
 

Δ Ι Π Λ Ω Μ Α Τ Ι Κ Η  Ε Ρ Γ Α Σ Ι Α  

 

Κυτταρικές διαφοροποιήσεις ξενιστών από 

κομβονηματώδεις και Βιοέλεγχος 

 

 

ΜΕΪΝΤΑΝΗ ΧΡΙΣΤΙΝΑ-ΑΝΝΑ 

ΕΠΙΒΛΕΠΩΝ: Ιωάννης Δημοσθένης-Σ.Αδαμάκης, Επ. Καθηγητής 

ΑΘΗΝΑ 2019  

 

ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑ 

Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών  

ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ - ΤΟΜΕΑΣ ΒΟΤΑΝΙΚΗΣ 

Μεταπτυχιακό Πρόγραμμα Σπουδών 

ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ 



 
1 

 

ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑ 

Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών  

 

ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

ΤΟΜΕΑΣ ΒΟΤΑΝΙΚΗΣ 

 

Μεταπτυχιακό Πρόγραμμα Σπουδών 

ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ 

 

Δ Ι Π Λ Ω Μ Α Τ Ι Κ Η  Ε Ρ Γ Α Σ Ι Α  

Κυτταρικές διαφοροποιήσεις ξενιστών από κομβονηματώδεις και 

Βιοέλεγχος 

 

 

 

 

 

 

 

ΜΕΪΝΤΑΝΗ ΧΡΙΣΤΙΝΑ-ΑΝΝΑ 

 

ΕΠΙΒΛΕΠΩΝ 

Ιωάννης Δημοσθένης-Σ.Αδαμάκης, Επ. Καθηγητής 

 

ΑΘΗΝΑ 2019 

  



 
2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εξώφυλλο:Φυτά-ξενιστές A.thalianaL. Col-0 &fra2 (πάνω αριστερά). Κόμβος με 

νηματώδη M.incognitaκαι ωόσακκο με αυγά (πάνω δεξιά). Τομή κόμβου με χρώση 
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1 Εισαγωγή 

1.1 Τo φυτό Arabidopsis και η συμβολή του σε μελέτες σύστασης του 

κυτταρικού τοιχώματος 

1.1.1 ArabidopsisthalianaL. πρότυπο φυτικό υλικό 

ΤοφυτόArabidopsisthalianaL. είναι ένα μικρού μεγέθους δικοτυλήδονο φυτό 

(ζιζάνιο) που ανήκει στην οικογένεια Brassicaceaeτων Αγγειοσπέρμων. Παρά την 

έλλειψη οικονομικού ενδιαφέροντος, το ArabidopsisthalianaL. παρουσιάζει πολλά 

πλεονεκτήματα που το καθιστούν τον ευρύτερα χρησιμοποιούμενο φυτικό 

οργανισμό-μοντέλο στα χέρια της επιστημονικής κοινότητας. Η μελέτη του βοηθά 

στην κατανόηση των μηχανισμών που διέπουν την ανάπτυξη και εξέλιξη των φυτών, 

αλλά και εκείνων που καθορίζουν τις αλληλεπιδράσεις τους με βιοτικούς και 

αβιοτικούς παράγοντες του περιβάλλοντος. Με αυτό τον τρόπο συνεισφέρει στην 

βελτίωση της αγροτικής ανάπτυξης και την διατήρηση των φυσικών 

οικοσυστημάτων. 

Το ArabidopsisthalianaL. είναι ο πρώτος φυτικός οργανισμός του οποίου το 

γονιδίωμα αλληλουχήθηκε (ArabidopsisGenomeInitiative2000) και σε συνδυασμό με 

τις σύγχρονες μεθόδους μεταλλαξιγένεσης και μετασχηματισμού οδήγησε στη 

δημιουργία ποικίλων βάσεων δεδομένων και τραπεζών γενετικού υλικού που 

προσφέρουν τη δυνατότητα μελέτης πολλών γονιδίων του. Μεταξύ των πιο 

συνηθισμένων οικοτύπων που χρησιμοποιούνται ως μάρτυρες (άγριος τύπος) σε 

τέτοιες μελέτες είναι το Columbia-0 (Col-0). 

Ο κύκλος ζωής του ArabidopsisthalianaL. (Col-0) διαρκεί 8-10 εβδομάδες (Εικόνα 

1.1.Α). Κατά τη διάρκεια των πέντε πρώτων εβδομάδων εκπτύσσονται τα φύλλα σε 

διάταξη ροζέττας (βλαστητική φάση) (Εικόνα 1.1.Α(1-6)). Ακολουθεί κατακόρυφη 

αύξηση του βλαστού (αναπαραγωγική φάση), το ύψος του οποίου δεν ξεπερνά 

συνήθως τα 40cm (Εικόνα 1.1.Α(7-8)). Το ακραίο μερίστωμα του βλαστού 

μετατρέπεται σταδιακά σε μερίστωμα ταξιανθίας. Παράλληλα με την επιμήκυνση του 

βλαστού, από το μερίστωμα ταξιανθίας εμφανίζονται καταβολές ανθικών 

μεριστωμάτων που σχηματίζουν απευθείας άνθη (πρωτογενής ταξιανθία). Επιπλέον 

σχηματίζονται καταβολές φύλλων, το μασχαλιαίο μερίστωμα των οποίων 

μετατρέπεται είτε σε ανθικό μερίστωμα ή δευτερογενές μερίστωμα ταξιανθίας που 

οδηγεί στο σχηματισμό πλάγιων ανθοφόρων κλάδων (δευτερογενής ταξιανθία) 

(Εικόνα 1.1.Α(7)). Το άνθος αποτελείται από τέσσερα σπονδυλώματα ανθικών 

οργάνων με ακτινωτή συμμετρία (Εικόνα 1.1.Β). Διαθέτει στήμονες και καρπόφυλλα 

κι έτσι δίνει τη δυνατότητα τεχνητής γονιμοποίησης και αυτογονιμοποίησης. Ο 

καρπός ανήκει στην κατηγορία των διαρρηκτών καρπών και ονομάζεται κέρας 

(siliqua). Κάθε κέρας φέρει 20-30 σπέρματα προσαρτημένα σε μεμβρανώδες 

διάφραγμα, ενώ από ένα φυτό μπορούν να συλλεχθούν έως και 10.000 σπέρματα 
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(Εικόνα 1.1.Β). Τα σπέρματα διατηρούνται σε χαμηλή θερμοκρασία για μεγάλο 

χρονικό διάστημα μετά τη συγκομιδή τους. 

 

 

Το ριζικό σύστημα του ArabidopsisthalianaL.,όπως και πολλών άλλων 

δικοτυλήδονων φυτών, αποτελείται από μία κύρια ρίζα που αναπτύσσεται 

κατακόρυφα προς τα κάτω (πρωτογενής ρίζα). Από την πρωτογενή ρίζα εκτείνονται 

Εικόνα 1.1.Κύκλος ζωής και μορφολογία του ArabidopsisthalianaL (Col-0). 

Α) Απεικόνιση των αναπτυξιακών σταδίων του φυτού Arabidopsis thaliana L (Col-0) σε 

διάστημα οκτώ εβδομάδων, (1-6) 39 ημέρες, (6-8) 14 ημέρες,(1) φύτρωση σπερμάτων, (2-6) 

βλαστητική φάση, σχηματισμός ροζέττας, (7) αναπαραγωγική φάση, σχηματισμός 

πρωτογενούς και δευτερογενών ταξιανθιών, οι πλάγιοι κλάδοι σχηματίζονται από 

μεριστώματα στις μασχάλες των φύλλων, (8)ώριμο φυτό με καρπούς.  

Β) Αναπαραγωγικά στοιχεία του φυτού:(9) άνθος, (10) γυρεόκοκκος σε μεγάλη μεγέθυνση, 

(11)ώριμος κλειστός καρπός (κέρας), διαρρηγμένο κέρας με σπέρματα προσαρτημένα σε 

μεβρανώδες διάφραγμα. Τροποποιημένη εικόνα από: Krämeretal., 2015 
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πολυάριθμες πλάγιες ρίζες (δευτερογενείς ρίζες) δημιουργώντας τελικά ένα 

εκτεταμένο ριζικό σύστημα πασσαλώδους τύπου (Εικόνα 1.2.Α). 

Πρωτογενής ρίζα: Η βαρυτροπική αύξηση της ρίζας πραγματοποιείται από τη 

δραστηριότητα ενός ακραίου μεριστώματος που προστατεύεται από την καλύπτρα 

(Εικόνα 1.2.Β). Πάνω από την μεριστωματική ζώνη εκτείνεται η ζώνη επιμήκυνσης 

όπου τα κύτταρα αυξάνουν παράλληλα προς τον επιμήκη άκονα της ρίζας και 

διαφοροποιούνται διαμορφώνοντας τον κεντρικό κύλινδρο (προκάμβιο), την 

ενδοδερμίδα, το περικύκλιο, το φλοιό και την επιδερμίδα. Στον κεντρικό κύλινδρο 

σχηματίζεται αρχικά το πρωτοφλοίωμα και στη συνέχεια το πρωτοξύλωμα από 

δεσμίδες που προέρχονται από το προκάμβιο. Η στήλη του κεντρικού κυλίνδρου στο 

ArabidopsisthalianaL. είναι διαρχική (δύο πόλοι πρωτοξυλώματος και δύο πόλοι 

πρωτοφλοιώματος). Στην πορεία σχηματίζονται άλλα τρία αγγεία πρωτοξυλώματος 

ανάμεσα στους δύο πόλους διαμορφώνοντας μια ευθεία σειρά πέντε στοιχείων 

ξυλώματος που διαιρεί τη στήλη σε δύο ημικυκλικές περιοχές (Εκόνα 1.2.Γ). 

Αργότερα παρατηρούνται και μεγαλύτερης διαμέτρου στοιχεία του ξυλώματος στις 

πιο κεντρικές θέσεις της στήλης που εφάπτονται μεταξύ τους και συνιστούν το 

μεταξύλωμα. Ομοίως σχηματίζεται και το μεταφλοίωμα που περιλαμβάνει τα αγγεία 

των ηθμοσωλήνων, συνοδά και άλλα παρεγχυματικά κύτταρα. Ακολουθεί η ζώνη 

διαφοροποίησης των ριζικών τριχιδίων, ενώ σε ανώτερο επίπεδο ξεκινά ο 

σχηματισμός των πλάγιων ριζών από τη δραστηριότητα των κυττάρων του 

περικυκλίου. 

Δευτερογενής ρίζα: Κατά τη δευτερογενή αύξηση της ρίζας η επιδερμίδα, ο φλοιός 

και η ενδοδεμίδα καταστρέφονται λόγω της αυξανόμενης πίεσης από την διεύρυνση 

του κεντρικού κυλίνδρου, ενώ από το περικύκλιο δημιουργείται το φελλογόνιο, που 

αποτελεί πλέον το προστατευτικό κάλυμμα της ρίζας. Το δευτερογενές ξύλωμα και 

φλοίωμα που σχηματίζονται από το αγγειώδες κάμβιο, είναι παρόμοια με τα 

αντίστοιχα στοιχεία του αγωγού ιστού του βλαστού και υποστηρίζουν τη μεταφορά 

νερού προς το υπέργειο τμήμα του φυτού (ξύλωμα) και τη διακίνηση θρεπτικών για 

την υποστήριξη της ανάπτυξης της ρίζας (φλοίωμα). Δευτερογενής αύξηση 

παρουσιάζεται και σε ορισμένους πλάγιους κλάδους της ρίζας. 

Η προώθηση της ρίζας σε βαθύτερα στρώματα του εδάφους πραγματοποιείται με 

διαδοχικές κυτταρικές διαιρέσεις στο ακραίο μερίστωμα της ρίζας για την παραγωγή 

νέων κυττάρων, αλλά και την συντονισμένη αύξηση του μήκους των κυττάρων στη 

ζώνη επιμήκυνσης του ακρόρριζου. Η επιμήκυνση των κυττάρων επιτυγχάνεται χάρη 

στην ανισότροπη διευθέτηση των ινιδίων κυτταρίνης που αποτελούν το βασικό 

συστατικό των κυτταρικών τοιχωμάτων και καθορίζεται από το δίκτυο 

περιφερειακών μικροσωληνίσκων που βρίσκεται κάτω από την πλασματική 

μεμβράνη. Η ρύθμιση του κυτταροσκελετού επηρεάζει μεταξύ άλλων τη μορφολογία 

των κυττάρων και κατ’ επέκταση την αύξηση της ρίζας. Η μικρή διάμετρος της ρίζας 

(περίπου 80 μm) του ArabidopsisthalianaL. επιτρέπει την παρατήρηση των επιμέρους 

ιστών και σε συνδυασμό με το σταθερό πρότυπο ανάπτυξης και την σχετικά απλή 
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ιστολογική της οργάνωση, διευκολύνει την αναγνώριση τροποποιημένων περιοχών ή 

ξένων σωμάτων στο εσωτερικό ή στην επιφάνεια της.  

 

 

 

1.1.2 Κατανίνη: πρωτεΐνη που ελέγχει τον κυτταροσκελετό και το κυτταρικό 

τοίχωμα 

Ο έλεγχος του κυτταροσκελετού επιτελείται από ένα σύνολο πρωτεϊνικών μορίων 

συνδεδεμένων με τους μικροσωληνίσκους, γνωστών ως MAPs 

(MicrotubuleAssociatedProteins), οι οποίες έχουν ως ρόλο να διαμορφώνουν το 

δίκτυο των μικροσωληνίσκων ανάλογα με τις ανάγκες του κυττάρου. Οι MAPs 

συνεισφέρουν στο φαινόμενο δυναμικής αστάθειας που χαρακτηρίζει τους 

Εικόνα 1.2.Μορφολογία και ανατομία της ρίζας του ArabidopsisthalianaL (Col-0). 

A)Απεικόνιση Arabidopsis thaliana L (Col-0) 13 ημερών με ριζικό σύστημα πασσαλώδους 

τύπου. Β) Ακραίο τμήμα της πρωτογενούς ρίζας όπου διακρίνεται η καλύπτρα, η ζώνη των 

κυτταρικών διαιρέσεων, η ζώνη επιμήκυνσης και η ζώνη διαφοροποίησης ριζικών τριχιδίων. 

Γ) Η εγκάρσια τομή στη ζώνη διαφοροποίησης περιλαμβάνει, από έξω προς τα μέσα, την 

επιδερμίδα, το φλοιό, την ενδοδερμίδα, το περικύκλιο, τους δύο πόλους του φλοιώματος, το 

προκάμβιο και τα στοιχεία του ξυλώματος σε ευθεία διευθέτηση (τα ακριανά στοιχεία 

αντιστοιχούν στο πρωτοξύλωμα) Τροποποιημένη εικόνα από: DeSmetetal., 2015 
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μικροσωληνίσκους συμμετέχοντας σε διαδικασίες σταθεροποίησης, 

αποσταθεροποίησης, συνεχούς ανακύκλωσης υπομονάδων (treadmilling), μεταφοράς 

ή/και σταυροσύνδεσης (cross-linking) αυτών. Επιπλέον διαμεσολαβούν στις 

αλληλεπιδράσεις των μικροσωληνίσκων με άλλες πρωτεΐνες. Μία από τις πιο 

σημαντικές είναι η Κατανίνη (katanin) η οποία τέμνει τους μικροσωληνίσκους σε 

συγκεκριμένα σημεία βοηθώντας τις MAPs στη ρύθμιση του κυτταροσκελετού. Η 

τοπική διαφοροποίηση του κυτταρικού τοιχώματος είναι άμεσα συνδεδεμένη με το 

δίκτυο περιφερειακών μικροσωληνίσκων που καθοδηγούν την εναπόθεση των ινιδίων 

κυτταρίνης. Η Κατανίνη έμμεσα συμβάλλει στη βιοσύνθεση και τροποποίηση των 

κυτταρικών τοιχωμάτων, καθώς και την κυτταρική επέκταση. 

Η Κατανίνη ανήκει στην ΑΑΑ οικογένεια ΑΤΡασών. Είναι ένα ετεροδιμερές μόριο 

με μία μικρή καταλυτική υπομονάδα p60 (60kDa) και μία μεγαλύτερη ρυθμιστική 

p80 (80kDa). Η υπομονάδα p60 εμφανίζει ενεργότητα ΑΤΡάσης και καταλύει την 

τμήση των μικροσωληνίσκων, ενώ η p80 ευθύνεται για την στόχευση του 

ετεροδιμερούς σε αυτούς (Εικόνα 1.3.Α). Πάνω στον μικροσωληνίσκο η Κατανίνη 

εξαμερίζεται δεσμεύοντας ΑΤΡ στις p60 υπομονάδες των ετεροδιμερών. Σε αυτή την 

κατάσταση το σύμπλοκο έχει τη μορφή ανοικτής σπείρας (Εικόνα 1.3.Β). Με την 

υδρόλυση του ΑΤΡ και την απελευθέρωση ADP από την περιοχή πρόσδεσης 

νουκλετιδίου (NSB, NucleotideBindingSite) της p60 υπομονάδας, το σύμπλοκο 

μεταπίπτει σε μορφή κλειστού δακτυλίου απομακρύνοντας ταυτόχρονα ετεροδιμερή 

σωληνίνης (Εικόνα 1.3.Β-Δ). 

Η Κατανίνη ανακαλύφθηκε και μελετήθηκε αρχικά σε ζωικούς οργανισμούς 

(McNally&Thomas1998, McNallyetal., 2011, Zehretal., 2017). 

ΣτογονιδίωματουArabidopsisthalianaL. έχει βρεθείέναμόνο ομόλογο γονίδιο της p60 

υπομονάδας (AtKTN1) και τέσσερα για την p80 (Bouquinetal., 2003, Keechetal., 

2010) τα οποία περιλαμβάνουν στο σύνολο τους WD40 αυτοτελείς δομικές περιοχές 

(domains) για την υποκυτταρική στόχευση της Κατανίνης (Luptovčiaketal., 2017). Η 

μελέτη πλήθους μεταλλαγμένων στελεχών έχει αποκαλύψει το σημαντικό ρόλο της 

Κατανίνης στην οργάνωση των μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου, αλλά και 

του δικτύου περιφερειακών μικροσωληνίσκων κατά την κυτοκίνηση 

(Panteris&Adamakis, 2012; Komisetal., 2017). Επιπλέον η Κατανίνη συμμετέχει 

στην ρύθμιση του κυτταροσκελετού ως απόκριση σε ερεθίσματα του εξωτερικού 

περιβάλλοντος (Nakamura, 2015) και φαίνεται να εμπλέκεται στα μονοπάτια του 

μεταβολισμού και της σύνθεσης αρκετών ορμονών, όπως η αυξίνη, το αποκοπτικό 

οξύ, το αιθυλένιο και οι γιββερελίνες (Komorisonoetal., 2005; Takáčetal., 2017) που 

ρυθμίζουν ποικίλες αναπτυξιακές διεργασίες. 
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Εικόνα 1.3. Δομή και λειτουργία της Κατανίνης.Η Κατανίνη αποτελείται από μία 

καταλυτική υπομονάδα p60 και μία ρυθμιστική υπομονάδα p80. (Α) Όταν η Κατανίνη 

εξαμεριστεί πάνω στο μικροσωληνίσκο οι p60 υπομονάδες υδρολύουν το δεσμευμένο ΑΤΡ 

και το σύμπολοκο μεταπίπτει από (Β) ανοικτή σπείρα σε κλειστό δακτύλιο απομακρύνοντας 

ταυτόχρονα ετεροδιμερή (α-β)-σωληνίνης. Έτσι μπορεί (Γ) να τέμνει εγκάρσια τους 

μικροσωληνίκους ή (Δ) να αποκόπτει πλευρικές διακλαδώσεις. Τροποποιημένες εικόνες 

από: Zehretal., 2017; Ghoshetal., 2012 



 
13 

1.1.3 Περιγραφή του μεταλλαγμένου στελέχους fra2 του ArabidopsisthalianaL. 

Σύμφωνα με τους Burketal., 2001,το μετάλλαγμα fragilefiber 2 (fra2) έχει προκύψει 

από EMS μεταλλαξιγένεση που προκάλεσε έλλειψη μιας βάσης (Α2329 del) στην 

αλληλουχία του εβδόμου εξωνίου του γονιδίου της Κατανίνης (AtKTN1). Η έλλειψη 

αυτή είχε ως αποτέλεσμα τη δημιουργία πρόωρου κωδικονίου λήξης (TGA) και την 

απώλεια 78 αμινοξέων από το καρβοξυτελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της 

p60 υπομονάδας (523 αμινοξέα, 57kDa). Η θέση πρόσδεσης του ΑΤΡ στην p60 

υπομονάδα περιλαμβάνει τα αμινοξικά κατάλοιπα 236-454. Το πρόωρο κωδικόνιο 

λήξης στο fra2 αφαιρεί από αυτή τα τρία τελευταία αμινοξέα (452-454) επηρεάζοντας 

έτσι τη δραστικότητα της. Το γονίδιο AtKTN1εκφράζεται σε βλαστό, φύλλα, άνθη και 

ρίζες με αποτέλεσμα το μετάλλαγμα fra2 να παρουσιάζει μορφολογικές διαφορές στο 

φαινότυπο όλων των φυτικών οργάνων σε σχέση με το Col-0. 

Φαινότυπος fra2: Το μήκος του συνόλου των φυτικών οργάνων στο fra2 είναι 

μειωμένο σε σχέση με του αγρίου τύπου (Εικόνα 1.4.), σε αντίθεση με το πλάτος το 

οποίο συχνά είναι παρόμοιου μεγέθους ή/και μεγαλύτερο. Στο βλαστό, το μήκος των 

μεσογονάτιων διαστημάτωνμειώνεται σημαντικά, αλλά όχι και ο αριθμός τους, με 

αποτέλεσμα το τελικό ύψος του να μην ξεπερνά συχνά το 50% του ύψους του αγρίου 

τύπου (Εικόνα 1.4.B-C). Σε εγκάρσιες τομές του βλαστού, τα κύτταρα έχουν 

μεγαλύτερη διατομή με αποτέλεσμα η διάμετρός του να αυξάνεται. Τα φύλλα του 

fra2 είναι μικρότερα σε μήκος, αλλά ίσου πλάτους με το Col-0, με αποτέλεσμα το 

σχήμα του φύλλου είναι πιο στρογγυλό και το κράσπεδο μικρότερο σε εμβαδόν 

(Εικόνα 1.4.I). Έτσι η ροζέττα στη βάση του φυτού φαίνεται να έχει πιο πυκνά 

διατεταγμένα φύλλα(Εικόνα 1.4.F-H). Τα σπονδυλώματα του άνθους και οι καρποί 

χαρακτηρίζονται επίσης από χαμηλότερο λόγο μήκους/πλάτους (Εικόνα 1.4.E). 

Νεαρά φυτά μιας εβδομάδας εμφανίζουν κοντύτερη ρίζα από το Col-0, με πυκνή 

διάταξη ριζικών τριχιδίων(Εικόνα 1.5.A-B), λόγω του μικρού μήκους των 

επιδερμικών κυττάρωνστη ζώνη διαφοροποίησης (Burketal., 2001). Ομοίως, 

περιορισμένη είναι και η μεριστωματική περιοχή της ρίζας, ενώ, όπως και στο 

βλαστό, η διάμετρος του ακρόριζου είναι αυξημένη (Panterisetal., 2011)(Εικόνα 

1.5.Γ).  

Η διαφορά στις διαστάσεις των φυτικών οργάνων του μεταλλάγματος fra2 οφείλεται 

στο διάχυτο πρότυπο κυτταρικής αύξησης, σύμφωνα με το οποίο, ο προσανατολισμός 

των ινιδίων κυτταρίνης στο κυτταρικό τοίχωμα είναι ισότροπος, με αποτέλεσμα το 

κύτταρο να αυξάνεται εξίσου προς όλες τις κατευθύνσεις, τείνοντας να λάβει 

σφαιρικό σχήμα (Burketal., 2007). Το πρότυπο εναπόθεσης ινιδίων κυτταρίνης 

εξαρτάται από τη διευθέτηση των υποκείμενων περιφερειακών μικροσωληνίσκων 

(Baskinetal., 2004; Lloyd&Chan, 2008), οι οποίοι στην περίπτωση του 

μεταλλάγματος Κατανίνης fra2 αδυνατούν να προσανατολιστούν παράλληλα μεταξύ 

τους και κάθετα προς τον κύριο άξονα του κυττάρου, εμποδίζοντας την κατά μήκος 

αύξησή του (Burketal., 2001) (Εικόνα 1.5.Γ λεπτομέρεια πλαισίου).  
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Εικόνα 1.4. Μορφολογία υπέργειου τμήματος φυτών ArabidopsisthalianaL.αγρίου 

τύπου (Col-0) και μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Α) Φυτά ηλικίας οκτώ εβδομάδων 

(Col-0 αριστερά, fra2 δεξιά). (Β-C) Το fra2 (C) έχει βραχύτερα μεσογονάτια διαστήματα. 

(D-E) Το fra2 (Ε) έχει μικρότερου μήκους καρπούς. (F-H) Το fra2 (H) έχει φαινομενικά πιο 

πυκνή διάταξη ροζέττας, λόγω του μικρότερου μήκους και αποστρογγυλεμένου κράσπεδου 

των φύλλων (Ι) σε σχέση με το Col-0 (G). Εικόνα από: Burketal., 2001 
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Η δράση της Κατανίνης, εκτός της κυτταρικής επέκτασης, επηρεάζει και άλλες 

διεργασίες που σχετίζονται με τον κυτταροσκελετό. Η μη ορθή λειτουργία της 

επηρεάζει το επίπεδο των κυτταρικών διαιρέσεων, δίνοντας σειρές κυττάρων που δεν 

ακολουθούν το καλάστοιχισμένο πρότυπο διάταξης που χαρακτηρίζει τη ρίζα του 

Col-0 (Panterisetal., 2011). Επιπλέον, με τη βοήθεια της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

διέλευσης, έχει δειχθεί ότι τόσο τα πρωτογενή όσο και τα δευτερογενή κυτταρικά 

τοιχώματα στο fra2 παρουσιάζουν μειωμένη ποσότητα τοιχωματικών υλικών 

συγκριτικά με τον άγριο τύπο (Burk&Ye, 2002).  

 

 

Εικόνα 1.5. Μορφολογία ρίζαςφυτών ArabidopsisthalianaL.αγρίου τύπου (Col-0) και 

μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Α) Το μήκος της ρίζας φυτών fra2 ηλικίας μιας 

εβδομάδας είναι πολύ μικρότερο του Col-0. Κλίμακα: 5mm. Β) Η ακραία περιοχή της ρίζας 

του fra2έχει μεγαλύτερη διάμετρο, η ζώνη διαφοροποίησης βρίσκεται πιο κοντά στο άκρο 

και χαρακτηρίζεται από μεγαλύτερη πυκνότητα ριζικών τριχιδίων.Κλίμακα: 250μmΓ) 

Διάταξη μικροσωληνίσκων σε κύτταρα του φλοιού της μεριστωματικής περιοχής του 

ακρόρριζου. Πλαίσιο: Στο Col-0 οι μικροσωληνίσκοι διευθετούνται κάθετα προς τον 

επιμήκη άξονα της ρίζας, ενώ στο fra2 δεν τηρούν ομοιόμορφο προσανατολισμό.Κλίμακα: 

50μm, (πλαίσιο 10μm). Εικόνες από: Luptovčiaketal., 2017; Panterisetal,. 2018 
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Τελικά φαίνεται ότι η αδυναμία της Κατανίνης να δράσει φυσιολογικά στο 

μετάλλαγμα fra2 έχει αντίκτυπο στη μορφογένεση των φυτικών κυττάρων και 

οργάνων, στην κυτταρική διαίρεση και επέκταση, αλλά και στη σύσταση των 

κυτταρικών τοιχωμάτων. 

1.1.4 Δευτερεύοντα στοιχεία του κυτταρικού τοιχώματος 

Το κυτταρικό τοίχωμα είναι μια μηχανικά ισχυρή κυτταρική δομή που εναποτίθεται 

εξωτερικά της πλασματικής μεμβράνης των φυτικών κυττάρων και συμβάλλει μεταξύ 

άλλων στη κυτταρική αύξηση και τη προστασία των φυτικών ιστών από παθογόνους 

οργανισμούς (McNeiletal., 1984; Caffall&Monhen, 2009).Αποτελείται από 

μικροϊνίδια κυτταρίνης εγκλεισμένα σε άμορφο πολυσακχαριτικό στρώμα 

ημικυτταρινών, πηκτινών, δομικών πρωτεϊνών, ενζύμων και λιγνίνης (Herediaetal., 

1995) (Εικόνα 1.6.).Ανάλογα με το αναπτυξιακό στάδιο του κυττάρου, τα κυτταρικά 

τοιχώματα διακρίνονται σε πρωτογενή (πριν ολοκληρωθεί η κυτταρική αύξηση) και 

δευτερογενή (αφού ολοκληρωθεί η κυτταρική αύξηση) και διαφέρουν ως προς τη 

χημική τους σύσταση (Albersheimetal., 2011). 

Η κυτταρίνη αποτελεί το κύριο δομικό συστατικό, πρωτογενών και δευτερογενών 

τοιχωμάτων (Taylor, 2008), και η περιεκτικότητα των τοιχωμάτων σε κυτταρίνη 

εξαρτάται από το φυτικό είδος και τον τύπο του κυττάρου. Στο 

ArabidopsisthalianaL.απαντά σε ποσοστό 15% στο φύλλο και έως 33% στο βλαστό 

(Caffall&Monhen, 2009). Η κρυσταλλική κυτταρίνη συντίθεται από διαμεμβρανικά 

ένζυμα με ενεργότητα συνθάσης της κυτταρίνης CesA (CellulosesynthaseA) τα 

οποίαεκκρίνονται στην πλασματική μεμβράνη και συγκροτούν εξαγωνικά πρωτεϊνικά 

σύμπλοκα σε σχηματισμό ροζέττας (McFarlaneetal., 2014; Cosgrove,2005; 

Mutwiletal., 2008).Οι ροζέττες κινούμενες κατά μήκος των υποκείμενων 

περιφερειακών μικροσωληνίσκων συνθέτουν τα μικροϊνίδια κυτταρίνης εξωτερικά 

της πλασματικής μεμβράνης (Gutierrezetal., 2009). 

Το στρώμα αποτελεί την ενυδατωμένη φάση του κυτταρικού τοιχώματος. 

Αποτελείται από πολυμερή πολυσακχαριτών που συντίθεται στα δικτυοσωμάτια 

(συσκευή Golgi) από μεμβρανικές γλυκοζυλοτρανσφεράσες (Lerouxetal., 2011) και 

δομικές πρωτεΐνες και ένζυμα που συντίθενται στο ενδοπλασματικό δίκτυο (ΕΔ) και 

στη συνέχεια γλυκοζυλιώνονται στα δικτυοσωμάτια (Showalter&Basu, 2016). Η 

μεταφορά των πολυμερών του στρώματος στο κυτταρικό τοίχωμα επιτυγχάνεται 

μέσω μικρών κυστιδίων (Cosgrove,2005) που κατευθύνονται από τα δικτυοσωμάτια 

στην πλασματική μεμβράνη με τη συμβολή του κυτταροσκελετού. Με το έλεγχο της 

εναπόθεσης και σύνθεσης των τοιχωματικών υλικών, ο κυτταροσκελετός ελέγχει την 

οργάνωση του κυτταρικού τοιχώματος (Szymanski&Cosgrove,2009). 

Τα πολυσακχαριτικά συστατικά του στρώματος συνίστανται από ημικυτταρίνες και 

πηκτινικές ενώσεις, ενώ οι δομικές πρωτεΐνες γλυκοζυλιώνονται σε μικρό ή μεγάλο 

βαθμό και αναφέρονται ως γλυκοπρωτεΐνες. 
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1.1.4.1 Ημικυτταρίνες 

Οι ημικυτταρίνες είναι περίπλοκα ετεροπολυμερή γραμμικά μόρια που συντίθενται 

από κατάλοιπα γλυκόζης, μαννόζης ή ξυλόζης, συνδεδεμένων με β-(1→4) 

γλυκοζιτικό δεσμό και φέρουν βραχείες πλευρικές αλυσίδες κι άλλων σακχαριτικών 

καταλοίπων, όπως η φουκόζη (Scheller&Ulvskov, 2010;Lerouxetal., 2011). 

