντας βιολογικού ελέγχου 

(biocontrol agent), όπως στην περίπτωση της παρεμπόδισης της δράσης του φυτοπαθογόνου 

μύκητα Pythium ultimum σε καλλιέργειες αγγουριού, μαρουλιού, τομάτας, σιταριού, 

καρότου, βαμβακιού, ηλιοτρόπιου και ρεπανιού (Kageyama and Nelson, 2003; Nelson et al., 

1986; Roberts et al., 1994; Windstam and Nelson, 2008) και στην περίπτωση του νηματώδους 

Meloidogyne incognita (Duponnois et al., 1999).  Η ικανότητα του E. cloacae να συνθέτει 

αντιβιοτικούς παράγοντες, όπως η β-λακταμάση,  το καθιστά σημαντικό εργαλείο για τις 

βιομηχανίες φαρμάκων για την παραγωγή αντιβιοτικών ευρέος φάσματος, της ομάδας των 

κεφαλοσπορινών (Minami et al., 1980).  Ο εμβολιασμός του ψυχανθούς Pisum sativum με E. 

cloacae οδήγησε σε αύξηση του ύψους και του ξηρού βάρους των φυτών (Khalifa et al., 2016).  

Το στέλεχος E. cloacae φέρει ένα γονίδιο ομόλογο με το γονίδιο hns, το οποίο κωδικοποιεί 

τη μικρή πρωτεΐνη ιστονικού τύπου H-NS (small histone-like protein) σε στελέχη του 

Enterobacter sp. και στο E. coli (English et al., 2010).  Η πρωτεΐνη H-NS αποτελεί κύριο 

συστατικό της βακτηριακής χρωματίνης που επηρεάζει τη δομή του DNA και την έκφραση 

γονιδίων (Laurent-Winter et al., 1997; Williams and Rimsky, 1997).  Η έκφραση του 5 % του 

συνολικού αριθμού των γονιδίων του E. coli ρυθμίζεται από την πρωτεΐνη H-NS (Hommais et 

al., 2001).  Η H-NS συμβάλλει στην παραγωγή μαστιγίνης, τη δομική πρωτεΐνη των 

βακτηριακών μαστιγίων, συμβάλλοντας έτσι στη βελτίωση της κινητικότητας των βακτηρίων 

η οποία με τη σειρά της είναι σημαντική για την αποίκιση ποικίλων ενδιαιτημάτων, όπως οι 

φυτικές ρίζες (Landini and Zehnder, 2002; Ono et al., 2005).  Επιπλέον, η H-NS συμβάλλει στη 

σύνθεση μεμβρανικών πορινών, στη βιοσύνθεση λιποπολυσακχαριτών, καθώς και στην 

αντοχή των βακτηρίων σε περιβαλλοντικές αλλαγές που περιλαμβάνουν διαφοροποιήσεις 

στη θερμοκρασία, το pH και την οσμωτικότητα (Hommais et al., 2001; Landini and Zehnder, 

2002; Laurent-Winter et al., 1997; Ono et al., 2005).     

E. cloacae έχει απομονωθεί από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού (Vigna unguiculata L. 

Walp) στη Κένυα και στο Δυτικό Αμαζόνιο (Jaramillo et al., 2013; Ndungu et al., 2018), όπως 

επίσης και από ρίζες φυτών μηδικής (alfalfa) σε περιοχή της Σαουδικής Αραβίας (Khalifa et 
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al., 2016).  Φυμάτια του ψυχανθούς Hedysarum έχει βρεθεί ότι αποικίζονται από στελέχη της 

οικογένειας Enterobacteriacae, όπως το Enterobacter cloacae, το Enterobacter kobei, το 

Escherichia vulneris και το Pantoea agglomerans,  (Muresu et al., 2008).  Το E. cloacae 

βρέθηκε επίσης να αλληλεπιδρά με τη ρίζα και το βλαστό φυτών ρυζιού, όπου συνέβαλε στη 

δέσμευση ατμοσφαιρικού αζώτου (Ladha et al., 1983).  Σε σχετικά πρόσφατη έρευνα, στελέχη 

Enterobacter cloacae και Enterobacter ludwigii απομονώθηκαν από φυμάτια ψυχανθών 

Glycine max, Vigna radiata, Vigna unguiculata, Arachis hypogaea και Vigna mungo (Dhole et 

al., 2016).  Τα στελέχη αυτά ήταν θετικά για το γονίδιο nifH και φαίνεται να επηρέασαν θετικά 

την ανάπτυξη της καλλιέργειας του αράπικου φιστικιού (Arachis hypogaea), μέσω της 

αζωτοδέσμευσης, της παραγωγής ΙΑΑ και σιδηροφόρων και της διαλυτοποίησης φωσφόρου.  

Το E. cloacae επέδειξε υψηλή ικανότητα παραγωγής απαμινάσης του ACC (Dhole et al., 2016).  

Σε διαφορετική έρευνα, το στέλεχος E. cloacae απομονώθηκε από φυμάτια σόγιας στο 

Μαλάουι της Αφρικής, όπου παρουσίασε παραγωγή ΙΑΑ και σιδηροφόρων, όπως και 

ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου (Mwafulirwa et al., 2018).  Ως ενδόφυτο έχει 

απομονωθεί το στέλεχος E. cloacae από το εσωτερικό γυρεόκοκων από πεύκα στην περιοχή 

της Μεσογείου (Madmony et al., 2005).  Η αποίκιση των γυρεόκοκκων προσφέρει στο 

στέλεχος ευνοϊκές συνθήκες επιβίωσης, προστατεύοντάς το από την υπεριώδη ακτινοβολία, 

από αντιβιοτικά, καθώς και από υψηλές θερμοκρασίες.  Από την πλευρά του, το στέλεχος 

φαίνεται να συμβάλλει στη βλάστηση των πεύκων παρέχοντας ΙΑΑ (Madmony et al., 2005).     

Enterobacter ludwigii  

Τα στελέχη E. ludwigii SRI-211 και SRI-229 έχουν απομονωθεί από τη ριζόσφαιρα οργανικής 

καλλιέργειας ρυζιού και έχει βρεθεί ότι δρουν έναντι του φυτοπαθογόνου μύκητα 

Macrophomina phaseolina, διαθέτοντας ταυτόχρονα ικανότητα προαγωγής της ανάπτυξης 

φυτών σόργου και ρυζιού (Gopalakrishnan et al., 2012, 2011).  Η εφαρμογή των στελεχών 

αυτών σε φυτά ρεβιθιού και φάβας έδειξε να αυξάνει τον αριθμό και το βάρος των φυματίων 

τους καθώς και το βάρος της ρίζας και του βλαστού τους (Gopalakrishnan et al., 2016).  Σειρά 

ερευνών έχει αποδείξει την ικανότητα στελεχών E. ludwigii να παράγουν IAA.  Στέλεχος με 

99,8 % φυλογενετική ομοιότητα με το E. ludwigii απομονώθηκε από τη ριζόσφαιρα του φυτού 

Lolium perenne και παρουσίασε ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ, διαλυτοποίησης φωσφόρου, 

καθώς και δράση ενάντια στο φυτοπαθογόνο μύκητα Fusarium solani (Shoebitz et al., 2009).  

Ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ παρουσίασε, επίσης όταν απομονώθηκε ως ενδόφυτο από φυτά 

τζίντζερ στην Κίνα (T. Chen et al., 2014), καθώς και από ψυχανθή σόγιας στη Βραζιλία, όπου 

παρουσίασε και ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου (de Almeida Lopes et al., 2016).  Το 

στέλεχος E. ludwigii έχει απομονωθεί ως ενδόφυτο από φυτά σίτου στην Ινδία, οπότε και 

βρέθηκε να συμβάλει στην προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών αυτών σε συνθήκες 

ξηρασίας (Gontia-Mishra et al., 2016).  Το στέλεχος Enterobacter ludwigii βρέθηκε να 

αποικίζει τα φυμάτια του ψυχανθούς Trigonella foenum graecum, στην Ινδία, μαζί με τα 

στελέχη Enterobacter cloacae και Pantoea dispersa (Roy et al., 2016).  Όλα τα στελέχη 

επέδειξαν ικανότητα αζωτοδέσμευσης και παραγωγής ΙΑΑ, σιδηροφόρων και απαμινάσης 

του ACC.  Το E. ludwigii παρουσίασε την υψηλότερη αζωτοδεσμευτική ικανότητα και την 

παραγωγή της υψηλότερης συγκέντρωσης απαμινάσης του ACC εκ των τριών (Roy et al., 

2016).  E. ludwigii έχει απομονωθεί από φυμάτια Medicago lupulina στην αποκλεισμένη 

περιοχή του Τσέρνομπιλ (Pawlicki-Jullian et al., 2010).  Τα στελέχη E. ludwigii και E. 

hormaechei έχουν απομονωθεί από τη ριζόσφαιρα φυτών τομάτας σε θερμοκήπια στη Νότιο 
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Κορέα (Walpola and Arunakumara, 2016).  Τα δύο στελέχη ήταν θετικά για την παραγωγή ΙΑΑ 

και για την ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου (Walpola and Arunakumara, 2016).  

Έρευνες έχουν υποδείξει την ικανότητα του E. ludwigii να παράγει εξωπολυσακχαρίτες, 

καθιστώντας το χρήσιμο εργαλείο για την προστασία φυτών από συσσώρευση βαρέων 

μετάλλων (Kwon et al., 2007; Pawlicki-Jullian et al., 2010; Roblot et al., 2013).  Στελέχη E. 

ludwigii έχουν απομονωθεί από φυμάτια Vigna unguiculata (Dhole et al., 2016). 

1.2.4.β Γένος Lelliottia     

Το γένος Lelliottia, όπως και το γένος Enterobacter ανήκει στην ομοταξία των γ-

Πρωτεοβακτηρίων, του φύλου Πρωτεοβακτήρια, στην τάξη των Enterobacteriales και στην 

οικογένεια των Enterobacteriaceae.  Το γένος Lelliottia περιλαμβάνει 4 είδη, το Lelliottia 

jeotgali (Yuk et al., 2018), το Lelliottia aquatilis (Kämpfer et al., 2018), το Lelliottia amnigena 

(πρώην Enterobacter amnigenus) και το Lelliottia nimipressuralis (πρώην Enterobacter 

nimipressuralis), τα οποία έχουν αναταξινομηθεί από το γένος Enterobacter (C Brady et al., 

2013).  Τα στελέχη του γένους Lelliottia είναι βακτήρια αρνητικά κατά Gram με ραβδόμορφο 

σχήμα, προαιρετικά αναερόβιοι μικροοργανισμοί με ικανότητα μετακίνησης, τα οποία έχουν 

απομονωθεί κυρίως από το φυσικό περιβάλλον και από τροφές (Yuk et al., 2018).  Το Lelliottia 

nimipressuralis αποικίζει φυτά, ενώ το Lelliottia amnigena έχει απομονωθεί από κρεμμύδια, 

ακατέργαστο γάλα, κρέμες, κατσικίσιο τυρί και από Ισπανικό λουκάνικο και χρησιμοποιείται 

ως δείκτης επιμόλυνσης τροφίμων (García Fontán et al., 2007; Liu et al., 2016; Tamagnini et 

al., 2008).  Τα δύο αυτά στελέχη μπορεί να παρουσιάσουν παθογόνο δράση σε ανθρώπους, 

αλλά και σε φυτά.  Το L. nimipressuralis έχει απομονωθεί από κλινικά δείγματα αίματος και 

έχει συνδεθεί με ψευδώς θετικά αποτελέσματα βακτηριαιμίας (Kim et al., 2010), ενώ το L. 

amnigena έχει απομονωθεί από ασθενή με ενδοφθαλμίτιδα και από ασθενή που έχει 

υποβληθεί σε μεταμόσχευση καρδιάς (Bollet et al., 1991; Westerfeld et al., 2009).  Ως 

φυτοπαθογόνο, το L. amnigena έχει απομονωθεί από φυτά κρεμμυδιού στην Κίνα, στα οποία 

προκάλεσε σήψη (Liu et al., 2016).  Το στέλεχος Lelliottia aquatilis έχει απομονωθεί από 

πόσιμο νερό (Kämpfer et al., 2018), ενώ το Lelliottia jeotgali από αχιβάδες (Yuk et al., 2018).   

Lelliottia amnigena έχει απομονωθεί από ρίζες αραβόσιτου στην Ισπανία και βρέθηκε θετικό 

για την παραγωγή ΙΑΑ, σιδηροφόρων, απαμινάσης του ACC και για την ικανότητα 

διαλυτοποίησης φωσφόρου (Menendez et al., 2016), ενώ στέλεχος με 99,4 % φυλογενετική 

ομοιότητα με το L. amnigena έχει απομονωθεί ως ενδόφυτο από ρίζες φυτών μπανάνας στην 

Κένυα παρουσιάζοντας τα παραπάνω PGP χαρακτηριστικά (Ngamau et al., 2012).  Έχει 

αποδειχθεί από έρευνες ότι το στέλεχος L. amnigena παρουσιάζει παραγωγή 

εξωπολυσακχαριτών και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη βιοεξυγίανση εδαφών με υψηλή 

περιεκτικότητα βαρέων μετάλλων (Cescutti et al., 2005). Το L. amnigena έχει επίσης 

απομονωθεί ως ενδόφυτο από φυτά πατάτας (Reiter et al., 2002) και από φυμάτια του 

ψυχανθούς Vicia faba στη Βόρεια και Νότια Τυνησία (Saïdi et al., 2012).     
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1.3 Σκευάσματα ενεργών μικροοργανισμών (Bioinoculants)  

Τα σκευάσματα ενεργών μικροοργανισμών (bioinoculants) αποτελούν μείγματα ωφέλιμων 

μικροοργανισμών, τα οποία όταν προστεθούν στο έδαφος αυξάνουν την πυκνότητα του 

μικροβιακού πληθυσμού στη ριζόσφαιρα και ενισχύουν τη διαθεσιμότητα των θρεπτικών 

ουσιών στο φυτό ξενιστή, προάγοντας έτσι την ανάπτυξη του φυτού (Tallapragada and 

Seshagiri, 2017).  Τα σκευάσματα αυτά λειτουργούν ως βιολιπάσματα (biofertilizer), 

βιοδιεγέρτες (biostimulator), ρυθμιστές του αβιοτικού στρες (stress regulator) και ως 

παράγοντες βιοελέγχου (biocontrol agents) (Tallapragada and Seshagiri, 2017).  Οι τρόποι με 

τους οποίους χορηγούνται τα σκευάσματα ενεργών μικροοργανισμών περιλαμβάνει: (i) 

εφαρμογή σε σπόρους, (ii) εφαρμογή στη ριζόσφαιρα, (iii) εμβάπτιση της ρίζας του φυτού σε 

ενδεδειγμένη ποσότητα σκευάσματος.   

Η εφαρμογή σκευασμάτων ενεργών μικροοργανισμών που περιέχουν PGPR/PGPB, στα 

αρχικά στάδια της ανάπτυξης των φυτών έχει θετική επίδραση στην ανάπτυξη του βλαστού 

και της ρίζας τους, συμβάλλοντας έτσι στην αύξηση της βιομάζας τους.  Έχει αποδειχθεί ότι 

στελέχη  Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azotobacter sp. και Azospirillum sp. παρουσιάζουν 

PGP χαρακτηριστικά, τα οποία τα καθιστούν κατάλληλα για τη χρήση τους σαν συστατικά 

σκευασμάτων ενεργών μικροοργανισμών.  Η συνδυαστική χορήγηση των PGPR, Bacillus 

pumilus και Pseudomonas pseudoalcaligenes σε καλλιέργειες Oryza sativa L. φαίνεται να 

προάγει την ανάπτυξη των φυτών σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (Jha and Subramanian, 

2013).  Τα εμβολιασμένα φυτά παρουσίασαν υψηλότερο ποσοστό επιβίωσης, υψηλότερο 

ξηρό βάρος και ύψος, περισσότερη βλάστηση και μεγαλύτερη περιεκτικότητα στα θρεπτικά 

συστατικά, άζωτο (Ν), φώσφορος (P) και κάλιο (Κ) (Jha and Subramanian, 2013).  Ο 

εμβολιασμός του φυτού Triticum aestivum L. με τα στελέχη, Pseudomonas putida W2 και P. 

fluorescens W17 προσέφερε προστασία και προαγωγή της ανάπτυξης του φυτού σε συνθήκες 

αλατότητας (Nadeem et al., 2010).  Τα εμβολιασμένα φυτά παρουσίασαν αύξηση του ύψους 

του βλαστού και του μεγέθους της ρίζας, καθώς και ενίσχυση της καλλιέργειας.  Η παραγωγή 

απαμινάσης του ACC από τα παραπάνω στελέχη θεωρήθηκε υπεύθυνη για την προαγωγή της 

ανάπτυξης των φυτών Triticum aestivum L. (Nadeem et al., 2010).  Θετική ήταν και η 

επίδραση των στελεχών Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens 

και Azospirillum lipoferum σε φυτά Brassica napus L. σε συνθήκες αλατότητας (Saber et al., 

2013).  Ολοένα και περισσότερα στελέχη PGPR/PGPB έχουν μελετηθεί για τις ιδιότητές τους 

και αρκετά από αυτά έχουν εμπορευματοποιηθεί ως σκευάσματα ενεργών 

μικροοργανισμών, με κύριους εκπροσώπους τα γένη, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, 

Burkholderia και Agrobacterium (Saharan and Nehra, 2011).  Βακτήρια και του γένους 

Pseudomonas χρησιμοποιούνται ευρέως στην αγορά σε σκευάσματα ενεργών 

μικροοργανισμών, με σημαντικότερο πλεονέκτημα την ικανότητά τους να παράγουν υψηλά 

επίπεδα ΙΑΑ σε φυσικές συνθήκες, αλλά και σε συνθήκες αβιοτικού στρες (Bano and 

Musarrat, 2004; Pandey et al., 2011).   

Σημαντική είναι η συμβολή των μυκήτων και ιδιαίτερα των ενδο-μυκορριζικών μυκήτων 

(Arbuscular Mycorrhiza Fungi, AMF) στην προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών.  Οι AMF 

ανήκουν στο φύλο Glomeromycota και συμβιώνουν υποχρεωτικά με αυτότροφους 

οργανισμούς, κυρίως στις ρίζες των φυτών (Fitter, 2005).  Οι μύκητες αυτοί σχηματίζουν 

θυσάνους (arbuscules) στο εσωτερικό των ριζών, μέσω των οποίων μεταφέρουν φωσφορικά 
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ιόντα στο φυτό, ενώ ταυτόχρονα οι ίδιοι προσπορίζονται υδατάνθρακες από αυτό (Smith et 

al., 2001).  Η ανταλλαγή υδατανθράκων και φωσφόρου είναι θεμελιώδης για τη συμβίωση 

φυτού και AMF.  Οι AMF και τα ριζόβια βακτήρια θεωρούνται οι σημαντικότεροι ωφέλιμοι 

συμβιώτες των φυτών καθώς συμβάλλουν στην πρόσληψη θρεπτικών συστατικών, οι AMF 

από την πλευρά τους αποδίδουν στο φυτό φώσφορο ενώ τα ριζόβια άζωτο (Scheublin and 

Van Der Heijden, 2006).  Η συμβίωση AMF, ριζοβίων και ψυχανθών μπορεί να είναι επωφελής 

ή ζημιογόνα (Franzini et al., 2010; Scheublin and Van Der Heijden, 2006; Xiao et al., 2010).  

Σειρά ερευνών έχει δείξει ότι η συνεργιστική δράση AMF με ορισμένα στελέχη βακτηρίων 

συμβάλλει στην ενίσχυση της ανάπτυξης των φυτών με έμμεσο τρόπο, διευκολύνοντας την 

πρόσληψη θρεπτικών ουσιών, ενισχύοντας ανάπτυξη του ριζικού συστήματος και 

αναστέλλοντας τη δράση φυτοπαθογόνων μυκήτων (Abohatem et al., 2011; Barea et al., 

2002; Gamalero et al., 2002; Wehner et al., 2010).  Επομένως, ο συνδυασμός AMF με τα 

κατάλληλα PGPR/PGPB για τη σύνθεση σκευασμάτων ενεργών μικροοργανισμών θα 

συνέβαλλε σημαντικά στην προώθηση της ανάπτυξης των φυτών.  Η χορήγηση Azospirillum 

σε συνδυασμό με AMF σε φυτά ρυζιού φαίνεται να συνέβαλλε στη βελτίωση της ανάπτυξης 

φυτών σε συνθήκες ξηρασίας (Ruiz-Sánchez et al., 2010).  Η συνεργιστική δράση του AMF 

Glomus mosseae με το ριζόβιο Mesorhizobium mediterraneum σε φυτά Lathyrus sativus 

φαίνεται να μείωσε την αρνητική επίδραση της αλατότητας στη θρέψη και την ανάπτυξη του 

φυτού, συγκριτικά με τα μη εμβολιασμένα φυτά (Jin et al., 2010).  Ο εμβολιασμός φυτών 

Phaseolus vulgaris L. με το ριζόβιο στέλεχος, Rhizobium tropici CIAT899 και τον AMF, Glomus 

intraradices βελτίωσε την αποδοτικότητα της χρήσης του φωσφόρου, συνέβαλλε στη θρέψη 

του φυτού με άζωτο, αύξησε την απόδοση της καλλιέργειας και προσέφερε προστασία 

απέναντι σε φυτοπαθογόνους μύκητες (Tajini, 2012).  Η εφαρμογή των βακτηριακών 

στελεχών Bacillus megaterium και Pseudomonas fluorescens, σε συνδυασμό με τον AMF 

Glomus fasciculatum έδειξε να αυξάνει την ανάπτυξη και τη βιομάζα φυτών Ocimum 

basilicum (Hemavathi et al., 2006).  Η συνδυαστική δράση του στελέχους Pseudomonas 

flourscens με τους μύκητες Glomus mosseae και Acaulospora laevis ευνόησε την πρόσληψη 

φωσφόρου από λίπανση και συνέβαλε στην αύξηση της καλλιέργειας φυτών Capsicum 

annuum (Tanwar et al., 2013).   

Η εμπορευματοποίηση των PGPB/PGPR και των AMF είναι σημαντική για την ανάπτυξη της 

αειφόρου γεωργίας και απαιτεί συντονισμένη δράση επιστημονικών φορέων και  

βιομηχανιών.  Ορισμένα από τα στάδια που ακολουθούνται για την εμπορευματοποίηση 

ενός μικροοργανισμού, είναι αρχικά η απομόνωσή του και η μελέτη των ιδιοτήτων του, η 

μελέτη της δράσης του εναντίων φυτοπαθογόνων μικροοργανισμών, η διερεύνηση της 

ικανότητάς του να αποικίζει με εκ νέου μόλυνση τη ριζόσφαιρα ή την ενδόσφαιρα του φυτού 

και να λειτουργεί ενισχύοντας την ανάπτυξή του, η εξέταση της αποδοτικότητάς του στο 

πεδίο της καλλιέργειας, η μελέτη των απαραίτητων συνθηκών για παραγωγή σε μεγάλη 

κλίμακα, ο τοξικολογικός έλεγχος και ο ποιοτικός έλεγχος του σκευάσματος (Nandakumar et 

al., 2001).  Ένας μικροοργανισμός που προορίζεται για χρήση σε εμπορικά σκευάσματα, θα 

πρέπει να είναι ασφαλής για το περιβάλλον και τον άνθρωπο και να έχει την ικανότητα να 

συμβιώνει με άλλους ριζόβιους οργανισμούς (Nakkeeran et al., 1970).  Το στέλεχος Bacillus 

subtilis είναι ένας μικροοργανισμός που παράγει σπόρια τα οποία είναι ανθεκτικά σε ακραίες 

τιμές θερμοκρασίας και pH, σε παρασιτοκτόνα και λιπάσματα.  Το πρώτο σκεύασμα με 

συστατικό το στέλεχος Bacillus subtilis παρασκευάστηκε το 1985 στις Ηνωμένες Πολιτείες 
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(Nakkeeran et al., 1970).  Τα στελέχη B. subtilis A-13, GB03, GB07 κυκλοφόρησαν στην αγορά 

με τις ονομασίες, Quantum, Kodiak και Epic αντίστοιχα, με προορισμό την αντιμετώπιση 

παθογόνων του εδάφους (Nakkeeran et al., 1970).  Υπολογίζεται ότι στο 60-75 % των 

καλλιεργειών βαμβακιού, σόγιας και κηπευτικών στις Ηνωμένες Πολιτείες, χορηγούνται 

σκευάσματα του στελέχους B. subtilis, τα οποία λειτουργούν αποτελεσματικά στην 

αντιμετώπιση των παθογόνων Fusarium και Rhizoctonia (Nakkeeran et al., 1970).  

Τις τελευταίες δεκαετίες έχει στραφεί το ενδιαφέρον στα σκευάσματα ενεργών 

μικροοργανισμών, εξαιτίας των εξαιρετικών ικανοτήτων τους να προάγουν την ανάπτυξη των 

φυτών, μέσω της διαλυτοποίησης φωσφόρου, της παραγωγής φυτοορμονών, της 

προστασίας απέναντι σε βιοτικό (παθογόνοι μικροοργανισμοί) και αβιοτικό στρες και μέσω 

της βελτίωσης της αρχιτεκτονικής της ρίζας, η οποία συμβάλλει στην αποτελεσματικότερη 

πρόσληψη θρεπτικών συστατικών από το έδαφος.  Η κατανόηση των μηχανισμών δράσης 

των σκευασμάτων ενεργών μικροοργανισμών αποτελεί ένα χρήσιμο εργαλείο για την αύξηση 

της απόδοσης των καλλιεργειών και την αντιμετώπιση των αβιοτικών καταπονήσεων που 

προκαλούνται από την κλιματική αλλαγή, με την εφαρμογή γεωργικών πρακτικών φιλικών 

προς το περιβάλλον (Tallapragada and Seshagiri, 2017).    

1.4 Γονιδιώματα ενδοφύτων  

Το γονιδίωμα των ενδοφύτων παρουσιάζει ορισμένες ομοιότητες με αυτό των 

φυτοπαθογόνων, ωστόσο, οι ρυθμιστικοί μηχανισμοί και η έκφραση του γονιδιώματός τους 

διαφέρουν, γεγονός το οποίο ερμηνεύει τον διαφορετικό συντονισμό των δραστηριοτήτων 

και τρόπο κυτταρικής επικοινωνίας που παρουσιάζουν οι δύο λειτουργικές κατηγορίες 

βακτηρίων.  Η σύγκριση των λειτουργιών και των γονιδιωμάτων των συμβιωτικών και 

παθογόνων μικροοργανισμών, με τη χρήση βιοχημικών και ομικών τεχνολογιών, μπορεί να 

αποκαλύψει τις διαφορές στον τρόπο αλληλεπίδρασης των δύο με το φυτό ξενιστή, 

συμβάλλοντας έτσι στην ανάπτυξη νέων τεχνικών αειφόρου γεωπονίας (Kaul et al., 2016; 

Leveau, 2007; Lòpez-Fernàndez et al., 2015).  

