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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Από τις πιο διαδεδομένες καλλιέργειες στον Ελλαδικό χώρο αποτελεί η καλλιέργεια των

δημητριακών. Η βρώμη και το κριθάρι όπως και όλα σχεδόν τα αγρωστώδη έχουν αυξημένες

ανάγκες σε άζωτο, στοιχείο σημαντικό για την ανάπτυξη τους, που όμως η μη-αφομοιώσημη

μορφή του στην φύση, δεν το καθιστά ικανό να απορροφηθεί από τα φυτά. Έτσι η διαδικασία

τροφοδότησης της ριζόσφαιρας με άζωτο στη φύση επιτελείται από αζωτοδεσμευτικά βακτήρια

ελεύθερης διαβίωσης. Ο στόχος της παρούσας διατριβής αποτέλεσε την ταυτοποίηση με

μοριακές μεθόδους 8 στελεχών αζωτοδεσμευτικών βακτηρίων, τα οποία συλλέχθησαν από τη

ριζόσφαιρα φυτικών δειγμάτων βρώμης και κριθαριού προερχόμενα από τα διαμερίσματα που

αποτελούν τους κύριους σιτοβολώνες της Ελλάδας. Συγκεκριμένα, αναλύθηκε μοριακά το

γονίδιο nifH που κωδικοποιεί για την Fe-πρωτεΐνη της νιτρογενάσης (αναγωγάση νιτρογενάσης)

και είναι υπεύθυνο για την διαδικασία της αζωτοδεύσμευσης. Εν συνεχεία προχωρήσαμε σε

ανάλυση δύο αρκετά συντηρημένων γονιδίων του 16S rRNA, όπου αποτελεί το πιο αποδεκτό

και ευρέως χρησιμοποιούμενο γονίδιο στην βακτηριακή ταξινόμηση και φυλογένεια, και του

dnaK που κωδικοποιεί για μόρια σαπερόνης (chaperone protein) τα οποία εμπλέκονται σε

σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες. Τέλος σε ορισμένα στελέχη αναλύθηκε το γονίδιο το οποίο

εκφράζει την αποκαρβοξυλάση του ινδολοπυροβικού οξέος ipdC. Η φυλογενετική ανάλυση που

πραγματοποιήθηκε έδειξε ότι από τα 8 αζωτοδεσμευτικά στελέχη πέντε ανήκουν στο γένος

Azospirillum ( A. brasilense, A. zeae ) και τα τρία στο είδος Pseudomonas stutzeri.



ABSΤRACT

The cultivation of cereals is very widespread in Greece. Barley and oat like most of the grasses

have an increased demand for nitrogen, a very important element for their growth. Nitrogen in

nature is non-assimilable and cannot be absorbed from the plants. The provision of nitrogen to

the rhizosphere of grain in nature is accomplished by free-living diazotrophic bacteria. The aim

of the present study is the identification by molecular methods of 8 strains of diazotrophic

bacteria, collected from the rhizosphere of barley and oat plant samples deriving from regions

that constitute the main grain growing regions of Greece. Specificly, a molecular analysis of the

nifH gene was conducted, which encodes the Fe-protein of nitrogenase ( nitrogenase reductase )

and is responsible for the nitrogen-fixing ability. We also proceed to the analysis of two

housekeeping genes, the gene that encodes for the 16S rRNA, which is widely accepted as an

indespensible tool for the phyllogenetic classification, and dnaK which encodes for chaperones

responsible for important cellular functions. Finally we analysed the gene which that encodes the

indole-pyruvate decarboxylase ipdC in certain strains. The phylogenetic analysis carried out

showed that among the 8 strains of diazotrophic bacteria, 5 strains belong to the Azospirillum

genus ( A. brasilense, A. zeae ) and 3 strains belong to Pseudomonas stutzeri species.
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Από ηζξ πζμ δζαδεδμιέκεξ ηαθθζένβεζεξ ζημκ Δθθαδζηό πώνμ απμηεθεί δ 

ηαθθζένβεζα ηςκ δδιδηνζαηώκ. Ζ ανώιδ ηαζ ημ ηνζεάνζ όπςξ ηαζ όθα ζπεδόκ ηα 

αβνςζηώδδ έπμοκ αολδιέκεξ ακάβηεξ ζε άγςημ, ζημζπείμ ζδιακηζηό βζα ηδκ 

ακάπηολδ ημοξ, πμο όιςξ δ ιδ-αθμιμζώζδιδ ιμνθή ημο ζηδκ θύζδ, δεκ ημ ηαεζζηά 

ζηακό κα απμννμθδεεί από ηα θοηά. Έηζζ δ δζαδζηαζία ηνμθμδόηδζδξ ηδξ 

νζγόζθαζνάξ ημοξ ιε άγςημ ζηδ θύζδ επζηεθείηαζ από αγςημδεζιεοηζηά ααηηήνζα 

εθεύεενδξ δζααίςζδξ. Ο ζηόπμξ ηδξ πανμύζαξ δζαηνζαήξ απμηέθεζε ηδκ ηαοημπμίδζδ 

ιε ιμνζαηέξ ιεεόδμοξ 8 ζηεθεπώκ αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ, ηα μπμία 

ζοθθέπεδζακ από ηδ νζγόζθαζνα θοηζηώκ δεζβιάηςκ ανώιδξ ηαζ ηνζεανζμύ 

πνμενπόιεκα από ηα δζαιενίζιαηα ηδξ Δθθάδαξ πμο απμηεθμύκ ημοξ ηύνζμοξ 

ζζημαμθώκεξ ηδξ πώναξ. οβηεηνζιέκα, ακαθύεδηε ιμνζαηά ημ βμκίδζμ nifH  πμο 

ηςδζημπμζεί βζα ηδκ Fe-πνςηεΐκδ ηδξ κζηνμβεκάζδξ (ακαβςβάζδ κζηνμβεκάζδξ) ηαζ 

είκαζ οπεύεοκμ βζα ηδκ δζαδζηαζία ηδξ αγςημδεύζιεοζδξ. Δκ ζοκεπεία πνμπςνήζαιε 

ζε ακάθοζδ δύμ ανηεηά ζοκηδνδιέκςκ βμκζδίςκ ημο 16S rRNA, όπμο απμηεθεί ημ 

πζμ απμδεηηό ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμύιεκμ βμκίδζμ ζηδκ ααηηδνζαηή ηαλζκόιδζδ 

ηαζ θοθμβέκεζα, ηαζ ημο dnaK πμο ηςδζημπμζεί βζα ιόνζα ζαπενόκδξ (chaperone 

protein) ηα μπμία ειπθέημκηαζ ζε ζδιακηζηέξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ. Σέθμξ ζε 

μνζζιέκα ζηεθέπδ ακαθύεδηε ημ βμκίδζμ ημ μπμίμ εηθνάγεζ ηδκ απμηαναμλοθάζδ ημο 

ζκδμθμπονμαζημύ μλέμξ ipdC. Ζ θοθμβεκεηζηή ακάθοζδ πμο πναβιαημπμζήεδηε 

έδεζλε όηζ από ηα 8 αγςημδεζιεοηζηά ζηεθέπδ πέκηε ακήημοκ ζημ βέκμξ Azospirillum 

(A. brasilense, A. zeae ) ηαζ ηα ηνία ζημ είδμξ Pseudomonas stutzeri.
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ABSTRACT 

 

The cultivation of cereals is very widespread in Greece. Barley and oat like 

most of the grasses have an increased demand for nitrogen, a very important element 

for their growth. Nitrogen in nature is non-assimilable and cannot be absorbed from 

the plants. The provision of nitrogen to the rhizosphere of grain in nature is 

accomplished by free-living diazotrophic bacteria. The aim of the present study is the 

identification by molecular methods of 8 strains of diazotrophic bacteria, collected 

from the rhizosphere of barley and oat plant samples deriving from regions that 

constitute the main grain growing regions of Greece. Specifically, a molecular 

analysis of the nifH gene was conducted, which encodes the Fe-protein of nitrogenase 

(nitrogenase reductase) and is responsible for the nitrogen-fixing ability. We also 

proceed to the analysis of two housekeeping genes, the gene that encodes for the 16S 

rRNA, which is widely accepted as an indespensible tool for the phyllogenetic 

classification, and dnaK which encodes for chaperones responsible for important 

cellular functions. Finally we analysed the gene which that encodes the indole-

pyruvate decarboxylase ipdC in certain strains. The phylogenetic analysis carried out 

showed that among the 8 strains of diazotrophic bacteria, 5 strains belong to the 

Azospirillum genus (A. brasilense, A. zeae) and 3 strains belong to Pseudomonas 

stutzeri species. 
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1 ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1Σν άδσην θαη ε βηνινγηθή ηνπ δέζκεπζε 

Σμ άγςημ είκαζ απαναίηδημ βζα ηδ γςή αθμύ απμηεθεί ααζζηό ζοζηαηζηό ηςκ 

αιζκμλέςκ ηαζ κμοηθεσκζηώκ μλέςκ. Ζ πθεζμκόηδηα ηςκ γςκηακώκ μνβακζζιώκ όπςξ 

επίζδξ ηαζ ηα θοηά δεκ ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζήζμοκ ημ ιμνζαηό άγςημ πμο 

ανίζηεηαζ εκ αθεμκία ζηδκ αηιόζθαζνα, ηαζ βζα ημκ θόβμ αοηόκ οπάνπεζ δ ακάβηδ 

ιεηαηνμπήξ ημο ζε ηάπμζα άθθδ πζμ “εύπνδζηδ” ιμνθή. Ζ ιεηαηνμπή αοηή 

επζηοβπάκεηαζ ιε δομ ηνόπμοξ α) ηδκ θοζζηή δέζιεοζδ ημο αγώημο, όπμο ημ άγςημ 

ηδξ αηιόζθαζναξ εκώκεηαζ ιε ημ μλοβόκμ ή ημ οδνμβόκμ ηςκ οδναηιώκ, 

ζπδιαηίγμκηαξ κζηνζηά ζόκηα ή αιιςκία ακηίζημζπα όπμο ιε ηδ αμήεεζα ηδξ ανμπήξ 

ιεηαθένμκηαζ ζημ έδαθμξ ηαζ α) ηδκ αζμθμβζηή αγςημδέζιεοζδ πάνδ ζηδκ δνάζδ 

αγςημδεζιεοηζηώκ ιζηνμνβακζζιώκ.  

Ζ αζμθμβζηή αγςημδέζιεοζδ, απμηεθεί ημκ ηύνζμ ηνόπμ ιεηαηνμπήξ ημο 

εθεύεενμο αγώημο ζε πνήζζιεξ πδιζηέξ εκώζεζξ ηαζ ζοκεζζθένεζ 100-290 Σg Ν ακά 

έημξ ζηδ αζόζθαζνα (Ζsu & Βuckley, 2009). Ζ δέζιεοζδ αγώημο ιέζς ηδξ 

ζοιαζςηζηήξ ζπέζδξ ροπακεώκ-νζγμαίςκ πανμοζζάγεζ ηδκ ιεβαθύηενδ ζοκεζζθμνά,  

ηαζ ακένπεηαζ ζε ιενζηέξ εηαημκηάδεξ Kg/N/εηηάνζμ/έημξ ζηζξ εκηαηζηέξ ηαθθζένβεζεξ 

(Lindemann & Glover, 2003). Ζ αζμθμβζηή αγςημδέζιεοζδ πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδ 

αμήεεζα ιζηνμμνβακζζιώκ ημο εδάθμοξ, αγςημδεζιεοηζηά ααηηήνζα, ηα μπμία είηε 

γμοκ εθεύεενα είηε ζοκδεέζηενα ζοιαζώκμοκ (ππ. Rhizobium) ζηζξ νίγεξ μνζζιέκςκ 

θοηώκ όπςξ ηα ροπακεή (ζμβζα, ιπζγεθζα, ημοηζά ηθπ.). Σα ζοιαζςηζηά 

αγςημζεζιεοηζηά ααηηήνζα ιεηαηνέπμοκ ημ αηιμζθαζνζηό άγςημ ζε αιιςκζαηά 

ιένμξ ηςκ μπμίςκ αλζμπμζμοκηαζ από ηα θοηά βζα ηδ αζμζύκεεζδ πνςηεσκώκ ηαζ 

αθθςκ αγςημύπςκ εκώζεςκ, ηαζ ζε ακηάθθαβια ηα δζαεέημοκ ζάηπανα ηα μπμία 

πνεζάγμκηαζ ηα ααηηήνζα. 

Μόκμ μνζζιέκα ααηηήνζα έπμοκ ηδκ ζηακόηδηα κα αγςημδεζιεύμοκ, είηε ςξ 

εθεύεενα δζααζμύκηα, όπςξ ηα ιζηνμαενόαζα Αzospirillum, ηα αενόαζα Azotobacter, 

ηαζ μνζζιέκα ηοακμααηηήνζα, εζηε δζαιμνθώκμκηαξ ζοιαζςηζηέξ ζπέζεζξ ιε ροπακεή 

θοηά, όπςξ αοηά ημο βέκμοξ Rhizobium ηαζ Bradyrhizobium (Postgate 1982, Bailey 

& Ollis 1986, Atlas & Bartha 1993). Όθμζ μζ άθθμζ μνβακζζιμί (εοηανοςηζημί ηαζ 

πνμηανοςηζημί) απαζημύκ βζα ηδκ αύλδζδ ημοξ δεζιεοιέκεξ ιμνθέξ αγώημο (Bashan 

& Holguin, 1997) 
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1.2 Ζ δηαδηθαζία ηεο αδσηνδέζκεπζεο 

Σμ ιμνζαηό άγςημ (N2 ) είκαζ ημ ηύνζμ ζοζηαηζηό ηδξ αηιόζθαζναξ ιε ηδκ 

ζοβηέκηνςζδ ημο κα αββίγεζ ζπεδόκ ημ 80%. Απμηεθείηαζ από δύμ άημια αγώημο 

εκςιέκα ιε έκακ ζζπονό ηνζπθό δεζιό. ακ ιόνζμ εεςνείηαζ αδνακέξ θόβς ηςκ 

ιεβάθςκ πμζώκ εκένβεζαξ πμο απαζημύκηαζ βζα κα ζπάζεζ αοηόξ μ δεζιόξ. Ζ βεκζηή 

πδιζηή ακηίδναζδ ακαβςβήξ ημο αγώημο είκαζ (Ν2 + 3Ζ2 + energy        2ΝΖ3) είκαζ 

ίδζα ηαζ βζα ηδκ αζμθμβζηή αθθά ηαζ βζα ηδκ πδιζηή δέζιεοζδ ημο αγώημο. (Hubbell 

& Kidder, 2003) 

 Ζ αγςημδέζιεοζδ βίκεηαζ ιέζς ηδξ δνάζδξ  ημο εκγοιζημύ ζοζηήιαημξ ηδξ 

κζηνμβεκάζδξ. Ζ κζηνμβεκάζδ είκαζ έκα εκγοιζηό ζύιπθμημ αζηαεέξ πανμοζία 

μλοβόκμο ηαζ ηα βμκίδζα πμο ηδκ ηςδζημπμζμύκ είκαζ πμθύ ζοκηδνδιέκα ιεηαλύ 

ζοιαζςηζηώκ ηαζ εθεύεενδξ δζααίςζδξ αγςημδεζιεοηζηώκ μνβακζζιώκ (Franche et 

al., 2008). Απμηεθείηαζ από δύμ πνςηεσκζηά ιόνζα, όπμο δ ζοκενβαζία ημοξ είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδ δέζιεοζδ ηαζ ηδκ ακαβςβή ημο ιμνζαημύ αγώημο. Σμ έκα 

πνςηεΐκζηό ιόνζμ μκμιάγεηαζ δζκζηνμβεκάζδ ή ζίδδνμ – ιμθοαδαίκμ - πνςηεΐκδ ( Fe-

Mo-πνςηεΐκδ) ηαζ δ θεζημονβία ημο είκαζ ςξ ηέκηνμ εκενβμπμίδζδξ ημο 

οπμζηνώιαημξ. Δκώ ημ δεύηενμ μκμιάγεηαζ Fe-πνςηεΐκδ ή ακαβςβάζδ ηδξ 

δζκζηνμβεκάζδξ ηαζ παίγεζ ημ νόθμ ημο ηέκηνμο εκενβμπμίδζδξ ηςκ δθεηηνμκζώκ πμο 

ιεηααζαάγμκηαζ, έκα ηάεε θμνά, ζηδ δζκζηνμβεκάζδ. Ζ δέζιεοζδ ημο Ν2 ηαζ δ 

παναβςβή ημο Ζ2 βίκεηαζ από ηδκ δζκζηνμβεκάζδ, εκώ βζα ηάεε δθεηηνόκζμ πμο 

εκενβμπμζείηαζ ηαζ ιεηαθένεηαζ ιέζς ηδξ κζηνμβεκάζδξ απαζηείηαζ οδνόθοζδ δομ 

δεζιώκ ΑΣΡ. Ζ δνάζδ ηδξ κζηνμβεκάζδξ ακαζηέθθεηαζ πανμοζία κζηνζηώκ ζόκηςκ 

πμο ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ ςξ πδβέξ αγώημο ηαεώξ ηαζ πανμοζία 

αιιςκζαηώκ ζόκηςκ. 