Ενώνονται με τα μικροϊνίδια κυτταρίνης με δεσμούς υδρογόνου (Lerouxetal., 2011) 

δημιουργώντας ένα συνεκτικό ελαστικό δίκτυο κυτταρίνης-ημικυτταρίνης, ενώ 

ταυτόχρονα εμποδίζουν τα μικροϊνίδια να κολλούν μεταξύ τους (στρώση ολίσθησης). 

Στις ημικυτταρίνες συγκαταλέγονται οι ξυλάνες, ξυλογλυκάνες, μαννάνες, 

γλυκομαννάνες και β-(1→3,1→4) γλυκάνες. Η καλλόζη αποτελείται από κατάλοιπα 

γλυκόζης ενωμένων αποκλειστικά με β-(1→3) γλυκοζιτικό δεσμό και γι’ αυτό από 

πολλούς αμφισβητείται ότι ανήκει στην ομάδα των ημικυτταρινών 

(Scheller&Ulvskov, 2010). Ωστόσο σε αρκετές ερευνητικές εργασίες μελετάται στα 

πλαίσια των ημικυτταρινών (Spiridon & Popa, 2005; Srivastavaetal., 2001). Η ίδια 

τακτική ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία. 

Ξυλογλυκάνη: Η ξυλογλυκάνη είναι η ημικυτταρίνη με την μεγαλύτερη αφθονία στα 

πρωτογενή κυτταρικά τοιχώματα των σπερματοφύτων (Scheller&Ulvskov, 2010). 

Συμμετέχει σε ποσοστό 20-25% του ξηρού βάρους των τοιχωμάτων στα 

δικοτυλήδονα φυτά (Varner&Lin, 1989). Αποτελείται από ένα γραμμικό σκελετό 

καταλοίπων γλυκόζης συνδεδεμένων με β(1→4) γλυκοζιτικό δεσμό τα οποία μπορεί 

να φέρουν βραχείες πλευρικές αλυσίδες α-D-ξυλόζης με α(1→6) γλυκοζιτικό δεσμό 

ή/και κατάλοιπα γαλακτόζης και φουκόζης (Εικόνα 1.6). Το είδος και το πρότυπο 

υποκατάστασης των καταλοίπων γλυκόζης του σκελετού παρουσιάζει μεγάλη 

ποικιλία και εξαρτάται από το είδος του φυτού και τον κυτταρικό τύπο 

(Pauly&Keegstra, 2016). Η ξυλογλυκάνη προσδένεται στα μικροϊνίδια κυτταρίνης με 

δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται μεταξύ των μη υποκαταστημένων 

καταλοίπων γλυκόζης του πολυσακχαριτικού σκελετού τους (Srivastavaetal., 2001; 

Cosgrove, 2005). Με αυτό τον τρόπο δημιουργείται ένα δίκτυο κυτταρίνης-

ημικυτταρίνης που συμβάλλει στην δομή και την στιβαρότητα των κυτταρικών 

τοιχωμάτων (Pauly&Keegstra, 2016; Scheller&Ulvskov, 2010). Η συγκέντρωση της 

ξυλογλυκάνης και το είδος των υποκαταστατών επηρεάζει τη συνεκτικότητα του 

δικτύου κυτταρίνης-ημικυτταρίνης (Lopezetal., 2010). Τοιχώματα υψηλής 

περιεκτικότητας ξυλογλυκάνης παρουσιάζουν μειωμένη εκτατότητα (Chanliaudetal., 

2004). Έτσι, η ξυλογλυκάνη σχετίζεται με τις μηχανικές ιδιότητες του τοιχώματος 

που καθορίζουν την επιμήκυνση των κυτταρικών τοιχωμάτων και εν τέλει την 

κυτταρική αύξηση (Paulyetal., 2013). 

Καλλόζη: Η καλλόζη δεν αποτελεί σταθερό συστατικό των κυτταρικών τοιχωμάτων. 

Η σύνθεσή της συνδέεται με συγκεκριμένες κυτταρικές διεργασίες ή αποτελεί 

απόκριση σε τραυματισμό, προσβολή από παθογόνους οργανισμούς και μηχανικές ή 

αβιοτικές καταπονήσεις (υψηλές θερμοκρασίες)(Stassetal., 2009). Συμμετέχει στο 

σχηματισμό της κυτταρικής πλάκας κατά την κυτοκίνηση (Thieleetal., 2009) καθώς 
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και στη γαμετογένεση (Huangetal., 2009). Η απόθεση καλλόζης στους πόρους των 

πλασμοδεσμών, μεταξύ πλασματικής μεμβράνης και κυτταρικού τοιχώματος, 

ελαττώνει τη διάμετρό των πόρων και με αυτό τον τρόπο περιορίζει τη συμπλαστική 

μεταφορά του κυτταρικού περιεχομένου (Knoxetal., 2014). Έντομα και νηματώδεις 

που διατρέφονται απομιζώντας φυτικά κύτταρα διαθέτουν γονίδια υδρολυτικών 

ενζύμων της καλλόζης για την διεύρυνση των πόρων και την ανεμπόδιστη διακίνηση 

κυτταρικών συστατικών που αποτελούν την τροφή τους (Hofmannetal., 2010; 

Haoetal., 2008). 

1.1.4.2 Πηκτίνες 

Οι πηκτίνες συνιστούν κι αυτές μια ετερογενή ομάδα πολυσακχαριτών του 

στρώματος των κυτταρικών τοιχωμάτωνπου στα δικοτυλήδονα φυτά ισοδυναμεί με 

το 30% του ολικού πολυσακχαριτικού περιεχομένου τους (Caffall&Mohnen, 2009). 

Στα πρωτογενή κυτταρικά τοιχώματα εξυπηρετούν πολλές λειτουργίες που 

σχετίζονται με την κυτταρική αύξηση και γενικότερα την φυτική ανάπτυξη 

(Ridleyetal., 2001).Οι πηκτίνες, όπως και οι ημικυτταρίνες, συνδέονται με τα 

μικροϊνίδια κυτταρίνης αλλά και με άλλα συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων 

(Weietal., 2009). Επίσης, συνδέονται μεταξύ τους με ομοιοπολικούς δεσμούς 

σχηματίζοντας πηκτώματα που ενισχύουν την πλαστικότητα και στιβαρότητα των 

τοιχωμάτων (Caffall&Mohnen, 2009). Η συγκέντρωση των πηκτινών αυξάνεται στην 

εξωτερική περιοχή των πρωτογενών τοιχωμάτων κοντά στη μέση πλάκα, ενισχύοντας 

τη συνάφεια μεταξύ γειτονικών κυττάρων, αλλά και στους μεσοκυττάριους χώρους 

που σχηματίζονται από τρία ή περισσότερα κύτταρα (Caffall&Mohnen, 2009; 

Patovaetal., 2014; Giannoutsouetal., 2016; Sotiriouetal., 2016). Πολλοί 

φυτοπαθογόνοι οργανισμοί αποικοδομούν τις πηκτινικές ενώσεις των κυτταρικών 

τοιχωμάτων προκειμένου να μειώσουν τη συνοχή της μέσης πλάκας και να 

εισβάλλουν στους φυτικούς ιστούς (Ridleyetal., 2001). Οι πηκτίνες με τη μεγαλύτερη 

αφθονία αποτελούνται από ένα γραμμικό σκελετό καταλοίπων γαλακτουρονικού 

οξέος ή/και ραμνόζης στον οποίο διακρίνονται τρεις αναγνωρίσιμες 

πολυσακχαριτικές περιοχές: η ομογαλακτουρονάνη (HG), η ραμνογαλακτουρονάνη 

I(RGI) και η ραμνογαλακτουρονάνη IΙ(RGIΙ) (Harholtetal., 2010) (Εικόνα 1.6.). 

Ομογαλακτουρονάνη (HG):Η HG χαρακτηρίζεται από μια γραμμική αλυσίδα 

καταλοίπων γαλακτουρονικού οξέος συνδεδεμένων με β(1→4) γλυκοζιτικό δεσμό 

στα οποία μπορεί να συνδέονται και μονομερή κατάλοιπα ξυλόζης 

(ξυλογαλακτουρονάνη). Συντίθεται στο σύμπλεγμα Golgi, μεταφέρεται με κυστίδια 

στην πλασματική μεμβράνη και εξάγεται στο κυτταρικό τοίχωμα (Geshietal., 2004). 

Σε όλη αυτή την πορεία οι καρβοξυλομάδες του γαλακτουρονικού οξέος είναι έντονα 

μεθυλεστεροποιημένες (MPHG) προκειμένου να καλύπτονται τα φορτία του 

γαλακτουρονικού οξέος. Όταν φτάσουν στο σημείο εναπόθεσης τους στο κυτταρικό 

τοίχωμα, ειδικά ένζυμα αναλαμβάνουν την απομεθυλεστεροποίηση της HG 

(DeSPHG) προκειμένου να σχηματιστούν ομοιοπολικοί δεσμοί με ιόντα ασβεστίου 

και να συνδεθούν έτσιμε άλλες πηκτινικές αλυσίδες (γέφυρες Ca
2+

) για το 
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σχηματισμό συνεκτικών πηκτωμάτων (Wolfetal., 2009; Wolf&Greiner, 2012). Το 

πρότυπο μεθυλεστεροποίησης της HG επηρεάζει τις μηχανικές ιδιότητες των 

κυτταρικών τοιχωμάτων και κατ’ επέκταση την ανάπτυξη του φυτού αλλά και την 

αλληλεπίδραση του με βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες του περιβάλλοντος 

(Levesque-Tremblayetal., 2015). 

Ραμνογαλακτουρονάνη I (RGI):Η RGI αποτελείται από γραμμικό σκελετό 

εναλλασόμενων καταλοίπων γαλακτουρονικού οξέος-ραμνόζης με πλευρικές 

διακλαδώσεις καταλοίπων γαλακτόζης, αραβινόζης και σπανιότερα φουκόζης 

προσδεμένες στα κατάλοιπα ραμνόζης του σκελετού (Harholtetal., 2010). Θεωρείται 

ότι η ύπαρξη αυτών των εκτεταμένων πλευρικών αλυσίδων μειώνει την εγγύτητα των 

αλυσίδων HG αποτρέποντας τη δημιουργία γεφυρών Ca
2+

 μεταξύ τους, γεγονός που 

μειώνει με τη σειρά του την ικανότητα σχηματισμού πηκτωμάτων (Harholtetal., 

2010). Η τροποποίηση των πλευρικών αλυσίδων μπορεί να αλλάξει τις μηχανικές 

ιδιότητες του κυτταρικού τοιχώματος (Bidhendi&Geitmann, 2015). 

Ραμνογαλακτουρονάνη IΙ (RGIΙ): Η RGIIαποτελεί την πιο περίπλοκη περιοχή των 

πηκτινικών αλυσίδων (Perezetal., 2003) η οποία περιλαμβάνει έως και 15 β(1→4)-

συνδεδεμένα κατάλοιπα γαλακτουρονικού οξέος με τέσσερα εξαιρετικά συντηρημένα 

είδη πλευρικών διακλαδώσεων (Pabstetal., 2013; Glushkaetal., 2003;Vidaletal., 

2000). Οι πλευρικές αλυδίδες της RGIIγειτονικών πηκτινικών αλυσίδων συνδέονται 

μεταξύ τους με βορικούς διεστέρες επιτρέποντας τη δημιουργία πηκτινικών 

πηκτωμάτων για την αύξηση της συνοχής των κυτταρικών τοιχωμάτων (O’Neilletal., 

2004; Perezetal., 2003). 

1.1.4.3 Γλυκοπρωτεΐνες 

Στο κυτταρικό τοίχωμα, εκτός από τους πολυσακχαρίτες, απαντούν ένζυμα και 

αρκετές δομικές πρωτεΐνες που διαχωρίζονται με βάση την αμινοξική τους σύσταση 

(Showalter, 1993).Οι βασικές κατηγορίες δομικών πρωτεϊνών είναι οι HRGPs 

(γλυκοπρωτεΐνες πλούσιες σε υδροξυπρολίνη), οι GRPs (πρωτεΐνες πλούσιες σε 

γλυκίνη) και οι PRPs (πρωτεΐνες πλούσιες σε προλίνη) (Kieliszewskietal., 1995; 

Nobre&Evans, 1998). Στα φυτικά κυτταρικά τοιχώματα όλες οι δομικές πρωτεΐνες 

περιέχουν υδροξυπρολίνη και γλυκοζυλιώνονται (Cassab, 1998). Ο βιολογικός τους 

ρόλος μεταξύ άλλων σχετίζεται με τη μηχανική ενίσχυση, την τροποποίηση και την 

ικανότητα έκτασης των κυτταρικών τοιχωμάτων, τη σηματοδότηση αλλά και τις 

μεταβολικές διεργασίες που λαμβάνουν χώρα σε αυτά (Jametetal., 2006; 

Albersheimetal., 2011).Οι υδροξυπρολίνες (HRGPs) εμπλέκονται στην ενίσχυση των 

κυτταρικών τοιχωμάτων και την άμυνα έναντι παθογόνων οργανισμών (Deepaketal., 

2010). Περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων τις πρωτεΐνες αραβινογαλακτάνης (AGPs) και 

τις εξτενσίνες (Jacksonetal., 2012). Οι πρώτες είναι βαριά γλυκοζυλιωμένες, ενώ οι 

δεύτερες γλυκοζυλιώνονται σε χαμηλό βαθμό (Showalteretal., 2010), αμφότερες 

εντοπίζονται στους ιστούς των περισσοτέρων φυτών (Herediaetal., 1995; Jose-

Estanyol&Puigdomenech, 2000). 
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Πρωτεΐνες αραβινογαλακtάνης (AGPs): Οι AGPs ανήκουν στις πρωτεογλυκάνες του 

κυτταρικού τοιχώματος, είναι συχνά αγκυροβολημένες στην πλασματική μεμβράνη 

μέσωάγκυρας γλυκοζυλοφωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (GPI) και περιέχουν 

επαναλαμβανόμενα μοτίβα διπεπτιδίων (Αla-Pro, Ser-Pro, Thr-Pro, Val-Pro) 

(Kieliszewski, 2001). Τα κατάλοιπα προλίνης υδροξυλιώνονται και 

γλυκοζυλιώνονται από υδροξυλάσες και γλυκοζυλοτρανσφεράσες αντίστοιχα 

(Knochetal., 2014).Κατά τη γλυκοζυλίωση σχηματίζονται μακριές διακλαδιζόμενες 

αλυσίδες σακχαριτικών καταλοίπων, κυρίως γλυκόζης και αραβινόζης, που 

αποτελούν έως και το 90% της ολικής μάζας των AGPs (Kitazawaetal., 

2013).Επιπλέον, γλυκοσυλ-υδρολάσες του τοιχώματος μπορούν να τροποποιούν το 

πρότυπο διακλάδωσης ή τη σακχαριτική σύσταση των πλευρικών αλυσίδων των 

AGPs εξυπηρετώντας των πολλαπλό τους ρόλο στα κυτταρικά τοιχώματα 

(Herman&Lamb, 1992).Οι AGPs ελέγχουν την κυτταρική ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση, καθώς και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ γειτονικών κυτταρων (Jose-

Estanyol&Puigdomenech, 2000). 

 

 

  

Εικόνα 1.6. Σύνδεση πολυσακχαριτών του κυτταρικού τοιχώματος. Το κυτταρικό 

τοίχωμα αποτελείται από ένα σκελετό ινιδίων κυτταρίνης εγκλεισμένο σε άμορφο στρώμα 

ημικυτταρινών και πηκτινών (HG:ομογαλακτουρονάνη, RGIραμνογαλακτουρονάνη Ι, RGΙΙ: 

ραμνογαλακτουρονάνη ΙΙ). Η ξυλογλυκάνη συνδέεται κατά μήκος με τα ινίδια κυτταρίνης ή 

τα συνδέει μεταξύ τους. Μη μεθυλεστεροποιημένα κατάλοιπα γλυκουρονικού οξέος της HG 

σχηματίζουν γέφυρες ασβεστίου, συνδέοντας τις πηκτινικές αλυσίδες, η RGII ενισχύει τη 

σύνδεση γειτονικών αλυσίδων μέσω διεστέρων βορίου, ενώ αντίθετα οι ογκώδεις 

διακλαδώσεις της RGIτις απομακρύνουν. Τροποποιημένη εικόνα από: Loqueetal., 2015 



 
21 

1.2 Ο ρόλος των κομβονηματωδών στην μείωση της παραγωγής 

πολλών καλλιεργούμενων φυτών 

1.2.1 Ταξινόμηση κομβονηματωδών σκωλήκων  

Οι νηματώδεις σκώληκες ανήκουν στο φύλο Nematodaτων Εκδυσοζώων που 

αποτελεί ένα από τα μεγαλύτερα φύλα των Μεταζώων, περιλαμβάνοντας πάνω από 

25.000 χαρακτηρισμένα είδη (Zhang, 2013). Τα περισσότερα είδη είναι 

μικροσκοπικοί οργανισμοί που εποικούν χερσαία και υδάτινα οικοσυστήματα, με 

παγκόσμια εξάπλωση, από τις τροπικές περιοχές μέχρι τους πόλους (Nicholas, 

1984).Κατηγοριοποιούνται με βάση τις διατροφικές τους συνήθειες σε ελεύθερους 

και παρασιτικούς (Decraemer&Hunt, 2006). Οι παρασιτικοί προσβάλλουν ζώα και 

φυτά προκαλώντας σοβαρές ασθένειες στα πρώτα (Hirst&Stapley, 2000)καθώς και 

εκτεταμένες ζημιές σε καλλιεργούμενα ή μη φυτά, με οικονομικές απώλειες που 

αγγίζουν τα $157δις ετησίως (Perry&Moens, 2013). 

Οι φυτοπαρασιτικοί νηματώδεις διακρίνονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες, τους 

εκτοπαρασιτικούς και τους ενδοπαρασιτικούς, ανάλογα με τη στρατηγική προσβολής 

των ξενιστών τους (Perry&Moens, 2013). Οι εκτοπαρασιτικοί παραμένουν εξωτερικά 

του ξενιστή και διατρέφονται κυρίως από τα επιδερμικά κύτταρα των ριζών και τα 

ριζικά τριχίδια (Decraemer&Geraert, 2006). Τα στάδια ανάπτυξης των 

ενδοπαρασιτικών χωρίζονται σε δύο ομάδες, μεταναστευτικά (migratory) και μη 

μεταναστευτικά (sedentary). Οι κινούμενοι νηματώδεις προσβάλλουν, ανάλογα με το 

είδος τους, σχεδόν όλα τα φυτικά όργανα, προκαλώντας τοπική νέκρωση των ιστών 

από τους οποίους τρέφονται ή διαρρηγνύουν κατά τη διέλευση τους 

(Duncan&Moens, 2006). 

Οι στατικοί ενδοπαρασιτικοί νηματώδεις προσβάλλουν τις ρίζες των φυτών και 

εγκαθίστανται σε μια συγκεκριμένη περιοχή, τη θέση θρέψης (feedingsite),έως ότου 

ολοκληρώσουν τον κύκλο ζωής τους (Perry&Moens, 2013). Στη θέση θρέψης 

επάγουν την τροποποίηση των φυτικών κυττάρων σε ειδικούς τροφικούς 

σχηματισμούς υπό τη μορφή κόμβου (gall). Ανάλογα με το είδος των σχηματισμών 

που δημιουργούν, οι στατικοί νηματώδεις χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τους 

κυστονηματώδεις (CN; CystNematodes) και τους κoμβονηματώδεις 

(RKNRootKnotNematodes) (Perry&Moens, 2013; Wyss&Grundler, 1992). 

Κυστονηματώδεις (CN): Οι CN έχουν ευρεία εξάπλωση σε εύκρατες, υποτροπικές 

και τροπικές περιοχές και περιλαμβάνουν ορισμένα από τα πιο καταστροφικά για τις 

καλλιέργειες γένη, μεταξύ των οποίων τα HeteroderaκαιGlobodera (Turner&Rowe, 

2006; Jonesetal., 2013). Οι νεαροί μολυσματικοί CN διαπερνούν ενδοκυτταρικά τους 

ιστούς της ρίζας έως ότου εντοπίσουν ένα κατάλληλο για τη διατροφή τους κύτταρο 

εντός του κεντρικού κυλίνδρου. Διατρυπούν το κύτταρο με το στιλέτο, ένα κοίλο 

στοματικό εξάρτημα (Εικόνα 1.7.Α), και με τη βοήθεια εκκρίσεων προκαλλούν 

μορφολογικές αλλαγές στο φυτικό κύτταρο (EvesvandenAkkeretal., 2014). Το 
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κύτταρο σταδιακά ενώνεται με γειτονικά, μέσω τοπικής αποικοδόμησης των 

τοιχωμάτων, δημιουργώντας τελικά μια περιοχή ενωμένων κυττάρων που ονομάζεται 

συγκύτιο (Grundleretal., 1998). 

Κομβονηματώδεις (RKN): Σε αντίθεση με τους CN,οι κόμβονηματώδεις 

δημιουργούν τροφικούς σχηματισμούς, που ονομάζονται κόμβοι (knots) και δεν 

αποτελούνται από την ένωση γειτονικών κυττάρων αλλά από ξεχωριστά υπερτροφικά 

παρεγχυματικά κύττάρα, τα μεγακύτταρα (GC; giantcells) (Εικόνα 1.7.Β). 

 

 

1.2.2 Περιγραφή και κύκλος ζωής των κομβονηματωδών σκωλήκων 

Οι κομβονηματώδεις περιλαμβάνουν περισσότερα από 100 είδη, τα πιο κοινά εκ των 

οποίων ανήκουν στο γένος Meloidogyne (M.incognita, M.hapla, M.javanica, 

M.chitwoodi και M.arenaria; Moensetal., 2010; Elling, 2013). Το είδος M.incognita 

προσβάλλει σχεδόν όλες τις οικογένειες φυτών στις τροπικές και υποτροπικές ζώνες 

συμπεριλαμβανομένων και πολλών εμπορικών φυτών (λαχανικά, δημητριακά, 

όσπρια, λαχανικά, δένδρα και ινώδη φυτά) (Trudgill&Blok, 2001).  

Εικόνα 1.7. Μορφολογία κομβονηματώδους και κόμβων μολυσμένων ριζών. 

Α) Το μικρό μέγεθος των κομβονηματωδων (μήκος<1mm, πλάτος=15-20mm) και το λεπτό 

διάφανο σώμα του νηματώδους επιτρέπει την παρατήρηση των εσωτερικών του οργάνων. 

Στο σώμα διακρίνεται η περιοχή της κεφαλής, με το χαρακτηριστικό στοματικό εξάρτημα 

(στιλέτο) για την προσρρόφηση θρεπτικών συστατικών και τη διάτρηση των φυτικών ιστών, 

το κυρίως σώμα, όπου διακρίνονται οι φαρυγγικοί αδένες, το πεπτικό και το αναπαραγωγικό 

σύστημα και τέλος η οξύληγκτη ουρά κοντά στην οποία βρίσκεται ο αναπαραγωγικός 

πόρος.Β) Φαινότυπος μολυσμένων και μη μολυσμένων ριζών ντομάτας, όπου στα πρώτα 

ξεχωρίζουν οι κόμβοι που δημιουργούν οι κομβονηματώδεις μετά την εγκατάστασή τους 

(θέσεις θρέψης). Τροποποιημένες εικόνες από: www.daera-ni.gov.uk, www.researchgate.net 

http://www.daera-ni.gov.uk/
http://www.researchgate.net/
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Εικόνα 1.8. Κύκλος ζωής κομβονηματωδών. Οι κομβονηματώδεις (Ν) είναι υποχρεωτικά 

παράσιτα που προσβάλουν το ριζικό σύστημα των φυτών. Διαθέτουν τέσσερα στάδια 

ανάπτυξης (juvenilestage 1-4, J1-J4), η πρώτη έκδυση πραγματοποιείται μέσα στο αυγό, το 

J2 μολυσματικά στάδιο εισέρχεται στη ρίζα από τη ζώνη επιμήκυνσης του ακρόρριζου. Τα 

J3-J4 στάδια είναι μη μεταναστευτικά και αυξάνουν σε μέγεθος καθώς διατρέφονται από τα 

τροποποιημένα παρεγχυματικά κύτταρα του ξενιστή στα οποία έχουν εγκατασταθεί, τα 

Μεγακύτταρα (αστερίσκοι. Μετά την τελευταία έκδυση, προκύπτει είτε ενήλικο αρσενικό 

που εγκαταλείπει τη ρίζα είτε σε ενήλικο θηλυκό που γεννά εκατοντάδες αυγά εντός 

ζελατινώδους σάκου (ωόσακος) στην επιφάνεια του κόμβου. Τα στάδια στη ζωή των 

κομβονηματωδών από την εκκόλαψη των αυγών έως την εγκατάσταση στο σημείο 

θρέψηςτης ρίζας (γκρι περιοχή) ζουν εκτός του ξενιστή ενώ τα υπόλοιπα εντός. Εικόνα από: 

www.iivr.org 
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Η αναπαραγωγή των κομβονηματωδώνM.incognita μπορεί να γίνει φυλετικά ή 

αφυλετικά. Ο καθορισμός του φύλου και η τελική αναλογία θηλυκών/αρσενικών 

ατόμων εξαρτάται από περιβαλλοντικούς παράγοντες. Συνήθως, το ποσοστό των 

αρσενικών ατόμων είναι πολύ μικρό συγκριτικά με των θηλυκών και αυξάνει μόνο σε 

δυσμενείς συνθήκες (Snyderetal., 2006; Triantaphyllou, 1973). Τα περισσότερα 

άτομα προκύπτουν από μιτωτική παρθενογένεση δημιουργώντας ισογενείς 

πληθυσμούς. 

Τα νεαρά άτομα M.incognita παρουσιάζουν τέσσερα εκδυτικά στάδια (juveniles; J1-

J4) (Εικόνα 1.8.). Η εμβρυογένεση και η πρώτη έκδυση λαμβάνει χώρα εντός του 

αυγού (Jones&Goto, 2011). Τα νεαρά δευτέρου αναπτυξιακού σταδίου J2 

(μολυσματικό στάδιο) εκκολάπτονται από το αυγό, υπό ευνοϊκές συνθήκες 

θερμοκρασίας και υγρασίας (Karssenetal., 2013) και κατευθύνονται χημειοτακτικά 

προς το άκρο γειτονικών ριζών (Perry&Wesemael, 2008; Reynoldsetal., 2010). Οι J2 

κομβονηματώδειςεισβάλλουν στο ακρόρριζο από τη ζώνη επιμήκυνσης και 

κινούμενοι διακυτταρικά, προσπερνούν το φραγμό της ενδοδερμίδας και 

κατευθύνονται ακροβασιπεταλικά κατά μήκος του κεντρικού κυλίνδρου 

(Williamson&Gleason, 2003) (Εικόνα 1.9 Α-Β.). Η κλίση συγκέντρωσης της αυξίνης 

που δεσμεύεται στα αισθητήρια όργανα του νηματώδους (αμφίδια), φαίνεται να είναι 

υπεύθυνη για την κατευθυνόμενη πορεία του νηματώδους εντός της ρίζας 

(Rasmannetal., 2012). Η κίνηση των J2 μεταξύ των φυτικών κυττάρων διευκολύνεται 

με τη βοήθεια του στιλέτου (Εικόνα 1.7.Α) το οποίο ασκεί μηχανική πίεση στη 

περιοχή της μέσης πλάκας ενώ ταυτόχρονα απελευθερώνει ένζυμα αποικοδόμησης 

των κυτταρικών τοιχωμάτων, όπως κυτταρινάσες, πηκτινάσες και μουτάσες 

(ενζυμική αποικοδόμηση), που εκκρίνονται από τους φαρυγγικούς αδένες του 

νηματώδους (Davisetal., 2004). Τα γονίδια των αποικοδομητικών ενζύμων φαίνεται 

να έχουν προέλθει από βακτήρια μέσω οριζόντιας μεταφοράς σε προγονικά είδη 

ελεύθερων νηματωδών, γεγονός το οποίο προώθησε την εκδήλωση του 

παρασιτισμού.  

Όταν οι J2 εντοπίσουν κατάλληλο σημείο του αγγειακού συστήματος (3-4dpi, ημέρες 

μετά τη μόλυνση), ακινητοποιούνται και τρυπούν με το στιλέτο τους το κυτταρικό 

τοίχωμα 2 έως 12 παρεγχυματικών κυττάρων (VonMende, 1997) (Εικόνα 1.8., 1.9.Β). 

Εκκρίσεις από τους ραχιαίους αδένες των J2 επάγουν τη μετατροπή των 

παρεγχυματικών κυττάρων σε μεγακύτταρα (Davisetal., 2004).  

Στο διάστημα των επόμενων 3-4 ημερών, δύο ακόμα εκδύσεις πραγματοποιούνται 

στις θέσεις θρέψης (Εικόνα 1.8.), ενώ παράλληλα τα νεαρά άτομα (J3 και J4) 

αυξάνουν σε μέγεθος. Μετά την τελευταία έκδυση τα αρσενικά άτομα εγκαταλείπουν 

τη ρίζα (Abadetal., 2003), ενώ τα νεαρά θηλυκά παραμένουν στο σημείο θρέψης έως 

ότου ολοκληρώσουν τον κύκλο ζωής τους,ποικίλει ανάλογα με τις συνθήκες του 

περιβάλλοντος. Η διάρκεια του βιολογικού κύκλου εξαρτάται από τη θερμοκρασία 

(Ploeg&Maris, 1999).Τα ώριμα θηλυκά γεννούν αρκετές εκατοντάδες αυγά 
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εγκλεισμένα σε ζελατινώδη γλυκοπρωτεϊνική μήτρα, τον ωόσακκο (eggmass),στην 

επιφάνεια του κόμβου (Curtisetal., 2010) (Εικόνα 1.8., 1.9.Δ). 

 

 

Τα μολυσμένα από M.incognitaφυτά χαρακτηρίζονται από χαμηλή βιομάζα, 

λεπτότερα και μικρότερα φύλλα και μικρότερα μεσογονάτια διαστήματα συγκριτικά 

με μη μολυσμένα φυτά (Fortnumetal., 1991). Επιπλέον, έχει φανεί ότι μολυσμένα 

ζαχαρότευτλα παρουσιάζουν χαμηλότερη περιεκτικότητα σε χλωροφύλλη και 

καροτενοειδή μετά την μόλυνση από M.incognita (Korayemetal., 2012). Ο 

σχηματισμός των κόμβων και η ανορθόδοξη ανάπτυξη της ρίζας, παράλληλα με την 

μείωση της συγκέντρωσης χλωροφύλλης θεωρείται ότι σχετίζονται με τις διατροφικές 

απαιτήσεις των κομβονηματωδών (Koenningetal., 2004). Ορισμένα είδη 

κομβονηματωδών μεταξύ των οποίων και το M.incognita αυξάνουν την ευαισθησία 

Εικόνα 1.9. Χρονική πορεία της μόλυνσης της ρίζας από κομβονηματώδη. Α) Ο 

κομβονηματώδης εντός 24-48 ωρών από τη στιγμή της εκκολαψης προσβάλει τη ρίζα από 

τη ζώνη επιμήκυνσης, κινείται διακυτταρικά προς το άκρο και αφού περάσει το φραγμό της 

ενδοδερμίδας εισέρχεται στο κεντρικό κύλινδρο (σε διάστημα μιας μέρας). Β) Μόλις 

εντοπίσει τα κατάλληλα για τη διατροφή του συνοδά κύτταρα των ηθμοσωλήνων, τρυπά το 

κυτταρικό τους τοίχωμα και με εκκρίσεις επάγει την διαφοροποίησή τους σε μεγακύτταρα 

(2-4 μέρες). Γ) Καθώς τα μεγακύτταρα αυξάνουν σε μέγεθος και οι παρακείμενοι ιστοί 

ακολουθούν την διόγκωση του σημείου θρέψης με κυτταρικές διαιρέσεις, σχηματίζεται 

σταδιακά ο κόμβος (διάρκεια 3-5 εβδομάδων). Ταυτόχρονα ο κομβονηματώδης αυξάνει σε 

μέγεθος. Δ) 6-8 εβδομάδες μετά τη μόλυνση τα ώριμα θηλυκά έχουν σχηματίσει ωόσακκους 

γεμάτους εκατοντάδες αυγά στην επιφάνεια του κόμβου. Τροποποιημένη εικόνα από: 

Bartlemetal., 2013 
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του ξενιστή τους και σε άλλα παθογόνα όπως μύκητες (Koenningetal., 2004; 

Karssenetal., 2013). 

