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΢ηνπο αλζξώπνπο κνπ, πνπ ηόζν κε αγαπνύλ θαη κε ζηεξίδνπλ. 

Ηδηαίηεξα ζηελ πνιπαγαπεκέλε κνπ θόξε Μαξίζα. 
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ΠΠΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΟΟ΢΢  

 

παξνύζα δηαηξηβή μεθίλεζε θαη νινθιεξώζεθε ζην εξγαζηήξην Βαθηεξηνινγίαο 

ηνπ ηκήκαηνο Σερλνιόγσλ Γεσπόλσλ, ηεο ΢ρνιήο Σερλνινγίαο Γεσπνλίαο θαη 

Σερλνινγίαο Σξνθίκσλ, ηνπ ΣΔΗ Κξήηεο κε ηελ επηζηεκνληθή ππνζηήξημε ηνπ 

εξγαζηεξίνπ Φπηνπαζνινγίαο-Βαθηεξηνινγίαο. Απηή ηε ζηηγκή πνπ ην έξγν έρεη 

νινθιεξσζεί, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ εηζεγεηή θαζεγεηή Γξ. Γθνύκα Γεκήηξην γηα 

ηελ επθαηξία πνπ κνπ έδσζε λα εκπιαθώ ζε εξεπλεηηθή δξαζηεξηόηεηα κε ηελ αλάζεζε ηεο 

πηπρηαθήο εξγαζίαο ζην εξγαζηήξηό ηνπ θαη λα απνθηήζσ κε απηό ηνλ ηξόπν εκπεηξίεο 

πνιύηηκεο θαζώο θαη βαζηθέο εξγαζηεξηαθέο γλώζεηο ζηνλ ηνκέα ηεο Βαθηεξηνινγίαο. Ζ 

ππνζηήξημε θαη εκπηζηνζύλε πνπ κνπ επέδεημε έρνπλ αλεθηίκεηε αμία γηα κέλα.  

Δπηπξόζζεηα, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ όινπο ηνπο θαζεγεηέο πνπ είρα θαζ’όιε ηε 

δηάξθεηα ησλ ζπνπδώλ κνπ, ηδηαίηεξα ηνπο θαζεγεηέο θαη ζπλεξγάηεο ησλ εξγαζηεξίσλ 

Βαθηεξηνινγίαο θαη Φπηνπαζνινγίαο θαζώο θαη ηεο Βηνηερλνινγίαο γηα ηελ πνιύηηκε 

βνήζεηα θαη ην ρξόλν πνπ κνπ πξνζέθεξαλ. Σέινο, αλακθίβνια πνιιά επραξηζηώ αμίδνπλ ε 

θόξε κνπ Μαξίζα θαη γεληθόηεξα ε νηθνγέλεηα κνπ γηα ηελ ακέξηζηε ζπκπαξάζηαζε ηε 

ζηήξημε θαη ηελ αγάπε πνπ κνπ πξόζθεξαλ θαηά ηελ δηάξθεηα ησλ ζπνπδώλ κνπ, θαζώο όινη 

ηνπο πίζηεςαλ ζηηο δπλαηόηεηεο κνπ. 
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Πίλαθαο 1: Οη ζπληνκεύζεηο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη κέζα ζην θείκελν θαη ζηηο Δηθόλεο  / ΢ρήκαηα 

 

 

΢ύληκεζε Πιήρες όλοκα 

Cmm 
Clavibacter  michiganensis  subsp. 
michiganensis 
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ΠΠΔΔΡΡΗΗΛΛΖΖΦΦΖΖ    

 

Σν «βαθηερηαθό έιθος» απνηειεί κία από ηηο πην ζνβαξέο αζζέλεηεο πνπ αληηκεησπίδεη ε 

ηνκάηα ζήκεξα. Πξόθεηηαη γηα κία πνιύ ζνβαξή αδξνβαθηεξίσζε ε νπνία πεξηγξάθεθε γηα 

πξώηε θνξά ζηηο ΖΠΑ ην 1909 ελώ ζηελ Διιάδα δηαπηζηώζεθε γηα πξώηε θνξά ην 1958 

ζηελ πεξηνρή ηεο Πξέβεδαο θαη έθηνηε έρεη εμαπισζεί ζε όιε ηε ρώξα. Οη πξνζβνιέο ηεο 

αζζέλεηαο κπνξεί λα είλαη δηαζπζηεκαηηθέο θαη ηνπηθέο θαη ηα ζπκπηώκαηα πνπ πξνθαινύλ 

είλαη: ε κάξαλζε κε κνξθή εκηπιεγίαο ζηα θύιια, θίηξηλνο κέρξη θαζηαλόο 

κεηαρξσκαηηζκόο ησλ αγγείσλ ηνπ βιαζηνύ, επηκήθε αλνηθηά έιθε ζηνπο βιαζηνύο, θ.α. 

Σν Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis είλαη ην παζνγόλν αίηην απηήο ηεο 

αζζέλεηαο ην νπνίν είλαη έλα θνξπλόκνξθν βαθηήξην, ζεηηθό θαηά Gram, δελ έρεη απηόλνκε 

θίλεζε, παξνπζηάδεη αξγή αλάπηπμε θαη νη απνηθίεο πνπ ζρεκαηίδεη έρνπλ αλνηρηό θίηξηλν 

ρξώκα. ΢ηε κειέηε απηή αλαιύνληαη βαθηεξηαθά ζηειέρε ηνπ Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis πνπ ππήξραλ ζηε ζπιινγή ηνπ εξγαζηεξίνπ Βαθηεξηνινγίαο ηνπ ΣΔΗ 

Κξήηεο θαη πνπ έρνπλ πξνέιζεη από δηάθνξεο πεξηνρέο ηεο Διιάδαο θαηά ην ρξνληθό 

δηάζηεκα 2010 έσο 2013 θαζώο θαη ζηειέρε πνπ απνκνλώζεθαλ ζηε δηάξθεηα ηνπ 

πεηξάκαηνο. ΢θνπόο ηεο εξγαζίαο απηήο είλαη λα γίλεη κειέηε ηνπ θαηλνηππηθνύ ηνπο πξνθίι 

αιιά θαη ν έιεγρνο ηεο παζνγέλεηα ηνπο κε ηερλεηέο κνιύλζεηο ζε θπηά ηνκάηαο. Πεξαηηέξσ 

ζα εθαξκνζηεί ε ηερληθή ηνπ έκκεζνπ αλνζνθζνξηζκνύ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ βαθηεξηαθώλ 

θπηηάξσλ. Σέινο ζα πξνρσξήζνπκε ζε κνξηαθή ηαπηνπνίεζε ησλ απνκνλώζεσλ κε 

κεζνδνινγίεο όπσο ε PCR κε ηελ ρξήζε εμεηδηθεπκέλσλ, γηα ην ζπγθεθξηκέλν βαθηήξην, 

εθθηλεηώλ (CMM5/CMM6 θαη PSA-4/PSA-R). 
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11  ΔΔΗΗ΢΢ΑΑΓΓΧΧΓΓΖΖ  

 

 

 

 

 

 

1.1 Η Αζζέλεηα  

Ζ αζζέλεηα πνπ ζηα ειιεληθά είλαη γλσζηή κε ηηο νλνκαζίεο «βαθηερηαθό έιθος ηες 

ηοκάηας» ή «θορσλοβαθηερίωζε» πξνθαιείηαη από ην βαθηήξην Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis. Ζ νλνκαζία ηνπ παζνγόλνπ Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis (Cmm) πξνέξρεηαη από ηελ πνιηηεία Michigan ησλ Ζ.Π.Α. όπνπ βξέζεθε γηα 

πξώηε θνξά ην 1909, ελώ θαίλεηαη πσο ε αζζέλεηα ήηαλ γλσζηή ζηε ΝέαΤόξθε από ην 1892 

κε δηάθνξα νλόκαηα (Grand Rapinds disease, stem rot bacterial tomato wilt, bird’s eyes pot). 

Σν θνηλό όλνκα ηεο αζζέλεηαο ζηελ αγγιηθή γιώζζα είλαη Bacterial canker, ζηε γαιιηθή 

Chancre bacterien, ζηε γεξκαληθή Bacterien welke, ελώ ζηελ Ηζπαληθή Cancro batterico. 

Πξόθεηηαη γηα κηα πνιύ ζνβαξή ηππηθή αδξνβαθηεξίσζε, ε νπνία ππάξρεη ζρεδόλ ζε όιεο ηηο 

πεξηνρέο πνπ θαιιηεξγείηαη ε ηνκάηα (Δηθόλα 1). Οη δεκηέο από ηελ αζζέλεηα κπνξεί λα 

θηάζνπλ ην 70 έσο θαη ην 80% ηεο παξαγσγήο (Παλαγόπνπινο, 1992). ΢ηελ Διιάδα 

δηαπηζηώζεθε γηα πξώηε θνξά ζηελ πεξηνρή ηεο Πξέβεδαο ην 1958, ελώ ζήκεξα έρεη 

εμαπισζεί ζε όιε ηε ρώξα θαη απνηειεί ζνβαξό πξόβιεκα ηόζν ζηηο ππαίζξηεο όζν θαη ζηηο 

ππό θάιπςε ηνκαηνθαιιηέξγεηεο. Γηα ην ιόγν απηό ζηελ Δ.Δ. θαη ζε άιιεο ρώξεο ζεσξείηαη 

«παζνγόλν θαξαληίλαο» (Leon et al., 2011; Παλαγόπνπινο, 2000; Μπαγθήο & Γθνύκαο, 

2012). 
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Δηθόλα΢θάικα! Σο αρτείο προέιεσζες ηες αλαθοράς δελ βρέζεθε.: Φπηά ηνκάηαο κε 

έληνλα ζπκπηώκαηα κάξαλζεο θαη μήξαλζεο ζε πξνζβνιήο από Cmm, ζε 

ζπκβαηηθή θαη πδξνπνληθή θαιιηέξγεηα. (Αξρείν θαζ. Γθνύκα Γ.,ΣΔΙ Κξήηεο) 

 

Παξόιν πνπ ε ηνκάηα είλαη ν πην ζεκαληηθόο μεληζηήο, πξνζβνιέο από ην παζνγόλν 

έρνπλ εληνπηζηεί επίζεο θαη ζε θάπνηα άιια είδε ηνπ γέλνπο Solanum όπσο: Solanum nigrum, 

Solanum douglasii, Solanum trifolium θαη Solanum mammosum (Anonymous, 2005). Tέινο, 

σο μεληζηέο ηνπ παζνγόλνπ ζε ηερλεηέο ή θπζηθέο κνιύλζεηο αλαθέξνληαη αθόκε ηα θπηά 

Solanum melongena, Capsicum frutescens, Chypomandrabetaceae αιιά θαη δηάθνξα είδε 

ησλ γελώλ Solanum θαη Nicotiana (Kado, 2010). 

 

1.2 Σν παζνγόλν βαθηήξην Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

Ζ αζζέλεηα ην «βαθηερηαθό έιθος ηες ηοκάηας» πξνθαιείηαη από ην βαθηήξην 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) κε πξνγελέζηεξεο ζπλώλπκεο 

νλνκαζίεο: Corynebacterium michiganense pv. michiganense (Smith) Jensen θαη 

Corynebacterium michiganense pv. michiganense (Smith). Σαμνλνκηθά, αλήθεη ζηελ 

νηθνγέλεηα  Microbacteriaceae (΢ρήκα 1.1). 
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΢τήκα 1.1: ΢πζηεκαηηθή ηαμηλόκεζε ηνπ παζνγόλνπ Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis. 

Kingdom:        Monera 

Division:          Actinobacteria 

Class:               High GH Gram+ 

Subclass:         Actinobacteridae 

Order:             Actinomycetales 

Suborder:       Micrococcineae 

Family:          Microbacteriaceae 

Genus:            Clavibacter 

Species:          Clavibacter michiganensis 

Subspecies:    Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

 

΢ε επίπεδν γέλνπο ε ηαμηλόκεζε βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία ηνπ 2,4-δηακηλνβνπηπξηθνύ νμένο 

ζηηο πεπηηδνγιπθάλεο ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο. Σν γέλνο Clavibacter πεξηιακβάλεη έλα 

είδνο κε 5 ππνείδε ησλ νπνίσλ ν δηαρσξηζκόο βαζίδεηαη ζηε δηαθνξνπνίεζε ηνπο σο πξνο ηα 

θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά, ηελ πξσηετληθή ηνπο θαηαηνκή, ηηο νξνινγηθέο αληηδξάζεηο θαη 

ην εύξνο ησλ μεληζηώλ (Louws et al., 1998). Σα 5 ππνείδε πξνζβάιινπλ ηνπο παξαθάησ 

μεληζηέο (Gartemann et al., 2003): 

 

Clavibacter michiganensis subsp. sependonicus κε μεληζηή ηελ παηάηα,  

Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis κε μεληζηή ηνλ αξαβόζηην,  

Clavibacter michiganensis subsp. tesselarius κε μεληζηή ην ζηηάξη  

Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus κε μεληζηή ηε κεδηθή 
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Σν Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis είλαη έλα βαθηήξην πνπ κνξθνινγηθά 

όηαλ κνιύλεη ηνλ μεληζηή, έρεη θαηά θαλόλα ζρήκα θνξύλεο. Δίλαη ζεηηθό θαηά Gram, 

παξνπζηάδεη αξγή αλάπηπμε, δε θέξεη καζηίγηα επνκέλσο ζηεξείηαη ηελ απηόλνκε θίλεζε θαη 

έρεη άξηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο ζηνπο 26 
ν
C κε ειάρηζηε ηνπο 11 

ν
C θαη κέγηζηε ηνπο 35 

ν
C. Σα βαθηεξηαθά θύηηαξα ζηελ θαιιηέξγεηα δηαηάζζνληαη ζε ραξαθηεξηζηηθά ζρήκαηα V 

θαη Y θαη νη απνηθίεο πνπ ζρεκαηίδεη έρνπλ αλνηθηό θίηξηλν ιακπεξό ρξώκα ζηα ζπλεζηζκέλα 

ππνζηξώκαηα αλάπηπμεο όπσο ην NAG-Nutrient Agar Glucose (Murtaza, 2009), (Δηθόλα 2). 

Σν παζνγόλν απηό κπνξεί λα επηβηώζεη γηα πνιινύο κήλεο ζε κνιπζκέλα ππνιείκκαηα ηεο 

θαιιηέξγεηαο ηα νπνία είλαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ εδάθνπο, παξά ζε ππνιείκκαηα ηα νπνία 

βξίζθνληαη κέζα ζην έδαθνο. Σν βαζηθόηεξν όκσο ζεκείν επηβίσζεο ηνπ παζνγόλνπ είλαη ν 

ζπόξνο θαη ην βαζηθόηεξν κέζν δηαζπνξάο ηνπ κνιύζκαηνο είλαη ηα λεαξά ζπνξόθπηα πνπ 

κεηαθέξνληαη ζε ακόιπληεο πεξηνρέο κε ιαλζάλνπζεο κνιύλζεηο (Anonymus, 2005; Leon et 

al., 2011; Μπαγθήο θαη Γθνύκαο, 2012). 

 

 

Δηθόλα2: Βαθηεξηαθά θύηηαξα ηνπ Cmm ζε ηζηνύο θπηνύ ηνκάηαο http://bacmap.wishartlab.com θαη 

http://www.oardc.ohio-state.edu/. 