1.4.1 Γονιδιωματική ανάλυση 

Η ανάλυση του γονιδιώματος των ενδοφυτικών μικροοργανισμών έχει ανοίξει το δρόμο για 

την ταυτοποίηση, απομόνωση και χαρακτηρισμό γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη 

συμβιωτική τους σχέση με τα φυτά ξενιστές.  Γονίδια τα οποία συναντώνται συχνά στα 

γονιδιώματα των ενδοφυτικών PGPB είναι υπεύθυνα για την αζωτοδέσμευση, για την 

παραγωγή φυτοορμονών (ΙΑΑ, γιβερρελλινών, κ.α.), για τη συσσώρευση σιδήρου, 

φωσφόρου και άλλων ορυκτών, για την αντοχή σε βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις και 

για μηχανισμούς προσκόλλησης σε επιφάνειες του ξενιστή.  Η μελέτη των γονιδίων αυτών 

μπορεί να αποκαλύψει τις στρατηγικές που ακολουθούνται κατά την αποίκιση της 

ενδόσφαιρας των φυτών από τους ενδοφυτικούς μικροοργανισμούς και να ερμηνεύσει τη 

συμβολή των ενδοφύτων στον κύκλο των θρεπτικών ουσιών στη ριζόσφαιρα (Firrincieli et al., 

2015; Fouts et al., 2008; Martínez-García et al., 2015).  Επιπροσθέτως, η αλληλούχιση των 

γονιδιωμάτων των ενδοφυτικών μικροοργανισμών έχει οδηγήσει στην αποκάλυψη γονιδίων 

που σχετίζονται με μεταβολικές δραστηριότητες των βακτηριακών στελεχών, όπως και 

γονιδίων που εμπλέκονται στην προτίμηση του ξενιστή τους.  Τέτοια γονίδια είναι αυτά που 

ευθύνονται για την παραγωγή αντιβιοτικών, όπως και για την αντοχή σε αντιβιοτικά, για την 

προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών, για τη λειτουργία των εκκριτικών συστημάτων και για 
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άλλες μεταβολικές διεργασίες.  Η ανάλυση του γονιδιώματος του ενδόφυτου Pantoea 

ananatis, το οποίο έχει απομονωθεί από την ενδόσφαιρα του φυτού Oryza sativa L.,  κοντά 

στον ποταμό Γουαδαλκιβίρ στην Ισπανία, αποκάλυψε την ύπαρξη γονιδίων συνθάσης και 

υδρολάσης της λακτόνης της Ν-ακυλομοσερίνης (N-acylhomoserine lactone, AHL), ένα 

σηματοδοτικό μόριο που εμπλέκεται στο μηχανισμό διακυτταρικής χημικής επικοινωνίας, 

όπως και την ύπαρξη των γονιδίων yidQ, yidP και yidR, τα οποία είναι υπεύθυνα για την 

προσκόλληση των κυττάρων σε διάφορες επιφάνειες και συμβάλλουν στην αποίκιση του 

ξενιστή (Megías et al., 2016).  Επίσης απομονώθηκαν γονίδια που εμπλέκονται στα εκκριτικά 

συστήματα τύπου I, IV, V και VI, όπως και γονίδια τα οποία είναι υπεύθυνα για την παραγωγή 

ΙΑΑ και σιδηροφόρων και για αντοχή στο φουμαρικό οξύ (Megías et al., 2016).  Η ανάλυση 

του γονιδιώματος του στελέχους Enterobacter sp. 638 σε συνδυασμό με την εφαρμογή 

συγκριτικής γονιδιωματικής ανάλυσης αποκάλυψαν την ύπαρξη γονιδίων τα οποία 

συμβάλλουν στην αντιμετώπιση παραγόντων αβιοτικών καταπονήσεων, στην πρόσληψη των 

θρεπτικών ουσιών που εκκρίνονται από τις ρίζες των φυτών, στη βιοσύνθεση τριχιδίων  (pili), 

μαστιγίων, κυτταρίνης και αιμοσυγκολλητίνης, η οποία συμβάλλει στην προσκόλληση του 

βακτηρίου σε επιφάνειες του ξενιστή (Taghavi et al., 2010).  Το  Enterobacter sp. 638 φέρει 

επίσης γονίδια υπεύθυνα για την παραγωγή σιδηροφόρων και ΙΑΑ, όπως και για την 

παραγωγή των αντιμικροβιακών παραγόντων, 4-υδροξυβενζοϊκό οξύ και 2-φαινυλοαιθανόλη 

(Taghavi et al., 2010).  Η αλληλούχιση του γονιδιώματος τους στελέχους Enterobacter sp. 

SST3, το οποίο απομονώθηκε από το εσωτερικό του βλαστού φυτού ζαχαροκάλαμου στη 

Τζαμάικα, έδειξε ότι το στέλεχος αυτό φέρει ένα γονίδιο συνθάσης της λακτόνης της Ν-

ακυλομοσερίνης (AHL), καθώς και ένα γονίδιο ορθόλογο του iaaH, το οποίο πιθανότατα 

συμβάλλει στη παραγωγή ΙΑΑ και κατά συνέπεια, στη προώθηση της ανάπτυξης του 

ζαχαροκάλαμου (Gan et al., 2012).  Γονιδιωματική ανάλυση του στελέχους Kosakonia 

radicincitans, απομονωμένο από τη ριζόσφαιρα του φυτού Ilex paraguariensis, υπέδειξε την 

παρουσία γονιδίων υπεύθυνων για αζωτοδέσμευση, για διαλυτοποίηση φωσφόρου (phoC), 

όπως και για παραγωγή σιδηροφόρων και την παραγωγή ΙΑΑ (γονιδίο ipdC) (Bergottini et al., 

2015).  Το διαθέσιμα γονιδιώματα ενδοφυτικών μικροοργανισμών λειτουργούν ως πρότυπα 

για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων των μικροοργανισμών μεταξύ τους αλλά και με τα φυτά.  

Επιπλέον γονιδιωματική ανάλυση του κάθε στελέχους ξεχωριστά συμβάλλει στη 

μεταγονιδιωματική, μεταγραφωμική και πρωτεομική μελέτη των ενδοφυτικών 

μικροοργανισμών.  Σημαντική είναι και η μελέτη του γονιδιώματος του φυτού ξενιστή, το 

οποίο επηρεάζεται από την αποίκισή του από ενδόφυτα (Guo et al., 2015).    
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Εικόνα 7.  Η χρήση ομικών τεχνολογιών για τη μελέτη του δυναμικού των μικροοργανισμών της ριζόσφαιρας, με 

σκοπό την αύξηση της απόδοσης των καλλιεργειών (Pena and Loyola-Vargas, 2014).  

1.4.2 Πολυγονιδιωματική ανάλυση 

Η συγκριτική πολυγονιδιωματική ανάλυση συμβάλλει στην κατανόηση των μεταβολικών και 

γενετικών διαφορών μεταξύ παρόμοιων μικροοργανισμών, οι οποίοι αναπτύσσουν 

διαφορετικό είδος αλληλοεπιδράσεων με τον ξενιστή τους.  Συγκριτικές πολυγονιδιωματικές 

αναλύσεις έχουν αποκαλύψει ότι διαφορές στη σύσταση των μεταβολικών, εκκριτικών και 

πρωτεϊνών-μεταφορέων και των πρωτεϊνών προσκόλλησης συνδέονται άμεσα με την 

επιλογή διαφορετικών ενδιαιτημάτων από τους μικροοργανισμούς.  Η σύγκριση των 

γονιδιωμάτων του ενδοφύτου  Klebsiella pneumoniae Kp342 και του ανθρώπινου παθογόνου  

Klebsiella pneumoniae MGH78578 αποκάλυψαν σημαντικές διαφορές, οι οποίες ερμηνεύουν 

της διαφορετικές λειτουργείες των δύο αυτών στελεχών (Fouts et al., 2008).  Διαφορές 

παρατηρήθηκαν στο ποσοστό και το είδος των μεταγραφικών παραγόντων και των 

σηματοδοτικών πρωτεϊνών.  Το στέλεχος Kp342 βρέθηκε να φέρει τουλάχιστον δύο άντι-άντι-

σίγμα παράγοντες, οι οποίοι απουσιάζουν από το παθογόνο MGH78578.  Οι παράγοντες 

αυτοί ρυθμίζουν την έκφραση ενός εναλλακτικού παράγοντα σίγμα, ως απάντηση σε 

συγκεκριμένα σήματα καταπόνησης.  Συστήματα φωσφοτρανσφερασών, τα οποία 

συμβάλλουν στη ρύθμιση της πρόσληψης και στην ενεργητική μεταφορά υδατανθράκων 

είναι παρόντα στο γονιδίωμα του Kp342, ενώ απουσιάζουν από το MGH78578, γεγονός το 

οποίο υποδηλώνει την πιθανή συνεισφορά του Kp342 σε μηχανισμούς μετακίνησης 

θρεπτικών συστατικών στην περιοχή της ριζόσφαιρας.  Επιπροσθέτως, το Kp342 παρουσιάζει 

υψηλότερο ποσοστό γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες κροσσών, οι οποίες 
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συμμετέχουν στην προσκόλληση των βακτηρίων σε επιφάνειες του ξενιστή (Fouts et al., 

2008).  Η εφαρμογή συγκριτικής γονιδιωματικής μεταξύ των αλληλουχιών στελεχών 

Enterobacter ludwigii, Pantoea vagans και Erwinia sp. και στελεχών αναφοράς για το κάθε 

γένος ξεχωριστά, τα οποία περιλαμβάνουν ανθρώπινα παθογόνα, φυτοπαθογόνα, ενδόφυτα 

και επιφυτικά στελέχη έδειξε ότι, από τα γονιδιώματα των παθογόνων μικροοργανισμών 

απουσιάζουν γονίδια υπεύθυνα για την έκφραση ενζύμων αζωτοδέσμευσης και για την 

έκφραση του σιδηροφόρων εντεροβακτίνης, ερμηνεύοντας έτσι τον διαφορετικό τρόπο 

λειτουργίας των διαφορετικών ειδών βακτηρίων (Lòpez-Fernàndez et al., 2015).  Το 

ανθρώπινο παθογόνο στέλεχος Enterobacter cloacae subsp. cloacae που χρησιμοποιήθηκε 

ως στέλεχος αναφοράς για τα βακτήρια του γένους Enterobacter στην παραπάνω μελέτη, 

παρουσίασε υψηλότερο ποσοστό γονιδίων υπεύθυνων για τη δημιουργία μαστιγίων 

συγκριτικά με τα ενδοφυτικά στελέχη, ένα χαρακτηριστικό που πιθανόν να προσδίδει στο 

στέλεχος πλεονέκτημα σε διεργασίες επιμόλυνσης (Lòpez-Fernàndez et al., 2015).    

1.4.3 Μεταγονιδιωματική ανάλυση  

Οι μεταγονιδιωματικές αναλύσεις προσφέρουν πληροφορίες για το σύνολο των 

αλληλουχιών των μικροοργανισμών που αποικίζουν διαφορετικά οικολογικά ενδιαιτήματα.  

Κατά τη διεξαγωγή των αναλύσεων απομονώνεται DNA από το σύνολο του βακτηριακού 

πληθυσμού ενός μικροπεριβάλλοντος και ακολουθεί ανάλυση του γονιδιακού περιεχομένου 

του.  Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατή η απευθείας πρόσβαση στο γονιδίωμα και στις 

μεταβολικές διεργασίες βακτηριακών στελεχών που είναι δύσκολο να αναπτυχθούν σε 

εργαστηρικό περιβάλλον, παρακάμπτοντας το χρονοβόρο βήμα της απομόνωσης και μελέτης 

αποικιών του κάθε είδους ξεχωριστά (Dinsdale et al., 2008).  Μεταγονιδιωματικές αναλύσεις 

του μικροβιακού πληθυσμού ενδοφύτων που έχουν απομονωθεί από ρίζες φυτών Oryza 

sativa στις Φιλιππίνες, αποκάλυψαν πολυάριθμες λειτουργίες που σχετίζονται με την 

προσαρμογή των ενδοφύτων στο μικροπεριβάλλον της ενδόσφαιρας (Sessitsch et al., 2012).  

Απομονώθηκαν γονίδια υπεύθυνα για τρία από τα μονοπάτια παραγωγής ΙΑΑ, για το 

μονοπάτι της τρυπταμίνης και για τα μονοπάτια ΙPA και IAM, όπως και γονίδια υπεύθυνα για 

την παραγωγή σιδηροφόρων, υποδεικνύοντας τη συμβολή των μικροοργανισμών στην 

προαγωγή της ανάπτυξης του φυτού και στην προστασία του από παθογόνα (Sessitsch et al., 

2012).  Η παρουσία γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα αποδόμησης αλογονοποιημένων 

αρωματικών ενώσεων, οι οποίες αποτελούν συστατικά βακτηριοκτόνων που χορηγούνται 

στις καλλιέργειες, προσδίδει στα βακτήρια αυτά ένα πλεονέκτημα επιβίωσης.  Επιπλέον, 

βρέθηκε υψηλό ποσοστό γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα τα οποία συμμετέχουν σε 

διεργασίες νιτροποίησης, αζωτοδέσμευσης και απονιτριποίησης, υποδεικνύοντας τη 

συμβολή των ενδοφύτων στον κύκλο του αζώτου (Ν) (Sessitsch et al., 2012).   

1.4.4 Μεταγραφωματική και Μεταμεταγραφωματική ανάλυση 

Η μεταγραφωματική αποτελεί την ανάλυση του μεταγραφώματος, δηλαδή την ανάλυση του 

συνόλου της γονιδιακής έκφρασης και εξετάζει την έκφραση όλων των mRNAs σε έναν 

οργανισμό.  Η μεταμεταγραφωματική, από την άλλη πλευρά, περιλαμβάνει τη συγκριτική 

ανάλυση των μεταγραφωμάτων του συνόλου των μικροοργανισμών που αλληλοεπιδρούν σε 

μία μικροβιακή κοινότητα και συμβάλλει στην κατανόηση της συνολικής κυτταρικής 

απόκρισης των μικροοργανισμών σε εναλλασσόμενα ενδιαιτήματα.  Η ταυτόχρονη ανάλυση 

της έκφρασης του μεταγραφώματος του φυτού ξενιστή θα προσέφερε βαθύτερη γνώση όσον 
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αφορά στους μηχανισμούς που συμβάλλουν στη συμβιωτική σχέση μεταξύ μικροοργανισμού 

και ξενιστή.  H ανάλυση του μεταγραφωμάτων του επιφυτικού μικροοργανισμού 

Azospirillum brasilense και του ξενιστή του Triticum aestivum (σιτάρι), με την εφαρμογή της 

μεθόδου αλληλούχισης RNA (RNAseq) αποκάλυψε αλλαγές σε επίπεδο έκφρασης κατά τη 

διάρκεια της συμβίωσης, και από τις δύο πλευρές (Camilios-Neto et al., 2014).  

Παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης γονιδίων βακτηριακής προσκόλλησης, γονιδίων που 

σχετίζονται με την προσαρμογής του μικροοργανισμού στο επιφυτικό περιβάλλον, καθώς και 

γονιδίων που εμπλέκονται στην αζωτοδέσμευση από το A. brasilense.  Επίσης, παρατηρήθηκε 

η έκφραση του γονιδίου sbpA, το οποίο είναι υπεύθυνο για την έκφραση μιας 40 kDa όξινης 

πρωτεΐνης η παραγωγή της οποίας επάγεται από την παρουσία ριζικών εκκρίσεων (Van 

Bastelaere et al., 1993) και είναι απαραίτητη για το χημειοτακτισμό προς ορισμένα σάκχαρα 

(D-γαλακτόζη, L-αραβινόζη, D-φρουκτόζη) και για την πρόσληψη της D-γαλακτόζης (Van 

Bastelaere et al., 1999).  Η έκφραση του υπεροξειδίου της δισμουτάσης (sodB) από το A. 

brasilense υποδηλώνει την ενεργοποίηση των συστημάτων προστασίας απέναντι στο 

οξειδωτικό στρες που προκαλείται από την άμυνα του φυτού ξενιστή.  Επιπροσθέτως, 

παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση ενός συμπλέγματος γονιδίων της νιτρογενάσης (οπερόνιο 

του nifHDK) που κωδικοποιούν την αναγωγάση της δινιτρογενάσης και δύο υπομονάδες της 

νιτρογενάσης (Golden et al., 1991), γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι το A. brasilense είναι 

πιθανόν να αζωτοδεσμεύει (Camilios-Neto et al., 2014).  Οι αλλαγές που παρατηρήθηκαν 

στην έκφραση των γονιδίων στο Triticum aestivum μετά τον εμβολιασμό του με A. brasilense 

περιλαμβάνουν την έκφραση  δύο πρωτεϊνών που σχετίζονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου και με την προαγωγή της ανάπτυξης της ρίζας, την αύξηση της έκφρασης της 

συνθετάσης της γλουταμίνης, ενός ενζύμου που συνδέεται με το μεταβολισμό του αζώτου, 

και της έκφρασης της νιτρογενάσης, και υποδηλώνουν ότι το A. brasilense συμβάλλει στη 

θρέψη του φυτού με άζωτο.  Επιπροσθέτως, παρατηρήθηκε η μείωση της έκφρασης της 

οξειδάσης του ACC (ACC oxidase, ACO), η οποία οδηγεί σε μείωση της παραγωγής αιθυλενίου 

στις ρίζες του φυτού (Broekaert et al., 2006; Camilios-Neto et al., 2014).  μεταγραφωματική 

ανάλυση σε φυτά σόγιας στη Βραζιλία αποκάλυψε την ύπαρξη πολυάριθμων τμημάτων RNA 

τα οποία δε σχετίζονταν με το γονιδίωμα του φυτού (Molina et al., 2012).  Συγκριτικές 

αναλύσεις των αλληλουχιών αποκάλυψαν την ύπαρξη ποικίλων παθογόνων, συμβιωτικών 

και ελεύθερα διαβιούντων μικροοργανισμών σε διαφορετικά δείγματα του φυτού σόγιας, τα 

οποία περιλάμβαναν μύκητες των κλάσεων των Βασιδιομυκήτων, Ασκομυκήτων, 

Γλομερομυκήτων και Χυτριδιομυκήτων, βακτήρια των φύλων: Ακτινοβακτήρια, 

Πρωτεοβακτήρια (α-, β-, γ-Πρωτεοβακτήρια), Firmicutes και Βακτηριοειδή, καθώς και 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Molina et al., 2012).   

1.4.5 Πρωτεωμική και Μεταπρωτεωμική ανάλυση   

Η πρωτεωμική ανάλυση περιλαμβάνει τη μελέτη των πρωτεϊνών που εκφράζονται από έναν 

οργανισμό (Wilkins et al., 1996), ενώ η μεταπρωτεωμική ανάλυση πραγματεύεται τη μελέτη 

της λειτουργικής έκφρασης του μεταγονιδιώματος και τη διασαφήνιση των μεταβολικών 

διεργασιών που λαμβάνουν χώρα σε μία μικροβιακή κοινότητα τη στιγμή της 

δειγματοληψίας.  Το βασικό εργαλείο της πρωτεωμικής ανάλυσης είναι η φασματομετρία 

μάζας (Mass spectrometry, MS) (Pandey and Mann, 2000; Yates et al., 1993).  Η 

μεταπρωτεωμική εκμεταλλεύεται τη φασματομετρία μάζας υψηλής απόδοσης, για τον 

εκτενή χαρακτηρισμό του συνόλου των πρωτεϊνών που εκφράζονται σε μία μικροβιακή 
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κοινότητα.  Η συλλογή των πρωτεϊνών από το μικροπεριβάλλον του ενδιαφέροντος μπορεί 

να διεξαχθεί μέσω άμεσης ή έμμεσης λύσης (Maron et al., 2007).  Κατά την άμεση λύση, το 

σύνολο του πρωτεϊνικού περιεχομένου μίας μικροβιακής κοινότητας απομονώνεται 

απευθείας από τη φυτική ενδόσφαιρα και αναλύεται, δίνοντας πληροφορίες για τα 

μεταβολικά προϊόντα των ενδοφύτων σε φυσικές συνθήκες ή συνθήκες στρες, τη δεδομένη 

χρονική στιγμή της δειγματοληψίας (Ogunseitan, 1996, 1993).  Ωστόσο, η μέθοδος άμεσης 

λύσης παρουσιάζει ορισμένες τεχνικές δυσκολίες στο χαρακτηρισμό των πρωτεϊνών του 

εκχυλίσματος, οι οποίες οφείλονται σε πιθανή επιμόλυνση των δειγμάτων (Maron et al., 

2007).  Η μέθοδος της έμμεσης λύσης περιλαμβάνει την ανάλυση του πρωτεϊνικού 

περιεχομένου ενός δείγματος ενδοφύτων το οποίο έχει απομονωθεί στο παρελθόν (Ehlers 

and Cloete, 1999; Maron et al., 2003).  Η συγκριτική ανάλυση των πρωτεϊνικών 

αποτυπωμάτων πραγματοποιείται με τη χρήση 2-D ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

πολυακρυλαμυδίου (Yadava et al., 2015), η οποία όμως παρουσιάζει χαμηλή αξιοπιστία κατά 

την ανάλυση πρωτεϊνών που βρίσκονται σε χαμηλό ποσοστό (Gygi et al., 2000) ή πρωτεϊνών 

που παρουσιάζουν υψηλή βασικότητα, υψηλή οξύτητα ή υψηλή υδροφοβικότητα (Lee, 

2001).  Η μελέτη της πρωτεϊνικής έκφρασης του στελέχους Gluconacetobacter diazotrophicus 

κατά την αλληλεπίδρασή του με φυτά ζαχροκάλαμου in vitro αποκάλυψε τη διαφοροποίηση 

της έκφρασης 77 πρωτεϊνών, ορισμένες από τις οποίες σχετίζονται με το μεταβολισμό των 

υδατανθράκων, των αμινοξέων, των νουκλεοτιδίων, καθώς και με τη μεταγραφική ρύθμιση 

(Lery et al., 2010).  Παρατηρήθηκε επίσης, η διαφοροποίηση της έκφρασης πρωτεϊνών που 

είναι υπεύθυνες για την απόκριση του μικροοργανισμού σε συνθήκες στρες, όπως η 

σαπερονίνη GroEL, η σαπερόνη DnaK και ο παράγοντας επιμήκυνσης Ts.  Οι σαπερόνες είναι 

βοηθητικές πρωτεΐνες αναδίπλωσης πρωτεϊνών και συμβάλλουν στη διατήρηση της 

λειτουργικής δομής των πρωτεϊνών σε συνθήκες στρες (Lery et al., 2010). 

1.4.6 Μεταπρωτεογονιδιωματική  

Η Μεταπρωτεογονιδιωματική συνδέει τη γονιδιωματική με την πρωτεομική ανάλυση 

περιβαλλοντικών δειγμάτων και επιτρέπει την ταυτοποίηση μεγαλύτερου αριθμού 

πρωτεϊνών, από ότι η πρωτεωμική από μόνη της.  Στη Μεταπρωτεογονιδιωματική 

συνδυάζεται η μεταγονιδιωματική και η μεταπρωτεωμική μελέτη του ίδιο δείγματος.  H 

χρήση της μεταπρωτεογονιδιωματικής προσέγγισης στη μελέτη των ενδοφυτικών 

μικροοργανισμών της φυλλόσφαιρας και της ριζόσφαιρας φυτών ρυζιού αποκάλυψε ότι 

παρά την παρουσία γονιδίων nifH και στα δύο μικροπεριβάλλοντα, η έκφραση των γονιδίων 

παρατηρήθηκε μόνο στην περιοχή της ριζόσφαιρας (Knief et al., 2012).  H 

μεταπρωτεογονιδιωματική ανάλυση του περιεχομένου ενός θρεπτικού μέσου με μοναδική 

πηγή άνθρακα το μεταξυλόλιο (m-xylene), το οποίο είχε παραμείνει στο εργαστήριο για 

αρκετά χρόνια, αποκάλυψε την ύπαρξη ενός νέου κλάδου ενζύμων τα οποία είναι υπεύθυνα 

για την αναερόβια αποικοδόμηση του μεταξυλολίου (Bozinovski et al., 2014).   
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Σκοπός της Μελέτης  
Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι ο προσδιορισμός της ποικιλομορφίας των βακτηρίων 

που αποικίζουν τα ριζικά φυμάτια φυτών μαυρομάτικου φασολιού (Vigna unguiculata), τα 

οποία έχουν συλλεχθεί από διαφορετικές περιοχές της Ελλάδας, καθώς και η μελέτη 

χαρακτηριστικών που σχετίζονται με την ικανότητάς τους να προάγουν την ανάπτυξη των 

φυτών, ώστε να επιλεχθούν εκείνα που φέρουν τα κατάλληλα χαρακτηριστικά για να 

δοκιμαστούν στον αγρό ως βιολιπάσματα.  Πραγματοποιήθηκε φυλογενετική ανάλυση των 

στελεχών με την εφαρμογή MSLA, για την οποία χρησιμοποιήθηκαν τέσσερα γονίδια που 

απαιτούνται για τη διατήρηση της βασικής κυτταρικής λειτουργίας (συστατικά γονίδια) (gyrB, 

rpoB, atpD και infB).  Τα γονίδια atpD και infB απομονώθηκαν στην παρούσα μελέτη, ενώ τα 

γονίδια gyrB και rpoB απομονώθηκαν σε προηγούμενες μελέτες από τον κ. Χ. Φωτιάδη.  Τα 

εξεταζόμενα στελέχη μελετήθηκαν για την ικανότητά τους για: (i) διαλυτοποίηση φωσφόρου, 

(ii) αζωτοδέσμευση, (iii) παραγωγή ινδολοξικού οξέος (ΙΑΑ) και (iv) σιδηροφόρων, (v) 

ομαδική κινητικότητα, καθώς και για (vi) την αντοχή τους σε αντιβιοτικά.  Εκτιμάται ότι, τα 

εξεταζόμενα βακτηριακά στελέχη (PGPΒ) επάγουν την ανάπτυξη των φυτών με τα οποία 

αναπτύσσουν συνεργιστικές σχέσεις, κυρίως μέσω των παραπάνω μηχανισμών.    
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2. Υλικά και Μέθοδοι 
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2.1 Βιολογικό Υλικό 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν βακτηριακά στελέχη τα οποία έχουν απομονωθεί από 

φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού (Vigna unguiculata L.) στο  Εργαστήριο Γενικής και 

Γεωργικής Μικροβιολογίας, του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών από τον κ. Χ. Φωτιάδη 

και Α. Ταμπακάκη. Στον Πίνακα 1 παρουσιάζεται η κωδική ονομασία των στελεχών, η 

ταξινόμησή τους κατά Gram, καθώς και  το συγγενέστερο βακτηριακό είδος στο οποίο 

ανήκουν, με βάση φυλογενετική ανάλυση που είχε πραγματοποιηθεί από τον κ. Χ. Φωτιάδη. 