1.2.3 Σχηματισμός μεγακυττάρων στις θέσεις θρέψης του κομβονηματώδους  

Από τη στιγμή που οι J2κομβονηματώδεις εγκαθίστανται στη θέση θρέψης, 

επαναπρογραμματίζουν τη διαφοροποίηση των συνοδών κυττάρων των 

ηθμοσωλήνων που διατρυπούν με το στιλέτο τους (Bird&Kaloshian, 2003). Η πρώτη 

ένδειξη σχηματισμού των μεγακυττάρων (GC) είναι η πρόκληση κυτταρικής 

διαίρεσης, η οποία δεν ακολουθείται από φυσιολογική κυτοκίνηση (Jones, 1981). Τα 

κυστίδια που κανονικά δημιουργούν μετά τη σύντηξη τους την κυτταρική πλάκα 

μεταξύ των θυγατρικών κυττάρων, κατευθύνονται στο σωστό σημείο, αλλά 

αποτυγχάνουν να συντηχθούν και στη συνέχεια διασπείρονται στο κυτταρόπλασμα. 

Αρχικά τα διπύρηνα κύτταρα δε διαφέρουν σε μέγεθος από τα γειτονικά τους. Οι 

πυρηνικές διαιρέσεις συνεχίζονται δίνοντας 32 ή και περισσότερους πυρήνες στα 

αναπτυσσόμενα μεγακύτταρα (Wiggersetal., 1990). Εκτός από την αρχική διαίρεση 

στην οποία η πυρηνική άτρακτος είναι κανονικά προσανατολισμένη, οι υπόλοιπες 

γίνονται σε τυχαίες θέσεις, ενώ υπάρχουν και περιπτώσεις που δημιουργούνται 

πολυπλοειδείς πυρήνες καθώς ο διπλασιασμός του γενετικού υλικού δεν 

ακολουθείται από μίτωση (Εικόνα 1.10.Α). Αρκετές φορές παρατηρούνται 

προεκβολές στο κυτταρικό τοίχωμα, όταν η πυρηνική διαίρεση γίνεται κοντά στο 

πλασμαλήμμα, από τη σύντηξη ορισμένων κυστιδίων που προορίζονταν για το 

σχηματισμό της κυτταρικής πλάκας (Εικόνα 1.10.Α). Τα μεγακύτταρα 

αναπτύσσονται τάχιστα σε διάστημα 3 εβδομάδων (Molleretal., 1998; Jones, 1981). 

Παράλληλα με τις πυρηνικές διαιρέσεις, τα μεγακύτταρα διογκώνονται και 

υφίστανται μια σειρά μορφολογικών και φυσιολογικών αλλαγών που τα κάνει να 

ξεχωρίζουν από τα γειτονικά παρεγχυματικά κύτταρα. Τα μεγακύτταρα είναι 

πλασμοβριθή, με αυξημένο αριθμό ριβοσωμάτων και πολυάριθμα μικρά χυμοτόπια 

(Εικόνα 1.10.Β). Οι πυρήνες και οι πυρηνίσκοι μεγεθύνονται, με έντονη παρουσία 

ετεροχρωματινικών περιοχών, αλλά και τα οργανίδια με τη σειρά τους υφίστανται 

ποικίλλες μορφολογικές αλλαγές (Endo&Wergin, 1973).Η αύξηση του μεγέθους των 

μεγακυττάρων διαταράσσει την διευθέτηση των αγγείων του αγωγού ιστού στον 

κεντρικό κύλινδρο στη θέση θρέψης (Molleretal., 1998; Jones, 1981) (Εικόνα 1.9.Δ). 

Τα γειτονικά κύτταρα δεν συνθλίβονται από τη συνεχιζόμενη αύξηση του όγκου των 

μεγακυττάρων αλλά διαιρούνται κι αυτά συνοδεύοντας την επιμήκυνση των 

δεύτερων, συμμετέχοντας έτσι στην τοπική διόγκωση της ρίζας και το 

χαρακτηριστικό σχηματισμό του κόμβου (Bird&Koltai, 2000).Το τελικό μέγεθος του 

κόμβου εξαρτάται από το είδος του ξενιστή και του κομβονηματώδους (Kyndtetal., 

2013).Τα μεγακύτταρα που βρίσκονται πλησίον των ηθμοσωλήνων του φλοιώματος, 

όπου επιτελείται η διακίνηση των θρεπτικών στο φυτικό σώμα, παίρνουν τη μορφή 

μεταγωγών κυττάρων με εκτεταμένες ενδοκυτταρικές προεκβολές από εναπόθεση μη 

λιγνινοποιημένου δευτερογενούς τοιχώματος (Εικόνα 1.10.Α). Με αυτό τον τρόπο 

αυξάνει 15-20 φορές η επιφάνεια του πλασμαλλήματος, ενώ ταυτόχρονα 

σχηματίζονται δευτερογενή βοθριακά πεδία πλασμοδεσμών μεταξύ εφαπτόμενων 
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μεγακυττάρων, που διευκολύνουν την ταχύτερη μεταφορά μεγαλύτερης ποσότητας 

νερού και θρεπτικών από τα στοιχεία του αγωγού ιστού προς το σύνολο των 

μεγακυττάρων (Crawford&Zambryski, 2000; Hofmannetal., 2010; Jones, 1981). 

 

Κεντρικό ρόλο στην ανάπτυξη των μεγακυττάρων κατέχει το κυτταρικό τοίχωμα. 

Τροποποιήσεις στη σύσταση του τοιχώματος το καθιστούν ικανό να ανθίσταται στην 

έντονη πίεση σπαργής, λόγω της αύξησης του κυτοπλάσματος, ενώ παράλληλα να 

διατηρείται εκτάσιμο και ελαστικό, ώστε να αποφευχθεί η κατάρρευση του κατά τη 

διόγκωση του μεγακυττάρου. Παλαιότερα, είχε δειχθεί ότι η ξυλογλυκάνη και οι 

πηκτίνες στα τοιχώματα των GC παρουσιάζουν ομοιόμορφη κατανομή (Bergetal., 

2009), ενώ πρόσφατα προτάθηκε ότι αλλαγές στη σύστασή τους εξαρτώνται από το 

είδος του ξενιστή (Bozbugaetal., 2018). Στην τελευταία μελέτη φάνηκε ότι οι 

τροποποιήσεις των πολυσακχαριτών του τοιχώματος των GC στο 

ArabidopsisthalianaL. είναι πολύ περιορισμένες συγκριτικά με των μη μολυσμένων 

φυτών αλλά και σε σχέση με άλλα φυτικά είδη, όπως τα Zeamaysκαι Vignaangularis. 

Μεταλλάγματα ημικυτταρινώντου ArabidopsisthalianaL. οδήγησαν στο σχηματισμό 

μικρότερων κόμβων, ενώ οι νηματώδεις που μετρήθηκαν είχαν μικρότερο μέγεθος 

αλλά και μικρότερο αριθμό απογόνων (Bozbugaetal., 2018). Μεταλλάγματα 

πηκτινών και γλυκοπρωτεϊνών του τοιχώματος χαρακτηρίζονταν από αυξημένη 

ευαισθησία έναντι της μόλυνσης από M.incognita (Bozbugaetal., 2018). 

Συμπερασματικά, η σύσταση του τοιχώματος μπορεί να επηρεάσει την ανάπτυξη του 

κομβονηματώδους ή την ευαισθησία του φυτού στη μόλυνση. 

Εικόνα 1.10. Ανατομία μεγακυττάρων προσβεβλημένων φυτών ArabidopsisthalianaL. 

από Meloidogyneincognita. Α) Εγκάρσια τομή μεγακυττάρου (αστερίσκος) με χρώση 

τολουιδίνης. Διακρίνονται οι ενδοκυτταρικές προεκβολές του τοιχώματος (μαύρα βέλη) και 

κατάλοιπο σχηματισμού κυτταρικής πλάκας από την αδυναμία ολοκλήρωσης της 

κυτοκίνησης μετά τη μιτωτική διαίρεση πυρήνα (κόκκινο βέλος). Οι σκουρόχρωμες 

περιοχές εντός του κυτοπλάσματος υποδεικνύουν τη θέση των πυρήνων. Β) Σε απρόμαυρο 

φόντο διακρίνονται με ευκολία πολυάριθμα μικρά χυμοτόπια του μεγακυττάρου. NC: 

γειτονικά κύτταρα, X: αγγεία ξυλώματος, nu: πυρήνας, CW: κυτταρικό τοίχωμα. Κλίμακα: 

Α) 25μm Β) 5 μm. Εικόνα από: Rodiucetal., 2014 
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Εκτός από τους ενδογενείς μηχανισμούς άμυνας των φυτών έναντι της μόλυνσης από 

νηματώδεις, σημαντικό ρόλο παίζουν οι αλληλεπιδράσεις φυτού και νηματώδους με 

άλλους βιοτικούς παράγοντες της ριζόσφαιρας. 

1.3 Οι στρεπτομύκητες ως παράγοντες βιοελέγχου 

Τις τελευταίες δεκαετίες, η αυξημένη ανάγκη για τροφή που μπορεί να υποστηρίξει 

την κατακόρυφη αύξηση του ανθρώπινου πληθυσμού, σε συνδυασμό με την ρύπανση 

του περιβάλλοντος και τις επιπτώσεις που επιφέρει στα φυσικά οικοσυστήματα και 

την υγεία του ανθρώπου, δημιούργησαν την ανάγκη ενός ολοκληρωμένου σχεδίου 

αειφόρου ανάπτυξης (Godfrayetal., 2010). Στον τομέα της αγροτικής ανάπτυξης δύο 

είναι οι βασικοί στόχοι, η ενίσχυση της φυτικής παραγωγής και η μείωση των 

απωλειών από φυτοπαθογόνους οργανισμούςκαι ασθένειες των καλλιεργούμενων 

φυτών (Oerke, 2006). Στα πλαίσια ενός τέτοιου εγχειρήματος περιλαμβάνεται, μεταξύ 

άλλων, η αντικατάσταση των χημικών παρασιτοκτόνων που χρησιμοποιούνται 

ευρέως στη γεωργία με βιοτικούςπαράγοντες φιλικούς προς το περιβάλλον (Lawetal., 

2017). Η έκθεση σε χημικά συντιθέμενα φυτοπροστατευτικά προϊόντα, όπως το 

DBCP (1,2 διβρωμο-3 χλωροπροπάνιο), αποδεδειγμένα βλάπτει την ανθρώπινη υγεία, 

μολύνει το περιβάλλον και αφήνει ανεπιθύμητα υπολείμματα για αρκετά χρόνια μετά 

την χρήση. Επιπλέον, το υψηλό κόστος παραγωγής και η ανάγκη για 

επαναλαμβανόμενες εφαρμογές στις καλλιέργειες, λόγω απωλειών με έκπλυση και 

απομάκρυνση μέσω των κατακρυμνήσεων και επιφανειακών απορροών, συντελούν 

στην ανάγκη εξεύρεσης μιας οικολογικής εναλλακτικής προσέγγισης του 

προβλήματος (Thomasonetal., 1987). Η αξιοποίηση εδαφικών μικροοργανισμών που 

δρουν ως παράγοντες βιοελέγχου για την αντιμετώπιση των φυτοπαθογόνων αποτελεί 

την πιο ελκυστική λύση και παρουσιάζει πολλαπλά ωφέλη για το περιβάλλον και τον 

άνθρωπο (Viaeneetal., 2016). 

Στους πιο πολλά υποσχόμενους εδαφικούς μικροοργανισμούς για το σκοπό αυτό 

συγκαταλέγονται οι στρεπτομύκητες (Viaeneetal., 2016) που ανήκουν στο φύλο των 

Ακτινοβακτηρίων και περιλαμβάνουν πάνω από 776 χαρακτηρισμένα είδη. Πρόκειται 

για θετικά κατά Gram, χημειοοργανότροφα βακτήρια που συχνά εντοπίζονταιστη 

ριζόσφαιρα των φυτών (διεπιφάνεια πάχους 1-2mm γύρω από τη ρίζα) (Philippotetal., 

2013). Πολλά είδη ακτινοβακτηρίων αναπτύσσουν συμβιωτικές σχέσεις με τα φυτά, 

ενώ ελάχιστα είναι παθογόνα (Fyansetal., 2016; Locey&Lenon, 2016). Οι εκκρίσεις 

των ριζών, αποτελούν το 20-40% του φωτοσυνθετικά καθηλωμένου άνθρακα και 

εμπλουτίζουν τη ριζόσφαιρα με οργανικές ενώσεις προμηθεύοντας με θρεπτικά τους 

εδαφικούς μικροοργανισμούς (Chaparroetal., 2013). Οι στρεπτομύκητες 

αλληλεπιδρούν με άλλους οργανισμούς του εδάφους (μύκητες, μικρά έντομα, 

σκώληκες) που συγκεντρώνονται κοντά στις ρίζες των φυτών διαμορφώνοντας ένα 

ιδιαίτερο οικοσύστημα. Η σύνθεση των βιοκοινοτήτων της ριζόσφαιρας εξαρτάται 

από το φυτικό είδος, το είδος των φυτικών εκκρίσεωνκαθώς και την αρχιτεκτονική 

διαμόρφωση του ριζικού συστήματος (Bergetal., 2009). Οι στρεπτομύκητες 

αναπτύσσουν ενδοειδικές και διαειδικές ανταγωνιστικές σχέσεις παράγοντας μεγάλη 



 
29 

ποικιλία βιοδραστικών ενώσεων (Εικόνα 1.11). Παράγουν βιοενεργές ουσίες με 

αντιβιοτική δράση (Chateretal., 2006; Chater, 2016) με εφαρμογές στην Ιατρική, τη 

Βιοτεχνολογία, τη Γεωργία, τη Κτηνοτροφία και την Οικολογία (Hopwood, 2007). 

Πλήθος βιοενεργών ουσιών των στρεπτομυκήτων, προϊόντα του δευτερογενούς 

μεταβολισμού, έχουν απομονωθεί και μελετηθεί με σκοπό την αντιμετώπιση 

φυτοπαθογόνων οργανισμών (Ruanpanunetal., 2011b). Η εμπορική εκμετάλλευση 

εδαφικών στελεχών στρεπτομυκήτων έχει ήδη ξεκινήσει σε καλλιέργειες 

καλαμποκιού, βάμβακος και ψυχανθών με την ανάπτυξη εμπορικά διαθέσιμων 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων όπως τοAVICTA (Cabreraetal., 2013).Η 

εγκατάσταση στρεπτομυκήτων στη ριζόσφαιρα των καλλιεργούμενων φυτών έχει 

διττό ρόλο. Οι στρεπτομύκητες ανταγωνίζονται τους φυτοπαθογόνους οργανισμούς 

ενώ παράλληλα προωθούν τη φυτική ανάπτυξη. 
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1.3.1 Οι στρεπτομύκητες και ο ρόλος τους στην προώθηση της ανάπτυξης των 

φυτών 

Βακτήρια του γένους Streptomyces απαντούν στη ριζόσφαιρα πολλών φυτών σε 

μεγάλες συγκεντρώσεις και αναπτύσσουν με αυτά συμβιωτικές σχέσεις καθώς 

διευκολύνουν την πρόσληψη θρεπτικών στοιχείων από τη ρίζα (Amaresanetal., 2018). 

Τα τελευταία χρόνια η ανάδειξη αυτού του γένους ως προς την ικανότητά του να 

προωθεί τη φυτική ανάπτυξη έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον των επιστημόνων αλλά και 

γενικότερα της βιομηχανίας τροφίμων παγκοσμίως (Diasetal., 2017). Οι 

στρεπτομύκητες εκτός από τη ριζόσφαιρα συχνά εποικίζουν τους εσωτερικούς ιστούς 

των ριζών (Vurukondaetal., 2018). Ο ενδοφυτικός τρόπος διαβίωσης παρέχει στα 

βακτήρια ένα προστατευμένο ενδιαίτημα και άμεση πρόσβαση στα αναγκαία για 

αυτά θρεπτικά στοιχεία, ενώ ταυτόχρονα το φυτό επωφελείται από τα βακτήρια που 

φιλοξενεί ποικιλοτρόπως (Vurukondaetal., 2018). Παράγουν μεγάλη ποικιλία 

λυτικών ενζύμων που διασπούν δυσδιάλυτα οργανικά πολυμερή, όπως η κυτταρίνη 

και η χιτίνη, συμβάλλοντας στην ανακύκλωση οργανικών και ανόργανων ενώσεων 

και ιόντων (Seipkeetal., 2012). Ορισμένοι παράγουν σιδηροφόρα για την πρόσληψη 

ιόντων σιδήρου (Fe
3+

) από το έδαφος, συμμετέχουν στη διαλυτοποίηση του 

ανόργανου φωσφόρου και συνδέονται με την ενεργοποίηση φυτικών βιοσυνθετικών 

μονοπατιών που σχετίζονται με την παραγωγή χηλικών παραγόντων και φυτικών 

ορμονών αλλά και την απόκριση των φυτών σε βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις 

(deJesusSousa&Olivares, 2016).  

1.3.2 Οι στρεπτομύκητες και ο ρόλος τους στην αποφυγή της μόλυνσης από 

φυτοπαθογόνους οργανισμούς 

Οι στρεπτομύκητες ανταγωνίζονται άμεσα άλλους μικροοργανισμούς του εδάφους, 

όπως μύκητες, βακτήρια και μκρά έντομα, παράγοντας ένα ευρύ φάσμα 

βιοδραστικών ενώσεων ή έμμεσα, ενεργοποιώντας αμυντικούς μηχανισμούς του 

φυτού, όπως τα μονοπάτια του ιασμονικού οξέος, του σαλικυλικού οξέος και του 

αιθυλενίου (Baisetal., 2006; Connetal., 2008).Στελέχη στρεπτομυκήτων έχουν 

χρησιμοποιηθεί μεταξύ άλλων και σε μελέτες βιοελέγχου φυτοπαρασιτικών 

νηματωδών σκωλήκων. Η νηματωδοκτόνος δράση των στρεπτομυκήτων συνίσταται 

κυρίως στην παρεμπόδιση της εκκόλαψης των αυγών και την αύξηση της 

θνησιμότητας του J2 μολυσματικού σταδίου, όπως στην περίπτωση του στελέχους 

Εικόνα 1.11. Κύκλος ζωής στρεπτομυκήτων. Από την εκβλάστηση ελεύθερων σπορίων 

υπό ευνοϊκές συνθήκες, σχηματίζεται το βλαστητικό μυκήλιο πάνω σε θρεπτικό υπόστρωμα. 

Ακολουθεί η ανάπτυξη του αέριου μυκηλίου και η δημιουργία σπορίων (σποριοποίηση) από 

εναέριες υφές, ενώ συγχρόνως παράγονται βιοενεργές ουσίες. Στο άκρο των εναέριων υφών 

(σποριοφορείς) σχηματίζονται τα σπόρια σε αλυσίδες σπορίων χαρακτηριστικής 

διαμόρφωσης έπειτα από κυτταρική διαίρεση και χρωμοσωμικό διαχωρισμό.Τα σπόρια 

ωριμάζουν και διασπείρονται για τον σχηματισμό νέων αποικιών στρεπτομυκήτων. 

Τροποποιημένη εικόνα από: Barkaetal., 2016. 
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Streptomycesroseoverticillatusπου παράγει τη βιοενεργό ουσία 

fervenulin(Ruanpanunetal., 2011b) και του στελέχους Streptomycesalbogriseolusπου 

συνθέτει fungichrominB (Zengetal., 2013).Πλήθος άλλων στελεχών 

στρεπτομυκήτων, όπως το StreptomyceshydrogenansstrainDH16, συμβάλλουν με 

παρόμοιο τρόπο στην αντιμετώπιση της μόλυνσης από κομβονηματώδεις M.incogita 

(Kauretal., 2016). 

Παρά την εντατική έρευνα για την αντιμετώπιση των φυτοπαρασιτικών οργανισμών, 

κάθε χρόνο νέα στελέχη στρεπτομυκήτων απομονώνονται, χαρακτηρίζονται και 

δοκιμάζονται ως παράγοντες βιοελέγχου. Οι στρεπτομύκητες απομονώνονται από 

χερσαία αλλά και υδάτινα οικοσυστήματα (Rashadetal., 2015). Έχει φανεί ωστόσο 

ότι μη ενδογενή στελέχη στρεπτομυκήτων που δεν είναι προσαρμοσμένα στο κλίμα 

των καλλιεργούμενων περιοχών όπου χρησιμοποιούνται δεν έχουν την αναμενώμενη 

απόδοση στην αντιμετώπιση των φυτοπαθογόνων ενώ συχνά η ταυτόχρονη εφαρμογή 

περισσοτέρων του ενός είδους μικροβιακών παραγόντων βιοελέγχου είναι 

αποτελεσματικότερη (Ghoshetal., 2015). Στην Ελλάδα, το Μεσογειακό κλίμα που 

χαρακτηρίζεται από διαρκείς μεταβολές στις κλιματικές συνθήκες κατά τη διάρκεια 

του έτους αλλά και η μεγάλη ποικιλία ενδιαιτημάτων και φυτικών ειδών δίνει τη 

δυνατότητα εύρεσης πλήθους ενδημικών στελεχών στρεπτομυκήτων 

προσαρμοσμένων στο βιοτικό και αβιοτικό περιβάλλον του ελλαδικού χώρου που θα 

μπορούσαν δυνητικά να αξιοποιηθούν σε εφαρμογές βιοελέγχου. 

Είναι φανερό ότι μικροοργανισμοί όπως οι στρεπτομύκητες μπορούν να συμβάλουν 

στη φυτοπροστασία και τη γονιμότητα των καλλιεργούμενων εδαφών εναλλακτικά 

των χημικά συντιθέμενωνφυτοπροστατευτικών προϊόντων και λιπασμάτων ως μια πιο 

φιλική προς το περιβάλλον και τον άνθρωπο προσσέγγιση. 

  



 
32 

2 Σκοπός της Διπλωματικής Εργασίας 

Ο σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η ανάδειξη του βιοελέγχου 

μέσω του εμπλουτισμού καλλιεργούμενων εδαφών, με ενδογενή στελέχη 

στρεπτομυκήτων για την αντιμετώπιση φυτοπαρασιτικών κομβονηματωδών 

σκωλήκων M.incognita. Προκειμένου να εξακριβωθεί η ικανότητα μείωσης του 

βαθμού μόλυνσης από M.incognita, πραγματοποιήθηκαν πειράματα βιοελέγχου με τα 

στελέχη StreptomycescolombiensisATHUBA 438 και 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220,στο φυτό ArabidopsisthalianaL. αγρίου 

τύπου Col-0 και του μεταλλάγματος κατανίνης fra2, στο οποίο η μη ορθή λειτουργία 

του κυτταροσκελετού επιφέρει σειρά τροποποιήσεων στη σύσταση των κυτταρικών 

τοιχωμάτων και την οργάνωση της ρίζας. Με αυτό τον τρόπο αυξάνεται η ευαισθησία 

του φυτού στη μόλυνση από M.incognita και αναδεικνύεται η έμμεση συμβολή του 

κυτταροσκελετου στην ενδογενή άμυνα των φυτών εναντίον των κομβονηματωδών. 

Παράλληλα, διερευνήθηκε η συνεισφορά των δύο στελεχών στρεπτομυκήτων στην 

αναστροφή του φαινότυπου της μόλυνσης δηλαδή την επαναφορά τριων 

αναπτυξιακών παραμέτρων (μήκος, νωπό και ξηρό βάρος βλαστού) που 

επηρεάζονται από τη μόλυνση με M.incognita.  
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3 ΥλικάκαιΜέθοδοι 

3.1 

ΕκτροφήκομβονηματωδώνMeloidogyneincognitaσεφυτάSolanumlyco

persicumL. καιμόλυνσηφυτώνArabidopsisthalianaL. 

ΟικομβονηματώδειςσκώληκεςMeloidogyneincognitaχορηγήθηκανευγενικάαπότοΕργ

αστήριοΒιολογικούΕλέγχουΓεωργικώνΦαρμάκωντου Τμήματος Ελέγχου Γεωργικών 

Φαρμάκων και Φυτοφαρμακευτικής του Μπενακείου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου 

(ΜΦΙ, Π.Δέλτα 8, Κηφισιά Αττικής, 14561, www.bpi.gr), με υπεύθυνη την Δρα 

Νικολέττα Ντάλλη.  

Τα σπέρματα του φυτού SolanumlycopersicumL. προέρχονται από εμπορικό προϊόν 

της εταιρίας NORMATIVACE (ποικιλία PomodoroS. MarzanoNano), αγοράστηκαν 

από κατάστημα λιανικής πώλησης ανθοκομικών και γεωργικών προϊόντων τον 

Οκτώβριο του 2018 και χρησιμοποιήθηκαν αποκλειστικά για τη συντήρηση του 

πληθυσμού των κομβονηματωδών.  

ΦυτάArabidopsisthalianaL. αγρίου τύπου, οικότυπου Columbia-0 (Col-0), καθώς και 

το μεταλλαγμένο στέλεχος fragilefiber 2 (fra2) (Burketal., 2001, Luptovčiak et al., 

2017), χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή του πειραματικού μέρους της παρούσας 

εργασίας. Τα σπέρματα αγοράστηκαν από την εταιρία 

«TheEuropeanArabidopsisStockCentre» (NASC), με κωδικούς NASCID:N1092 και 

NASCID:N57954 αντίστοιχα, και διατηρούνται σε τράπεζα σπερμάτων του 

Εργαστηρίου Βοτανικής, Τομέα Βοτανικής, Τμήματος Βιολογίας του Εθνικού 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών. 

http://www.bpi.gr/
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3.1.1 Καλλιέργεια φυτών SolanumlycopersicumL. και ArabidopsisthalianaL. 

Καλλιέργεια φυτών SolanumlycopersicumL.:Σπέρματα τομάτας 

SolanumlycopersicumL. φυτεύθηκαν σε γλαστράκια όγκου 200cm
3
με διαβρεγμένο 

χώμα PotgrondPκαι αναπτύχθηκαν σε θάλαμο καλλιεργειών ελεγχόμενων συνθηκών 

του Εργαστηρίου Βιολογικού Ελέγχου Γεωργικών Φαρμάκων του ΜΦΙ (Εικόνα 3.1). 

Ο θάλαμος διατηρεί σταθερή θερμοκρασία 28℃, 60% υγρασία και εναλλασσόμενο 

φωτισμό (16h φως, 8h σκοτάδι) με λάμπες φθορισμού SYLVANIAGRO-LUX 

(F36W/GRO), έντασης φωτός 120μmol∙m
-2

∙s
-1

. Τα φυτά ποτίζονταν ανά τρεις μέρες. 

Καλλιέργεια φυτών ArabidopsisthalianaL.: Η ανάπτυξη των φυτών Arabidopsis 

thalianaL. Col-0 και fra2πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Βοτανικής του ΕΚΠΑ. 

Για τον συγχρονισμό της φύτρωσης των σπερμάτων αυτού του φυτικού είδους, 

απαιτείται ψυχρή στρωμάτωση (φύλαξησε Eppendorf με αποστειρωμένο νερό και 

διατήρησηστους 4℃) διάρκειας δύο ημερών (Zhongetal., 1998). Τα σπέρματα έπειτα 

φυτεύθηκαν σε γλαστράκια όγκου64cm
3
 με25g διαβρεγμένου χώματοςPotgrondP και 

διατηρήθηκαν σε θάλαμο καλλιεργειών ελεγχόμενων συνθηκώνθερμοκρασίας 17℃, 

60% υγρασίας και εναλλασσόμενο φωτισμό (16h φως, 8h σκοτάδι) με λάμπες 

φθορισμού SYLVANIALUXLINEPLUS (F18W/840), έντασης φωτός 120 μmol∙m
-

2
∙s

-1
.Τα φυτά ποτίζονταν ανά δύο μέρες με 5ml νερό βρύσης. Φυτά που προορίζονταν 

για τη συγκομιδή των σπερμάτων, προκειμένου να διατηρηθεί ο πληθυσμός τους 

στην τράπεζα σπερμάτων του Εργαστηρίου Βοτανικής, αφήνονταν να ολοκληρώσουν 

τον κύκλο ζωής τους που διαρκεί περίπου δύο μήνεςγια το Col-0 και μισό 

μήναπαραπάνω για το fra2, λόγω της καθυστερημένης ανάπτυξής του(Burketal., 

2001) (Εικόνα 3.2). Τα φυτά που χρησιμοποιοήθηκαν ως πειραματικό φυτικό υλικό 

για τη μελέτη της σύστασης του κυτταρικού τοιχώματος μολυσμένων και μη φυτών, 

Εικόνα 3.1:SolanumlycopersicumL. 
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αναπτύχθηκαν στο θάλαμο καλλιεργειών για σαρανταοκτώ μέρες, ενώ εκείνα που 

χρησιμοποιήθηκαν στο πείραμα βιοελέγχου εβδομηντατέσσερεις μέρες συνολικά. 

 

3.1.2 Εκτροφή του κομβονηματώδους Meloidogyneincognita 

3.1.2.1 Συντήρηση πληθυσμού του νηματώδους Meloidogyneincognita σε φυτά 

SolanumlycopersicumL. 

Φυτά τομάτας SolanumlycopersicumL. ηλικίας δύο μηνών μολύνθηκαν με J2 

κομβονηματώδεις Meloidogyneincognita. Για τη μόλυνση κάθε φυτού τομάτας 

ανοίχθηκαν συμμετρικά τρεις τρύπες στο έδαφος γύρω από το βλαστό, με 

κατεύθυνση προς τον κατακόρυφο άξονα ανάπτυξης της ρίζας, σε βάθος ίσο με τα 

δύο τρίτα περίπου του ύψους της γλάστρας. Στις τρύπες εγχύθηκε εναιώρημα 

νηματωδών όγκου 10ml συγκέντρωσης 100νηματώδεις/ml. Οι μολυσμένες τομάτες 

διατηρήθηκαν στο θάλαμο καλλιεργειών ελεγχόμενων συνθηκών του Εργαστηρίου 

Βιολογικού Ελέγχου Γεωργικών Φαρμάκων του ΜΦΙ. Τα φυτά ποτίζονταν με 10ml 

νερό βρύσης ανά τρεις μέρες.Εξηνταπέντε μέρες μετά τη μόλυνση αφαιρέθηκε ο 

βλαστός με ψαλίδι. Οι ρίζες, διαβρέχτηκαν για δύο ώρες σε λεκάνη με νερό βρύσης, 

καθαρίστηκαν προσεκτικά από το χώμα, ώστε να μην απομακρυνθούν οι ωόσακκοι 

των κομβονηματωδών. Στη συνέχεια, οι ρίζες κόπηκαν με ψαλίδι σε τμήματα μήκους 

    περίπου και τοποθετήθηκαν σε κλειστό δοχείο με 200ml διαλύματος 

υποχλωριώδους νατρίου(NaOCl) 20%v/v. Ακολούθησε ισχυρή ανακίνηση του 

δοχείου για 4min. Το περιεχόμενο του δοχείου αδειάστηκε σε διπλό κόσκινο με 

διάμετρο πόρων 425μm (άνω κόσκινο, χοντρό) και 250μm (κάτω κόσκινο, λεπτό). Οι 

ρίζες ξεπλύθηκαν με άφθονο τρεχούμενο νερό βρύσης για άλλα      ενώ 

παράλληλα τρίβονταν στο άνω κόσκινο με το χέρι, ώστε να απομακρυνθούν οι 

ωόσακκοι και να περάσουν από τις οπές στο λεπτό κόσκινο (Εικόνα 3.3). Στη 

συνέχεια οι νηματώδειςτοποθετήθηκαν σε τροποποιημένη συσκευή Baermann 

(VanBezooijen, 2006).  