Σα οπεύεοκα βμκίδζα ζύκεεζδξ ηδξ κζηνμβεκάζδξ ηαζ όθςκ ηςκ απαναίηδηςκ 

ιδπακζζιώκ αγςημδέζιεοζδξ, ηα μπμία εκημπίγμκηαζ ζημ ίδζμ μπενόκζμ, ημ nifHDK, 

μκμιάγμκηαζ nif βμκίδζα (nitrogen fixation βμκίδζα ) (Γζαιακηίδδξ, 1994).  
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1.3 Aδσηνδεζκεπηηθνί νξγαληζκνί 

1.3.1 πκβησηηθνί αδσηνδεζκεπηηθνί νξγαληζκνί 

Ο Frank ημ 1885 πνδζζιμπμζώκηαξ ημκ όνμ ζοιαίςζδ (ιζηνμμνβακζζιώκ ηαζ 

θοηώκ) ήεεθε απθά κα παναηηδνίζεζ ηδκ ζοκύπανλδ δύμ ακόιμζςκ μνβακζζιώκ. Ο 

De Bary, όιςξ πνδζζιμπμίδζε ημκ όνμ βζα κα δδθώζεζ ηδκ ημζκή δζααίςζδ 

παναζίημο ηαζ λεκζζηή ηαεώξ επίζδξ ηαζ ηζξ ζπέζεζξ αάζδ ηςκ μπμίςκ μζ μνβακζζιμί 

πνμθακώξ αμδεμύκ μ έκαξ ημκ άθθμ (Smith & Read, 1997, Brundrett, 2004). Ζ 

ιεβαθύηενδ ζοκεζζθμνά ημο αγώημο ζημ έδαθμξ πνμένπεηαζ από ηδ ζοιαζςηζηή 

ζπέζδ πμο έπμοκ μνζζιέκμζ μνβακζζιμί ηαζ ηα θοηά, ηαεώξ από ιόκδ ηδξ δ 

ζοιαίςζδ ροπακεώκ ηαζ αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ, εοεύκεηαζ βζα ημ 20% ημο 

δεζιεοόιεκμο αγώημο παβημζιίςξ. Σα βκςζηά ζε όθμοξ ιαξ νζγόαζα είκαζ ηα 

ααηηήνζα ηα μπμία δδιζμονβμύκ αιμζααίεξ ζπέζεζξ ιε ηα ροπακεή. Ζ είζμδμξ ηςκ 

νζγμαίςκ, ιε ηνμπμπμζδιέκδ ιμνθή (ααηηδνζμεζδή) (Hubbell & Kidder, 2003), ζημ 

θοηό λεκζζηή είκαζ ιζα εθεβπόιεκδ ιόθοκζδ. Σα νζγόαζα πανάβμοκ εκώζεζξ θζπμ-

μθζβμζαηπανζηζδζηήξ θύζεςξ, μζ μπμίεξ όηακ θαιαάκμκηαζ από ημ θοηό μδδβμύκ ζημ 

ζπδιαηζζιό θοιαηίςκ. Σα ροπακεή ακήημοκ ζηδκ μζημβέκεζα Leguminosae 

(Fabaceae), ηδξ ηάλδξ Fabales ηαζ δζαηνίκμκηαζ ζε ηνεζξ οπμμζημβέκεζεξ: 

Caesalpinoidae, Mimosoidae ηαζ Papilionidae. ηδκ Papilionidae ακήημοκ ηα 

πενζζζόηενα ζδιακηζηά ηαθθζενβμύιεκα είδδ εκώ δ οπμμζημβέκεζα Caesalpinoidae 

έπεζ πμθύ θίβα taxa, ζηα μπμία ζπδιαηίγμκηαζ θοιάηζα. Ζ ζηακόηδηα εκόξ ηνμπζημύ 

ροπακεμύξ ημο Sesbania rostrata, κα ζπδιαηίγεζ θοιάηζα όπζ ιόκμ ζηζξ νίγεξ αθθά 

ηαζ ζημκ αθαζηό ημ ηάκεζ κα απμηεθεί λεπςνζζηή ζοιαίςζδ. Ζ ζηακόηδηα ημο αοηή 

επζηνέπεζ ζημ θοηό κα δεζιεύεζ άγςημ όηακ ακαπηύζζεηαζ ζε οβνέξ ζοκεήηεξ ηαηά 

ηζξ μπμίεξ δεκ είκαζ δοκαηόξ μ ζπδιαηζζιόξ θοιαηίςκ ζηζξ νίγεξ. Δπίζδξ ζηα θοιάηζα 

ημο αθαζημύ αηόιδ ηαζ όηακ μζ νίγεξ απμννμθμύκ κζηνζηά από ημ έδαθμξ, δεκ 

επδνεάγεηαζ δ δοκαηόηδηα δέζιεοζδξ αγώημο. Σμ ααηηήνζμ ημ μπμίμ ειπθέηεηαζ ζε 

αοηή ηδκ δζαδζηαζία ανήκει στο γένος Azorhizobium (Paul & Clark, 1989). Μία άθθδ 

πενίπηςζδ ζοιαίςζδξ ροπακεώκ ιε ααηηήνζα, ημοξ αηηζκμιύηδηεξ εκημπίγεηαζ ζε 

εύηναηα ηθίιαηα ηαεώξ ηαζ ζε ανηηζηέξ πενζμπέξ, εκώ ημ ιεβαθύηενμ ιένμξ ηςκ 

λοθςδώκ ροπακεώκ απακηάηαζ ηονίςξ ζε ηνμπζηέξ πενζμπέξ (Vitousek et al., 2002). 

Πνόηεζηαζ βζα ηα ααηηήνζα ημο βέκμοξ Frankia ηα μπμία είκαζ ζκώδμοξ ιμνθήξ ηαζ 

ακαπηύζζμκηαζ αηηζκςηά (βεβμκόξ ζημ μπμίμ μθείθεηαζ δ επμκμιαζία 
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«αηηζκμιύηδηεξ», πμο είκαζ ηαζ δ μκμιαζία ηδξ μζημβέκεζαξ ζηδκ μπμία ακήημοκ) 

(Γζαιακηίδδξ, 1994). 

Ζ ηεθεοηαία ηαηδβμνία ζοιαζςηζηώκ αγςημδεζιεοηζηώκ μνβακζζιώκ είκαζ 

ιέθδ ηςκ ηοακμααηηδνίςκ. Σα ηοακμααηηήνζα απμηεθμύκ ηδκ ιεβαθύηενδ ηαζ πζμ 

πμζηίθδ μιάδα Gram ανκδηζηώκ πνμηανοςηζηώκ μνβακζζιώκ (Franche et al., 2008). 

Σα κδιαηώδδ ζηεθέπδ είκαζ ηα πζμ ζδιακηζηά αγςημδεζιεοηζηά ηοακμααηηήνζα όπμο 

δζαθμνμπμζμύκηαζ ώζηε κα δδιζμονβδεμύκ εηενμηύζηεξ. Οζ ζδιακηζηόηενμζ 

εηπνόζςπμζ ηςκ ηοακμααηηδνίςκ είκαζ ηα ααηηήνζα ημο βεκώκ Nostoc ηαζ Anabaena 

(Nostocales). Οζ εηενμηύζηεξ είκαζ ζδζαίηενα ελεζδζηεοιέκα ηύηηανα πμο 

δζαθμνμπμζμύκηαζ εκηόξ κδιαηίμο όπμο εκημπίγεηαζ δ αγςημδέζιεοζδ όηακ οπάνπεζ 

έθθεζρδ αγώημο (Elmerich, 2007, Franche et al., 2008). 

 

1.3.2 Με-ζπκβησηηθνί αδσηνδεζκεπηηθνί νξγαληζκνί 

Ακάθμβα , ιε ηδκ επίδναζή ημοξ ζηα θοηά ηαζ ημκ ηνόπμ πμο αθθδθεπζδνμύκ 

ιε ηζξ νίγεξ μζ ιζηνμμνβακζζιμί πμο απμζημύκ ζηδ νζγόζθαζνα ηαηαηάζζμκηαζ ζε 

ηαηδβμνίεξ. Χξ πνμξ ηδ επίδναζδ ημοξ, πςνίγμκηαζ ζε παεμβόκμοξ ηαζ ιδ 

παεμβόκμοξ. Οζ ιδ παεμβόκμζ, μζ μπμίμζ είκαζ ηαοηόπνμκα ηαζ ςθέθζιμζ, δζαηνίκμκηαζ 

ζε δύμ ηαηδβμνίεξ. Ζ ιία πενζθαιαάκεζ ηόζμ ααηηήνζα εθεύεενδξ δζααίςζδξ, ηα 

μπμία επζδνμύκ εεηζηά αθεκόξ ζηδκ ακάπηολδ ημο θοημύ, αθεηένμο ζημκ 

ειπθμοηζζιό ημο εδάθμοξ όζμ ηαζ ααηηήνζα πμο πνμάβμοκ ηδκ ακάπηολδ ημο θοημύ, 

ιέζς έιιεζςκ ή άιεζςκ ιδπακζζιώκ, ηαζ είκαζ βκςζηά ςξ ΡGΡΒ (Plant Growth 

Promoting Bacteria). Ζ άθθδ ηαηδβμνία πενζθαιαάκεζ ιύηδηεξ ηαζ ααηηήνζα ηα 

μπμία δδιζμονβμύκ αιμζααίεξ ζοιαζςηζηέξ ζπέζεζξ ιε ημ θοηό λεκζζηή (Rhizobium, 

Frankia ηαζ άθθα).  

Σα ΡGΡΒ ζπεηίγμκηαζ ακ όπζ ιε όθα, ιε πμθθά από ηα είδδ θοηώκ ηαζ 

απακημύκ ζοπκά ζε πμθθά πενζαάθθμκηα (Mantelin & Touraine, 2004). ηδκ μιάδα 

αοηήκ ακήημοκ ζηεθέπδ μνζζιέκςκ βεκώκ όπςξ ηα βέκδ Azoarcus, Azospirillum, 

Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ηαζ Serratia (Somers et al., 2004). 

Ονζζιέκα από ηα ααηηήνζα αοηά έπμοκ ηδκ ζηακόηδηα κα εζζέθεμοκ ζηδ νίγα ηαζ κα 

πμθθαπθαζζαζημύκ εκδμθοηζηά. Ονζζιέκα, ιάθζζηα, είκαζ ζηακά κα λεπενάζμοκ ημ 

ειπόδζμ ηδξ εκδμδενιίδαξ ηαζ κα εβηαηαζηαεμύκ ιέζς ημο αββεζμθόνμο ζοζηήιαημξ 

ηαζ ζε άθθα όνβακα, όπςξ μζ αθαζημί, ηα θύθθα, μζ αμθαμί ηαζ άθθα.  
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Σα οπεύεοκα βζα ηδκ πνμαβςβή ηδξ ακάπηολδξ ηςκ θοηώκ, νίγμααηηδνία 

PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), ηα μπμία απμηεθμύκ ηδκ πζμ ηαθά 

ιεθεηδιέκδ μιάδα ηςκ ΡGΡΒ, πνμάβμοκ ηδκ ακάπηολδ ηςκ θοηώκ είηε 

οπμαμδεώκηαξ ηδ ενέρδ ημο θοημύ, είηε ιε άιεζδ έηηνζζδ θοημμνιμκώκ, βζα 

πανάδεζβια ιε δζαθοημπμίδζδ θςζθόνμο ηαζ αζμθμβζηή δέζιεοζδ αγώημο. Δπζπθέμκ 

ηα PGPR δζαεέημοκ ιδπακζζιμύξ πνμζηαζίαξ ηςκ θοηώκ από θοημπαεμβόκμοξ 

ιζηνμμνβακζζιμύξ ημο εδάθμοξ, μζ μπμίμζ πενζθαιαάκμοκ: α) παναβςβή 

ζζδδνμθόνςκ μοζζώκ, α) ακηζαζμηζηώκ, β) εκγύιςκ ηαζ άθθςκ ιεηααμθζηώκ 

ειπμδίγμκηαξ έηζζ ηδκ δνάζδ ιζηνμμνβακζζιώκ πμο ανίζημκηαζ ζηδ νζγόζθαζνα. 

Κάπμζα ζηεθέπδ θαίκεηαζ κα έπμοκ ηαζ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ έκακηζ 

δζαζοζηδιαηζηώκ ηαζ επζθακεζαηώκ παεμβόκςκ. Ζ «ακμζμπμίδζδ», εηδδθώκεηαζ ςξ 

ηαεοζηένδζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ ζοιπηςιάηςκ ηαζ ιείςζδ ζηδκ έκηαζδ ηαζ ελέθζλδ 

ηδξ αζεέκεζαξ ιε πανάθθδθδ εκενβμπμίδζδ ιδπακζζιώκ πμο ζοιαάθθμοκ ζηδ 

δζαζοζηδιαηζηή πνμζηαζία ηςκ θοηώκ έκακηζ θοημπαεμβόκςκ ιοηήηςκ, ααηηδνίςκ 

ηαζ ζώκ (Σγάιμξ, 2004, Compant et al., 2005, Kloepper et al., 1999). 

 

1.3.3 Αδσηνδεζκεπηηθά βαθηήξηα ειεύζεξεο δηαβίσζεο 

Βαηηήνζα εθεύεενδξ δζααίςζδξ ηαθμύκηαζ ηα ααηηήνζα ηςκ μπμίςκ δ 

επζαίςζδ δεκ ελανηάηαζ άιεζα από ηζξ εηηνίζεζξ ηςκ νζγώκ ηαζ απακηώκηαζ ζημ 

έδαθμξ. Δκ ημύημζξ, μζ ααηηδνζαημί πθδεοζιμί ηδξ νζγόζθαζναξ έπμοκ απμδμηζηά 

ζοζηήιαηα απμννόθδζδξ ηαζ ηαηααμθζζιμύ μνβακζηώκ εκώζεςκ πμο πενζέπμκηαζ 

ζηζξ εηηνίζεζξ ηςκ νζγώκ (Tilak et al., 2005). Λόβς όιςξ ηδξ δοζημθίαξ πμο 

πανμοζζάγμοκ ζηδκ ηαθθζένβεζά ημοξ ζημ ενβαζηήνζμ δ μζημθμβζηή ημοξ ζδιαζία 

έπεζ οπμηζιδεεί.  