 

http://bacmap.wishartlab.com/
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1.3 ΢πκπηώκαηα ηεο αζζέλεηαο 

Σν παζνγόλν πξνθαιεί πνηθίια ζπκπηώκαηα ζηνπο μεληζηέο ηνπ. Ζ εκθάληζε θαη ε 

πνιππινθόηεηα ησλ ζπκπησκάησλ θαζνξίδεηαη από κηα ζεηξά παξαγόλησλ όπσο ε ειηθία ηνπ 

μεληζηή, ε ζέζε ηεο κόιπλζεο, ε επαηζζεζία ηεο πνηθηιίαο, νη θαιιηεξγεηηθέο θαη 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο θαζώο επίζεο θαη ν ηύπνο ηεο πξνζβνιήο (δηαζπζηεκαηηθή ή 

ηνπηθή) (Leon et al., 2011; Μπαγθήο & Γθνύκαο, 2012). Ζ εθδήισζε ησλ ζπκπησκάησλ 

εμαξηάηαη από ην αλ ε κόιπλζε πξνέξρεηαη από πξσηνγελή δηαζπζηεκαηηθή ή δεπηεξνγελή 

παξεγρπκαηηθή πξνζβνιή (ηνπηθή). Αλ ιάβνπκε ππόςε ηε ζέζε ηεο κόιπλζεο παξαηεξνύκε 

όηη ζε πεξηπηώζεηο ηνπηθήο κόιπλζεο, κέζσ ησλ θπζηθώλ αλνηγκάησλ ηεο θπιιηθήο 

επηθάλεηαο, ηα πξώηα ηνπηθά ζπκπηώκαηα είλαη ε πεξηθεξεηαθή λέθξσζε θαη ε κάξαλζε ησλ 

θπιιαξίσλ (Δηθόλα 3,4). ΢ηε πεξίπησζε δηαζπζηεκαηηθήο κόιπλζεο ην παζνγόλν εηζρσξεί 

ζην θπηό από πιεγέο ζηηο ξίδεο θαη ην ιαηκό, εγθαζίζηαηαη αξρηθά ζηα αγγεία ηνπ μύινπ θαη 

ζηε ζπλέρεηα ζην θινηό θαη ηελ εληεξηώλε πξνθαιώληαο έηζη ηελ δηαζπζηεκαηηθή πξνζβνιή 

(Leon et al., 2011). Tα θπηάξηα ηνκάηαο ηνπ ζπνξείνπ ζπλήζσο θηάλνπλ ζε καξαζκό θαη 

μεξαίλνληαη. Αλ όκσο επηδήζνπλ παξνπζηάδνπλ έληνλν λαληζκό ελώ πνιιέο θνξέο ηα 

ζπκπηώκαηα κπνξνύλ λα εκθαληζηνύλ αξγόηεξα, κεηά ηε κεηαθύηεπζε. ΢ηα κεγαιύηεξεο 

ειηθίαο θπηά παξαηεξνύληαη ηα ηππηθά ζπκπηώκαηα αδξνβαθηεξίσζεο ην είδνο θαη ε έθηαζε 

ησλ ζπκπησκάησλ πνηθίιινπλ, πην ζπγθεθξηκέλα, ζηα κεγαιύηεξα θπηά παξαηεξείηαη ην 

ζύλδξνκν ηνπ βξαδέσο καξαζκνύ, ζηα νπνία ζε πνιιά θύιια, ηδίσο ηα θαηώηεξα, 

παξαηεξείηαη επηλαζηία θαη καξαίλνληαη αξγόηεξα βαζκηαία, ελώ ηα αλώηεξα θύιια 

δηαηεξνύλ ηε ζπαξγή ηνπο. Ο καξαζκόο κπνξεί λα είλαη κνλόπιεπξνο, εκηπιεγία, (Δηθόλα 

10) ε νπνία κπνξεί λα είλαη παξνδηθή ή κόληκε θαη παξαηεξείηαη πην ζπρλά ζηα θύιια ηεο 

θνξπθήο. Σα παιαηόηεξα θύιια ηνπ θπηνύ γέξλνπλ πξνο ηα θάησ, ελώ ηα θπιιάξηα ηνπο 

εκθαλίδνπλ θαηζάξσκα θαη ζπζηξέθνληαη πξνο ηα επάλσ ρσξίο κάξαλζε (Γθνύκαο, 2011). 

΢ηελ πεξίπησζε πνπ ε κόιπλζε αξρίδεη από πιεγή θιαδέκαηνο, ηόηε ηα ζπκπηώκαηα 

εκθαλίδνληαη πξώηα επάλσ θαη πξνρσξνύλ ηαρύηαηα πξνο ηα θάησ, ζαλαηώλνληαο ην θπηό 

(Παλαγόπνπινο 1995). Υαξαθηεξηζηηθό ζύκπησκα ηεο αζζέλεηαο είλαη έλαο θίηξηλνο σο 

θαζηαλόο κεηαρξσκαηηζκόο ησλ εζκαγγεησδώλ ζσιήλσλ ζε νιόθιεξν ην κήθνο ησλ 

πξνζβεβιεκέλσλ βιαζηώλ θαη κίζρσλ ησλ θύιισλ (Δηθόλα 5,6,7). Οη κεηαρξσκαηηζκνί 

απηνί είλαη πην εκθαλείο ζηνπο θόκβνπο ησλ θπηώλ. ΢ε εγθάξζηα ηνκή ζηε βάζε ηνπ κίζρνπ 
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ηνπ θύιινπ, παξαηεξείηαη θαζηαλόο κεηαρξσκαηηζκόο ησλ αγγείσλ εκηζειελνεηδνύο κνξθήο 

ή πεηάινπ αιόγνπ (Δηθόλα 6 ). 

3 1β
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Δηθόλα 3,4: ΢πκπηώκαηα ζε θπηά ππαίζξηαο ηνκάηαο πεξηθεξεηαθή λέθξωζε θαη κάξαλζε ηωλ θπιιαξίωλ κεηά 

ηελ πξνζβνιή από ην Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (θώην: αξρείν Γθνύκαο Γ.). 

Δηθόλα 5,6,7: ΢πκπηώκαηα ζε ζηέιερνο: Κίηξηλνο-θαζηαλόο κεηαρξωκαηηζκόο ηωλ αγγείωλ ζε βιαζηό ηνκάηαο. 

Έιθε ζε κίζρν θαη ζην βιαζηό ηνκάηαο κεηά ηελ πξνζβνιή από Cmm (θώην: αξρείν Γθνύκαο Γ.).  

Δηθόλα 8,9: Σππηθέο θειίδεο- ζηίγκαηα «κάηη πηελνύ» ζε θαξπνύο ηνκάηαο. 
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Οη κεηαρξσκαηηζκέλνη ηζηνί εκθαλίδνπλ καιαθή ζήςε θαη ιόγσ θαηαζηξνθήο ηεο 

αγγεηαθήο κνίξαο από ηε δξάζε ηνπ παζνγόλνπ, παξαηεξείηαη απνθόιιεζε ηνπ θεληξηθνύ 

θπιίλδξνπ από ηελ εληεξηώλε. 

 

 

 

Δηθόλα 10: ΢ύλδξνκν βξαδέωο καξαζκνύ ζηα κεγαιύηεξεο ειηθίαο θπηά θαη ζπκπηώκαηα καξαζκνύ ζηα θύιια 

θνξπθήο λεαξνύ θπηνύ ηνκάηαο κεηά ηελ πξνζβνιή από Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 

 

 

΢ηα πξνρσξεκέλα ζηάδηα ηεο πξνζβνιήο θαηαζηξέθεηαη ν θινηόο ησλ βιαζηώλ θαη ζρίδεηαη 

ε επηδεξκίδα κε απνηέιεζκα λα ζρεκαηίδνληαη επηκήθε αλνηθηά έιθε ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

ζηειέρνπο. Ζ παξνπζία ηέηνησλ ειθώλ (ξσγκώλ) εμεγεί ηελ νλνκαζία ηεο αζζέλεηαο θαη 

επηπιένλ απνηειεί ραξαθηεξηζηηθό ζύκπησκα απηήο (Παλαγόπνπινο, 1995).  

Όζνλ αθνξά ηνπο θαξπνύο ε κόιπλζε ηνπο κπνξεί λα γίλεη από ηελ επηθάλεηα ηνπο από 

βαθηήξηα πνπ κεηαθέξνληαη κέζσ βξνρήο ή πςειήο αηκνζθαηξηθήο πγξαζίαο ηα νπνία 

κπαίλνληαο από ηα ζηνκάηηα, θαθίδηα, πξνθαινύλ ηνπηθέο κνιύλζεηο. Κύξην ζύκπησκα είλαη 

νη θπθιηθέο θειίδεο, ρξώκαηνο αξρηθά ππόιεπθνπ θαη αξγόηεξα θαζηαλνύ πνπ πεξηβάιινληαη 

από κηα ππόιεπθε άισ (ππόιεπθνο δαθηύιηνο). Οη θειίδεο έρνπλ δηάκεηξν 3-6mm, ζπρλά 

ζρίδνληαη ζην θέληξν θαη κνηάδνπλ κε «κάηη πηελνύ» (bird’s eye) (Δηθόλα 8,9 ).Ο άιινο 
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ηξόπνο κόιπλζεο ησλ θαξπώλ είλαη εζσηεξηθά κέζσ ησλ αγγείσλ κεηά από δηαζπζηεκαηηθή 

θίλεζε ηνπ παζνγόλνπ από ηνπο βιαζηνύο. Ζ εζσηεξηθή πξνζβνιή παξνπζηάδεη θίηξηλεο 

αγγεηώδεηο δεζκίδεο πνπ θηάλνπλ ζηα ζπέξκαηα, θαζώο θαη θίηξηλν κεηαρξσκαηηζκό ζηελ 

πεξηνρή ηνπ θάιπθα (Δηθόλα 11). Οη ώξηκνη θαξπνί θαίλνληαη εμσηεξηθά πγηείο ελώ νη άσξνη 

παξακέλνπλ κηθξνί θαη παξακνξθώλνληαη (Παλαγόπνπινο, 1995). 

 

 

 

 

Δηθόλα 11: Κίηξηλνο κεηαρξωκαηηζκόο ζηελ πεξηνρή ηνπ θάιπθα θαη θίηξηλεο αγγεηώδεηο δεζκίδεο 

 πνπ θηάλνπλ ζηα ζπέξκαηα, ζε θαξπνύο ηνκάηαο κεηά από πξνζβνιή από Cmm 
http://aem.asm.org/content/79/22/6948/F2.large.jpg3. 

 

 

 

 

http://aem.asm.org/content/79/22/6948/F2.large.jpg3
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1.4 ΢ηνηρεία βηνινγίαο θαη επηδεκηνινγίαο ηνπ παζνγόλνπ βαθηεξίνπ. 

Σα θύξηα ζηνηρεία ηνπ βηνινγηθνύ θύθινπ ηνπ παζνγόλνπ Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis απνηππώλνληαη ζηελ εηθόλα 12. Σν βαθηήξην κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί 

σο εδαθνγελέο παζνγόλν, αιιά κπνξεί λα κεηαδίδεηαη θαη κε ην ζπόξν. ΢ην θπηό κπαίλεη από 

ηηο πιεγέο ησλ ξηδώλ θαη ηνπ ιαηκνύ πνπ πξνθαινύληαη από έληνκα θαη λεκαηώδεηο, θαηά ηε 

κεηαθύηεπζε, κε ηα θαιιηεξγεηηθά εξγαιεία. Δγθαζίζηαηαη ζην μύιν θαη ελ ζπλερεία ζην 

θινηό θαη ηελ εληεξηώλε πξνθαιώληαο δηαζπζηεκαηηθή πξνζβνιή κε πιεζπζκό άλσ ηνπ 10
9
 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ αλά γξακκάξην θπηηθνύ ηζηνύ. Ζ είζνδνο ηνπ παζνγόλνπ κπνξεί λα 

γίλεη θαη από θπζηθά αλνίγκαηα ηνπ μεληζηή όπσο ζηνκάηηα, πδαηώδε ή αθόκε θαη από άιιεο 

ελαέξηεο πιεγέο ή ιύζεηο ηεο ζπλέρεηαο ηεο επηδεξκίδαο. ΢ηελ πεξίπησζε ησλ ελαέξησλ 

πιεγώλ, νη κνιύλζεηο έρνπλ θαηά θαλόλα ηνπηθό ραξαθηήξα (Gartemann et al., 2003). Ζ 

κεηάδνζε ηνπ παζνγόλνπ ζηνλ αγξό θαη ην ζεξκνθήπην γίλεηαη κε ηα κνιπζκέλα θπηάξηα 

θαζώο θαη κε νξηζκέλεο θαιιηεξγεηηθέο επεκβάζεηο, κέζσ ησλ ηνκώλ πνπ δεκηνπξγνύληαη. 

΢ε ζπλζήθεο αγξνύ, ην πόηηζκα κε ηερλεηή βξνρή ή ν βξνρεξόο θαηξόο ζε ζπλδπαζκό κε ηνλ 

άλεκν, αιιά θαη ζηα ζεξκνθήπηα ε πςειή αηκνζθαηξηθή πγξαζία θαη ε ππθλή θύηεπζε ησλ 

θπηώλ, απνηεινύλ επλντθέο ζπλζήθεο δηάδνζεο ηνπ παζνγόλνπ. Δπηπιένλ, όπσο έρεη ήδε 

αλαθεξζεί, ην παζνγόλν κπνξεί λα επηβηώζεη ζηνλ ζπόξν θαη λα κεηαδνζεί κέζσ απηνύ ζε 

πεξηνρέο κε κνιπζκέλεο. Φπζηθά κνιπζκέλνο ζπόξνο ζε αλαινγία 1:10000 κπνξεί λα 

νδεγήζεη ζε επηδεκηθή εκθάληζε ηεο αζζέλεηαο ζηνλ αγξό εθόζνλ επηθξαηήζνπλ επλντθέο 

ζπλζήθεο γηα ηελ αζζέλεηα. Μεηά ηελ εγθαηάζηαζε ηνπ παζνγόλνπ ζε κηα ακόιπληε πεξηνρή, 

κεγάιε ζεκαζία έρεη γηα ηελ επηβίσζε ηνπ ε δηαρείξηζε ησλ ππνιεηκκάησλ ηεο θαιιηέξγεηαο. 

΢ε εδάθε πνπ έρνπλ ππνιείκκαηα πξνζβεβιεκέλσλ θπηώλ, ην παζνγόλν κπνξεί λα επηβηώζεη 

2 έηε. Δπίζεο ην παζνγόλν κπνξεί λα επηβηώζεη θαη ζε νξηζκέλα δηδάληα, ηδηαίηεξα ζηα 

πνιπεηή ζνιαλώδε (Gleason et al., 1991, Μσξαΐηεο, 2011). 

Ζ αζζέλεηα επλνείηαη ζε ζεξκνθξαζίεο 24 -32 
ν
C κε άξηζηε ηνπο 26 

ν
C, θαη είλαη ζνβαξόηεξε 

ζηα ειαθξόηεξα ακκώδε εδάθε, όηαλ ηα θπηά θαιιηεξγνύληαη ζε πεξηβάιινλ πνπ επλνείηαη ε 

αλάπηπμε ζαξθώδνπο βιαζηήζεσο θαη ππό ζπλζήθεο ειιηπνύο θσηηζκνύ.  

Ζ πςειή ζρεηηθή πγξαζία ή νη βξνρέο απνηεινύλ επίζεο επλντθνύο παξάγνληεο γηα ηελ 

εμέιημε ηεο αζζέλεηαο (Παλαγόπνπινο, 1995). Γεληθά αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη ην παζνγόλν 

κνιύλεη ηνπο μεληζηέο ηνπ κε ηξείο θύξηνπο κεραληζκνύο. Πξώηνλ, κέζσ κεραληθήο 
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απόθξαμεο ησλ αγγείσλ ηνπ μύινπ, δεύηεξνλ κέζσ ηνμηθήο δξάζεο ησλ εμσθπηηαξηθώλ 

πνιπζαθραξηηώλ (EPS) θαη ηξίηνλ κέζσ ηεο θαηαιπηηθήο δξάζεο εμσθπηηαξηθώλ ελδύκσλ 

θαηά ησλ θπηηθώλ ηζηώλ (Μσξαΐηεο, 2011). Σα δηαδνρηθά ζηάδηα ζην βηνινγηθό θύθιν ηνπ 

παζνγόλνπ εκθαλίδνληαη ζηελ εηθόλα 12. 