Εικόνα 3.2: Καλλιέργεια φυτών ArabidopsisthalianaL. 

Col-0 (δεξιά) και fra2 (αριστερά), ηλικίας40 ημερών 
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Συσκευή Baermann:Η συσκευή Baermann αποτελείται από δύο πλαστικά πιάτα 

τοποθετημένα το ένα πάνω στο άλλο (Εικόνα 3.3Β) ώστε να δημιουργείται 

εσωτερικός σκοτεινός χώρος στον οποίο προστίθενται 100mlνερό καθώς και ένα 

μικρό κόσκινο, προσεκτικά καλυμμένο με διαβρεγμένο διηθητικό χαρτί 

(Cottonwoolnematodefilter). Πάνω στο διηθητικό χαρτί τοποθετούνται οι νηματώδεις 

(αυγά και J2)ώστε να βρίσκονται σε συνεχή επαφή με το νερό. Οι εκκολαπτόμενοι J2 

νηματώδεις, διέρχονται από το διηθητικό χαρτί, κινούμενοι προς το νερό, απ’ όπου 

παραλαμβάνονται ανά δύο μέρες για να μολυνθούν εκ νέου φυτά. Κάθε φορά που 

απομακρύνεται το εναιώρημα νηματωδών, αναπληρώνεται το νερό στη συσκευή 

Baermann (Hussey&Barker, 1973, Ntallietal., 2010). 

3.1.2.2 Συλλογή μολυσματικού σταδίου J2 του είδους Meloidogyneincognita και 

μόλυνση φυτών ArabidopsisthalianaL. 

Η συλλογή του μολυσματικού σταδίου J2 των κομβονηματωδών αρχίζει δύο μέρες 

μετά την εξαγωγή τους από τους ώριμους ωόσακκους στη συσκευή Baermann και 

επαναλαμβάνεται ανά δύο μέρες για δύο εβδομάδες περίπου. Οι κομβονηματώδεις 

μεταφέρθηκαν με falcon των50ml στο Εργαστήριο Βοτανικής του ΕΚΠΑ. Ο 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης των J2 Meloidogyneincognita στο εναιώρημα που 

παραλήφθηκε από τη συσκευή Baermann έγινε με καταμέτρηση των J2 σε 

ανάστροφο μικροσκόπιο AXIOVERT100, ZEISS(Εικόνα 3.3) και ακόλουθη 

συμπύκνωση, ώστε η τελική συγκέντρωση να ανέρχεται στους 

100νηματώδεις/ml(20κομβονηματώδεις/gεδάφους). 
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Στα φυτά ArabidopsisthalianaL. η μόλυνση πραγματοποιήθηκε εικοσιεπτά μέρες 

μετά τη φύτευση, όπως περιγράφηκε στην ενότητα 3.1.2.1, με τη διαφορά ότι σε κάθε 

γλαστράκι προστέθηκαν 5mlεναιωρήματος J2 νηματωδών, ώστε να μην υπάρξει 

διαρροή από τις οπές στηβάση της γλάστρας. Την πρώτη εβδομάδα μετά τη μόλυνση 

το πότισμα των φυτών απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή, προκειμένου να μην 

απομακρυνθούν οι νηματώδεις πριν προλάβουν να εισέλθουν στις ρίζες. Στη συνέχεια 

τα φυτά ποτίζονταν κανονικά με5ml νερό βρύσης ανά δύο μέρες. Εικοσιμία μέρες 

μετά τη μόλυνση (21dpi) σχηματίζονται κόμβοι με μεγακύτταρα, ενώ σαρανταεπτά 

μέρες μετά τημόλυνση (47dpi) παρατηρούνται μακροσκοπικά ακόμα και οι ώριμοι 

ωόσακκοι ως ερυθρά στίγματα πάνω στους κόμβους των ριζών (Εικόνα 3.4). 

Εικόνα 3.3:Εξαγωγή κομβονηματωδών με τη μέθοδο Baermann.Α)Κομμένες ρίζες 

μολυσμένων φυτών (65dpi) ξεπλένονται με υποχλωριώδες νάτριο 5% και τοποθετούνται σε 

διπλό κόσκινο (425 και 250 μm). Τρίβοντας τις ρίζες οι νηματώδεις περνούν από το πάνω, 

στο κάτω κόσκινο και στη συνέχεια τοποθετούνται στη συσκευή Baermann. Β)Οι J2 

Meloidogyneincognita εκκολάπτονται και κατευθύνονται προςτο νερό. Κάθε δύο μέρες 

παραλαμβάνεται το εναιώρημα κομβονηματωδών  και με τη βοήθεια πιάτου ELISA γίνεται 

συμπύκνωση, ώστε η τελική συγκέντρωση να ανέρχεται σε 100νηματώδεις/ml. Γ)Η 

καταμέτρηση των νηματωδών γίνεται σε ανάστροφο μικροσκόπιο. 

Α Β Γ 
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3.2 Τεχνικές προσδιορισμού σύστασης του κυτταρικού τοιχώματος 

μεγακυττάρων στο φυτό ArabidopsisthalianaL. 

Για τον προσδιορισμό της σύστασης του κυτταρικού τοιχώματος των μεγακυττάρων, 

χρησιμοποιήθηκαν φυτά ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 που αναπτύχθηκαν σε 

θαλάμους καλλιεργειών, όπως περιγράφηκε στην ενότητα 3.1.1. Εικοσιεπτά μέρες 

μετά τη φύτευση (27dpi), κάθε φυτό μολύνθηκε με εναιώρημα νηματωδών που 

περιείχε περίπου500J2 Meloidogyneincognita (20κομβονηματώδεις/gεδάφους).Η 

παρασκευή των διαλυμάτων που ακολουθούν αναλύεται στο Παράρτημα Ι. 

3.2.1 Συλλογή κόμβων από τις ρίζες μολυσμένων φυτών ArabidopsisthalianaL. 

Εικοσιμία μέρες μετά τη μόλυνση (21dpi) τα φυτά απομακρύνθηκαν από τα 

γλαστράκια τους και οι ρίζες καθαρίστηκαν ενδελεχώς από το χώμα με άφθονο νερό. 

Η ρίζα τοποθετήθηκε σε γυάλινο τρυβλίο με νερό βρύσης και παρατηρήθηκε σε 

στερεοσκόπιο Stemi 2000-C, ZEISS για να εντοπιστούν οι κόμβοι. Με λαβίδα και 

νυστέρι αποκόπηκαν τα τμήματα της ρίζας με κόμβους σε απόσταση 1cm εκατέρωθεν 

αυτών και φυλάχθηκαν σε Eppendorf με αποστειρωμένο νερό. 

Εικόνα 3.4:Μόλυνση φυτών ArabidopsisthalianaL.από κομβονηματώδεις 

Meloidogyneincognita.Α)Εναιώρημαπερίπου 500 J2 

κομβονηματωδώνMeloidogyneincognita(20κομβονηματώδεις/gεδάφους) 

εισάγεταισετρύπεςγύρωαπότοριζικόσύστημαφυτώνArabidopsisthalianaL.Col-0 και fra2.Β) 

Σαρανταεπτά μέρες μετά τη μόλυνση (47dpi) έχουν αναπτυχθεί πλήρως οι ώριμοι 

ωόσακκοι πάνω στους μακροσκοπικά εμφανείς κόμβους των ριζών (ερυθρά στίγματα 

στους κόμβους) που φέρουν μεγάλο αριθμό αυγών καθώς και το μολυσματικό στάδιο J2 

των κομβονηματωδών Meloidogyne incognita. 

47dpi 

Α Β 
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3.2.2 Στερέωση των κόμβων μολυσμένων φυτών Arabidopsis thalianaL. 

Τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε διάλυμα στερέωσης παραφορμαλδεΰδης-γλουταρικής 

αλδεΰδης (2% PFA - 0,5% GA) για    σε θερμοκρασία δωματίου (παραλλαγή της 

μεθόδου των Adamakisetal., 2014). Ακολούθησαν δύο διαδοχικές εκπλύσεις με 

ρυθμιστικό διάλυμα PEM (50mMPIPES - 5mMEGTA - 5mMMgSO4)διάρκειας 

10min η καθεμία. 

3.2.3 Σταδιακή αφυδάτωση κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. 

Τα Eppendorf με τα δείγματα σε ρυθμιστικό διάλυμα ΡΕΜ, μεταφέρθηκαν στον πάγο 

ώστε να γίνει σταδιακή αφυδάτωση με παγωμένη αιθανόλη αυξανόμενης 

συγκέντρωσης (Panterisetal., 2010). Οι συγκεντρώσεις αιθανόλης και τα χρονικά 

διαστήματα παραμονής των δειγμάτων σε αυτή παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. Στο 

τέλος αυτής της διαδικασίας, τα δείγματα φυλάσσονται στο ψυγείο (4℃).  

 

Πίνακας 3.1:Στάδια διαδοχικής αφυδάτωσης κόμβων σε κλίση συγκεντρώσεων 

παγωμένης αιθανόλης   

Στάδιο Συγκέντρωση αιθανόλης %v/v Χρονικό διάστημα 

1 30 10min 

2 30 30min 

3* 30 30min 

4 50 1h 

5 70 1h 

6 90 1h 

7 100 1h 

8 100 2h 

9** 100 1μέρα 

*
το διάλυμα 30% αιθανόλης αυτού του σταδίου περιέχει επιπλέον 0,5%OsO4.  

**
το διάλυμα 100% αιθανόλης προέρχεται από δοχείο το οποίο περιέχει στερεό στον 

πάτο CuSO4, για να μεγιστοποιηθεί αφυδάτωση. 

3.2.4 Εμποτισμός κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. σε ρητίνη LRW 

Το διάλυμα αφυδάτωσης των δειγμάτων αναρροφήθηκε με γυάλινη πιπέτα και 

αντικαταστάθηκε από 500μl αιθανόλη100%, υπέρκορο μεCuSO4. Ακολούθησε 

διαδοχική προσθήκη 125μl ρητίνης LRW (LondonResinWhite)τέσσερεις φορές σε 

διάστημα δύο ημερών, ώστε να αυξηθεί η συγκέντρωση της ρητίνης σε 50% με πολύ 
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αργούς ρυθμούς προκειμένου να εμποτιστούν οι φυτικοί ιστοί ομοιόμορφα. Στη 

συνέχεια αφαιρούνταν το διάλυμα ρητίνης και αντικαθίστατο από διάλυμα 

μεγαλύτερης συγκέντρωσης έως ότου η τελική συγκέντρωση της ρητίνης να γίνει 

100%. Η αναλογία ρητίνη LRWπρος100% αιθανόλη-CuSO4 και τα αντίστοιχα 

χρονικά διαστήματα παραμονής των δειγμάτων σε αυτή παρουσιάζονται στον Πίνακα 

3.2. Όλες οι αναφερόμενες διαδικασίες έγιναν στον πάγο, σε απαγωγό αερίων, ενώ η 

ρητίνη αφού χρησιμοποιούνταν κάθε φορά επέστρεφε στο ψυγείο, σε προστατευμένο 

από το φως δοχείο, καθώς είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη στο φως και σε υψηλότερες 

θερμοκρασίες. Την έβδομη ημέρα τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε υπεχειλισμένες με 

ρητίνη LRW θήκες εμπότισης οι οποίες, αφού έκλεισαν ερμητικά, τοποθετήθηκαν σε 

κλίβανο 60℃ για μία μέρα. Τέλος, τα δείγματα με τους εγκλεισμένους στη ρητίνη 

πλέον κόμβους, απομακρύνθηκαν από τις θήκες εμπότισης, καθαρίστηκαν με 30% 

αιθανόλη και αφέθηκαν για άλλη μία μέρα στους 60℃. 

 

Πίνακας 3.2: Στάδια εμποτισμού κόμβων με ρητίνη LRW αυξανόμενης συγκέντρωσης 

Στάδιο Αναλογία (Ρητίνη LRW) : (    αιθανόλη-CuSO4) Χρονικό διάστημα 

1 1:4 1h 

2 1:2 1μέρα 

3 3:4 1h 

4 1:1 1μέρα 

5 2:1 1μέρα 

6 3:1 1μέρα 

7 1:0 1μέρα 

8 1:0 1μέρα 

3.2.5 Εγκάρσια τμήση κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. σε μικροτόμο 

Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε υπερμικροτόμοULTROTOMEIIITYPE 8801A, έτσι 

ώστε να ληφθούν εγκάρσιες τομές, πάχους 10-12μm, στο επίπεδο των κόμβων όπου 

εντοπίζονται τα μεγακύτταρα (Εικόνα 3.5). Οι τομές αποτέθηκαν σε σταγόνες 

αποσταγμένου νερού πάνω σε αντικειμενοφόρους πλάκες και θερμάνθηκαν σε εστία 

VELPSCIENTIFICA μέχρι να εξατμιστεί πλήρως το νερό. Ακολούθησε 

μικροσκοπική παρατήρηση των επιστρωμένων τομών για να εντοπιστούν οι 

καταλληλότερες. 
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3.2.6 Ανοσοσήμανση τοιχωματικών επιτόπων μεγακυττάρων στο φυτό 

ArabidopsisthalianaL. 

3.2.6.1 Χρώση τολουιδίνης, κυανό της ανιλίνης και CalcofluorWhiteτομών 

κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. 

Ο εντοπισμός των φυτικών ιστών και της θέσης του κομβονηματώδους στις 

εγκάρσιες τομές έγινε με τη συνδυαστική χρήση χρωστικών ουσιών. Αρχικά 

πραγματοποιείται χρώση με τολουιδίνη (1%toluidine σε 1%v/vH3BO3) που 

αποκαλύπτει τόσο τους φυτικούς όσο και τους ζωικούς ιστούς. Η χρώση με 

CalcofluorWhite (0.001%CalcofluorWhite σε PBS) και με κυανό της ανιλίνης 

(0.05%anilineblueσε 0,07MK2HPO4) που επικάθονται στην κυτταρίνη και σε 

εναποθέσεις καλλόζης αντίστοιχα, επιβεβαίωναν σε κάθε περίπτωση το είδος των 

κυττάρων που παρατηρούνταν στις τομές (Herburgeretal., 2016). Η θέση του ζώου 

προσδιορίστηκε σχετικά εύκολα λόγω του έντονου χρωματισμού και του 

αυτοφθορισμού του πεπτικού συστήματος.Για την κάθε χρώση προστέθηκε από μία 

σταγόνα της αντίστοιχης χρωστικής πάνω στις τομές σε αντικειμενοφόρους πλάκες. 

Στην περίπτωση της χρώσης με τολουιδίνη, η αντικειμενοφόρος τοποθετήθηκε σε 

θερμαντική εστία έως ότου η άλως της σταγόνας γίνει ελαφρώς πιο αμυδρή και 

έπειτα ξεπλύθηκε με άφθονο απιονισμένο νερό με τη βοήθεια υδροβολέα. Οι τομές με 

τη χρώση τολουιδίνης παρατηρήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο. Οι τομές με τη χρώση 

κυανό της ανιλίνης καιCalcofluor White, καλύφθηκαν με καλυπτρίδα και 

παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού ZeissAxioplan.  

3.2.6.2 Ανοσοσήμανση τομών κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. με 

αντισώματα που ανιχνεύουν επιτόπους του κυτταρικού τοιχώματος 

Εικόνα 3.5: Εγκάρσια τμήση ρητίνης με κόμβους ριζών.Α) Εγκλεισμένοι κόμβοι σε 

ρητίνη LRWΒ) Μικροτόμος Γ) Εγκάρσια τμήση δειγμάτων κόμβων σε ρητίνη με 

αιχμηρό γυάλινο μαχαίρι. 

Α 

Β 

Γ 

κόμβος 
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Πίνακας 3.3: Τα αντισώματα και οι επίτοποι του κυτταρικού τοιχώματος που ανιχνεύουν  

Αντίσωμα Επίτοπος 
Συνομογραφία 

επιτόπου 

Κατηγορία 

επιτόπου 

Αναφορά 

anti-β-

1,3-

glucan 

Καλλόζη Cal Ημικυτταρίνες 
Kondori 

etal.,(2008) 

LM25 Ξυλογλυκάνη Xyl Ημικυτταρίνες 
Pedersen et al., 

(2012) 

LM6 Αραβινάνη Ara Πηκτίνες 
Willats et al., 

(1998) 

LM20 
Πλήρως Μεθυλεστεροποιημένη 

Ομογαλακτουρονάνη 
MeHG Πηκτίνες 

Verhertbruggen 

et al., (2009a) 

JIM5 ΑπομεθυλεστεροποιημένηΟμογαλακτουρονάνη DeSPHG Πηκτίνες 
Casero et al., 

(1995) 

LM2 Αραβινανογλυκοπρωτεΐνες AGPs Γλυκοπρωτεΐνες 
Smallwood et 

al., (1996) 

Για τον προσδιορισμό της σύστασης των κυτταρικών τοιχωμάτων των μεγακυττάρων, 

εγκάρσιες τομές των κόμβων επωάστηκαν με αντισώματα που αναγνωρίζουν και 

προσδένονται ειδικά σε επιτόπους τοιχωματικών υλικών (Pattathil etal., 2010, 

Willatsetal., 2010).Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στα πλαίσια αυτής της 

εργασίας εντοπίζουν δευτερεύοντα στοιχεία του κυτταρικού τοιχώματος, όπως 

ημικυτταρίνες, πηκτινικές ενώσεις, γλυκοπρωτεΐνες και ένζυμα του τοιχώματος. Στον 

Πινακα 3.3, παρουσιάζονται τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, οι επίτοποι 

στους οποίους δεσμεύονται και η ευρύτερη κατηγορία δευτερογενών στοιχείων του 

τοιχώματος στην οποία ανήκουν οι επίτοποι αυτοί. Τα αντισώματα LM2, LM6, 

LM20, LM25 καιJIM5 αγοράστηκαν από την Plant-Probes, το anti-β-1,3-glucan από 

την AUSTRALIABIOSUPPLIES, ενώ τα anti-ratκαι anti-mouseδεύτερα αντισώματα 

από την Sigma-Aldrich. 

Ανοσοσήμανσητομώνμεαντισώματα LM25, LM6, LM20και JIM5:Ακολουθήθηκε η 

μέθοδος που περιγράφεται από τους Giannoutsouetal., 2016 με παραλλαγές όπως 

περιγράφεται παρακάτω. Σε κάθε τομή προστέθηκε σταγόνα 2%BSA (2gBSA σε 

100mlPEM) για 2h σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να καλυφθούν μη επιθυμητοί 

επίτοποι αποδιατεταγμένων πρωτεϊνών (blocking) που θα δώσουν ψευδώς θετικό 

σήμα εντοπισμού δεσμεύοντας μη ειδικά τα αντισώματα που χρησιμοποιούνται. Στη 

συνέχεια, οι τομές ξεπλένονται δύο φορές με ρυθμιστικό διάλυμα PEMγια5min. 

Έπειτα οι τομές επωάζονται σε σταγόνες που περιέχουν το πρώτο αντίσωμαLM25, 

LM6, LM20ή JIM5 αραιωμένο με PEM σε αναλογία 1;20. Τα παραπάνω αντισώματα 

προσδένονταιαντίστοιχα σε ενώσεις ξυλογλυκάνης, αραβινάνης, πλήρως 
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μεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνηςκαι απομεθυλεστεροποιημένης 

ομογαλακτουρονάνης του κυτταρικού τοιχώματος (Pedersenetal., 2012, Willatsetal., 

1998, Verhertbruggenetal., 2009a, Caseroetal., 1995). Οι αντικειμενοφόροι πλάκες με 

τις σταγόνες επί των τομών φυλάσσονται για μία μέρα σε σκοτεινό μέρος, σε 

σφραγισμένα με Parafilm πλαστικά τρυβλία. Ακολουθούν δύο διαδοχικά πεντάλεπτα 

ξεπλύματα του πρώτου αντισώματος με ρυθμιστικό διάλυμα PEM. Οι τομές 

επωάζονται με δεύτερο αντίσωμα anti-rat, για 1h σε κλίβανο θερμοκρασίας 37℃στα 

σφραγισμένα με Parafilm πλαστικά τρυβλίο. Οι τομές ξεπλένονται από το δεύτερο 

αντίσωμα εις διπλούν με ρυθμιστικό διάλυμα PEM. Τέλος, πάνω σε κάθε τομή 

αποτίθεται σταγόνα διαλύματος κάλυψης (250μl ΡΕΜ, 1-2 νιφάδες PDA υπό 

ανάδευση, 500μl γλυκερόλη) και καλυπτρίδαγια να παρατηρηθούν σε μικροσκόπιο 

φθορισμού.  

Ανοσοσήμανσητομώνμε αντίσωμα anti-β-1,3-glucan:Στις τομές προστέθηκε σταγόνα 

5%BSA (2gBSA σε 100mlPBS) για 5h σε θερμοκρασία δωματίου (blocking) σε 

σφραγισμένο με Parafilm πλαστικό τρυβλίο. Έπειτα, οι τομές ξεπλένονται δύο φορές 

με ρυθμιστικό διάλυμα PBS για 5min. Στη συνέχεια οι τομές επωάζονται με σταγόνες 

που περιέχουν το πρώτο αντίσωμαanti-β-1,3-glucanαραιωμένο με PBS σε αναλογία 

1;20. Το αντίσωμα αυτό προσδένεται σε καλλόζη (Kondorietal., 2008). Οι 

αντικειμενοφόροι φυλάσσονται για μία μέρα σε σκοτεινό μέρος, σε σφραγισμένο με 

Parafilm πλαστικό τρυβλίο. Ακολουθούν δύο διαδοχικά πεντάλεπτα ξεπλύματα του 

πρώτου αντισώματος με ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Η διαδικασία της κάλυψης 

(blocking) επαναλαμβάνεται για 3h με 2%BSA και ακολουθούν δύο ξεπλύματα με 

PBS. Οι τομές επωάζονται στο δεύτερο αντίσωμα anti-mouse, για 1,5h σε κλίβανο 

θερμοκρασίας 37℃σε σφραγισμένο πλαστικό τρυβλίο. Τέλος, αφού ξεπλυθούν και 

από το δεύτερο αντίσωμα, προστίθεται στην κάθε τομή σταγόνα διαλύματος κάλυψης 

και καλυπτρίδα για να παρατηρηθούν σε μικροσκόπιο φθορισμού. 

Ανοσοσήμανσητομώνμε αντίσωμα LM2:Κατάλοιπα αλδεΰδης καλύπτονται στις 

εγκάρσιες τομές τωνκόμβων με τη χρήση διαλύματος 0,05Μ γλυκίνης (0,375g 

γλυκίνη σε 100mlPBS) για 1h. Έπειτα, αφού αφαιρεθεί η σταγόνα γλυκίνης, 

προστίθεται όπως και στην προηγούμενη περίπτωση 5%BSA για 5h σε θερμοκρασία 

δωματίου (blocking). Οι τομές ξεπλένονται δύο φορές με ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

για 5min και επωάζονται στο πρώτο αντίσωμαLM2, αραιωμένο με PBS σε αναλογία 

1;20. Το αντίσωμα αυτό προσδένεται σε γλυκοπρωτεΐνες πλούσιες σε κατάλοιπα 

αραβινάνης, AGPs(Smallwoodetal., 1996). Οι αντικειμενοφόροι φυλάσσονται για μία 

μέρα σε σκοτεινό μέρος, σε σφραγισμένο με Parafilm πλαστικό τρυβλίο. Ακολουθούν 

δύο διαδοχικά πεντάλεπτα ξεπλύματα του πρώτου αντισώματος με ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS. Οι τομές επωάζονται στο δεύτερο αντίσωμα anti-rat, για 3h σε κλίβανο 

θερμοκρασίας 37℃σε σφραγισμένο πλαστικό τρυβλίο. Τέλος, αφού ξεπλυθούν και 

από το δεύτερο αντίσωμα, προστίθεται πάνω στις τομές σταγόνα διαλύματος 

κάλυψης και καλυπτρίδαγια να παρατηρηθούν σε μικροσκόπιο φθορισμού. 
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3.2.7 Παρατήρηση τομών κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. σε 

μικροσκόπιο φθορισμού 

Οι τομές παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού Axioplan, με προσαρμοσμένη 

κάμερα AxioCamMRs5. Αρχικά, καταγράφηκε ο αυτοφθορισμός φυτικών και ζωικών 

ιστών σε πράσινη και μπλέ μονοχρωματική ακτινοβολία με σκοπό να εκτιμηθεί η 

συμβολή του στο οπτικό αποτέλεσμα των τομών που έχουν υποστεί μεταχείριση με 

χρώσεις ή ανοσοσήμανση. Οι τομές με χρώση τολουιδίνης παρατηρούνται και 

φωτογραφίζονται σε λευκό φως, ενώ εκείνες με CalcofluorWhite και κυανό της 

ανιλίνης υπό την επίδραση μπλε μονοχρωματικής ακτινοβολίας. Για όλες τις 

ανοσοσημασμένες τομές χρησιμοποιήθηκε η πράσινη μονοχρωματική δέσμη φωτός 

του μικροσκοπίου. Φωτογραφίες λαμβάνονταν σε μεγεθύνσεις 20×, 40× και 100× με 

χρήση ειδικού λαδιού (immersionoiltype-F, Olympus). 

3.2.8Επεξεργασία εικόνας τομών κόμβων του φυτούArabidopsisthalianaL. 

Οι φωτογραφίες λαμβάνονται σε Η/Υ με το πρόγραμμα Axiovision σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Η επεξεργασία της αντίθεσης και φωτεινότητας των 

εικόνων πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα PhotoshopCS2. 

 

3.3 Πειραματική διαδικασία για την εκτίμηση της επίδρασης 

στελεχών στρεπτομυκήτων στην ανάπτυξη 

φυτώνArabidopsisthalianaL. και του βαθμού μόλυνσης αυτών από 

κομβονηματώδεις Meloidogyneincognita 

Για τα πειράματα βιοελέγχου χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη στρεπτομυκήτων 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 

220, της τράπεζας ATHUBA 

«TheAthensUniversityBacterial&ArchaeaCultureCollection» του ΕΚΠΑ, με 

κωδικούς εργαστηρίου CR83 και ΑΜΟ19 αντίστοιχα (Katsifas et al., 1999). Τα 

στελέχη χορηγήθηκαν ευγενικά από την προπτυχιακή φοιτήτρια του τμήματος 

Βιολογίας του ΕΚΠΑ, Εύα Λαμπροπούλου, η οποία τα καλλιέργησε και τα 

χρησιμοποίησε στα πλαίσια της διπλωματικής της εργασίας. Η επιλογή των στελεχών 

έγινε με βάση την νηματωδοκτόνο δράση που εμφάνισαν σε invitro πειράματα.Το 

πείραμα πραγματοποιήθηκε εις διπλούν την άνοιξη του 2019. 

Πίνακας 3.4: Στελέχη στρεπτομυκήτων της τράπεζας ATHUBA 

Είδος Στρεπτομύκητα 
Κωδικός 

ATHUBA 

Κωδικός 

Εργαστηρίου 
Αναφορά 

Streptomycescolombiensis 438 CR83 Katsifas et al. (1999) 
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Streptomyces monomycini 220 AMO19 Katsifas et al. (1999) 

ΤαστελέχηStreptomycescolombiensisATHUBA 438 και 

StreptomycesmonomyciniATHUBAαπομονώθηκαν από ριζόσφαιρα κωνοφόρων 

δένδρων της Κρήτης και αείφυλλων θάμνων της Σάμου αντίστοιχα. Στη διπλωματική 

εργασία της φοιτήτριας του Βιολογικού Τμήματος Αθηνών, Σαγιά Αγγελική (2017), 

με τίτλο «Διερεύνηση της δυνατότητας παραγωγής βιοενεργών ουσιών στα στελέχη 

του γένους Streptomyces της Συλλογής Μικροοργανισμών του Εργαστηρίου 

Μικροβιολογίας του ΕΚΠΑ» βρέθηκε ότι αμφότερα τα στελέχη αναστέλουν 12 

μικροβιακούς δείκτες, μεταξύ των οποίων θετικά και αρνητικά κατά Gram βακτήρια, 

νηματοειδείς μύκητες και ζυμομύκητες. Ο έλεγχος βιοενεργότητας εκχυλισμάτων από 

στερεές και υγρές καλλιέργειες έδειξε ότι τα δύο στελέχη παράγουν μικρού μοριακού 

βάρους βιοενεργές ουσίες.  

3.3.1ΕμβολιασμόςστελεχώνArabidopsisthalianaL. Col-0 καιfra2με 

εναιώρημασπορίωνStreptomycescolombiensisATHUBA 

438καιStreptomycesmonomyciniATHUBA 220 

 
Εναιώρημασπορίωνόγκου    StreptomycescolombiensisATHUBA 438 

καιStreptomycesmonomyciniATHUBA 220, συγκέντρωσης2,57∙107κύτταρα/ml 

(περίπου10
7
κύτταρα/gεδάφους) και 2,48∙107κύτταρα/ml (περίπου10

7
κύτταρα/gεδάφους) 

αντίστοιχα, εμβολιάστηκανσεφυτάArabidopsisthalianaL. Col-0 καιfra2ηλικίας 12 

ημερών.Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θάλαμο ελεγχόμενων συνθηκών, 17℃, 60% 

υγρασία, 16h φως και 8h σκοτάδι (Εικόνα 3.8). Δεκαπέντε μέρες μετά τον 

εμβολιασμό με τους στρεπτομύκητες, ένα μέρος των φυτών μολύνθηκε από 

κομβονηματώδεις J2 Meloidogyne incognita, όπως περιγράφηκε στην ενότητα 

Εικόνα 3.8:Α) Φύτευσησπερμάτων φυτών ArabidopsisthalianaL.Col-0 και fra2, Β) 

Εμβολιασμός φυτών ηλικίας 12 ημερών με στελέχη στρεπτομυκήτωνStreptomyces 

colombiensis ATHUBA 438 και Streptomyces monomycini ATHUBA 220, Γ) Μόλυνση 

φυτών ηλικίας 27 ημερών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita. 

12d 15d 

Α Β Γ 
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3.1.2.2, ενώ ίσος αριθμός φυτών χωρίς προσθήκη κομβονηματωδών αναπτύχθηκαν 

ως μάρτυρες, όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.5. Σαρανταεπτά μέρες μετά τη 

μόλυνση (47dpi), τα φυτά αφαιρέθηκαν από το έδαφος. Οι ρίζες ξεπλύθηκαν 

προσεκτικά από το χώμα σε τρεχούμενο νερό βρύσης. Με νυστέρι απομακρύνθηκε ο 

βλαστός κάθε φυτού στο ύψος της μεταβατικής ζώνης (βάση του φυτού) και 

τοποθετήθηκε σε διηθητικό χαρτί. Οι ρίζες των μολυσμένων φυτών παρέμειναν σε 

σωληνάρια falcon με νερό όγκου10ml για περεταίρω επεξεργασία. 

Πίνακας 3.5: Είδος και συμβολισμός μαρτύρων και μολυσμένων φυτών 

Φυτικό 

Στέλεχος 
Μεταχείριση Είδος Μεταχείρισης Συμβολισμός 

A
ra

b
id

o
p

si
st

h
a

lia
n

a
L.