Οζ εθεύεενδξ δζααίςζδξ μνβακζζιμί θενμοκ ηα απαναίηδηα βμκίδζα nif βζα ηδκ 

παναβςβή κζηνμβεκάζδξ. Ζ πανμοζία ημο βμκίδζμο nifH, ημ μπμίμ ηςδζημπμζεί βζα 

ιία οπμιμκάδα ηδξ κζηνμβεκάζδξ, ιαξ δίκεζ ηδκ δοκαηόηδηα κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδ 

ιεθέηδ ηαζ ηδκ ηαλζκόιδζδ αγςημδεζιεοηζηώκ μνβακζζιώκ πςνίξ αοημί κα 

πνεζάγεηαζ κα ηαθθζενβδεμύκ, απμηεθώκηαξ έηζζ έκακ πνήζζιμ δείηηδ. Ένεοκεξ πμο 

έπμοκ βίκεζ ζε ζπέζδ ιε ηδκ πμζηζθόηδηα ημο nifH ζημ έδαθμξ, ιαξ απμηάθορακ 

αθθδθμοπίεξ μζ μπμίεξ ακηζζημζπμύκ ζε δζάθμνμοξ ιδ ακαβκςνζζιέκμοξ 

αγςημδεζιεοηζημύξ μνβακζζιμύξ. Σμ ιεβαθύηενμ πμζμζηό απμηεθμύκ μζ ιδ 
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ηαθθζενβήζζιμζ αγςημδεζιεοηζημί μνβακζζιμί - ηονίανπμζ μνβακζζιμί δέζιεοζδξ 

εδαθζημύ αγώημο - έκακηζ ηςκ ηαθθζενβήζζιςκ (Poly et al., 2001, Zehr et al., 2003 

Sarita et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Δζηόκα 1) Σνόπμζ δνάζδξ ημο ααηηδνίμο Azospirillum ζηδκ πνμώεδζδ ηδξ ακάπηολδξ ηςκ θοηώκ 

(Bashan et al., 2005) 

 

1.4 Σα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ γέλνπο Azospirillum 

Σα ααηηήνζα ημο βέκμοξ Αzospirillium έπμοκ ηαλζκμιδεεί ζηδκ α- 

οπμηαηδβμνία ηςκ Πνςηεμααηηδνίςκ ζύιθςκα ιε ηδκ ακάθοζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ 

αθθδθμοπίαξ ημο 16S rRNA βμκζδίμο (Claudia et al., 2000) έπμοκ από ηα πζμ 

πμθύπθμηα ιόνζα DNA ορδθμύ ιμνζαημύ αανμοξ πμο έπμοκ πενζβναθεί ζηδκ 

ηαηδβμνία αοηή (Moreno, 1998). Σα ααηηήνζα αοηά έπμοκ απμιμκςεεί από ηδκ 

νζγόζθαζνα ιεβάθςκ ηαθθζενβεζώκ όπςξ ημ ηαθαιπόηζ, ημ νύγζ ηαζ ημ ζζηάνζ. Σόζμ 

ζηα εενιμηήπζα όζμ ηαζ ζημοξ αβνμύξ θαίκεηαζ κα αζημύκ εοενβεηζηέξ επζδνάζεζξ 

ζηδκ ακάπηολδ αθθά ηαζ ζηζξ απμδόζεζξ ηςκ ηαθθζενβεζώκ, ηάης από δζάθμνεξ 

ηθζιαηζηέξ ηαζ εδαθζηέξ ζοκεήηεξ (Vial et al., 2006). Απμιμκώεδηακ ηαζ 

παναηδνήεδηακ βζα πνώηδ θμνά ημ 1922 από ημκ Οθθακδό ιζηνμαζμθόβμ M. 

Beijerinck (Hartmann et al., 2006) όιςξ θόβς έθθεζρδξ ηεπκμβκςζίαξ ηαζ 

ηαηάθθδθμο ελμπθζζιμύ δ ένεοκα δεκ ηαηέζηεζ δοκαηόκ κα μθμηθδνςεεί. ηα ιέζα 

ηδξ δεηαεηίαξ ημο ‟70 επεηεύπεδ δ θεβόιεκδ „επακακαηάθορδ‟ ημο Spirillum από ηδκ 

Johanna Döbereiner ηάκμκηαξ ημ κα απμηηήζεζ ηδκ θήιδ ημο ααηηδνίμο πμο έπεζ 
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ιεθεηδεεί πενζζζόηενμ. Λίβμ ανβόηενα ηαζ ύζηενα από ένεοκα ηαζ εηηεηαιέκεξ 

ηαλζκμιζηέξ ιεθέηεξ ηςκ Tarrand et al. (1978) πνμέηορε ηαζ δ ιεημκμιαζία ημο ζε 

Azospirillum (Schmid & Hartmann, 2007, Hartmann & Baldani, 2006) 

Ζ αθθδθεπίδναζδ ηςκ αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ ιε ηα πμώδδ θοηά είκαζ 

έκα πμθύ ζοπκό θαζκόιεκμ ζηδκ θύζδ. Με ημκ ηνόπμ αοηό ηα ααηηήνζα απμδίδμοκ 

έιιεζα ημ άγςημ ζε αθμιμζώζζιδ ιμνθή ζηα αβνίμο ηύπμο αβνςζηώδδ, 

επζηνέπμκηαξ ημοξ έηζζ ηδκ ακάπηολδ ζε ιδ αγςημύπα εδάθδ (Peng et al., 2006). Σμ 

βέκμξ Αzospirillium απμηεθεί ημ ηαθύηενα παναηηδνζζιέκμ βέκμξ ηςκ ααηηδνίςκ πμο 

πνμάβμοκ ηδκ ακάπηολδ ηςκ θοηώκ (Plant Growth Promoting Bacteria) ηαζ έπμοκ 

απμιμκςεεί ζηδ νζγόζθαζνα από πμθθά αβνςζηώδδ ηαζ ζζηδνά ζε όθμ ημκ ηόζιμ, 

εκώ ακαπηύζζμκηαζ ζε ηνμπζηά αθθά ηαζ ζε εύηναηα ηθίιαηα (Steenhoudt & 

Vanderleyden, 2000). Ζ ζοβηέκηνςζδ ημοξ ζηδκ νζγόζθαζνα θηάκεζ ιέπνζ ηαζ ημ 

10
7
/g εκώ ημ A. brasilense ιπμνεί κα απμιμκςεεί από ημ 30-90% ηςκ δεζβιάηςκ 

εδάθμοξ ηαζ νζγόζθαζναξ (Hartmann & Baldani, 2006). Τπάνπμοκ ηαζ ζηεθέπδ όπςξ 

ημ A. brasilense Sp245, πμο πανμοζζάγμοκ ηονίςξ εκδμθοηζηή δνάζδ ζε ηύηηανα ηδξ 

επζδενιίδαξ ηδξ νίγαξ (Elmerich, 2007). Σα πενζζζόηενα είδδ επζθέβμοκ ηδκ 

νίγμζθαζνα ςξ μζημζύζηδια ημοξ, ηαζ όπζ ημκ ηύνζμ όβημ ημο εδάθμοξ όπμο ηαζ 

δύζημθα επζαζώκμοκ (Bashan et al., 2004). Γζα ημκ θόβμ αοηό ηα Azospirillum όπςξ 

ηα πενζζζόηενα εθεύεενδξ δζααίςζδξ αγςημδεζιεοηζηά ααηηήνζα, ακαπηύζζμοκ 

δζάθμνμοξ ιδπακζζιμύξ επζαίςζδξ ζε ακηίλμεξ βζα αοηά ζοκεήηεξ. Σα ηύηηανα 

παίνκμοκ ιμνθή ηύζηδξ ηαζ ζοζζςιαηςιάηςκ πμο ηα πνμζηαηεύμοκ από ηδκ 

απμλήνακζδ, πανάβμοκ επίζδξ ιεθακίκδ ιπθμηάνμκηαξ ηδκ οπενζώδδ αηηζκμαμθία 

(Bashan et al., 2005). Σα ααηηήνζα πνμζανιόγμοκ ηαπύηαηα ηδκ ηαηηζηή ημοξ έηζζ 

ώζηε κα πεηοπαίκμοκ ηάεε θμνά ημκ αέθηζζημ ιεηααμθζζιό, ηαζ κα ηαείζηακηαζ 

ακηαβςκζζηζηά ώζηε κα επζαζώκμοκ ζηζξ πενζααθθμκηζηέξ αθθαβέξ (Bible et al., 

2008). Ζ εοεθζλία ημοξ κα ιεηααμθίγμοκ ηόζμ πδβέξ άκεναηα όζμ ηαζ αγώημο, είκαζ δ 

ζηακόηδηα πμο ηα ηαεζζηά ηαηάθθδθα βζα κα ιπμνέζμοκ κα επζαζώζμοκ (Steenhoudt 

& Vanderleyden, 2000), όπςξ επίζδξ ηαζ ημ ζύζηδια ιεηαβςβήξ ζδιάηςκ όπμο 

επζηνέπεζ ζηα ηύηηανα κα εκημπίγμοκ ηζξ αθθαβέξ αοηέξ ηαζ κα ηαηαθένκμοκ κα 

πνμζανιμζημύκ, εηηεθώκηαξ ηαηάθθδθεξ ηοηηανζηέξ ακηζδνάζεζξ, όπςξ δ νύειζζδ 

ηδξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ ή δζαιόνθςζδ ημο πνμηύπμο ηίκδζδξ „swimming 

pattern‟ (Bible et al., 2008). 
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1.5 Μεραληζκόο απνηθηζκνύ ηεο ξηδόζθαηξαο 

Δίκαζ βεκζηά απμδεηηό όηζ δ εβηαηάζηαζδ ηςκ Azospirillum ζηζξ νίγεξ είκαζ ιζα 

δζαδζηαζία πμο απμηεθείηαζ από δύμ ζηάδζα: ηδξ πνμζνόθδζδξ ηαζ ηδξ 

ζηαεενμπμίδζδξ (Δζη. 1). Ζ ηύνζα θάζδ ηδξ πνμζνόθδζδξ είκαζ ηαπεία (θεάκεζ ζημ 

ιέβζζημ ιέζα ζε 2 ώνεξ από ηδκ έηεεζδ ηςκ ααηηδνίςκ ζηζξ νίγεξ), αζεεκήξ, 

ακαζηνέρζιδ, ηαζ πζεακώξ δζέπεηαζ από ααηηδνζαηέξ πνςηεσκζηέξ εκώζεζξ (bacterial 

proteinaceous compounds). Ζ θάζδ ηδξ ζηαεενμπμίδζδξ είκαζ ζζπονόηενδ, δζανηεί 

ανηεηέξ ώνεξ βζα κα δζαιμνθςεεί, είκαζ ιδ ακαζηνέρζιδ, ηαζ ααζίγεηαζ ζηδκ 

ααηηδνζαηή ελςηοηηάνζα επζθάκεζα (bacterial extracellular surface), πμο απμηεθείηαζ 

από πμθοζαηπανίηεξ, όπμο ζοιιεηέπεζ ζε έκα δίηηομ από ζκώδδ οθζηά πμο ζοκδέεζ 

ιόκζια ηα ααηηήνζα ζηδκ επζθάκεζα ηαζ ειπμδίγεζ ηδκ απμιάηνοκζδ ημοξ από ηδκ 

πενζμπή (Bashan and Holguin, 1997).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Δζηόκα 2) Μδπακζζιόξ απμζηζζιμύ ημο Azospirillum ζηζξ νίγεξ ημο θοημύ. (Bashan et al., 2005) 
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1.6 Σξόπνη πξναγσγήο ηεο αλάπηπμεο  

Ο ηνόπμξ ιε ημκ μπμίμ πνμάβεηαζ δ ακάπηολδ από ημ ιέθδ ημο βέκμοξ 

Azospirillum δεκ είπε ηαηακμδεεί πθήνςξ, ανπζηά ήηακ βκςζηά ιόκμ βζα ηδκ 

αγςημδεζιεοηηή ημοξ ζηακόηδηα αθθά πθέμκ επζηναηεί δ βκώιδ όηζ μ ηύνζμξ 

ιδπακζζιόξ ημοξ ζοκδέεηαζ ιε ηδκ παναβςβή αολδηζηώκ μοζζώκ όπςξ ηοημηζκίκεξ, 

βζααενεθθίκεξ ηαζ αολίκεξ. (Mehnaz & Lazarovits, 2006). Ζ αολίκδ ζκδμθμλζηό μλύ 

(indole-3-acetic acid) πανάβεηαζ ζε ιεβαθύηενεξ πμζόηδηεξ, ζε ζπέζδ ιε ηζξ 

οπόθμζπεξ, δ όπμζα αολάκεζ ημκ ανζειό ηςκ πθάβζςκ νζγώκ ηαζ ηςκ νζγζηώκ ηνζπζδίςκ, 

ιε απμηέθεζια ηδ ιεβαθύηενδ απμννόθδζδ ημο κενμύ ηαζ ηςκ ιεηάθθςκ ημο 

εδάθμοξ αολάκμκηαξ ηεθζηά ηζξ απμδόζεζξ, ηαζ ζε πμθθέξ πενζπηώζεζξ ιεηαηνέπμκηαξ 

ηα θοηά ζε πζμ παναβςβζηά. (Δζη. 3) Ζ πναβιαημπμίδζδ ηδξ παναβςβήξ αοηήξ 

επζηοβπάκεηαζ ιέζς α αζμζοκεεηζηώκ ιμκμπαηζώκ εη ηςκ μπμίςκ ιόκμ ημ έκα είκαζ 

ακελάνηδημ από ηδκ ηνοπημθάκδ (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000, Vial et al., 

2006, Dobbelaere et al., 2001). 

 

 

 (Δζηόκα 3) Μζηνμθςημβναθίεξ από δθεηηνμκίημ ιζηνμζηόπζμ ζάνςζδξ ηδξ ελέθζλδξ ηςκ 

ηνζπζδίςκ ηδξ νίγαξ ζε θοηό ζόβζαξ (AGS190) : (a) πςνίξ ειαμθζαζιό, (b) ιεηα από ειαμθζαζιό ιε 

Αzospirillum (CCM3863) (Molla et al., 2001) 

 

 

Πανόθμ πμο ηα Azospirillum απμιμκώεδηακ ανπζηώξ από ζζηδνά ηαζ μζ 

πενζζζόηενμζ ειαμθζαζιμί έβζκακ ζηζξ ηονζόηενεξ ηαθθζένβεζεξ ημοξ (Bashan & 

(b)
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Levanony, 1990) οπάνπμοκ πάνα πμθθά είδδ θοηώκ ηα μπμία δεκ ακήημοκ ζηδκ 

μζημβέκεζα αοηή, όπμο μζ ειαμθζαζιμί ημοξ ιε Azospirillum ζηέθεδηακ ιε 

ιεβαθύηενδ επζηοπία από όηζ ζηα ζζηδνά (Bashan & Holguin 1997). Έηζζ ηα 

Azospirillum εα πνέπεζ κα θαιαάκμκηαζ οπόρδ ζακ ααηηήνζα πμο πνμςεμύκ ηδκ 

αύλδζδ βεκζηώξ ηςκ θοηώκ ηαζ όπζ ιόκμ ηςκ ζζηδνώκ. ε πμθθέξ πενζπηώζεζξ μ 

ειαμθζαζιόξ ιε Azospirillum ιείςζε ηδκ πνήζδ ηςκ πδιζηώκ θζπαζιάηςκ, εζδζηά 

ηςκ κζηνζηώκ ζημ 20%-50% ηαζ πανμοζίαζε ηαθύηενα απμηεθέζιαηα από ηδκ ζηζβιή 

πμο εκζςιαηώεδηακ ιε μνβακζηή θίπακζδ. ε πμθθέξ από ηζξ ακαπηοβιέκεξ πώνεξ 

πμο έβζκε πνήζδ ημο ειαμθζαζιμύ αολήεδηε ημ ηένδμξ ζε ζοκάνηδζδ ιε ημ ηόζημξ 

(Bashan et al., 2004). Δηηόξ από ηδκ βεςνβία ηαζ ηδκ δαζμημιία, έκα ημιιάηζ ηδξ 

ένεοκαξ έπεζ αζπμθδεεί ιε ηδκ πνήζδ ημο ειαμθζαζιμύ ζε θοηά ζδιακηζηά βζα ημ 

πενζαάθθμκ (πενζαίμ ηαζ οδάηζκμ) έηζζ ώζηε κα αμδεήζμοκ ζηδκ επίθοζδ ηςκ 

ζμαανώκ πνμαθδιάηςκ πμο ακηζιεηςπίγεζ (Bashan et al., 2004). Ακ ηαζ δ πνμέθεοζή 

ημοξ ηαζ ηα ηύνζα απμηεθέζιαηα πμο έπμοκ ιεθεηδεεί είκαζ ζε ζοκδοαζιό ιε 

βεςνβζηέξ ηαθθζένβεζεξ, έπεζ παναηδνδεεί ζδιακηζηή επίδναζδ ζε πμθθέξ 

ιεηααμθζηέξ πμνείεξ ηαηά ηδκ αθθδθεπίδναζή ημοξ ιε ηα ιζηνμθύηδ. Με αοηόκ ημκ 

ηνόπμ εκζζπύμοκ ηδκ αζμαπμζημδόιδζδ ηςκ οβνώκ απμαθήηςκ, αολάκμκηαξ ηδκ 

ακάπηολδ ηαζ ημκ ιεηααμθζζιό ηςκ ιζηνμθοηώκ, επζηνέπμκηαξ ημοξ κα ηαεανίγμοκ 

ημ κενό ηαθύηενα από όηζ πνζκ (Bashan et al., 2008, Bashan et al., 2005)  