Πίνακας 1.  Βακτηριακά στελέχη από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού. 

Κωδική ονομασία  Είδος  Ταξινόμηση κατά Gram  

C1.2 Enterobacter ludwigii Gram-αρνητικό 
C1.5 Enterobacter cloacae Gram-αρνητικό 
C3.1 Enterobacter mori Gram-αρνητικό 
D2.4 Lelliottia amnigena Gram-αρνητικό 

 

2.2 Καλλιέργεια και διατήρηση βακτηρίων 

Τα βακτηριακά στελέχη που εξετάστηκαν σε αυτή τη μελέτη αναγεννήθηκαν από τους -80 ο 

C με γραμμική επίστρωση σε στερεό θρεπτικό υλικό LB.  Έπειτα από επώαση στους 30ο C για 

24 ώρες επιλέχθηκαν μονές αποικίες και μεταφέρθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB.  

Ακολούθησε επώαση στους  30ο C υπό ανάδευση στα 180 rpm/min, για 24 ώρες.  Η 

παραπάνω διαδικασία εφαρμόστηκε πριν από κάθε βιοδοκιμή.   

Για τη διατήρηση των νέων βακτηριακών καλλιεργειών, 1,5 ml βακτηριακής καλλιέργειας 

μεταφέρθηκαν σε κατάλληλο δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 2 ml και στη συνέχεια 

προστέθηκαν 500 ml γλυκερόλης.  Το μείγμα ανακινήθηκε σχολαστικά ώστε να 

ομογενοποιηθεί.  Στη συνέχεια, οι δοκιμαστικοί σωλήνες με το μείγμα βακτηριακής 

καλλιέργειας και γλυκερόλης μεταφέρθηκαν για μακροχρόνια αποθήκευση στους -80ο C.    

2.3 Μέτρηση ανάπτυξης βακτηριακών στελεχών με φασματοφωτομετρία 

Κατά τη διάρκεια της εκθετικής ανάπτυξης μίας βακτηριακής καλλιέργειας αυξάνεται ο 

αριθμός των βακτηριακών κυττάρων και κατά συνέπεια και η μάζα τους.  Τα βακτηριακά 

κύτταρα μίας καλλιέργειας, η οποία έχει αναπτυχθεί σε υγρό θρεπτικό μέσο, έχουν την 

ικανότητα να σκεδάζουν το διερχόμενο φως.  Μία γρήγορη και εύκολη μέθοδος για την 

εκτίμηση της κυτταρικής μάζας είναι η παρατήρηση της θολερότητας της υγρής καλλιέργειας.  

Η κυτταρική μάζα είναι ανάλογη του αριθμού των κυττάρων, επομένως, η θολερότητα μίας 

βακτηριακής καλλιέργειας μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό του αριθμού των 

κυττάρων σε αυτήν (Madigan et al., 2015).    

Η θολερότητα ενός δείγματος μετριέται με τη χρήση φασματοφωτόμετρου.  Κατά τη διάρκεια 

των μετρήσεων, μία ακτίνα ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας προεπιλεγμένου μήκους 

κύματος (λ) διαπερνά το δείγμα της βακτηριακής καλλιέργειας και προσπίπτει σε ένα 

φωτοκύτταρο, το οποίο ανιχνεύει τη μη σκεδαζόμενη ακτινοβολία και αποδίδει μετρήσεις σε 

μονάδα μέτρησης οπτικής πυκνότητας (Optical Density, OD).  Οι τιμές μήκους κύματος που 

χρησιμοποιούνται συχνά για μετρήσεις της πυκνότητας ενός βακτηριακού δείγματος 

περιλαμβάνουν τα 480 nm (μπλε), τα 540 nm (πράσινο), τα 600 nm (πορτοκαλί) και τα 660 
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nm (κόκκινη).  Ο όρος απορρόφηση (Absorbance, A) χρησιμοποιείται συχνά ως μονάδα 

μέτρησης, ωστόσο, το φασματοφωτόμετρο αξιολογεί τη σκεδαζόμενη ακτινοβολία (Madigan 

et al., 2015).    

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης (Concentration, C) των κυττάρων ή μίας χημικής 

ουσίας σε ένα δείγμα, θα πρέπει προηγουμένως να προετοιμαστεί μία πρότυπη καμπύλη, η 

οποία θα συνδέει τον αριθμό των κυττάρων ή την ποσότητα της χημικής ουσίας που 

περιέχεται στο δείγμα με τη θολερότητα του δείγματος.  Από την πρότυπη καμπύλη 

προκύπτει μία μαθηματική εξίσωση, η οποία χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό του 

αριθμού των κυττάρων ή της συγκέντρωσης της χημικής ουσίας που αντιστοιχούν στις τιμές 

οπτικής πυκνότητας που προέκυψαν από τις μετρήσεις φασματοφωτομετρίας (Madigan et 

al., 2015).       

Στην παρούσα διατριβή, η οπτική πυκνότητα των δειγμάτων των βακτηριακών καλλιεργειών 

μετρήθηκε με τη χρήση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας μήκους κύματος 600 nm (OD600).    

2.4 Βιοδοκιμή ομαδικής κίνησης βακτηρίων- Swarming Motility  

H ομαδική κίνηση των βακτηρίων εξετάστηκε σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB 

διαφορετικών συγκεντρώσεων άγαρ-άγαρ* (0,5% w/v και 1,5% w/v). Τα υπό μελέτη στελέχη 

αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB στους 30 ο C για 24 ώρες, υπό ανάδευση στα 180 

rpm/min.  5 μl βακτηριακής καλλιέργειας κάθε στελέχους εμβολιάστηκαν στο κέντρο ενός 

swarming τρυβλίου.  Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 30οC για 120 ώρες.  Η Pseudomonas 

fluorescence B5 (P. fluorescence B5) χρησιμοποιήθηκε ως στέλεχος αναφοράς.  Βακτήρια του 

γένους Pseudomonas έχουν την ικανότητα να μετακινούνται σε στερεές επιφάνειες, εξαιτίας 

των μαστιγίων που διαθέτουν (Muriel et al., 2015; Scales et al., 2014). 

2.5 Βιοδοκιμή αντοχής βακτηρίων σε συνθήκες αλατότητας 

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκαν ως προς την ικανότητα ανάπτυξής τους σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl σε υγρό θρεπτικό μέσο LB.  Το στέλεχος Escherichia coli 

DH5-alpha χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός μάρτυρας.   

Αρχικά, τα βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB στους 30 ο C για 24 

ώρες, υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  5 μl βακτηριακής καλλιέργειας κάθε στελέχους 

εμβολιάστηκαν σε δέκα διαφορετικούς δοκιμαστικούς σωλήνες με υγρό θρεπτικό μέσο LB 

διαφορετικών συγκεντρώσεων NaCl (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% και 10%: 1-10%).  

Τα δείγματα επωάστηκαν για 72 ώρες στους 30οC, υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  H 

ποσοτικοποίηση της ανάπτυξης των βακτηριακών στελεχών πραγματοποιήθηκε με μετρήσεις 

φασματοφωτομετρίας στα 600 nm σε συνάρτηση με το χρόνο, κάθε έξι (6) ώρες για διάστημα 

72 ωρών.   

2.6 Βιοδοκιμή διαλυτοποίησης φωσφόρου 

Η ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου από τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκε 

σε στερεό και υγρό θρεπτικό μέσο NBRIP (National Botanical Research Imstitute’s phosphate 

growth medium).  Εφαρμόστηκε η μέθοδος του Μπλε της Βρωμοφαινόλης (Bromophenol 

Blue, BPB) και στις δύο περιπτώσεις.  Η BPB χρησιμοποιείται ευρέως ως δείκτης αλλαγής pH, 

παρουσιάζοντας τις παρακάτω ιδιότητες:  σε όξινο pH < 3,0 έχει κίτρινο χρώμα το οποίο 
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σταδιακά γίνεται πράσινο σε ουδέτερο pH = 7,0 και καταλήγει σε μπλε σε αλκαλικό pH > 7,0.  

Τα βακτηριακά στελέχη με ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου εκκρίνουν οργανικά οξέα, 

συμβάλλοντας έτσι στη μείωση του pH του θρεπτικού υποστρώματος και εν συνεχεία στην 

αλλαγή του χρώματός του, από πράσινο σε κίτρινο.  Η πηγή άνθρακα του θρεπτικού μέσου 

αποτελεί παράγοντα που επηρεάζει την ικανότητα των στελεχών να διαλυτοποιούν 

φωσφόρο (Nautiyal, 2006; Song et al., 2008).  Εξαιτίας αυτού, εξετάστηκε η επιρροή 

τεσσάρων διαφορετικών πηγών άνθρακα στην ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου.       

2.6.1 Ποιοτική μέθοδος σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα  

Η ικανότητα διαλυτοποίησης των υπό μελέτη βακτηριακών στελεχών σε στερεό θρεπτικό 

NBRI υποδεικνύεται αφενός με την παρουσία διαυγών ζωνών στο θρεπτικό υλικό γύρω από 

τις ανεπτυγμένες βακτηριακές αποικίες και αφετέρου, με την αλλαγή χρώματος του μέσου 

από πράσινο σε κίτρινο (Eικόνα 8).  Χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις διαφορετικές πηγές 

άνθρακα: γλυκόζη (GLU), αραβινόζη (ARA), φρουκτόζη (FRU), γλυκερόλη (GLY) και το 

φωσφορικό ασβέστιο [Ca3(PO4)2] χρησιμοποιήθηκε ως πηγή φωσφόρου.  Το στέλεχος 

Pseudomonas putida KT2240 (P. putida) χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας.  Προστέθηκε 

επίσης, η χρωστική Bromophenol Blue (BPB) σε τελική συγκέντρωση 0,025 g/lt. 

 

Εικόνα 8.  Σχηματική παρουσίαση αναμενόμενων αποτελεσμάτων βιοδοκιμής ικανότητας 

διαλυτοποίησης φωσφόρου σε στερεό NBRIP-BPB: (A) τρυβλίο με θρεπτικό υπόστρωμα ΝBRIP-BPB, 

(B) απουσία διαλυτοποίησης φωσφόρου σε βακτηριακό στέλεχος ανεπτυγμένο σε NBRIP-BPB, (C) 

παρουσία διαλυτοποίησης φωσφόρου με δημιουργία διαυγούς ζώνης και αλλαγή χρώματος του 

υποστρώματος από πράσινο σε κίτρινο.   

Διαδικασία  

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB, στους 30ο C 

υπό ανάδευση στα 180 rpm/min για 24 ώρες.  Μετρήθηκε η ανάπτυξη των καλλιεργειών στα 

600nm. Τα βακτηριακά εμβόλια παρασκευάστηκαν με αραίωση των βακτηριακών 

καλλιεργειών  μέχρι την επιθυμητή οπτική πυκνότητα OD600= 0,2 (περίπου 2 x 108 cfu/ml).  

Ποσότητες των 5 μl, 10μl και 20 μl από κάθε ξεχωριστή βακτηριακή καλλιέργεια 

εμβολιάστηκαν στην επιφάνεια NBRIP-BPB τρυβλίων.  Οι σταγόνες αφέθηκαν να στεγνώσουν 

για 20 λεπτά σε θάλαμο νηματικής ροής (laminar flow).  Τα τρυβλία μεταφέρθηκαν σε 

θάλαμο επώασης στους 30ο C για 12 ημέρες.   

Η διάμετρος των αποικιών και η διάμετρος της διαυγούς ζώνης διαλυτοποίησης μετρήθηκε 

12 ημέρες μετά την επώαση.  Ο δείκτης διαλυτοποίησης φωσφόρου (Phosphate 
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Solubilisation Index, PSI) υπολογίζεται με την παρακάτω εξίσωση (Prenomo et al., 1996) και 

αποτελεί το πηλίκο της συνολικής διαμέτρου (αποικία και διαυγής ζώνη διαλυτοποίησης) 

προς τη διάμετρο της αποικίας:    

 

Στελέχη με PSI > 2 θεωρούνται θετικά ως προς την ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου.    

2.6.2 Ποσοτική μέθοδος σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα  

Η βιοδοκιμή ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου σε υγρό θρεπτικό μέσο NBRIP έγινε με 

χρωματομετρική μέθοδο (Fiske and Subbarow, 1925; Nautiyal, 2006).  Η ανίχνευση των 

χρωματικών αλλαγών του θρεπτικού μέσου εξαιτίας της παραγωγής οργανικών οξέων από 

τα στελέχη με ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

φασματοφωτόμετρου.   

Το φωσφορικό ασβέστιο [Ca3(PO4)2] χρησιμοποιήθηκε ως πηγή φωσφόρου και η γλυκόζη 

(GLU) ως πηγή άνθρακα.  Η χρωστική BPB προστέθηκε σε τελική συγκέντρωση 0,025 g/lt.  Οι 

χρωματικές αλλαγές της BPB σε υδατικό διάλυμα, σε συνάρτηση με τις αλλαγές στις τιμές pH 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 9.  Η αλλαγή του χρώματος του NBRIP, λόγω της παρουσίας BPB, 

από πράσινο σε κίτρινο υποδεικνύει μείωση του pH  και επομένως ικανότητα 

διαλυτοποίησης του φωσφόρου από το μικροοργανισμό.   

Εικόνα 9.  Χρωματική αλλαγή της χρωστικής BPB σύμφωνα με τις αλλαγές του pH ενός υδατικού διαλύματος 

(αριστερά): (Α) κίτρινο χρώμα, ενδεικτικό θετικού αποτελέσματος ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου, pH<3, 

(B) πράσινο χρώμα, ενδεικτικό αρνητικού αποτελέσματος ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου, pH=7,0, (C) 

μπλε χρώμα, ενδεικτικό αλκαλικού pH>7.  Φάσμα απορρόφησης για την κίτρινη και τη μπλε μορφή της BPB 

(δεξιά).  Η μέγιστη απορρόφηση για το κίτρινο χρώμα είναι στα 450 nm, ενώ για το μπλε είναι στα 590 nm.  

Καθώς το κίτρινο χρώμα αποτελεί ένδειξη θετικού αποτελέσματος, οι μετρήσεις 

φασματοφωτομετρίας για την ποσοτικοποίηση της αλλαγής χρώματος του υγρού θρεπτικού 

μέσου πραγματοποιήθηκαν στα 450 nm, όπου και είναι το μέγιστο της απορρόφησης για το 

κίτρινο χρώμα.  Οι μετρήσεις αυτές παρέχουν μια ποσοτική εκτίμηση της ισχύος της 

διαλυτοποίησης του φωσφορικού ασβεστίου [Ca3(PO4)2] από το κάθε στέλεχος. 
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Επιπρόσθετα, επιβεβαίωση της οξίνισης του θρεπτικού μέσου πραγματοποιήθηκε με 

μετρήσεις του pH κατά την τρίτη (3η) ημέρα επώασης των μικροοργανισμών.       

Διαδικασία 

Tα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB για 24 ώρες 

στους 30ο C, υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  Το στέλεχος P. putida χρησιμοποιήθηκε ως 

θετικό στέλεχος αναφοράς.  5 μl βακτηριακής καλλιέργειας από κάθε στέλεχος 

εμβολιάστηκαν σε 5 ml υγρού θρεπτικού μέσου NBRI-BPB και ακολούθησε επώαση στους 

30ο C υπό ανάδευση στα 180 rpm/min, για 72 ώρες.   

Η ποσοτικοποίηση της αλλαγής χρώματος του θρεπτικού μέσου πραγματοποιήθηκε με 

μετρήσεις φασματοφωτομετρίας στα 450 nm στις 24, 48 και 72 ώρες.   Χρησιμοποιήθηκε 

βακτηριακό εναιώρημα το οποίο παρασκευάστηκε με την παρακάτω διαδικασία, η οποία 

περιλαμβάνει την απομάκρυνση των βακτηριακών κυττάρων από την καλλιέργεια:    

i. 1,5 ml βακτηριακής καλλιέργειας μεταφέρθηκαν σε σωλήνα eppendorf και 

ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 5000 rpm/min για 20 min σε θερμοκρασία 

δωματίου (25ο C) .  

ii. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα eppendorf και χρησιμοποιήθηκε 

για τις μετρήσεις φασματοφωτομετρίας. 

Μετά το πέρας των 72 ωρών πραγματοποιήθηκε μέτρηση pH του θρεπτικού μέσου. 

2.7 Βιοδοκιμή ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά  

Ο έλεγχος της ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά πραγματοποιήθηκε με δύο μεθοδολογίες.  Η 

πρώτη μεθοδολογία περιλαμβάνει τη γραμμική επίστρωση και ανάπτυξη των υπό μελέτη 

βακτηριακών στελεχών σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB με διαφορετικές συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικών.  Η δεύτερη μεθοδολογία περιλαμβάνει τη μέθοδο της διάχυσης των 

εμποτισμένων δισκίων (Bauer et al., 1966).  

Τα αντιβιοτικά παρασκευάστηκαν ως πυκνά διαλύματα στις επιθυμητές συγκεντρώσεις και 

στους κατάλληλους διαλύτες για το καθένα (Πίνακας 2) και διατηρήθηκαν στους -20ο C ή 4ο 

C, ανάλογα με το είδος του αντιβιοτικού.  

2.7.1 Μέθοδος γραμμικής επίστρωσης   

Σύμφωνα με την πρώτη μέθοδο, η ανθεκτικότητα των υπό μελέτη βακτηριακών στελεχών 

εξετάστηκε σε διαφορετικά αντιβιοτικά και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, με τη μέθοδο 

της γραμμικής επίστρωσης.  Στον Πίνακα 2 παρουσιάζονται τα αντιβιοτικά που 

χρησιμοποιήθηκαν, οι συγκεντρώσεις των πυκνών διαλυμάτων, ο διαλύτης του κάθε 

αντιβιοτικού και οι τελικές συγκεντρώσεις που εξετάστηκαν.    
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Πίνακας 2.  Λίστα αντιβιοτικών και εύρος των συγκεντρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της 

ευαισθησίας των μικροοργανισμών.  

Αντιβιοτικό Διαλύτες Stock solution 
(mg/ml) 

Τελική συγκέντρωση 
(μg/ml) 

Amp (ampicillin) ddH2O 100 15, 50, 100 
Km (kanamycin) ddH2O 30 15, 30, 60 
Str (streptomycin) ddH2O 100 15, 20 
Spc (spectinomycin) ddH2O 100 15, 50, 100 
Nal (nalidixic acid) ddH2O 15 15 
Tc (tetracyclin) Αιθανόλη 12 15, 7,5 
Chl (chloramphenicol) Αιθανόλη 34 15, 7,5 
Clr (chlarithromycin) ddH2O 50 15, 20 
Rif (rifampicin) ddH2O 50 30 
Gen (gentamicin) ddH2O 40 20, 40 

 

Διαδικασία 

Αρχικά, παρασκευάστηκε το στερεό θρεπτικό μέσο LB, το οποίο μετά από αποστείρωση στο 

αυτόκαυστο τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο στους 55ο C,  κατάλληλη θερμοκρασία για την 

προσθήκη των αντιβιοτικών.  Υψηλότερες θερμοκρασίες μπορεί να προκαλέσουν αλλοίωση 

στη δράση των αντιβιοτικών.  Το κάθε αντιβιοτικό προστέθηκε στην κατάλληλη τελική 

συγκέντρωση και στη συνέχεια ακολούθησε επίστρωση τρυβλίων Petri με το μείγμα LB/Agar-

αντιβιοτικό.  Βακτηριακές καλλιέργειες που είχαν προηγουμένως αναπτυχθεί σε υγρό LB για 

24 ώρες, επιστρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό LB παρουσία αντιβιοτικού  και τα τρυβλία 

επωάστηκαν στους 30ο C για 24 ώρες.  Η αξιολόγηση της ανθεκτικότητας/ευαισθησίας στα 

αντιβιοτικά πραγματοποιήθηκε με καταγραφή της ικανότητας ανάπτυξης κάθε στελέχους σε 

διάφορα αντιβιοτικά. Η απουσία ανάπτυξης αποτελεί ένδειξη ευαισθησίας (Susceptibility, S) 

στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό,  η μέτρια ανάπτυξη αποτελεί ένδειξη ενδιάμεσης ευαισθησίας 

(Intermediate, I), ενώ η πλήρης ανάπτυξη του μικροοργανισμού αποτελεί ένδειξη 

ανθεκτικότητας (Resistance, R).  Σχηματική παρουσίαση  αποτελεσμάτων θετικής, αρνητικής 

και ενδιάμεσης ανάπτυξης στελεχών παρουσιάζονται στην Εικόνα 10. 
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Εικόνα 10.  Σχηματική παρουσίαση αναμενόμενων αποτελεσμάτων βιοδοκιμής ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά με 

τη μέθοδο γραμμικής επίστρωσης σε στερεό LB παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού: (Α) απουσία ανάπτυξης του 

μικροοργανισμού-ενδεικτική ευαισθησίας (S) στο αντιβιοτικό, (B)  μέτρια ανάπτυξη-ενδεικτική ενδιάμεσης 

ευαισθησίας (I) στο αντιβιοτικό, (C, D) πλήρης ανάπτυξη του μικροοργανισμού-ενδεικτική ανθεκτικότητας (R) στο 

αντιβιοτικό.   

2.7.2 Μέθοδος Kirby-Bauer διάχυσης εμποτισμένων δισκίων αντιβιοτικών   

Η ανθεκτικότητα των υπό μελέτη βακτηριακών στελεχών εξετάστηκε με τη χρήση χάρτινων 

δισκίων εμποτισμένων με επιθυμητές συγκεντρώσεις αντιβιοτικών σύμφωνα με τη μέθοδο 

Kirby-Bauer διάχυσης εμποτισμένων δισκίων αντιβιοτικών (Bauer et al., 1966).  Τα 

αντιβιοτικά που εξετάστηκαν αναγράφονται στον πίνακα 3, ο οποίος παρουσιάζει: (i) τη 

συγκέντρωση των πυκνών διαλυμάτων των αντιβιοτικών, (ii) την τελική συγκέντρωση των 

αντιβιοτικών στο δισκίο και (iii) το διαλύτη του κάθε αντιβιοτικού.   

Πίνακας 3.  Αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη μέθοδο Kirby-Bauer διάχυσης εμποτισμένων δισκίων με 

αντιβιοτικά, οι συγκεντρώσεις των πυκνών διαλυμάτων, οι διαλύτες των αντιβιοτικών και οι τελικές 

συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν.  

Αντιβιοτικό Διαλύτης Πυκνό διάλυμα 
mg/ml 

Τελική συγκέντρωση 
μg/ml 

Amp (ampicillin) ddH2O 5 50 
Km (kanamycin) ddH2O 10 50 
Str (streptomycin) ddH2O 3 30 
Spc (spectinomycin) ddH2O 10 100 
Nal (nalidixic acid) ddH2O 1.5, 3 15, 30 
Tc (tetracyclin) Αιθανόλη 3 30 
Chl (chloramphenicol) Αιθανόλη 1 10 
Clr (chlarithromycin) ddH2O 1.5 15 
Neo (neomycin) ddH2O 5 50 
Gen (gentamycin) ddH2O 5 50 
PenG (penicillin G)  ddH2O 1 10 
Cxm (cefuroxime)  ddH2O 3 30 

 

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB για 24 ώρες 

στους 30ο C, υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  Προετοιμάστηκε το βακτηριακό εναιώρημα 
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για τον εμβολιασμό των τρυβλίων LB σύμφωνα με το πρότυπο 0.5 MacFarland, το οποίο 

αντιστοιχεί σε 1,5 x 108 cfu/ml και σε απορρόφηση στα 625 nm ίση με 0,08 – 0,13 (Clinical 

and Laboratory Srandards Institute, 2012; McFarland, 1907).  100 μl βακτηριακής 

καλλιέργειας  επιστρώθηκαν σε τρυβλίο με στερεό θρεπτικό μέσο LB .  Τα ενοφθαλμισμένα 

τρυβλία αφέθηκαν να στεγνώσουν για 3-5 λεπτά μέσα σε θάλαμο νηματικής ροής σε 

θερμοκρασία δωματίου (25ο C).   Χάρτινα μη εμποτισμένα δισκία διαμέτρου 9 mm 

τοποθετήθηκαν στην επιφάνεια των ενοφθαλμισμένων τρυβλίων με τη χρήση 

αποστειρωμένων λαβίδων και με την άσκηση ήπιας πίεσης, ώστε να έρθουν σε πλήρη επαφή 

με την επιφάνεια του θρεπτικού μέσου.  Η πίεση αυτή ωφελεί στη διασφάλιση της 

σταθερότητας θέσης τους, καθώς και στη μεταφορά υγρασίας στο δισκίο η οποία βοηθά 

μετέπειτα στη διάχυση του αντιβιοτικού στο θρεπτικό μέσο. Κάθε δισκίο εμποτίστηκε με 20 

μl διαφορετικών αντιβιοτικών διαφόρων συγκεντρώσεων, με τη βοήθεια μηχανικής πιπέτας 

μεταβλητού όγκου.   Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 30ο C για 48 ώρες, οπότε και μετρήθηκε 

η διάμετρος της ζώνης αναστολής γύρω από κάθε εμποτισμένο δισκίο.  Σύμφωνα με τις 

μετρήσεις το κάθε στέλεχος χαρακτηρίστηκε ως: ανθεκτικό (Resistant, R), ενδιάμεσα 

ευαίσθητο (Intermediate, I) και ευαίσθητο (Susceptible, S).  Η παραπάνω διαδικασία 

παρουσιάζεται συνοπτικά στην Eικόνα 11. 

 

Εικόνα 11.  Περιγραφή της τεχνικής διάχυσης εμποτισμένων δισκίων κατά Kirby-Bauer: (A) 100 μl βακτηριακού 

εναιωρήματος πυκνότητας 0,5 MacFarland εμβολιάζεται σε στερεό θρεπτικό μέσο LB με τη χρήση γυάλινης 

ράβδου, (B) τοποθέτηση χάρτινων δισκίων και εμποτισμός τους με κατάλληλο αντιβιοτικό και επώαση στους 30ο 

C για 48 ώρες, (C) μέτρηση της διαμέτρου της ζώνης παρεμπόδισης και χαρακτηρισμός του μικροοργανισμού ως 

ευαίσθητο (Susceptible, S), μέτρια ευαίσθητο (Intermediate, I) και ανθεκτικό (Resistant, R).          