 C
o

l-
0

 

- Μάρτυρας φυτού Col-0 

StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 

Μάρτυρας 

επίδρασηςS.colombiensisATHUBA 

438 

Col-

0+S.colombiensisATHUBA 

438 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 

220 

Μάρτυρας 

επίδρασηςS.monomyciniATHUBA 

220 

Col-0+S.monomycini 

ATHUBA 220 

Meloidogyne incognita 
Μάρτυρας επίδρασης 

κομβονηματώδους 
Col-0+M.incognita 

Meloidogyne incognita 

καιStreptomyces 

colombiensisATHUBA 438 

Δείγμα Βιοελέγχου με 

επίδρασηS.colombiensisATHUBA 

438 

Col-0+ 

S.colombiensisATHUBA 

438+ M.incognita 
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Meloidogyne 

incognitaκαιStreptomyces 

monomycini ATHUBA 220 

Δείγμα Βιοελέγχου με 

επίδρασηS.monomyciniATHUBA 

220 

Col-0+ 

S.monomyciniATHUBA 220+ 

M.incognita 

A
ra

b
id

o
p

si
s 

th
a

lia
n

a
 L

. 
fr

a
2 

- Μάρτυραςφυτού fra2 

StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 

Μάρτυραςεπίδρασης 

S.colombiensisATHUBA 438 

fra2+S.colombiensisATHUBA 

438 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 

220 

Μάρτυρας 

επίδρασηςS.monomyciniATHUBA 

220 

fra2+S.monomycini ATHUBA 

220 

Meloidogyne incognita 
Μάρτυρας επίδρασης 

κομβονηματώδους 
fra2+M.incognita 

Meloidogyne incognita 

καιStreptomyces 

colombiensisATHUBA 438 

Δείγμα Βιοελέγχου με 

επίδρασηS.colombiensisATHUBA 

438 

fra2+ 

S.colombiensisATHUBA 

438+ M.incognita 

Meloidogyne 

incognitaκαιStreptomyces 

monomycini ATHUBA 220 

Δείγμα Βιοελέγχου με 

επίδρασηS.monomyciniATHUBA 

220 

fra2+ 

S.monomyciniATHUBA 220+ 

M.incognita 

 

3.3.2 Εκτίμηση παραμέτρων ανάπτυξης των φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 

και fra2 
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Μία μέρα μετά την απομάκρυνση των φυτών από τα γλαστράκια, μετρήθηκε με 

χάρακα το μήκος του βλαστού (SL) σε    και το νωπό του βάρος σε mg σε ζυγό 

ακριβείας KERNAEJ. Τα δείγματα φυλάχθηκαν σε διηθητικό χαρτί σε κλίβανο 60℃ 

για μία εβδομάδα. Τέλος, εκτιμήθηκε το ξηρό βάρος του βλαστού (SDM) σε mg σε 

ζυγό ακριβείας. 

3.3.3 Εκτίμηση βαθμού μόλυνσης των φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και 

fra2 από κομβονηματώδεις M.incognita 

3.3.3.1 Χρώση κομβονηματωδώνMeloidogyneincognitaμε οξική φουξίνηστις 

ρίζες μολυσμένων φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Για τον εντοπισμό των κομβονηματωδών στις ρίζες απαιτείται η χρώση των 

νηματωδών με οξική φουξίνη (Byrdetal., 1983), καθώς το σώμα τους είναι διαφανές 

και συνεπώςδύσκολο να εντοπιστεί, ειδικά στην περίπτωση που βρίσκεται εξ’ 

ολοκλήρου εντός της ρίζας. Η οξική φουξίνηC20H17N3Na2O9S3 βάφει αποκλειστικά 

τους ζωικούς ιστούς καθιστώντας εύκολη την καταμέτρηση των ζώων, ακόμα και 

στην περίπτωση που υπάρχουν παραπάνω από ένα άτομα σε έναν κόμβο. 

 

 
Οι ρίζες των μολυσμένων φυτών ξεπλύθηκαν σε ποτήρι ζέσεως των 100ml με 

5%διάλυμα υποχλωριώδους νατρίου (30% NaOCl) για 4min και στη συνέχεια με 

τρεχούμενο νερό για 1min. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια falcon με 

10ml νερό βρύσης για 15min. Σε κάθε σωληνάριο προστέθηκαν δύο σταγόνες 

διαλύματος οξικής φουξίνης και ακολούθησε βρασμός για 5min. Κατόπιν τα 

δείγματα, αφού επανήλθαν σε θερμοκρασία δωματίου, ξεπλύθηκαν με νερό βρύσης 

Εικόνα 3.9:Χρώση οξικής φουξίνης.A)Συντακτικός τύπος οξικής φουξίνης (acidfuchsin, 

www.sigmaaldrich.com), B) Χρώση κομβονηματωδών Meloidogyne incognita στους 

κόμβους ριζών μολυσμένων φυτών ArabidopsisthalianaL.Col-0. Στο εσωτερικό του 

κόμβου (διογκωμένο δεξί τμήμα της ρίζας) διακρίνονται με ευκολία δύο 

κομβονηματώδεις οι κεφαλές των οποίων βρίσκονται στην μέση περίπου του κόμβου 

όπου εντοπίζονται τα μεγακύτταρα (θέση θρέψης του κομβονηματώδους). 

Α Β 

http://www.sigmaaldrich.com/
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για 1min και τοποθετήθηκαν σε γυάλινατρυβλία με ελάχιστο νερό, προκειμένου να 

καταμετρηθούν οι κομβονηματώδεις σε κάθε ρίζα, όπως περιγράφεται στην επόμενη 

παράγραφο. Το τελευταίο στάδιο της μεθόδου,δηλαδή η προσθήκη σταγόνων 

οξινισμένης γλυκερίνης (acidifiedglycerine), παραλήφθηκε σκόπιμα ώστε να μην 

επιδράσει στις μετρήσεις που ακολουθούν. Αφού ολοκληρώθηκε η καταμέτρηση, οι 

ρίζες μεταφέρθηκαν σε διηθητικό χαρτί και αφέθηκαν για μία εβδομάδα σε κλίβανο 

60℃, για να προσδιοριστεί το ξηρό βάρος τους (RDM) σε mg με ζυγό ακριβείας. 

3.3.3.2 Στερεοσκοπική καταμέτρηση κομβονηματωδών στις ρίζες μολυσμένων 

φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 από Meloidogyneincognita 

Η καταμέτρηση κομβονηματωδών Meloidogyneincognitaστις ρίζες μολυσμένων 

φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 έγινε σε στερεοσκόπιο Stemi 2000-C, 

ZEISS. Η λήψηκαι επεξεργασία των φωτογραφιών έγινε με την ενσωματωμένη στο 

στερεοσκόπιο κάμερα ProgResC3, JENOPTIK και το αντίστοιχο λογισμικό ProgRes. 

3.3.4 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων 

Για τις παραμέτρους ανάπτυξης των φυτών μήκος (SL), νωπό (SWM) και ξηρό 

(SDM) βάρος βλαστού, αλλά και για το βαθμό μόλυνσης (αριθμός 

κομβονηματωδών/ξηρό βάρος ρίζας) εκτιμήθηκε η μέση τιμή και το τυπικό σφάλμα 

SE και τα αποτελέσματα απεικονίστηκαν σε κοινά γραφήματα για τα φυτά 

ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2. Επιπλέον εκτιμήθηκε η ευαισθησία των δύο 

φυτικών στελεχών στη μόλυνση από Meloidogyneincognita, με τη βοήθεια του δείκτη 

σχετικής ανθεκτικότητας RTI (RelativeToleranceIndex) για την κάθε αναπτυξιακή 

παράμετρο ξεχωριστά (Dixonetal., 1990). Για τον προσδιοροσμό του RTI 

υπολογίστηκε ο λόγος της μέσης τιμής της εκάστωτε παραμέτρου των μολυσμένων 

φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2απόMeloidogyneincognita, παρουσία και 

απουσία στελεχών στρεπτομυκήτων, προς τη μέση τιμή της αντίστοιχης παραμέτρου 

των φυτών-μαρτύρων, σε ποσοστό επί τοις εκατό (τύποι Ι, ΙΙ και ΙΙΙ). 

Η δοκιμασία ANOVA δεν φανέρωσε στατιστικά σημαντική διαφορά ως προς το 

χρόνο διεξαγωγής των δύο επαναλήψεων των πειραμάτων βιοελέγχου κι έτσι 

ακολούθησε δοκιμασία Tukey’s (t-test) ξεχωριστά για τα φυτά ArabidopsisthalianaL. 

Col-0 και fra2, με τη βοήθεια του διαδικτιακού προγράμματος GraphPad 

(www.graphpad.com), για τη σύγκριση των μέσων τιμών κάθε παραμέτρου φυτικής 

ανάπτυξης αλλά και για το βαθμό μόλυνσης.Ομοίως, πραγματοποιήθηκε δοκιμασία 

Tukey’s (t-test) και μεταξύ των δύο φυτικών στελεχών ως προς το βαθμό μόλυνσης 

και τις παραμέτρους φυτικής ανάπτυξης από Meloidogyneincognita υπό την παρουσία 

των στελεχών στρεπτομυκήτων StreptomycescolombiensisATHUBA 438 

καιStreptomycesmonomyciniATHUBA 220. 

 

Υπολογισμός του δείκτη RTI: 

 

Δείκτης σχετικής ανθεκτικότητας ως προς το μήκος του βλαστού SLRTI: 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1
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      (Ι) 

 

 

Δείκτης σχετικής ανθεκτικότητας ως προς το νωπό βάρος του βλαστού SWMRTI: 

 

          
             

         
             

       
      (ΙΙ) 

 

Δείκτης σχετικής ανθεκτικότητας ως προς το ξηρό βάρος του βλαστού SDMRTI: 

 

          
            

         
            

       
       (ΙΙΙ) 

 

Υπολογισμός του τυπικού σφάλματος RTI: 

 

Ο υπολογισμός του τυπικού σφάλματος έγινε με τη θεώρηση της συνάρτησης δύο 

μεταβλητών:  

       
 

 
 

 

όπου, 

 ημέσητιμήτηςεκάστωτεπαραμέτρουμολυσμένωνφυτώναπόMeloidogyneincognitaμεή

χωρίςStreptomyces colombiensis ATHUBA 438και Streptomyces monomycini 

ATHUBA 220και ημέσητιμήτηςαντίστοιχηςπαραμέτρουτωνφυτών-

μαρτύρωνχωρίςμεταχείρισημενηματώδειςήστρεπτομύκητες. 

 

Τυπικό σφάλμα   του RTI: 

 

    
  

  
 

 

  
   

  

  
 

 

  
  

 

⇒      
 

   
     

 

   (IV) 

 

όπου    και    η τυπική απόκλιση των παραμέτρων ανάπτυξης (SL, SWMκαιSDM) 

των φυτών με μεταχείριση «μενηματώδεις»ή«νηματώδεις και στρεπτομύκητες» και 

των φυτών-μαρτύρων αντίστοιχα. 
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4 Αποτελέσματα 

4.1Συγκριτική μελέτη της σύστασης του κυτταρικού τοιχώματος  σε 

τομές φυτών Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2 

Οι εγκάρσιες τομές των μολυσμένων φυτών Arabidopsis thaliana L. Col-0 και 

fra2παρουσιάζουν ποικίλες ανατομικές διαφορές συγκριτικά με μη μολυσμένα φυτά. 

Στα μη μολυσμένα φυτά, η θέση των ιστών της ρίζας είναι ως ένα βαθμό 

αναμενόμενη (Dolanetal. 1993). Στις μολυσμένες από κομβονηματώδεις ρίζες, τα 

κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου εκτοπίζονται λόγω της υπέρμετρης διόγκωσης των 

μεγακυττάρων. Επιπλέον σε πολλές περιπτώσειςστις εγκαρσιες τομές εμφανίζεται και 

ζωικός ιστός που ανήκει στον νηματώδη (Εικόνα 4.1). Η εξακρίβωση της θέσης 

φυτικών και ζωικών ιστών στις τομές γίνεται με τη συνδυαστική χρήση χρώσεων. 

 

 

 

Εικόνα 4.1: Χρώσημετολουιδίνη, κυανότηςανιλίνηςκαι Calcofluor White, 

εγκάρσιωντομώνκόμβωνμολυσμένωνφυτώνArabidopsisthalianaL. Col-0 

απόκομβονηματώδειςMeloidogyneincognitaγιατονπροσδιορισμόφυτικώνκαιζωικών

ιστών.Α) Χρώση με τολουιδίνη, Β) Χρώση με κυανό της ανιλίνης, Γ) Χρώση με 

CalcofluorWhite, Ν: νηματώδης, Μ: μεγακύτταρο, Ξ: ξύλωμα, Φ:Φλοιός ρίζας.Ο 

νηματώδης εντοπίζεται πλησίον των μεγακυττάρων από τα οποία τρέφεται, δεν 

διαθέτει κυτταρικό τοίχωμα και το επιδερμίδιο του παρουσιάζεται ωςμια λεία 

κυκλική γραμμή (Α), ενώ ο αυτοφθορισμός του πεπτικού του συστήματος (Β, Γ) 

βοηθά στον εντοπισμό του. Το ξύλωμα (Ξ) αποτελείται από κοίλα αγγεία με παχιά 

κυτταρικά τοιχώματα, ενώ τα κύτταρα του φλοιού (Φ) εντοπίζονται εκτός κεντρικού 

κυλίνδρου. Τα μεγακύτταρα (Μ) διακρίνονται με ευκολία λόγω της μεγάλης 

διατομής τους. Κλίμακα 100μm. 

Α Β Γ 

Ν 

Ν 

Ν 

Μ 

Μ 

Μ 

Ξ 

Ξ 

Φ 

Φ 

Φ 

Ξ 
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Τα μεγακύτταρα περιβάλλονται από ένα εξαιρετικά παχύ κυτταρικό τοίχωμα. Στο 

εσωτερικό διακρίνεται ο έντονα χυμοτοπιασμένος πρωτοπλάστης. Επιπλέον, ορατοί 

καθίστανται οι πολλαπλοί πυρήνες που σχηματίζονται από διαδοχικές μιτώσεις οι 

οποίες δεν ακολουθούνται από κυτοκίνηση (Rodiuc et al., 2014). Στους 

περισσότερους πυρήνες διακρίνεται με ευκολία και ο πυρηνίσκος ως ένα μαύρο 

στίγμα εντός της πυρηνικής περιοχής.  

 

 

Αυτοφθορισμός: Ο αυτοφθορισμός φυτικών και ζωικών ιστών υπό την επίδραση 

μονοχρωματικής δέσμης φωτός μπορεί να οδηγήσει στην εσφαλμένη εντύπωση για 

την ύπαρξη θετικού σήματος του υπό μελέτη επιτόπου σε μια ανοσοσημασμένη τομή. 

Για το λόγο αυτό, πριν την επώαση με ειδικά αντισώματα, εκτιμάται η συνεισφορά 

του αυτοφθορισμού των ιστών σε κάθε τομή.  

Εικόνα 4.2:Λεπτομερής παρατήρηση μεγακυττάρων σε τομές μολυσμένων 

φυτώνArabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2από κομβονηματώδεις Meloidogyne 

incognita που επωάζονται σε τουλουιδίνη. Οι αστερίσκοι (a1, b1) υποδεικνύουν τη θέση 

των μεγακυττάρων, ενώ ο νηματώδης (Ν) είναι εμφανής μόνο στην τομή του μεταλλάγματος 

fra2 (b1). Σε μεγαλύτερη μεγέθυνση (a2, b2) διακρίνεται ο έντονα χυμοτοπιασμένος 

πρωτοπλάστης των μεγακυττάρων (οι λευκές κηλίδες είναι πολυάριθμα μικρά χυμοτόπια). 

Οι σκουρόχρωμες περιοχές εντός των μεγακυττάρων (πορτοκαλί βέλη) είναι οι πυρήνες που 

προκύπτουν από διαδοχικές μιτώσεις οι οποίες δεν ακολουθούνται από κυτοκίνηση. Στο 

εσωτερικό των σκουρόχρωμων περιοχών παρατηρείται ακόμα και ο πυρηνίσκος (μαύρο 

στίγμα). Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, Β2: 20μm. 
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Τα δεδομένα του αυτοφθορισμού, όπως και εκείνα των χρώσεων, λαμβάνονται υπόψη 

σε κάθε περίπτωση, πριν την επώαση των τομών με αντισώματα, ακόμα και αν δεν 

παρουσιάζονται στα αποτελέσματα της ανοσοσήμανσης. Στην Εικόνα 4.3 η θέση του 

ξυλώματος (Ξ) και του κομβονηματώδους (Ν) προσδιορίζονται εύκολα λόγω του 

αυτοφθορισμού τους στην πράσινη (Α) και μπλε (Β) μονοχρωματική ακτινοβολία. 

Αντιθέτως, πιο αμυδρά διακρίνονται τα κύτταρα του φλοιού (Φ) που περιβάλλουν τον 

κεντρικό κύλινδρο, ενώ τα μεγακύτταρα και τα υπόλοιπα παρεγχυματικά κύτταρα του 

αγωγού ιστού έχουν ελάχιστο αυτοφθορισμό. 

Η λήψη της εικόνας του αυτοφθορισμού των εγκάρσιων τομών, πριν την 

ανοσοσήμανση, είναι σημαντική διότι εξυπηρετεί εκτός των άλλων και στον 

εντοπισμό προσμίξεων που δίνουν ψευδώς θετικό σήμα στις τομές που επωάζονται με 

αντισώματα. Στην Εικόνα 4.3.Α διακρίνεται μια έντονα φωτισμένη περιοχή στο 

αριστερό τμήμα της τομής η οποία λαμβάνεται υπόψη στις τομές που επωάζονται με 

αντισώματα που εκπέμπουν στο πράσινο φως. 

Συγκριτική μελέτη της ανατομίας μολυσμένων ριζών: Σε εγκάρσιες τομές ρίζας 

μολυσμένων από κομβονηματώδεις φυτών και μη μολυσμένων φυτών-

μαρτύρωνArabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2, έγινε χρώση με τολουιδίνη και 

CalcofluorWhite. 

Β Α 

Εικόνα 4.3: Αυτοφθορισμός ιστών σε εγκάρσιες τομές κόμβων μολυσμένων φυτών 

ArabidopsisthalianaL. Col-0 από κομβονηματώδεις Meloidogyneincognita.Α) 

Αυτοφθορισμός φυτικών και ζωικών ιστών σε πράσινη μονοχρωματική δέσμη φωτός, Β) 

Αυτοφθορισμός φυτικών και ζωικών ιστών σε μπλε μονοχρωματική δέσμη φωτός, Ν: 

νηματώδης, Μ: μεγακύτταρο, Ξ: ξύλωμα, Φ:Φλοιός. Το πεπτικό σύστημα του νηματώδους 

(Ν) και τα αγγεία του ξυλώματος (Ξ) αυτοφθορίζουν, ενώ τα μεγακύτταρα και το παρέγχυμα 

του κεντρικού κυλίνδρου δεν είναι ευδιάκριτα. Τα κύτταρα του φλοιού (Φ) με το ελάχιστο 

φως που εκπέμπουν βοηθούν στην οριοθέτηση του κεντρικού κυλίνδρου και διευκολύνουν 

την παρατήρηση των τομών. Κλίμακα 100μm. 

Ν 

Ξ 

Μ 

Φ 
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Χρώση με τολουιδίνη:Η χρώση με τολουιδίνη αποκαλύπτει τη μορφή, τη θέση και το 

είδος των περισσοτέρων κυττάρων στην εγκάρσια τομή μιας ρίζας. Στα σημεία όπου 

λαμβάνει χώρα η δευτερογενής αύξηση της ρίζας των φυτών-μαρτύρων, ο αγωγός 

ιστός εντοπίζεται κεντρικά και περιβάλλεται από το περικύκλιο και την ενδοδερμίδα 

(Εικόνα 4.4 Α2, Β2). Στο εσωτερικό του κεντρικού κυλίνδρου ξεχωρίζουν τα αγγεία 

του ξυλώματος μεταξύ των παρεγχυματικών κυττάρων και ηθμοσωλήνων του αγωγού 

ιστού. Αντίθετα, στους κόμβους των μολυσμένων φυτών κεντρική θέση 

καταλαμβάνουν τα διευρυμένα μεγακύτταρα(Εικόνα 4.4 Α1,Β1), που διαθέτουν παχιά 

κυτταρικά τοιχώματα με εσωτερικές προεκβολές. Τα μεγακύτταρα είναι πολυπύρηνα, 

πλασματοβριθή και έντονα χυμοτοπιασμένα. Τα κοίλα αγγεία του ξυλώματος, με τα 

παχιά δευτερογενή κυτταρικά τοιχώματα, εκτοπίζονται στην περιφέρεια του 

κεντρικού κυλίνδρου λόγω της διόγκωσης των μεγακυττάρωνκαι στο Col-0 αλλά και 

στο fra2. Συνήθωςστο μετάλλαγμα fra2 παρουσιάζονται λιγότερα και μεγαλύτερης 

διαμέτρου μεγακύτταρα συγκριτικά με τον άγριο τύπο (Col-0). Επιπλέον, καθώς το 

σώμα των θηλυκών κομβονηματωδών γεμίζει με αυγά και αυξάνει σε μέγεθος, 

μπορεί να προκαλέσει διάρρηξη των φυτικών ιστών και να εξέλθει της ρίζας (Εικόνα 

4.10 Β2).  

ΧρώσηCalcofluorWhite:Η κυτταρίνη των φυτικών κυττάρων χρωματίζεται με τη 

χρωστική Calcofluor White. Κύτταρα με τοιχώματα μεγάλου πάχους, όπως τα αγγεία 

του ξυλώματος με τις δευτερογενείς παχύνσεις και τα μεγακύτταρα με τις εσωτερικές 

προεκβολές διακρίνονται με ευκολία από τους υπόλοιπους φυτικούς ιστούς. Στην 

Εικόνα 4.5 Α2 και Β2, χαρακτηριστική είναι η έντονη χρώση των στοιχείων του 

αγωγού ιστού και των κυττάρων της ενδοδερμίδας (Εικόνα 4.5 Β2) έναντι των 

υπολοίπων ιστών της ρίζας των μη μολυσμένων φυτών. Στα μολυσμένα φυτά Col-0 

καιfra2 (Εικόνα 4.5 Α1και Β1) κυριαρχεί ο έντονος χρωματισμός των τοιχωμάτων των 

μεγακυττάρων.  
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Τολουϊδίνη 

 

 

 

  

Εικόνα 4.4:Χρώση με τουλουιδίνη σε τομές ρίζας μολυσμένων φυτών από 

κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita(21dpi) και μη μολυσμένων φυτών-

μαρτύρωνArabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου Col-0 και μεταλλάγματος κατανίνης 

fra2.Στις εγκάρσιες τομές της ρίζας των φυτών-μαρτύρων διακρίνονται από την περιφέρεια 

προς το κέντρο η ριζοδερμίδα, τα κύτταρα του φλοιού, η ενδοδερμίδα, το περικύκλιο και ο 

κεντρικός κύλινδρος που περιλαμβάνει αγγεία του ξυλώματος, ηθμοσωλήνες του 

φλοιώματος και παρεγχυματικά κύτταρα του αγωγού ιστού (Α2, Β2). Στις τομές των κόμβων 

των μολυσμένων φυτών τα κύτταρα του αγωγού ιστού έχουν εκτοπιστεί στην περιφέρεια 

του κεντρικού κυλίνδρου από τα διευρυμένα μεγακύτταρα (αστερίσκοι) (Α1, Β1). Η διατομή 

του σώματος του κομβονηματώδους (Ν) συχνά φαίνεται στις τομές (a1) πλησίον των 

μεγακυττάρων από τα οποία διατρέφεται. Λόγω του μεγέθους των μεγακυττάρων, 

διακρίνονται τα χυμοτόπια και οι πολυάριθμοι πυρήνες με τους πυρηνίσκους τους, ακόμα 

και σε μικρή μεγέθυνση σε οπτικό μικροσκόπιο. Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, 

Β2: 20μm. 
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Calcofluor White 

 

 

 

  

Εικόνα 4.5:Χρώση με Calcofluor White σε τομές ρίζας μολυσμένων φυτών από 

κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita(21dpi) και μη μολυσμένων φυτών-

μαρτύρωνArabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου Col-0 και μεταλλάγματος κατανίνης 

fra2.Στις τομές των ριζών των φυτών-μαρτύρων διακρίνονται τα στοιχεία του αγωγού ιστού 

(ξύλωμα και φλοίωμα), λόγω του μεγαλύτερου πάχους των κυτταρικών τοιχωμάτων τους, 

από τα υπόλοιπα παρεγχυματικά κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου. Στο μετάλλαγμα 

κατανίνης (fra2) έντονα χρωματίζονται και τα εξωτερικά περικλινή κυτταρικά τοιχώματα 

των κυττάρων της ενδοδερμίδας (Α2, Β2). Στις τομές των κόμβων των μολυσμένων φυτών, 

τα μεγακύτταρα (αστερίσκοι) διαθέτουν έντονα χρωματισμένα κυτταρικά τοιχώματα και 

καταλαμβάνου το μεγαλύτερο μέρος της διατομής του κόμβου (Α1, Β1). Το μετάλλαγμα 

fra2 χαρακτηρίζεται από τοιχώματα μεγαλύτερου πάχους συγκριτικά με τον άγριο τύπο 

(Col-0), γεγονός το οποίο αποτυπώνεται στις εικόνες των τομών τόσο των μολυσμένων όσο 

και των μη μολυσμένων φυτών (Α1 - Β1,Α2 - Β2).Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, 

Β2: 20μm. 
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4.1.1Ημικυτταρίνες 

Οι ημικυτταρίνες που ανιχνεύτηκαν με ανοσοεντοπισμό στην παρούσα εργασία 

περιλαμβάνουν ενώσεις ξυλογλυκάνης και καλλόζης. Η ανίχνευση τους έγινε με 

χρήση των μονοκλωνικών αντισωμάτων LM25 (Pedersenetal., 2012) και anti-β-1,3-

glucan (Majewska‐Sawka etal., 2002) αντίστοιχα. 

Εντοπισμός ξυλογλυκάνης (Xyl): Το LM25 αναγνωρίζει τα ολιγοσακχαριτικά μοτίβα 

XXXG, τρια κατάλοιπα ξυλόζης ακολουθούμενα από μια γλυκόζη, XXLG, ξυλόζη-

ξυλόζη-γαλακτόζη-γλυκόζη, και XLLG, ξυλόζη-γαλακτόζη-γαλακτόζη-γλυκόζη, που 

εντοπίζονται κατά μήκος των πολυμερών ημικυτταρίνης (Pedersenetal., 2012). Η 

ξυλογλυκάνη απαντά σε ποσοστό περίπου 35% στα κυτταρικά τοιχώματα πολλών 

δικοτυλήδονων φυτών (Albersheimetal., 2011) και όπως είναι αναμενόμενο τα 

κύτταρα της ρίζας του ArabidopsisthalianaL. παρουσιάζουν υψηλή περιεκτικότητα 

σε ξυλογλυκάνη (Εικόνα 4.6). Τόσο στα μολυσμένα φυτά όσο και στα μη μολυσμένα 

φυτά η κατανομή του σήματος καλύπτει το σύνολο των φυτικών ιστών στις εγκάρσιες 

τομές της ρίζας. Τα μεγακύτταρα εμφανίζουν έντονη εναπόθεση ξυλογλυκάνης τόσο 

στο Col-0 όσο και στο fra2 (Εικόνα 4.6 Α1, Β1). Διαφορά παρατηρείται ωστόσο στη 

κατανομή της ξυλογλυκάνης εντός του κεντρικού κυλίνδρου. Στα μη μολυσμένα 

φυτά αγρίου τύπου (Col-0) εντονότερη είναι η απόθεση ξυλογλυκάνης στο 

παρέγχυμα του αγωγού ιστού (Εικόνα 4.6 Α2), ενώ στο μετάλλαγμα κατανίνης fra2 δε 

φαίνεται να ισχύει κάτι τέτοιο (Εικόνα 4.6 Β2), η κατανομή του σήματος είναι 

ομοιόμορφη. Παρόμοιο πρότυπο κατανομής εντός του κεντρικού κυλίνδρου 

διατηρούν και οι μολυσμένες ρίζες (Εικόνα 4.6). 

Εντοπισμός καλλόζης (Cal): Το μονοκλωνικό αντίσωμα anti-β-1,3-glucan 

προσδένεται ειδικά σε γραμμικές αλυσίδες καταλοίπων γλυκόζης ενωμένων με β-1,3 

γλυκοζιτικό δεσμό (Majewska‐Sawka etal., 2002) και για αυτό το λόγο θεωρείται 

κατάλληλο για την ανίχνευση της καλλόζης. Σε μη μολυσμένα φυτά το σήμα 

ανοσοφθορισμού της καλλόζης του ξυλώματος διατηρείται και μετά τη μόλυνση 

(Εικόνα 4.7), ενώ στον υπόλοιπο κεντρικό κύλινδρο η εικόνα είναι διαφορετική. Τα 

παρεγχυματικά κύτταρα του αγωγού ιστού, στα μη μολυσμένα φυτά, δεν 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία καλλόζης. Αντίθετα, στα μολυσμένα φυτά, τα 

τοιχώματα των παρεγχυματικών κυττάρων του κεντρικού κυλίνδρου παρουσιάζουν 

αφθονία καλλόζης (Εικόνα 4.7 Α1, Β1). Ισχυρή εναπόθεση καλλόζης παρουσιάζουν τα 

τοιχώματα των μεγακυττάρων στον άγριο τύπο Col-0 (Εικόνα 4.7 Α1), σε 

αντιδιαστολή με το fra2 στο οποίο τα μεγακύτταρα στερούνται καλλόζης (Εικόνα 4.7 

Β1). Τα συμπληρωματικά δεδομένα, από τη χρώση με το κυανό της ανιλίνης, 

επαληθεύουν την ύπαρξη καλλόζης αποκλειστικά στα μεγακύτταρα του αγρίου τύπου 

(Εικόνα 4.8), αλλά και την επαγωγή της εναπόθεσης καλλόζης στα κύτταρα του 

κεντρικού κυλίνδρου μετά τη μόλυνση. 
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4.1.2Πηκτίνες  

Η κύρια κατηγορία πηκτινικών ενώσεων είναι οι γραμμικές αλυσίδες 

ομογαλακτουρονάνης (HG) που συνεισφέρουν στις διασυνδέσεις των δομικών 

στοιχείων του κυτταρικού τοιχώματος και συγκεκριμένα στο δίκτυο κυτταρίνης-

ημικυτταρίνης (Caffalletal., 2009).Οι καρβοξυλομάδες του γαλακτουρονικού οξέος  

που αποτελεί το μονομερές της ομογαλακτουρονάνης (Ενότητα 1.1.4.1), μπορεί να 

είναι μεθυλεστεροποιημένες (MPHG) ή απομεθυλεστεροποιημένες (DeSPHG). Κατά 

τόπους οι γραμμικές αλυσίδες ομογαλακτουρονάνης σχετίζονται και με άλλους 

πηκτινικούς πολυσακχαρίτες όπως η ραμνογαλακουρονάνη Ι και η 

ραμνογαλακουρονάνη ΙΙ (Leeetal., 2011) που φέρουν πλευρικές βραχείες αλυσίδες 

κατάλοιπων αραβινόζης (Ara) (Albersheimetal., 2011). 

Εντοπισμός μη μεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης (DeSPHG): Το 

μονοκλωνικό αντίσωμα JIM5 αναγνωρίζει και προσδένεται σε μερικώς 

απομεθυλεστεροποιημένα κατάλοιπα γαλακτουρονικού οξέος της 

ομογαλακτουρονάνης (Caseroetal., 1995). Τα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου, 

συμπεριλαμβανομένων των μεγακυττάρων, στα μολυσμένα Cοl-0 και fra2 

εμφανίζουν εντονότερο σήμα ανοσοεντόπισης από τα αντίστοιχα κύτταρα των 

φυτών-μαρτύρων (Εικόνα 4.9). Στο μη μολυσμένο άγριο τύπο (Cοl-0) υψηλότερης 

περιεκτικότητας τοιχώματα σε DeSPHG φαίνεται να έχουν τα στοιχεία του 

ξυλώματος (Εικόνα 4.9 Α2) και του φλοιώματος σε σχέση με το fra2 που δεν 

εμφανίζει διαφορές στη συγκέντρωσηDeSPHG μεταξύ των κυττάρων του κεντρικού 

κυλίνδρου (Εικόνα 4.9 Β2).  