Μζα ναβδαία ελεθζζζόιεκδ πνήζδ ηςκ ζηεθεπώκ ημο βέκμοξ Αzospirillum 

ζηδκ αζμθμβζηή βεςνβία είκαζ δ πνήζδ ημοξ ςξ αζμθζπάζιαηα. Βζμθζπάζιαηα 

μνίγμκηαζ ηα οθζηά πμο πενζέπμοκ γςκηακμύξ μνβακζζιμύξ, μζ μπμίμζ όηακ 

εθανιμζημύκ ζημοξ ζπόνμοξ, ζημ έδαθμξ ή ζηδκ επζθάκεζα ηςκ θοηώκ, απμζηίγμοκ 

ηα ζοβηεηνζιέκα θοηά ηαζ έηζζ πνμςεμύκ ηδκ ακάπηολδ ημοξ ιε ημ κα αολάκμοκ ηδκ 

δζαεεζζιόηδηα ηςκ ενεπηζηώκ μοζζώκ. Έπμοκ δδιμζζεοηεί πμθθέξ ακαθμνέξ όπμο 

ιζθμύκ βζα ημκ ειαμθζαζιό ηςκ ζζηδνώκ ιε ηα ααηηήνζα ημο βέκμοξ Azospirillum 

όπμο αμδεμύκ ζηδκ ακάπηολδ ημοξ. ηδκ Γαθθία ήδδ ηοηθμθμνεί ζακ ειπμνζηό 

θίπαζια, ημ μπμίμ πενζέπεζ A. lipoferum, ιε ηδκ επςκοιία Azμgreen-m (Mehnaz & 

Lazarovits, 2006) 
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1.7 Σν γνληδίσκα ησλ Azospirillum 

 

Σμ ζοκμθζηό ιέβεεμξ ημο βμκζδζώιαημξ ηςκ ιεθώκ ημο βέκμοξ Azospirillum 

πμζηίθεζ από έκα εθάπζζημ 4,8 Mbp (Α. irakense) ζε 9,7 Mbp (Α. lipoferum ζηέθεπμξ 

Sp59b). (Martin-Didonet et al., 2000) Ονζζιέκα ζηεθέπδ πενζέπμοκ ιέπνζ ηαζ έλζ 

πθαζιίδζα πμο ηοιαίκμκηαζ ζε ιέβεεμξ από 4 MDa έςξ πάκς από 300 MDa. Όθα  ηα 

ζηεθέπδ ημο Α. brasilense ηαζ μνζζιέκα ζηεθέπδ ημο Α. lipoferum πενζέπμοκ 

πθαζιίδζα 90 - MDa (p90), πμο ιμζνάγμκηαζ ζοκηδνδιέκεξ πενζμπέξ ηαζ θένμοκ 

δζάθμνα βμκίδζα πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηζξ νίγεξ ηςκ θοηώκ. 

(Holguin et al.,1999). Σμ πμζμζηό ζε G + C ημο DNA ζηα Azospirillum ηοιαίκεηαζ 

ιεηαλύ 64 -71% (Schmid et al., 2007). Έπεζ πνμζδζμνζζηεί δ πθήνδ αθθδθμύπζζδ ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ μθόηθδνμο ημο βμκζδζώιαημξ ημο Azospirillum B510. Σμ βμκζδίςια 

ημο B510 απμηεθείηαζ από έκα απθό πνςιόζςια (3 311 395 bp) ηαζ έλζ πθαζιίδζα 

πμο έπμοκ μνζζηεί ςξ pAB510a (1 455 109 bp), pAB510b (723 779 bp), pAB510c 

(681 723 bp), pAB510d (628 837 bp), pAB510e (537 299 bp) ηαζ pAB510f (261 596 

bp). (Kaneko et al., 2010) 



18 
 

 

 

 

(Δζηόκα 4) πδιαηζηή πανμοζίαζδ ηςκ 7 ιμκάδςκ ακηζβναθήξ ημο βμκζδζώιαημξ ημο 

Azospirillum sp. B510 (Kaneko et al., 2010) 
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1.8 Σν γέλνο ησλ Azospirillum. 

 

                         Σμ βέκμξ Azospirillum  

1 Azospirillum  lipoferum (Beijerinck 1925) Tarrand et al., 1979 

2 Azospirillum  brasilense Tarrand et al., 1979 

3 Azospirillum  largimobile (Skerman et al., 1983) Ben Dekhil et al., 1997 

4 Azospirillum  amazonense Magalhaes et al., 1984 

5 Azospirillum  halopraeferens Reinhold et al., 1987 

6 Azospirillum  irakense Khammas et al., 1991 

7 Azospirillum  doebereinerae Eckert et al., 2001 

8 Azospirillum  oryzae Xie and Yokota et al., 2005 

9 Azospirillum  melinis Peng et al., 2006 

10 Azospirillum  zeae Mehnaz et al., 2007 

11 Azospirillum  canadense Mehnaz et al., 2007 

12 Azospirillum  rugosum Young et al., 2008 

13 Azospirillum  massilensis Pagnler et al., 2008 

14 Azospirillum  palatum Zhou et al., 2009 

15 Azospirillum  picis Lin et al., 2009 

16 Azospirillum  thiophilum Lavrinenko et al., 2010 

 

(Πίκαηαξ 1) Σα είδδ Azospirillum πμο έπμοκ ηαοημπμζδεεί ιέπνζ ζήιενα 
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1.8.1 Azospirillum lipoferum sp. 

 

Σμ 1976 μ Dobereiner ηαζ μ Day πενζβνάθμοκ ηδκ απμιόκςζδ εκόξ 

ιζηνμαενόθζθμο αγςημδεζιεοηζημύ, νααδμεζδμύξ ααηηδνίμο από ηζξ νίγεξ ημο 

αβνςζηώδμοξ πμο πνδζζιμπμζμύζακ βζα γςμηνμθή ζηδκ Βναγζθία. Ο μνβακζζιόξ 

αοηόξ ηαοημπμζήεδηε ζακ “Spirillum lipoferum” (Falk et al., 1986) ανβόηενα ζε ιζα 

θεπημιενή ηαλζκμιζηή ιεθέηδ Tarrand et al., (1978) ημ μκόιαζε Azospirillum 

lipoferum” (Hartmann et al., 2006)  

Σα ηύηηανα ημο A. lipoferum είκαζ ηζκδηά εκώ πανμοζζάγμοκ δζαθμνεηζημύ 

ηύπμο ιαζηίβζα: έκα ιμκό πμθζηό ιαζηίβζμ όηακ ιεβαθώκμοκ ζε οβνό ενεπηζηό ιέζμ, 

εκώ ειθακίγμοκ επζπθέμκ πθεονζηά ιαζηίβζα όηακ ιεβαθώκμοκ ζε ζηενεό ενεπηζηό 

οθζηό (Alexandre et al., 1999, Hartmann et al., 2006). Σμ βμκζδίςια ημο A. lipoferum 

πενζέπεζ ηαζ βναιιζηό ηαζ ηοηθζηό DNA εκώ ημ ιέβεεμξ ημο είκαζ 9.7 Mbp (A. 

lipoferum strain Sp59b) (Martin-Didonet et al., 2000)  

Έπεζ ηδκ ζηακόηδηα κα πνδζζιμπμζεί ηδκ βθοηόγδ ζακ πδβή άκεναηα βζα ηδκ 

αγςημδέζιεοζδ, δεκ ιπμνεί όιςξ κα πνδζζιμπμζήζεζ δζζαηπανίηεξ, όπςξ δ 

ζαηπανόγδ, εκώ βζα ηδκ ακάπηολδ ημο δεκ είκαζ απαναίηδηδ δ αζμηίκδ (Falk et al., 

1986). Σμ A. lipoferum ιπμνεί κα ιεβαθώζεζ θζεμαοηόηνμθα ιε Ζ2 (Pedrosa et al., 

1982) πάνδ ζηδκ πανμοζία οδνμβεκάζδξ ηαεώξ επίζδξ ηαζ ζηδκ ζηακόηδηά ημο κα 

ζπδιαηίζεζ ηδκ νζαμοθόγδ -1,5- δζθςζθαηάζδ ηαναμλοθάζδ (Rubisco) (Hartmann et 

al., 2006). Σα ααηηήνζα ημο βέκμοξ azospirillum έπμοκ έκακ ηοπζηό αενόαζμ 

ιεηααμθζζιό ιε ημ Ο2 ζακ ηεθζηό δέηηδ δθεηηνμκίςκ. Σμ A. lipoferum ιπμνεί κα 

ακηζηαηαζηήζεζ ημ Ο2 ιε ΝΟ3
-
 ζηδκ ακαπκμή, εκώ ζπδιαηίγμκηαζ Ν2Ο ηαζ Ν2 ηάης 

από αθηαθζηέξ ζοκεήηεξ (Stephan et al., 1984). 

Δκδμθοηζηά έπεζ απμιμκςεεί από Pennisetum purpureum, Miscanthus 

sinensis, Miscanthus sacchariflorus, ηαζ Spartina pectinata όπμο πνδζζιμπμζμύκηαζ 

βζα εκένβεζα (Bashan et al., 2004)·ιπμνεί όιςξ κα δδιζμονβήζεζ απμζηίεξ ηαζ ζε 

νίγεξ ζζηανζμύ ηαζ νογζμύ (Chebotar et al., 1999; Steenhoudt et al., 2001a). Ονζζιέκα 

από ηα ζηεθέπδ ημο A. lipoferum είκαζ ζηακά κα απμζηίγμοκ ζημ εζςηενζηό ηςκ νζγώκ 

ημο ζζηανζμύ (Bashan et al., 2004). Θεςνείηαζ όηζ ιπμνεί κα απμιμκςεεί από ημ 30-

90% ηςκ δεζβιάηςκ ζε όθμ ημκ ηόζιμ πμο έπμοκ ζοθθεπεεί από ημ έδαθμξ ηαζ ηδκ 

νζγόζθαζνα (Döbereiner et al., 1976). 
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1.8.2 Azospirillum brasilense sp. 

 

Σμ Azospirillum brasilense είκαζ έκα αγςημδεζιεοηζηό εθεύεενδξ δζααίςζδξ 

ααηηήνζμ ημ όπμζμ ακήηεζ ζηα α-πνςηεμααηηήνζα ηαζ ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ νίγεξ ηαζ ηδ 

νζγόζθαζνα ηςκ πενζζζμηένςκ ζδιακηζηώκ ηαθθζενβμύιεκςκ θοηώκ 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο ηαθαιπμηζμύ ζζηανζμύ ηαζ νογζμύ. Δίδδ ηζξ μζημβέκεζαξ 

Azospirillum απμζηίγμοκ ηδκ επζθάκεζα ηςκ νζγώκ ηαζ επάβμοκ ζδιακηζηά ηδκ 

ακάπηολδ ηςκ θοηώκ βεβμκόξ ημ μπμίμ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ ακάπηολδ 

αζμθμβζηώκ θζπαζιάηςκ. 

Σμ ηύνζμ ιμκμπάηζ αθμιμίςζδξ ημο αγώημο ζημ Αzospirillum brasilense είκαζ 

δ αζμζύκεεζδ ημο βθμοηαιζκζημύ (Westby et al., 1987) Σμ έκγοιμ ηθεζδί ζημ 

ιεηααμθζζιό ημο αγώημο ζηα πνμηανοςηζηά αθθά ηαζ ζηα εοηανοςηζηά ηύηηανα 

είκαζ δ ζοκεεηάζδ ηδξ βθμοηαιίκδξ, όπμο ηαηαθύεζ ηδ ζοιπύηκςζδ ημο αιιςκίμο 

ηαζ ημο βθμοηαιζκζημύ ηαζ ηαηαθήβεζ ζε ζύκεεζδ βθμοηαιίκδξ. Αοηή δ δζαδζηαζία 

πμο απαζηεί ATP νοειίγεηαζ ηόζμ ιεηαβναθζηά όζμ ηαζ ιεηαιεηαθναζηζηά ιε 

αδεκοθίςζδ ηδξ ζοκεεηάζδξ ηδξ βθμοηαιίκδξ ζε ζοκεήηεξ πενίζζεζαξ αγώημο 

(Dommelen et al., 2003). Οζ ζηακόηδηεξ ηδξ ακίπκεοζδξ ηςκ πδιζηώκ μοζζώκ πμο 

απεθεοεενώκμκηαζ από ημ θοηό λεκζζηή, ηαζ ηδξ ιεηάααζδξ πνμξ ημ νζγζηό ζύζηδια 

ημο, είκαζ ζδιακηζηέξ βζα ηδκ εβηαηάζηαζδ ημο ααηηδνίμο ζηδκ νζγόζθαζνα. Σδκ 

οπόεεζδ αοηή οπμζηδνίγμοκ πεζναιαηζηέξ απμδείλεζξ ιε ιεηαθθαβιέκα ζηεθέπδ Α. 

brasilense ιδ πδιεζμηαηηζηά ηαζ ιδ-ηζκδηά, πμο πανμοζζάγμοκ ζμαανή ιείςζδ ζημκ 

απμζηζζιό ηδξ επζθάκεζαξ ηςκ νζγώκ ημο ζζηανζμύ. Σα απμηεθέζιαηα αοηά εκζζπύμοκ 

ηδκ οπόεεζδ όηζ μ πδιεζμηαηηζζιόξ ιπμνεί κα εεςνδεεί ελεζδζηεοιέκμξ ςξ πνμξ ημ 

θοηό λεκζζηή ηαζ κα πνμζδζμνζζηεί ιέζμ ημο ιεηααμθζζιμύ ημο ααηηδνίμο. (Greer-

Phillips et al., 2004) 

Σμ ααηηήνζμ αοηό ακήηεζ ζηα νζγμααηηήνζα πμο επάβμοκ ηδκ αύλδζδ ηςκ 

θοηώκ ιε ηδκ άιεζδ πνμώεδζδ ηδξ ακάπηολδξ. Σα απμηεθέζιαηα ημο ειαμθζαζιμύ 

ιε Azospirillum ιαξ δίκμοκ αύλδζδ ημο ανζειμύ ηςκ ηνζπώκ ηδξ νίγαξ ηαζ ηςκ 

πθεονζηώκ νζγώκ, ιέζς ηςκ μπμίςκ παναηδνείηαζ αεθηίςζδ ζηδκ απμννόθδζδ ημο 

κενμύ ηαζ ηςκ ενεπηζηώκ ζοζηαηζηώκ. Ζ επίδναζδ αοηή πνμηαθείηαζ από ηδκ 

παναβςβή ηδξ θοημνιόκδξ ίκδμθμ-3-μλζηό μλύ (IAA) (Dobbelaere et al.,1999). Μεηά 

από πεζναιαηζηέξ ένεοκεξ ζε έκα ιεηαθθαβιέκμ ζηέθεπμξ ημο Α. brasilense όπμο ημ 
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ipdC βμκίδζμ είπε απεκενβμπμζδεεί, ανέεδηε κα πανάβεζ θζβόηενμ από ημ 10% ηδξ 

παναβςβήξ ΗΑΑ από αοηήκ ημο αβνίμο ηύπμο, οπμδεζηκύμκηαξ έηζζ όηζ ημ πνμσόκ ημο 

βμκζδίμο ipdC είκαζ έκα ααζζηό έκγοιμ βζα ηδκ αζμζύκεεζδ ημο IAA ζημ 

ζοβηεηνζιέκμ ααηηήνζμ. (Prinsen et al.,1993, Costacurta et al., 1994) Σo phbC 

ιεηαθθαβιέκμ ζηέθεπμξ (ζημ μπμίμ έπεζ ιεζςεεί δ παναβςβή PHB) πανάβεζ 

πενζζζόηενμ ΗΑΑ από μηζ πανάβεζ ημ αβνίμο ηύπμο ζε ενεπηζηό ιέζμ ηνοπημθάκδξ 

(Jaeger et al., 1999). ε πεζνάιαηα πμο πναβιαημπμζήεδηακ παναηδνήεδηε όηζ ηα 

ειαόθζα ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ πμο πνμένπμκηαζ από ημ phbC ιεηαθθαβιέκμ 

ζηέθεπμξ ηαζ απμεδηεύηδηακ οπό εθαηηςιαηζηέξ ζοκεήηεξ, ειθάκζζακ ιεζςιέκδ 

αζςζζιόηδηα ζε ζπέζδ ιε ηδκ ζηακόηδηα ηςκ ακηίζημζπςκ ημο αβνίμο ηύπμο 

ζηεθέπμοξ Sp7. Μπμνεί κα ελαπεεί ημ ζοιπέναζια όηζ δ παναβςβή PHB είκαζ 

ηνίζζιδξ ζδιαζίαξ βζα ηδ αεθηίςζδ ηδξ δζάνηεζαξ γςήξ, ηδκ απμηεθεζιαηζηόηδηα ηαζ 

ηδκ αλζμπζζηία ηςκ ειαμθίςκ (Kadouri et al., 2003). Πνόζθαηα απμδείπεδηε όηζ ημ 

πνμσόκ ημο βμκζδίμο ipdC ζοιιεηέπεζ επίζδξ ζηδ αζμζύκεεζδ ημο θαζκοθμλζημύ μλέμξ 

(PAA), ιζα αολίκδ ιε ακηζιζηνμαζαηή δνάζδ. Αημθμοεήεδηε δ ίδζα δζαδζηαζία 

ακαζημθήξ ηδξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο ipdC, ιε ημ ιεηαθθαβιέκμ ζηέθεπμξ κα 

πανμοζζάγεζ ζδιακηζηά παιδθόηενδ παναβςβή ηδξ PAA (Somers et al., 2005). 