2.8 Παραγωγή σιδηροφόρων 

Για τη βιοδοκιμή ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων εφαρμόστηκε η τεχνική O-CAS 

(Overlay Chrome Azurol S) (Pérez-Miranda et al., 2007), η οποία αποτελεί τροποποιημένη 

εκδοχή της κλασικής μεθόδου CAS (Schwyn and Neilands, 1987).  Η εφαρμογή της τεχνικής 

O-CAS περιλαμβάνει την ανάπτυξη μικροοργανισμών με μορφή κηλίδων σε στερεό θρεπτικό 

μέσο, κατάλληλο για τον κάθε οργανισμό, για 24 ώρες και ακολουθεί επίστρωση του 

τρυβλίου με  μείγμα CAS στην επιφάνεια των ανεπτυγμένων αποικιών.   Κατά την εφαρμογή 

της τεχνικής αυτής παρατηρήθηκε ανάπτυξη των βακτηριακών καλλιεργειών στο επίστρωμα 

CAS, γεγονός το οποίο οδηγεί σε σφάλματα στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων.  Το γεγονός 

αυτό οδήγησε στην εφαρμογή μίας τροποποιημένης μορφής της τεχνικής O-CAS, η οποία 
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περιλαμβάνει την επίστρωση του  μείγματος CAS σε στερεό θρεπτικό μέσο και τον 

επακόλουθο εμβολιασμό του τρυβλίου με τον επιθυμητό μικροοργανισμό.  Η τροποποιημένη 

αυτή εκδοχή ενέχει κίνδυνο αναστολής της ανάπτυξης των αποικιών των μικροοργανισμών 

για δύο κυρίως λόγους: (i) το μείγμα CAS δεν περιέχει θρεπτικά συστατικά ικανά να 

προωθήσουν την ανάπτυξη μικροοργανισμών και (ii) το μείγμα CAS περιέχει τη 

βακτηριοκτόνο ουσία CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) η οποία παρεμποδίζει 

την ανάπτυξη Gram θετικών βακτηρίων, μυκήτων και ορισμένων Gram αρνητικών 

βακτηρίων.  Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν 5 βακτηριακά στελέχη αναφοράς.  Ως θετικά 

στελέχη αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα εξής: P. fluorescens X, P. fluorescens B5, P. 

fluorescens 2-75, P. putida ΚΤ2240 και ως αρνητικό στέλεχος αναφοράς το E. coli.   

Η χρήση του μείγματος CAS για την ανίχνευση παραγωγής σιδηροφόρων από τους 

μικροοργανισμούς στηρίζεται στον ανταγωνισμό μεταξύ του συμπλόκου Chrome Azurol S - 

FeCl3·6H2O και των σιδηροφόρων που παράγονται από τους  μικροοργανισμούς, για την 

απόκτηση σιδήρου (FeCl3·6H2O). Τα παραγόμενα σιδηροφόρα έχουν τη δυνατότητα να 

προσδένουν το σίδηρο (FeCl3·6H2O) με μεγαλύτερη ισχύ και να τον απομακρύνουν από το 

σύμπλοκο Chrome Azurole S- FeCl3·6H2O.  Η σχέση αυτή  παρουσιάζεται σχηματικά με τον 

παρακάτω χημική εξίσωση, όπου S (siderophore) είναι το σιδηροφόρο: 

 

Η απελευθέρωση της χρωστικής Chrome Azurol S από το σύμπλοκο με το σίδηρο οδηγεί σε 

αλλαγή χρώματος του υποστρώματος.  Η χρωστική CAS έχει μπλε χρώμα σε pH 6,8.  Η 

δημιουργία διαυγών ζωνών διαφορετικού χρώματος γύρω από τις ανεπτυγμένες 

βακτηριακές καλλιέργειες αποτελεί ενδεικτικό της ικανότητας του μικροοργανισμού να 

παράγει σιδηροφόρα και εξαρτάται από το είδος των σιδηροφόρων που απελευθερώνονται.  

Σιδηροφόρα κατεχολικού τύπου οδηγούν σε αλλαγή χρώματος προς το μωβ,  σιδηροφόρα 

υδροξαμικού τύπου σε αποχρώσεις του πορτοκαλί και σιδηροφόρα καρβοξυλικού τύπου σε 

αποχρώσεις του κίτρινου (Εικ. 12 και 13).  

2.8.1 Τεχνική O-CAS 

Οι υπό μελέτη μικροοργανισμοί αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB για 24 ώρες, στους 

30 οC υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  Προετοιμάστηκε βακτηριακό εναιώρημα με OD600 = 

0,5 για τον εμβολιασμό των τρυβλίων LB.  10 μl βακτηριακού εναιωρήματος από κάθε 

βακτηριακό στέλεχος ενοφθαλμίστηκε στην επιφάνεια του στερεού LB.  Τα τρυβλία 

επωάστηκαν για 24 ώρες στους 30ο C.  Εφόσον αναπτύχθηκαν οι βακτηριακές αποικίες 

ακολούθησε επίστρωση των τρυβλίων με 10 ml CAS.  Ακολούθησε επώαση στους 30ο C για 

11 ημέρες.  Το στέλεχος P. fluorescens X χρησιμοποιήθηκε ως θετικό στέλεχος αναφοράς.  

Στην Εικόνα 12 παρουσιάζεται σχηματικά η παραπάνω διαδικασία.     
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Εικόνα 12.  Σχηματική παρουσίαση της τεχνικής Ο-CAS κατά Perez-Miranda et al. 2007: (Α) μη εμβολιασμένο 

τρυβλίο LB, (B) εμβολιασμός τρυβλίου LB με τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη και επώαση στους 30ο C για 24 

ώρες, (C) επίστρωση τρυβλίου με 10 ml CAS και επώαση στους 30ο C για 11 ημέρες (διαφοροποίηση από 

τροποποιημένη εκδοχή τεχνικής), (D) θετικά αποτελέσματα βιοδοκιμής με δημιουργία διαυγών ζωνών 

διαλυτοποίησης διαφορετικών χρωμάτων γύρω από ανεπτυγμένες καλλιέργειες, μωβ χρώμα-σιδηροφόρα 

κατεχολικού τύπου, πορτοκαλί χρώμα-σιδηροφόρα υδροξαμικού τύπου, κίτρινο χρώμα-σιδηροφόρα 

καρβοξυλικού τύπου. 

2.8.2 Τροποποιημένη τεχνική O-CAS 

Οι υπό μελέτη μικροοργανισμοί αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB για 24 ώρες, στους 

30 οC υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.  Προετοιμάστηκε βακτηριακό εναιώρημα με OD600 = 

0,5 για τον εμβολιασμό των τρυβλίων.  Σε μη εμβολιασμένα τρυβλία LB επιστρώθηκαν 10ml 

μείγματος CAS και αφέθηκαν να στερεοποιηθούν.  10 μl βακτηριακού εναιωρήματος 

εναποτέθηκαν με μορφή κηλίδων στην επιφάνεια του μείγματος CAS.  Ακολούθησε επώαση 

των τρυβλίων για 72 ώρες στους 30ο C.  Ως θετικά στελέχη αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα 

εξής: P. fluorescens X, P. fluorescens B5, P. fluorescens 2-75, P. putida ΚΤ2240 και ως αρνητικό 

στέλεχος αναφοράς το E. coli.  Τις πρώτες 24 ώρες μετά τον εμβολιασμό πραγματοποιήθηκαν 

μετρήσεις των διαμέτρων των διαυγών ζωνών.  Σύμφωνα με τους Schwyn και Neilands το 

μέγεθος της διαμέτρου των διαυγών ζωνών είναι ανάλογο του δυναμικού της ικανότητας 

παραγωγής σιδηροφόρων από τον κάθε μικροοργανισμό (Schwyn and Neilands, 1987).  

Απουσία διαυγούς ζώνης αντιστοιχεί σε αδυναμία παραγωγής σιδηροφόρων (επίπεδο 1).  

Διαυγής ζώνη με διάμετρο από 0 cm έως και 1 cm χαρακτηρίζουν ένα μικροοργανισμό ικανό 

να παράγει σιδηροφόρα και κατατάσσεται στο επίπεδο 2.  Στο επίπεδο 3 κατατάσσονται 

μικροοργανισμοί με διάμετρο διαυγούς ζώνης μεγαλύτερη του 1 cm.  Στην Εικόνα 13 

παρουσιάζεται σχηματικά η παραπάνω διαδικασία.   
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Εικόνα 13.  Σχηματική παρουσίαση της τροποποιημένης εκδοχής της τεχνικής O-CAS: (Α) μη εμβολιασμένο 

τρυβλίο LB, (Β) επίστρωση τρυβλίου με 10 ml CAS (διαφοροποίηση από τεχνική O-CAS), (C) εμβολιασμός τρυβλίου 

με τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη και επώαση στους 30ο C για 72 ώρες, (D) θετικά αποτελέσματα βιοδοκιμής 

με δημιουργία ζωνών διαλυτοποίησης διαφορετικών χρωμάτων γύρω από ανεπτυγμένες καλλιέργειες, μωβ 

χρώμα-σιδηροφόρα κατεχολικού τύπου, πορτοκαλί χρώμα-σιδηροφόρα υδροξαμικού τύπου, κίτρινο χρώμα-

σιδηροφόρα καρβοξυλικού τύπου.  

2.9 Παραγωγή Ινδολοξικού οξέος (IAA) 

Το ινδολοξικό οξύ (Indole Acetic Acid, ΙΑΑ) αποτελεί προϊόν της αντίδρασης απαμίνωσης της 

τρυπτοφάνης (L-Tryptophan, L-Trp), η οποία καταλύεται από το ένζυμο τρυπτοφανάση και 

οδηγεί στην παραγωγή ΙΑΑ, πυρουβικού οξέος, αμμωνίας και ενέργειας.  Η χημική εξίσωση 

της αντίδρασης αυτής παρατίθεται στην Εικόνα 14.  Το πυρουβικό οξύ μεταβολίζεται, σε 

αντίθεση με το ινδολοξικό οξύ το οποίο αδυνατεί να διασπαστεί και συσσωρεύεται στο 

θρεπτικό μέσο.  Η συσσώρευση του ΙΑΑ αποτελεί τη βάση βιοδοκιμών για την ταυτοποίηση 

βακτηριακών στελεχών τα οποία παράγουν τρυπτοφανάση.   

Εικόνα 14.  Απαμίνωση Τρυπτοφάνης   

Η βιοδοκιμή για την ικανότητα παραγωγής IAA πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή δύο 

διαφορετικών χρωματομετρικών τεχνικών, οι οποίες βασίζονται στη χρήση του 

αντιδραστηρίου Salkowski.  Το αντιδραστήριο Salkowski χρησιμοποιείται για την ανίχνευση 

ινδολικών ενώσεων σε υδατικά διαλύματα.  Η πρώτη τεχνική που χρησιμοποιήθηκε 

ονομάζεται PC (Pilet and Chollet, 1970).  Στην τεχνική PC χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο 

R1: 12 g/L FeCl3 σε διάλυμα 7,9 Μ H2SO4.  Η δεύτερη τεχνική που χρησιμοποιήθηκε 

ονομάζεται S2/1 (Tang and Bonner, 1948).  Σε αυτή την τεχνική χρησιμοποιήθηκε το 
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αντιδραστήριο R2: 4,5 g/L σε διάλυμα 10,8 Μ H2SO4.  Το ΙΑΑ έχει την ικανότητα να αντιδρά 

με αντιδραστήρια Salkowski παράγοντας ένα ροζ ή κόκκινο χρωμοφόρο, το οποίο έχει 

μέγιστη απορρόφηση στα 530 nm.  Η ένταση του παραγόμενου κόκκινου χρώματος είναι 

ανάλογη με τη συγκέντρωση του ΙΑΑ στο διάλυμα.   

Οι δύο διαφορετικές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν για την παρούσα βιοδοκιμή 

παρουσιάζουν διαφορετική ευαισθησία.  Η PC τεχνική επιτρέπει την ανίχνευση χαμηλών 

συγκεντρώσεων ΙΑΑ σε εύρος από 0,3 μg/ml έως και 20 μg/ml.  Αντίθετα, η τεχνική S2/1 

παρουσιάζει χαμηλότερη ευαισθησία από την PC τεχνική και χρησιμοποιείται για την 

ανίχνευση συγκεντρώσεων από 5 μg/ml έως και πάνω από 200 μg/ml.  Η συγκέντρωση του 

ΙΑΑ εξετάστηκε απουσία και παρουσία εξωγενούς L-Trp (Τρυπτοφάνη) στο θρεπτικό μέσο, η 

οποία αποτελεί πρόδρομο μόριο του ΙΑΑ.  Μετά την ολοκλήρωση της βιοδοκιμής, 

αξιολογήθηκε η ακρίβεια του κάθε αντιδραστηρίου για τον προσδιορισμό του παραγόμενου 

ΙΑΑ από το κάθε στέλεχος.   

Οι μικροοργανισμοί που εξετάστηκαν είναι οι εξής: Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. 

C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4.  Αρχικά, παρασκευάστηκαν τα αντιδραστήρια 

Salkowski R1 και R2 (βλ. Παράρτημα) και στη συνέχεια προετοιμάστηκαν πρότυπες καμπύλες 

για κάθε αντιδραστήριο, για τις παρακάτω συγκεντρώσεις ΙΑΑ: 0,5, 10, 20, 50, 100 μg/ml.  Οι 

πρότυπες καμπύλες χρησιμοποιήθηκαν για τη μετατροπή των τιμών απορρόφησης των 

δειγμάτων στα 530 nm, στις ισοδύναμες συγκεντρώσεις IAA (μg/ml).   

Διαδικασία  

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε 10 ml υγρό θρεπτικό μέσο LB παρουσία 

500 μg/ml εξωγενούς Trp (+Τrp) και απουσία Trp (-Trp) στους 30ο C για 8 ημέρες, υπό 

ανάδευση στα 180 rpm/min στο σκοτάδι.  Μετρήσεις φασματοφωτομετρίας 

πραγματοποιήθηκαν τη 2η, 4η, 6η και 8η ημέρα.  Για τις μετρήσεις χρησιμοποιήθηκε το 

υπερκείμενο των βακτηριακών καλλιεργειών μετά την εφαρμογή της παρακάτω διαδικασίας: 

1,5 ml από κάθε βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα Eppendorf 

και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 5,500 g για 10 λεπτά.  1 ml από το υπερκείμενο 

μεταφέρθηκαν σε καθαρό δοκιμαστικό σωλήνα και προστέθηκαν τα αντιδραστήρια R1 και 

R2 αντίστοιχα.   

2.9.1 Τεχνική PC  

Κατά την εφαρμογή της PC τεχνικής προστέθηκε 1 ml R1 σε 1 ml υπερκείμενου κάθε 

καλλιέργειας και το διάλυμα αφέθηκε στο σκοτάδι για 30 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου 

25ο C.  Ακολούθησαν μετρήσεις στο φασματοφωτόμετρο στα 530 nm.       

2.9.2 Τεχνική S2/1  

Κατά την εφαρμογή της S2/1 τεχνικής προστέθηκαν 2 ml R2 σε 1 ml υπερκείμενου κάθε 

βακτηριακής καλλιέργειας και το διάλυμα αφέθηκε στο σκοτάδι για 30 λεπτά, σε 

θερμοκρασία δωματίου 25ο C.  Ακολούθησαν μετρήσεις στο φασματοφωτόμετρο στα 530 

nm.  

Παρουσία ΙΑΑ παράγεται χρωμοφόρο ροζ ή κόκκινου χρώματος, ενώ απουσία ΙΑΑ το διάλυμα 

έχει κίτρινο χρώμα, το οποίο είναι το χρώμα του υγρού θρεπτικού μέσου ανάπτυξης, LB.  
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Σχηματική παρουσίαση θετικού και αρνητικού αποτελέσματος για τη βιοδοκιμή παραγωγής 

ΙΑΑ παρουσιάζεται στην Εικόνα 15. 

 

2.10 Βιοδοκιμή αζώτου  

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκαν για την ικανότητά τους να αφομοιώνουν το 

ατμοσφαιρικό άζωτο και να το ανάγουν σε αμμωνία (διαζότροφοι).  Χρησιμοποιήθηκαν δύο 

διαφορετικά στερεά θρεπτικά μέσα: ΝFb (pH 6,5) (Deboreiner et al., 1976) και LGI (pH 6,0-

6,2) (Lipman, 1904), τα οποία δε διαθέτουν πηγή αζώτου.  Στα παραπάνω θρεπτικά υλικά 

προστέθηκε η χρωστική του Μπλε της Βρωμοθυμόλης (Bromothymol Blue, BTB), η οποία 

προσδίδει ανοιχτό πράσινο χρώμα στο μέσο σε pH 6,0-6,2 και χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης 

αλλαγής pH.  Οι μικροοργανισμοί με ικανότητα αφομοίωσης αζώτου παράγουν αμμωνία, η 

οποία προκαλεί αλκαλοποίηση του θρεπτικού μέσου, με αποτέλεσμα η BTB να γίνεται μπλε.  

Σε αντίθετη περίπτωση, όταν ο μικροοργανισμός αδυνατεί να αφομοιώσει άζωτο, παράγει 

οργανικά οξέα τα οποία προκαλούν οξίνιση του θρεπτικού μέσου, με αποτέλεσμα η BTB να 

γίνεται κίτρινη.  Tο E. coli χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικό στέλεχος αναφοράς.  

Διαδικασία  

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο LB, για 24 ώρες 

στους 30ο C.  Ακολούθησε επίστρωση της κάθε βακτηριακής καλλιέργειας σε τρυβλία 

NFb/BTB και LGI/BTB.  Τα εμβολιασμένα τρυβλία επωάστηκαν στους  30ο C για 48 ώρες.  Στη 

συνέχεια παρατηρήθηκε το χρώμα του θρεπτικού μέσου, ώστε να διερευνηθεί η ικανότητα 

των μικροοργανισμών να αφομοιώνουν άζωτο. 

Εικόνα 15.  Σχηματική παρουσίαση αναμενόμενων 

αποτελεσμάτων βιοδοκιμής ικανότητας παραγωγής 

ΙΑΑ: (Α) κίτρινο χρώμα υγρού θρεπτικού LB, ενδεικτικό 

αρνητικού αποτελέσματος, (Β) ροζ χρώμα-θετικό 

αποτέλεσμα-μέτρια συγκέντρωση ΙΑΑ, (C) κόκκινο 

χρώμα-θετικό αποτέλεσμα-υψηλή συγκέντρωση ΙΑΑ. 
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Εικόνα 16.  Σχηματική αναπαράσταση αναμενόμενων αποτελεσμάτων για τη βιοδοκιμή παραγωγής αζώτου σε 

στερεά θρεπτικά υποστρώματα NFb/BTB και LGI/BTB: (A) απουσία ανάπτυξης βακτηριακού στελέχους σε στερεό 

θρεπτικό υπόστρωμα NFb ή LGI, πράσινο χρώμα pH 6,0-6,4, (B) παρουσία ανάπτυξης βακτηριακού στελέχους με 

ικανότητα αφομοίωσης αζώτου και παραγωγής αμμωνίας, (C) παρουσία ανάπτυξης βακτηριακού στελέχους με 

αδυναμία αφομοίωσης αζώτου και παραγωγή οργανικών οξέων.  

2.11 Απομόνωση Ολικού Γονιδιωματικού DNA για Gram- (αρνητικά) 

βακτήρια  

Η απομόνωση του ολικού γονιδιωματικού DNA από τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση ειδικού kit για καθαρισμό γενομικού DNA της Sigma 

(GenElute™ 96 Bacterial Genomic DNA Purification Kit).  Τα βακτηριακά κύτταρα 

περιβάλλονται από δύο βασικές δομές: (i) ένα συμπαγές κυτταρικό τοίχωμα (ii) μία 

κυτταροπλασματική μεμβράνη.  

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για απομόνωση γονιδιωματικού DNA είναι 

αρνητικά κατά Gram και χρησιμοποιήθηκε το κατάλληλο πρωτόκολλο που προτείνεται από 

την προμηθεύτρια εταιρεία Sigma, το οποίο παρατίθεται παρακάτω:     

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB, για 24 ώρες 

στους 30ο C, υπό ανάδευση στα 180 rpm/min.   

i. 1,5 ml βακτηριακής καλλιέργειας τοποθετήθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα eppendorf 

και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12.000 – 16.000 g, για 2 λεπτά.  Το υπερκείμενο 

απομακρύνθηκε και απορρίφθηκε. 

ii. Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύθηκε πλήρως σε 180 μl διαλύματος λύσης Τ 

(B6678)  

iii. Προστέθηκαν 20 μl πρωτεϊνάσης Κ (20 mg/ml) και το δείγμα τοποθετήθηκε στους 55ο 

C για 30 λεπτά.   

iv. Προστέθηκαν 200 μl διαλύματος λύσης C (Β8803). Το δείγμα ανακινήθηκε με τη 

χρήση συσκευής vortex για 15 δευτερόλεπτα και τοποθετήθηκε στους 55ο C για 10 

λεπτά, ώστε να ομογενοποιηθεί (δείγμα Α). 

v. Στήλη δέσμευσης DNA  τοποθετήθηκε σε δοκιμαστικό σωλήνα eppendorf 

χωρητικότητας 2 ml.  500 μl διαλύματος εξισορρόπησης κολώνας (C2112) 

προστέθηκε στη στήλη και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12.000 g για 1 λεπτό.  Το 

διάλυμα το οποίο διαπέρασε τη στήλη (διήθημα) απομακρύνθηκε.  
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vi. 200 μl αιθανόλης (95-100 %) προστέθηκαν στο δείγμα Α και ακολούθησε ανακίνηση 

σε συσκευή vortex για 5-10 δευτερόλεπτα, για να ομογενοποιηθεί το διάλυμα 

(δείγμα B).  

vii. Το δείγμα Β τοποθετήθηκε στη στήλη του βήματος v και ακολούθησε φυγοκέντρηση 

στα 6500 g για 1 λεπτό.  To eppendorf με το διήθημα απομακρύνθηκε και η στήλη 

μεταφέρθηκε σε νέο eppendorf.   

viii. 500 μl διαλύματος έκπλυσης (W0263) προστέθηκαν στη στήλη και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στα 6.500 g για 1 λεπτό.  Το διήθημα απομακρύνθηκε.  

ix. 500 μl συγκεντρωμένου διαλύματος (B6553) τοποθετήθηκαν στη στήλη και 

ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12.000-16.000 g για 3 λεπτά, ώστε να απομακρυνθεί 

οποιοδήποτε ίχνος αιθανόλης πριν την έκλουση του DNA.  Το Εppendorf με το 

διήθημα απομακρύνθηκε.  Η στήλη επαναφυγοκεντρήθηκε για 1 λεπτό στη μέγιστη 

ταχύτητα για την απομάκρυνση τυχόν υπολειμμάτων αιθανόλης. 

x. Η στήλη μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα Εppendorf προστέθηκαν 100 μl ddH2O και 

αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.  Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 

6500 g για 1 λεπτό και το διήθημα αποτελεί το προϊόν της απομόνωσης 

γονιδιωματικού DNA, έκλουσμα 1 και φυλάχθηκε στους - 20ο C. 

xi. Η στήλη μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα Εppendorf και η παραπάνω διαδικασία 

επαναλήφθηκε (βήμα x).  Το διήθημα, έκλουσμα 2 φυλάχθηκε στους – 20ο C.         

2.12 Ανάλυση DNA σε πηκτή αγαρόζης  

Η ανάλυση DNA σε πηκτή αγαρόζης με ηλεκτροφόρηση περιλαμβάνει το διαχωρισμό των 

δεοξυριβονουκλεϊκών οξέων βάσει του μεγέθους και της διαμόρφωσής τους.      Η 

ηλεκτροφόρηση αποτελεί μία τεχνική κατά την οποία χρησιμοποιείται η διαφορά ηλεκτρικών 

φορτίων για το διαχωρισμό μορίων σε ένα μείγμα.  Ο διαχωρισμός των γραμμικών μορίων 

DNA είναι ανάλογος του μεγέθους και του φορτίου τους, με τα μικρότερα τμήματα να 

κινούνται πιο γρήγορα και τα μεγαλύτερα πιο αργά κατά μήκος της πηκτής αγαρόζης.  Τα 

μόρια του DNA φέρουν αρνητικό φορτίο και έτσι όταν τοποθετηθούν σε ηλεκτρικό πεδίο 

κινούνται προς το θετικό ηλεκτρόδιο.  Η πηκτή αγαρόζης αποτελεί ένα πορώδες σύμπλεγμα, 

η σύσταση του οποίου καθορίζει το εύρος των μεγεθών τα οποία μπορούν να διαχωριστούν.  

Μία πηκτή χαμηλής πυκνότητας αγαρόζης, με σχετικά μεγάλους πόρους, ευνοεί το 

διαχωρισμό μεγάλων μορίων DNA εύρους 1-30 kb.  Αντίθετα, μία πηκτή υψηλής πυκνότητας 

αγαρόζης, η οποία διαθέτει μικρότερους πόρους ευνοεί το διαχωρισμό μικρότερων μορίων 

DNA εύρους 1-300 bp.  Το εύρος των μεγεθών που μπορούν να διαχωριστούν σε μία πηκτή 

αγαρόζης σύμφωνα με τη σύστασή της παρουσιάζονται στον πίνακα 3.   

Τα διαχωρισμένα τμήματα του DNA καθίστανται ορατά παρουσία υπεριώδους ακτινοβολίας 

λόγω της προσθήκης βρωμιούχου αιθιδίου (Ethidium Bromide, EtBr) στο πήκτωμα. Το EtBr 

είναι μία τοξική χημική ουσία με ικανότητα να παρεμβάλλεται μεταξύ των ζευγών βάσεων 

στη διπλή έλικα του DNA.   Η σύσταση της πηκτής αγαρόζης που χρησιμοποιήθηκε ήταν 1 % 

και παρασκευάστηκε με την παρακάτω διαδικασία:  

i. 2,5 g αγαρόζης προστέθηκαν σε 250 ml 1 x TBE σε κωνική φιάλη Erlenmeyer και το 

μείγμα θερμάνθηκε σε φούρνο μικροκυμάτων έως ότου να διαλυθεί πλήρως η 

αγαρόζη και το διάλυμα να γίνει διαυγές. 
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ii. Το μείγμα αφέθηκε να κρυώσει μέχρι τη θερμοκρασία των 55ο C, οπότε και 

προστέθηκε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (10 mg/ml) τελικής συγκέντρωσης 0,5 

μg/ml.  

iii. Το διάλυμα τοποθετήθηκε σε εκμαγείο και αφέθηκε να στερεοποιηθεί (10-15 min).  