Εντοπισμός πλήρως μεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης (MPHG): Το 

μονοκλωνικό αντίσωμα LM20 ανιχνεύει αποκλειστικά μεθυλεστεροποιημένα 

κατάλοιπα γαλακτουρονικού οξέος της ομογαλακτουρονάνης (Verhertbruggenetal., 

2009a). Τα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου των μη μολυσμένων φυτών του 

fra2αποδίδουν σήμα ισοδύναμης έντασης με εκείνα των μολυσμένων φυτών (Εικόνα 

4.10 Β1, Β2), με εντονότερο εντοπισμό στα γειτονικά κύτταρα των αγγείων του 

ξυλώματος. Ωστόσο η συσσώρρευση μεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης 

παρουσιάζει διαφορά ως προς την τοπική εναπόθεσή της μεταξύ των μεγακυττάρων 

των μολυσμένων φυτών και των κυττάρωντου κεντρικού κυλίνδρου στα μη 

μολυσμένα fra2 φυτά. Σε μη μολυσμένα fra2 η MPHG συσσωρρεύεταιστους 

μεσοκυττάριους χώρους, όπως είναι αναμενόμενο συμφωνα με τους 

Verhertbruggenetal., 2009a, ενώ στα μεγακύτταρα εντοπίζεται και κατά μήκος των 

εφαπτόμενων τοιχωμάτων τους. Παρόμοια εικόνα εμφανίζουν και τα φυτά αγρίου 

τύπου (Cοl-0) με τη διαφορά ότι το σήμα στα τοιχώματα των μεγακυττάρων τους 

είναι μικρότερης έντασης συγκριτικά με αυτό του fra2 (Εικόνα 4.10 Α1, Β1). 

Εντοπισμός αραβινάνης (Ara): Οι πλευρικές διακλαδώσεις αραβινάνης στους 

πηκτινικούς πολυσακχαρίτες είναι άφθονες στα πρωτογενή κυτταρικά τοιχώματα 

(Guilleminetal., 2005), όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό από τις ανοσοσημασμένες 

τομές των μη μολυσμένων φυτών Cοl-0 και fra2 της Εικόνας 4.11.Στο Col-
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0ισχυρότερο σήμα εκπέμπουν τα αγγεία του ξυλώματος, ενώ στο fra2 ο κεντρικός 

κύλινδρος στο σύνολο του αλλά και η ενδοδερμίδα παρουσιάζουν ομοιόμορφα 

κατανεμημένο σήμα εντοπισμού αραβινάνης (Εικόνα 4.11 A2, B2). Το ίδιο πρότυπο 

κατανομής διατηρούν οι τομές των μολυσμένων ριζών του fra2. Τα μεγακύτταρα στο 

fra2 εμφανίζουν μεγάλη συγκέντρωση πηκτινικών ενώσεων με αραβινάνη. 

Απεναντίας, στο Col-0, ο φθορισμός των αντισωμάτων που εντοπίζουν αλυσίδες 

αραβινάνης είναι ιδιαίτερα αμυδρός σε όλους τους φυτικούς ιστούς 

συμπεριλαμβανομένων των μεγακυττάρων (Εικόνα 4.11 A1, B1).  

4.1.3Γλυκοπρωτεΐνες  

Η παρουσία γλυκοπρωτεϊνών με αλυσίδες αραβινογαλακτάνης (AGPs) σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις είναι συνηθισμένη στα κυτταρικά τοιχώματα των κυττάρων του 

κεντρικού κυλίνδρου της ρίζας πολλών δικοτυλήδονων φυτών όπως το 

A.thaliana(Josè-Estanyoletal., 2000). 

Εντοπισμός γλυκοπρωτεϊνών αραβινογαλακτάνης (AGPs): Το μονοκλωνικό 

αντίσωμα LM2 δεσμεύεται σε AGPs του κυτταρικού τοιχώματος (Smallwood et al., 

1996). Τα μη μολυσμένα φυτά Cοl-0 και  fra2 της Εικόνας 4.12 εμφανίζουν 

αποθέσεις γλυκοπρωτεϊνών AGPs σε όλο το εύρος της τομής εν αντιθέσει με τα 

μεγακύτταρα των μολυσμένων ριζών στα οποία σημειώνεται σχεδόν παντελής 

έλλειψη αυτών των επιτόπων (Εικόνα 4.12 A1, B1). Πιο συγκεκριμένα, στα μη 

μολυσμένα φυτά Cοl-0 ισχυρότερη παρουσία AGPs σημειώνεται στο ξύλωμα του 

αγωγού ιστού παρά στα παρεγχυματικά κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου (Εικόνα 

4.12 A2). Στο fra2 το ξύλωμα δεν παρουσιάζει ανάλογης έντασης σήμα με του αγρίου 

τύπου, ενώ τα γειτονικά παρεγχυματικά κύτταρα φαίνεται να περιέχουν παρόμοιας 

συγκέντρωσης γλυκοπρωτεΐνες AGPs (Εικόνα 4.12 B2). Το ίδιο πρότυπο κατανομής 

των γλυκοπρωτεϊνών AGPs χαρακτηρίζει τα μολυσμένα φυτά Cοl-0 και fra2, (Εικόνα 

4.12 A1, B1).  

Στον συγκεντρωτικό Πίνακα 4.1 αποτυπώνεται συμβολικά η παρουσία και η αφθονία 

του συνόλου των επιτόπων που μελετήθηκαν σε αυτή την εργασία. Στα γραφήματα 

που ακολουθούν επιχειρείται η οπτική απεικόνιση της σύστασης του κυτταρικού 

τοιχώματος μολυσμένων και μη μολυσμένων φυτών Cοl-0 και fra2με σκοπό την 

διευκόλυνση της σύγκρισης των τοιχωματικών υλικών των μεγακυττάρων και των 

υπόλοιπων παρεγχυματικών κυττάρων του κεντρικού κυλίνδρου. 
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Ξυλογλυκάνη (LM25) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.6:Ανοσοσήμανση ξυλογλυκάνης (LM25)σε εγκάρσιες τομές ρίζας μολυσμένων 

φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi) και μη μολυσμένων 

φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και μεταλλάγματος 

κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό αντίσωμα LM25 εντοπίζει εναποθέσεις ξυλογλυκάνης 

σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Οι αστερίσκοι 

υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση του νηματώδους. Στα 

μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες αγρίου τύπου Col-0 (A2), τα τοιχώματα των παρεγχυματικών 

κυττάρων του αγωγού ιστού παρουσιάζουν υψηλότερη συγκέντρωση ξυλογλυκάνης 

συγκριτικά με τα αγγεία του ξυλώματος. Στο fra2 (B2) η κατανομή της ξυλογλυκάνης στον 

κεντρικό κύλινδρο είναι ομοιόμορφη. Η μόλυνση από κομβονηματώδεις (A1,B1) δε φαίνεται 

να μεταβάλλει το πρότυπο κατανομής της ξυλογλυκάνης σε κανέναν από τους δύο 

οικότυπους. Η περιεκτικότητα ξυλογλυκάνης στα κυτταρικά τοιχώματα των μεγακυττάρων 

είναι παρόμοια στον άγριο τύπο Col-0 και στο fra2(A1,B1). Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, 

Β1: 50μm, Β2: 20μm. 
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Καλλόζη (anti-β-1,3-glucan) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.7:Ανοσοσήμανση καλλόζης (anti-β-1,3-glucan) σε εγκάρσιες τομές ρίζας 

μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi) και μη 

μολυσμένων φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και 

μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό αντίσωμα anti-β-1,3-glucan εντοπίζει 

εναποθέσεις καλλόζης σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Οι 

αστερίσκοι υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση του 

νηματώδους. Στα μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες μικρής περιεκτικότητας καλλόζη 

εντοπίζεται στα τοιχώματα του ξυλώματος (A2,B2). Στα μεγακύτταρα του αγρίου τύπου Col-

0 (A1) η παρουσία της καλλόζης είναι έντονη, ενώ στο fra2τα τοιχώματα των μεγακυττάρων 

φαίνεται να έχουν μικρή ποσότητα καλλόζης (B1). Στα υπόλοιπα κύτταρα του κεντρικού 

κυλίνδρου ο εντοπισμός της καλλόζης είναι εμφανής (A1,B1). Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 

20μm, Β1: 50μm, Β2: 20μm. 
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Καλλόζη (Aniline blue) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.8:Χρώσηκαλλόζης με το κυανό της ανιλίνης σε εγκάρσιες τομές ρίζας 

μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi) και μη 

μολυσμένων φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και 

μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Το κυανό της ανιλίνης εντοπίζει εναποθέσεις καλλόζης 

σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Οι αστερίσκοι 

υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση του νηματώδους. Στα 

μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες μικρής περιεκτικότητας καλλόζη εντοπίζεται στα τοιχώματα 

του ξυλώματος (A2,B2). Στα μεγακύτταρα του αγρίου τύπου Col-0 (A1) η παρουσία της 

καλλόζης είναι έντονη, ενώ στο fra2τα τοιχώματα των μεγακυττάρων φαίνεται να έχουν 

μικρή ποσότητα καλλόζης (B1). Στα υπόλοιπα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου ο 

εντοπισμός της καλλόζης είναι εμφανής (A1,B1). Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, 

Β2: 20μm. 
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Απομεθυλεστεροποιημένη Ομογαλακτουρονάνη (JIM5) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.9:Ανοσοσήμανση απομεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης (JIM5) σε 

εγκάρσιες τομές ρίζας μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne 

incognita (21dpi) και μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου 

τύπου (Col-0) και μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό αντίσωμα JIM5 

εντοπίζει εναποθέσεις μερικώς απομεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης (DeSPHG) 

σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Οι αστερίσκοι 

υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων. Στα μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες αγρίου τύπου 

Col-0 (A2) DeSPHG φαίνεται να συγκεντρώνεται περισσότερο στα στοιχεία του ξυλώματος 

του αγωγού ιστού, ενώ στο fra2ο εντοπισμός είναι διάχυτος σε όλο το εύρος του κεντρικού 

κυλίνδρου(B2). Στα μολυσμένα φυτά (Col-0 και fra2) τα τοιχώματα των μεγακυττάρων 

παρουσιάζουν αφθονία DeSPHG (A1,B1). Στα υπόλοιπα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου η 

συγκέντρωση DeSPHG (A1,B1) είναι επίσης υψηλή. Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 

50μm, Β2: 20μm. 
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Μεθυλεστεροποιημένη Ομογαλακτουρονάνη (LM20) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.10:Ανοσοσήμανση πλήρως μεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης 

(LM20)σε εγκάρσιες τομές ρίζας μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις 

Meloidogyne incognita (21dpi) και μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων Arabidopsis 

thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό 

αντίσωμα LM20 εντοπίζει εναποθέσεις πλήρως μεθυλεστεροποιημένης 

ομογαλακτουρονάνης (MPHG) σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών 

(A2,B2). Οι αστερίσκοι υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση 

του νηματώδους. Στα μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες (A2, B2) MPHG παρουσιάζεται σε 

υψηλές συγκεντρώσεις στα παρεγχυματικά κύτταρα του αγωγού ιστού στις περιοχές του 

κυτταρικού τοιχώματος που πλαισιώνουν μεσοκυττάριους χώρους. Στα μολυσμένα φυτά 

(Col-0 και fra2) τα τοιχώματα των μεγακυττάρων παρουσιάζουν αφθονία MPHG (A1,B1) με 

τη διαφορά ότι η παρουσία της είναι έντονη και κατά μήκος των εφαπτόμενων τοιχωμάτων 

τους. Το fra2 διακρίνεται από υψηλότερη εναπόθεση MPHG (B1). Στα υπόλοιπα κύτταρα 

του κεντρικού κυλίνδρου η συγκέντρωση MPHG (A1,B1) είναι επίσης υψηλή και η τοπική 

κατανομή της όπως εκείνη των μη μολυσμένων φυτών. Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 

50μm, Β2: 20μm. 
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Αραβινάνη (LM6) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.11:Ανοσοσήμανση αραβινάνης (LM6) σε εγκάρσιες τομές ρίζας μολυσμένων 

φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi) και μη μολυσμένων 

φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και μεταλλάγματος 

κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό αντίσωμα LM6 εντοπίζει εναποθέσεις αραβινάνης(Ara) 

σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Οι αστερίσκοι 

υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση του νηματώδους. Στα 

μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες του fra2Ara εμφανίζεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα 

παρεγχυματικά κύτταρα του αγωγού ιστού (B2). Αντιθέτως ο κεντρικός κύλινδρος του 

αγρίου τύπου δεν χαρακτηρίζεται από την έντονη παρουσίαAra (A2). Στα μολυσμένα φυτά 

fra2τα τοιχώματα των μεγακυττάρων παρουσιάζουν αφθονία Ara (B1), ενώ στον άγριο τύπο 

(Col-0) παρατηρείται μικρή συγκέντρωση ενώσεων αραβινάνης (A1). Στα υπόλοιπα κύτταρα 

του κεντρικού κυλίνδρου του fra2 η ένταση του σήματος για την Ara είναι ανάλογη εκείνης 

των παρεγχυματικών κυττάρων του κεντρικού κυλίνδρου των μη μολυσμένων φυτών (B1 - 

B2). Κλίμακα: Α1: 50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, Β2: 20μm. 
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Γλυκοπρωτεΐνες AGPs (LM2) 

 

 

 

  

Εικόνα 4.12:Ανοσοσήμανση γλυκοπρωτεϊνών AGPs (LM2)σε εγκάρσιες τομές ρίζας 

μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi) και μη 

μολυσμένων φυτών-μαρτύρων Arabidopsis thaliana L. αγρίου τύπου (Col-0) και 

μεταλλάγματος κατανίνης (fra2). Το μονοκλωνικό αντίσωμα LM2 εντοπίζει εναποθέσεις 

γλυκοπρωτεϊνών(AGPs) σε τομές μολυσμένων (A1,B1) και μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). 

Οι αστερίσκοι υποδεικνύουν τη θέση των μεγακυττάρων, ενώ η ένδειξη (Ν) τη θέση του 

νηματώδους. Στα μη μολυσμένα φυτά-μάρτυρες Col-0 και fra2 οι AGPs εμφανίζονται με 

μικρή αφθονία στα παρεγχυματικά κύτταρα του αγωγού ιστού (A2,B2). Στα μολυσμένα φυτά 

Col-0 καιfra2 στα τοιχώματα των μεγακυττάρων παρατηρείται έλλειψη 

γλυκοπρωτεϊνών(AGPs) (A1,B1). Στα υπόλοιπα παρεγχυματικά κύτταρα του κεντρικού 

κυλίνδρου του fra2 η ένταση του σήματος για AGPs είναι ανάλογη των παρεγχυματικών 

κυττάρων του κεντρικού κυλίνδρου των μη μολυσμένων φυτών (A2,B2). Κλίμακα: Α1: 

50μm, Α2: 20μm, Β1: 50μm, Β2: 20μm.. 
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Πίνακας 4.1*: Συγκεντρωτικός πίνακας ανοσοσήμανσης τομών ριζών μολυσμένων από 

Meloidogyne incognita και μη μολυσμένων φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Συστατικά 

Κυτταρικού 

Τοιχώματος 

Πρώτο 

Αντίσωμα/ 

Χρώση 

ArabidopsisthalianaL. 

Col-0 fra2 

ΠKKK M ΠΚΦΜ ΠΚΚΚ Μ ΠΚΦΜ 

Η
μ

ικ
υ

τ
τ
α

ρ
ίν

ες
 

Xyl LM25 + + + + + + 

Cal 
anti β-1-3 

glucan 
+ ++ - + - +/- 

Cal 
Aniline 

blue 
+ ++ - + - +/- 

Π
η

κ
τ
ίν

ες
 

MPHG LM20 ++ ++ + ++ ++ + 

DeSPHG JIM5 + + +/- + ++ +/- 

Ara LM6 - - +/- ++ ++ + 

Γ
λ
υ

κ
ο
π

ρ
ω

τ
εΐ

ν
ες

 

AGPs LM2 +/- - +/- +/- - +/- 

Αυτοφθορισμός - - - - - - 

*Ο Πίνακας 4.1 αποτυπώνει συμβολικά τα αποτελέσματα των εικόνων 4.3 έως 4.12. Η 

εκτίμηση της αφθονίας των τοιχωματικών συστατικών γίνεται ανάλογα με την ένταση του 

σήματος ανοσοφθορισμού, χρώσης ή αυτοφθορισμού στις τομές: (-) απουσία σήματος, (+/-) 

αμυδρή παρουσία σήματος (μικρή αφθονία), (+) διακριτή παρουσία σήματος (ενδιάμεση 

αφθονία), (+/+) έντονη παρουσία σήματος (μεγάλη αφθονία). ΠΚΚΚ: Παρεγχυματικά 

Κύτταρα Κεντρικού Κυλίνδρου μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις, Μ: Μεγακύτταρα 

μολυσμένων φυτών από κομβονηματώδεις, ΠΚΦΜ: Παρεγχυματικά Κύτταρα κεντρικού 

κυλίνδρου Φυτών-Μαρτύρων, Xyl: ξυλογλυκάνη, Cal: καλλόζη, MPHG: 

μεθυλεστεροποιημένη ομογαλακτουρονάνη, DeSPHG: πλήρως απομεθυλεστεροποιημένη 

ομογαλακτουρονάνη, Ara: αραβινάνη, AGPs: γλυκοπρωτεΐνες αραβινογαλακτάνης, Col-0: 

άγριος τύπος ArabidopsisthalianaL., fra2: μετάλλαγμα κατανίνης του ArabidopsisthalianaL. 
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Εικόνα 4.1: Γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων του Πίνακα 4.1. Στα γραφήματα 

(Α), (Β) και (Γ) παρουσιάζονται στήλες τεσσάρων διαφορετικών υψών που αντιστοιχούν στα 

σύμβολα -, +/-, + και ++ του Πίνακα 4.1κατά σειρά αυξανόμενου μεγέθους. Με Col-0 και 

fra2παριστάνεται ο άγριος τύπος και το μετάλλαγμα κατανίνης αντίστοιχα. Tα συστατικά του 

κυτταρικού τοιχώματος που συγκρίνονται είναι οι ημικυτταρίνες Xyl: ξυλογλυκάνη καιCal: 

καλλόζη, οι πηκτινικές ενώσειςMPHG: μεθυλεστεροποιημένη ομογαλακτουρονάνη, 

DeSPHG: πλήρως απομεθυλεστεροποιημένη ομογαλακτουρονάνη, Ara: αραβινάνη και 

AGPs: γλυκοπρωτεΐνες αραβινογαλακτάνης. Τα διαγράμματα (Α) και (Β) αφορούν σε 

μολυσμένα από κομβονηματώδεις φυτά, ενώ το (Γ) σε μη μολυσμένα φυτά. Τα μη 

μολυσμένα φυτά (Γ)Col-0 και fra2 παρουσιάζουν παρόμοια αφθονία στα επιμέρους 

συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων των παρεγχυμματικών κυττάρων του κεντρικού 

κυλίνδρου τους εκτός από την καλλόζη και την αραβινάνη, που είναι εξαρχής αφθονότερες 

στο fra2. Τα αντίστοιχα παρεγχυματικά κύτταρα των μολυσμένων φυτών (Α) διατηρούν 

περίπου το ίδιο πρότυπο κατανομής των επιμέρους συστατικών με τα μη μολυσμένα, με 

παράλληλη αύξηση των MPHG και DeSPHG αλλά και της Cal που έρχεται στα ίδια επίπεδα 

(Α) σε μετάλλαγμα (fra2) και άγριο τύπο (Col-0). Αξιοσημείωτη είναι η διαφορά στην 

κατανομή της αραβινάνης που αυξάνεται ακόμα περισσότερο στο μετάλλαγμα ενώ 

A B Γ 
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παρουσιάζεται αισθητά μειωμένη στον άγριο τύπο (Α). Τα μεγακύτταρα (Β)από την άλλη 

παρουσιάζουν ένα αρκετάδιαφορετικό πρότυπο κατανομής των τοιχωματικών υλικών. Στον 

άγριο τύπο (Col-0) διατηρούνται μόνο τα επίπεδα ξυλογλυκάνης, ενώ AGPs δεν ανιχνεύονται 

καθόλου (Β). Οι εναποθέσεις MPHG και DeSPHG παρουσιάζονται αυξημένες, ενώ η Cal, 

που στα μη μολυσμένα φυτά ήταν ελάχιστη (Γ), βρίσκεται σε υψηλότερη αφθονία ακόμα και 

από τα υπόλοιπα κύτταρα του παρεγχύματος των μολυσμένων φυτών (Α). Παρομοίως, στο 

μετάλλαγμα (fra2), η ξυλογλυκάνη φαίνεται να μην επηρεάζεται από τη μόλυνση 

παραμένοντας στα ίδια επίπεδα με των μη μολυσμένων φυτών (Β-Γ), ενώ ελαφρώς 

ενισχυμένα φαίνονται τα τοιχώματα των μεγακυττάρων σε MPHG και Ara, όπως συμβαίνει 

και με τα υπόλοιπα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου (Α-Β-Γ). Εμφανώς μεγαλύτερη 

συγκέντρωση παρουσιάζει η DeSPHG, ενώ συγχρόνως εξαφανίζονται οι επίτοποι των AGPs 

(Γ). Η καλλόζη, παρότι ενισχυμένη στα παρεγχυματικά κύτταρα των μολυσμένων ριζών (Α), 

δεν απαντά στα τοιχώματα των μεγακυττάρων (Β). 
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4.2 

ΈλεγχοςμολυσματικότηταςκομβονηματωδώνMeloidogyneincognitaσε

φυτάArabidopsisthalianaL. Col-0 καιfra2 

4.2.1 Εκτίμηση ευαισθησίας στη μόλυνση με νηματώδεις του μεταλλαγμένου 

στελέχους ArabidopsisthalianaL. fra2 

Το fra2 είναι πιο ευαίσθητο στη μόλυνση από κομβονηματώδεις 

Meloidogyneincognita καθώς παρουσιάζει σημαντική διαφορά στο βαθμό μόλυνσης 

σε σχέση με το Col-0 (Εικόνα 4.2). Τα fra2φυτά εμφανίζουν περίπου επτά φορές 

υψηλότερες τιμές αριθμού κομβονηματωδών ανά μονάδα ξηρής μάζας της ρίζας απ’ 

ότι τα φυτά Col-0. Η αναγωγή του πλήθους των κομβονηματωδών που μολύνουν τις 

ρίζες ανά μονάδα ξηρής βιομάζας της ρίζας είναι αναγκαία καθώς τοCol-0 και το fra2 

παρουσιάζουν διαφορά ως προς την ανάπτυξη του ριζικού τους συστήματος. Το Col-

0 σχηματίζει νωρίς κατά την ανάπτυξη του, πιο εκτεταμένο και πυκνό ριζικό σύστημα 

από το fra2, με αποτέλεσμα ο αριθμός των κομβονηματωδών που εισέρχονται στις 

ρίζες του την στιγμή της μόλυνσης να είναι μεγαλύτερος συγκριτικά με το fra2. 

 

 
 

 

Εικόνα 4.2: Σύγκριση του βαθμού μόλυνσης (αριθμός κομβονηματωδών/mg ξηρής 

βιομάζας ρίζας) από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita (21dpi)φυτών 

Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2. Το μεταλλαγμένο στέλεχος ArabidopsisthalianaL. 

fra2 είναι πιο ευάλωτο στη μόλυνση από κομβονηματώδεις Meloidogyneincognitaαπό 

τον άγριο τύπο (Col-0). Η προσβολή του ριζικού του συστήματος παρουσιάζει 

συχνότητα επτά φορές μεγαλύτερη από του άγριου τύπου (Col-0). a: p<0,01. 
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4.2.2 Μελέτη της επίδρασης των στελεχών StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 στα φυτάArabidopsisthalianaL. 

Col-0 και fra2 

Παράγοντες βιοελέγχου, όπως οι εδαφικοί στρεπτομύκητες, έχουν δυνητικά 

ευεγερτική δράση, όχι μόνο ως προς την αντιμετώπιση της προσβολής από 

φυτοπαθογόνους οργανισμούς (Sousaetal., 2008), όπως οι κομβονηματώδεις, αλλά 

και στην ανάπτυξη των υπό μελέτη φυτών (Vermaetal., 2011). Στην παρούσα εργασία 

μετρήθηκαν παράμετροι φυτικής αύξησης που αφορούν σε χαρακτηριστικά του 

βλαστού μεταξύ των οποίων το μήκος του βλαστού, το νωπό και το ξηρό βάρος. 

4.2.2.1 Μελέτη της επίδρασης των στελεχών StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 στην ανάπτυξη του βλαστού 

φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Μελετώντας την επίδραση των δύο στελεχών στρεπτομυκήτων σε μολυσμένα από 

κομβονηματώδεις Col-0 και fra2 φυτά προέκυψε μια σειρά αποτελεσμάτων που 

υποδεικνύουν ότι, παρά τις μεταξύ τους διαφορές, και οι δύο τύποι φυτών 

επωφελούνται από την παρουσία στρεπτομυκήτων στη ριζόσφαιρα. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι κάτι τέτοιο δεν ισχύει ελλείψει κομβονηματωδών, δηλαδή 

τα στελέχη στρεπτομυκήτων δεν φαίνεται να προωθούν στον ίδιο βαθμό από μόνα 

τους την φυτική αύξηση. Το στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA220 

παρουσιάζει μεγαλύτερη δυναμική επαναφοράς των αναπτυξιακών παραμέτρων στα 

επίπεδα των μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων. Το στέλεχοςStreptomyces 

colombiensis ATHUBA 438 δρα καλύτερα προς όφελος του fra2 παρά του Col-0. 

Μήκος βλαστού (cm): Με βάσει τα αποτελέσματα που απεικονίζονται στην Εικόνα 

4.3 παρατηρείται γενικά διαφορά στο ύψος του βλαστού μεταξύ φυτών αγρίου τύπου 

και μεταλλαγμάτων κατανίνης. Το fra2σχηματίζει βλαστούς κατά 36% περίπου 

κοντύτερους συγκριτκά με το Col-0 στα φυτά-μάρτυρες. Ομοίως, ο μέσος όρος 

μήκους βλαστών σε φυτά με στρεπτομύκητες ή/και κομβονηματώδεις είναι 

μικρότερος στο fra2 σε σχέση με το Col-0. Για το λόγο αυτό ο έλεγχος στατιστικά 

σημαντικής διαφοράς μεταξύ των μέσων όρων μήκους βλαστού πραγματοποιήθηκε 

για κάθε φυτό ξεχωριστά. Έτσι, στο Col-0 η μόλυνση με κομβονηματώδεις προκαλεί 

μείωση του μήκους του βλαστού. Ωστόσο, το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 επαναφέρει το μήκος του βλαστού στα 

επίπεδα των μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων, ενώ το Streptomyces colombiensis 

ATHUBA 438 αποτυγχάνει να επιφέρει ανάλογο αποτέλεσμα. Στο fra2 ακολουθείται 

ένα πιο ομοιόμορφο πρότυπο ανάπτυξης του βλαστού χωρίς στατιστικά σημαντικές 

διαφορές, αλλά με παρόποια τάση με τον άγριο τύπο στις αντίστοιχες μεταχειρήσεις. 

Η μόλυνση ελαττώνει την αύξηση του βλαστού ενώ το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 τείνει να επαναφέρει το μήκος του βλαστού 

στα άνευ μόλυνσης επίπεδα. Το Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 πλησιάζει 

περισσότερο την αποδοτικότητα του άλλου στελέχους στρεπτομύκητα στο fra2 απ’ 

ότι στο Col-0. Ταυτόχρονα, και στα δύο φυτικά στελέχη είναι έκδηλη η αδυναμία 
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προώθησης της αύξησης του βλαστού από τη αποκλειστική παρουσία των στελεχών 

στρεπτομυκήτων.  

Νωπό βάρος βλαστού (mg): Με βάση τα αποτελέσματα που απεικονίζονται στην 

Εικόνα 4.4 παρατηρείται διαφορά στο νωπό βάρος του βλαστού μεταξύ φυτών Col-0 

και fra2 και ως εκ τούτου η εκτίμηση των αποτελεσμάτων γίνεται ξεχωριστά. Στο 

Col-0 χαμηλότερο κατά μέσο όρο βάρος σε σχέση με τα φυτά-μάρτυρες έχουν οι 

βλαστοί των φυτών με οποιαδήποτε άλλη μεταχείριση εκτός εκείνης του συνδυασμού 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 καιMeloidogyneincognita. Για άλλη μια φορά, 

το στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA220 φαίνεται να προωθεί την αύξηση 

του βλαστού παρουσία κομβονηματωδώνσε στατιστικά σημαντικό βαθμό. Με την 

μέτρηση του νωπού βάρους γίνεται ακόμα πιο εμφανής η σημασία της παρουσίας του 

κομβονηματώδους προκειμένου να δράσει ο στρεπτομύκητας ενισχυτικά στην 

αύξηση του βλαστού. Όπως και στις προηγούμενες Εικόνες, το στέλεχος 

Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 δεν έχει θετική επίδραση ως προς το νωπό 

βάρος του Col-0, ανεξάρτητα από την παρουσία των κομβονηματωδών. Στο fra2 η 

εικόνα είναι διαφορετική σε σχέση με το Col-0. Το νωπό βάρος να παρουσιάζεται 

αυξημένο σε σχέση με των μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων, με βέλτιστη εικόνα να 

εμφανίζουν τα μολυσμένα φυτά με StreptomycesmonomyciniATHUBA220 και 

Meloidogyneincognita, παρότι τα αποτελέσματα δεν χαρακτηρίζονται και πάλι από 

στατιστική σημαντικότητα. 