Έπεζ απμδεζπεεί όηζ ζε ακηίεεζδ ιε άθθα είδδ ααηηδνίςκ ημ Α. brasilense δεκ 

πανάβεζ ζοιπμθοιενή hydroxyalkanoates (PHAs), αθθά ιόκμ ηα μιoζμπμθοιενή ημο 

PHB (πμθο-α-οδνμλοαμοηονζημύ) (Itzigsohn et al., 1995) 

Έπεζ ελεηαζηεί δ ζοββέκεζα ημο Roseomonas fauriae ηαζ ημο Azospirillum 

brasilense ιε ηδκ πνήζδ θαζκμηοπζηώκ ιεεόδςκ ηαζ ημο DNA–DNA οανζδζζιμύ. Οζ 

ηθαζζζημί αζμπδιζημί ιέεμδμζ δεκ έδεζλακ δζαθμνμπμζήζεζξ ιεηαλύ ηςκ δύμ εζδώκ 

εκώ ηαζ δ ιέεμδμξ ημο DNA–DNA οανζδζζιμύ έδεζλε ορδθμύξ δείηηεξ ζοββέκεζαξ 

ιεηαλύ ηςκ δύμ ηοπζηώκ ζηεθεπώκ απμηεθέζιαηα πμο μδήβδζακ ζημ όηζ ηα δύμ αοηά 

είδδ εα πνέπεζ κα ζοκζζημύκ ηεθζηά έκα. Σα ζηεθέπδ πμο είπακ ηαοημπμζδεεί ςξ       

R. fauriae εα πνέπεζ κα ακαηαλζκμιδεμύκ ζακ A. brasilense (Helsel et al., 2006). 
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1.8.3 Azospirillum largimobile sp. 

 

Σμ Azospirillum largimobile ανπζηά είπε ηαοημπμζδεεί ςξ Conglomeromonas 

largomobilis subsp. largomobilis (Skerman et al., 1983) ηαζ ιεηαθένεδηε ζημ βέκμξ 

Azospirillum ςξ Azospirillum largomobile ιε αάζδ ηα ζημζπεία μιμθμβίαξ ημο 16S 

rDNA ηαζ ημο DNA- DNA οανζδζζιμύ (Dekhil et al., 1997). To όκμιά ημο 

δζμνεώεδηε ζε Azospirillum largimobile από ημοξ Sly and Stackebrandt (1999).  

Σα ηύηηανά ημο έπμοκ 1-10 παναηηδνζζηζηά πθεονζηά ιαζηίβζα (Ben Dekhil 

et al., 1997). Μπμνεί εύημθα κα ηαοημπμζδεεί απμ ημ παναηηδνζζηζηό πμθοηοηηανζηό 

ημο ζπήια ζε lake water agar, εκώ ζε ακηίεεζδ ιε ημ A. lipoferum δ ακάπηολδ ημο 

δεκ ελανηάηαζ άιεζα από ηδκ πανμοζία αζμηίκδξ (Hartmann et al., 2006). ε ενεπηζηό 

οθζηό πμο πενζέπεζ ζόκηα καηνίμο, ακαπηύζζμκηαζ πμθοηοηηανζηά ζοζζςιαηώιαηα 

ημο ααηηδνίμο αοημύ (Ben Dekhil et al., 1997)  

Πανάβεζ μλέα από βθοηόγδ οπό αενόαζεξ αθθά ηαζ ύπμ ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ. 

Ζ ακάπηολδ επζηοβπάκεηαζ ιε βθοηόγδ, ιε D- βαθαηηόγδ, ιε D- θνμοηηόγδ, D- 

νζαόγδ ηαζ L-ανααζκόγδ ςξ ηύνζα πδβδ άκεναηα, είκαζ εεηζηό ζηδκ ηαηαθάζδ, ζηδκ 

μλεζδάζδ, ζηδκ μονεάζδ, ζηδκ DΝΑάζδ, ζηδκ ιείςζδ ηςκ κζηνζηώκ ηαζ ζηδκ 

οδνόθοζδ ηδξ αεζημοθίκδξ, εκώ δεκ παναηδνείηαζ ακάπηολδ ιε ηδκ θαηηόγδ ή ηδκ D- 

ηεθθμαζόγδ ςξ πδβή άκεναηα ηαζ ζε ζοβηεκηνώζεζξ 3% NaCl. (Xie and Yokota, 

2005). 
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1.8.4 Azospirillum amazonense sp. 

 

Σα ααηηήνζα A. amazonense απμιμκώεδηακ από έδαθμξ ηδξ νζγόζθαζναξ ηαζ 

ηζξ νίγεξ δζαθόνςκ θοηώκ Gramineae αθθά ηαζ ζε άθθα θοηά ζε δζάθμνεξ ημπμεεζίεξ 

ηδξ πενζμπήξ ημο Αιαγμκίμο ηαζ ημο Ρίμ κηε Σγακέζνμ (Magalhaes et al., 1983) 

επίζδξ ζηεθέπδ ημο A. amazonense έπμοκ απμιμκςεεί από ηζξ νίγεξ γαπανμηάθαιμο 

ζηδκ επανπίαξ ηδξ Tucumán ζηδκ Ανβεκηζκή ( Pedraza et al., 2000). Ζ ζηακόηδηα 

ημοξ κα αγςημδεζιέομοκ ηάης από ιζηνμαενόθζθεξ ζοκεήηεξ, ημ ζπήια ημοξ, ημ 

ιέβεεμξ ημοξ, δ παναηηδνζζηζηή ηζκδηζηόηδηα ημοξ ηαεώξ ηαζ μ ζπδιαηζζιόξ 

ιειανάκδξ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ ημο όηακ ακαπηύζζεηαζ ζε διζζηενεό ιέζμ 

ιαξ επζηνέπεζ κα ηα ηαηαηάλμοιε ζημ βέκμξ Azospirillum. Σμ πμζμζηό ζε G + C ημο 

DNA είκαζ 67-68% ( Magalhaes et al., 1983).  

Σμ ααηηήνζμ A. amazonense δζαθένεζ από ηα οπόθμζπα είδδ ημο Azospirillum 

ζε πμθθά αθθά ηαζ ζδιακηζηά παναηηδνζζηζηά. Έκα από αοηά είκαζ δ δναζηδνζόηδηα 

ηδξ κζηνμβεκάζδξ όπμο έπεζ παιδθόηενδ ακμπή ζημ μλοβόκμ, δζαθένεζ αηόια ςξ πνμξ 

ηδκ ζηακόηδηα ημο κα πνδζζιμπμζεί ηδκ ζαηπανόγδ ςξ πδβή άκεναηα, ιε ηδ 

ζδιακηζηόηενδ όιςξ δζαθμνά ηδκ εοαζζεδζία ημο ζε αθηαθζηό pH. Από ηδκ 

θοθμβεκεηζηή ακάθοζδ πμο έβζκε ζε αθθδθμοπίεξ 16S rDNA, επζαεααζώεδηε όηζ ημ 

A. amazonense ηαζ ημ A. irakense σχηματίζουν ιζα μιάδα, ηαζ ηα πζμ ζοββεκζηά ζε 

αοηά είδδ είκαζ ημ A. brasilense and A. lipoferum όπμο ζπδιαηίγμοκ ιζα δεύηενδ 

μιάδα ιαγί ιε ημ A. halopraeferens (Potrich et al., 2001). 

Ο ειαμθζαζιόξ ιε ζηεθέπδ ημο Α. amazonense ζε θοηά νογζμύ είπε ζακ 

απμηεθέζιαηα ηδκ αύλδζδ ημο λδνμύ αάνμοξ ηςκ ζπόνςκ ηαζ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο 

αγώημο ηαηά ηδκ ςνίιακζδ. Ζ ζοιαμθή ημο ειαμθζαζιμύ ημο ααηηδνίμο ζημ έδαθμξ 

πμο πενζαάθθεζ ημ θοηό όζμκ αθμνά ηδκ δέζιεοζδ ημο αγώημο έθηαζε ιέπνζ ηαζ ημ 

27% ηδξ ζοκμθζηήξ απμννόθδζδξ. Ζ επαβςβή ηδξ ακάπηολδξ ζηα εκ θόβς θοηά 

νογζμύ από ημ Α. amazonense είκαζ δ πνώηδ απάκηδζδ ζηδκ θεζημονβία ηδξ 

αγςημδέζιεοζδξ ζηα ααηηήνζα εθεύεενδξ δζααίςζδξ (Rodrigues et al., 2008). 
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1.8.5 Azospirillum halopraeferens sp.  

 

Απμιμκώεδηε από ηδκ επζθάκεζα ηδξ νίγαξ ημο Leptochloa fusca (L.) Kunth 

όπμο εοδμηζιεί ζηα αθθαημύπα εδάθδ ζηδκ πενζμπή Shakot, Punjab, ημο Παηζζηάκ. 

Σα ηύηηανα ημο είκαζ ανκδηζηά ηαηά Gram, νααδμεζδμύξ ζπήιαημξ εκώ ειθακίγμκηαζ 

θίβα ιόκμ εθζημεζδή ηύηηανα όηακ ακαπηοπεεί ζε αθηαθζηό ιέζμ. Μπμνμύκ κα 

ηζκδεμύκ όηακ ανίζημκηαζ ζε οβνό ιέζμ ιε ηδκ αμήεεζα εκόξ πμθζημύ ιαζηζβίμο. Γεκ 

οπάνπεζ ακάπηολδ ζε ζηενεό ενεπηζηό ιέζμ BMS ή ενοενό ημο Κμβηό, 

παναηδνήεδηε όιςξ πμθύ ηαθή ακάπηολδ ζε ενεπηζηό οπόζηνςια (tryptic soy agar), 

όπμο ζπδιαηίζεδηακ ηοηθζηέξ, επίπεδεξ, βαθαηηόπνςιεξ απμζηίεξ ιε ιεβάθδ άθς. 

Όηακ ηαθθζενβδεμύκ απμοζία αγώημο ζε διζζηενεά ενεπηζηά ιέζα ζημοξ 30 ή 35
μ
C, 

μζ κέεξ ηαθθζένβεζεξ πμο εα ακαπηοπεμύκ έπμοκ ιζα θεπηή ιειανάκδ πμο εα 

απμηεθείηαζ από ηύηηανα ιζηνμύ πθάημοξ, ιε ιέζμ όνμ 0,7 έςξ 0,9 ιm. Δκώ όηακ δ 

ακάπηολδ βίκεζ ζε ενεπηζηό οθζηό όπμο έπεζ πνμζηεεεί 0.25% NaCl ζε pH 7.2, ημ 

πθάημξ ηςκ κέςκ ηοηηάνςκ ηοιαίκεηαζ από 1 εώξ 1,2ιm. Σμ Azospirillurn 

halopraeferens ακαπηύζζεηαζ ζε ηζηνζηό ηαζ D-ανααζκόγδ. Πανάβεζ μλύ από ηδκ D-

νζαόγδξ, D-λοθόγδξ, L-ναικόγδ, ιαθηόγδ, ζμναζηόθδ, ηαζ ιομ-ζκμζζηόθδ. Σμ 

πμζμζηό ζε G + C είκαζ 70%. Γζαθένεζ από ημ Azospirillum lipoferum θόβς ηδξ 

αδοκαιίαξ ημο κα μλεζδώζεζ ηδκ βθοηόγδ ηαζ ηδκ θνμοηηόγδ ζε ακαενόαζεξ 

ζοκεήηεξ, κα ακαπηοπεεί ιε βθοηόγδ ςξ πδβή C ζε διζζηενεό ενεπηζηό ιέζμ 

απμοζίαξ αγώημο, ηαεώξ ηαζ από ηδκ έθθεζρδ ηοπζημύ πθεζμιμνθζζιμύ. 

Γζαθμνμπμζείηαζ από ημ Azospirillum brasilense θόβς ηςκ ακαβηώκ ημο βζα αζμηίκδ 

ηαζ από ηδκ ζηακόηδηα ημο κα ιεηααμθίγεζ ηδκ ιακζηόθδ ηαζ πανμοζζάγεζ αζεεκή 

αύλδζδ ηαηά ηδκ δζάνηεζα επώαζδξ 3 διενώκ ζε διζζηενεό ενεπηζηό ιέζμ απμοζίαξ 

αγώημο, εκώ παναηδνείηαζ αεθηζζημπμζδιέκδ ακάπηολδ ιεηά από παναηεηαιέκδ 

πενίμδμ επώαζδξ 5 έςξ 7 διενώκ. Σέθμξ δζαθένεζ από ημ Αzospirillum amazonense 

ζηδκ ακάβηδ ημο βζα αζμηίκδ, ζημ ιεηααμθζζιό ηδξ ιακζηόθδξ όπζ όιςξ ηδξ βθοηόγδξ 

ηαζ ηδξ θνμοηηόγδξ, ζηδκ ζηακόηδηα απμκζηνμπμίδζδξ, ηαζ ζηδκ ακμπή ζηα αθηάθζα. 

Ζ αζμηίκδ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ ακάπηολδ ημο. Πεζναιαηζηά δεδμιέκα απέδεζλακ 

όηζ παναηδνείηαζ ηαθύηενδ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ ημο ζημοξ 41°C από όηζ ζημοξ 

35°C ηαζ ηαεόθμο ακάπηολδ ζημοξ 44°C, εκώ είκαζ ζηακά κα ακαπηοπεμύκ ηαζ ζημοξ 

20°C (Reinhold et al., 1987). 
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1.8.6 Azospirillum irakense sp. 