 

Μόιπλζε θπηωξηαθνύ

πιηθνύ                                         

κεηακνζρεύζεωλ 

Δηάδνζε κε ζπόξνπο 

Καξπόο ηνκάηαο πνπ έρεη 

πξνζβιεζεί 

Μαξαζκόο θαη μήξαλζε θπηώλ 

Εμάπιωζε  κε θαιιηεξγεηηθέο 

ηερληθέο 

Μόιπλζε δηα κέζνπ πιεγώλ 

ζηηο ξίδεο, ζηειέρε & θύιια

Εηζβνιή ζηνπο αγγεηαθνύο ηζηνύο

Δηαρείκαζε ζε  ππνιείκκαηα θαιιηέξγεηαο 

 

Δηθόλα 12: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ βηνινγηθνύ θύθινπ ηνπ παζνγόλνπ βαθηεξίνπ  

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (πξνζαξκνγή από Leon et al, 2011). 
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1.5 Γηάγλωζε ηνπ παζνγόλνπ βαθηεξίνπ Cmm. 

Ζ αλίρλεπζε θαη ε απνκόλσζε ηνπ Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

ηδηαίηεξα ζε αζπκπησκαηηθά θπηά είλαη δύζθνιε, έηζη γηα ηελ δηάγλσζε ηνπ παζνγόλνπ 

βαθηεξίνπ γίλεηαη εθαξκνγή κηαο ζεηξάο θαηάιιεισλ δηαδηθαζηώλ. Ζ θιηληθή δηάγλσζε 

απνηειεί ηελ πξώηε δηαγλσζηηθή πξνζέγγηζε, σζηόζν όκσο δελ είλαη πάληνηε 

εκπεξηζηαησκέλε θαη αθξηβήο θαζώο απαηηεί ηδηαίηεξε εκπεηξία. Ζ εξγαζηεξηαθή δηάγλσζε 

μεθηλά κε ηελ κειέηε ηεο ζπκπησκαηνινγηθήο εηθόλαο ηνπ θπηνύ θαη ζηε ζπλέρεηα γίλεηαη ε 

απνκόλσζε ηνπ παζνγόλνπ ζε αζεπηηθέο ζπλζήθεο θαη ε γξακκηθή δηαζπνξά ζε θαηάιιειν 

ζξεπηηθό ππόζηξσκα. Δθόζνλ αλαπηπρζνύλ απνηθίεο ζην ππόζηξσκα, εθαξκόδεηαη ε δνθηκή 

αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο ζε θπηά δεηιηλνύ (Mirabilis jalapa) θαη ζπνξόθπηα θαπλνύ 

(Nicotiana tabacum). ΢ηελ εξγαζηεξηαθή δηάγλσζε εθηόο από ηε δνθηκή ππεξεπαηζζεζίαο 

πεξηιακβάλεηαη θαη ε ρξώζε Gram. Ζ ρξώζε Gram δηαθνξνπνηεί ηα βαθηήξηα ζε δύν 

θαηεγνξίεο: ηα Gram(+) θαη ηα Gram(-). Σν Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

ζαλ Gram(+) βαθηήξην δηαηεξεί ηνλ ζπλδπαζκό ηεο ρξσζηηθήο ηνπ θξπζηαιιηθνύ ηώδνπο κε 

ην ηώδην, έρνληαο ζαλ απνηέιεζκα θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο δνθηκήο λα απνθηά έλα ηώδεο 

ρξώκα. Γηα ηελ δηάγλσζε ηνπ παζνγόλνπ κπνξεί λα εθαξκνζηνύλ επίζεο κνξθνινγηθέο, 

θπζηνινγηθέο θαη βηνρεκηθέο δνθηκέο. Οη νξνινγηθέο κέζνδνη έρνπλ επξεία ρξήζε ζηελ 

αλίρλεπζε ησλ βαθηεξίσλ κέζα ζηνπο ηζηνύο ησλ θπηώλ, όπσο ελδεηθηηθά αλαθέξεηαη ε 

δνθηκή αλνζνθζνξηζκνύ, ε αλνζνδηάρπζε θαη ε ελδπκηθή αλνζνπξνζξνθεηηθή κέζνδνο 

(ELISA). 

Παξά ηε κεγάιε ζεκαζία νξηζκέλσλ από ηηο παξαπάλσ ηερληθέο, ε κεγάιε πξόνδνο 

ζηελ αλίρλεπζε θαη δηάγλσζε όρη κόλν ησλ βαθηεξίσλ αιιά ηνπ ζπλόινπ ησλ παζνγόλσλ, 

έρεη επέιζεη κε ηελ αλάπηπμε κνξηαθώλ ηερληθώλ θαη ηδηαίηεξα ε εθαξκνγή ηερληθήο ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR). 
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1.6 Αληηκεηώπηζε ηεο αζζέλεηαο «βαθηερηαθό έιθος ηες ηοκάηας». 

Σν βαθηήξην Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis απνηειεί θπηνπαζνγόλν  

θαξαληίλαο ζηελ Δπξσπατθή Έλσζε θαζώο θαη ζε πνιιέο άιιεο ρώξεο παξαγσγήο ηνκάηαο. 

Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη δελ ππάξρεη θάπνην ρεκηθό ζθεύαζκα θπηνπξνζηαηεπηηθνύ 

πξντόληνο ην νπνίν λα είλαη εγθεθξηκέλν γηα ρξήζε ελαληίνλ ηνπ βαθηεξηαθνύ έιθνπο ηεο 

ηνκάηαο, όπσο επίζεο θαη ε ρξήζε αληηβηνηηθώλ ζηα θπηά έρεη απαγνξεπηεί. Πην 

ζπγθεθξηκέλα ε αληηκεηώπηζε ηνπ παζνγόλνπ γίλεηαη κε ηελ βνήζεηα θαιιηεξγεηηθώλ κέηξσλ 

αιιά θαη κε ηε ρξήζε ζθεπαζκάησλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα απνιύκαλζε ηνπ ζπόξνπ. 

Γεληθά όκσο όηαλ εθδεισζεί ε αζζέλεηα είλαη δύζθνιν λα αληηκεησπηζηεί. 

 

1.6.1 Καιιηεξγεηηθά κέηξα 

 Ζ ρξεζηκνπνίεζε πγηνύο πνιιαπιαζηαζηηθνύ πιηθνύ, έρεη ηδηαίηεξε ζεκαζία γηα 

ηελ αληηκεηώπηζε ηεο αζζέλεηαο. Δπηπιένλ είλαη αλαγθαία ε απνιύκαλζε ηνπ 

εδάθνπο ηνπ ζπνξείνπ αιιά θαη νπνηνδήπνηε άιινπ εδαθηθνύ ππνζηξώκαηνο. 

 Ο ύπνπηνο κνιύλζεσο ζπόξνο λα απνιπκαίλεηαη κε εκβάπηηζε ηνπ ζε λεξό 

ζεξκνθξαζίαο 52
ν
C γηα 20 ιεπηά (Fatmi et al., 1991). Άιινη ζπγγξαθείο 

ζπληζηνύλ 56
ν
C γηα 30 ιεπηά. 

 Δθξίδσζε ησλ πξνζβεβιεκέλσλ θπηώλ καδί κε ην ξηδηθό ζύζηεκα αιιά θαη κέξνο 

εδάθνπο θαη νπσζδήπνηε θαηαζηξνθή ηνπο κε θσηηά εθηόο ηνπ αγξνύ. 

 Καηαζηξνθή ησλ ππνιεηκκάησλ κεηά ην ηέινο ηεο θαιιηεξγεηηθήο πεξηόδνπ. 

 Σν θιάδεκα λα γίλεηαη κε ην ρέξη ή ηα εξγαιεία θιαδέκαηνο λα απνιπκαίλνληαη 

ζπλερώο. Δίλαη ζθόπηκν ακέζσο κεηά ην θιάδεκα λα γίλεηαη ςεθαζκόο ησλ θπηώλ 

κε έλα ραιθνύρν θάξκαθν (βνξδηγάιηνο πνιηόο, νμπρισξηνύρνο ραιθόο, 

πδξνμείδην ηνπ ραιθνύ). 

 Σν λεξό άξδεπζεο λα κε δηέξρεηαη από πξνζβεβιεκέλεο θπηείεο. 

 Καηαπνιέκεζε ησλ ζνιαλσδώλ δηδαλίσλ. 

 Δθαξκνγή ακεηςηζπνξάο 2-3 εηώλ. Δθόζνλ ηνύην δελ είλαη δπλαηό, λα γίλεηαη 

απνιύκαλζε ηνπ εδάθνπο κε ηε κέζνδν ηεο ειηναπνιύκαλζεο. Ζ εθαξκνγή ηεο 
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ειηναπνιύκαλζεο ηνπ εδάθνπο, κε δηαθαλή θύιια πνιπαηζπιελίνπ θαη δηάξθεηα 

θάιπςεο 1,5-2 κήλεο, βξέζεθε όηη είλαη πνιύ απνηειεζκαηηθή γηα ηελ 

αληηκεηώπηζε ηεο αζζέλεηαο ζηε ρώξα καο (Αλησλίνπ et al., 1992; Σδάκνο, 2011). 

 Δθόζνλ είλαη δπλαηόλ λα ρξεζηκνπνηνύληαη αλζεθηηθέο πνηθηιίεο. Αλζεθηηθέο 

πνηθηιίεο ζεσξνύληαη νη: Bulgaria 12, Utah 737, Utah 20, Ζ2990, Heinz 2274 θαη 

BOG AT69 (Παλαγόπνπινο, 1995). Δπηπιένλ, ζε κειέηε ησλ Kabelka et al. 

,(2002), έγηλε ρξήζε κνξηαθώλ δεηθηώλ (quantitative trait loci, QTL) πνπ 

ζπκβάιινπλ ζηελ ηθαλόηεηα αλζεθηηθόηεηαο ηνπ μεληζηή ελαληίνλ ηνπ 

βαθηεξηαθνύ έιθνπο ηεο ηνκάηαο. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ έδεημε όηη 

ηνπιάρηζηνλ δύν γνλίδηα από ην Lycopersicon hirsutum, θαη ζπγθεθξηκέλα ην 

γνλίδην Rcm 2.0 ζην ρξσκόζσκα 2 θαη Rcm 5.1 ζην ρξσκόζσκα 5, ζπκβάινπλ 

ζηελ αλζεθηηθόηεηα. 

 

1.6.2 Υξήζε ρεκηθώλ ζθεπαζκάηωλ 

Ζ ρξήζε ραιθνύρσλ ζθεπαζκάησλ θαη απηή ηεο ζηξεπηνκπθίλεο έρνπλ δνθηκαζζεί 

πξνζηαηεπηηθά ζε θπηά κνιπζκέλα κε Cmm ζην ρσξάθη γηα ηελ απνθπγή δεπηεξνγελώλ 

κνιύλζεσλ κε θαιά απνηειέζκαηα πνπ όκσο δελ έρνπλ κειεηεζεί εθηελώο ζηηο 

ζεξκνθεπηαθέο θαιιηέξγεηεο ηνκάηαο ζηε Νόηηα Δπξώπε (de Leon et al., 2008). Βέβαηα ε 

ρξήζε ηεο ζηξεπηνκπθίλεο θαη γεληθόηεξα αληηβηνηηθώλ γηα ηε θαηαπνιέκεζε βαθηεξηαθώλ 

αζζελεηώλ έρεη απαγνξεπζεί ζηελ Δ.Δ. όπσο πξναλέθεξα. ΢ε πείξακα ησλ de Leon et al. 

(2008) ζε ζεξκνθεπηαθέο θαιιηέξγεηεο ηνκάηαο κεηά από ηερλεηή κόιπλζε επηθπηηθά θαη 

δηαζπζηεκαηηθά, αλαθέξνπλ όηη ην αληηβηνηηθό kasugamisin (εγθεθξηκέλν γηα ρξήζε ζε 

πνιιέο ρώξεο ηεο Δ.Δ.) δελ θαηάθεξε λα κεηώζεη ηελ αλάπηπμε ηεο αζζέλεηαο ζε θπηά κε 

δηαζπζηεκαηηθέο πξνζβνιέο. Ο ραιθόο ζε ζπλδπαζκό κε ην mancozeb, θάλεθε λα έρεη 

ζπλεξγηζηηθή δξάζε ζηε κείσζε ηνπ πιεζπζκνύ ηνπ Cmm θαη ηελ εμάπισζε ηνπ ελώ ε 

ρξήζε ηνπ mancozeb κόλν ηνπ δελ ήηαλ απνηειεζκαηηθό. Ο ζεηηθόο ραιθόο ζε ζπλδπαζκό κε 

ην 8-hydroxy-quinoline (θαη ηα δύν ζηε κηζή ζπληζηώκελε δόζε) ήηαλ ε πην απνηειεζκαηηθή 

επέκβαζε ζηε θαηαπνιέκεζε ησλ επηθπηηθώλ πξνζβνιώλ ζηα θύιια θαη ηνπο θαξπνύο, 

ζεκαληηθά θαιύηεξε από ηε κεκνλσκέλε εθαξκνγή ηνπ θαζελόο. ΢πκθσλά κε ηνπο de Leon 

et al. (2008) κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί πξνζηαηεπηηθά πξηλ ηε πξνζβνιή αιιά θαη κεηά ηελ 
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πξνζβνιή γηα ηε κείσζε ησλ δεπηεξνγελώλ επηθπηηθώλ κνιύλζεσλ. Παξόκνηα θαιά 

απνηειέζκαηα γηα ην ραιθό θαη ζπγθεθξηκέλα ην πδξνμείδην ηνπ ραιθνύ, είηε κεκνλσκέλα ή 

ζε ζπλδπαζκό κε ην mancozeb αλαθέξνληαη θαη από ηνπο Werner et al., (2002). 

 

1.6.3 Βηνινγηθή θαηαπνιέκεζε  

΢ε έξεπλα πνπ έρεη γίλεη γηα ηελ επίδξαζε θπηηθώλ νπζηώλ ζην Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis, έρεη δεηρζεί όηη αηζέξηα έιαηα ηεο ξίγαλεο ηνπ ζπκαξηνύ 

θαη ηνπ δίθηακνπ παξνπζηάδνπλ παξεκπόδηζε ζε in vitro θαιιηέξγεηα ηνπ παζνγόλνπ. Δπίζεο 

εθρπιίζκαηα πξόπνιεο θαη εθθξίκαηα ξεηίλεο είραλ ζεηηθά απνηειέζκαηα αιιά απνθιεηζηηθά 

θαη απηά ζε in vitro πεηξάκαηα (de Leon et al., 2008). Αθόκα ην εθρύιηζκα νμηθνύ 

αηζπιεζηέξα ηνπ θπηνύ Artemisia absinthium παξνπζίαζε πςειή αληηκηθξνβηαθή δξάζε ζην 

παζνγόλν βαθηήξην Cmm (Kσλζηαληίλνπ, 2012). Σα αηζέξηα έιαηα σο αληηκηθξνβηαθέο 

νπζίεο πιενλεθηνύλ σο πξνο ηε θπζηθή ηνπο πξνέιεπζε κε ηελ έλλνηα όηη είλαη αζθαιή γηα 

ηνλ άλζξσπν θαη ην πεξηβάιινλ αιιά θαη εθηηκώληαη σο ρακεινύ θηλδύλνπ γηα αλάπηπμε 

αλζεθηηθόηεηαο από ην παζνγόλν εμαηηίαο ηνπ πνιπάξηζκνπ κίγκαηνο νπζηώλ ησλ αηζέξησλ 

ειαίσλ ηα νπνία πξνθαλώο θαη δηέπνληαη από δηαθνξεηηθνύο κεραληζκνύο δξάζεο (Daferera 

et al., 2003; Μσξαΐηεο 2011). 