Το εκμαγείο προετοιμάστηκε κλείνοντας τις ανοιχτές πλευρές του με χαρτοταινία και 

προσαρμόζοντας την κατάλληλη χτένα, ώστε να δημιουργηθούν βοθρία (θέσεις 

υποδοχής των δειγμάτων) στην πηκτή αγαρόζης.   

iv. Αφού το πήκτωμα στερεοποιήθηκε, αφαιρέθηκε η χτένα και το πήκτωμα 

μεταφέρθηκε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης.  Στη δεξαμενή προστέθηκε ρυθμιστικό 

διάλειμμα 1 x TBE, ποσότητας ικανής να καλύπτει μέχρι και 1-2 mm από την 

επιφάνεια της πηκτής αγαρόζης. 

v. Τα δείγματα DNA προς ηλεκτροφόρηση αναμείχθηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα 

φόρτωσης (1/10 του όγκου του δείγματος) και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στις 

θέσεις υποδοχής με τη βοήθεια μηχανικής πιπέτας ρυθμιζόμενου όγκου.  Οι θέσεις 

υποδοχής έχουν χωρητικότητα 30 μl, έτσι η ποσότητα του δείγματος μαζί με το 

ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης δε θα πρέπει να υπερβαίνει τον όγκο αυτό.   

vi. Εφαρμόστηκε ηλεκτρική τάση ανάλογη της απόστασης των ηλεκτροδίων της 

συσκευής ηλεκτροφόρησης και του μεγέθους των μορίων DNA, η οποία δεν 

υπερβαίνει τα 60 V/cm.   

vii. Η ηλεκτροφόρηση τερματίστηκε όταν επιτεύχθηκε ο επιθυμητός διαχωρισμός των 

μορίων DNA του δείγματος.   

viii. Ακολούθησε παρατήρηση του πηκτώματος σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας.   

2.13 Απομόνωση ζώνης DNA από πηκτή αγαρόζης      

Η ανάκτηση του τμήματος DNA από πηκτή αγαρόζης γίνεται με τη χρήση του GenElute Gel 

Extraction Kit της Sigma με το παρακάτω πρωτόκολλο:  

i. Το τμήμα αγαρόζης με την επιθυμητή ζώνη DNA απομονώθηκε με τη χρήση καθαρού 

νυστεριού.  

ii. Το τμήμα μεταφέρθηκε σε σωλήνα Εppendorf χωρητικότητας 1,5 ml και στη συνέχεια 

ζυγίστηκε.  

iii. Προστέθηκαν 3 όγκοι διαλύματος διαλυτοποίησης (Gel Solubilization Solution) (π.χ. 

για κάθε 100 mg πηκτής αγαρόζης προστέθηκαν 300 μl διαλύματος διαλυτοποίησης) 

και το μείγμα επωάστηκε στους 50ο C για 10 λεπτά.  Η ανακίνηση σε συσκευή vortex 

για 2-3 λεπτά κατά τη διάρκεια της επώασης μπορεί να βοηθήσει στη διάλυση της 

αγαρόζης.   

iv. Παράλληλα προετοιμάστηκε η στήλη.  500 μl διαλύματος εξισορρόπησης (Column 

Preparation Solution) προστέθηκαν στη στήλη και αφέθηκαν να διαπεράσουν τη 

μεμβράνη της στήλης σε θερμοκρασία δωματίου.  Το διάλυμα εξισορρόπησης 

βελτιστοποιεί την ικανότητα της μεμβράνης να προσδένει DNA. 

v. Στο μείγμα διαλυμένης αγαρόζης προστίθεται 1 όγκος 100 % ισοπροπανόλης (π.χ. 

100 μl ισοπροπανόλης για 100 mg πηκτής αγαρόζης).  

vi. Το μείγμα μεταφέρθηκε στη στήλη και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12.000 g για 

1 λεπτό.  Το DNA προσδέθηκε στη στήλη και το Εppendorf που περιέχει το διήθημα 

απομακρύνθηκε.   
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vii. Η διαδικασία της φυγοκέντρησης επαναλήφθηκε για ακόμη 1 λεπτό, όταν ο όγκος 

της διαλυμένης αγαρόζης ήταν μεγαλύτερος από τη χωρητικότητα της στήλης.  

viii. Ακολούθησε έκπλυση της στήλης με την προσθήκη 700 μl διαλύματος έκπλυσης και 

φυγοκέντρηση στα 13.000 g για 1 λεπτό.  Το διήθημα απομακρύνθηκε και η 

φυγοκέντρηση επαναλήφθηκε για ακόμη 1 λεπτό για απομάκρυνση υπολειμμάτων 

αιθανόλης.   

ix. Η στήλη μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα Εppendorf για την έκλουση του DNA.  30 μl 

ddH2O προστέθηκαν στη στήλη και αφέθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.  

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση και το διήθημα, έκλουσμα 1 

αποθηκεύτηκε στους – 20ο C. 

x. Η στήλη μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα Εppendorf οπότε και προστέθηκαν     20 μl 

ddH2O τα οποία αφέθηκαν για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.  Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στα 12.000 g για 1 λεπτό και το διήθημα, έκλουσμα 2 αποθηκεύτηκε 

στους – 20ο C.        

2.14 Προσδιορισμός συγκέντρωσης και καθαρότητας DNA  

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης καθώς και της καθαρότητας ενός δείγματος DNA 

πραγματοποιείται με τη χρήση φασματοφωτόμετρου μικροποσοτήτων, υπεριώδους/ορατού 

(UV/Vis) (NanoDropTM ND-1000 spectrophotometer-Thermo Fisher).  Μετριέται η 

απορρόφηση του δείγματος στα 230 nm, στα 260 nm και στα 280 nm.  Το σύστημα είναι 

συνδεδεμένο με έναν υπολογιστή, ο οποίος φέρει τα κατάλληλα λογισμικά για την 

πραγματοποίηση των μετρήσεων καθώς επίσης χρησιμεύει και στην παρουσίαση των 

αποτελεσμάτων των μετρήσεων συγκέντρωσης του δείγματος DNA σε ng/μl και καθαρότητας 

δείγματος (λόγοι: Α260/280 και Α260/230).  Ο επιθυμητός λόγος 260/280 είναι περίπου 1,8.  Τιμές 

χαμηλότερες του 1,8 είναι ενδεικτικές παρουσίας προσμίξεων (π.χ. πρωτεϊνών, φαινόλης 

κ.α.), τα οποία απορροφούν στα 280 nm και μειώνουν το λόγο 260/280.  Ένας επιθυμητός 

λόγος 260/230 κυμαίνεται στα 2,0-2,2.  Χαμηλότερες τιμές υποδεικνύουν την ύπαρξη 

προσμίξεων πρωτεϊνών, αλάτων, ουρίας, φαινόλης, υδατανθράκων τα οποία απορροφούν 

στα 230 nm μειώνοντας το λόγο 260/230.   

Διαδικασία  

Πριν την έναρξη των μετρήσεων επιλέχθηκε το αντίστοιχο λογισμικό της συσκευής για 

φωτομέτρηση DNA δειγμάτων.  Για το μηδενισμό του οργάνου χρησιμοποιήθηκε 1 μl ddH2O, 

το οποίο αποτελεί και το διαλύτη των δειγμάτων DNA.  Στη συνέχεια, ποσότητα 1 μl από το 

κάθε δείγμα φωτομετρήθηκε και υπολογίστηκε η ποσότητα του DNA σε ng/μl και οι λόγοι 

Α260/280 και Α260/230, οι οποίοι είναι ενδεικτικοί της καθαρότητας του δείγματος.        

2.15 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

και Αλληλούχιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών (DNA sequencing)  

Η PCR αποτελεί μία γρήγορη και ευαίσθητη μέθοδο in vitro, η οποία εφευρέθηκε το 1983 

από τον Kary Mullis και περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους κύκλους ενίσχυσης επιλεγμένων 

αλληλουχιών νουκλεϊκών οξέων.  Κάθε κύκλος αποτελείται από τρία στάδια, τα οποία 

πραγματοποιούνται σε διαφορετικές θερμοκρασίες (Κυριαζής et al., 2014): (i) Αποδιάταξη 

(Denaturation), η οποία περιλαμβάνει την αποδιάταξη της διπλής έλικας του DNA, σε 

θερμοκρασία 94-98ο C, (ii) Υβριδισμός εκκινητών (Annealing), οπότε οι εκκινητές 
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υβριδοποιούνται με τις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο μόριο-στόχο, σε 

θερμοκρασία 55-65ο C, (iii) Επιμήκυνση (Extension), στην οποία η DNA πολυμεράση 

επιμηκύνει τις αλληλουχίες των υβριδισμένων εκκινητών με κατεύθυνση 5’−3’ 

χρησιμοποιώντας ως μήτρα τον DNA-στόχο όπου έχουν προσδεθεί οι εκκινητές, σε 

θερμοκρασία 72ο C.  Η θερμοκρασία στην οποία πραγματοποιείται ο υβριδισμός των 

εκκινητών εξαρτάται από τη θερμοκρασία αποδιάταξης των εκκινητών (Melting temperature, 

Tm), η οποία είναι ανάλογη του μεγέθους της αλληλουχίας, της σύστασης των βάσεων (GC) 

της αλληλουχίας και της απόλυτης σειράς των βάσεων στη μελετώμενη αλληλουχία.  Η όλη 

διαδικασία διεξάγεται σε έναν προγραμματισμένο θερμικό κυκλοποιητή.  Τα τρία αυτά 

στάδια συντελούν έναν «κύκλο» PCR και επαναλαμβάνονται 30-50 φορές.  Στο τέλος κάθε 

κύκλου πολλαπλασιασμού η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται, με αποτέλεσμα την εκθετική 

της αύξηση (Κυριαζής et al., 2014). 

Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε PCR και στη συνέχεια αλληλούχιση των 

συστατικών γονιδίων (housekeeping genes): atpD και infB με εκκινητές (primers) που 

παρατίθενται στον Πίνακα 4.  Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

διατριβή (Brady et al., 2008), τροποποιήθηκαν με την προσθήκη των αλληλουχιών των 

εκκινητών Τ7 ή SP6 στο 5’ άκρο τους, έτσι ώστε να διευκολυνθεί η απευθείας αλληλούχιση 

των προϊόντων της PCR.  Χρησιμοποιήθηκαν γονιδιωματικά DNA των βακτηριακών στελεχών 

Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1 και Lelliottia sp.  D2.4, τα 

οποία απομονώθηκαν με τη χρήση GenEluteTM Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma).  Η DNA 

πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Phusion Polymerase (Thermo Scientific™), οι 

συνθήκες της αντίδρασης PCR παρατίθενται στον Πίνακα 5 και τα συστατικά στις αντίστοιχες 

ποσότητες και τελικές συγκεντρώσεις στον Πίνακα 6.  Τα προϊόντα ενίσχυσης (amplicons), 

από κάθε δείγμα, αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και οι ζώνες 

κατάλληλου μεγέθους σε κάθε περίπτωση απομονώθηκαν με τη χρήση του GenElute Gel 

Extraction Kit (Sigma).  Όλα τα δείγματα αλληλουχήθηκαν απευθείας με τη χρήση των T7 και 

SP6 πρότυπων εκκινητών, στο 5’ άκρο των αντίστοιχων εκκινητών atpD 01/02 και infB 01/02.  

Όλα τα προϊόντα ενίσχυσης αλληλουχήθηκαν από τη CEMIA (cemia.eu).       
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Πίνακας 4.  Αλληλουχίες των ζευγών των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR των γονιδίων atpD και 

infB, το μέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης σε bp και η θερμοκρασία αποδιάταξής τους (Tm) με τη χρήση Phusion 

Polymerase.  Το υπογραμμισμένο τμήμα αποτελεί την αλληλουχία των Τ7 και SP6 τμημάτων των εκκινητών.  

Όνομα 
Εκκινητών  

           Ακολουθία 5’-3’ Μέγεθος 
PCR 
προϊόντος  

Θερμοκρασία 
Tm  

 

atpD 01-F-T7            5'-TAATACGACTCACTATAGGG 
RTAATYGGMGCSGTRGTNGAYGT-3’   

~ 657 bp 
 

 
 
Lowest Tm for 
Phusion 63o C 

Primers for 
Enterobacteriaceae 
Modified from 
(Brady et al., 2008) 
 

atpD 02-R-
SP6        

5’-GATTTAGGTGACACTATAG 
TCATCCGCMGGWACRTAWAYNGCCTG-
3’    

~ 657 bp 
 

infB 01-F-T7            5'-TAATACGACTCACTATAGGG 
ATYATGGGHCAYGTHGAYCA-3’    
 

~ 615 bp 
 

 
Lowest Tm for 
Phusion 
55o C 

Primers for 
Enterobacteriaceae 
Modified from 
(Brady et al., 2008) 
 

infB 02-SP6          5’-GATTTAGGTGACACTATAG 
RACKGAGTARTAACGCAGATCCA-3’   
 

~ 615 bp 
 

 

Πίνακας 5.  Συνθήκες που εφαρμόστηκαν στο θερμικό κυκλοποιητή για την πραγματοποίησης της αντίδρασης 

PCR για τα γονίδια atpD και infB.  

Βήματα  Θερμοκρασία  Χρονικό διάστημα Κύκλοι  

Αρχική Αποδιάταξη 98o C 0:30 min  
Αποδιάταξη 98o C 0:30 min  

30 κύκλοι Υβριδισμός εκκινητών 
για atpD/infB  

63o C/55o C 0:40 min 

Επιμήκυνση 72ο C 0:40 min 
Τελική επιμήκυνση  72ο C 8 min  
Συντήρηση  4ο C   

 

Πίνακας 6.  Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τις PCR. *Εξαιτίας της διαφοράς της καθαρότητας των 

γονιδιωματικών DNA των διαφορετικών στελεχών, χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικές ποσότητες (template) DNA 

από κάθε στέλεχος και η περίσσεια συμπληρώθηκε με την κατάλληλη ποσότητα ddH2O.  

Αντιδραστήρια  Ποσότητα σε μl Τελικές συγκεντρώσεις  

5x Phusion HF Buffer  5 μl 1x 
25 mM dNTPs  0,2 μl 200 μM 
10 mM Forward primer 1,25 μl 0,5 μΜ 
10 mM Reverse primer  1,25 μl 0,5 μΜ 
Phusion DNA Poly 0,25 μl 1,0 units/50μl PCR 
Template DNA * 100 ng/μl 
ddH2O  Έως τα 25 μl  

 

Τα συστατικά γονίδια (housekeeping genes) είναι γονίδια τα οποία απαιτούνται για τις 

βασικές κυτταρικές λειτουργίες και εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα ενός οργανισμού υπό 

φυσιολογικές αλλά και παθολογικές συνθήκες.  Ορισμένα από αυτά τα γονίδια εκφράζονται 

με συνεχή ρυθμό και έτσι, μπορεί να χρησιμοποιηθούν ως σημείο αναφοράς σε πειράματα 

μελέτης του ρυθμού έκφρασης άλλων γονιδίων.      

Η αλληλούχιση του γονιδίου 16S ριβοσωμικού RNA (rRNA) αποτελεί ένα χρήσιμο εργαλείο 

για την αναγνώριση φυλογενετικής συγγένειας μεταξύ βακτηρίων στελεχών (Patel, 2001).  Η 

αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA είναι ο πιο συχνά χρησιμοποιούμενος γενετικός δείκτης 

για τη φυλογενετική ανάλυση και την ταξινόμηση των στελεχών για τρεις κυρίως λόγους 
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(Janda and Abbott, 2007): (i) η αλληλουχία του rrs γονιδίου είναι παρούσα σε όλα τα 

βακτήρια και συχνά συναντάται υπό τη μορφή οπερονίων, (ii) η λειτουργία του rrs έχει 

συντηρηθεί σε ένα είδος κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, (iii) το rrs έχει μέγεθος 1.500 bp 

επιτρέποντας την εφαρμογή αναλύσεων βιοπληροφορικής.  Η αλληλούχιση επιπλέον 

γονιδίων συμβάλλει στην περαιτέρω φυλογενετική ανάλυση του εξεταζόμενου στελέχους.  

Το γονίδιο atpD είναι ένα γονίδιο υψίστης σημασίας για την επιβίωση ενός 

μικροοργανισμού, καθώς κωδικοποιεί την έκφραση της β-υπομονάδας του παράγοντα F1 της 

συνθάσης του ATP, η οποία είναι υπεύθυνη για την παραγωγή ATP (τριφωσφορική 

αδενοσίνη) από μόρια ADP (διφωσφορική αδενοσίνη) υπό την παρουσία πρωτονιοκινητικής 

δύναμης.  Αποτελεί, επομένως, κατάλληλο φυλογενετικό δείκτη για την ταξινόμηση των 

στελεχών, εξαιτίας της γενετικής σταθερότητας και της ευρείας κατανομής που παρουσιάζει 

(Ludwig et al., 1993; Ludwig and Schleifer, 1999).  Το γονίδιο infB κωδικοποιεί την έκφραση 

του παράγοντα έναρξης μετάφρασης IF2 (translation initiation factor 2) (Laalami et al., 1991).  

Η έναρξη της μετάφρασης του mRNA στους προκαρυωτικούς οργανισμούς προωθείται από 

τρεις παράγοντες έναρξης, IF1, IF2 και IF3 (Steffensen et al., 1997).  Ο IF2 είναι ο μεγαλύτερος 

σε μέγεθος  (97,3 kDa στο στέλεχος E. coli) και κατά τη διάρκεια της έναρξης της μεταγραφής 

αλληλοεπιδρά με τρεις παράγοντες, την GTP (τριφωσφορική γουανοσίνη),  το fMet-tRNAf
Met 

και τα ριβοσώματα.  Ο IF2 συμβάλει στην έναρξη της πρόσδεσης του στο fMet-tRNAf
Met στο 

70S ριβόσωμα, μέσω της υδρόλυσης του GTP σε GDP (Steffensen et al., 1997).  Σύγκριση των 

γονιδιωματικών αλληλουχιών του γονιδίου έχει χρησιμοποιηθεί για τη φυλογενετική 

ανάλυση στελεχών της οικογένειας Enterobacteriaceae (Hedegaard et al., 1999) και 

Pasteurellaceae (Christensen et al., 2004) και των γενών Haemophilus (Hedegaard et al., 2001) 

και Actinobacillus (Nørskov-Lauritsen et al., 2004).  Σε προηγούμενες μελέτες, 

πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση των γονιδίων κυτταρικής επιμέλειας rpoB και gyrB.  Το 

γονίδιο rpoB κωδικοποιεί την έκφραση της β-υπομονάδας της RNA πολυμεράσης (Yura and 

Ishihama, 1979), ενώ το γονίδιο gyrB κωδικοποιεί την έκφραση της β-υπομονάδας της DNA 

γυράσης (τοποϊσομεράση τύπου ΙΙ) (Fukushima et al., 2002).  Η φυλογενετική ανάλυση 

προέκυψε από τη σύγκριση της ακολουθίας των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των τεσσάρων 

συστατικών γονιδίων (rpoB, gyrB, atpD, infB). 

2.16 Σύγκριση αλληλουχιών και φυλογενετική ανάλυση 

Η αναζήτηση της ταυτότητας των υπό μελέτη ακολουθιών πραγματοποιήθηκε με σύγκριση 

αυτών με τις διαθέσιμες ακολουθίες της βάσης δεδομένων GenBank χρησιμοποιώντας τη 

μηχανή αναζήτησης BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) του 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).  

Οι ακολουθίες ευθυγραμμίστηκαν με τη χρήση του αλγόριθμου CLUSTALW (Thompson et al., 

1994) του προγράμματος MEGA6 (Tamura et al., 2013).  Τα φυλογενετικά δέντρα 

κατασκευάστηκαν με τις μεθόδους Neighbor Joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987) και Maximum 

Likelihood (ML) (Felsenstein, 1981) του προγράμματος MEGA 6.  Για την ανάλυση με τη 

μέθοδο ML, πραγματοποιήθηκε η κατάλληλη περικοπή (trimmed) των αλληλουχιών των 

γονιδίων, οι οποίες στη συνέχεια συνδέθηκαν σειριακά (concatenated).  Η αξιοπιστία των 

δενδρογραμμάτων εκτιμήθηκε μέσω 1000 bootstrap δειγμάτων.   
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Η φυλογενετική συγγένεια των υπό μελέτη στελεχών εξετάστηκε με τη μέθοδο Ανάλυσης 

πολυτοπικής αλληλούχησης, (Multilocus Sequence Analysis, MLSA) βάσει τεσσάρων 

γονιδίων: rpoB, gyrB, atpD, infB.  Στην τεχνική MLSA, τα στελέχη ταυτοποιούνται σύμφωνα 

με τις διαφορές αλληλουχίας σε έναν αριθμό προσεκτικά επιλεγμένων γενετικών τόπων.  Οι 

κωδικές DNA αλληλουχίες διαφορετικών γονιδίων (housekeeping genes) ενισχύονται με PCR 

και κατόπιν πραγματοποιείται αλληλούχιση.  Οι αλληλουχίες των υπό μελέτη γονιδίων των 

εξεταζομένων στελεχών ενοποιούνται, δημιουργώντας μία σύνθετη αλληλουχία 

(concatenated sequence) αποτελούμενη από τις αλληλουχίες των επιμέρους γονιδίων και 

στη συνέχεια, η σύνθετη αυτή αλληλουχία  συγκρίνεται με αντίστοιχες αλληλουχίες από 

πρότυπα βακτηριακά στελέχη, ώστε να ταυτοποιηθεί γενετικά ο μικροοργανισμός.  
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3. Αποτελέσματα  
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3.1 Διερεύνηση της ομαδικής κίνησης των υπό μελέτη στελεχών 

Τα στελέχη εξετάστηκαν ως προς την ικανότητά τους για ομαδική κίνηση σε επιφάνεια 

στερεού θρεπτικού μέσου LB σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις άγαρ: 0,5 % και 1,5 %, σε 

χρονικά διαστήματα 24, 72 και 120 ωρών μετά τον εμβολιασμό.  Τα υπό μελέτη βακτηριακά 

στελέχη αναπτύχθηκαν και δημιούργησαν αποικία στο κέντρο των τρυβλίων LB 0,5 % άγαρ 

και LB 1,5 % άγαρ.  Τις πρώτες 24 ώρες δεν παρουσίασαν κανένα χαρακτηριστικό ενδεικτικό 

ομαδικής κίνησης σε καμία από τις δύο συγκεντρώσεις άγαρ.  Χαμηλή κινητικότητα 

επέδειξαν μετά τις 72 και 120 ώρες στα τρυβλία με LB 0,5 % άγαρ.   Το στέλεχος αναφοράς P. 

fluorescens B5 (PfB5) παρουσίασε ομαδική κινητικότητα από τις 24 ώρες μετά τον 

εμβολιασμό και έπειτα και στις δύο εξεταζόμενες συγκεντρώσεις άγαρ (0,5%, 1,5%).    

 

Εικόνα 17.  Ομαδική κινητικότητα σε LB 0,5 % άγαρ των βακτηριακών στελεχών Enterobacter sp. C1.2, 

Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4 και P. fluorescens B5, σε χρονικά διαστήματα 24, 

72 και 120 ώρες μετά τον εμβολιασμό, 24 ώρες: τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη δεν παρουσίασαν αύξηση της 

διαμέτρου της αποικίας τους, το στέλεχος αναφοράς παρουσίαση μικρή αύξηση διαμέτρου, 72 ώρες: τα υπό 

μελέτη στελέχη επέδειξαν ελάχιστη αύξηση διαμέτρου, ενώ το στέλεχος αναφοράς παρουσίασε συγκριτικά  

μεγαλύτερη αύξηση, 120 ώρες: παρατηρήθηκε η μεγαλύτερη ανάπτυξη των αποικιών των υπό μελέτη στελεχών, 

το στέλεχος PfB5 επέδειξε εμφανώς μεγαλύτερη ανάπτυξη.   
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Εικόνα 18. Ομαδική κινητικότητα σε LB 1,5 % άγαρ των βακτηριακών στελεχών Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter 

sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4 και P. fluorescens B5, σε χρονικά διαστήματα 24, 72 και 120 ώρες 

μετά τον εμβολιασμό, 24 ώρες: τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη καθώς και το στέλεχος αναφοράς δεν 

παρουσίασαν αύξηση της διαμέτρου της αποικίας τους, 72 ώρες: τα στελέχη αναφοράς δεν παρουσίασαν 

ανάπτυξη των αποικιών τους, το PfB5 παρουσίασε αύξηση της διαμέτρου της αποικίας του, 120 ώρες: ελάχιστη 

αύξηση παρατηρήθηκε στις αποικίες των υπό μελέτη στελεχών, το PfB5 παρουσίασε συγκριτικά μεγαλύτερη 

ανάπτυξη. 

3.2 Διερεύνηση αντοχής βακτηριακών στελεχών σε συνθήκες αλατότητας 

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκαν ως προς την αντοχής τους σε συνθήκες 

αλατότητας, σε υγρό θρεπτικό μέσο LB διαφορετικών συγκεντρώσεων NaCl (1%-10%).  Η 

ανάπτυξη των βακτηριακών καλλιεργειών παρατηρήθηκε με φασματοφωτομετρία ανά 

διαστήματα 6 ωρών μεχρι τις 72 ώρες.  Συνολικά τα στελέχη επέδειξαν υψηλότερη αντοχή σε 

συνθήκες αλατότητας συγκριτικά με το στέλεχος αναφοράς Ε. coli, το οποίο ήταν και το 

αναμενόμενο.   

Συγκεκριμένα, παρατηρούμε στο διάγραμμα της Eικόνας 19 ότι το στέλεχος Enterobacter sp. 

C1.2 παρουσίασε ικανότητα ανάπτυξης σε συγκεντρώσεις 1% - 8% NaCl.  Μέγιστο ανάπτυξης 

παρατηρήθηκε σε συγκέντρωση 3% στις 48 ώρες, ενώ σε συγκεντρώσεις 9% και 10% δεν 

παρατηρήθηκε ανάπτυξη.     
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Εικόνα 19.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμές οπτικής πυκνότητας στα 600 nm σε διαφορετικά 

χρονικά διαστήματα (6, 24, 30, 48, 54, 72 ώρες) και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (1%-10%) για το στέλεχος 

Enterobacter sp. C1.2.   

Το στέλεχος Enterobacter sp. C1.5, ομοίως με το Enterobacter sp. C1.2, παρουσίασε 

ικανότητα ανάπτυξης σε συγκεντρώσεις 1%-8% και απουσία ανάπτυξης σε 9% και 10%.  