Tμ αγςημδεζιεοηζηό ααηηήνζμ Azospirillum irakense, απμιμκώεδηε από ηζξ νίγεξ 

ηαζ ηδκ νζγόζθαζνα νογζμύ (Orysa sativa) ζηδκ πενζμπή ηδξ Diwaniyah (Qadisya), 

ζημ Ηνάη. (Khammas et al., 1989) επίζδξ ζηεθέπδ ημο έπμοκ απμιμκςεεί ηαζ από 

θζικάγμκηα ύδαηα (Winkelmann et al., 1996). Σμ Ηναηζκό αοημ ζηέθεπμξ είκαζ 

ανκδηζηό ηαηά Gram, ημ πμζμζηό ζε G + C ημο DNA είκαζ 66% , αγςημδεζιεύεζ 

ιόκμ οπό ιζηνμαενόαζεξ ζοκεήηεξ, ηα ηύηηανά ημο πανμοζζάγμοκ ιζα ηονηόηδηα, 

είκαζ νααδόιμνθα ιε πθάημξ από 0.6 έςξ 0.9 ιm  ηαζ ιήημξ από 2 έςξ 20 ιm 

(ακάθμβα ιε ηζξ ζοκεήηεξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ). οκήεςξ ηζκμύκηαζ ζε ιζα εθζημεζδή 

ηνμπζά, ιε έκα ιμκό πμθζηό ιαζηίβζμ όηακ ακαπηύζζμκηαζ ζε οβνό ενεπηζηό οθζηό ηαζ 

ιε επζπνόζεεηα πενίηνζπα ιαζηίβζα όηακ ακαπηύζζμκηαζ ζε ζηενεό ενεπηζηό οθζηό. 

Σμ ημκηζκόηενμ είδμξ θαζκμηοπζηά είκαζ ημ A. Amazonense. Γζαθένμοκ όιςξ ζηα 

ελήξ: α) ζηδκ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ζε ενεπηζηό οθζηό ειπθμοηζζιέκμ ιε 3% NaCI, 

α) ζημ ιεβαθύηενμ εύνμξ pH (5.5 έςξ 8.5), β) ζηδκ πμνεία ηδξ ακάπηολδ, δ) ζηδκ 

αγςημδέζιεοζδ, ε) ζηδκ οδνόθοζδ ηδξ πδηηίκδξ ζε 7 διένεξ ηαζ ζη) ζημ όηζ δεκ 

ιπμνεί κα πνδζζιμπμζήζεζ ηδκ ιομ-ζκμζζηόθδ. Σμ πμθζηό ιαζηίβζμ ειθακίγεηαζ 

παπύηενμ από ηα πθεονζηά ηαζ έπεζ ιεβαθύηενμ ιήημξ ηίκδζδξ, εκώ έπμοκ 

παναηδνδεεί ηαζ εκδμηοηηάνζμζ ηόηημζ. ε διζζηενεό ενεπηζηό οθζηό, πανμοζία 

ζαηπανόγδξ ηαζ πθήνδ απμοζία αγώημο, ακαπηύζζεηαζ ςξ ιζα θεοηή ιειανάκδ, 2 

mm ηάης από ηδκ επζθάκεζα ιεηά από επώαζδ ιζαξ διέναξ. Ζ ακάπηολδ 

επεηηείκεηαζ ζηδκ επζθάκεζα ιεηά από 2 ή 3 διένεξ. Γεκ πανάβεηαζ μλύ από ηδκ 

βθοηόγδ ηαζ ηδκ θνμοηηόγδ οπό αενόαζεξ αθθά μύηε ηαζ οπό ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ ζε 

ενεπηζηό ιέζμ πεπηόκδξ. Ζ αζμηίκδ δεκ πνεζάγεηαζ βζα ηδκ ακάπηολδ. Θεηζηά είκαζ ηα 

ηεζη ηδξ μλεζδάζδξ ηαζ ηαηαθάζδξ. Ζ ηαθύηενδ ακάπηολδ επζηοβπάκεηαζ ζημοξ 30 ιε 

33 
μ
C εκώ δεκ έπμοιε ηαεόθμο ακάπηολδ ζημοξ 44 

μ
C ζε AAM ενεπηζηό ιέζμ. Ζ 

ακάπηολδ ηαζ δ ακαβςβή ημο αηεηοθεκίμο ζοιααίκεζ ζε pH από 5.5 ιέπνζ 8.5, ιε 

ηαηαθθδθόηενδ ηζιή pH 6.5. ηαζ ζε πανμοζία NaCl ιέπνζ 3 % w/v. Χζηόζμ δ 

ακαβςβή αηεηοθεκίμο είκαζ αέθηζζηδ όηακ ημ NaCI είκαζ θζβόηενμ από 0.01 %. Ζ 

εζημοθίκδ ηαζ δ πδηηίκδ οδνμθύμκηαζ, εκώ δ οδνμλοηζκμθίκδ-α-βθοημονμκίδζμ δεκ 

οδνμθύεηαζ. Δπζπθέμκ οδνμθύεζ ηδκ πδηηίκδ ζε 7 διένεξ ηαζ έπεζ παναηδνδεεί όηζ 

είκαζ ημ ιόκμ ιε ποηηζκμθοηζηή δναζηδνζόηδηα (Vande Broek and Vanderleyden, 

1995). Σμ ιέβεεμξ ημο βμκζδζώιαημξ ημο A. irakense είκαζ 4.8 Mbp (Bashan et al., 

2004) ιαγί ιε ημ Α. amazonense είκαζ ηα ιόκα Azospirillum πμο ιπμνμύκ κα 
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πνδζζιμπμζήζμοκ απμηεθεζιαηζηά ηδκ ζμοηνόγδ (Hartmann et al., 2006) Σμ A. 

irakense είκαζ ζηακό βζα ηδκ απμζημδόιδζδ ηδξ δεζθεννζμλαιίκδξ οδνμθόνμο ηύπμο 

από ηδκ οδνμθάζδ ηδξ δεζθεννζμλζαιίκδξ. Μόκμ ημ A. irakense ακάιεζα από 

δζάθμνα Αzospirillum ιπμνεί κα ηαοημπμζδεεί ιε ελεζδζηεοιέκμοξ εηηζκδηέξ 

Airak1423 ή Airak985 πνδζζιμπμζώκηαξ ηδκ ιέεμδμ FISH (Stoffels et al., 2001) 

 

 

1.8.7 Azospirillum doebereinerae sp. 

Έκα κέμ είδμξ αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ Azospirillum sp απμιμκώεδηε 

από ηζξ νίγεξ εκόξ C4 αβνςζηώδμοξ θοημύ ημ Miscanthus (Eckert et al., 2001), επίζδξ 

ημ είδμξ αοηό έπεζ απμιμκςεεί ηαζ από νζγόζθαζνα θοηώκ Pennisetun πμο 

εοδμηζιμύκ ηαζ ιεβαθώκμοκ ζηδκ Γενιακία (Baldani et al., 2005). Πήνε ημ όκμια 

ημο πνμξ ηζιήκ ημο Johanna Döbereiner πμο απμιόκςζε ηαζ παναηηήνζζε πμθθά είδδ 

Azospirillum. Σμ Azospirillum πμο απμιμκώεδηε είκαζ πδιεζμμνβακμεηενόηνμθμξ 

μνβακζζιόξ ηαζ πανμοζζάγεζ ηδκ ζηακόηδηα ιεηαηνμπήξ ηςκ κζηνζηώκ ζε κζηνώδδ. Ζ 

δμηζιή μλεζδάζδξ ηαζ μονεάζδξ ήηακ εεηζηή, δ εζημοθίκδ οδνμθύεηαζ εκώ δ αζμηίκδ 

δεκ απμηεθεί ααζζηό ζημζπείμ βζα ηδκ ακάπηολδ. Πεζναιαηζηά δεδμιέκα απέδεζλακ όηζ 

δ άνζζηδ εενιμηναζία βζα ηδκ ακάπηολδ ηδξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ παναηδνείηαζ 

ζημοξ 30 °C εκώ ζημοξ 37 ηαζ ζημοξ 42°C δεκ ζδιεζώεδηε ηάπμζα αύλδζδ. Σμ εύνμξ 

ηςκ pH πμο ελεηάζεδηε ήηακ από 3.0 έςξ 10.5. ζε pH 6.0 - 7.0 ζδιεζώεδηε δ 

ηαθύηενδ ακάπηολδ, δ μπμία ηαζ δεκ επδνεάζηδηε από ηδκ πανμοζία 3% NaCl Σα 

ηύηηανα είκαζ ανκδηζηά ηαηά Gram, έπμοκ ζπήια ηονημύ νααδίμο, πθάημξ από 1.0 

έςξ 1.5 ιm ηαζ ιήημξ 2.0-3.0 ιm. Δίκαζ ηζκδηά ιε ιζα εθζημεζδή ηίκδζδ, ιε έκα ιμκό 

πμθζηό ιαζηίβζμ, ημ μπμίμ παναηδνείηαζ όηακ ηα ηύηηανα ιεβαθώκμοκ ζε οβνό 

ενεπηζηό ιέζμ. Σα βδναζιέκα ηύηηανα πενζέπμοκ εκδμηοηηάνζα ημηηία. Σα ηύηηανα 

δεκ εκεοθαηώκμκηαζ. Ο ιεηααμθζζιόξ ημο έπεζ ηοπζηό ακαπκεοζηζηό παναηηήνα. Ζ 

ανααζκόγδ, δ D-θνμοηηόγδ, ημ βθοημκζηό, δ βθοηενόθδ, ημ ιδθζηό, δ ιακζηόθδ ηαζ δ 

ζμναζηόθδ ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ ςξ πδβέξ άκεναηα. Ζ αγςημδέζιεοζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ζε ιζηνμαενόαζεξ ζοκεήηεξ πενζμνζζιέκμο αγώημο ηαζ ζοιααίκεζ 

ιε ιδθζηό, ζμναζηόθδ, ιακζηόθδ, θνμοηηόγδ ηαζ βθοηενίκδ. Ζ δναζηδνζόηδηα ηδξ 

ηαηαθάζδξ, μλεζδάζδξ ηαζ μονεάζδξ είκαζ εεηζηή ηαζ δ γεθαηίκδ δεκ οδνμθύεηαζ.. Σμ 

πμζμζηό ζε G + C ημο DNA είκαζ 69.6 ± 3%. Σα πζμ ημκηζκά ζοββεκή είδδ, ιε αάζδ 
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ημ βμκίδζμ 16S rRNA, είκαζ ηα Azospirillum lipoferum, Azospirillum largimobile ηαζ 

Azospirillum brasilense. Σμ ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ ημ GSF71
T 

(Eckert et al., 2001).  

1.8.8 Azospirillum oryzae sp. 

 

Σμ Azospirillum oryzae πήνε ημ όκμια ημο από ημ θοηό Oryzae sativa, από 

όπμο ηαζ απμιμκώεδηε ημ ηοπζηό ζηέθεπμξ. Σα ηύηηανα ημο έπμοκ ζπήια εθζημεζδέξ 

ή νααδμεζδέξ, ημ ιέβεεμξ ημοξ ηοιαίκεηαζ από 1.0 x 1.5–5.0 ιm ηαζ ηζκμύκηαζ ιε ηδκ 

αμήεεζα εκόξ ιμκμύ πμθζημύ ιαζηζβίμο. Κμηηία πμθο-α-οδνόλοαμοηζνζημύ (PHB) 

παναηδνμύκηαζ ιέζα ζημ εζςηενζηό ηςκ ηοηηάνςκ. Ζ αγςημδέζιεοζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ηαζ ηα ηύηηανα ιπμνμύκ κα ακαπηοπεμύκ ζε ενεπηζηό οθζηό πμο 

δεκ πενζέπεζ άγςημ ή ζε ενεπηζηό οπόζηνςια. Σμ εύνμξ ηδξ εενιμηναζίαξ 

ηοιαίκεηαζ από ημοξ 4 έςξ ημοξ 37 
μ
C (ιε ηδκ αέθηζζηδ κα ανίζηεηαζ ζημοξ 30 

μ
C). 

Σμ ηαηάθθδθμ pH βζα ηδκ ακάπηολδ ανίζηεηαζ ιεηαλύ 6.0 ηαζ 7.0, εκώ ηα ηύηηανα 

δεκ ακηέπμοκ ζε ζοβηέκηνςζδ 3% NaCl. Ολέα πανάβμκηαζ από L-ανααζκόγδ, D-

λοθόγδξ, D-νζαόγδξ, D-βθοηόγδ, δ D-θνμοηηόγδ, D-βαθαηηόγδ ηαζ L-ναικόγδ, όπζ 

όιςξ ηαζ από ηδ ζμναζηόθδ, ηδ θαηηόγδ, ηδ ιαθηόγδ, ηδ ιακκζηόθδ, ηδ ζκμζζηόθδ, ηδ 

ηεθθμαζόγδ ηαζ ηδ ζαηπανόγδ. Θεηζηό ζηδ ιείςζδ ημο κζηνζημύ άθαημξ, αθθά 

ανκδηζηό ζηδ ιείςζδ ημο κζηνώδμοξ. Θεηζηό ιε ηδκ ηαηαθάζδ, ηδκ μλεζδάζδ, ηδκ 

μονεάζδ, ηδκ θςζθαηάζδ, ηδκ Dnάζδ, ηδκ οβνμπμίδζδ ηδξ γεθαηίκδξ, ηδκ οδνόθοζδ 

ηδξ αεζημοθίκδξ ηαζ ζηδκ ακάπηολδ ιε ηζηνζηό ςξ πδβή άκεναηα. Ανκδηζηό ζηδ 

δμηζιή Voges-Proskauer ηαζ ζηδκ παναβςβή ζκδόθδξ. Γεκ πναβιαημπμζείηαζ  

αθμιμίςζδ ημο ιδθμκζημύ ηαζ ηδξ θαζκοθαθακίκδξ. Ζ αζμηίκδ απαζηείηαζ βζα ηδκ 

ακάπηολδ εκώ βίκεηαζ πνδζζιμπμίδζδ ημο οδνμβόκμο. Σα ηονζόηενα ηοηηανζηά 

θζπανά μλέα είκαζ 18:1ς7c, 16:1ς7c ηαζ 16:0 εκώ ηα οδνόλο- θζπανά μλέα είκαζ 14:0  

3-OH ηαζ 16:0 3-OH. Σμ πμζμζηό ζε G+C ημο DNA είκαζ 66.8%. Σμ ηονίανπμ 

ζύζηδια ηζκόκδξ είκαζ δ μοαζηζκόκδ (Q-10). Σμ ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ COC8
T
 (=IAM 

15130T=CCTCC AB204051T), απμιμκώεδηε ημ 1982 από ηζξ νίγεξ ημο νογζμύ 

Oryzae sativa (Cheng-Hui Xie & Akira Yokota, 2005). 
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1.8.9 Azospirillum melinis sp. 

 
Σμ Azospirillum melinis απμιμκώεδηε από ημ θοηό ιεθάζα (Molasses grass) 

Melinis minutiflora Βeauv. από όπμο πήνε ηαζ ημ όκμια ημο. Σα ηύηηανα ημο είκαζ 

εοεοηεκή ή εθαθνόξ ηονηά, νααδόιμνθα, ηαζ ημ ιέβεεμξ πμζηίθεζ από 0.7 - 0.8 x 1.0-

1.5 mm. Σα ηύηηανα ημο ανκδηζηά ηαηά Gram ηαζ αηίκδηα. Δίκαζ πνμαζνεηζηά 

ακαενόαζα ηαζ πδιεζμ-μνβακόηνμθα. Οζ απμζηίεξ ζε NFB ενεπηζηό ιέζμ είκαζ 

ζηνμββοθέξ, ηονηέξ, διζδζαθακήξ, ιε δζάιεηνμ 3 mm ηαζ ακαπηύζζμκηαζ ιέζα ζε 3 

διένεξ ζημοξ 28 
μ
C. Ζ ακάπηολδ ημο επζηοβπάκεηαζ ζημοξ 5–37 

μ
C ιε ηδκ ηαηάθθδθδ 

εενιμηναζία κα ανίζηεηαζ ηάπμο ακάιεζα ζημοξ 20–33 
μ
C εκώ ημ εύνμξ ημο pH από 

4 εώξ 8. Ζ ακάπηολδ ακαζηέθθεηαζ ζε ζοβηεκηνώζεζξ NaCl ιεβαθύηενεξ ημο 5%, εκώ 

ζε ζοβηεκηνώζεζξ ιζηνόηενεξ ημο 3% ειθακίγεηαζ ARA δναζηδνζόηδηα. Ζ 

ανααζκόγδ, δ D-θνμοηηόγδ, ημ βθοημκζηό, δ βθοηενόθδ, ημ ιδθζηό, δ ιακζηόθδ, δ 

ιαθηόγδ ηαζ δ ζμναζηόθδ ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ ζακ πδβέξ άκεναηα. Γεκ 

ιεβαθώκεζ ιε ημ οπενπθςνζηό ςξ ηεθζηό δέηηδξ δθεηηνμκίςκ ηάης από ακαενόαζεξ 

ζοκεήηεξ. Σμ πμζμζηό ζε G + C ημο DNA ημο ηοπζημύ ζηεθέπμοξ είκαζ 68.7%. Σμ 

ημκηζκόηενμ θοθμβεκεηζηά είδμξ ζύιθςκα ιε ημ βμκίδζμ 16S rRNA είκαζ ημ 

Azospirillum lipoferum, ημ Azospirillum oryzae ηαζ ημ Azospirillum largimobile. Σμ 

ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ ημ TMCY 0552T (=CCBAU 5106001T=LMG 

23364T=CGMCC 1.5340T), όπμο ηαζ απμιμκώεδηε από θοηά Melinis minutiflora 

πμο ιεβαθώκμοκ ζηζξ ιεζμηνμπζηέξ πενζμπέξ ηδξ Κίκαξ (Peng et al., 2006). 