Έρνπλ παξνπζηαζζεί κειέηεο κε δνθηκέο επαγσγήο αληνρήο θαη βαθηεξηαθνύο 

αληαγσληζηέο ηνπ Cmm, πνπ όκσο δελ παξνπζηάδνπλ ζηαζεξή απνηειεζκαηηθόηεηα θαη 

επαλαιεςηκόηεηα ζηελ θαηαπνιέκεζε ηεο αζζέλεηαο ζην ρσξάθη (de Leon et al., 2008). 

Οη Boudyach et al., (2001) δνθίκαζαλ 178 ζηειέρε ξηδνβαθηεξίσλ ελαληίνλ ηνπ Cmm 

ζε ζεξκνθεπηαθή θαιιηέξγεηα ηνκάηαο, απνκνλσκέλσλ από ην έδαθνο, ηε ξηδόζθαηξα θαη 

ηελ επηθάλεηα ησλ ξηδώλ. Απνηειεζκαηηθόηεξα ζηε γξήγνξε θαη επηηπρή απνίθεζε ηεο ξίδαο 

απνδείρζεθαλ ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ απνκνλώζεθαλ από ηελ επηθάλεηα ηεο ξίδαο 

(ξηδνπιάλν). Σαπηνπνηήζεθαλ σο ζηειέρε ησλ γελώλ Bacillus θαη Pseudomonas, 

αθηηλνκπθήησλ θαη άιισλ θαηά Gram αξλεηηθώλ βαθηεξίσλ. Απηά δνθηκάζζεθαλ γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπο ελαληίνλ ηνπ Cmm θαη απνδείρζεθε όηη ε εθαξκνγή ηνπο κε 

ςεθαζκό πξώηα ζε ζπόξν ηερλεηά κνιπζκέλν κε Cmm θαη θαηόπηλ ζηηο ξίδεο ησλ 

αλαπηπζζόκελσλ θπηαξίσλ, ηα πξνζηάηεπζαλ από ηελ αζζέλεηα γηα 45 κέξεο, δηάζηεκα 
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αξθεηό γηα ηε ηνκάηα κέρξη λα ελεξγνπνηεζεί ε αληίζηαζε ηνπ θπηνύ. Οη ζπγγξαθείο 

ππνζηεξίδνπλ όηη ε απνηειεζκαηηθόηεηα ησλ ζηειερώλ νθείιεηαη ζηελ θαιή αληαγσληζηηθή 

ηνπο ηθαλόηεηα θαηάιεςεο ηνπ ρώξνπ θαη ιήςεο ησλ ζξεπηηθώλ ζηνηρείσλ. 

΢ηε κειέηε ησλ Werner et al. (2002), εθαξκόζζεθε ν επαγσγέαο αληνρήο 

Asibenzolar-S-methyl (ABM) ζε θπηάξηα ζην ζεξκνθήπην θαη απνδείρζεθε όηη έρεη 

ηθαλνπνηεηηθή απνηειεζκαηηθόηεηα σο πξνζηαηεπηηθό πξντόλ, εηδηθά όηαλ εθαξκόδεηαη ζε 

ζπλδπαζκό κε νμπρισξηνύρν ραιθό, αιιά είλαη ζεκαληηθά ιηγόηεξν απνηειεζκαηηθό 

ζπγθξηηηθά κε ηελ ρεκηθή θαηαπνιέκεζε θαη εηδηθά κε ηε ρξήζε θαη ηνλ ζπλδπαζκό 

ραιθνύρσλ ζθεπαζκάησλ κε ην mancozeb. 

Δπίζεο, ζηε κειέηε ησλ Utkhede θαη Koch (2004), αμηνινγήζεθε κηα ζεηξά 

βηνινγηθώλ ζθεπαζκάησλ ζηελ ηθαλόηεηα αληηκεηώπηζεο ηνπ βαθηεξηαθνύ έιθνπο ηεο 

ηνκάηαο. Μειεηήζεθε ε επίδξαζε ζηελ αλάπηπμε ηνπ παζνγόλνπ in vitro θαη ζε θπηά 

ηνκάηαο ζε ζπλζήθεο ζεξκνθεπίνπ ησλ ζθεπαζκάησλ Bacillus subtilis, Rhodosporidium 

diobovatum, Tricoderma harzianum, vermin compostea θαη ηνπ ελδύκνπ ιπζνδύκε, έδεημαλ 

απνηειεζκαηηθόηεηα ζηελ αληηκεηώπηζε ηεο αζζέλεηαο. 

Σέινο αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη ζε κειέηε, ησλ Kasselaki et al. (2011) αλαθέξνπλ όηη 

εκβάπηηζε ζε κνιπζκέλνπο ζπόξνπο ηνκάηαο κε Cmm, ε απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο επέκβαζεο 

κε ην πδξνμείδην ηνπ ραιθνύ εθηηκήζεθε ζην 98%, ελώ επέκβαζε κε θόκπνζη, κε 

αληαγσληζηηθά ζηειέρε ηνπ Bacillus spp. θαη ε επέκβαζε κε δηάιπκα ληηξώδνπο λαηξίνπ είρε 

σο απνηέιεζκα ηελ νιηθή παξεκπόδηζε αλάπηπμεο ηνπ Cmm ζε ζπλζήθεο in vitro. 
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1.7 Μέζνδνη αλίρλεπζεο θαη ηαπηνπνίεζεο ηνπ παζνγόλνπ βαθηεξίνπ Cmm. 

Ζ ηαπηνπνίεζε έρεη ζαλ ζηόρν ηελ θαηάηαμε ελόο νξγαληζκνύ ζε ζπγθεθξηκέλν γέλνο 

θαη είδνο κε ηε ρξήζε δνθηκώλ πνπ ζηεξίδνληαη ζε κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά, ζε 

νξνινγηθέο κεζόδνπο, ζε κεηαβνιηθέο ηδηόηεηεο θαζώο θαη ζηελ αλίρλεπζε ραξαθηεξηζηηθώλ 

αιιεινπρηώλ βάζεσλ ζην γελεηηθό πιηθό (DNA) ησλ νξγαληζκώλ.  

 

1.7.1 Οξνινγηθέο κέζνδνη 

Οη νξνινγηθέο κέζνδνη ζηεξίδνληαη ζηε κειέηε ησλ αληηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ 

αληηγόλσλ ησλ κηθξννξγαληζκώλ ή ησλ ηώλ θαη ησλ αληηζσκάησλ ηα νπνία δεκηνπξγνύληαη 

ζην αίκα ησλ αλνζνπνηεζέλησλ από απηνύο δώσλ. Αληηγόλν νλνκάδεηαη ε νπζία πνπ 

πξνθαιεί κηα εηδηθή αλνζνγόλν αληίδξαζε ζηα ζεξκόαηκα δώα όηαλ εηζάγεηαη ζηνπο ηζηνύο 

ηνπο δειαδή ηε παξαγσγή αληηζσκάησλ πνπ αληηδξνύλ εηδηθά κε ην αληηγόλν πνπ δηέγεηξε ην 

ζρεκαηηζκό ηνπο. Αληίζσκα είλαη κία πξσηεΐλε πνπ έρεη ηηο κνξηαθέο ηδηόηεηεο κίαο 

αλνζνγινβνπιίλεο ηθαλήο λα ζπλδπαζηεί εηδηθά κε έλα αληηγόλν. Σν κόξην ηνπ αληηζώκαηνο 

θέξεη ζέζεηο πνπ ζπλδπάδνληαη εηδηθά κε ηηο αληηγνληθέο ζέζεηο ηνπ αληηγόλνπ. Σέινο, ν 

αληηνξόο είλαη νξόο ηνπ αίκαηνο πνπ πεξηέρεη αληηζώκαηα ηα νπνία αληηδξνύλ εηδηθά κε ην 

αληηγόλν πνπ δηέγεηξε ην ζρεκαηηζκό ηνπο (Γθνύκαο, 2011). Κάπνηεο από ηηο νξνινγηθέο 

κεζόδνπο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis είλαη: ε αληίδξαζε δεκηνπξγίαο ζπζζσκαησκάησλ (agglutination test 

reaction),ν αλνζνθζνξηζκόο (immunofluoresence) θαη ε κέζνδνο ELISA (EPPO, 2005). 

Ο αλνζνθζνξηζκόο είλαη ηερληθή θαηά ηελ νπνία ην αληηγόλν ή ην αληίζσκα, ζπλήζσο 

ην δεύηεξν, έρεη ζπλδεζεί κε κία θζνξίδνπζα νπζία θαη αθήλνληαη λα αληηδξάζνπλ κε ην 

αληίζηνηρν αληίζσκα ή αληηγόλν. Ζ αληίδξαζε κπνξεί λα ιάβεη ρώξα είηε απεπζείαο πάλσ 

ζηνπο ηζηνύο ηνπ θπηνύ ή ζε αληηθεηκελνθόξν πιάθα. Ζ εμέηαζε γίλεηαη ζην κηθξνζθόπην κε 

ηνλ ειαηνθαηαδπηηθό θαθό (Υ100). Ζ παξνπζία ησλ αληηγόλσλ ή ησλ αληηζσκάησλ ζην 

δείγκα πξνζδηνξίδεηαη από ηνλ πξνθύπηνληα θζνξηζκό ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. 

Τπάξρνπλ δύν βαζηθέο ηερληθέο: 1. άκεζνο αλνζνθζνξηζκόο 2. έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο, κε 

δηαθνξεηηθέο παξαιιαγέο ε θάζε κία (Γθνύκαο, 2011). 
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1.7.2 Αιπζηδωηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο, Polymerase Chain Reaction (PCR) 

H αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction, PCR) είλαη 

κία κέζνδνο πνπ επηηξέπεη ηνλ επηιεθηηθό πνιιαπιαζηαζκό πξνεπηιεγκέλεο αιιεινπρίαο 

DNA ζε πάξα πνιιά αληίγξαθα ζε ζύληνκν ρξόλν. Ζ PCR απνηειεί κία λέα ηερληθή ηεο 

κνξηαθήο βηνινγίαο πνπ εθαξκόδεηαη εθηελώο ηόζν ζην ρώξν ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο όζν θαη 

ηεο ηαηξηθήο. Δθεπξέηεο ηεο κεζόδνπ απηήο είλαη ν Κarry Mullis, ν νπνίνο ηελ αλαθνίλσζε ην 

1984 θαη ηηκήζεθε γηα απηήλ κε βξαβείν Νόκπει ην 1993. Ζ PCR απνδείρηεθε επαλαζηαηηθή 

κέζνδνο θαη ρξεζηκνπνηείηαη ζε πιεζώξα πξαθηηθώλ εθαξκνγώλ. Υξεζηκνπνηείηαη ζηελ 

Ηαηξηθή γηα ηε δηάγλσζε αζζελεηώλ όπσο ην AIDS, ζηελ εγθιεκαηνινγία γηα ηελ 

δηαιεύθαλζε ππνζέζεσλ θ.α. Ζ κέζνδνο επίζεο απνηειεί ζεκαληηθό εξγαιείν ζηα ρέξηα ησλ 

βειηησηώλ γηα ηελ ηαπηνπνίεζε θαη ηελ επηινγή θπηώλ.  

Ζ PCR ρξεζηκνπνηεί ην έλδπκν DNA-πνιπκεξάζε θαη εηδηθνύο εθθηλεηέο νη νπνίνη 

θαηαζθεπάδνληαη κε βάζε ηελ αιιεινπρία ησλ άθξσλ ηνπ πξνο αληηγξαθή ηκήκαηνο DNA. Ζ 

DNA-πνιπκεξάζε, ρξεζηκνπνηώληαο ζαλ ππόζηξσκα ηελ κία αιπζίδα ηνπ DNA, θαηαιύεη 

ηελ αληίδξαζε πξνζζήθεο λνπθιενηηδίσλ ζην 3’ άθξν ηεο λενζπληηζέκελεο αιιεινπρίαο, 

έηζη ώζηε λα ζπληεζεί ε ζπκπιεξσκαηηθή αιπζίδα, αξθεί ζην 3’ άθξν ηνπο λα ππάξρεη κία 

κηθξή δίθισλε πεξηνρή (Δηθόλα 13). Οη δίθισλεο απηέο πεξηνρέο κπνξνύλ λα δεκηνπξγεζνύλ 

κε ηελ ρξήζε εθθηλεηώλ, δειαδή κηθξά ζπλζεηηθά ηκήκαηα κνλόθισλνπ DNA κεγέζνπο 15-

30 λνπθιενηηδίσλ θη έρνπλ αιιεινπρία ζπκπιεξσκαηηθή κε ην 3’ ηεο αιπζίδαο πνπ ζέινπκε 

λα πνιιαπιαζηάζνπκε. Γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκό κηαο δίθισλεο πεξηνρήο DNA απαηηνύληαη 

δύν εθθηλεηέο, έλαο γηα ην 3’ άθξν ηεο θάζε αιπζίδαο.  

Ζ PCR πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηξία θύξηα βήκαηα ηα νπνία επαλαιακβάλνληαη 30-40 

θνξέο θαη εθηειείηαη ζε απηνκαηνπνηεκέλν ζεξκηθό θπθινπνηεηή, ν νπνίνο κπνξεί λα 

ζεξκαίλεη θαη λα ςύρεη ηα δνθηκαζηηθά δνρεία ζηα νπνία γίλεηαη ε αληίδξαζε κε αθξίβεηα θαη 

πνιύ γξήγνξα. Σα ζηάδηα πνπ απνηεινύλ ηνλ επαλαιακβαλόκελν θύθιν είλαη ηα εμήο: 

1)Απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ DNA (denaturation). 

2)Τβξηδνπνίεζε εθθηλεηώλ (primerannealing) ζηηο αιιεινπρίεο ηνπ DNA-ζηόρνπ. 

3)Δπηκήθπλζε εθθηλεηώλ (extension).  
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Δηθόλα13: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηωλ ηξηώλ θύξηωλ βεκάηωλ ηεο PCR. Απνδηάηαμε (denaturation) ηνπDNA, 

αλαδηάηαμε (annealing) κε πβξηδηζκό ηωλ εθθηλεηώλ ζηηο ζπκπιεξωκαηηθέο αιπζίδεο ηνπ DNA θαη ζύλζεζε ηωλ 

λέωλ κνξίωλ DNA (extension) http://fridge.gr/21667/stiles/pcr-dna/. 

 

Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ πξώηνπ ζηαδίνπ ην ηκήκα DNA πνπ καο ελδηαθέξεη ππνβάιιεηαη ζε 

ζεξκνθξαζία 94
ν
C πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ν δηαρσξηζκόο ησλ αιπζίδσλ ηνπ δίθισλνπ 

απηνύ DNA (απνδηάηαμε/denaturation). ΢ην δεύηεξν ζηάδην ε ζεξκνθξαζία κεηώλεηαη ζηνπο 

50-65
ν
C θη έηζη επηηπγράλεηαη ε έλσζε ησλ εθθηλεηώλ κε ηηο ζπκπιεξσκαηηθέο αιιεινπρίεο 

ηνπ DNA ζε θάζε αιπζίδα (πβξηδνπνίεζε εθθηλεηώλ/primer annealing). ΢ην ηξίην θαη 
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ηειεπηαίν ζηάδην ε ζεξκνθξαζία απμάλεηαη ζηνπο 72
ν
C θαη κε ηε βνήζεηα ηεο DNA-

πνιπκεξάζε, ε νπνία πξνζζέηεη ηα λνπθιενηίδηα (dNTP’s) ζην 3’ άθξν ησλ εθθηλεηώλ, έηζη 

επηηπγράλεηαη ε ζύλζεζε ησλ λέσλ ζπκπιεξσκαηηθώλ αιπζίδσλ DNA. H ζύλζεζε ησλ 

αληηγξάθσλ γίλεηαη από ηελ DNA-πνιπκεξάζε πάληα κε θαηεύζπλζε 5’ πξνο 3’. Ζ όιε 

δηαδηθαζία ηεο αληίδξαζεο PCR εθηειείηαη µε έλα απηνκαηνπνηεκέλν ζεξµηθό θπθινπνηεηή, 

ν νπνίνο ζεξκαίλεη θαη ςύρεη ηα δνθηκαζηηθά ζσιελάθηα (tubes) ζε πνιύ κηθξό ρξνληθό 

δηάζηεµα. ΢ηε ζπλέρεηα, αθνινπζεί ε αλάιπζε ησλ πξντόλησλ ηεο PCR ζε πήθησµα 

αγαξόδεο. 