Μέγιστο ανάπτυξης παρατηρήθηκε σε συγκέντρωση 2%.     

 

Εικόνα 20.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμές οπτικής πυκνότητας στα 600 nm σε διαφορετικά 

χρονικά διαστήματα (6, 24, 30, 48, 54, 72 ώρες) και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (1%-10%) για το στέλεχος 

Enterobacter sp. C1.5.   

Το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1, ομοίως με τα Enterobacter sp. C1.2 και Enterobacter sp. 

C1.5 παρουσίασε αντοχής σε συγκεντρώσεις 1% - 8% και απουσία ανάπτυξης σε 

συγκεντρώσεις 9% και 10%.  Μέγιστο ανάπτυξης παρατηρήθηκε σε συγκέντρωση 2%.   
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Εικόνα 21.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμές οπτικής πυκνότητας στα 600 nm σε διαφορετικά 

χρονικά διαστήματα (6, 24, 30, 48, 54, 72 ώρες) και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (1%-10%) για το στέλεχος 

Enterobacter sp. C3.1.   

Το στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 παρουσίασε αντοχή σε συνθήκες αλατότητας συγκεντρώσεων 

1% - 8%.  Μέγιστο ανάπτυξης παρατηρήθηκε σε συγκέντρωση 6%.  Απουσία ανάπτυξης 

παρατηρήθηκε σε συγκεντρώσεις 9% και 10%.   

Εικόνα 22.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμές οπτικής πυκνότητας στα 600 nm σε διαφορετικά 

χρονικά διαστήματα (6, 24, 30, 48, 54, 72 ώρες) και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (1%-10%) για το στέλεχος 

Lelliottia sp. D2.4.   

Το στέλεχος αναφοράς E.coli, σε αντίθεση με τα υπό μελέτη στελέχη, παρουσίασε αντοχή και 

ικανότητα ανάπτυξης σε συγκεντρώσεις 1% - 6% NaCl.  Μέγιστο ανάπτυξης παρατηρήθηκε 

σε συγκέντρωση 2%.  Σε συγκεντρώσεις 7% - 10% επέδειξε αδυναμία ανάπτυξης.    
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Εικόνα 23.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμές οπτικής πυκνότητας στα 600 nm σε διαφορετικά 

χρονικά διαστήματα (6, 24, 30, 48, 54, 72 ώρες) και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (1%-10%) για το στέλεχος 

E. coli.   

3.3 Διερεύνηση ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου 

3.3.1. Ποιοτική Ανάλυση σε στερεό θρεπτικό υλικό NBRI-BPB-Agar 

Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκαν για την ικανότητά τους να διαλυτοποιούν 

φωσφόρο σε στερεό θρεπτικό υλικό NBRIP/BPB, με τη χρήση τεσσάρων διαφορετικών πηγών 

άνθρακα: Γλυκόζη (Glu), Γλυκερόλη (Gly), Αραβινόζη (Ara), Φρουκτόζη (Fru).  Τα στελέχη 

αφέθηκαν να αναπτυχθούν για 11 ημέρες σε στερεό και έπειτα παρατηρήθηκε η αλλαγή 

χρώματος στο θρεπτικό μέσο και η διάμετρος της διαυγούς ζώνης διαλυτοποίησης.  Η 

αναμενόμενη αλλαγή χρώματος ενδεικτική της ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου είναι 

από πράσινο σε κίτρινο (Εικ. 24).  Ο δείκτης διαλυτοποίησης φωσφόρου (PSI) για το κάθε 

στέλεχος υπολογίστηκε σύμφωνα με την εξίσωση του Prenomo (Prenomo et al., 1996):  PSI = 

διάμετρος αποικίας + διάμετρος διαυγούς ζώνης/διάμετρος αποικίας.  

Συνολικά, τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη επέδειξαν υψηλότερη ικανότητα 

διαλυτοποίησης φωσφόρου συγκριτικά με το στέλεχος αναφοράς P. putida KT2240.  Η πηγή 

άνθρακα επηρέασε σημαντικά την ικανότητα των στελεχών για διαλυτοποίηση φωσφόρου, 

η οποία αυξήθηκε με τη χρήση γλυκόζης (Εικ. 25).   Με τη χρήση γλυκερόλης παρατηρήθηκε 

αλλαγή χρώματος στο υπόστρωμα από πράσινο σε κίτρινο (πιθανά λόγω παραγωγής 

οργανικών οξέων), ωστόσο δεν παρατηρήθηκε δημιουργία διαυγούς ζώνης διαλυτοποίησης.  

Η χρήση αραβινόζης και φρουκτόζης οδήγησε σε αλλαγή χρώματος του υποστρώματος και 

σε δημιουργία διαυγών ζωνών μικρού μεγέθους (Εικ. 25).   

Βάσει των παραπάνω, ο δείκτης διαλυτοποίησης για κάθε στέλεχος ξεχωριστά υπολογίστηκε 

στα τρυβλία με πηγή άνθρακα τη γλυκόζη και οι τιμές PSI παρατίθενται στον πίνακα.  Όλα τα 

στελέχη παρουσίασαν ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου με τιμές PSI > 2.  Η κατάταξη 

των εξεταζόμενων στελεχών μαζί με το στέλεχος αναφοράς για την ικανότητα τους να 

διαλυτοποιούν φωσφόρο, σύμφωνα με τις τιμές PSI έχει ως εξής: Enterobacter sp. C3.1 > 

Enterobacter sp. C1.2 > Enterobacter sp. C1.5 > Lelliottia sp. D2.4 > P. putida KT2240. 
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Πινακας 7.  Παρουσίαση τιμών PSI για κάθε εξεταζόμενο βακτηριακό στέλεχος. 

Βακτηριακό στέλεχος PSI 

Enterobacter sp. C1.2 5,14 
Enterobacter sp. C1.5 4,8 
Enterobacter sp. C3.1 5,3 
Lelliottia sp. D2.4 4,28 
P. putida KT2240 3,33 

 

 

Εικόνα 24.  Σταδιακή αλλαγή χρώματος και δημιουργία διαυγούς ζώνης διαλυτοποίησης σε στερεό θρεπτικό 

υπόστρωμα NBRIP/BPB: (A) μη εμβολιασμένο υπόστρωμα (Β) 48 ώρες μετά τον εμβολιασμό (C) 96 ώρες μετά τον 

εμβολιασμό (D) 12 ημέρες μετά τον εμβολιασμό.   

 

Εικόνα 25.  Απεικόνιση ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου σε στερεό θρεπτικό μέσο NBRIP/BPB και σε 

διαφορετικές πηγές άνθρακα (GLU: γλυκόζη, GLY: γλυκερόλη, ARAB: αραβινόζη,  FRU: φρουκτόζη) από τα υπό 

μελέτη βακτηριακά στελέχη και από το στελέχους αναφοράς P.putida KT2240 τη 12η ημέρα μετά τον εμβολιασμό.  

Σε μπλε πλαίσιο απεικονίζονται τα βακτήρια με υψηλότερη ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου, σε 

υπόστρωμα με γλυκόζη σαν πηγή άνθρακα.   
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3.3.2 Ποσοτική ανάλυση σε υγρό θρεπτικό μέσο 

Πολλά βακτηριακά στελέχη δεν εμφανίζουν ζώνες διαλυτοποίησης σε στερεό θρεπτικό μέσο, 

ενώ εμφανίζουν ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου σε υγρά θρεπτικά μέσα. 

Επιπρόσθετα, όταν ένα στέλεχος εμφανίσει ικανότητα διαλυτοποίησης σε στερεό θρεπτικό 

μέσο είναι σκόπιμο να εξεταστεί η διατήρηση της ικανότητας αυτής και σε υγρό θρεπτικό 

υλικό.  Τα υπό μελέτη βακτηριακά στελέχη εξετάστηκαν για την ικανότητά τους να 

διαλυτοποιούν φωσφόρο σε υγρό θρεπτικό μέσο NBRIP/BPB.  Η ποσοτικοποίηση της 

αλλαγής χρώματος του θρεπτικού μέσου από πράσινο σε κίτρινο, η οποία είναι ενδεικτική 

της ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου πραγματοποιήθηκε με μετρήσεις 

φασματοφωτομετρίας στα 450 nm σε χρονικά διαστήματα 24 ωρών για τρεις ημέρες (72 

ώρες).  Επίσης, στις 72 ώρες μετρήθηκε και η αλλαγή pH του θρεπτικού μέσου για κάθε 

στέλεχος.  Η οξίνιση (μείωση) του pH είναι ενδεικτική ικανότητας διαλυτοποίησης, αν και 

μπορεί να οφείλεται και σε άλλους παράγοντες όπως παραγωγή και έκκριση στο μέσο 

καλλιέργειας οργανικών οξέων.   

Σύμφωνα με τις μετρήσεις φασματοφωτομετρίας η κατάταξη των στελεχών για την 

ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου έχει ως εξής: Enterobacter sp. C3.1 > Enterobacter sp. 

C1.5 > Enterobacter sp. C1.2 > Lelliottia sp. D2.4 > P. putida KT2240 (Eικ. 26), η οποία 

συμφωνεί σε μεγάλο βαθμό με τα συμπεράσματα από την ποιοτική μελέτη σε στερεό 

θρεπτικό μέσο NBRI/BPB (Enterobacter sp. C3.1 > Enterobacter sp. C1.2 > Enterobacter sp. 

C1.5 > Lelliottia sp. D2.4 > P. putida KT2240).  Επιπρόσθετα, η P. putida εμφάνισε ικανότητα 

διαλυτοποίησης φωσφόρου στα ίδια περίπου επίπεδα στις 24 ώρες με τα εξεταζόμενα 

στελέχη. Αντίθετα, η P. putida σχημάτισε πολύ μικρή ζώνη διαλυτοποίησης σε στερεό 

θρεπτικό υπόστρωμα. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει, όπως προαναφέρθηκε, ότι 

ορισμένα στελέχη εμφανίζουν διαφορετική ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου σε 

στερεά και υγρά θρεπτικά μέσα. 

 

Εικόνα 26.  Διαγραμματική παρουσίαση αλλαγών στις τιμών απορρόφησης στα 450 nm σε διαφορετικά χρονικά 

διαστήματα (24, 48, 72 ώρες), για τα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, 

Lelliottia sp. D2.4, P. putida KT2240. 
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Σύμφωνα με τις μετρήσεις pH, όλα τα εξεταζόμενα στελέχη προκάλεσαν οξίνιση του 

θρεπτικού μέσου.  Η κατάταξη σύμφωνα με τη μεγαλύτερη μείωση pH από τα στελέχη έχει 

ως εξής: P. putida ΚΤ2240 > Enterobacter sp.  C1.2 > Enterobacter sp. C1.5 > Enterobacter sp. 

C3.1 > Lelliottia sp. D2.4 (Εικ. 27).   

 

Εικόνα 27.  Διαγραμματική παρουσίαση των τιμών pH του θρεπτικού μέσου NBRI/BPB στις 72 ώρες επώασης για 

τα εξεταζόμενα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4 και 

P. putida ΚΤ2240. 
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3.4 Διερεύνηση ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά  

Η ανθεκτικότητα των βακτηριακών στελεχών σε αντιβιοτικά εξετάστηκε με δύο μεθόδους: (i) 

μέθοδος της γραμμικής επίστρωσης, (ii) μέθοδος της διάχυσης εμποτισμένων δισκίων με 

αντιβιοτικά (Bauer et al., 1966).  

3.4.1 Μέθοδος της γραμμικής επίστρωσης  

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την εφαρμογή της  μεθόδου 

της γραμμικής επίστρωσης,  για την ανθεκτικότητα των υπό μελέτη στελεχών σε αντιβιοτικά 

και παρακάτω παρουσιάζονται εικόνες των τρυβλίων, 24 ώρες μετά τον εμβολιασμό τους.   

Πίνακας 8.  Παρουσίαση ανθεκτικότητας βακτηριακών στελεχών σε συγκεκριμένες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών 

με την εφαρμογή της μεθόδου της γραμμικής επίστρωσης.  R: Resistant - Ανθεκτικό, Ι: Intermediate - Μέτρια 

Ανθεκτικό, S: Sensitive - Ευαίσθητο 

Αντιβιοτικά  Συγκέντρωση 
αντιβιοτικών 

μg/ml 

Βακτηριακά στελέχη και ευαισθησία / ανθεκτικότητα 

        C1.2          C1.5 C3.1          D2.4 
Amp(ampicillin) 50 R R R I 
 100 R R R I 
Km(kanamycin) 30 I I S S 
 60 S I S S 
Gent(gentamycin) 20 I S S I 
 40 S S S S 
Spc(spectinomycin) 20 I R I I 
 100 S I S S 
Rif (rifampicin) 30 R S R I 
Str(streptomycin) 20 S S S S 
Clr(chlarithromycin) 20 R R R I 
Tc (tetracyclin) 7,5 S S S S 
Chl(chloramphenicol) 7,5 R R I S 
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Εικόνα 28.  Παρουσίαση αποτελεσμάτων για την διερεύνηση ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά με τη μέθοδο της 

γραμμικής επίστρωσης, για τα βακτηριακά στελέχη: C1.2, C1.5, C3.1, D2.4, DN1.2, στα παρακάτω αντιβιοτικά στις 

αναγραφόμενες συγκεντρώσεις: Amp: 50 και 100 μg/ml, Km: 30 και 60 μg/ml, Gent: 20 και 40 μg/ml, Spc: 20 και 

100 μg/ml.  Ο χαρακτηρισμός των στελεχών σε ανθεκτικά (R), ενδιάμεσα ευαίσθητα (Ι) και ευαίσθητα (S) 

παρατίθεται στον πίνακα 4. 

 

Εικόνα 28.  Παρουσίαση αποτελεσμάτων για την διερεύνηση ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά με τη μέθοδο της 

γραμμικής επίστρωσης, για τα βακτηριακά στελέχη: C1.2, C1.5, C3.1, D2.4, DN1.2, στα παρακάτω αντιβιοτικά στις 

αναγραφόμενες συγκεντρώσεις: Rif 30μg/ml, Str 20 μg/ml, Clr 20 μg/ml, Tc 7,5 μg/ml, Chl 7,5 μg/ml.  Ο 

χαρακτηρισμός των στελεχών σε ανθεκτικά (R), ενδιάμεσα ευαίσθητα (Ι) και ευαίσθητα (S) παρατίθεται στον 

πίνακα 4.  

3.4.2 Μέθοδος διάχυσης εμποτισμένων δισκίων 

Τα αποτελέσματα της εφαρμογής της μεθόδου διάχυσης εμποτισμένων δισκίων 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 6 και ακολουθούν φωτογραφίες των τρυβλίων στις 24 ώρες 

μετά τον εμβολιασμό.   
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Πίνακας 9.  Παρουσίαση ανθεκτικότητας βακτηριακών στελεχών σε συγκεκριμένες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών 

με την εφαρμογή της μεθόδου της διάχυσης εμποτισμένων δισκίων με αντιβιοτικά.  R: Resistant - Ανθεκτικό, Ι: 

Intermediate - Μέτρια Ανθεκτικό, S: Sensitive – Ευαίσθητο. 

Αντιβιοτικά Συγκεντρώσεις 
σε μg/ml 

Βακτηριακά Στελέχη / Διάμετρος ζωνών παρεμπόδισης / 
Ανθεκτικότητα 

      C1.2       C1.5       C3.1      D2.4 
  mm R/I/S mm R/I/S mm R/I/S mm R/I/S 
Amp(ampicillin) 5 0 R 4 R 0 R 5 R 
Km(kanamycin) 10 15 S 14 S 15 S 17 S 
Str(streptomycin) 3 0 R 11 I 12 I 10 I 
Cef (cefuroxime) 3 21 S 24 S 24 S 21 S 
Spc 
(spectinomycin) 

10 11 I 11 I 0 R 0 R 

Pen G 
(Penicillin G) 

1 0 R 0 R 0 R 0 R 

Tc (tetracyclin) 3 11 I 13 S 0 R 19 S 
Clr 
(chlarithromycin) 

1,5 0 R 0 R 0 R 0 R 

Nal (nalidixic 
acid) 

1,5 0 R 0 R 0 R 2 R 

 3 4 R 2 R 2 R 7 R 
Gent 
(gentamycin) 

5 11 I 14 S 8 R 0 R 

Neo (neomycin) 5 0 R 4 R 3 R 0 R 
Chl 
chloramphenicol 

1 6 R 9 I 6 R 14 S 

 

  

Εικόνα 29.   Παρουσίαση αποτελεσμάτων για την διερεύνηση ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά με τη μέθοδο της 

διάχυσης εμποτισμένων δισκίων με αντιβιοτικά, για τα βακτηριακά στελέχη: C1.2, C1.5, C3.1, D2.4, DN1.2, στα 

παρακάτω αντιβιοτικά στις αναγραφόμενες συγκεντρώσεις: Gent 5 μg/ml, Km 10 μg/ml, Nal 1,5 μg/ml και 3 μg/ml, 

Amp 5 μg/ml, Neo 5 μg/ml, Clr 1,5 μg/ml, Chl 1 μg/ml, Tc 3 μg/ml, Str 3 μg/ml, Spc 10 μg/ml, Cef 3 μg/ml, Pen G 1 

μg/ml.  Ο χαρακτηρισμός των στελεχών σε ανθεκτικά (R), ενδιάμεσα ευαίσθητα (Ι) και ευαίσθητα (S) παρατίθεται 

στον πίνακα 6. 
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3.5 Διερεύνηση παραγωγής σιδηροφόρων 

3.5.1 Τεχνική O-CAS  

Αρχικά, για τη διερεύνηση της ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων εφαρμόστηκε η τεχνική 

O-CAS (Pérez-Miranda et al., 2007).  Την 4η ημέρα μετά τον εμβολιασμό παρατηρήθηκε 

δημιουργία διαυγών  ζωνών κίτρινου χρώματος περιμετρικά των αποικιών των 

μικροοργανισμών (Eικ. 30).  Ευδιάκριτη ήταν η ζώνη γύρω από το στέλεχος αναφοράς P. 

fluorescens X.  Ωστόσο, οι ζώνες γύρω από τις αποικίες των υπό μελέτη στελεχών είχαν 

ακαθόριστο σχήμα εξαιτίας της ανάπτυξης των αποικιών τους στο επίστρωμα CAS.  Εξαιτίας 

αυτού, ήταν αδύνατος ο προσδιορισμός της διαμέτρου των ζωνών.  Η  αλλαγή χρώματος στο 

επίστρωμα CAS σταδιακά εξαπλώθηκε, καλύπτοντας όλη την επιφάνεια του στερεού 

υποστρώματος LB/CAS κατά την 11η ημέρα (Eικ. 30).   

Η αλλαγή χρώματος του CAS από μπλε σε κίτρινο είναι ενδεικτική απελευθέρωσης 

σιδηροφόρων καρβοξυλικού τύπου (Pérez-Miranda et al., 2007), τα οποία φαίνεται να 

παράγονται από όλους τους μικροοργανισμούς.  Ωστόσο, υπάρχει ενδεχόμενο σφάλματος 

καθώς ήταν αδύνατο να προσδιοριστεί το μέγεθος των διαυγών ζωνών κάθε στελέχους 

ξεχωριστά.    

 

Εικόνα 30.  Παρουσίαση αποτελεσμάτων της τεχνικής O-CAS για τα στελέχη 1 - P. fluorescens X, 2 – Enterobacter 

sp. C3.1, 3 – Enterobacter sp. C1.5, 4 - Enterobacter sp. C1.2, 5 – Lelliottia sp. D2.4 κατά την 4η, 6η και 11η ημέρα 

μετά τον εμβολιασμό: (Α) 4 ημέρες μετά τον εμβολιασμό – δημιουργία διαυγών ζωνών κίτρινου χρώματος 

περιμετρικά των αποικιών, παρατηρείται ανάπτυξη αποικιών των υπό μελέτη στελεχών (C1.2, C1.5, C3.1, D2.4) 

στο επίστρωμα CAS (B) 6 ημέρες μετά τον εμβολιασμό – αύξηση του μεγέθους των διαυγών ζωνών (C) 11 ημέρες 

μετά τον εμβολιασμό – εξάπλωση της αλλαγής χρώματος σε όλη την επιφάνεια του στερεού LB/CAS.   

3.5.2 Τροποποιημένη τεχνική O-CAS  

Η εφαρμογή της τροποποιημένης τεχνικής O-CAS επιβεβαίωσε την ικανότητα παραγωγής 

σιδηροφόρων από όλα τα υπό μελέτη στελέχη.  Παρατηρήθηκε η δημιουργία διαυγών ζωνών 

κίτρινου χρώματος (σιδηροφόρα καρβοξυλικού τύπου) περιμετρικά των αποικιών των 

μικροοργανισμών τις πρώτες 24 ώρες μετά τον εμβολιασμό, οπότε και πραγματοποιήθηκε 

μέτρηση της διαμέτρου των ζωνών (Πίνακας 10).  Το μέγεθος των ζωνών αυξήθηκε σταδιακά 

και κάλυψε μεγάλο μέρος της επιφάνειας των τρυβλίων κατά τις 72 και 120 ώρες μετά τον 

εμβολιασμό.  Η παρουσία CTAB και η απουσία θρεπτικών ουσιών στο επίστρωμα CAS 

φαίνεται να επηρέασε την ανάπτυξη των στελεχών P. fluorescens B5, P. fluorescens 2-75, τα 

οποία δεν αναπτύχθηκαν, καθώς και την ανάπτυξη του E. coli, το οποίο παρουσίασε 
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μειωμένη ανάπτυξη μετά τις 72 ώρες από τον εμβολιασμό.  Η κατάταξη των στελεχών με 

βάση τις μετρήσεις των διαμέτρων των διαυγών ζωνών περιμετρικά των αποικιών τους, 24 

ώρες μετά τον εμβολιασμό έχεις ως εξής: P. fluorescens X = P. putida ΚΤ2240 > Enterobacter 

sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5 = Enterobacter sp. C3.1.   

Πίνακας 10.  Διάμετρος διαυγών ζωνών γύρω από τις αποικίες των μικροοργανισμών και κατάταξη των 

μικροοργανισμών σε επίπεδα ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων: επίπεδο 1 - απουσία παραγωγής 

σιδηροφόρων, επίπεδο 2 – μέτριο δυναμικό παραγωγής σιδηροφόρων, επίπεδο 3 – υψηλό δυναμικό παραγωγής 

σιδηροφόρων. 

Βακτηριακό στέλεχος Διάμετρος διαυγούς ζώνης 
σε cm 

Επίπεδο ικανότητας 
παραγωγής σιδηροφόρων 

Enterobacter sp. C1.2 0,7 2 
Enterobacter sp. C1.5 0,8 2 
Enterobacter sp. C3.1 0,8 2 
Lelliottia sp. D2.4 0,1 2 
P. fluor X 1,2 3 
P. fluor B5 0 - 
P. fluor 2-75 0 - 
P. putida KT2240 1,2 3 
E. coli 0 - 

 

Εικόνα 31.  Παρουσίαση  αποτελεσμάτων της εφαρμογής της τροποποιημένης τεχνικής O-CAS για τα υπό μελέτη 

στελέχη 1 – Enterobacter sp. C1.2, 2 - Enterobacter sp. C1.5, 3 – Lelliottia sp. D2.4, 4 - Enterobacter sp. C3.1 και 

τα στελέχη αναφοράς 5 - P. fluorescens B5, 6 - P. fluorescens 2-75, 7 - P. fluorescens X, 8 - E. coli, 9 - P. putida 

KT2240, στις 24, 72 και 120 ώρες μετά τον εμβολιασμό.  (Α) 24 ώρες μετά τον εμβολιασμό-θετικά αποτελέσματα 

παραγωγής σιδηροφόρων με δημιουργία διαυγών ζωνών κίτρινου χρώματος γύρω από όλες τις αποικίες του 

τρυβλίο, (D) 24 ώρες μετά τον εμβολιασμό-θετικά αποτελέσματα για τα στελέχη στις θέσεις 7 και 9 και απουσία 

ανάπτυξης στα στελέχη των θέσεων 5,6 και 8, (Β)  72 ώρες μετά τον εμβολιασμό-διεύρυνση διαυγών ζωνών για 

τα στελέχη στις θέσεις 1, 2, 3, 4, (Ε) 72 ώρες μετά τον εμβολιασμό-διεύρυνση διαυγών ζωνών για τα στελέχη στις 
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θέσεις 7 και 9, μικρή ανάπτυξη των αποικιών του στελέχους στη θέση 8 και απουσία ανάπτυξης στα στελέχη των 

θέσεων 5 και 6, (C) 120 ώρες μετά τον εμβολιασμό-αλλαγή χρώματος παρατηρείται σε μεγάλο μέρος της 

επιφάνειας του τρυβλίου, (F) 120 ώρες μετά τον εμβολιασμό-διεύρυνση των διαυγών ζωνών των στελεχών στις 

θέσεις 7 και 9, αύξηση του μεγέθους των αποικιών του στελέχους στη θέση 8, απουσία ανάπτυξης των στελεχών 

στις θέσεις 5 και 6.   

3.6 Διερεύνηση παραγωγής Ινδολοξικού οξέος (IAA) 

Η παραγωγή ινδολοξικού οξέος (ΙΑΑ) από τους υπό μελέτη μικροοργανισμούς εξετάστηκε με 

την εφαρμογή των τεχνικών PC και S2/1, οι οποίες περιλαμβάνουν τη χρήση του 

αντιδραστηρίου Salkowski υπό μορφή R1 για την τεχνική PC και υπό μορφή R2 για την τεχνική 

S2/1 (Παράρτημα).  Εξετάστηκε η επίδραση του χρόνου, η επίδραση της παρουσίας L-Trp 

στην παραγωγή ινδολοξικού οξέος, καθώς και η ακρίβεια της κάθε τεχνικής στον 

προσδιορισμό του παραγόμενου ΙΑΑ.  Τα βακτηριακά στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό 

θρεπτικό LB περιεκτικότητας 500 μg/ml L-Trp  και σε υγρό LB απουσία εξωγενούς L-Trp.  Για 

τις μετρήσεις φασματοφωτομετρίας χρησιμοποιήθηκε το υπερκείμενο των βακτηριακών 

καλλιεργειών και πραγματοποιήθηκαν στα 530 nm σε χρονικά διαστήματα 2, 4, 6 και 8 

ημερών.  Οι τιμές απορρόφησης μετατράπηκαν στις ισοδύναμες συγκεντρώσεις ΙΑΑ με τη 

χρήση των αντίστοιχων πρότυπων καμπυλών.   