 

1.8.10 Azospirillum zeae sp.  

Σμ Azospirillum zeae απμιμκώεδηε από έδαθμξ νζγόζθαζναξ ηαθαιπμηζμύ 

(Zea mays) ζημ Οκηάνζμ, ημο Κακαδά. Σα ηύηηανα ημο είκαζ νααδόιμνθα ιε ιέβεεμξ 

0.9 – 1.5 x 1.9 –6.8 mm, ανκδηζηά ηαηά Gram,ηζκδηά ιέζς εκόξ πμθζημύ ιαζηζβίμο. 

Μεηά από επώαζδ 48–72 ςνώκ δδιζμονβμύκηαζ νόδζκεξ απμζηίεξ, μζ μπμίεξ 

ιεηαηνέπμκηαζ ζε αθοδαηςιέκεξ ιε ηναπεία επζθάκεζα ζε πνμπςνδιέκα ζηάδζα 

ακάπηολδξ. Ακαπηύζζεηαζ ζε ενεπηζηό ιέζμ ιδθζημύ μλέμξ ζημοξ 20–41 
μ
C, ιε pH 

5–7 ηαζ ζε 0.5–1.0% NaCl. Ζ άνζζηδ ακάπηολδ ημο επζηοβπάκεηαζ ζημοξ 30 
μ
C ιε pH 

5–7. Θεηζηό ζηδκ αγςημδέζιεοζδ ηαζ ζηδκ παναβςβή IAA. Ανκδηζηό ζηδ 

δζαθοημπμίδζδ ημο θςζθμνζηώκ αθάηςκ. Θεηζηό ζηδκ ηαηαθάζδ, μλεζδάζδ, 
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μονεάζδ, ζηδκ ιείςζδ ημο κζηνζημύ, ζηδκ οδνόθοζδ ηδξ αεζημοθίκδξ ηαζ ηδξ α-

βαθαηημγζδάζδξ. Ανκδηζηό ζηδ παναβςβή ζκδόθδξ, ζηδκ δζοδνμθάζδ ηδξ ανβζκίκδξ 

ηαζ ζηδκ οδνόθοζδ ηδξ γεθαηίκδξ. Παναηδνμύκηαζ πμζηίθεξ ακηζδνάζεζξ ζηδκ 

παναβςβή αζεημΐκδξ (acetoin). Γζα ηδκ ακάπηολή ημο δεκ είκαζ απαναίηδηδ δ αζμηίκδ. 

Σα ηύνζα ηοηηανζηά θζπανά μλέα είκαζ 18 : 1ς7c, 18 : 1 2-OH ηαζ 16 : 0. Σμ 

ηονίανπμ ζύζηδια ηζκόκδξ είκαζ δ μοαζηζκόκδ (Q-10), εκώ ημ πμζμζηό ημο DNA ζε 

G+C είκαζ 67.6 %. Σμ ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ ημ N7
T
 (5NCCB 100147T5LMG 

23989T). (Mehnaz et al., 2007) 

 

1.8.11 Azospirillum canadense sp.  

  
Σμ Azospirillum canadense είκαζ έκα αγςημδεζιεοηζηό ααηηήνζμ εθεύεενδξ 

δζααίςζδξ ημ μπμίμ απμιμκώεδηε από ηδκ νζγόζθαζνα ηαθαιπμηζμύ, ηαζ πήνε ηδκ 

μκμιαζία ημο από ημκ Canada, πενζμπή από ηδκ μπμία ηαζ απμιμκώεδηε. Σα ηύηηανα 

είκαζ ιζηνά νααδία ιεβέεμοξ 0.9 x 1.8–2.5 ιm, ανκδηζηά ηαηά Gram, ηζκδηά ιέζς 

εκόξ ιμκμύ πμθζημύ ιαζηζβίμο. Οζ απμζηίεξ ιεηά από 48-72 h έπμοκ πνώια θεοηό έςξ 

απαθό νόδζκμ, έπμοκ ζπήια ηοηθζηό εκώ έπμοκ οβνή ιμνθή. Ζ ακάπηολδ ημοξ βίκεηαζ 

ζε ιέζμ M ζημοξ 20-37
μ
C, ημ pH 5-7 ηαζ δ ζοβηέκηνςζδ NaCl από 0,5 έςξ 1%. Ζ 

άνζζηδ εενιμηναζία είκαζ 25–30 
μ
C ηαζ ημ ζδακζηό pH είκαζ 5 – 7. Θεηζηό ζηδκ 

δέζιεοζδ ημο αγώημο ηαζ ημο ζκδμθμ-μλζημύ μλέμξ ανκδηζηό όιςξ βζα ηδκ 

δζαθοημπμίδζδ ημο θςζθμνζημύ. Θεηζηό ζηδκ ηαηαθάζδ, ζηδκ μλεζδάζδ, βζα ηδκ 

ιείςζδ ημο κζηνζημύ, ζηδκ α-βθοημζζδάζδ, ζηδκ α-βαθαηημγζδάζδξ ηαζ ζηδκ 

παναβςβή αζεημΐκδξ (acetoin) εκώ ανκδηζηό ζηδκ παναβςβή ζκδόθδξ, ζηδκ 

δζοδνμθάζδ ηδξ ανβζκίκδξ, ηδξ μονεάζδξ ηαζ ζηδκ οδνόθοζδ ηδξ γεθαηίκδξ. Ζ  

αζμηίκδ δεκ απαζηείηαζ βζα ηδκ ακάπηολδ ηδξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ ημο 

Azospirillum canadense. Σα ηονζόηενα ηοηηανζηά θζπανά μλέα είκαζ 18 : 1ς7c, 

16:1ς7c, 16 : 0. Σμ πμζμζηό ημο DNA ζε G+C είκαζ 67.9 mol%. Σμ ηονίανπμ 

ζύζηδια ηζκόκδξ είκαζ δ μοαζηζκόκδ Q-10. Σμ ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ ημ DS2T 

(=NCCB 100108T=LMG 23617T), ημ μπμίμ έπεζ απμιμκςεεί από ηδκ νζγόζθαζνα 

ηαθαιπμηζμύ (Zea mays) από ημ Delhi, Ontario, Canada ( Mehnaz et al., 2007). 
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1.8.12 Azospirillum rugosum sp. 

 

Σμ Azospirillum rugosum απμιμκώεδηε από έδαθμξ ιμθοζιέκμ ιε πεηνέθαζμ 

ημκηά ζημ δζοθζζηήνζμ πεηνεθαίμο πμο ανίζηεηαζ ζημ Kaohsiung County, ηδξ Σασαάκ. 

ε ζηενεό ενεπηζηό οθζηό μζ απμζηίεξ ημο ειθακίγμοκ πηοπςηή επζθάκεζα ηαζ αοηόξ 

είκαζ μ θόβμξ από όπμο πήνε ηαζ ημ όκμια ημο. Σα ηύηηανα είκαζ ηζκδηά, εοεοηεκή 

πνμξ εθάπζζηα ηαιποθςηά, νααδόιμνθα. Δίκαζ ανκδηζηά ηαηά Gram, ηαζ εεηζηά ζηδκ 

μλεζδάζδ ηαζ ηαηαθάζδ. Σα βδναζιέκα ηύηηανα πενζέπμοκ εκδμηοηηάνζα ζθαζνίδζα. 

ε ζηενεό ενεπηζηό οθζηό ιε ηνοπηόκδ ηαζ ζε BHI άβαν, ζπδιαηίγμκηαζ απμζηίεξ ιε 

απαθό πμνημηαθί πνώια, μζ μπμίεξ ζηδκ ανπή είκαζ θείεξ ιε μθόηθδνδ άθς, βζα κα 

απμηηήζμοκ ζε πνμπςνδιέκα ζηάδζα ακάπηολδξ πανμοζζάγμοκ πηοπέξ ηαζ 

αηακόκζζημ ζπήια. Αενμαίςξ ακαπηύζζεηαζ ζημοξ 22–37 
μ
C ηαζ ακαπηύζζεζ 

ακεεηηζηόηδηα ζημ NaCl έςξ ζοβηέκηνςζδ 2.0% (w/v). Έπεζ ηα ζδιακηζηόηενα 

πδιεζμηαλμκμιζηά παναηηδνζζηζηά ημο βέκμοξ Azospirillum. Σμ πνμθίθ θζπανώκ 

μλέςκ ημο απμηεθείηαζ ηονίςξ από ημνεζιέκεξ ηαζ αηόνεζηεξ αθοζίδεξ θζπανώκ 

μλέςκ, ιε ημ n-C18:1 ς7c ςξ ηύνζμ θζπανό μλύ, ηαεώξ επίζδξ ηαζ 3-ΟΖ 

οδνμλοθζμιέκα θζπανά μλέα. Σμ ακαπκεοζηζηό ζύζηδια ηζκόκδξ απμηεθείηαζ από ηδκ 

μοαζηζκόκδ. Θεηζηό ζηδκ παναβςβή αηεημΐκδξ αθθά ανκδηζηό ζηδκ παναβςβή 

ζκδόθδξ ηαζ H2S. Ο θοζζηόξ ηύπμξ είκαζ IMMIB AFH-6T (5CCUG 53966T5DSM 

19657T) (Young et al., 2008) 

 
1.8.13 Azospirillum massilensis sp. 

 

Σμ Azospirillum massiliensis (ζοκώκοιμ Candidatus Azospirillum massiliensis) 

απμιμκώεδηε από θίικδ ζηδκ πενζμπή ηδξ κόηζαξ Γαθθίαξ. Έπεζ πναβιαημπμζδεεί 

ακάθοζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημο 16S rRNA βζα ημ ζηέθεπμξ URAM1 

(EF394925) (Pagnier et al., 2008). 

 

1.8.14 Azospirillum palatum sp. 

 

 Σμ Αzospirillum palatum απμιμκώεδηε από πώια ζε δαζζηή έηηαζδ ζηδκ 

επανπία Zhejiang ηδξ Κίκαξ. Σα ηύηηανα ημο είκαζ ανκδηζηά ηαηά Gram, ηζκδηά ιε 

πενίηνζπα ιαζηίβζα, εκδμθοθθζηά, νααδόιμνθα ηαζ ημ ιέβεεμξ ημοξ ηοιαίκεηαζ από 
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0.6-1.0 x 2.0-2.6 ιm. Οζ απμζηίεξ ημο έπμοκ πνώια ηίηνζκμ, είκαζ ηοηθζηέξ ηαζ 

επίπεδεξ ιεηά από επώαζδ 2 διενώκ ζε ενεπηζηό ιέζμ ΣΤΒ. Ζ ακάπηολδ 

επζηοβπάκεηαζ ζε εενιμηναζίεξ από 15° C έςξ 42°C ιε ηδκ αέθηζζηδ κα ανίζηεηαζ 

ζημοξ 30-37°C, εκώ ημ εύνμξ ημο pH είκαζ 5.0-9.0 ιε ηδκ ηαηαθθδθόηενδ όιςξ ηζιή 

κα ανίζηεηαζ ζημ 6.0-8.0. Παναηδνήεδηε ακάπηολδ ζε ηνμπμπμζδιέκμ ενεπηζηό ιέζμ 

ΣΤΒ ιε ζοβηεκηνώζεζξ 0-2 % NaCl, εκώ δεκ ακαπηύπεδηε όηακ δ ζοβηέκηνςζδ ημο 

NaCl ήηακ 3%. Σμ Tween 80 οδνμθύεδηε εκώ δεκ ζοκέαδ ημ ίδζμ ζηδκ ηαγεΐκδ ηαζ 

ζηδκ ηονμζίκδ. Θεηζηό ζηδκ ηαηαθάζδ ηαζ ζηδκ μονεάζδ. Τπάνπεζ πανμοζία 

μονεάζδξ ηαζ α-βαθαηημγζδάζδξ. ηα κζηνζηά ηαζ ηα κζηνώδδ δεκ ιεζώεδηακ εκώ 

ιεηααμθίγεζ ημ ηζηνζηό. Ζ γεθαηίκδ δεκ οδνμθύεηαζ εκώ δεκ πανάβεηαζ Ζ2S ηαζ 

ζκδόθδ. ημ ηεζη Voges-Proskauer ανέεδηε εεηζηό ηαζ δεκ πανάβμκηαζ μλέα από 

βθοηόγδ, ζκμζζηόθδ, ζμοηνόγδ ηαζ ανααζκόγδ. Σμ πνμθίθ ηςκ θζπανώκ μλέςκ 

απμηεθείηαζ από C18:1 ς7c (35,9%), cyclo-C19:0 ς8c (32.1%), C16:0 (13.0%). Σμ 

ακαπκεοζηζηό ζύζηδια ηζκόκδξ απμηεθείηαζ από ιζα ιεβάθδ πμζόηδηα Q-10 ιζα 

ιζηνόηενδ πμζόηδηα Q-9 ιε ιμνζαηή ακαθμβία 2:1. Σμ ηοπζηό ζηέθεπμξ είκαζ ημ WW 

10
T
 ηαζ ημ πμζμζηό ζε  G + C ημο DNA ημο είκαζ 67,3% (Zhou et al., 2009). 

 

 

1.8.15 Azospirillum picis sp. 

 

Σμ Azospirillum picis είκαζ έκα ααηηήνζμ ανκδηζηό ηαηά Gram ηαζ αενόαζμ. 

Σμ ζπήια ηςκ ηοηηάνςκ ημο είκαζ νααδόιμνθα, εοεοηεκή ιε εθαθνά ηθίζδ, ηζκδηά 

ηαζ ακαπηύζζμκηαζ ζε εενιμηναζίεξ ιεηαλύ 22 ηαζ 37 
μ
C. Δίκαζ εεηζηά ζηδκ 

μλεζδάζδ ηαζ ζηδκ ηαηαθάζδ εκώ ηα βδναζιέκα ηύηηανα ύζηενα από ηαθθζένβεζα 5 

διενώκ ακαπηύζζμοκ εκδμηοηηάνζα ημηηία. Ακαπηύζζμκηαζ νόδζκεξ απμζηίεξ ζε 

tryptone soya agar ηαζ ζε ενεπηζηό άβαν. Πενζέπεζ ηα ηονζόηενα πδιεζμηαλμκμιζηά 

παναηηδνζζηζηά ημο βέκμοξ Azospirillum. Σμ πνμθίθ ηςκ θζπανώκ μλέςκ απμηεθείηαζ 

ηονίςξ από εοεείεξ αθοζίδεξ ημνεζιέκςκ ηαζ αηόνεζηςκ θζπανώκ μλέςκ, ιε ημ     

C18 : 1 ς7c ςξ ημ ηύνζμ θζπανό μλύ, όπςξ επίζδξ ηαζ ηα 3-οδνμλοθζμιέκα θζπανά μλέα. 