Ζ επηηπρία µηαο αληίδξαζεο PCR θξίλεηαη από πνιιέο παξακέηξνπο. Ζ αιιεινπρία 

θαη ε ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηώλ ζπζρεηίδεηαη άµεζα µε ηελ επηηπρία ηεο δνθηµήο. Οη 20 

εθθηλεηέο ζα πξέπεη λα ζρεδηάδνληαη έηζη ώζηε λα έρνπλ µήθνο 18-24bp, λα µελ πεξηέρνπλ 

θαµία δεπηεξεύνπζα δνµή, ε αλαινγία γνπαλίλεο πξνο θπηνζίλε λα θπµαίλεηαη µεηαμύ 40-

60%, θαη λα ππάξρεη ηζόξξνπε θαηαλνµή αδελίλεο, ζπµίλεο, γνπαλίλεο θαη θπηνζίλεο. Ζ 

ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο (Time, melting temperature), ζα πξέπεη λα είλαη ίδηα γηα ην δεύγνο 

ησλ εθθηλεηώλ θαη λα έρεη ηηµή κεηαμύ 55 -65 
ν
C ώζηε λα επηηξέπεηαη ν πβξηδηζµόο ηνπο ζηηο 

ζπκπιεξσκαηηθέο αιιεινπρίεο ηνπ DNA ζηόρνπ. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ ελδύµνπ ηεο DNA-

πνιπµεξάζεο ζα πξέπεη λα θπµαίλεηαη από 0,5-2,5 u/µl, δηαθνξεηηθά ε απμεκέλε 

ζπγθέληξσζε ηνπ ελδύµνπ νδεγεί ζε µείσζε ηεο αθξίβεηαο ησλ απνηειεζκάησλ ηεο 

αληίδξαζεο (Roche, 1999). Σν δηάιπµα ησλ ηξηθσζθνξηθώλ δεζνμπξηβνλνπθιενηηδίσλ 

(dNTPs) απνηειείηαη από ηα λνπθιενηίδηα ATP, TTP, CTP, GTP, ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα 

γηα ηελ ζύλζεζε ησλ ζπκπιεξσκαηηθώλ αιπζίδσλ θιώλσλ. Σν δηάιπµα απηό ζα πξέπεη λα 

πεξηέρεη ίζεο πνζόηεηεο από θάζε λνπθιενηίδην, ώζηε λα µελ επεξεάδεηαη ε δξάζε ηνπ 

ελδύµνπ. Απμεκέλε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιύµαηνο ησλ dNTPs ζε µηα αληίδξαζε PCR, νδεγεί 

ζε µείσζε ησλ ειεπζέξσλ ηόλησλ Mg+2 θαη ζπλεπώο επεξεάδεη ηελ ελδπµηθή δξαζηεξηόηεηα 

ηεο DNA-(πνιπµεξάζεο). Ζ ζύλδεζε ησλ εθθηλεηώλ µε ηηο ζπκπιεξσκαηηθέο αιπζίδεο ηνπ 

επηζπκεηνύ ηµήµαηνο DNA µπνξεί λα µεησζεί, µε ηελ ρξήζε απμεκέλεο ζπγθέληξσζεο 

δηαιύµαηνο dNTPs (Roche, 1999). 
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1.8 ΢θνπόο ηεο πηπρηαθήο εξγαζίαο 

 

΢θνπόο ηεο εξγαζίαο απηήο είλαη ν κνξηαθόο πξνζδηνξηζκόο θαη ν έιεγρνο ηεο 

παζνγέλεηαο απνκνλώζεσλ ηνπ βαθηεξίνπ Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

πνπ απνκνλώζεθαλ από ζπκπησκαηηθά θπηά ηνκάηαο από θαιιηέξγεηεο ηνκάηαο ζε δηάθνξεο 

πεξηνρέο ηεο Κξήηεο θαη ηεο Διιάδαο θαηά ην ρξνληθό δηάζηεκα 2010 έσο 2013. Γηα ηελ 

επίηεπμε ηνπ ζηόρνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εμεηδηθεπκέλνη εθθηλεηέο CMM5/CMM6 θαη PSA-

4/PSA-R, ειέγρζεθε ε αληίδξαζε ζηε δνθηκή αλνζνθζνξηζκνύ. 
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22  ΤΤΛΛΗΗΚΚΑΑ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1 Δμαγωγή βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ από ηε ζπιινγή 

Σα βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα εξγαζία πξνέξρνληαη από ηε 

ζπιινγή ηνπ εξγαζηεξίνπ Βαθηεξηνινγίαο ηνπ Σ.Δ.Η. Κξήηεο. Με ηε βνήζεηα απνζηεηξσκέλεο 

νδνληνγιπθίδαο κεηαθπηεύηεθαλ από ηνπο ζσιήλεο δηαηήξεζεο θαη θαιιηεξγήζεθαλ ζε ηξηβιία πνπ 

πεξηείραλ ζξεπηηθό ππόζηξσκα NAG (Nutrient Agar Glucose) θαη ζε όιε ηε δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο 

αλαπηύζζνληαλ ζε ηξηβιία κε ην ίδην ζξεπηηθό ππόζηξσκα. Δπίζεο, βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πξνέξρνληαη από λέα δείγκαηα πνπ έθηαζαλ ζην εξγαζηήξην, από ηα νπνία θαη 

απνκνλώζεθαλ. Σα ζηειέρε κε ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο εκθαλίδνληαη ζηνλ Πίλαθαο 2. 
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Πίλαθας 2: ΢ηειέρε βαθηεξίσλ Cmm πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

 

Α/Α Cmm ΚΧΓΗΚΟ΢ ΢ΣΔΛΔΥΟΤ΢ ΠΔΡΗΟΥΖ 

ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ 

ΔΣΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ΢ 

1.  4010 Ζράθιεηο Σσκπάθη 1995 

2.  4072 Ζράθιεηο Φαρή Φοράδα 1997 

3.  4096-Β Ζράθιεηο Λέληας 2000 

4.  4205 Πειοπόλλεζος Πάηρα 2003 

5.  4209 Ζράθιεηο Σσκπάθη 2008 

6.  4214 Ζράθιεηο Σσκπάθη 2008 

7.  4219 Ρόδος 2008 

8.  4221 Ρόδος 2008 

9.  4223 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

10.  4225 Πειοπόλλεζος ζε Heman  2008 

11.  4235 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

12.  4237 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

13.  4249 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

14.  4250 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

15.  4255 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2008 

16.  4256 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2008 

17.  4258 Υαιθηδηθή 2008 

18.  4259 Υαιθηδηθή 2008 

19.  4260 Υαιθηδηθή 2008 

20.  4261 Υαιθηδηθή 2008 

21.  4262 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

22.  4266 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

23.  4267 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

24.  4268 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2008 

25.  4274 Υαληά Κοσληούρα 2009 
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Α/Α Cmm ΚΧΓΗΚΟ΢ ΢ΣΔΛΔΥΟΤ΢ ΠΔΡΗΟΥΖ 

ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ 

ΔΣΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ΢ 

26.  4275 Υαληά Κοσληούρα 2009 

27.  4276 Υαληά Κοσληούρα 2009 

28.  4280 Υαληά Κοσληούρα 2009 

29.  4281 Υαληά Κοσληούρα 2009 

30.  4282 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

31.  4283 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

32.  4284 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

33.  4287 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

34.  4288 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

35.  4289 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία 2010 

36.  4290 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2009 

37.  4300 Υαληά Κοσληούρα 2009 

38.  4302 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2011 

39.  4306 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2011 

40.  4307 Πειοπόλλεζος Κόρηλζος 2011 

41.  4309 Υαληά Κοσληούρα 2012 

42.  4310 Υαληά Κοσληούρα 2012 

43.  4314 Υαληά Κοσληούρα 2012 

44.  4315 Υαληά Κοσληούρα 2012 

45.  4321 Υαληά Κοσληούρα 2012 

46.  4322 Υαληά Κοσληούρα 2012 

47.  4325 Υαληά Κοσληούρα 2012 

48.  4326 Υαληά Κοσληούρα 2012 

49.  4329 Υαληά Κοσληούρα 2012 

50.  4330 Υαληά Κοσληούρα 2012 

51.  4333 Υαληά Κοσληούρα 2012 

52.  4334 Υαληά Κοσληούρα 2012 
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Α/Α Cmm ΚΧΓΗΚΟ΢ ΢ΣΔΛΔΥΟΤ΢ ΠΔΡΗΟΥΖ 

ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ 

ΔΣΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ΢ 

53.  4337 Υαληά Κοσληούρα 2012 

54.  4338 Υαληά Κοσληούρα 2012 

55.  4341 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2012 

56.  4342 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2012 

57.  4345 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2012 

58.  4346 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2012 

59.  4349 Υερζόλεζος Ζραθιείοσ 2012 

60.  4352 Υερζόλεζος Ζραθιείοσ 2012 

61.  4357 Υαληά Κοσληούρα 2013 

62.  4358 Υαληά Κοσληούρα 2013 

63.  4361 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 

64.  4362 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 

65.  4373 Διαθολήζη Υαληά 2013 

66.  4374 Διαθολήζη Υαληά 2013 

67.  4380 Διαθολήζη Υαληά 2013 

68.  4381 Διαθολήζη Υαληά 2013 

69.  4384 Διαθολήζη Υαληά 2013 

70.  4385 Διαθολήζη Υαληά 2013 

71.  4389 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 

72.  4390 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 

73.  4396 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 
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2.2 Έιεγρνο απνκνλώζεωλ 

Αξρηθά, όιεο νη απνκνλώζεηο ειέγρζεθαλ σο πξνο ηελ ζπκπεξηθνξά ηνπο ζε δηάιπκα 3% ΚΟΖ. 

Καηά ηε κέζνδν απηή γίλεηαη έγρπζε κε ηελ βνήζεηα εξγαζηεξηαθήο πηπέηαο 10κl ΚΟΖ 3% πάλσ ζε 

αληηθεηκελνθόξν πιάθα θαη έπεηηα κε ηελ βνήζεηα απνζηεηξσκέλεο νδνληνγιπθίδαο κηθξή πνζόηεηα ηνπ 

βαθηεξίνπ αλακηγλύεηαη κε ην δηάιπκα ΚΟΖ. Ζ αδπλακία δεκηνπξγίαο βιελλώδνπο ίλαο ππνδειώλεη όηη 

ην βαθηεξηαθό ζηέιερνο είλαη αξλεηηθό ζηε δνθηκή δειαδή πξόθεηηαη γηα θαηά Gram ζεηηθό βαθηήξην. 

΢ηε ζπλέρεηα όιεο νη απνκνλώζεηο ειέγρζεθαλ σο πξνο ηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα αλαπηύζζνληαη ζε 

εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξσκα. Σν εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξσκα είλαη ην m-SCM ηνπ νπνίνπ ε 

ζύλζεζε είλαη ε εμήο: Mannose 10g/l, Yeast extract 0.1 g/l,K2HPO4 2 g/l, KH2PO4 0.5 g/l, MgSO4 7H2O 

0.25 g/l θαη Boric acid 1.5 g/l. Μεηά ηελ απνζηείξσζε πξνζηίζεληαη: Cyclohexamide 200 mg (δηάιπζε ζε 

1 ml κεζαλόιεο), Nalidixic acid 30 mg (δηάιπζε ζε 1 ml 0.1 MNaOH ) θαη Nicotinic acid 100 mg 

(δηάιπζε ζε 20 ml AAH2O). 

Α/Α Cmm ΚΧΓΗΚΟ΢ ΢ΣΔΛΔΥΟΤ΢ ΠΔΡΗΟΥΖ 

ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ 

ΔΣΟ΢ 

ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ΢ 

74.  4397 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ 2013 

75.  4404 Σσκπάθη Ζραθιείοσ 2013 

76.  4405 Σσκπάθη Ζραθιείοσ 2013 

77.  4412 Ξάλζε 2013 

78.  4413 Ξάλζε 2013 

79.  4414 Ξάλζε 2013 

80.  4415 Ξάλζε 2013 

81.  4416 Ξάλζε 2013 

82.  4417 Ξάλζε 2013 



ΜΔΛΔΣΗ ΑΠΟΜΟΝΩ΢ΔΩΝ ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΟΤ CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ ΑΙΣΙΟΤ 

ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΑΚΟΤ ΔΛΚΟΤ΢ ΣΗ΢ ΣΟΜΑΣΑ΢ ΚΑΣΑ ΣΟ ΓΙΑ΢ΣΗΜΑ 2010-2013 

 

26 

 

2.3 Έιεγρνο Παζνγέλεηαο  

 

2.3.1 Αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο ζε θπηά Mirabilis jalapa 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο παζνγέλεηαο ησλ απνκνλώζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηερλεηέο κνιύλζεηο. 

Αξρηθά όια ηα ζηειέρε εμεηάζηεθαλ σο πξνο ηελ ηθαλόηεηα εθδήισζεο αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο 

(HR) ζε θύιια δεηιηλνύ (Mirabilis jalapa L.) κε έγρπζε βαθηεξηαθνύ αησξήκαηνο ζπγθέληξσζεο 

10
8
cfu/ml κε ηελ βνήζεηα ζύξηγγαο. Ζ παξαζθεπή ησλ αησξεκάησλ έγηλε ζε απνζηαγκέλν θαη 

απνζηεηξσκέλν λεξό κε ηελ βνήζεηα απνζηεηξσκέλεο νδνληνγιπθίδαο από θαιιηέξγεηα 48 σξώλ ζε 

ζξεπηηθό ππόζηξσκα NAG. Σα θπηά κεηά ηελ έγρπζε θαιύθζεθαλ κε δηάθαλεο πιαζηηθέο ζαθνύιεο γηα 

ηελ δηαηήξεζε πςειήο ζρεηηθήο πγξαζίαο. Μεηξήζεηο γηα ηελ πξόθιεζε αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο 

ιήθζεθαλ κεηά από 24 κέρξη 48 ώξεο.  

 

2.3.2 Σερλεηέο κνιύλζεηο ζε ζπνξόθπηα ηνκάηαο 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηερλεηέο κνιύλζεηο ζε ζπνξόθπηα ζην ζηάδην ησλ 2-3 πξαγκαηηθώλ θύιισλ 

ηνκάηαο κε ηα επηιεγκέλα βαθηεξηαθά ζηειέρε. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε ήηαλ ε εμήο: κε ην 

άθξν απνζηεηξσκέλεο νδνληνγιπθίδαο έγηλε παξαιαβή βαθηεξηαθήο 24σξεο θαιιηέξγεηαο από ζξεπηηθό 

ππόζηξσκα NAG θαη βύζηζε απηνύ, κε πιάγηα θιίζε, ζε βάζνο 0.5 πεξίπνπ εθαηνζηώλ ζην ζηέιερνο ησλ 

ζπνξόθπησλ. ΢ηε ζπλέρεηα ηα θπηάξηα κεηαθέξζεθαλ ζην ζεξκνθήπην όπνπ θαη παξέκεηλαλ ζε ζπλζήθεο 

πγξαζίαο 60-70% θαη ζεξκνθξαζίαο 15-26
ν
C. Από ηε ζπγθεθξηκέλε επέκβαζε πήξακε ηξεηο κεηξήζεηο 

κεηά από 20, 28 θαη 44 εκέξεο. 