Συνολικά, παρατηρήθηκε αύξηση του παραγόμενου ΙΑΑ σε συνάρτηση με το χρόνο καθώς 

και θετική επίδραση της L-Trp στην παραγωγή ΙΑΑ.  Συγκεκριμένα, όπως παρατηρείται στην 

εικόνα 32 το στέλεχος Enterobacter sp. C1.2 έχει την ικανότητα να παράγει ΙΑΑ παρουσία και 

απουσία εξωγενούς L-Trp.  Υψηλότερη συγκέντρωση ΙΑΑ παράχθηκε παρουσία L-Trp.  Κατά 

τη χρήση του αντιδραστηρίου R1, απουσία εξωγενούς L-Trp, παρατηρήθηκε σταδιακή 

αύξηση της συγκέντρωσης ΙΑΑ από 6 μg/ml μέχρι 71 μg/ml την 8η ημέρα, ενώ παρουσία L-

Trp παρατηρήθηκε σταδιακή αύξηση από 18,7 μg/ml τη 2η ημέρα μέχρι 107,9 μg/ml την 4η 

ημέρα, οπότε και παρουσιάστηκε φαινόμενο κορεσμού μέχρι την 8η ημέρα μετά τον 

εμβολιασμό.  Από την άλλη πλευρά, με τη χρήση του αντιδραστηρίου R2 απουσία εξωγενούς 

L-Trp αυξήθηκε προοδευτικά η παραγόμενη ποσότητα ΙΑΑ μέχρι τα 119 μg/ml την 6η ημέρα 

επώασης, οπότε και έφτασε σε επίπεδα κορεσμού μέχρι και την 8η ημέρα.  Προοδευτική 

αύξηση της παραγόμενης ποσότητας IAA παρατηρήθηκε παρουσία L-Trp, η οποία έφτασε 

στη μέγιστη τιμή των 304 μg/ml την  8η ημέρα.  Συμπερασματικά, το στέλεχος Enterobacter 

sp. C1.2 παράγει υψηλές ποσότητες ΙΑΑ παρουσία εξωγενούς L-Trp, ικανές να ανιχνευθούν 

με ακρίβεια από το αντιδραστήριο R2, το οποίο παρουσιάζει μεγαλύτερη ευαισθησία σε 

υψηλές τιμές ΙΑΑ.   
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Εικόνα 32.  Αποτελέσματα βιοδοκιμής για την παραγωγή ΙΑΑ από το βακτηριακό στέλεχος Enterobacter sp. C1.2, 

με τη χρήση των αντιδραστηρίων R1 και R2.  Η παραγόμενη συγκέντρωση ΙΑΑ παρουσία και απουσία εξωγενούς 

L-Trp, παρουσιάζεται σε συνάρτηση με το χρόνο (2, 4, 6, 8 ημέρες).  

Τα αποτελέσματα για το στέλεχος Enterobacter sp. C1.5 παρουσιάζονται στην Eικόνα 33.  Το 

στέλεχος Enterobacter sp. C1.5 παρουσίασε ικανότητα εγγενούς παραγωγής ΙΑΑ, καθώς και 

ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ έπειτα από χορήγηση εξωγενούς L-Trp.  Η μέγιστη τιμή 

συγκέντρωσης ΙΑΑ ανιχνεύθηκε από το αντιδραστήριο R2 την 6η και 8η ημέρα επώασης 

παρουσία L-Trp και ήταν 255 μg/ml.  Η μέγιστη τιμή συγκέντρωσης ΙΑΑ που ανιχνεύθηκε 

απουσία L-Trp ήταν 94,6 μg/ml, κατά την 6η ημέρα επώασης, οπότε και παρατηρήθηκε 

φαινόμενο κορεσμού μέχρι την 8η ημέρα.  Η μέγιστη τιμή που ανιχνεύθηκε με τη χρήση του 

αντιδραστηρίου R1 ήταν 107 μg/ml και παρατηρήθηκε κατά την 6η ημέρα σε θρεπτικό μέσο 

απουσία εξωγενούς L-Trp και κατά την 4η ημέρα σε θρεπτικό παρουσία L-Trp, οπότε και 

παρατηρήθηκε κορεσμός.  Η ικανότητα του αντιδραστηρίου R2 να ανιχνεύει υψηλότερες 

τιμές ΙΑΑ, το καθιστά καταλληλότερο για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του 

παραγόμενου ΙΑΑ από το στέλεχος Enterobacter sp. C1.5.    
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Εικόνα 33.  Αποτελέσματα βιοδοκιμής για την παραγωγή ΙΑΑ από το βακτηριακό στέλεχος Enterobacter sp. C1.5 

με τη με τη χρήση των αντιδραστηρίων R1 και R2.  Η παραγόμενη συγκέντρωση ΙΑΑ παρουσία και απουσία 

εξωγενούς L-Trp, παρουσιάζεται σε συνάρτηση με το χρόνο (2, 4, 6, 8 ημέρες).  

Το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1 διαθέτει την ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ, όπως 

παρουσιάζεται και στο διάγραμμα της Eικόνας 34.  Με τη χρήση του αντιδραστηρίου R1  

παρατηρείται σταδιακή αύξηση της παραγωγής ΙΑΑ απουσία εξωγενούς L-Trp μέχρι τα 76 

μg/ml και παρουσία εξωγενούς L-Trp, μέχρι τα 107 μg/ml την 6η ημέρα επώασης, οπότε και 

φτάνει σε κορεσμό.  Με τη χρήση του αντιδραστηρίου R2 το μέγιστο της ποσότητας που 

ανιχνεύθηκε από την εγγενή παραγωγή ΙΑΑ ήταν 111,5 μg/ml κατά τη 2η ημέρα επώασης, 

οπότε και άρχισε η σταδιακή μείωση μέχρι τα 55,8 μg/ml την 8η ημέρα.  Παρουσία εξωγενούς 

L-Trp, έπειτα από χορήγηση του αντιδραστηρίου R2 παρατηρήθηκε ραγδαία αύξηση της 

παραγόμενης ποσότητας ΙΑΑ μέχρι 378,4 μg/ml την 8η ημέρα επώασης.  Συμπερασματικά, 

εξαιτίας των υψηλών τιμών ΙΑΑ που παρατηρούνται παρουσία L-Trp  με τη χρήση του 

αντιδραστηρίου R2 και λόγω του κορεσμού που παρατηρείται από την 6η ημέρα με τη χρήση 

του R1, το R2 κρίθηκε καταλληλότερο για τον προσδιορισμό της ποσότητας του παραγόμενου 

ΙΑΑ από το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1.    
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Εικόνα 34.  Αποτελέσματα βιοδοκιμής για την παραγωγή ΙΑΑ από το βακτηριακό στέλεχος Enterobacter sp. C3.1 

με τη με τη χρήση των αντιδραστηρίων R1 και R2.  Η παραγόμενη συγκέντρωση ΙΑΑ παρουσία και απουσία 

εξωγενούς L-Trp, παρουσιάζεται σε συνάρτηση με το χρόνο (2, 4, 6, 8 ημέρες).  

Τέλος, από την Eικόνα 35 παρατηρούμε ότι το στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 παρήγαγε αρκετά 

χαμηλότερες συγκεντρώσεις ΙΑΑ από τα υπόλοιπα εξεταζόμενα στελέχη.  Με την εφαρμογή 

του αντιδραστηρίου R1 ανιχνεύθηκαν συγκεντρώσεις 3,23-10,89 μg/ml, ενώ με τη χρήση του 

R2 οι συγκεντρώσεις κυμάνθηκαν από 4,5-66,58 μg/ml.  Η υψηλότερη ανιχνεύσιμη ποσότητα 

ΙΑΑ παρατηρήθηκε παρουσία L-Trp με το αντιδραστήριο R2.     

 

Εικόνα 35.  Αποτελέσματα βιοδοκιμής για την παραγωγή ΙΑΑ από το βακτηριακό στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 με τη 

με τη χρήση των αντιδραστηρίων R1 και R2.  Η παραγόμενη συγκέντρωση ΙΑΑ παρουσία και απουσία εξωγενούς 

L-Trp, παρουσιάζεται σε συνάρτηση με το χρόνο (2, 4, 6, 8 ημέρες).   
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3.7 Διερεύνηση αφομοίωσης αζώτου 

Η ικανότητα αφομοίωσης αζώτου από τους υπό μελέτη μικροοργανισμούς διερευνήθηκε σε 

στερεά θρεπτικά υποστρώματα NFb και LGI, τα οποία δεν περιέχουν πηγή αζώτου.   

Μετά τις 48 ώρες από τον εμβολιασμό παρατηρήθηκε αλλαγή χρώματος στο θρεπτικό μέσο 

NFb.  Αντιθέτως, καμία αλλαγή χρώματος δεν παρατηρήθηκε στo θρεπτικό μέσο LGI.  

Συνεπώς σε αυτή την περίπτωση, το θρεπτικό μέσο NFb κρίθηκε καταλληλότερο για την 

ταυτοποίηση των διαζότροφων στελεχών.  Οι μικροοργανισμοί Enterobacter sp. C1.2, 

Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1 και Lelliottia sp. D2.4 προκάλεσαν αλλαγή 

χρώματος στο θρεπτικό υπόστρωμα NFb από πράσινο σε μπλε.  Η αλλαγή αυτή υποδηλώνει 

ικανότητα αφομοίωσης αζώτου προς παραγωγή αμμωνίας, η οποία προκαλεί την αλκάλωση 

του μέσου.  Το βακτηριακό στέλεχος E. coli προκάλεσε οξίνιση του θρεπτικού NFb και αλλαγή 

χρώματος της BTB από ανοιχτό πράσινο σε κίτρινο.  Οι παραπάνω παρατηρήσεις 

παρουσιάζονται στην Eικόνα 36.  

Εικόνα 36.  Αποτελέσματα βιοδοκιμής ικανότητας αφομοίωσης αζώτου για τα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, 

Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4 και το στέλεχος αναφοράς E. coli.  Η στήλη του 

control παρουσιάζει τα μη εμβολιασμένα NFb και LGI θρεπτικά υποστρώματα.  Σταδιακή μετατροπή του πράσινου 

σε μπλε από τα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1, Lelliottia sp. D2.4 

(κόκκινο πλαίσιο), μετατροπή το μπλε σε κίτρινο από το E. coli.  Δεν παρατηρείται χρωματική αλλαγή για το 

θρεπτικό υπόστρωμα LGI.    

3.8 Φυλογενετική ανάλυση 

Προκειμένου να προσδιοριστεί η φυλογενετική συγγένεια των στελεχών Enterobacter sp. 

C1.2 Enterobacter sp. C1.5 Enterobacter sp. C3.1 Lelliottia sp. D2.4 εφαρμόστηκε MLSA 

προσέγγιση.  Τα γονίδια atpD και infB χρησιμοποιήθηκαν για να κατασκευαστούν δύο 

ξεχωριστά φυλογενετικά δέντρα με τη μέθοδο Neighbor Joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987).  

Πραγματοποιήθηκε σύγκριση των αλληλουχιών των δύο αυτών γονιδίων από τα στελέχη 

Enterobacter sp. και Lelliottia sp. με τις αντίστοιχες διαθέσιμες αλληλουχίες της βάσης 

δεδομένων GenBank και ακολούθησε η κατάλληλη περικοπή των νουκλεοτιδικών 

ακολουθιών, έτσι ώστε μόνο τα ευθυγραμμισμένα (aligned) τμήματα να συμπεριληφθούν 

στη φυλογενετική ανάλυση.  Βάσει των διαθέσιμων αλληλουχιών στη GenBank 

προσδιορίστηκε ο αριθμός των τάξα που περιλαμβάνονται στην παρούσα ανάλυση, καθώς 

και το μήκος των στοιχισμένων (aligned) αλληλουχιών για τα γονίδια, τα οποία ήταν 636 bp 

και 603 bp για τα atpD και infB αντίστοιχα.     
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Εικόνα 37.  Φυλογενετικό δέντρο με τη μέθοδο Neighbor joining (NJ) βάσει της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

γονιδίου infB των εξεταζομένων στελεχών που έχουν απομονωθεί από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού, στην 

Ελλάδα και τα αντιπροσωπευτικά στελέχη των γενών Enterobacter και Lelliottia.  Τα πρότυπα στελέχη κάθε γένους 

υποδεικνύονται με τον εκθέτη ‘’Τ’’ (Type strain).  Οι αριθμοί πρόσβασης των αλληλουχιών στη βάση δεδομένων 

GenBank παρατίθενται εντός παρενθέσεως.  Η αξιοπιστία και η σταθερότητα του δενδρογράμματος εκτιμήθηκε 

μέσω 500 bootstrap δειγμάτων.  Οι κλάδοι που αντιστοιχούν σε κατανομές οι οποίες αναπαράχθηκαν σε λιγότερα 

από 50 % των αντιγράφων bootstrap δεν εμφανίζονται.  Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν με τη μέθοδο 

Tamura-Nei (Tamura and Nei, 1993) και το μοντέλο TN93+G+I.  Η μπάρα της κλίμακας υποδεικνύει τον αριθμό των 

νουκλεοτιδικών υποκαταστάσεων ανά θέση. Οι φυλογενετικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με το λογισμικό 

MEGA 6.   
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Εικόνα 38.  Φυλογενετικό δέντρο με τη μέθοδο Neighbor joining (NJ) βάσει της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

γονιδίου atpD των εξεταζόμενων στελεχών που έχουν απομονωθεί από φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού, στην 

Ελλάδα και τα αντιπροσωπευτικά στελέχη των γενών Enterobacter και Lelliottia.  Τα στελέχη εκπρόσωποι 

υποδεικνύονται με τον εκθέτη ‘’Τ’’.  Οι αριθμοί πρόσβασης των αλληλουχιών στη βάση δεδομένων GenBank 

παρατίθενται εντός παρενθέσεως.  Η αξιοπιστία και η σταθερότητα του δενδρογράμματος εκτιμήθηκε μέσω 500 

bootstrap δειγμάτων.  Οι κλάδοι που αντιστοιχούν σε κατανομές οι οποίες αναπαράχθηκαν σε λιγότερα από 50 

% των αντιγράφων bootstrap δεν εμφανίζονται.  Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν με τη μέθοδο Kimura 

2-parameter (Kimura, 1980) και το μοντέλο K2+G+I.  Η μπάρα της κλίμακας υποδεικνύει τον αριθμό των 

νουκλεοτιδικών υποκαταστάσεων ανά θέση. Οι φυλογενετικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με το λογισμικό 

MEGA 6.   

Στα μεμονωμένα NJ φυλογενετικά δέντρα των atpD και infB γονιδίων φαίνεται ότι τα στελέχη 

Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1 και Lelliottia sp. D2.4 

σχημάτισαν τέσσερις διαφορετικές ομάδες, ενώ παρατηρήθηκε μία ελαφριά διαφοροποίηση 

στην τοπολογία του στελέχους Enterobacter sp. C3.1.  Για να διευκρινιστούν οι ταξινομικές 

θέσεις όλων των στελεχών, οι στοιχισμένες αλληλουχίες των εξεταζόμενών γονιδίων (atpD 
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και infB) ενοποιήθηκαν (concatenated) με τις αλληλουχίες άλλων δύο γονιδίων των gyrB και 

rpoB, τα οποία είχαν αλληλουχηθεί σε προηγούμενες έρευνες του κ. Φωτιάδη Χρήστου στο 

εργαστήριο.  Η ενοποιημένη συστοιχία γονιδίων (atpD, infB, gyrB και rpoB) είχε μήκος 2613 

bp.  Το φυλογενετικό δέντρο των γονιδίων, atpD, infB, gyrB και rpoB κατασκευάστηκε με τη 

μέθοδο ML (Felsenstein, 1981).  Επιπροσθέτως, εξετάστηκε το ποσοστό ομοιότητας των 

αλληλουχιών μεταξύ των στελεχών Enterobacter spp. και μεταξύ των στελεχών Lelliottia spp. 

με δυαδική ευθυγράμμιση/στοίχιση αλληλουχιών και τα αποτελέσματα παρατίθενται στους 

Πίνακες 11 και 12.   

 

Εικόνα 39. Φυλογενετικό δέντρο με τη μέθοδο Maximum Likelihood (ML) βάσει της ακολουθίας των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων atpD, infB, gyrB και rpoB των εξεταζομένων στελεχών.  Τα πρότυπα 

στελέχη υποδεικνύονται με τον εκθέτη ‘’Τ’’.  Η αξιοπιστία και η σταθερότητα του δενδρογράμματος εκτιμήθηκε 

μέσω 1000 bootstrap δειγμάτων.  Οι κλάδοι που αντιστοιχούν σε κατανομές οι οποίες αναπαράχθηκαν σε 

λιγότερα από 50 % των αντιγράφων bootstrap δεν εμφανίζονται.  Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν με τη 

μέθοδο General Time Reversible (Tavare, 1986) και το μοντέλο GTR+G+I.  Η μπάρα της κλίμακας υποδεικνύει τον 

αριθμό των νουκλεοτιδικών υποκαταστάσεων ανά θέση.  Οι φυλογενετικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με το 

λογισμικό MEGA 6.   
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Πίνακας 11.  Ποσοστά ομοιότητας των αλληλουχιών των στελεχών του γένους Lelliottia.  Τα υψηλότερα ποσοστά 

ομοιότητας επισημαίνονται χρωματικά.    

  1 2 3 4 5 

1 Lelliottia sp. 
D2.4 

100.00     

2 Lelliottia 
aquatilis 6331-

17T 

93.07 100.00    

3 Lelliottia 
amnigena 
LMG 2784 

97.47 92.81 100.00   

4 Lelliottia 
jeotgali PFL01 

93.38 99.23 92.96 100.00  

5 Lelliottia 
nimipressuralis 

LMG 10245T 

93.42 95.37 93.31 95.45 100.00 
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Πίνακας 12.  Ποσοστά ομοιότητας των αλληλουχιών των στελεχών του γένους Enterobacter.  Τα υψηλότερα 

ποσοστά ομοιότητας επισημαίνονται χρωματικά. 
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4. Συζήτηση 

Ανάλυση ομαδικής κινητικότητας 

Η ικανότητα των μικροοργανισμών να αντιλαμβάνονται και να αντιδρούν σε ερεθίσματα του 

περιβάλλοντος αποτελεί μία από τις βασικότερες ιδιότητες που συμβάλλει στην ικανότητα 

αποίκισης διαφορετικών ενδιαιτημάτων (Hartmann et al., 2009; Porter et al., 2011; Wadhams 

and Armitage, 2004).  Τα βακτηριακά στελέχη που εξετάστηκαν στην παρούσα μελέτη δεν 

επέδειξαν ιδιαίτερη ικανότητα ομαδικής κινητικότητας υπό τις συνθήκες που εξετάστηκαν.     

Ανάλυση αντοχής βακτηρίων σε συνθήκες αλατότητας 

Η αλατότητα του εδάφους επηρεάζει αρνητικά την ανάπτυξη των φυτών και προκαλεί 

μείωση του ξηρού βάρους του βλαστού και της ρίζας τους (Bartels and Sunkar, 2005; Flowers, 

2004).  Έχει αποδειχτεί ότι ο εμβολιασμός των φυτών με βακτήρια τα οποία παρουσιάζουν 

αντοχή σε υψηλή αλατότητα, σε συνδυασμό με άλλα PGP χαρακτηριστικά, όπως η παραγωγή 

ΙΑΑ και σιδηροφόρων συμβάλλει στην προαγωγή της ανάπτυξης των φυτών σε συνθήκες 

αλατότητας (Ali et al., 2015; Naz and Bano, 2010; Shukla et al., 2012).  Στην παρούσα μελέτη 

όλα τα εξεταζόμενα στελέχη επέδειξαν αντοχή σε αλατότητα μέχρι και 8 % NaCl. 

Προηγούμενες μελέτες έχουν εξετάσει την αντοχή στελεχών Enterobacter σε χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις NaCl.  Το στέλεχος Enterobacter sp. EJ01 παρουσίασε αντοχή σε 200 mΜ NaCl 

και συνέβαλλε στην προαγωγή της ανάπτυξης φυτών τομάτας και Arabidopsis υπό συνθήκες 

αλατότητας (Kim et al., 2014), ενώ το στέλεχος Enterobacter sp. UPMR18 ενίσχυσε της 

ανάπτυξη φυτών μπάμιας σε 75 mM NaCl (Habib et al., 2016) και το Enterobacter sp. P23 

παρουσίασε προαγωγή της ανάπτυξης φυτών ρυζιού υπό συνθήκες αλατότητας (Sarkar et 

al., 2018).  Στελέχη του συμπλέγματος του Enterobacter cloacae έχει βρεθεί ότι παρουσιάζουν 

αντοχή σε συνθήκες αλατότητας μέχρι 200 mM NaCl και συμβάλλουν στην προαγωγή στην 

ενίσχυση της αντοχής των φυτών σε συνθήκες αλατότητας (Bhise et al., 2017; Li et al., 2017; 

Singh et al., 2017).  Tο στέλεχος Enterobacter cloacae SBP-8 βρέθηκε ότι προάγει την 

ανάπτυξη φυτών σιταριού σε 200 mM NaCl (Singh et al., 2017), ενώ το στέλεχος Enterobacter 

cloacae KBPD συνέβαλλε στην αντοχή και την ενίσχυση της ανάπτυξης των φυτών Vigna 

radiata σε συγκεντρωσεις 50, 100 και 150 mM (Bhise et al., 2017). 

Ανάλυση ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου 

Οι μικροοργανισμοί με ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου (PSM) λειτουργούν 

μετατρέποντας τις αδιάλυτες μορφές του φωσφόρου του εδάφους, φωσφορικό ασβέστιο, 

φωσφορικό αργίλιο, φωσφορικό σίδηρο σε διαλυτές μορφές, αφομοιώσιμες από τα φυτά 

(Sims and Pierzynski, 2005).  Σημαντικός πληθυσμός PSM αποικίζουν τη ριζόσφαιρα και 

λειτουργούν συμβάλλοντας στην αύξηση της διαθεσιμότητας του φωσφόρου για τα φυτά 

(Tarafdar and Claassen, 1988).   

Η αξιολόγηση της ικανότητας διαλυτοποίησης φωσφόρου από τα εξεταζόμενα στελέχη 

πραγματοποιήθηκε σε στερεό και υγρό θρεπτικό υπόστρωμα NBRIP/BPB.  Aρκετά 

βακτηριακά στελέχη παρουσιάζουν διαφορετική εμφάνιση στα δύο είδη υποστρώματος, 

γεγονός το οποίο παρατηρήθηκε και στην παρούσα έρευνα.  Ορισμένοι μικροοργανισμοί 

παρουσιάζουν παραγωγή εξωπολυσακχαριτών (EPS).  Στα στερεά θρεπτικά υποστρώματα 

παρατηρείται η τοπική συσσώρευση των EPS στην περιοχή των ανεπτυγμένων αποικιών, τα 

οποία σε συνδυασμό με το οργανικά οξέα μπορεί να συμβάλλουν στην αποτελεσματικότερη 
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διαλυτοποίηση του φωσφόρου (Yi et al., 2008).  Αντίθετα, σε υγρά θρεπτικά υποστρώματα 

οι EPS δαισκορπίζονται στο μέσο, γεγονός το οποίο είναι πιθανόν να μειώνει την απόδοση 

ορισμένων στελεχών (Mara et al., 2011).  Εξετάστηκε η συμβολή τεσσάρων διαφορετικών 

πηγών άνθρακα στην ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου στο στερεό NBRIP/BPB: Γλυκόζη 

(Glu), Γλυκερόλη (Gly), Αραβινόζη (Ara) και Φρουκτόζη (Fru).  Έρευνες έχουν δείξει ότι η 

γλυκόζη αποτελεί την καταλληλότερη πηγή άνθρακα για τη βελτίωση της ικανότητας των 

PSM να διαλυτοποιούν φώσφορο, υποδεικνύοντας ότι με την αύξηση της παρεχόμενης 

ποσότητας γλυκόζης, αυξήθηκε και η διαλυτοποίηση φωσφόρου (Banik, 1982; Nautiyal, 

2006; Sharan et al., 2008).  Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας συμβαδίζουν με τα 

δεδομένα αυτά, καθώς όλα τα εξεταζόμενα στελέχη εμφάνισαν υψηλότερη ικανότητα 

διαλυτοποίησης φωσφόρου υπό την παρουσία γλυκόζης, γεγονός το οποίο οδήγησε στη 

χρήση της ως πηγή άνθρακα και στο υγρό θρεπτικό μέσο NBRIP/BPB.  Τα εξεταζόμενα 

στελέχη εμφάνισαν υψηλότερη ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου από το θετικό 

στέλεχος αναφοράς P. putida, σε υγρό και στερεό θρεπτικό υπόστρωμα.  Ωστόσο, η P. putida 

εμφάνισε ικανότητα διαλυτοποίησης φωσφόρου στα ίδια περίπου επίπεδα στις 24 ώρες με 

τα εξεταζόμενα στελέχη, στο υγρό NBRIP/BPB, σε αντίθεση με την πολύ μικρή ζώνη 

διαλυτοποίησης που παρουσίασε στο στερεό θρεπτικό υπόστρωμα. Το αποτέλεσμα αυτό 

υποδεικνύει, όπως προαναφέρθηκε, τη διαφοροποίηση της ικανότητας διαλυτοποίησης 

ορισμένων στελεχών σε στερεό και υγρό θρεπτικό υπόστρωμα.   

Μελέτες για την επίδραση του pH στη διαλυτοποίηση φωσφόρου έχουν δείξει ότι χαμηλές 

τιμές pH ευνοούν το δυναμικό διαλυτοποίησης (Mara et al., 2011).  Μικροοργανισμοί που 

επιφέρουν μεγαλύτερη μείωση του pH παρουσιάζουν μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα στη 

διαλυτοποίηση φωσφόρου (Daimon, 2006; Kumar and Narula, 1999; Sridevi et al., 2007).  

Ωστόσο, υπάρχουν ορισμένες περιπτώσεις που η μείωση του pH δεν παρουσίασε καμία 

επίδραση στη διαλυτοποίηση (Yi et al., 2008).  Αν και η P. putida παρουσίασε το μεγαλύτερο 

ποσοστό μείωσης της τιμής του pH δεν παρουσίασε την υψηλότερη ικανότητα 

διαλυτοποίησης.  Όλα τα εξεταζόμενα στελέχη παρουσίασαν αλλαγή χρώματος του υγρού 

και στερεού NBRIP, καθώς και τη δημιουργία διαυγών ζωνών διαλυτοποίησης στο στερεό 

υπόστρωμα, με το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1 να παρουσιάζει την υψηλότερη ικανότητα 

διαλυτοποίησης σε στερεό και υγρό θρεπτικό μέσο.  Η αλλαγή χρώματος από πράσινο σε 

κίτρινο υποδεικνύει μείωση του pH, η οποία μπορεί να οφείλεται στην απελευθέρωση 

οργανικών οξέων από τα στελέχη, τα οποία συμβάλλουν στη διαλυτοποίηση του φωσφόρου 

(Deubel et al., 2000; Goldstein, 1995; Kpomblekou and Tabatabai, 1994; Sharma et al., 2011).   