Ξηρό βάρος βλαστού (mg): Στα ίδια πρότυπα κινείται και η απόδοση της κάθε 

μεταχείρισης ως προς το ξηρό βάρος του βλαστού σε Col-0και fra2. Ωστόσο στην 

Εικόνα 4.5 αποδίδεται στατιστική σημαντικότητα Ρ<0,05 μεταξύ μη μολυσμένων και 

μολυσμένων φυτών σεCol-0 και fra2. Στο Col-0η συμβολή του 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 στην αύξηση του ξηρού βάρους του βλαστού 

είναι μεγαλύτερη συγκρινόμενη με εκείνη των μολυσμένων φυτών από 

κομβονηματώδεις αλλά και εκείνων που αναπτύσσονται σε εμβολιασμένο έδαφος με 

στρεπτομύκητες του ίδιου είδους. Στο fra2το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 φαίνεται να έχει ανάλογο αποτέλεσμα χωρίς 

να επιβεβαιώνεται όμως στατιστικά. Η μεταχείριση φυτών με το στέλεχος 

Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 παρουσιάζει ελαφρώς υψηλότερες τιμές 

ξηρού βάρους βλαστού από εκείνες των μολυσμένων φυτών από 

Meloidogyneincognita κι έτσι δεν μπορεί να αξιολογηθεί ως σημαντική στην προώθηση της 

φυτικής ανάπτυξης για κανένα από τα δύο φυτά. 
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Μήκος βλαστού (cm) 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.3: Σύγκριση της μέσης τιμής του μήκους βλαστού (cm) σε φυτά-μάρτυρες 

Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2και σε μολυσμένα φυτά από κομβονηματώδεις 

Meloidogyne incognita, που αναπτύσσονται παρουσία 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Η 

μόλυνση από κομβονηματώδεις και στα δύο φυτικά στελέχη μειώνει το μήκος του βλαστού, 

ενώ μολυσμένα φυτά των οποίων η ριζόσφαιρα έχει εμπλουτιστεί με το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA220 διατηρούν τους βλαστούς τους στα επίπεδα 

των μη μολυσμένων φυτών. Το στέλεχος Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 

δεν είναι εξίσου αποδοτικό σε κανένα από τους δύο οικότυπους. Φυτά τα οποία 

οποία εμβολιάστηκαν μόνο με στρεπτομύκητες σχηματίζουν κοντύτερους βλαστούς 

από τα φυτά-μάρτυρες. Η ταυτόχρονη παρουσία νηματωδών και στρεπτομυκήτων 

δείχνει να ενισχύει την ανάπτυξη του βλαστού. Το fra2 σχηματίζει βραχύτερους 

βλαστούς από τον άγριο τύπο.Η δοκιμασία t-test πραγματοποιήθηκε για κάθε 

οικότυπο ξεχωριστά,a:p<0,05 
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Νωπό βάρος βλαστού (mg) 

 

 

 
 

 
  

Εικόνα 4.4: Σύγκριση της μέσης τιμής του νωπού βάρους του βλαστού (mg) σε φυτά-

μάρτυρες Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2και σε μολυσμένα φυτά από 

κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita, που αναπτύσσονται παρουσία 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Η 

μόλυνση από κομβονηματώδεις και στα δύο φυτικά στελέχη μειώνει το νωπό βάρος του 

βλαστού. Μολυσμένα φυτά και των δύο οικότυπων που αναπτύσσονται παρουσία του 

στελέχους StreptomycesmonomyciniATHUBA220, σχηματίζουν βλαστούς 

μεγαλύτερου νωπού βάρους συγκριτικά με φυτά-μάρτυρες, αλλά και με μη 

μολυσμένα φυτά που μεγαλώνουν σε έδαφος εμβολιασμένο με τον ίδιο 

στρεπτομύκητα. Αντιθέτως, το στέλεχος Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 

δεν αυξάνει το νωπό βάρος των φυτών ούτε από μόνο του ούτε σε συνδυασμό με το 

νηματώδη.Το μεταλλαγμένο στέλεχος ArabidopsisthalianaL.fra2 σχηματίζει κατά 

κανόνα ελαφρύτερους βλαστούς από τον άγριο τύπο.Η δοκιμασία t-test 

πραγματοποιήθηκε για κάθε οικότυπο ξεχωριστά, a: p<0,05,b: p<0,10. 
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Ξηρό βάρος βλαστού (mg) 

 

 

 
 

 
  

Εικόνα 4.5: Σύγκριση της μέσης τιμής του ξηρού βάρους του βλαστού (mg) σε φυτά-

μάρτυρες Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2και σε μολυσμένα φυτά από 

κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita, που αναπτύσσονται παρουσία 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Η 

μόλυνση από κομβονηματώδεις και στα δύο φυτικά στελέχη μειώνει το ξηρό βάρος του 

βλαστού και στους δύο στέλεχοςυς σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο. Φυτά αγρίου τύπου 

που αναπτύσσονται παρουσία StreptomycesmonomyciniATHUBA220 στο έδαφος και 

μολύνονται από κομβονηματώδεις, διατηρούν τους βλαστούς τους στα επίπεδα των 

μη μολυσμένων φυτών. Παρόμοια εικόνα δίνουν και φυτάfra2 χωρίς ωστόσο να 

χαρακτηρίζονται τα αποτελέσματα από στατιστική σημαντικότητα. Το στέλεχος 

Streptomyces colombiensis ATHUBA 438 δεν είναι εξίσου αποδοτικό με 

τοStreptomycesmonomyciniATHUBA220 στο Col-0 ενώ δείχνει να ενισχύει 

περισσότερο την αύξηση του ξηρού βάρους του βλαστού στο fra2. Το fra2 

σχηματίζει κατά κανόνα ελαφρύτερους βλαστούς από τον άγριο τύπο.Η δοκιμασία t-

test πραγματοποιήθηκε για κάθε στέλεχος ξεχωριστά, a, b, e:p<0,05,c, d: p<0,01. 
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Η άμεση σύγκριση των αναπτυξιακών χαρακτηριστικών των φυτώνCol-0 και fra2 

είναι δύσκολη εξαιτίας εγγενών διαφορών που παρουσιάζουν στην ανάπτυξή τους. 

Για το λόγο αυτό υπολογίστηκε ο δείκτης ανθεκτικότητας 

RTI(RelativeToleranceIndex) (Dixonetal., 1990) για κάθε αναπτυξιακό 

χαρακτηριστικό, μήκος (ShootLengthRTI, SLRTI), νωπό (ShootWetMassRTI, 

SWMRTI) και ξηρό (ShootDryMassRTI, SDMRTI) βάρος βλαστού ξεχωριστά 

(Ενότητα 3.3.4). Μέσω του RTIμπορούν να συγκριθούν τα στελέχη στρεπτομυκήτων 

ως προς την δυνατότητα αναστροφής του φαινότυπου της μόλυνσης από 

κομβονηματώδεις Meloidogyneincognitaσε Col-0 και fra2 φυτά. Ο λόγος των 

μολυσμένων φυτών (Col-0 και fra2), με ή χωρίς μεταχείριση στρεπτομυκήτων, προς τα 

αντίστοιχα μη μολυσμένα φυτά ανάγεται σε ποσοστό επί τοις εκατό, όπως φαίνεται 

στον παρακάτω Πίνακα 4.2.  

 

Πίνακας 4.2: Δείκτης RTI για το μήκος, νωπό και ξηρό βάρος βλαστού σε μολυσμένα φυτά 

ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Μεταχείριση 
SLRTI SWMRTI SDMRTI 

Col-0 fra2 Col-0 fra2 Col-0 fra2 

Meloidogyneinco

gnita 
80% 83% 67% 120% 55% 64% 

Meloidogyne 

incognita + 

S.colombiensis 

ATHUBA 438 

91% 91% 89% 135% 78% 95% 

Meloidogyne 

incognita + 

S.monomycini 

ATHUBA 220 

103% 97% 126% 155% 105% 97% 

 

Ταπαραπάνωαποτελέσματα παρουσιάζονται ανά παράμετρο αύξησης και στις 

Εικόνες 4.6-4.8. Η διακεκομμένη γραμμή (100%) δείχνει το επίπεδο ανάπτυξης των 

φυτών-μαρτύρων (Col-0 και fra2), διευκολύνοντας την σύγκριση μεταξύ των 

διαφορετικών μεταχειρίσεων, αλλά και του fra2 σε σχέση με το Col-0. Γενικά, τα 

μολυσμένα από κομβονηματώδεις φυτά εμφανίζουν το χαμηλότερο ποσοστό 

ανάπτυξης. Ακολουθούν τα μολυσμένα φυτά που έχουν αναπτυχθεί σε εμβολιασμένο 

έδαφος με το στέλεχος Streptomyces colombiensis ATHUBA 438, ενώ τη βέλτιστη 

ικανότητα ανάπτυξης δίνει η μεταχείριση με το στέλεχος 
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StreptomycesmonomyciniATHUBA220, η οποία στις περισσότερες περιπτώσεις 

ξεπερνά ακόμα και τα επίπεδα ανάπτυξης των μη μολυσμένων φυτών.  

 

Μήκος βλαστού (cm):Ο εμπλουτισμός της ριζόσφαιρας με στελέχη στρεπτομυκήτων 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 

προωθεί την ανάπτυξη του βλαστού των μολυσμένων φυτών τόσο στο Col-0 όσο και 

στο fra2. Πιο συγκεκριμένα, η μεταχείρηση με το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 δίνει fra2 φυτά κατά 14% ψηλότερα που 

πλησιάζουν τα επίπεδα των μη μολυσμένων φυτών-μαρτύρων (97%).Στο Col-0 το 

μήκος του βλαστού ξεπερνά τα επίπεδα των μη μολυσμένων φυτών (105%), 

σημειώνοντας ποσοστό αύξησης 23% έναντι των μολυσμένων φυτών χωρίς 

προσθήκη στρεπτομυκήτων. Το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438 

δεν παρουσιάζει την ίδια δυναμική επαναφοράς του μήκους του βλαστού στο Col-

0και στο fra2, επιφέροντας αύξηση μόνο κατά 11% και 8% αντίστοιχα.  

 

Νωπό βάρος βλαστού (mg):Οι στρεπτομύκητες βοηθούν τα φυτά να επιτύχουν 

υψηλότερεςτιμέςνωπού βάρουςσε σύγκριση με φυτά-μάρτυρες Col-0 και fra2. Στο 

Col-0, το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438 συνεισφέρει στην 

αύξηση του νωπού βάρους του βλαστού κατά 22% χωρίς όμως να ξεπερνά τα 

φυσιολογικά επίπεδα των φυτών-μαρτύρων (89%). Αντίθετα, φυτάCol-0 με το 

στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 ξεπερνούνκατά πολύ τα επίπεδα 

νωπού βάρους των μη μολυσμένων φυτών, αγγίζοντας το ποσοστό 126%, δηλαδή 

59% μεγαλύτερο από των μολυσμένων φυτών και 37% ενισχυμένο σε σχέση με την 

μεταχείρηση με το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438. Στο fra2 η 

μόλυνση από κομβονηματώδεις φαίνεται να επηρεάζει ανοδικά (ποσοστό αύξησης 

20%) το νωπό βάρος των φυτών ακόμα και χωρίς την προσθήκη στρεπτομυκήτων. 

Παρόλα αυτά, η μεταχείρηση με το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 ενισχύει την αύξηση του μήκους του βλαστού κατά 15%, ενώ η μεταχείριση με 

το στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 κατά 35%, σχηματίζοντας 

βλαστούς 135% και 155% βαρύτερους σε σχέση με των μη μολυσμένων φυτών. 

 

Ξηρό βάρος βλαστού (mg):Η συνεισφορά των 

στρεπτομυκήτωνStreptomycescolombiensisATHUBA 438 και 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 στην ανάκτηση του φυσιολογικού ξηρού 

βάρους των μολυσμένων φυτώνfra2 είναι ισοδύναμη με ποσοστά αύξησης 31% και 

33% αντίστοιχα. Τα φυτά αυτά πλησιάζουν το φυσιολογικό ξηρό βάρος (σε ποσοστό 

95% και 97% αντίστοιχα) χωρίς όμως να το ξεπερνούν. Στο Col-0 το στέλεχος 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 συμβάλλει στην αύξηση του ξηρού βάρους 

του βλαστού κατά 23%, αλλά σε πολύ μικρότερο βαθμό συγκριτικά με το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 που προωθεί τα επίπεδα ξηρού βάρους κατά 

50%, σε τιμές ανώτερες αυτών των μη μολυσμένων φυτών (105%). 
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RTI μήκους βλαστού (SLRTI) 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.6:Δείκτης RTI για το μήκος του βλαστού των μολυσμένων φυτών Arabidopsis 

thaliana L. Col-0 και fra2 από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita, που 

αναπτύσσονται χωρίς ή με τα εδαφικά στελέχη 

στρεπτομυκήτωνStreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Οι στρεπτομύκητες βοηθούν τα φυτά να 

επανέλθουν στα επίπεδα ανάπτυξης των μη μολυσμένων φυτών. Το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 πλησιάζει πολύ (στο fra2) ή ακόμα και ξεπερνά 

(στο Col-0) το μήκος του βλαστού των μη μολυσμένων φυτών. Το στέλεχος 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 δεν παρουσιάζει την ίδια δυναμική επαναφοράς, 

παρόλο που ενισχύει κι αυτό την ανάπτυξη του βλαστού ως προς το μήκος. Η διακεκομμένη 

γραμμή παριστάνει το επίπεδο ανάπτυξης μη μολυσμένων φυτών (100%). 
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RTIνωπού βάρους βλαστού (SWMRTI) 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.7:Δείκτης RTI για το νωπό βάρος του βλαστού των μολυσμένων φυτών 

Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2 από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita, που 

αναπτύσσονται χωρίς ή με τα εδαφικά στελέχη 

στρεπτομυκήτωνStreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Οι στρεπτομύκητες βοηθούν τα φυτά να επιτύχουν 

υψηλότερα επίπεδα ανάπτυξης από εκείνα των μη μολυσμένων φυτών. Το στέλεχος 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 συνεισφέρει στην αύξηση του νωπού βάρους του 

βλαστού χωρίς να ξεπερνά τα επίπεδα των μη μολυσμένων φυτών Col-0. Στο fra2η μόλυνση 

από κομβονηματώδεις φαίνεται να επηρεάζει ανοδικά το νωπό βάρος των φυτών, ενώ η 

μεταχείρηση με το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438 την ενισχύει ακόμα 

περισσότερο. Το στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 ξεπερνά σε μεγάλο 

βαθμό τα επίπεδα νωπού βάρους των μη μολυσμένων φυτών και στα δύο φυτικά στελέχη 

(Col-0 και fra2). Η διακεκομμένη γραμμή παριστάνει το επίπεδο ανάπτυξης μη μολυσμένων 

φυτών (100%). 
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RTIξηρού βάρους βλαστού (SDMRTI) 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.8:Δείκτης RTI για το ξηρό βάρος του βλαστού των μολυσμένων φυτών 

Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2 από κομβονηματώδεις Meloidogyne incognita, 

που αναπτύσσονται χωρίς ή με τα εδαφικά στελέχη 

στρεπτομυκήτωνStreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Οι στρεπτομύκητες 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 

συνεισφέρουν σημαντικά στην ανάκτηση του ξηρού βάρους σε μολυσμένα φυτάfra2, χωρίς 

ωστόσο να το ξεπερνούν. Στο Col-0 το στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438 

συμβάλλει στην αύξηση του ξηρού βάρους του βλαστού σε πολύ μικρότερο βαθμό από ότι 

το στέλεχος StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 που ξεπερνά τα επίπεδα ξηρού βάρους 

των μη μολυσμένων φυτών. Η διακεκομμένη γραμμή παριστάνει το επίπεδο ανάπτυξης μη 

μολυσμένων φυτών (100%). 
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4.2.2.2 Μελέτη της επίδρασης των στελεχών StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 στο βαθμό μόλυνσης φυτών 

ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Το fra2 παρουσιάζει αυξημένη ευαισθησία στη μόλυνση από 

κομβονηματώδειςMeloidogyneincognita σε σχέση με το Col-0, όπως φάνηκε από τα 

αποτελέσματα της ενότητας 4.2.1. Γενικά, τα fra2φυτά που μολύνονται μόνο από 

κομβονηματώδεις Meloidogyneincognitaκαι εκείναπου αναπτύσσονται αρχικά σε 

έδαφος με τα εδαφικά στελέχη στρεπτομυκήτων StreptomycescolombiensisATHUBA 

438 και StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 εμφανίζουν υψηλότερες τιμές 

αριθμού κομβονηματωδών ανά μονάδα ξηρής βιομάζας της ρίζας απ’ ότι τα φυτά 

Col-0 με την αντίστοιχη μεταχείριση, σε στατιστική σημαντικότητα Ρ<0,05 (Εικόνα 

4.9). 

Μεταχείριση μεStreptomycescolombiensisATHUBA 438: Το στέλεχος 

StreptomycescolombiensisATHUBA 438 φαίνεται να επιδρά πιο αποτελεσματικά στο 

fra2 παρά στο Col-0, σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο Ρ<0,01. Στον άγριο τύπο δεν 

παρατηρείται μείωση του βαθμού μόλυνσης συγκριτικά με τα φυτά που 

αναπτύσσονται απουσία στρεπτομυκήτων. Αντιθέτως, στο fra2 η διαφορά στην 

ευαισθησία είναι αισθητή.  

Μεταχείριση μεStreptomycesmonomyciniATHUBA 220: Το στέλεχος 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 έχει εμφανώς πιο ευεργετική δράση για τον 

ξενιστή ενάντια στη μόλυνση από κομβονηματώδεις και στα δύο φυτικά στελέχη. Πιο 

συγκεκριμένα, στο Col-0 ο βαθμός μόλυνσης παρουσία 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 περιορίζεται περίπου κατά 51% σε 

στατιστικά σημαντικό βαθμό Ρ<0,05 συγκριτικά με τις άλλες δύο μεταχειρίσεις, αλλά 

και στο fra2 το στέλεχος αυτό δείχνει να συνεισφέρει περισσότερο στην 

αντιμετώπιση της μόλυνσης. 

Το γεγονός ότι δεν επιτεύχθηκε στατιστική σημαντικότητα μεταξύ των τιμών του 

βαθμού μόλυνσης των φυτών fra2 παρουσία και απουσία στρεπτομυκήτων οφείλεται 

ίσως στον μικρότερο αριθμό δειγμάτων. Τα μεταλλάγματα fra2 παρουσιάζουν γενικά 

χαμηλότερο ποσοστό φύτρωσης από τον άγριο τύπο με αποτέλεσμα ο αριθμός των 

δειγμάτων να περιορίζεται σημαντικά. 
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Βαθμός μόλυνσης 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.9: Σύγκριση του βαθμού μόλυνσης (αριθμός κομβονηματωδών/mg ξηρής 

βιομάζας ρίζας) σε φυτά Arabidopsis thaliana L. Col-0 και fra2 που αναπτύσσονται 

παρουσία StreptomycescolombiensisATHUBA 438 ή StreptomycesmonomyciniATHUBA 

220 με φυτά χωρίς προσθήκη εδαφικού στελέχους στρεπτομυκήτων. Στο Col-0 το 

στέλεχος StreptomycescolombiensisATHUBA 438 δεν περιορίζει το βαθμό μόλυνσης, ενώ 

το StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 παρουσιάζει στατιστικά σημαντική μείωση της 

μόλυνσης από κομβονηματώδεις.Στο fra2 και τα δύο στελέχη στρεπτομυκήτων φαίνεται να 

επιδρούν ανασταλτικά στη μόλυνση με πιο αποτελεσματικό το 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220. Συνολικά, το fra2 είναι σε στατιστικά σημαντικό 

βαθμό πιο ευαίσθητο στη μόλυνση από Meloidogyneincognita σε σχέση με τον άγριο τύπο. 

a,d:p<0,05,b: p<0,01, c, e: p<0,001. 
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5 Συζήτηση 

Μέχρι σήμερα έχουν μελετηθεί μεταλλάγματα δευτερογενών στοιχείων του 

κυτταρικού τοιχώματος (ημικυτταρινών, πηκτινών και γλυκοπρωτεϊνών) του 

ArabidopsisthalianaL. τα οποία παρουσιάζουν διαφορές ως προς τη σύσταση των 

τοιχωμάτων, χωρίς ωστόσο να διαφέρει σημαντικάο βαθμός μόλυνσης από 

κομβονηματώδειςM.incognita (Bozbugaetal., 2018). Αντιθέτως, μεταλλάγματα 

κυτταροσκελετού, όπως το μετάλλαγμα κατανίνης fra2, που επηρεάζουν τόσο τη 

μορφολογία της ρίζας και την κυτταρική έπεκταση όσο και τη σύσταση των 

τοιχωμάτων θα μπορούσαν να παρουσιάσουν διαφορετική ευαισθησία στη μόλυνση 

συγκριτικά με φυτά αγρίου τύπου(Luptovčiak et al., 2017; Panteris et al,. 2018). Για 

το λόγο αυτό το μετάλλαγμα fra2 επιλέχθηκε στην παρούσα εργασία για τη μελέτη 

της προσβολής φυτών από κομβονηματώδεις M.incognita. 

Παλαιότερες μελέτες δείχνουν ότι το μετάλλαγμα fragilefiber 2 (fra2) παρουσιάζει 

αυξημένη ευθραυστότητα στους ιστούς του υπέργειου τμήματος αλλά και του ριζικού 

του συστήματος (Burketal., 2001). Η μειωμένη περιεκτικότητα των κυτταρικών 

τοιχωμάτων του fra2 σε κυτταρίνη και το διαφορετικό πρότυπο εναπόθεσης λιγνίνης, 

οδηγούν σε φυτά με μειωμένη αντοχή σε εφελκυσμό (Burketal., 2001). Ο φαινότυπος 

των φυτών fra2 χαρακτηρίζεται από μικρότερο λόγο μήκους/πλάτους φυτικών 

οργάνων που οφείλεται στο διάχυτο πρότυπο κυτταρικής αύξησης (Baskinetal., 2004; 

Burketal., 2001). Διαταραχές του κυτταροσκελετού κατά τη κυτταρική διαίρεση στα 

φυτά fra2 επηρεάζουν το επίπεδο των κυτταρικών διαιρέσεων και κατ’ επέκταση την 

ανάπτυξη της ρίζας (Luptovčiak et al., 2017; Panteris et al,. 2018). Η μεριστωματική 

ζώνη είναι περιορισμένη και οι φυτικοί ιστοί του ακρόρριζου δεν ακολουθούν το 

καλά στοιχισμένο πρότυπο διάταξης των κυττάρων της ρίζας που απαντούν στο Col-0 

(Panterisetal., 2011). Μέχρι σήμερα δεν έχει πραγματοποιηθεί μελέτη της σύστασης 

των κυτταρικών τοιχωμάτων στο fra2. 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε αρχικά η σύσταση των κυτταρικών τοιχωμάτων 

φυτών fra2 συγκριτικά με τον άγριο τύπο (Col-0), ως προς την παρουσία και την 

κατανομή πολυσακχαριτικών δευτερογενών στοιχείων του κυτταρικού τοιχώματος, 

με τεχνικές ανοσοφθορισμού. Ακολούθησε εντοπισμός των ίδιων τοιχωματικών 

επιτόπων σε κόμβους μολυσμένων φυτών, για να διαπιστωθούν οι διακριτές 

τροποποιήσεις του τοιχώματος των μεγακυττάρων στο μετάλλαγμα κατανίνης και τον 

άγριο τύπο. Στη συνέχεια, καλλιέργειες φυτών σε έδαφος, ανέδειξαν την αυξημένη 

ευαισθησία του fra2 στη μόλυνση από κομβονηματώδεις M.incognita, ενώ η 

μεταχείριση φυτών fra2 και Col-0 με ενδημικά στελέχη εδαφικών στρεπτομυκήτων 

οδήγησε στη μείωση έως και 51% του βαθμού μόλυνσης, όπως συνήθως 

παρατηρείται σε πειράματα βιοελέγχου και με στελέχη στρεπτομυκήτων (Kauretal., 

2016),και τόνισε τη σημασία των βιοτικών αλληλεπιδράσεων στο μικροπεριβάλλον 

της ριζόσφαιρας.  
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5.1 Η σύσταση του κυτταρικού τοιχώματος διαφέρει στις ρίζες 

μολυσμένων από κομβονηματώδεις Meloidogyneincognitaκαι μη 

μολυσμένων φυτών ArabidopsisthalianaL. Col-0 και fra2 

Σύσταση κυτταρικού τοιχώματος μη μολυσμένων φυτών Col-0 και fra2: Κατά τη 

ριζική ανάπτυξη τα τοιχώματα των κυττάρων της ρίζας πρέπει να είναι αρκετά ισχυρά 

ώστε να μην καταρρεύσουν από την εφαρμογή πολλαπλών εσωτερικών και 

εξωτερικών πιέσεων και τάσεων. Η πίεση σπαργής του πρωτοπλάστη (εσωτερικά) και 

οι διατμητικές τάσεις κατά την διείσδηση της ρίζας σε βαθύτερα στρώματα του 

εδάφους (εξωτερικά) προϋποθέτουν το σχηματισμό ενισχυμένων κυτταρικών 

τοιχωμάτων, πλούσιων σε ημικυτταρίνες και πηκτινικές ενώσεις (DeSPHG, 

απομεθυλεστεροποιημένης ομογαλακτουρονάνης και ραμνογαλακτουρονάνης ΙΙ), 

ενώ συχνά στην ενίσχυση των τοιχωμάτων και την κυτταρική διασύνδεση 

συμμετέχουν και γλυκοπρωτεΐνες του τοιχώματος. Παράλληλα όμως τα κύτταρα στη 

ζώνη των κυτταρικών διαιρέσεων και τη ζώνη επιμήκυνσης πρέπει να διατηρούν την 

εκτατότητα των τοιχωμάτων τους (Dolan&Davies, 2004). Αυτό επιτυγχάνεται με την 

χαλάρωση των διασυνδέσεων μεταξύ πηκτινών ενώσεων του τοιχώματος (MPHG, 

μεθυλεστεροποιημένη ομογαγλακτουρονάνηκαι ραμνογαλακτουρονάνη Ι) 

(McCartneyetal., 2003;Dolanetal., 1997). Στη ζώνη διαφοροποίησης, στην οποία 

εστιάζεται η παρούσα εργασία και διακρίνεται από την παρουσία στοιχείων 

πρωτοξυλώματος (Dolanetal, 1993), τα κύτταρα έχουν λάβει την τελική τους 

διαμόρφωση. Οι υποκαταστάτες (μεθυλομάδες) της MPHG σταδιακά 

απομακρύνονται προς σχηματισμό συνεκτικών πηκτωμάτων DeSPHG ενώ 

παράλληλα αυξάνει η συγκέντρωση ημικυτταρινών (Somssichetal., 2016). 

Πράγματι, στις τομές των ριζων του Col-0 η παρουσία πηκτινικών επιτόπων MPHG 

(LM20)περιορίζεται μόνο στα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου, μιας και τα 

κύτταρα του φλοιού, της ενδοδερμίδας και της ριζοδερμίδας σε αυτή την περιοχή της 

ρίζας αναμένεται να έχουν λάβει το τελικό τους μέγεθος (Εικόνα 4.10.Α2). Σε αυτή τη 

διαπίστωση συνηγορεί η εκτεταμένη κατανομή του αντισώματος JIM5 που ανιχνεύει 

DeSPHG (Εικόνα 4.9.Α2). Τα στοιχεία του κεντρικού κυλίνδρου φαίνεται να 

βρίσκονται σε μια ενδιάμεση κατάσταση όπου περιοχές MPHG και DeSPHG 

συνυπάρχουν στα κυτταρικά τοιχώματα, με πιο έντονη παρουσία στα στοιχεία του 

αγωγού ιστού. Επιπλέον, ομοιόμορφη κατανομή ενώσεων αραβινάνης (LM6), που 

συνεισφέρουν στη διατήρηση της ελαστικότητας των τοιχωμάτων (McCartneyetal., 

2000), παρατηρείται σε όλο το εύρος της ζώνης διαφοροποίησης τομών του Col-0 

(Εικόνα 4.11.Α2). Αντιθέτως, οι τομές ριζών fra2 χαρακτηρίζονται από εκτεταμένη 

εναπόθεση MPHG σε όλους τους ιστούς της ρίζας, και ιδιαίτερα στα παρεγχυματικά 

κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου, ενώ εντονότερη εναπόθεση ενώσεων αραβινάνης 

περιορίζεται στον κεντρικό κύλινδρο. Ο εντοπισμός DeSPHG στο fra2 είναι 

παρόμοιος του Col-0. Η τροποποίηση των πηκτινικών ενώσεων στη ζώνη 

διαφοροποίησης στον άγριο τύπο, επιφέρει αλλαγές στις μηχανικές ιδιότητες των 

κυτταρικών τοιχωμάτων που οδηγούν προοδευτικά στη καθιέρωση ισχυρότερων και 

ταυτόχρονα ελαστικών τοιχωμάτων. Οι τροποποιήσεις αυτές στη σύσταση των 
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τοιχωμάτων του fra2 φαίνεται να καθυστερούν να πραγματοποιηθούν στη ζώνη 

διαφοροποίησης.  

Η περιεκτικότητα των κυτταρικών τοιχωμάτων σε ημικυτταρίνες στο σύνολο των 

ιστών της ρίζας στο fra2 είναι υψηλότερη σε σχέση με του Col-0, γεγονός που 

πιθανότατα οφείλεται στην μη φυσιολογική κυτταρική αύξηση. Η ξυλογλυκάνη 

(LM25) κατανέμεται ομοιόμορφα στην τομή της ρίζας του fra2, ενώ στο Col-0 

περιορίζεται κυρίως στον κεντρικό κύλινδρο και ειδικότερα στα στοιχεία του αγωγού 

ιστού (Εικόνα 4.6.Α2,Β2). Στον άγριο τύπο αυτό το πρότυπο κατανομής είναι 

αναμενόμενο αφού η αφθονία των τοιχωμάτων σε ξυλογλυκάνη επηρεάζει τη 

συνεκτικότητα του δικτύου κυτταρίνης-ημικυτταρίνης (Lopezetal., 2010), 

συμβάλλοντας στην αύξηση της στιβαρότητας των κυτταρικών τοιχωμάτων και 

μειώνοντας παράλληλα την εκτατότητά τους (Pauly&Keegstra, 2016; 

Scheller&Ulvskov, 2010; Chanliaudetal., 2004). Στο fra2 η γενικευμένη εναπόθεση 

ξυλογλυκάνης πιθανότητα εντείνεται για να αντισταθμίσει τη μειωμένη σύνθεση 

ινιδίων κυτταρίνης (Burketal., 2001; Zhaoetal., 2019). Η καλλόζη ακολουθεί το ίδιο 

πρότυπο με τη ξυλογλυκάνη σε άγριο τύπο και μετάλλαγμα, ενισχύοντας την 

παραπάνω υπόθεση (Εικόνα 4.8.Α2,Β2). Γλυκοπρωτεΐνες AGPs που επηρεάζουν 

επίσης τις μηχανικές ιδιότητες των τοιχωμάτων και ελέγχουν την κυτταρική 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση, καθώς και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ γειτονικών 

κυτταρων, ανιχνεύονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις στο σύνολο των φυτικών ιστών 

της ρίζας και των δύο φυτικών στελεχών (Jose-Estanyol&Puigdomenech, 2000; 

Bozbugaetal., 2018) (Εικόνα 4.12.Α2,Β2).  

Σύσταση κυτταρικού τοιχώματος μεγακυττάρων φυτών Col-0 και fra2: Τα τοιχώματα 

των μεγακυττάρων πρέπει να είναι πρωτίστως ισχυρά, για να αποφευχθεί η 

κατάρρευση λόγω της υψηλής πίεσης σπαργής από τη διόγκωση του πρωτοπλάστη 

(Εικόνα 4.2 και 4.4.Α1,Β1), και αρκούντως εκτάσιμα, ώστε να εξυπηρετούν τις 

περιοδικές διατροφικές απαιτήσεις του νηματώδους (Kyndtetal., 2013). Για το λόγο 

αυτό τα μεγακύτταρα υπόκεινται σε σειρά τροποποιήσεων της σύστασης των 

τοιχωμάτων τους. Σε παλαιότερες μελέτες σύστασης κυτταρικών τοιχωμάτων 

συγκυτίων κυστονηματωδών, διαπιστώθηκε αυξημένη περιεκτικότητα MPHG και 

ξυλογλυκάνης (Bohlmann&Sobczak, 2014; Zhangetal., 2016).Παρόμοια 

αποτελέσματα πρόεκυψαν από μελέτη μεταξύ διαφορετικών ξενιστών που 

μολύνθηκαν με κομβονηματώδεις Μ.incognita, τα οποία έδειξαν επιπλέον μειωμένη 

έως μηδαμινή παρουσία ενώσεων αραβινάνης και γλυκοπρωτεϊνών (AGPs) στα 

τοιχώματα των μεγακυττάρων (Bozbugaetal., 2018).Οι τροποποιήσεις αυτές 

προσδίδουν στο τοίχωμα των μεγακυττάρων την απαραίτητη πλαστικότητα που 

συνοδεύει την κατ’ όγκο αύξηση ενώ ταυτότρονα αντιστέκεται στη διάρρηξή τους. 