 

2.3.3 Απνηύπωκα κνιπζκέλνπ θπηηθνύ ηζηνύ ζε m-SCM 

Μεηά ην πέξαο ησλ 44 εκεξώλ ή όηαλ θξίλεηε απαξαίηεην ιόγσ ηεο εμέιημεο ησλ κνιύλζεσλ ηκήκα 

ηζηνύ ζε κνξθή ξνδέιαο θόπεθε αζεπηηθά (πέξα από ηε ζέζε κόιπλζεο) από ηα ηερλεηά κνιπζέληα θπηά 

κε ζθνπό λα αληρλεύζνπκε ηελ παξνπζία ηνπ βαθηεξίνπ. Οη απνκνλώζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε 

κεζνδνινγία ηνπ «απνηππώκαηνο ησλ ηζηώλ» ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξσκα m–SCM. Ζ παξνπζία 

ηνπ βαθηεξίνπ δηαπηζηώλεηαη κε ηελ ηππηθή αλάπηπμε ηνπ βαθηεξίνπ γύξσ από ηνλ θπηηθό ηζηό. 
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2.4 Οξνινγηθή ηαπηνπνίεζε 

Ζ νξνινγηθή ηαπηνπνίεζε ησλ επηιερζέλησλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε 

κέζνδν ηνπ έκκεζνπ αλνζνθζνξηζκνύ. Ζ κέζνδνο απηή απνηειεί ηερληθή θαηά ηελ νπνία ηα εηδηθά 

αληηζώκαηά ηνπ πξνο αλίρλεπζε παζνγόλνπ ζπλδένληαη κε ηα εμεηδηθεπκέλα αληηγόλα ηνπ πξνο 

αλίρλεπζε βαθηεξίνπ, ηα νπνία ζε κία επόκελε δηαδηθαζία ζπλδένληαη κε κία θζνξίδνπζα νπζία. Έηζη, 

γίλεηαη νξαηή ε εηδηθή αλαγλώξηζή ηνπο ζε νπηηθό πεδίν κηθξνζθνπίνπ κε επηζθνπηθό θζνξηζκό. 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ ν αληηνξόο antiClav782 ηνπ Δξγαζηεξίνπ Βαθηεξηνινγίαο ζε αξαίσζε 1/1000 θαη ην 

θζνξίδνλ ζύκπινθν ηεο Alexa Fluor, ζε αξαίσζε 1/100. 

 

 

2.5 Μνξηαθή ηαπηνπνίεζε απνκνλώζεωλ ηνπ βαθηεξίνπ Cmm. 

Μεηά ηελ νινθιήξσζε ησλ δνθηκώλ παζνγέλεηαο θαη ηνπ ειέγρνπ ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ 

απνκνλώζεσλ, επηιέρζεθαλ νξηζκέλα βαθηεξηαθά ζηειέρε γηα κνξηαθή ηαπηνπνίεζε. Ζ επηινγή έγηλε κε 

βάζε ηελ πεξηνρή θαη ηε ρξνλνινγία απνκόλσζεο, έηζη ώζηε λα αληηπξνζσπεύνληαη απνκνλώζεηο από 

δηάθνξεο πεξηνρέο θαη έηε. Σα ζηειέρε πνπ επηιέρζεθαλ θαηαγξάθνληαη ζηνλ Πίλαθα 2. Με ηε βνήζεηα 

ηνπ βαθηεξηαθνύ θξίθνπ (ινύπα) ηνπνζεηήζεθε πνζόηεηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ ζε δνθηκαζηηθνύο 

ζσιήλεο πνπ πεξηείραλ 4 ml πγξό ζξεπηηθό ππόζηξσκα Lysogeny Broth ή Luria-Bertani (10gr Bacto-

tryptone,5gr Bactoyeast extract, 10gr NaCl, pH 7.0). ΢ηε ζπλέρεηα νη πγξέο θαιιηέξγεηεο ηνπνζεηήζεθαλ 

ζην ζάιακν επώαζεο όπνπ αλαδεύνληαλ γηα λα επσαζηνύλ γηα 48 ώξεο ζηνπο 27
ν
C.  

 

2.5.1 Δπέκβαζε κε ιπζνδύκε γηα ηελ ιύζε ηωλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξωλ ηωλ βαθηεξηαθώλ 

ζηειερώλ Cmm. 

Σν βαθηήξην Cmm είλαη ζεηηθό θαηά Gram θαη ην θπηηαξηθό ηνπ ηνίρσκα, όπσο θάζε βαθηεξίνπ 

πνπ αλήθεη ζε απηή ηελ θαηεγνξία, είλαη θηηαγκέλν από ηελ πξσηεΐλε πεπηηδνγιπθάλε (Σδάκνο, 2004). Ζ 

πεπηηδνγιπθάλε θαηαιακβάλεη έλα πνζνζηό 50-90% ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο. Έηζη γηα λα επηηεπρζεί 

ε ιύζε ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο (πξνθεηκέλνπ λα ειεπζεξσζεί ην DNA) έγηλε κεηαρείξηζε όισλ ησλ 

βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ κε δηάιπκα ιπζνδύκεο. Αξρηθά παξαζθεπάζηεθε δηάιπκα ελδπκαηηθήο ιύζεο 

5ml γηα ηελ ιύζε ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ ην νπνίν πεξηείρε: 50ml TrisCl2Μ, 20ml EDTA 0.5Μ, 

60ml TritonX 100, 100mgr lysozyme θαη 4.87ml Ζ2Ο. Έπεηηα αθνινπζήζεθε ε εμήο δηαδηθαζία: 
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1) Όγθνο 1 ml από θάζε πγξή θαιιηέξγεηα βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο κεηαθέξζεθε ζε 

απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο eppendorf, νη νπνίνη θπγνθεληξήζεθαλ γηα 10 ιεπηά ζηηο 7500rpm. 

Αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν πγξό.  

2)  ΢ηε ζπλέρεηα επαλαδηαιύζεθαλ νη βαθηεξηαθέο πειιέηεο ζε 180 ml δηαιύκαηνο ελδπκαηηθήο 

ιύζεο θαη αθνινύζεζε επώαζε ζηνπο 37
ν
Cγηα30 ιεπηά ζην πδαηόινπηξν.  

3) Πξνζηέζεθαλ 25 ml Proteinase K θαη 200ml Buffer AL ζε ζσιήλεο eppendorf θαη αθνινύζεζε 

αλαθίλεζε ησλ ζσιήλσλ κε vortex θαη επώαζε ζηνπο 56
ν
C γηα 30 ιεπηά.  

4) ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 200 ml αηζαλόιεο (θαζαξόηεηαο 99%) θαη αθνινύζεζε αλαθίλεζε 

ησλ ζσιήλσλ eppendorf κε vortex κέρξη λα ζρεκαηηζηεί νκνηνγελέο δηάιπκα.  

Μεηά από απηήλ ηελ κεηαρείξηζε αθνινύζεζε ε δηαδηθαζία απνκόλσζεο γελσκηθνύ DNA από ηα 

επηιερζέληα βαθηεξηαθά ζηειέρε.  

 

 

2.5.2 Απνκόλωζε γελωκηθνύ DNAαπό βαθηεξηαθά θύηηαξα ηνπ Cmm 

Ζ απνκόλσζε DNA από πγξέο θαιιηέξγεηεο ησλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ έγηλε κε ηε βνήζεηα ηνπ 

ζπζηήκαηνο DN easy Blood and Tissue Kit ηεο εηαηξείαο QIAGEN. Σν πξσηόθνιιν αλαιύεηαη 

παξαθάησ: 

1) Σν πεξηερόκελν ησλ ζσιήλσλ eppendorf κεηαθέξζεθε ζε ζηήιεο δηαρσξηζκνύ (DN easy Mini 

spincolumn) νη νπνίεο ηνπνζεηήζεθαλ κέζα ζε ζσιήλεο ζπιινγήο ησλ 2 ml. Δθαξκόζηεθε 

θπγνθέληξεζε ζε 8000rpm γηα έλα ιεπηό. Οη ζσιήλεο ζπιινγήο αθαηξέζεθαλ ζηε ζπλέρεηα θαη ε 

θάζε ζηήιε δηαρσξηζκνύ ηνπνζεηήζεθε ζε θαηλνύξγην ζσιήλα ζπιινγήο.  

2) Πξνζηέζεθαλ 500 ml buffer AW1 ζηηο ζηήιεο δηαρσξηζκνύ θαη αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε ζε 

8000 rpm γηα 1 ιεπηό. Οη ζσιήλεο ζπιινγήο αθαηξέζεθαλ μαλά.  

3) Οη ζηήιεο δηαρσξηζκνύ ηνπνζεηήζεθαλ ζε θαηλνύξγηνπο ζσιήλεο ζπιινγήο θαη πξνζηέζεθαλ 500 

ml AW2. Αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε ζε 14000 rpm γηα 3 ιεπηά.  

4) Οη εηδηθέο ζηήιεο ζηε ζπλέρεηα ηνπνζεηήζεθαλ εθ λένπ ζε θαζαξνύο απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο 

eppendorf (όγθνπ 1.5 ml) θαη πξνζηέζεθαλ 200ml buffer AE. Αθνινύζεζε επώαζε γηα 1 ιεπηό 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη έπεηηα θπγνθέληξεζε ζε 8000rpm γηα 1 ιεπηό.  

Οη ζσιήλεο eppendorf απνζεθεύζεθαλ ζηνπο -20
ν
C κέρξη λα γίλνπλ νη αληηδξάζεηο PCR.  
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2.5.3 Ηιεθηξνθόξεζε απνκνλωκέλνπ DNA ζε πήθηωκα αγαξόδεο. 

Γηα λα επαιεζεπηεί ε απνκόλσζε ηνπ DNA από ηα βαθηεξηαθά θύηηαξα έγηλε ειεθηξνθόξεζε 

ηνπ απνκνλσκέλνπ DNAζε πήθησκα αγαξόδεο. Ζ ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

ήηαλ 0.8%. ΢ε 50ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 0.5 x TBE (Trisborate EDTA) πξνζηέζεθαλ 0.4g αγαξόδεο 

θαη δηαιύζεθαλ κε ζέξκαλζε ζε θνύξλν κηθξνθπκάησλ γηα θάπνηα ιεπηά. Έπεηηα πξνζηέζεθαλ 2ml 

ρξσζηηθήο βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ. Σν δηάιπκα ηεο αγαξόδεο αθέζεθε ηνπιάρηζηνλ 20 ιεπηά γηα λα 

πνιπκεξηζηεί ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο ζηελ νπνία είρε ηνπνζεηεζεί 

αξρηθά ρηελάθη. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθε δηάιπκα TBE θαη αθνύ αθαηξέζεθε ην ρηελάθη, 

δεκηνπξγήζεθαλ ηα «πεγαδάθηα» ζηα νπνία ηνπνζεηήζεθαλ 5 ml από ην απνκνλσκέλν DNA ησλ 

ζηειερώλ θαη 1 ml ρξσζηηθή. Ωο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθε ιDNA θνκκέλν κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν 

PstI. ΢ηε ζπλέρεηα αθνινύζεζε ειεθηξνθόξεζε ηνπ πεθηώκαηνο γηα 45 ιεπηά ζε 55 V. Μεηά ηελ 

ειεθηξνθόξεζε, ην πήθησκα ηνπνζεηήζεθε ζηελ ηξάπεδα ππεξηώδνπο αθηηλνβνιίαο γηα παξαηήξεζε.  

 

2.5.4 Φωηνκέηξεζε ηωλ δεηγκάηωλ  

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ αληηδξάζεσλ PCR έπξεπε λα ππνινγηζηνύλ νη ζπγθεληξώζεηο ηνπ 

DNA ησλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ. Ο ππνινγηζκόο απηόο πξαγκαηνπνηήζεθε ζην εξγαζηήξην 

Βηνηερλνινγίαο Φπηώλ ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο κε ηελ βνήζεηα λαλνθσηόκεηξνπ (Nanodrop). ΢ηελ 

εηδηθή αθίδα δεηγκαηνιεςίαο, ηνπνζεηήζεθε 1ml ηνπ ππό αλάιπζε δείγκαηνο, θαη ε κέηξεζή ηνπ 

θαηαγξάθεθε κε ηελ βνήζεηα εηδηθνύ πξνγξάκκαηνο ζε ειεθηξνληθό ππνινγηζηή. ΢ην ηέινο ηεο θάζε 

κέηξεζεο, ε αθίδα θαζαξηδόηαλ ειαθξά κε απνξξνθεηηθό ραξηί. Αθνινύζεζε ε ίδηα δηαδηθαζία γηα όια 

ηα πξνο αλάιπζε δείγκαηα. Μεηά ηε θσηνκέηξεζε, ηα δείγκαηα αξαηώζεθαλ, έηζη ώζηε ε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε όισλ ησλ δεηγκάησλ λα είλαη ίδηα θαη ίζε κε 5 ng/ml.  

 

2.5.5 Αιπζηδωηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction,PCR) 

Γηα ηελ κνξηαθή ηαπηνπνίεζε ησλ ζηειερώλ ηνπ παζνγόλνπ εθαξκόζηεθαλ νη παξαθάησ ηερληθέο 

PCR κνξηαθνύ απνηππώκαηνο: CMM-PCRθαη PSA-PCR.  
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2.5.6 Δθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο αληηδξάζεηο PCR 

Γηα ηελ δηεμαγσγή ησλ αληηδξάζεσλ PCR, ρξεζηκνπνηήζεθαλ εθθηλεηέο ηεο εηαηξείαο VBC-Biotech. 

Γηα ηηο CMM-PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ 2 δεπγάξηα εμεηδηθεπκέλσλ εθθηλεηώλ νη: CMM5/CMM6 πνπ 

ζηνρεύνπλ ζην pCM2 plasmidgenpat-1 θαη έρνπλ κέγεζνο εληζρπόκελνπ ηκήκαηνο ηα 614bp θαη PSA-

4/PSA-R πνπ ζηνρεύνπλ ζην 16S-23SrDNA intergenicregion έρνπλ κέγεζνο εληζρπόκελνπ ηκήκαηνο ηα 

270bp. ΢ηνλ Πίλαθα 3 αλαγξάθνληαη αλαιπηηθά νη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηώλ. Γηα όιεο ηηο αληηδξάζεηο 

PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζεξκηθόο θπθινπνηεηήο Master cycler Gradient ηεο εηαηξείαο Eppendorf 

(Δηθόλα 14). 

 

Δηθόλα 14. Θεξκηθόο θπθινπνηεηήο Master cycler Gradient ηεο εηαηξίαο Eppendorf. 

 

 

Πίλαθας 3: Δθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο αληηδξάζεηο PCR. 

 

Δθθηλεηής Αιιειοστία 5’-3’ DNA ζηότος 

CMM5 

 

GCGAATAAGCCCATATCAA pCM2 plasmid gen pat-1 

CMM6 

 

CGTCAGGAGGTCGCTAATA pCM2 plasmid gen pat-1 

PSA-4 TCATTGGTCAATTCTGTCTCCC 16S-23S rDNA intergenic 

region 

PSA-R TACTGAGATGTTTCACTTCCCC 16S-23S rDNA intergenic 

region 
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2.6 CMM-PCR θαη PSA-PCR 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη CMM-PCR. Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο θάζε αληίδξαζεο ππάξρεη 

έλα πξσηόθνιιν πξόγξακκα ζεξκνθξαζηώλ θαη ρξόλνπ ην νπνίν ρξεηάδεηαη γηα λα γίλνπλ ηα δηάθνξα 

ζηάδηα ηεο αληίδξαζεο (απνδηαηάμε DNA, πβξηδνπνίεζε εθθηλεηώλ ζηηο αιιεινπρίεο ηνπ DNA-ζηόρνπ 

θαη επηκήθπλζε εθθηλεηώλ ) θαη ην νπνίν είλαη εμεηδηθεπκέλν γηα ην θάζε δεπγάξη εθθηλεηώλ. Γηα ηηο 

αληηδξάζεηο απηέο όπσο πξναλαθέξζεθε ζε άιιε παξάγξαθν ρξεζηκνπνηήζεθαλ 2 δεύγε εθθηλεηώλ.  