Ανάλυση ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων 

Ο σίδηρος του εδάφους βρίσκεται σε αδιάλυτη, μη αφομοιώσιμη μορφή (Fe+3) (Lamanceau 

et al., 2009).  PGPR/PGPB με ικανότητα παραγωγής σιδηροφόρων συμβάλλουν στην αύξηση 

της διαθεσιμότητας του σιδήρου, τόσο για τα ίδια τα βακτήρια, όσο και για τα φυτά 

(Neilands, 1981).   

Για τη διερεύνηση της ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων από τους υπό μελέτη 

μικροοργανισμούς εφαρμόστηκαν δύο τεχνικές, η τεχνική O-CAS και μία τροποποιημένη 

εκδοχή της τεχνικής O-CAS.  Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η τεχνική O-CAS αποτελεί μία 

πολλά υποσχόμενη μέθοδο, η οποία εξασφαλίζει την πρόσβαση των εξεταζόμενων 

μικροοργανισμών στα θρεπτικά συστατικά του μέσου, καθώς την προστασία τους από τη 
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βακτηριοκτόνο δράση του CTAB,  (Ames-Gottfred et al., 1989; Milagres et al., 1999; Schwyn 

and Neilands, 1987).  Ωστόσο, κατά την εφαρμογή της τεχνικής αυτής στην παρούσα μελέτη 

παρατηρήθηκε ανάπτυξη των βακτηριακών καλλιεργειών στο επίστρωμα CAS, γεγονός το 

οποίο οδηγεί σε εσφαλμένη ερμηνεία των αποτελεσμάτων.  Το γεγονός αυτό οδήγησε στην 

εφαρμογή μίας τροποποιημένης εκδοχής της τεχνικής O-CAS, η οποία όμως ενέχει τον 

κίνδυνο παρεμπόδισης της ανάπτυξης των μικροοργανισμών, καθώς κατά την εφαρμογή της 

μεθόδου αυτής, οι βακτηριακές καλλιέργειες εμβολιάζονται στην επιφάνεια του 

επιστρώματος CAS, το οποίο από τη μία πλευρά δεν περιέχει θρεπτικά συστατικά ικανά να 

καλύψουν τις ανάγκες των βακτηρίων και από την άλλη πλευρά περιέχει CTAB, μία ουσία η 

οποία έχει βακτηριοκτόνο δράση απέναντι σε μύκητες, Gram+ βακτήρια και ορισμένα Gram- 

βακτήρια.  Το γεγονός αυτό είναι πιθανόν να ερμηνεύει την απουσία ανάπτυξης των 

στελεχών P. fluorescens B5, P. fluorescens 2-75 και E. coli, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν ως 

μάρτυρες.  Ωστόσο, η τροποποιημένη αυτή εκδοχή αποδείχθηκε κατάλληλη για την 

αξιολόγηση της ικανότητας παραγωγής σιδηροφόρων από τους εξεταζόμενους οργανισμούς 

και δε φάνηκε να λειτουργεί παρεμποδιστικά στην ανάπτυξη των στελεχών P. fluorescens Χ 

και P. putida (θετικοί μάρτυρες).  Όλοι οι μικροοργανισμοί παρουσίασαν τη δημιουργία 

διαυγούς ζώνης διαλυτοποίησης από 0-1 (επίπεδο 2) και αλλαγή χρώματος στο υπόστρωμα, 

έπειτα από 72 ώρες επώασης.  Οι μικροοργανισμών Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. 

C1.5 και Enterobacter sp. C3.1 δημιούργησαν διαυγείς ζώνες μεγαλύτερου μεγέθους από 

αυτή του Lelliottia sp. D2.4, με τους Enterobacter sp. C1.5 και Enterobacter sp. C3.1 να 

παρουσιάζουν το μεγαλύτερο μέγεθος, πιθανότατα εξαιτίας της παραγωγής και έκκρισης 

υψηλότερων ποσοτήτων σιδηροφόρων.  Η έκκριση διαφορετικών τύπων σιδηροφόρων έχει 

συνδεθεί με χρωματική διαφοροποίηση των διαυγών ζωνών, το οποίο όμως είναι πιθανό να 

οδηγήσει σε λανθασμένη εκτίμηση και ως εκ τούτου, κρίνεται απαραίτητη η εφαρμογή 

βιοχημικού ελέγχου, για τον ακριβέστερο προσδιορισμό του είδους των σιδηροφόρων 

(Milagres et al., 1999; Neilands, 1984; Payne, 1994, p. 199; Pérez-Miranda et al., 2007).  Όλοι 

οι εξεταζόμενοι μικροοργανισμοί παρουσίασαν τη δημιουργία διαυγών ζωνών κίτρινου 

χρώματος, το οποίο συνδέεται με την παραγωγή σιδηροφόρων καρβοξυλικού τύπου, το 

οποίο είναι πιθανόν να ισχύει και στην περίπτωση αυτή (Pérez-Miranda et al., 2007).  

Ωστόσο, σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, στελέχη του γένους Enterobacter, όπως το 

Enterobacter cloacae εκκρίνουν, συνήθως εντεροβακτίνη, το οποίο είναι σιδηροφόρο 

κατεχολικού τύπου και αεροβακτίνη, το οποίο είναι υδροξαμικού τύπου (Costa and Loper, 

1994; Mokracka et al., 2011, 2004; Van Tiel-Menkveld et al., 1982).  Για το λόγο αυτό, 

συνιστάται περαιτέρω βιοχημικός έλεγχος για τον προσδιορισμό του τύπου των 

σιδηροφόρων που εκκρίνονται από τα εξεταζόμενα στελέχη.        

Ανάλυση ικανότητας παραγωγής ΙΑΑ  

Ριζοβακτήρια με ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ μπορεί να συμβάλλουν στην προαγωγή της 

ανάπτυξης των φυτών, ιδιαιτέρως σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια και κατά τη διάρκεια της 

ριζοβολίας (Bartel, 1997; Etesami et al., 2015; Spaepen and Vanderleyden, 2011).  Τα θετικά 

αποτελέσματα του ΙΑΑ εξαρτώνται από την συγκέντρωση της ορμόνης, καθώς αρκετά 

υψηλές ποσότητες ΙΑΑ μπορεί να επιβραδύνουν ή να παρεμποδίσουν την ανάπτυξη των 

φυτών (Glick, 2012).  Το ΙΑΑ παράγεται κατά τη διάρκεια της στατικής φάσης ανάπτυξης των 

βακτηρίων, καθώς  αποτελεί δευτερογενή μεταβολίτη.  Ωστόσο, η διάρκεια της στατικής 

φάσης ποικίλει ανάμεσα στα βακτήρια, έτσι κρίνεται απαραίτητη η μελέτη της ανάπτυξης 
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του κάθε εξεταζόμενου στελέχους ξεχωριστά, ώστε να προσδιοριστεί η περίοδος της 

υψηλότερης παραγωγής ΙΑΑ (Rosangela et al., 2012).    

Για τη διερεύνηση της παραγωγής ΙΑΑ από τα εξεταζόμενα στελέχη εφαρμόστηκαν δύο 

τεχνικές, η PC και η S2/1, οι οποίες περιλαμβάνουν τη χρήση του αντιδραστηρίου Salkowski 

υπό μορφή R1 για την τεχνική PC και υπό μορφή R2 για την τεχνική S2/1.  Η διαφορά των δύο 

τεχνικών έγκειται στην ευαισθησία που παρουσιάζουν ως προς την ποσότητα του 

παραγόμενου ΙΑΑ που μπορούν να ανιχνεύσουν.  Η τεχνική PC παρουσιάζει υψηλότερο 

δυναμικό ανίχνευσης υψηλών συγκεντρώσεων ΙΑΑ έως και παραπάνω από 200 μg/ml, ενώ η 

τεχνική S2/1 παρουσιάζει υψηλότερη απόδοση στην ανίχνευση χαμηλότερων ποσοτήτων ΙΑΑ 

περίπου έως 20 μg/ml.  Βάσει των αποτελεσμάτων, η τεχνική PC αποδείχθηκε καταλληλότερη 

για την ανίχνευση της συγκέντρωσης του ΙΑΑ, για τα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, 

Enterobacter sp. C1.5 και Enterobacter sp. C3.1, τα οποία παρουσίασαν την ικανότητα 

παραγωγής υψηλών συγκεντρώσεων ΙΑΑ παρουσία L-Trp, 304 μg/ml, την 8η ημέρα επώασης, 

255 μg/ml, την 6η ημέρα και 378,4 μg/ml, την 6η-8η ημέρα, αντίστοιχα.  Η τεχνική S2/1 

αποδείχθηκε επαρκής για την ανίχνευση της συγκέντρωσης του παραγόμενου ΙΑΑ από το 

στέλεχος Lelliottia sp. D2.4, στέλεχος το οποίο επέδειξε χαμηλή παραγωγή ΙΑΑ ακόμη και υπό 

την παρουσία L-Trp.  Η L-Trp αποτελεί πρόδρομο μόριο για τη βιοσύνθεση του ΙΑΑ από φυτά 

και μικροοργανισμούς (C. Patten and Glick, 2002b; Prinsen et al., 1993).  Οι ριζικές εκκρίσεις 

αποτελούν φυσική πηγή του αμινοξέος L-Trp για τους μικροοργανισμούς, αυξάνοντας την 

παραγωγή ΙΑΑ στη ριζόσφαιρα (Dakora and Phillips, 2002).  Στο παρελθόν, έχει αξιολογηθεί 

η παραγωγή ΙΑΑ από ριζοβακτήρια, σε θρεπτικό μέσο το οποίο περιείχε 0, 10, 25, 50, 100 και 

150 mg/ml L-Trp και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η υψηλότερη συγκέντρωση IAA 

παρατηρήθηκε υπό την παρουσία 150 mg/ml L-Trp (Rosangela et al., 2012).  Έρευνες έχουν 

υποδείξει την αύξηση της παραγωγής ΙΑΑ από στέλεχος του γένους Enterobacter, όπως και 

από το στέλεχος E. cloacae υπό την παρουσία L-Trp στο θρεπτικό μέσο (Bose et al., 2016; 

Ghosh et al., 2015).  Σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, στελέχη του γένους Enterobacter 

παρουσιάζουν την ικανότητα παραγωγής ΙΑΑ σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις από αυτές που 

ανιχνεύθηκαν στην παρούσα μελέτη.  Για παράδειγμα, τα επίπεδα παραγόμενου ΙΑΑ από το 

στέλεχος E. ludwigii κυμάνθηκαν από 96,87 μg/ml έως 240 μg/ml (T. Chen et al., 2014; Khalifa 

et al., 2016; Roy et al., 2016; Shoebitz et al., 2009; Swamy et al., 2016), για το Ε. homaechei 

στα 332 μg/ml (Walpola and Arunakumara, 2016), ενώ για τα στελέχη, Ε. homaechei subs. 

verschuerenii και Enterobacter sp. (FJ890899) στα 152,63 μg/ml και 136,9 μg/ml, αντίστοιχα 

(Rosangela et al., 2012).  Αντιθέτως, στελέχη του γένους Lelliottia αναφέρονται λιγότερο 

συχνά για την ικανότητά τους να συνθέτουν ΙΑΑ (Menendez et al., 2016).   

Ανάλυση ικανότητας αζωτοδέσμευσης  

Τα φυτά αδυνατούν να προσλάβουν απευθείας το μοριακό άζωτο από το περιβάλλον (N2).  Η 

πρόσληψή του καθίσταται ικανή μέσω της βιολογικής αζωτοδέσμευσης, η οποία τελείται από 

τους προκαρυωτικούς οργανισμούς.  Για αρκετά χρόνια, επικρατούσε η πεποίθηση ότι ένας 

μικρός αριθμός βακτηριακών ειδών έχει την ικανότητα να αζωτοδεσμεύει, ωστόσο, τα 

τελευταία 30 χρόνια έχει αποδειχθεί ότι πολυάριθμα στελέχη βακτηρίων και αρχαίων 

διαθέτουν την ικανότητα αυτή (Franche et al., 2009).  Στελέχη του γένους Enterobacter με 

ικανότητα αζωτοδέσμευσης έχουν απομονωθεί από την ενδόσφαιρα φυτών και από το 
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εσωτερικό φυματίων ψυχανθών (Glick et al., 1995, p. 1; Hoque et al., 2011; Li et al., 2008; 

Ogbo and Okonkwo, 2012; Prakamhang et al., 2009).     

Η ικανότητα των υπό μελέτη στελεχών να αζωτοδεσμεύουν εξετάστηκε σε δύο διαφορετικά 

είδη στερεών υποστρωμάτων, NFb/BTB και LGI/BTB.  Όλα τα εξεταζόμενα στελέχη 

παρουσίασαν αλλαγή χρώματος του υποστρώματος NFb/BTB από πράσινο σε μπλε, έπειτα 

από 48 ώρες επώασης, γεγονός το οποίο πιθανότατα οφείλεται στην ικανότητα τους να 

δεσμεύουν ατμοσφαιρικό άζωτο.  Το αρνητικό στέλεχος αναφοράς, E. coli προκάλεσε αλλαγή 

χρώματος του υποστρώματος από πράσινο σε κίτρινο, υποδεικνύοντας οξίνιση του μέσου, η 

οποία πιθανόν να συνδέεται με αδυναμία του στελέχους να αζωτοδεσμεύει.  Πρόσφατα έχει 

αναφερθεί η ικανότητα αζωτοδέσμευσης από 9 στελέχη Enterobacter sp. φυλογενετικά 

κοντά με το Enterobacter cloacae, σε στερεό υπόστρωμα NFb/BTB (Swamy et al., 2016).  

Αντιθέτως, στο θρεπτικό υπόστρωμα LGI δεν παρατηρήθηκε αλλαγή χρώματος από κανένα 

στέλεχος, γεγονός το οποίο πιθανώς να οφείλεται στη διαφορετική σύσταση του θρεπτικού 

υποστρώματος. 

Σύγκριση φυλογένειας των εξεταζόμενων στελεχών βάσει των γονιδίων atpD 

και infB 

Η ταξινομική τοποθέτηση των στελεχών των γενών Enterobacter και Lelliottia βάσει των δύο 

NJ φυλογενετικών δέντρων των γονιδίων atpD και infB έδειξε ότι τα εξεταζόμενα στελέχη, 

Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1 και Lelliottia sp. D2.4 

τοποθετούνται σε τέσσερις διαφορετικούς κλάδους.  Η τοπολογία των στελεχών 

Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5 και Lelliottia sp. D2.4 είναι κοινή και στα δύο 

φυλογενετικά δέντρα, ωστόσο, παρατηρείται μία ελαφριά διαφοροποίηση όσον αφορά την 

τοπολογία του Enterobacter sp. C3.1.  Στο φυλογενετικό δέντρο NJ του γονιδίου atpD, το 

στέλεχος Enterobacter sp. C1.2 είναι φυλογενετικά κοντά με το στέλεχος E. ludwigii E119T με 

αξιοπιστία 100 % των bootstrap δειγμάτων, ενώ στο φυλογενετικό δέντρο NJ του γονιδίου 

infB η αξιοπιστία κυμαίνεται στο 84 % των bootstrap δειγμάτων.  Το στέλεχος Enterobacter 

sp. C1.5 παρουσιάζεται φυλογενετικά κοντά με το E. cloacae subs. dissolvens LMG 2683T, με 

αξιοπιστία 82 % και 84 % για τα φυλογενετικά δέντρα του atpD και του infB, αντίστοιχα.  

Βάσει του φυλογενετικού δέντρου του atpD, το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1 

παρουσιάζεται φυλογενετικά κοντά με το E. mori LMG 25706T, με αξιοπιστία 95 % των 

bootstrap δειγμάτων, ενώ στο φυλογενετικό δέντρο του infB φαίνεται να απαρτίζει 

ξεχωριστή γενεαλογική σειρά παρουσιάζοντας φυλογενετική συγγένεια με τα στελέχη E. mori 

LMG 25706T και E. tabaci YIM Hb-3T με 99 % αξιοπιστία.  Το στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 

παρουσιάζεται φυλογενετικά κοντά με το στέλεχος L. amnigena LMG 2784T, με αξιοπιστία 95 

% και 99 % των bootstrap δειγμάτων για τα φυλογενετικά δέντρα των atpD και infB, 

αντίστοιχα.        

Σύγκριση φυλογένειας των εξεταζόμενων στελεχών βάσει της ενοποιημένης 

ακολουθίας των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων atpD, infB, gyrB 

και rpoB 

Η ταξινομική τοποθέτηση των στελεχών των γενών Enterobacter και Lelliottia βάσει του ML 

φυλογενετικού δέντρου για τη νουκλεοτιδική ακολουθία των γονιδίων atpD, infB, gyrB και 

rpoB  έδειξε ότι τα στελέχη Enterobacter sp. C1.2, Enterobacter sp. C1.5, Enterobacter sp. C3.1 
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και Lelliottia sp. D2.4 τοποθετούνται σε τέσσερις διαφορετικούς κλάδους.  Το στέλεχος 

Enterobacter sp. C1.2 είναι φυλογενετικά κοντά με το στέλεχος E. ludwigii E119T με αξιοπιστία 

100 % των bootstrap δειγμάτων.  Το στέλεχος Enterobacter sp. C1.5 τοποθετείται στον κλάδο 

του E. cloacae και είναι φυλογενετικά κοντά με το στέλεχος E. cloacae subs. dissolvens LMG 

2683T με αξιοπιστία 99 % των bootstrap δειγμάτων δημιουργώντας ξεχωριστή γενεαλογική 

σειρά (lineage).  Το Enterobacter sp. C3.1 είναι φυλογενετικά κοντά με τα στελέχη E. mori 

LMG 25706T και E. tabaci YIM Hb-3T με αξιοπιστία 99 % των bootstrap δειγμάτων, 

δημιουργώντας ξεχωριστή γενεαλογική σειρά.  Η τοπολογία αυτή του Enterobacter sp. C3.1 

είναι κοινή με την τοπολογία του στελέχους στο NJ φυλογενετικό του γονιδίου infB.  Ενώ το 

στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 είναι κοντά με το στέλεχος L. amnigena LMG 2784T με αξιοπιστία 

100 % των bootstrap δειγμάτων, δημιουργώντας ξεχωριστή γενεαλογική σειρά.  Από την 

δυαδική ευθυγράμμιση/στοίχιση των αλληλουχιών προκύπτει ότι το  πιο συγγενικό πρότυπο 

στέλεχος του  Enterobacter sp. C1.2 ήταν το E. ludwigii E119T με 99,2 % ομοιότητα. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι στην παρούσα ανάλυση, τα πρότυπα  στελέχη E. mori LMG 25706T και 

E. tabaci YIM Hb-3T εμφάνισαν το μεγαλύτερο ποσοστό ομοιότητας 99,62%, υποδηλώνοντας 

ότι το Enterobacter sp. C1.2 είναι πιθανό να αποτελεί ξεχωριστό είδος από το E. ludwigii 

E119T. Το Enterobacter sp. C3.1 εμφάνισε 98,55 % και 98,39% ομοιότητα με τα πιο συγγενικά 

πρότυπα στελέχη E. mori LMG 25706T και E. tabaci YIM Hb-3T, αντίστοιχα. Το γεγονός ότι τα 

δύο τελευταία στελέχη εμφανίζουν το υψηλότερο ποσοστό ομοιότητας (99,62%) 

υποδηλώνει ότι το στέλεχος Enterobacter sp. C3.1 πιθανόν να αποτελεί νέο είδος 

διαφορετικό από τα E. mori και E. tabaci. Το Enterobacter sp. C1.5 εμφανίζεται στενά 

συγγενικό με το E. cloacae subs. dissolvens LMG 2683T με 98,16 % ομοιότητα. Είναι 

ενδιαφέρον ότι τα πρότυπα υποείδη του E. cloacae, subs. dissolvens και subs. cloacae, 

εμφανίζουν 98,32 % ομοιότητα, γεγονός που υποδεικνύει ότι το Enterobacter sp. C1.5 

πιθανόν να αποτελεί ξεχωριστό υποείδος εντός του είδους E. cloaceae.  Αξίζει να σημειωθεί 

ότι τα πρότυπα υποείδη του είδους Enterobacter hormaechei, subs. xiangfangensis 10-17T και 

steigerwaltii DSM 16691T, εμφάνισαν 98,43 % ομοιότητα, και τα υποείδη subs.  

xiangfangensis και subs. oharae 98,66 %, δηλαδή ποσοστά ομοιότητας υψηλότερα από το 

ποσοστό ομοιότητας ανάμεσα στο Enterobacter sp. C1.5 και το στενά συγγενικό του πρότυπο 

στέλεχος E. cloaceae subs. dissolvens, το οποίο ενισχύει τον ισχυρισμό ότι το Enterobacter sp. 

C1.5 ενδεχομένως αποτελεί ξεχωριστό υποείδος. 

Το στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 παρουσίασε 97,47 % ομοιότητα με το πιο συγγενικό του είδος 

L. amnigena LMG 2784T.  Αξιοσημείωτο είναι ότι στην παρούσα ανάλυση, τα πρότυπα  

στελέχη Lelliotti aquatilis 6331-17T και Lelliottia jeotgali PFL01Τ εμφάνισαν το υψηλότερο 

ποσοστό ομοιότητας, 99,23 %, εντός του γένους Lelliottia. Με βάσει τα ποσοστά αυτά, το 

στέλεχος Lelliottia sp. D2.4 είναι πιθανό να αποτελεί νέο είδος εντός του γένους Lelliottia. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  
Θρεπτικά υποστρώματα  

Luria-Bertani Medium (LB medium), pH 7,0 (ρύθμιση pH με 5N NaOH), 1L 

LB g/L 

Bacto-tryptone                      10g 
Bacto-yeast extract                 5g 
NaCl 10g 
dH2O, μέχρι το 1 λίτρo(1lt)  
Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού μέσου προτίθενται 15 g/L στερεοποιητικού 
υλικού, άγαρ. 

 

National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium (NBRIP medium), 

pH 7,0 (Nautiyal, 1999), 1L   

NBRIP  g/L 

Glucose 10 
Ca3(PO4)2                       5 
MgCl2 x 6H2O                5 
MgSO4 x 7H2O          0.25 
KCl 0.2 
(NH4)2SO4                   0.1 
dH2O, μέχρι το 1 λίτρo(1lt)  
Για την παρασκευή στερεoύ θρεπτικού υλικού, προσθέτουμε 15 g/L στερεοποιητικού υλικού, άγαρ. 
Στο θρεπτικό υλικό (υγρό και στερεό) προστίθεται Μπλε της Βρωμοφαινόλης (Bromophenol Blue-
BPB), χρωστική η οποία λειτουργεί ως δείκτης αλλαγής pH.   
Η χρωστική ΒPΒ προστίθεται στο θρεπτικό υλικό NBRI σε συγκέντρωση 0,025 g/lt από αποθεματικό 
διάλυμα (stock solution) 0,25 % w/v.   
Για τη ρύθμιση του pH του διαλύματος της BPB σε τιμή 6,7, χρησιμοποιείται 0,1N NaOH.  Η χρωστική 
χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία σε αλλαγές της τιμής του pH και το NaOH προστίθεται αργά, 
έως ότου το διάλυμα αλλάξει χρώμα, από κόκκινο σε μπλε.  Λόγω αυτής της ευαισθησίας, αποτελεί 
αποτελεσματικό δείκτη για αλλαγές στο pH του περιβάλλοντος. 
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O-CAS (Overlay Chrome Azurol-S), pH 6,8, 1L 

Περίπτωση 1  

Sol I  Chrome Azurol S (CAS) 0,065g σε 50ml H2O 
Sol II 1Mm FeCl3·6H2O σε 10ml από 10Mm HCl  
Sol III 0,0729g CTAB σε 40ml H2O 
Αναμειγνύουμε Sol I με το Sol II υπό ανάδευση.  Το διάλυμα αυτό, αναμειγνύεται με το Sol 
ΙΙΙ αποδίδοντας το Sol IV   
Sol V  900ml ddH2O, 30.24g PIPES, pH 6,8 

& 9g αγαρόζη 
  
Πριν από την επίστρωση στα τρυβλία 1 ml Sol IV αναμειγνύεται με 9 ml Sol V  

 

R1, R2 Salkowski reagents, 1L 

Reagent Ποσότητα FeCl3 σε g Συγκέντρωση H2SO4  

R1 12  7,9 M 
R2 4,5  10,8 M 
Διαδικασία  
για R1: 12 g FeCl3 προστίθενται σε διάλυμα 7,9 Μ H2SO4  
για R2: 4,5 g FeCl3 προστίθενται σε διάλυμα 10,8 M H2SO4 
(για την παρασκευή των διαλυμάτων H2SO4: το δοχείο με το υγρό  H2SO4 
επιθυμητού όγκου τοποθετείται σε λεκάνη με πάγο και στη συνέχεια προστίθεται 
αργά dH2O μέχρι τον επιθυμητό όγκο.  Κατά την προσθήκη του dH2O παράγεται 
θέρμανση)  

  

1% Proteose Peptone, 1L 

10g  Proteose Peptone 

dH2O μέχρι 1L   
Για την παρασκευή 250ml 1% Proteose Peptone: 2,5g σκόνη Proteose Peptone διαλύονται 
σε dH2O μέχρι 250ml  
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NFb και LGI, 1L   

 NFb LGI 

Glucose 5 g 5 g 

K2HPO4 0,5 0,2 

CaCl2 x 2H2O 0,02 0,02 

NaCl 0,1 - 

MgSO4 x 7H2O 0,2 0,2 

Na2MoO4 x 2H2O - 0,002 

FeEDTA (solution 16.4 g/L) 2 ml 4 ml 

Vitamin solution (biotin 10 
mg, pyridoxal-HCl 20 mg. 
Διαλύουμε σε θερμό 
υδατόλουτρο και 
Συμπληρώνουμε με dH2O 
μέχρι τα 100 ml) 

1 ml 1 ml 

Micronutrient solution 
(CuSO4x5H2O 0.04 g, 
ZnSO4x7H2O 0.12 g, H3BO3 
1.40 g, Na2MoO4x2H2O 
1.0g, MnSO4xH2O, 1.175 g 
Συμπληρώνουμε με dH2O 
μέχρι τα 1000 ml) 

2 ml - 

BTB (Bromothymol Blue) 
(5g σε 0,2 Ν ΚΟΗ) 

2 ml 2 ml 

pH  6,8 – 7,0 
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