Στην παρούσα εργασία επιβεβαιώθηκε η κατανομή των ανωτέρω πολυσακχαριτών 

και γλυκοπρωτεϊνών στα τοιχώματα των μεγακυττάρων του Col-0. Ωστόσο στο fra2 

διαπιστώθηκαν αποκλίσεις στην περιεκτικότητα των τοιχωμάτων ορισμένων 

δευτερογενών στοιχείων του κυτταρικού τοιχώματος. Στα μεγακύτταρα του 

μεταλλάγματος κατανίνης ο εντοπισμός MPHG είναι εντονότερος, γεγονός που 
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ενισχύει την πλαστικότητα και εκτατότητα των τοιχωμάτων. Ταυτόχρονα, η 

εναπόθεση ενώσεων αραβινάνης εκτείνεται σε όλη τη διατομή της ρίζας εκπέμποντας 

πολύ ισχυρό σήμα, ενδεικτικό της έντονης παρουσίας τους στο σύνολο των φυτικών 

ιστών. Η αύξηση εναποθέσεων αραβινάνης, που ενισχύει την ελαστικότητα των 

κυτταρικών τοιχωμάτων, θα μπορούσε να θεωρηθεί ως απόκριση στην αυξημένη 

ευθραυστότητα που παρουσιάζουν οι ιστοί του fra2. Ενδιαφέρον θα ήταν να φανεί αν 

η απόκριση αυτή οφείλεται σε μηχανισμούς άμυνας του ξενιστή ή επάγεται μέσω 

εκκρίσεων του κομβονηματώδους ώστε να προστατεύσει από διάρρηξη το ενδιαίτημά 

του. Διαφορές από τον άγριο τύπο παρουσιάζονται επίσης στην κατανομή της 

καλλόζης. Είναι κοινώς αποδεκτό ότι η καλλόζη συντίθεται στα άκρα των 

πλασμοδεσμών και ελέγχει τη συμπλαστική διέλευση ουσιών μεταξύ γειτονικών 

κυττάρων(Knoxetal., 2014). Επιπλέον, συντίθεται υπό συνθήκες βιοτικής και 

αβιοτικής καταπόνησης (DeStorme&Geelen, 2014; Eleftheriouetal., 2012; Voigt, 

2014).Σε μελέτες συγκυτίων κυστονηματώδων σκωλήκων έχει παρατηρηθεί ο 

σχηματισμός πώματος καλλόζης (feedingplug) που εμποδίζει την κυτοπλασματική 

διακίνηση συστατικών προς το άνοιγμα του στιλέτου του νηματώδους 

(Golinowskietal., 1999), όμως κάτι τέτοιο δεν έχει παρατηρηθεί σε μεγακύτταρα 

κομβονηματωδών. Μέχρι και σήμερα η έρευνα γύρω από την εναπόθεση καλλόζης 

στα μεγακύτταρα είναι πολύ περιορισμένη. Στην παρούσα φαίνεται ότι η μόλυνση 

από παρασιτικούς νηματώδεις επάγει τη σύνθεση καλλόζης (Εικόνα 4.8.Α1,Α2). 

Ειδικότερα, στα μεγακύτταρα του Col-0 παρατηρείται έντονη εναπόθεση καλλόζης 

(Εικόνα 4.8.Α1). Η ενίσχυση των τοιχωμάτων με καλλόζη υποστηρίζει το κυτταρικό 

τοίχωμα των μεγακυττάρων, ενώ δεν μπορεί να αποκλιστεί και η πιθανότητα να 

αποτελεί μηχανικό φραγμό έναντι της μόλυνσης από κομβονηματώδεις, όπως έχει 

διαπιστωθεί για άλλα είδη νηματωδών (Holbeinetal., 2016).Η ελάττωση του 

ανοίγματος των πόρων περιορίζει τη συμπλαστική μεταφορά θρεπτικών μεταξύ 

γειτονικών μεγακυττάρων, αλλά και μεταξύ των μεγακυττάρων και του αγωγού 

ιστού, παρεμποδίζοντας με αυτό τον τρόπο τη θρέψη του νηματώδους. Πράγματι, 

στην Εικόνα 4.8.Α1 παρατηρείται αυξημένη εναπόθεση καλλόζης τόσο μεταξύ 

εφαπτόμενων μεγακυττάρων όσο και στην περιοχή μεταξύ των μεγακυττάρων και 

των αγγείων του ξυλώματος. Στα τοιχώματα των μεγακυττάρων του fra2 η σύνθεση 

καλλόζης είναι εμφανώς μειωμένη (Εικόνα 4.8.Β1). Με αυτό τον τρόπο 

καταστρατηγείται η πρώτη γραμμή άμυνας του ξενιστή που λειτουργεί ως μηχανικός 

φραγμός έναντι της υπέρμετρης αύξησης του μεγακυττάρου, ενώ παράλληλα 

διευκολύνεται η συμπλαστική διακίνηση κυτταροπλάσματος που αποτελεί τη 

διατροφή του νηματώδους. Ο συνδυασμός των ανωτέρω παρατηρήσεων θα μπορούσε 

εν μέρει να εξηγήσει την ευαισθησία του μεταλλάγματος fra2 στη μόλυνση από 

κομβονηματώδεις. 

5.2 Το ArabidopsisthalianaL.fra2 παρουσιάζει αυξημένη ευαισθησία 

στη μόλυνση από Meloidogyneincognita 

Πειράματα ευαισθησίας σε Col-0 και fra2 έδειξαν αυξημένη ευαισθησία του 

μεταλλάγματος στη μόλυνση από M.incognita. Η συχνότητα εμφάνισης 
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κομβονηματωδών στις ρίζες του fra2 βρέθηκε επτά φορές περίπου υψηλότερη από 

του Col-0 (Εικόνα 4.2), γεγονός που υποδεικνύει ότι η μειωμένη δραστικότητα της 

κατανίνης οδηγεί στην αύξηση της ευαισθησίας του φυτού. 

Η μειωμένη σύνθεση κυτταρίνης στα τοιχώματα του fra2 τα καθιστά εξαιρετικά 

εύθραυστα. Με αυτό τον τρόπο διευκολύνεται η διακυτταρική διέλευση του 

μολυσματικού J2 σταδίου του κομβονηματώδους αλλά και η διάτρηση συνοδών 

κυττάρων για την εγκατάστασή του στη θέση θρέψης. Επιπλέον, η φανερά μειωμένη 

περιεκτικότητα των τοιχωμάτων του fra2σε καλλόζη, που συντίθεται σε συνθήκες 

μηχανικής καταπόνησης και συνεισφέρει στην ελαστικότητα των τοιχωμάτων ενώ 

παράλληλα προστατεύει το πλασμαλήμμα από την έντονη πίεση σπαργής των 

μεγακυττάρων, συμβάλλει στην ευαισθησία του φυτού fra2 στη μόλυνση. Ως 

αντιστάθμισμα της έλλειψης επαρκούς ποσότητας καλλόζης στα μεγακύτταρα του 

fra2, παρατηρείται έντονη παρουσία επιτόπων αραβινάνης και MPHG προκειμένου 

να διατηρηθεί η συνοχή των κυτταρικών τοιχωμάτων των μεγακυττάρων. Η 

αξιοσημείωτη αύξηση της εναπόθεσης αραβινάνης σε ολόκληρη τη διατομή του 

κόμβου συμβάλλει περαιτέρω στη σταθεροποίηση των ιστών της ρίζας, που λόγω 

αυξημένης ευθραυστότητας θα μπορούσε να καταρρεύσει υπό την έντονη πίεση των 

διογωμένων μεγακυττάρων εντός του κεντρικού κυλίνδρου. Με αυτά τα δεδομένα 

γίνεται σαφές ότι η κατανίνη που ελέγχει την ορθή λειτουργία του κυτταροσκελετού 

και πιο συγκεκριμένα του δικτύου μικροσωληνίσκων, συμμετέχει έμμεσα στην άμυνα 

του ξενιστή ενάντια στη μόλυνση από κομβονηματώδεις.  

Είναι γνωστό ότι οι φυτοπαρασιτικοί νηματώδεις επάγουν κυτταρικές τροποποιήσεις 

παρεμβαίνοντας μέσω εκκρίσεων στη γονιδιακή ρύθμιση των ξενιστών τους. Δεν 

αποκλείεται μέρος αυτών των τροποποιήσεων που παρατηρήθηκαν στο fra2 να 

προέρχεται από τον έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης του φυτού από μέρους του 

νηματώδους και όχι από την άμεση απόκριση του φυτού στη μηχανική καταπόνηση. 

Οι νηματώδεις φαίνεται να είναι σε θέση να αναγνωρίζουν τις ιδιαιτερότητες του 

κάθε ξενιστή και να χειρίζονται το γονιδιακό του υπόβαθρο προς όφελος τους 

(Bozbugaetal., 2018). Δεν αποτελεί έκπληξη λοιπόν ότι οι φυτοπαρασιτικοί 

νηματώδεις διαθέτουν ένα τόσο ευρύ φάσμα ξενιστών, καθώς είναι γνωστό ότι είναι 

σε θέση να μολύνουν τα περισσότερα είδη αγγειοσπέρμων (Leelarasameeetal., 2018). 

Η προσαρμοστικότητα των παρασιτικών νηματωδών στο γονιδιακό δυναμικό του 

εκάστoτε ξενιστή είναι που κάνει εξαιρετικά δύσκολη αντιμετώπισή τους.  

5.3 Τα στελέχη StreptomycescolombiensisATHUBA 438 και 

StreptomycesmonomyciniATHUBA 220 προωθούν την ανάπτυξη του 

φυτού Arabidopsisthalianα L. και μειώνουν το βαθμό προσβολής από 

κομβονηματώδεις Meloidogyneincognita 

Για την αντιμετώπιση των κομβονηματωδών αρχικά χρησιμοποιήθηκαν χημικά 

νηματωδοκτόνα. Η εφαρμογή συνθετικών παρασιτοκτόνων επί σειρά δεκαετιών, 

μεταξύ των οποίων το DBCP (1,2 διβρωμο-3 χλωροπροπάνιο) που εφαρμόζεται σε 
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νεαρά αρτίβλαστα χωρίς να εκδηλώνει φυτοτοξικότητα (Gowen, 1997), αποδείχθηκε 

ότι έχει ωστόσο αρνητικές επιπτώσεις στην υγεία του ανθρώπου και στο περιβάλλον 

και η χρήση τους έχει πλέον απαγορευθεί σε πολλές χώρες παγκοσμίως. Τα τελευταία 

χρόνια το ενδιαφέρον στρέφεται ολοένα και περισσότερο στην αξιοποίηση εδαφικών 

μικροοργανισμών που αποτελούν φυσικούς εποικιστές του ριζικού συστήματος και 

ως εκ τούτου φιλικούς προς το περιβάλλον παράγοντες αντιμετώπισης των 

φυτοπαρασιτικών νηματωδών (Radwanetal., 2012). Επιπλέον, οι μικροβιακοί 

παράγοντες βιοελέγχου δεν αποτελούν κίνδυνο για την υγεία, ενώ παράλληλα 

ορισμένοι εξ’ αυτών συνεισφέρουν στην ευρωστία των φυτών και τη βελτίωση 

εδαφών και καλλιεργειών (Tamreihaoetal., 2016). Οι μικροοργανισμοί εγκαθίστανται 

στο μικροπεριβάλλον της ριζόσφαιρας, σχηματίζουν βιοκοινότητες αλληλεπιδρόντας 

με άλλους εγγενείς εδαφικούς οργανισμούς και δεν εκπλένονται με το πότισμα ή τις 

κατακρυμνήσεις όπως συμβαίνει με τα συνθετικά παρασιτοκτόνα. Οι μικροβιακοί 

παράγοντες βιοελέγχου αποδίδουν πολλαπλά οφέλη στη Γεωργία και αποτελούν 

πλέον πεδίο εντατικής επιστημονικής έρευνας. 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση ενδογενών στελεχών 

στρεπτομυκήτων της τράπεζας ATHUBA 

«TheAthensUniversityBacterial&ArchaeaCultureCollection» του ΕΚΠΑ 

(Katsifasetal., 1999), σε μολυσμένα από κομβονηματώδεις M.incognita φυτά Col-0 

και fra2. Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις παραμέτρων φυτικής ανάπτυξης και 

εκτιμήθηκε ο βαθμός μόλυνσης των δύο φυτικών στελεχών παρουσία των ειδών 

S.monomyciniATHUBA 220 και S.colombiensisATHUBA438. Οι μετρήσεις του 

μήκους του βλαστού, του νωπού και του ξηρού βάρους των φυτών αγρίου τύπου 

έδειξαν ότι στατιστικά σημαντική διαφορά σημειώνεται μεταξύ των μολυσμένων από 

M.incognita φυτών Col-0 και μολυσμένωνφυτών στα οποία όμως προηγήθηκε 

μεταχείριση με το στέλεχος S.monomyciniATHUBA 220 (Εικόνες 4.3.-4.5). 

Επιπλέον, το ξηρό και το νωπό βάρος παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφορά 

και μεταξύ μη μολυσμένων και μολυσμένων φυτών Col-0, παρουσία του 

S.monomyciniATHUBA 220 (Εικόνες 4.4.-4.5). Στο Col-0 οι μικρότερες τιμές των 

παραμέτρων σημειώνονται στα μολυσμένα με M.incognita φυτά, ακολουθούν οι τιμές 

των παραμέτρων φυτών που υποβλήθηκαν σε μεταχείριση με στρεπτομύκητες και 

τέλος εκείνες από την συμμόλυνση με νηματώδεις και στρεπτομύκητες. Στις 

τελευταίες σημειώθηκαν τιμές που υπερβαίνουν ακόμα και εκείνες των μη 

μολυσμένων φυτών για τη μεταχείριση με S.monomyciniATHUBA 220 σε ποσοστό 

εως και 126%(Εικόνες 4.3.-4.5). Ανάλογα πειράματα βιοελέγχου με στελέχη 

στρεπτομυκήτων, όπως το S.hydrogenansDH16, αύξησαν τις αναπτυξιακές 

παραμέτρους μολυσμένων από M.incognita φυτών σε ποσοστό 200-400%, ενώ σε μη 

μολυσμένα φυτά μόλις 50-100% (Kauretal., 2016). Το γεγονός αυτό αναδεικνύει τη 

σημασία των βιοτικών αλληλεπιδράσεων της ριζόσφαιρας στην προώθηση της 

φυτικής ανάπτυξης. 

Παρόμοιοπρότυπο σχετικά μετις αναπτυξιακές παραμέτρους φαίνεται να 

ακολουθείται και στο fra2 παρότι τα αποτελέσματα δεν χαρακτηρίζονται από 
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στατιστική σημαντικότητα, συνεπώς δεν μπορούν να εξαχθούν ασφαλή 

συμπεράσματα. Η ελαττωματική διαμόρφωση του κυτταροσκελετου στο fra2φαίνεται 

πως είναι κρίσιμη για την ανάπτυξη των ιστών του υπέργειου τμήματος και δεν 

μπορεί να αντισταθμιστεί από την ενισχυτική συμβολή των στρεπτομυκήτων στην 

φυτική ανάπτυξη. 

Για να εκτιμηθεί η συνεισφορά των στελεχών στρεπτομυκήτων στην αναστροφή του 

φαινότυπου της μόλυνσης στο υπέργειο τμήμα των φυτών, υπολογίστηκε ο δείκτης 

RTI (Πίνακας 4.2.), με τον οποίο συγκρίνονται οι τιμές των μεταχειρίσεων με 

νηματώδεις και στρεπτομύκητες απευθείας με τα μη μολυσμένα φυτά Col-0 και fra2. 

Και με αυτή την προσέγγιση το στέλεχος S.monomyciniATHUBA 220 αποδείχθηκε 

ικανό να επαναφέρει τις τιμές των αναπτυξιακών παραμέτρων στα φυσιολογικά 

επίπεδα ή ακόμα και να τις υπερβεί. Το στέλεχος S.colombiensisATHUBA438 δρα 

ευεγερτικά μόνο στην περίπτωση του fra2, χωρίς ωστόσο να αναστρέφει το 

φαινότυπο της μόλυνσης. Επίσης, το fra2 διακρίνεται από αυξημένες τιμές του δείκτη 

RTI ως προς το νωπό βάρος, αλλά όχι και το ξηρό. Πιθανότητα αυτό να οφείλεται σε 

συσσώρευση νερού στα χυμοτόπια των κυττάρων του βλαστού εξαιτίας της μόλυνσης 

από κομβονηματώδεις.Τα πειραματικά αποτελέσματα σχετικά με την συνεισφορά 

των δύο στελεχών στρεπτομυκήτων στην αντιμετώπιση της προσβολής του ριζικού 

συστήματος από κομβονηματώδεις M.incognita, έδειξαν ότι μόνο το 

S.monomyciniATHUBA 220 μειώνει το βαθμό μόλυνσης στο Col-0 κατά 51%. 

Ανάλογα αποτελέσματα δίνουν και άλλα στελέχη στρεπτομυκήτων, με ποσοστό 

μείωσης της προσβολής 50-60% (Kauretal., 2016). Στο fra2 και τα δύο στελέχη 

στρεπτομυκήτων φαίνεται να δρουν ικανοποιητικά αν και τα αποτελέσματα δε 

χαρακτηρίζονται από στατιστική σημαντικότητα (Εικόνα 4.9.). 

Συμπερασματικά, φαίνεται ότι στελέχη στρεπτομυκήτων, όπως το 

S.monomyciniATHUBA 220, είναι ικανά να δρουν ως παράγοντες βιοελέγχου για την 

αντιμετώπιση φυτοπαρασιτικών κομβονηματωδών. Ακόμα και αν δεν καταφέρνουν 

να αποτρέψουν πλήρως την προσβολή της ρίζας από κομβονηματώδεις είναι σε θέση 

να αναστρέφουν το φαινότυπο της μόλυνσης του υπέργειου τμήματος. Θα μπορούσαν 

με αυτό τον τρόπο να αξιοποιηθούν σε καλλιέργειες φυτών των οποίων μόνο το 

υπέργειο τμήμα είναι εμπορικά εκμεταλλεύσιμο, όπως η ντομάταή τα καλλωπιστικά 

φυτά. Αντιθέτως για καλλιεργούμενα φυτά, όπως το καρότο και η πατάτα, στα οποία 

η μόλυνση επηρεάζει το εδώδιμο μέρος τους, απαιτείται πλήρης αντιμετώπιση των 

παρασιτικών νηματωδών. 
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6 Γενικά Συμπεράσματα 

 Στο μετάλλαγμα fra2 παρατηρείται καθυστερημένη κυτταρική αύξηση 

μέχρι και τη ζώνη διαφοροποίησης. Τα τοιχώματαδιατηρούν την 

εκτατότητα τους παρουσιάζοντας αυξημένες εναποθέσεις πηκτινικών 

ενώσεων αραβινάνης και ΜPHG. Σε αντίθεση με τα κυτταρικά τοιχώματα του 

Col-0 που έχουν λάβει το τελικό τους μέγεθος στη ζώνη διαφοροποίησης. 

 Η περιεκτικότητα των τοιχωμάτων των μεγακυττάρων του fra2 σε 

καλλόζη είναι αισθητά μειωμένη, γεγονός που διευκολύνει την κυτταρική 

επέκταση.Στα τοιχώματα των μεγακυττάρων του fra2 η εντονότερη παρουσία 

ενώσεων αραβινάνης και MPHG τα καθιστά ικανά να εκτείνονται ακόμα 

περισσότερο χωρίς να καταρρέουν υπό την έντονη πίεση σπαργής του 

πρωτοπλάστη.Στο Col-0 τα τοιχώματα των μεγακυττάρων ενισχύονται με 

καλλόζη. Με αυτό τον τρόπο μειώνεται η ικανότητα επέκτασης τους ενώ 

ταυτόχρονα περιορίζεται η συμπλαστική διακίνηση κυτταροπλασματικών 

ουσιών για τη θρέψη του νηματώδους. Τα εύθραυστα κυτταρικά τοιχώματα 

του fra2 ενισχύονται με ημικυτταρίνες ως αντίμετρο στην ανεπαρκή 

σύνθεση κυτταρίνης. 

 Το μετάλλαγμα fra2 είναι πιο ευαίσθητο στην προσβολή από 

M.incognita.Η ομαλή λειτουργία του κυτταροσκελετού συμβάλλει στην 

άμυνα του φυτού έναντίον κομβονηματωδών σκωλήκων. 

 Μεταχείριση φυτών Col-0 και fra2 με ενδογενή στελέχη στρεπτομυκήτων 

πριν την μόλυνση με κομβονηματώδεις M.incognita έδειξε ότι ορισμένα 

στελέχη στρεπτομύκητων μπορούν να δράσουν ως παράγοντες 

βιοελέγχου. 

 Το στέλεχος S.monomyciniATHUBA 220 μειώνει το βαθμό μόλυνσης σε 

φυτά Col-0 ενώ συγχρόνως βελτιώνει τις παραμέτρους φυτικής 

ανάπτυξης του υπέργειου τμήματος του φυτού (μήκος, νωπό και ξηρό 

βάρος βλαστού). 

 Το στέλεχος S. colombiensisATHUBA 438 δρα ευεγερτκά μόνο στο fra2 

μειώνοντας το βαθμό μόλυνσης χωρίς ωστόσο να είναι ικανό να αναστρέψει 

το φαινότυποτων μολυσμένων φυτών. 
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Παράρτημα 

Παρασκευή διαλυμάτων 

Παρασκευή ρυθμιστικού διαλύματος ΡΕΜ       (buffer) 

Γυάλινο ποτήρι ζέσεως όγκου ενός λίτρου με 500mldH2O και μαγνητική ράβδο, 

τοποθετείται σε μαγνητική εστία VossofMaldon. Καθώς το νερό αναδεύεται 

προστίθενται διαδοχικά 7,56gPIPES, 0,95gEGTAκαι 0,614gMgSO4. Για την πλήρη 

διάλυση των επιμέρους συστατικών εισάγεται μικρή ποσότητα στερεού ΚΟΗ. Στο 

τέλος, το pH ρυθμίζεται με προσθήκη σταγόνων 37%HCl και ελέγχεται με 

πεχαμετρικό χαρτί (Macherey-Nagel) έως ότου λάβει τιμή pH6,8. Το ρυθμιστικό 

διάλυμα PEM μεταφέρεται σε κλειστή φιάλη και φυλάσσεται στο ψυγείο (4℃). 

Παρασκευή διαλύματος στερέωσης (fixative) 

Σε γυάλινο ποτήρι ζέσεως των      εισάγονται20mlPEM και 0,4gPFA. Το ποτήρι 

ζέσεως μεταφέρεται σε θερμαντική μαγνητική εστία όπου το περιεχόμενο αφήνεται 

να διαλυθεί υπό ανάδευση, με τη βοήθεια μικρής μαγνητικής ράβδου, σε 

θερμοκρασία 60℃. Παράλληλα προστίθενται σταδιακά ΚΟΗ ώστε να αυξηθεί η τιμή 

του pH για να διαλυθεί πλήρως το PFA. Όσο πιο διαυγές είναι το διάλυμα τόσο πιο 

επιτυχημένη θα είναι η στερέωση. Κατόπιν προστίθενται 0,4mlGA και το διάλυμα 

αναδεύεται για άλλα 10min. Το pH του διαλύματος ρυθμίζεται με προσθήκη 

σταγόνων 37%HCl και ελέγχεται με πεχαμετρικό χαρτί έως ότου λάβει τιμή pH6,8. 

Το διάλυμα στερέωσης μοιράζεται σε Eppendorf του 1ml και φυλάσσεται στην 

κατάψυξη (-18℃). Κάθε φορά που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί αυτό το διάλυμα, 

πρέπει να αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για να ξεπαγώσει.  

Παρασκευή διαλύματος30% αιθανόλης, 0,5%OsO4 

250μlδιαλύματος 2%OsO4, από απόθεμα που φυλάσσεται στην κατάψυξη (-18℃) και 

αφήνεται να ξεπαγώσει σε απαγωγό, αραιώνεται με 300μlαιθανόλη100% και 

450μldH2O.  

Παρασκευή ρυθμιστικού διαλύματος ΡBSpH7,0 (buffer) 

Σε 500mldH2O προστίθενται σταδιακάυπό ανάδευση7,742mgNa2HPO4 7H2O και 

2,914mgNaH2PO4 H2O. Το pH του διαλύματος ρυθμίζεται με σταγόνες 37%HCl και 

μεταφέρεται σε κλειστή φιάλη στο ψυγείο (4℃). 

Παρασκευή διαλύματος οξικής φουξίνης 

Σε 150mldH2O προστίθενται υπό ανάδευση 50mlCH3COOH και 0,7gοξική φουξίνη.  
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 Οι κομβονηματώδεις του είδους Meloidogyne incognita είναι υποχρεωτικά 

παρασιτικοί οργανισμοί που προσβάλλουν τις ρίζες πολλών καλλιεργούμενων φυτών. 

Επάγουν τη διαφοροποίηση των συνοδών παρεγχυματικών κυττάρων του κεντρικού 

κυλίνδρου σε μεγακύτταρα από τα οποία τρέφονται μέχρι να ολοκληρώσουν τον 

κύκλο ζωής τους. Στο μετάλλαγμα fra2, η κατανίνη που συμβάλλει στην ορθή 

διευθέτηση των μικροσωληνίσκων και με αυτό τον τρόπο ρυθμίζει έμμεσα τη 

διαμόρφωση του κυτταρικού τοιχώματος, δεν είναι λειτουργική. Προκειμένου να 

διαλευκανθεί η συνεισφορά της ορθής λειτουργίας του κυτταροσκελετού στη 

μόλυνση από τον κομβονηματώδη, φυτά fra2ηλικίας 30 ημερών μολύνθηκαν με 100 

κομβονηματώδεις/ml. Παράλληλα μολυσμένα φυτά αγρίου τύπου, Col-0, 

χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Τμήματα της ρίζας μήκους 0,5cm εκατέρωθεν των 

κόμβων αποκόπηκαν από φυτά 21 ημέρες μετά την μόλυνση και έπειτα από 

διαδοχικές αφυδατώσεις με αιθανόλη εμποτίστηκαν με ρητίνη LRW. Οι εγκάρσιες 

τομές στο επίπεδο των μεγακυττάρων επωάστηκαν με τα αντισώματα JIM5, LM20, 

LM6, LM25, anti-(13)-β-D-glucan, LM2 που προσδένονται ειδικά σε 

απομεθυλεστεροποιημένη ομογαλακτουρονάνη (DeSPHG), πλήρως 

μεθυλεστεροποιημένη ομογαλακτουρονάνη (MPHG), αραβινάνη (Ara), ξυλογλυκάνη 

(Xlg), καλλόζη (Cal) και γλυκοπρωτεΐνες (AGPs) αντίστοιχα. Τα δείγματα 

παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού. Τα επίπεδα DeSPHG και AGPs είναι 

παρόμοια στον άγριο τύπο και στο μετάλλαγμα, ενώ οι MPHG και Αra 

παρουσιάζονται αυξημένες στο fra2. Αντίθετα οι Xlg και Cal διατηρούνται σε 

υψηλότερα επίπεδα στο Col-0. Σύμφωνα με αυτά τα δεδομένα παρατηρείται 

αυξημένη εναπόθεση πηκτινικών ενώσεων στο fra2 έναντι του Col-0 και ταυτόχρονα 

χαμηλότερα επίπεδα ημικυτταρίνων που συμβάλλουν στην δημιουργία πιο χαλαρών 

και εύθραυστων κυτταρικών τοιχωμάτων στο μετάλλαγμα fra2. Οι τροποποιήσεις του 

κυτταρικού τοιχώματος, προάγουν την ευαισθησία του μεταλλάγματος στη μόλυνση 

από M.incognita.   

Ο βιοέλεγχος αποτελεί τη σύγχρονη προσέγγιση αντιμετώπισης φυτοπαθογόνων 

οργανισμών, όπως οι κομβονηματώδεις M.incognita. Πραγματοποιήθηκε η μελέτη 

της επίδρασης 2 ενδογενών εδαφικών στελεχών στρεπτομυκήτων Streptomyces 

monomycini ATHUBA 220 και Streptomyces colombiensis ATHUBA 438στην 

μόλυνση από M.incognita φυτών Arabidopsis thaliana L.αγρίου τύπου (Col-0) και 

του μεταλλάγματος κατανίνης fra2. Στο έδαφος φυτών ηλικίας 12 ημερών 

προστέθηκε εναιώρημα σπορίων στρεπτομυκήτων, συγκέντρωσης 

10
7
κύτταρα/gεδάφους, και ακολούθησε μόλυνση των φυτών με εναιώρημα M. incognita, 

συγκέντρωσης 20κομβονηματώδεις/gεδάφους 15 ημέρες αργότερα. Μετά από 21 ημέρες 

μετρήθηκε το μήκος, το νωπό και το ξηρό βάρος βλαστού και ο αριθμός 

κομβονηματωδών ανά mg ξηρής μάζας της ρίζας και υπολογίστηκε ο δείκτης 

σχετικής ανθεκτικότητας (RTI). Το στέλεχος S. monomycini ATHUBA 220 μειώνει 

την ευαισθησία των φυτών και αναστρέφει το φαινότυπο της μόλυνσης. Το στέλεχος 

S. colombiensis ATHUBA 438 δρα εξίσου αποτελεσματικά μόνο στο fra2. 

mailto:sbi1200150@gmail.com
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Rootknot nematodes of the species Meloidogyne incognita are obligatorily 

parasitic organisms that infect the roots of many cultivated plants. They induce the 

differentiation of the parenchymatic cells of the central cylinder to giant-cells from 

which they feed until they complete their life cycle. Nematode entry in the root of the 

plant causes a line of responses, which include also the change in the composition of 

the cell walls, via the expression of various genes. Inthe fra2 

mutant,katanin,thatcontributesinthepropermicrotubule 

organizationandconsequentlyregulatesindirectlytheconfigurationof the cellwall,is 

notfunctional.So in order to study the contributionofmicrotubules intherootknot 

infection,30-day-old fra2 plants were treatedwith100nematodes/ml.Similarly treated 

wild type plants,Col-0,were usedascontrols.Root knots of a lengthof0,5cmwere cut off 

fromplants,21daysafter the infection and subjected 

tosuccessivedehydrationwithethanolfinally embedded toLRW 

resin.Traversesectionsthrough the giant cells were incubated 

withJIM5,LM20,LM6,LM25,anti-(13)-b-D-glucan, and LM2 primary antibodies 

which bindspecificallytode-methyl-esterified homogalacturonan (DeSPHG),methyl-

esterified homogalacturonan (MPHG),arabinan(Ara),xyloglucan(Xlg),callose 

(Cal)andglycoproteins (AGPs)respectively.Thesectionswere observedin an 

epifluorescence microscope.Levels of DeSPHGandAGPsweresimilarinthewild type 

andthemutant plants,whileMPHGandAraappearedincreasedinfra2.On the 

contraryXlgandCalwere maintainedinhigherlevelsincol-0.Thesedata suggest an 

increaseddepositionofpectinsandsimultaneouslylowerlevelsofhemicelluloses in 

fra2thatcontributeinthecreationmore loseandfragilecellwallsinthe mutant.Thecellwall 

modificationspromotethesensitivity of the mutant againstrootknot nematodes 

infection. 

Biocontrol is a modern approach to handle plant-parasitic organisms such as the 

rootknot nematode M.incognita. The impact of two Greek indigenous Streptomyces 

strains, Streptomyces monomycini ATHUBA 220 and Streptomyces colombiensis 

ATHUBA 438,on M. incognita infestation of wild type Arabidopsis thaliana L. plants 

(Col-0) and fra2 katanin mutants, was studied. Α Streptomyces spore suspension 

having a concentration of 10
7
cells/gsoil, was added to the soil of 12 day old plants and 

15 days later plants were treated with M. incognita suspension of 20nematodes/gsoil. 

Shoot length, wet and dry shoot mass and the number of nematodes per mg of root 

dry mass as well as the Relative Tolerance Index (RTI) were estimated 21 days post 

infection. S. monomycini ATHUBA 220 reduced plant sensitivity and reversed 

infection phenotype. S. colombiensis ATHUBA 438 proved to be equally effective 

only for fra2 plants. 
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