 

Γηα ην δεπγάξη CMM5/CMM6 ην πξόγξακκα απηό είλαη ην εμήο: 

1) 2 ιεπηά ζηνπο 96
o
C 

2) 30 θύθινη από:60 δεπηεξόιεπηα ζηνπο 96
o
C, 90 δεπηεξόιεπηα ζηνπο 55

o
C θαη 60 δεπηεξόιεπηα 

ζηνπο 72
o
C 

3) Σέινο 10 ιεπηά ζηνπο 72
o
C.  

 

Σα αληηδξαζηήξηα θαη νη πνζόηεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αληίδξαζε αλαγξάθνληαη αλαιπηηθά 

παξαθάησ: 

 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟ 
ΠΟ΢ΟΣΖΣΑ/ 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

ΣΔΛΗΚΖ 

΢ΤΓΚΔΝΣΡΧ΢Ζ 

DNA template 4 κl 100ngr 

Kapa Buffer (10x) 2.5 κl 1x 

CMM5 0.1 κl 0.625pMol 

CMM6 0.1 κl 0.25mM 

dNTPs (από 10 mM) 0.5 κl 1 mM 

Taq DNA Polymerase 5units/κl 0.2 κl 1.75units/κl 

ddH2O 17.6 κl  

Σειηθός όγθος 25 κl  

 

 

Γηα ην δεπγάξη PSA-4/PSA-R ην πξόγξακκα είλαη ην εμήο: 

1) 2,5 ιεπηά ζηνπο 94
ν
C 

2) 30 θύθινη από:30 δεπηεξόιεπηα ζηνπο 94
ν
C, 20 δεπηεξόιεπηα ζηνπο 63

ν
C (ramp 0.5

ν
Cs

-1
) θαη 

45 δεπηεξόιεπηα ζηνπο 72
o
C. 

3) Σέινο 10 ιεπηά ζηνπο 72
o
C. 
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Σα αληηδξαζηήξηα θαη νη πνζόηεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αληίδξαζε αλαγξάθνληαη αλαιπηηθά 

παξαθάησ: 

 

 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟ 
ΠΟ΢ΟΣΖΣΑ/ 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

ΣΔΛΗΚΖ 

΢ΤΓΚΔΝΣΡΧ΢Ζ 

DNA template 10 κl 100ngr 

Kapa Buffer (10x) 2.5 κl 1x 

PSA-4 0.1 κl 0.625pMol 

PSA-R 0.1 κl 0.25mM 

dNTPs (από 10 mM) 0.5 κl 1 mM 

Taq DNA Polymerase 5units/κl 0.2 κl 1.75units/κl 

ddH2O 11.6 κl  

Σειηθός όγθος 25 κl  

 

 

 

 

2.7 Δπηβεβαίωζε ηωλ πξνϊόληωλ ηεο PCR κε ειεθηξνθόξεζε ζε πήθηωκα 

αγαξόδεο1.3% w/v 

Γηα ηελ ειεθηξνθόξεζε ησλ δεηγκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε πήθησκα αγαξόδεο, ζπγθέληξσζεο 1.3% 

w/v. ΢ε 100 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 0.5x TBE, δηαιύζεθαλ 1,3 gr αγαξόδεο κε ζέξκαλζε ζε θνύξλν 

κηθξνθπκάησλ θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 5 κl ρξσζηηθήο βξσκηνύρν αηζύδην. Σν δηάιπκα ηεο 

αγαξόδεο, αθέζεθε λα πνιπκεξηζηεί γηα πεξίπνπ 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθόξεζεο θαη πξνζηέζεθε δηάιπκα TBE αθνύ είρε ηνπνζεηεζεί ρηελάθη γηα λα δεκηνπξγεζνύλ νη 

ζέζεηο ηνπνζέηεζεο ησλ δεηγκάησλ. Μεηά ηνλ πνιπκεξηζκό, ηα δείγκαηα ηνπνζεηήζεθαλ ζηα 

«πεγαδάθηα» θαη αθνινύζεζε ε ειεθηξνθόξεζε γηα 90 ιεπηά ζε 100 V. Ζ πνζόηεηα ησλ δεηγκάησλ πνπ 

θνξηώζεθε ήηαλ 5 κl θαη σο κάξηπξαο γηα ηελ εθηίκεζε ηνπ κεγέζνπο ησλ δσλώλ ρξεζηκνπνηήζεθε DNA 

ηνπ θάγνπ ι θνκκέλν κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν PstI. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο ειεθηξνθόξεζεο, ην 

πήθησκα ηνπνζεηήζεθε ζηελ ηξάπεδα ππεξηώδνπο αθηηλνβνιίαο γηα παξαηήξεζε. 
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33  ΑΑΠΠΟΟΣΣΔΔΛΛΔΔ΢΢ΜΜΑΑΣΣΑΑ    

 

 

 

 

 

 

3.1 Έιεγρνο απνκνλώζεωλ  

Οη απνκνλώζεηο πνπ εμήρζεζαλ από ηε ζπιινγή ειέγρζεθαλ κε ηε δνθηκή δηαιπηόηεηαο ζε 3% 

ΚΟΖ θαη δηαπηζηώζεθε ε απνπζία βιελλώδνπο ίλαο γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη όηη πξόθεηηαη γηα θαηά 

Gram
+ 

βαθηήξηα. Δπίζεο δηαπηζηώζεθε όηη όιεο νη παξαπάλσ απνκνλώζεηο αλαπηύζζνληαη ζην 

εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξσκα m-SCM θαη νη απνηθίεο ηνπο εκθάληζαλ ηνλ αλακελόκελν θαηλόηππν 

δειαδή ήηαλ γπαιηζηεξέο, θίηξηλεο θαη βιελλώδεηο (Δηθόλα 15α). Οη ίδηεο απνκνλώζεηο ζε ζξεπηηθό 

ππόζηξσκα Nutrient Glucose Agar εκθάληζαλ βιελλώδε θίηξηλε αλάπηπμε ζε κηθξέο δηαθνξνπνηήζεηο 

ζηελ έληαζε ηνπ θίηξηλνπ ρξσκαηηζκνύ ηνπο (Δηθόλα 15β) θαη (Πίλαθαο 1).  

α) β)  

Δηθόλα 15 α) Αλάπηπμε ηνπ βαθηεξίνπ ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξωκα m- SCM. β) Σππηθή θαιιηέξγεηα ηνπ 

βαθηεξίνπ ζε ππόζηξωκα NAG. 
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3.2 Γνθηκέο Παζνγέλεηαο 

 

3.2.1 Αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο ζε θπηά Mirabilis jalapa 

Καηά ηελ εμέηαζε ηθαλόηεηαο εθδήισζεο αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο (HR) όιεο νη 

απνκνλώζεηο πξνθάιεζαλ ηελ ηππηθή αληίδξαζε ζηα θύιια ησλ θπηώλ δεηιηλνύ (Mirabilis jalapa L.) ζην 

πξνβιεπόκελν ρξνληθό δηάζηεκα ησλ 24-48 σξώλ (Πίλαθαο 4) θαη (Δηθόλα 16). 

 

 

 

Δηθόλα 16. Έιεγρνο παζνγέλεηαο βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ Cmm. Αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο ζην θπηό Miriabilis jalapa 

κε ζηειέρε ηνπ Cmm πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ εξγαζία (ζεκεηώλεηαη ε αξλεηηθή HR κε ην ζηέιερνο 4). 
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3.2.2  Σερλεηέο κνιύλζεηο ζε ζπνξόθπηα ηνκάηαο 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηερλεηέο κνιύλζεηο ζε ζπνξόθπηα κε ηελ κεζνδνινγία ηεο απνζηεηξσκέλεο 

νδνληνγιπθίδαο (Δηθόλα 17) θαη (Πίλαθαο 3). Από ηα 82 ζπνξόθπηα, ηα 76 από απηά κε πνζνζηό 

(92,68%) εκθάληζαλ ζε δηάζηεκα 30 εκεξώλ ζην ζύλνιν ή κέξνο ησλ ηππηθώλ ζπκπησκάησλ ηεο 

αζζέλεηαο βαθηεξηαθνύ έιθνπο ηεο ηνκάηαο, δειαδή: κάξαλζε, εκηπιεγία θύιινπ, ζπζηξνθή ηνπ 

ειάζκαηνο πξνο ηα πάλσ, πεξίθαπκα, κεηαρξσκαηηζκό ησλ αγγείσλ, λαληζκό, λέθξσζε θαη μήξαλζε ησλ 

θπηώλ. ΢ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο ηα βαθηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ έδσζαλ ηα αλακελόκελα 

απνηειέζκαηα όζν αθνξά ηα ζπκπηώκαηα πνπ πξνθάιεζαλ, ελώ όπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθόο 

κάξηπξαο απνζηεηξσκέλν θαη απνζηαγκέλν λεξό, δελ παξαηεξήζεθε εθδήισζε ζπκπησκάησλ. ΢ε 

επαλαπνκνλώζεηο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε ζξεπηηθό ππόζηξσκα NAG, επαλαπνκνλώζεθε ην ίδην 

παζνγόλν. 
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Δηθόλα 17. Σερλεηέο κνιύλζεηο κε βαθηεξηαθά ζηειέρε Cmm ζε ζπνξόθπηα κε ηελ κεζνδνινγία ηεο απνζηεηξωκέλεο 

νδνληνγιπθίδαο. Παξαηεξνύληαη ζπκπηώκαηα ηεο αζζέλεηαο όπωο κάξαλζε, εκηπιεγία, ζηα θύιια ζπζηξνθή ηνπ ειάζκαηνο πξνο 

ηα πάλω λέθξωζε θαη ηέινο μήξαλζε ηωλ θπηώλ. 

 



ΜΔΛΔΣΗ ΑΠΟΜΟΝΩ΢ΔΩΝ ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΟΤ CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ ΑΙΣΙΟΤ 

ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΑΚΟΤ ΔΛΚΟΤ΢ ΣΗ΢ ΣΟΜΑΣΑ΢ ΚΑΣΑ ΣΟ ΓΙΑ΢ΣΗΜΑ 2010-2013 

 

37 

 

3.3 Απνηύπωκα κνιπζκέλνπ θπηηθνύ ηζηνύ ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξωκα m-SCM 

Ζ απνκόλσζε ηνπ βαθηεξίνπ κε ηε κεζνδνινγία ηνπ «απνηππώκαηνο» ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό 

ππόζηξσκα βξέζεθε απόιπηα ηθαλνπνηεηηθή αθνύ από ηα 82 ζηα 76 (92,68%) αληρλεύζεθε ε παξνπζία 

ηνπ βαθηεξίνπ γύξσ από ηνλ θπηηθό ηζηό.  

 

α) β)  

γ) δ)  

 

Δηθόλα 18 Δκθάληζε ηωλ απνηειεζκάηωλ κεηά ηελ εθαξκνγή ηεο κεζνδνινγίαο ηνπ «απνηππώκαηνο» ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό 

ππόζηξωκα m-SCM. Αλίρλεπζε ηεο παξνπζίαο ηνπ βαθηεξίνπ Cmm γύξω από ηνπο θπηηθνύο ηζηνύο (εηθόλα 18α,β,δ), θαζώο θαη 

επηβεβαίωζε ηεο κεζνδνινγίαο κε κάξηπξεο πγηώλ θπηηθώλ ηζηώλ (εηθόλα 18γ). 
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3.4 Οξνινγηθή ηαπηνπνίεζε 

Από ηα απνηειέζκαηα πνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 5 κε ηε δνθηκή ηνπ έκκεζνπ 

αλνζνθζνξηζκνύ πξνέθπςε όηη από ηα 82 βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, αληέδξαζαλ θαη 

ηα 82 πνζνζηό 100% κε ηνλ αληηνξό antiClav 782, δίλνληαο ηνλ ηππηθό θζνξηζκό (Δηθόλα 19). 

Δπίζεο κε ηελ δνθηκή ηνπ έκκεζνπ αλνζνθζνξηζκνύ κε ηνλ αληηνξό antiClav 782 ειέγρζεθαλ γηα 

ηελ παξνπζία βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 82 θπηηθά εθρπιίζκαηα από ηα θπηάξηα ηνκάηαο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο ηερλεηέο κνιύλζεηο γηα ηνλ έιεγρν ηεο παζνγέλεηαο. Καη ζηα 82 εθρπιίζκαηα, 

πνπ αληηζηνηρεί ζε πνζνζηό 100% αληρλεύηεθε ε παξνπζία ηνπ Cmm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 19 . Γνθηκή αλίρλεπζεο αλνζνθζνξηζκνύ. Παξαηεξείηαη ε θζνξίδνπζα ρξώζε ηωλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξωλ ηνπ 

Cmm. 

 

3.5 Δπηινγή ζηειερώλ γηα κνξηαθή ηαπηνπνίεζε  

Δπηιέρζεθαλ ζαξάληα δύν ζηειέρε Cmm γηα κνξηαθή αλάιπζε βαζηδόκελνη: ζηε ρξνλνινγία θαη ζηελ 

πεξηνρή απνκόλσζεο, ηελ αλάπηπμε ζπκπησκάησλ ζε ηνπιάρηζηνλ κηα από ηηο κεζόδνπο ειέγρνπ ηεο 

παζνγέλεηαο θαζώο θαη ζηε ζεηηθή αληίδξαζε ζε κηα από ηηο δνθηκέο αλνζνθζνξηζκνύ. Σα ζηειέρε πνπ 

επηιέρζεθαλ εκθαλίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4. 

 



ΜΔΛΔΣΗ ΑΠΟΜΟΝΩ΢ΔΩΝ ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΟΤ CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ ΑΙΣΙΟΤ 

ΣΟΤ ΒΑΚΣΗΡΙΑΚΟΤ ΔΛΚΟΤ΢ ΣΗ΢ ΣΟΜΑΣΑ΢ ΚΑΣΑ ΣΟ ΓΙΑ΢ΣΗΜΑ 2010-2013 

 

39 

 

Πίλαθας 4. Βαθηεξηαθά ζηειέρε Cmm πνπ επηιέρζεθαλ γηα κνξηαθή ηαπηνπνίεζε κε ηνπο εμεηδηθεπκέλνπο 

εθθηλεηέο CMM5/CMM6 θαη PSA-4/PSA-R αληίζηνηρα θαζώο θαη ηα απνηειέζκαηα απηώλ. 

Α/Α CMM 

ΚΧΓΗΚΟ΢ 

΢ΣΔΛΔΥΟΤ΢ 

ΠΔΡΗΟΥΖ 

ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ 

PCR ΜΔ  

CMM5/CMM6 

PCR ΜΔ 

PSA-4/PSA-R 

1 4282 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία + + 

2 4284 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία + + 

3 4287 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία + + 

4 4288 Πειοπόλλεζος Κσπαρηζζία + + 

5 4309 Κοσληούρα Υαληά - + 

6 4310 Κοσληούρα Υαληά - + 

7 4314 Κοσληούρα Υαληά NT + 

8 4315 Κοσληούρα Υαληά NT + 

9 4321 Κοσληούρα Υαληά - + 

10 4322 Κοσληούρα Υαληά - + 

11 4325 Κοσληούρα Υαληά - + 

12 4326 Κοσληούρα Υαληά - + 

13 4329 Κοσληούρα Υαληά - + 

14 4330 Κοσληούρα Υαληά - + 

15 4333 Κοσληούρα Υαληά NT + 

16 4334 Κοσληούρα Υαληά NT + 

17 4337 Κοσληούρα Υαληά NT + 

18 4338 Κοσληούρα Υαληά - + 

19 4341 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ NT + 

20 4342 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

21 4345 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

22 4346 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

23 4349 Υερζόλεζος Ζραθιείοσ - + 

24 4352 Υερζόλεζος Ζραθιείοσ NT + 

25 4357 Κοσληούρα Υαληά - + 
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NT: Γελ δνθηκάζηεθαλ 

 

 

 

 

 

26 4358 Κοσληούρα Υαληά - + 

27 4361 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ NT + 

28 4362 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ + + 

29 4373 Διαθολήζη Υαληά NT + 

30 4374 Διαθολήζη Υαληά + + 

31 4380 Διαθολήζη Υαληά NT + 

32 4381 Διαθολήζη Υαληά - + 

33 4384 Διαθολήζη Υαληά + + 

34 4385 Διαθολήζη Υαληά - + 

35 4389 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

36 4390 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

37 4396 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

38 4397 Ηεράπεηρα Λαζηζίοσ - + 

39 4404 Σσκπάθη Ζραθιείοσ + + 

40 4405 Σσκπάθη Ζραθιείοσ + + 

41 4414 Ξάλζε + + 

42 4415 Ξάλζε + + 
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3.6 Μνξηαθή ηαπηνπνίεζε απνκνλώζεωλ ηνπ βαθηεξίνπ Cmm. 

 

3.6.1 Αλίρλεπζε απνκνλωκέλωλ DNAζε πήθηωκα αγαξόδεο 

Μεηά ηελ νιηθή απνκόλσζε ηνπ DNA έγηλε έιεγρνο γηα λα αμηνινγεζεί ε πνηόηεηα ηεο θάζε κηαο 

απνκόλσζεο DNA από ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε. ΢ηελ Δηθόλα 20 παξνπζηάδεηαη έλα πήθησκα αγαξόδεο 

(0.8% w/v) ζην νπνίν θνξηώζεθαλ απνκνλώζεηο νιηθνύ DNA από ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε: TEIC4314, 

TEIC4315,TEIC4333,TEIC4334,TEIC4337,TEIC4341,θαη TEIC4352.  
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Δηθόλα20. Πήθηωκα αγαξόδεο αλάιπζεο DNA κε κνξηαθό δείθηε ηνλ ι/PstI θαη DNA ηωλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ πνπ 

αλαγξάθνληαη θαη απνηεινύλ κέξνο ηωλ ζηειερώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε κειέηε. 
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3.7 Απνηειέζκαηα κε ηνπο εθθηλεηέο CMM-PCR θαη PSA-PCR 

3.7.1 CMM5 / CMM6 – PCR 

 

Γηα ηε δηεμαγσγή ηεο CMM5/CMM6–PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εηδηθνί εθθηλεηέο 

CMM5/CMM6 πνπ αληρλεύνπλ ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε ηνπ Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis. ΢ηελ εηθόλα 21 θαη ζηνλ πίλαθα 5 παξνπζηάδνληαη ηα πξόηππα ησλ δσλώλ ηα νπνία 

έδσζαλ νη ζπγθεθξηκέλνη εθθηλεηέο ζε πήθησκα αγαξόδεο 1.3% w/v. Αλαιύνληαο ηα απνηειέζκαηα από 

ηα 32 βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κνξηαθά, 11 ζπλνιηθά αληέδξαζαλ κε ην ζπγθεθξηκέλν 

δεπγάξη εθθηλεηώλ παξάγνληαο ην αλακελόκελν πξντόλ ζηα 614 bp θαη 21 δελ παξήγαγαλ πξντόληα. Σν 

πνζνζηό αλίρλεπζεο κε ηνπο εθθηλεηέο CMM5/CMM6 ήηαλ ρακειό, 34.38% 
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Δηθόλα 21. Πήθηωκα αγαξόδεο κε ηα πξνϊόληα CMM5/CMM6-PCR κνξηαθό δείθηε ηνλ ι/PstI θαη DNA ηωλ βαθηεξηαθώλ 

ζηειερώλ. Φαίλνληαη ην δεπγάξη ηωλ εμεηδηθεπκέλωλ εθθηλεηώλ γηα ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε Cmm ηα νπνία δίλνπλ δώλε κεγέζνπο 

614 bp 
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3.7.2 PSA-4/PSA-R-PCR 

 

Γηα ηε δηεμαγσγή ηεο PSA-4/PSA-R–PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εηδηθνί εθθηλεηέο PSA-4/PSA-R 

πνπ αληρλεύνπλ ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε ηνπ Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. ΢ηελ 

εηθόλα 22 θαη ζηνλ πίλαθα 5 παξνπζηάδνληαη ηα πξόηππα ησλ δσλώλ ηα νπνία έδσζαλ νη ζπγθεθξηκέλνη 

εθθηλεηέο ζε πήθησκα αγαξόδεο 1.3% w/v. Αλαιύνληαο ηα απνηειέζκαηα από ηα 42 βαθηεξηαθά 

ζηειέρε πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κνξηαθά ήηαλ άξηζηα αθνύ θαη ηα 42 ζηειέρε αληέδξαζαλ κε ην 

ζπγθεθξηκέλν δεπγάξη εθθηλεηώλ παξάγνληαο ην αλακελόκελν πξντόλ ζηα 270 bp. Σν πνζνζηό 

αλίρλεπζεο κε ηνπο εθθηλεηέο PSA-4/PSA-R ήηαλ 100%. 
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Δηθόλα 22. Πήθηωκα αγαξόδεο κε ηα πξνϊόληα PSA-4/PSA-RPCR κνξηαθό δείθηε ηνλ ι/PstI θαη DNA ηωλ βαθηεξηαθώλ 

ζηειερώλ Cmm. Φαίλνληαη ην δεπγάξη ηωλ εμεηδηθεπκέλωλ εθθηλεηώλ γηα ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε Cmm ηα νπνία δίλνπλ δώλε 

κεγέζνπο 270bp. 
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3.8 ΢πζρέηηζε βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ θαη εμεηδηθεπκέλωλ εθθηλεηώλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

Όπσο πξναλαθέξζεθε κε ηνπο CMM5/CMM6 αληέδξαζαλ 11 βαθηεξηαθά ζηειέρε από ηα 32 ελώ 

κε ηνπο PSA-4/PSA-R αληέδξαζαλ 42 βαθηεξηαθά ζηειέρε από ηα 42. ΢πγθεθξηκέλα από ηα 

απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ κεηά ηελ κνξηαθή ηαπηνπνίεζε παξαηεξνύκε όηη 11 βαθηεξηαθά ζηειέρε 

από ηα 32 αληέδξαζαλ θαη κε ηα δύν δεπγάξηα εμεηδηθεπκέλσλ εθθηλεηώλ CMM5/CMM6 θαη PSA-

4/PSA-R, δειαδή πνζνζηό 34,38%.  

 

Πίλαθας 5. Αλαισηηθά αποηειέζκαηα δοθηκώλ γηα ηελ επηιογή ζηειετώλ ηοσ βαθηερίοσ Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis από ηε ζσιιογή ηοσ εργαζηερίοσ Βαθηερηοιογίας ηοσ ΣΔΗ Κρήηες. 

 

Cmm 

ΚΧΓΗΚΟ

΢ 

΢ΣΔΛΔ-

ΥΟΤ΢ 

 

 

ΥΡΧ΢Ζ 

GRAM 

 

IF 

 

ΜΟΡΗΑΚΖ ΣΑΤΣΟΠΟΗΖ΢Ζ  PCR 

 

ΠΑΘΟΓΔΝΔΗΑ 

 

ΑΠΟΣΤΠΧΜ

Α ΦΤΣΗΚΟΤ 

Η΢ΣΟΤ ΢Δ  

m-SCM 

 

 

 

KOH 

(3%) 

PRIMER 

 

CMM5/CMM6 

PRIMER 

 

PSA-4/PSA-R 

 

HR 

ΣΔΥΝΖΣΖ ΜΟΛΤΝ΢Ζ ΢Δ 

΢ΠΟΡΟΦΤΣΑ ΣΟΜΑΣΑ΢  

4010 + + + + + - - 

4072 + + - + + + + 

4096-Β + + + + + - - 

4205 + + - + + + + 

4209 + + + + + + + 

4214 + + - + + + + 

4219 + + - - + - - 

4221 + + - - + - + 

4223 + + + + + + + 

4225 + + + + + - - 

4235 + + + + + + + 

4237 + + + + + + + 

4249 + + + + + + + 

4250 + + + + + + + 
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Cmm 

ΚΧΓΗΚΟ

΢ 

΢ΣΔΛΔ-

ΥΟΤ΢ 

 

ΥΡΧ΢Ζ 

GRAM 

IF PRIMER 

 

CMM5/CMM6 

PRIMER 

 

PSA-4/PSA-R 

 

HR ΣΔΥΝΖΣΖ ΜΟΛΤΝ΢Ζ ΢Δ 

΢ΠΟΡΟΦΤΣΑ ΣΟΜΑΣΑ΢ 

ΑΠΟΣΤΠΧΜ

Α ΦΤΣΗΚΟΤ 

Η΢ΣΟΤ ΢Δ  

m-SCM 

 

4255 + + + + + + + 

4256 + + + + + + + 

4258 + + + + + + + 

4259 + + + + + + + 

4260 + + + + + + + 

4261 + + + + + + + 

4262 + + - + + + + 

4266 + + + - + + + 

4267 + + + + + + + 

4268 + + + + + + + 

4274 + + - + + + + 

4275 + + + + + + + 

4276 + + + + + + + 

4280 + + + + + + + 

4281 + + + + + + + 

4282 + + + + + + + 

4283 + + + + + + + 

4284 + + + + + + + 

4287 + + + + + + - 

4288 + + + + + + + 

4289 + + + + + + + 

4290 + + - + + + - 

4300 + + + + + + + 

4302 + + + + + + + 

4306 + + + + + + + 

4307 + + + + + + + 

4309 + + - + + + + 
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Cmm 

ΚΧΓΗΚΟ

΢ 

΢ΣΔΛΔ-

ΥΟΤ΢ 

 

ΥΡΧ΢Ζ 

GRAM 

IF PRIMER 

 

CMM5/CMM6 

PRIMER 

 

PSA-4/PSA-R 

 

HR ΣΔΥΝΖΣΖ ΜΟΛΤΝ΢Ζ ΢Δ 

΢ΠΟΡΟΦΤΣΑ ΣΟΜΑΣΑ΢ 

ΑΠΟΣΤΠΧΜ

Α ΦΤΣΗΚΟΤ 

Η΢ΣΟΤ ΢Δ  

m-SCM 

 

4310 + + - + + + + 

4314 + + NT + + + + 

4315 + + NT + + + + 

4321 + + - + + + + 

4322 + + - + + + + 

4325 + + - + + + + 

4326 + + - + + + + 

4329 + + - + + + + 

4330 + + - + + + + 

4333 + + NT + + + + 

4334 + + NT + + + + 

4337 + + NT + + + + 

4338 + + - + + + + 

4341 + + NT + + + + 

4342 + + - + + + + 

4345 + + - + + + + 

4346 + + - + + + + 

4349 + + - + + + + 

4352 + + NT + + + + 

4357 + + - + + - + 

4358 + + - + + + + 

4361 + + NT + + + + 

4362 + + + + + + + 

4373 + + NT + + + + 

4374 + + + + + + + 

4380 + + NT + + + + 

4381 + + - + + + + 
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IF= Γνθηκή έκκεζνπ αλνζνθζνξηζκνύ ζε αηώξεκα βαθηεξίνπ. 

HR= Αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο ζε θπηά Mirabilis jalapa. 

NT= Γελ δνθηκάζηεθαλ. 

            =δηαθνξέο απνηειεζκάησλ 

            =ζηέιερε βαθηεξίσλ γηα κνξηαθή ηαπηνπνίεζε 

 

 

 

 

 

Cmm 

ΚΧΓΗΚΟ

΢ 

΢ΣΔΛΔ-

ΥΟΤ΢ 

 

ΥΡΧ΢Ζ 

GRAM 

IF PRIMER 

 

CMM5/CMM6 

PRIMER 

 

PSA-4/PSA-R 

 

HR ΣΔΥΝΖΣΖ ΜΟΛΤΝ΢Ζ ΢Δ 

΢ΠΟΡΟΦΤΣΑ ΣΟΜΑΣΑ΢ 

ΑΠΟΣΤΠΧΜ

Α ΦΤΣΗΚΟΤ 

Η΢ΣΟΤ ΢Δ  

m-SCM 

 

4384 + + + + + + + 

4385 + + - + + + + 

4389 + + - + + + + 

4390 + + - + + + + 

4396 + + - + + + + 

4397 + + - + + + + 

4404 + + + + + + + 

4405 + + + + + + + 

4412 + + NT ΝΣ + + + 

4413 + + NT ΝΣ + + + 

4414 + + + + + + + 

4415 + + + + + + + 

4416 + + NT ΝΣ + + + 

4417 + + NT ΝΣ + + + 
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44  ΢΢ΤΤΕΕΖΖΣΣΖΖ΢΢ΖΖ  

 

 

Σν βαθηεξηαθό έιθνο ηεο ηνκάηαο απνηειεί κία ζεκαληηθή αζζέλεηα ηεο ηνκάηαο. ΢ηελ Διιάδα ε 

αζζέλεηα είλαη γλσζηή από πνιύ παιηά. Σηο θαιιηεξγεηηθέο πεξηόδνπο 2010-2013 ε αζζέλεηα παξνπζίαζε 

ηδηαίηεξε έμαξζε ζηελ Κξήηε έρνληαο ζαλ απνηέιεζκα ζεκαληηθέο δεκηέο ζε δηάθνξεο πεξηνρέο 

θαιιηέξγεηαο ηεο ηνκάηαο θαη ηδηαίηεξα ζηελ πεξηνρή ηεο Κνπληνύξαο Υαλίσλ (Γθνύκαο, 2012). ΢ηελ 

εξγαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε ε κειέηε ζηειερώλ ηνπ βαθηεξίνπ Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis. από δηάθνξεο πεξηνρέο ηεο Διιάδαο πνπ είραλ απνκνλσζεί ην δηάζηεκα 2010-2013 θαη 

πξνθαηαξηηθά είραλ ηαπηνπνηεζεί κε κνξθνινγηθέο θαη βηνρεκηθέο δνθηκέο σο κέιε ηνπ βαθηεξίνπ 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Από ηα απνηειέζκαηα καο πξνθύπηεη όηη όια ηα 

βαθηεξηαθά ζηειέρε κε βάζε ηε δνθηκή ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ αλήθνπλ ζην είδνο Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis. Σα απνηειέζκαηα απηά επηβεβαηώζεθαλ από ηηο κνξηαθέο δνθηκέο 

αθνύ από ην ζύλνιν ησλ 82 εμεηαζζέλησλ ζηειερώλ ηα 76 αληρλεύηεθαλ κε έλα από ηα δύν ζεη δεπγώλ 

ησλ εμεηδηθεπκέλσλ εθθηλεηώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Σν γεγνλόο όηη 6 ζηειέρε δελ αληρλεύζεθαλ κε 

θαλέλα από ηνπο δύν primers, όηη αληρλεύζεθαλ κε παζνγόλα ζηειέρε αιιά θαη ε κε νκνηόκνξθε 

αλίρλεπζε από ηα δύν δεύγε εθθηλεηώλ, πηζαλά λα νθείιεηαη ζηε κεγάιε πνηθηινκνξθία πνπ εκθαλίδεηαη 

κέζα ζην είδνο Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis θαη ε νπνία έρεη δηαπηζησζεί θαη από 

άιινπο εξεπλεηέο (Leon et al., 2011). Ζ εξγαζία απηή κπνξεί λα απνηειέζεη ηε βάζε γηα ηε παξαπέξα 

κειέηε ηεο πηζαλήο πνηθηινκνξθίαο ησλ ζηειερώλ ηνπ βαθηεξίνπ ζηελ Κξήηε. Σέινο ζηελ εξγαζία απηή 

επηβεβαηώζεθε ε αμηνπηζηία ησλ κεζνδνινγηώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζην εξγαζηήξην γηα ηνλ έιεγρν ηεο 

παζνγέλεηαο ησλ απνκνλώζεσλ αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο (HR) θαη ηεο απνκόλσζεο ηνπ παζνγόλνπ 

από ζπνξόθπηα ηνκάηαο («απνηύπσκα» ζε εθιεθηηθό ζξεπηηθό ππόζηξσκα m-SCM). 
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