Σμ ακαπκεοζηζηό ζύζηδια ηζκόκδξ απμηεθείηαζ από ηδκ μοαζηζκόκδ (Q-10). Θεηζηό 

ζηδκ αγςημδέζιεοζδ. Τδνμθύεζ ηδκ αεζημοθίκδ αθθά είκαζ ανκδηζηό ζηδκ 

οβνμπμίδζδ ηδξ γεθαηίκδξ. Θεηζηό ζηδκ ακαβςβάζδ ημο κζηνζημύ. Σμ ηοπζηό 

ζηέθεπμξ έπεζ δνάζδ p-κζηνμθαζκοθ-b-D-βαθαηημπονακμσδάζδξ ηαζ μονεάζδξ εκώ 
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είκαζ ανκδηζηό ζηδκ δζοδνμθάζδξ ηδξ ανβζκίκδξ ηαζ ζηδκ παναβςβή ηδξ ζκδόθδξ. Σμ 

ζηέθεπμξ  αοηό μκμιάγεηαζ IMMIB TAR-3T (5CCUG 55431T 5DSM 19922T), ηαζ 

απμιμκώεδηε από οπμθείιιαηα πίζζαξ ζε δνόιμ ζηδκ πόθδ Taichung ζηδκ πενζμπή 

ηδξ Taiwan (Lin et al.,2009). 

 

 

1.8.16 Azospirillum thiophilum sp. 

 

ε ακηίεεζδ ιε ηα βκςζηά είδδ ημο Azospirillum, ημ κέμ ζηέθεπμξ 

Azospirillum thiophilum BV-ST έπεζ ηδκ ζηακόηδηα κα πνδζζιμπμζεί δζαθμνεηζηέξ 

πδβέξ εκένβεζαξ ηαζ άκεναηα (mixotrophic) οπό ιζηνμαενόαζεξ ζοκεήηεξ, ιε ηδκ 

ηαοηόπνμκδ πνδζζιμπμίδζδ ηςκ μνβακζηώκ οπμζηνςιάηςκ ηαζ ημο εεζμεεζσημύ ςξ 

δόηδξ δθεηηνμκίςκ βζα ηδκ ελμζημκόιδζδ εκένβεζαξ. Ζ μλείδςζδ ημο ζμοθθζδίμο   

(S
-2

) ζοκμδεύηδηε από εκαπμεέζεζξ ζθαζνζδίςκ εείμο ιέζα ζηα ηύηηανα. 

Δκημπίζηδηε δναζηδνζόηδηα ηδξ μλεζδμακαβςβάζδξ ημο εεζμεεζζημύ. Σμ ζηέθεπμξ 

BV-S
T
 απμιμκώεδηε από ααηηδνζαηό επζθακεζαηό οπόζηνςια ζηζξ εεζμύπεξ πδβέξ 

“Shameless Baths” πμο ανίζημκηαζ ζηδκ Stavropol Krai, Βόνεζα ημο Καύηαζμο, ζηδκ 

Ρςζία. Σα ηύηηανά ημο είκαζ ανκδηζηά ηαηά Gram, είκαζ εθζημεζδή, ηαιποθςηά, 

νααδόιμνθα ιε πθάημξ 1,1 -2,0 ιm ηαζ ιήημξ 3,6 -7,0 ιm ηαζ είκαζ ηζκδηά. Όηακ ηα 

ηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ζηενεό ενεπηζηό άβαν ήηακ εθαθνώξ ηονηά. Οζ απμζηίεξ 

είκαζ θεοηέξ, θείεξ, ζηνμββοθέξ, ιε δζάιεηνμ 0,4 -0,6 mm.  

Ζ εενιμηναζία ακάπηολδξ είκαζ 15-40 ° C, ιε ηδκ αέθηζζηδ ακάπηολδ κα 

επζηοβπάκεηαζ ζημοξ 37° C. Σμ εύνμξ ημο pH πμο ιπμνεί κα ακαπηοπεεί είκαζ 6,5 - 

8,5, ιε ελαζνεηζηή ακάπηολδ ζε pH 7,5. Μπμνεί κα ακαπηοπεεί ζε ζοβηεκηνώζεζξ 

NaCl ≤ 3% (w / v). Δίκαζ εεηζηά ζηδκ δέζιεοζδ ημο αγώημο, ηαζ ηα ηύηηανά ημο 

ιπμνμύκ κα ακαπηοπεμύκ ζε οπόζηνςια απμοζίαξ αγώημο ή ενεπηζηό ιέζμ. 

Θεηζηό βζα ηδκ ηαηαθάζδ, ηδκ μλεζδάζδ, ηδκ οδνόθοζδ ημο αιύθμο ηαζ 

ιείςζδ ηςκ κζηνζηώκ, ηαζ ανκδηζηό βζα ηδκ μονεάζδ, ηδκ παναβςβή ζκδόθδξ, ηδξ 

γεθαηίκδξ ηαζ ηέθμξ οδνμθύεζ ηδκ ηαγεΐκδ. Σα ηονζόηενα θζπανά μλέα είκαζ C16: 0,   

C16: 1ς7c, C18: 1ς7c. Σμ πμζμζηό ζε G + C ημο DNA είκαζ 67%. Σμ ηονίανπμ 

ζύζηδια ηζκόκδξ είκαζ  δ μοαζηζκόκδ (Lavrinenko et al., 2010) 
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1.9 Pseudomonas stutzeri  

 

Σμ βέκμξ Pseudomonas απμηεθείηαζ από ημοθάπζζημκ 183 είδδ, όπμο ημ P. 

Aeruginosa απμηεθεί ημ ηοπζηό είδμξ ημο βέκμοξ (Euzéby,1997) Σμ 1919 έβζκε βζα 

πνώηδ θμνά δ πενζβναθή ημο βέκμοξ Alcaligenes από ηόηε έπμοκ πναβιαημπμζδεεί 

ανηεηέξ ακαηαηαηάλεζξ, ζηζξ ιένεξ ιαξ πενζθαιαάκεζ δύμ είδδ ημ Alcaligenes 

defragrans  ηαζ ημ Alcaligenes faecalis (ιε δύμ οπμείδδ A. faecalis subsp. faecalis ηαζ 

A. faecalis subsp. Parafaecalis). (Busse & Stolz, 2006). Μία από ηζξ ακαηαηαηάλεζξ  

αοηέξ έβζκε ζημ ζηέθεπμξ Alcaligenes faecalis Α15 όπμο ακαβκςνίζηδηε ςξ 

Pseudomonas stutzeri (Vermeiren et al., 1999). 

Σμ Pseudomonas stutzeri είκαζ έκα ανκδηζηό ηαηά gram ααηηήνζμ, ιε ζπήια 

νααδμεζδέξ ηαζ ηζκείηαζ ιέζς εκόξ ιμκμύ πμθζημύ ιαζηζβίμο. Δίκαζ έκα 

απμκζηνμπμζδηζηό ααηηήνζμ πμο απεθεοεενώκεζ άγςημ ζε αένζα ιμνθή από ηα 

κζηνζηά. Δίκαζ εεηζηό ζηδκ αιοθάζδ αθθά ανκδηζηό ζηδκ γεθαηζκάζδ εκώ ιπμνεί κα 

ακαπηοπεεί ζε ιαθηόγδ ηαζ άιοθμ (Rius et al., 2001). Ζ απμζηία έπεζ έκα αζοκήεζζημ 

ζπήια, είκαζ πηοπςηή, λδνή ηαζ ζδζαίηενα ζοκεηηζηή.  

Καηαηάζζεηαζ ζηδκ ηαηδβόνζα ηςκ β- Πνςηεμααηηδνίςκ, ημ DNA ημο P. 

stutzeri A1501 απμηεθείηαζ από έκα ιμκό ηοηθζηό πνςιόζςια ιε 4.567.418 bp πςνίξ 

όιςξ ηδκ πανμοζία πθαζιζδίμο, ηςδζημπμζεί 4.146 πζεακέξ πνςηεΐκεξ, έπεζ 59 tRNA 

βμκζδία ηαζ ηέζζενα rRNA μπενόκζα. Γεκ θεμνίγεζ, ηαζ βεκζηά εεςνείηαζ ααηηήνζμ 

ημο εδάθμοξ πμο όιςξ απακηάηαζ ηαζ ζε οδάηζκα πενζαάθθμκηα (Moore et al., 2006, 

Yan et al., 2010)  

Σμ ζηέθεπμξ A1501 είκαζ έκα πμθοδύκαιμ ααηηήνζμ ημο εδάθμοξ πμο δζαεέηεζ 

ημ αζοκήεζζημ παναηηδνζζηζηό, βζα Pseudomonas, κα αγςημδεζιεύεζ, ηαζ ιπμνεί κα 

εκημπίγεηαζ ςξ εκδμθοηζηό. Σμ ζηέθεπμξ αοηό ιεθεηάηε ζδζαίηενα θόβς ηςκ εζδζηώκ 

ιεηααμθζηώκ ζδζμηήηςκ ημο. Απμκζηνμπμίδζδ οπό ιζηνμαενμαζεξ ζοκεήηεξ, 

κζηνμπμίδζδ οπό αενόαζεξ ζοκεήηεξ, αγςημδέζιεοζδ οπό ιζηνμαενόθζθεξ ζοκεήηεξ 

(Yan et al., 2010). Σα κζηνζηά απακηώκηαζ ζε πμθθά πενζαάθθμκηα ηαζ ιπμνμοκ 

ιεηαηναπμύκ από ημ Pseudomonas stutzeri ζε κζηνώδεξ βζα ηνείξ δζαθμνεηζημύξ 

ζημπμύξ: 1) πνδζζιμπμίδζδ ζακ πδβή αγώημο βζα ηδκ ακάπηολδ (αθμιμίςζδ 

κζηνζημύ), 2) παναβςβή πνςημκίςκ ςξ ηζκδηήνζμ δύκαιδ βζα ηδκ ζύκεεζδ ATP 
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πνδζζιμπμζώκηαξ ηα κζηνζηά ζακ ηεθζηό δέηηδ δθεηηνμκίςκ (ακαπκμή κζηνζημύ) ηαζ 

3) απαβςβή ημο πθεμκάγμκημξ ηαζ ιείςζδ ηςκ ζζμδύκαιςκ (dissimilatory ). (Rediers 

et al., 2007). 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 Βαθηεξηαθά ζηειέρε 

Σα ααηηδνζαηά ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ ζηδκ πανμύζα ενβαζία 

απμιμκώεδηακ από ημ Δνβαζηήνζμ Γεςνβζηήξ Μζηνμαζμθμβίαξ ημο Γεςπμκζημύ 

Πακεπζζηδιίμο Αεδκώκ ζηα πθαίζζα ηδξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ηδξ ηαξ 

Κεθαθμβζάκκδ Ζ. (2008). ύιθςκα ιε ηδ ιέεμδμ ακαβςβήξ αηεηοθεκίμο ζε 

αζεοθέκζμ ιε αένζμ πνςιαημβνάθμ Perkin-Elmer F-11 (> 10nmoles αζεοθέκζμ) 

πναβιαημπμζήεδηε δ εηηίιδζδ ηδξ αγςημδεζιεοηζηήξ ζηακόηδηαξ ηςκ ζηεθέπώκ 

αοηώκ, αάζεζ ηδξ δναζηδνζόηδηαξ ηδξ κζηνμβεκάζδξ. 

 

ηέιερνο  Δίδνο 

θπηνύ 

Πνηθηιία Σνπνζεζία Πεγή 

απνκόλσζεο 

GR50 Η.vulgare Carina Θεζζαθμκίηδ, Μαηεδμκία Ρζγόζθαζνα 

GR52 H. vulgare Georgy Θεζζαθμκίηδ, Μαηεδμκία Ρζγόζθαίνα 

GR54 H. vulgare Georgy Θεζζαθμκίηδ, Μαηεδμκία Ρζγόζθαίνα 

GR57 H. vulgare Σμπζηή Θεζζαθμκίηδ, Μαηεδμκία Ρζγόζθαίνα 

GR60 A. sativa Σμπζηή ημύνηα, Βζμηία Ρζγόζθαίνα 

GR61 A. sativa Σμπζηή Θεζζαθμκίηδ, Μαηεδμκία Ρζγόζθαίνα 

GR65 H. vulgare Σμπζηή Κζθεθέν, Θεζζαθία Ρζγόζθαίνα 

 

ηδκ πανμύζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηακ επίζδξ μνζζιέκα ααηηδνζαηά 

ζηεθέπδ, ηα μπμία απμηεθμύκ ιμκηέθα ένεοκαξ, πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί 

ζύβηνζζδ ιε ηα οπό ιεθέηδ ζηεθέπδ ηδξ ενβαζίαξ. οβηεηνζιέκα, πανεθήθεδζακ από 

ηδκ εηαζνεία BCCM™/LMG ζε θζμθζθζςιέκδ ιμνθή ηα ελήξ ζηεθέπδ: 
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Azospirillum brasilense LMG 13127
T
 = ATCC29145 = CECT 590 = DSM 

1690 = JCM 1224 = NCIB 11860 = Döbereiner Sp7 = Vlassak 002 = LMG 1263. 

Azospirillum lipoferum LMG 13128
T
 = ATCC 29707 = Döbereiner Sp 59b = 

Krieg VPI Sp59b. 

Από ηδκ εηαζνεία πανμπήξ ηςκ ζηεθεπώκ πήναιε ηα πνμηεζκόιεκα ζξεπηηθά 

κέζα CM3 βζα ημ A. brasilense, CM131 βζα ημ A. lipoferum ηαζ ιία παναθθαβή ημο 

CM3 βζα ημ Pseudomonas stutzeri (ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ). 

Οζ ηαθθζένβεζεξ ηςκ ααηηδνίςκ ιπμνμύκ κα δζαηδνδεμύκ βζα ιεβάθα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα ζημ ηαηάθθδθμ ενεπηζηό ιέζμ, πανμοζία 20% βθοηενόθδξ ζημοξ -80°C. 

Δκώ μζ ζηενεέξ ηαθθζένβεζεξ δζαηδνμύκηαζ ζημοξ 4°C βζα δζάζηδια ιενζηώκ 

εαδμιάδςκ. 

 

2.2 Απνκόλσζε λνπθιετληθώλ νμέσλ 

 

2.2.1 Απνκόλσζε νιηθνύ γνληδησκαηηθνύ DNA από Gram (-) βαθηήξηα 

Μία ιειμκςιέκδ απμζηία ημο ηάεε ζηεθέπμοξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ 

ειαμθζαζιό 20 ml ενεπηζημύ οθζημύ Oxoid CM3 ηαζ αημθμύεδζε επώαζδ οπό 

ακάδεοζδ ζημοξ 30°C βζα 24 ώνεξ. 

I. Σα ηύηηανα ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 6.000 ζηνμθέξ ακά θεπηό 

(ζην./θεπηό) βζα 10 θεπηά ηαζ επακαδζαθύεδηακ ζε 5 ml δζαθύιαημξ TE3. 

Αημθμύεδζε ηαθή ακάιεζλδ. 

II. Σα ηύηηανα ζοθθέπεδηακ ηαζ πάθζ ιε θοβμηέκηνδζδ, επακαδζαθύεδηακ ζε 3 

ml δζαθύιαημξ ΣΔ ηαζ πνμζηέεδηακ 0,3 ml δζάθοια θοζμγύιδξ6. 

III. Αημθμύεδζε επώαζδ ζημοξ 37°C βζα 20 θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε 

0,5 ml από ημ δζάθοια LauroSarkosyl/Proteinase K (10% LauroSarkosyl ιε 

5mg/ml Proteinase K ζε TE). Σμ ιίβια ακαδεύηδηε ηαθά ηαζ επςάζηδηε 

ζημοξ 37°C βζα ιία ώνα θαιαάκμκηαξ ζλώδδ ιμνθή. 

IV. ηδ ζοκέπεζα έβζκε ηαεανζζιόξ ιε θαζκόθδ/πθςνμθόνιζμ1 ηαζ ημ ηεθζηό 

οπενηείιεκμ ιίβια δζαιμζνάζηδηε ακά 500 ιl ζε ιζηνμύξ δμηζιαζηζημύξ 

ζςθήκεξ. 
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V. ε ηάεε δμηζιαζηζηό ζςθήκα πνμζηέεδηακ 50 ιl 3M μλζημύ καηνίμο2 pH: 

4,8 ηαζ 1 ml, πενίπμο, ζζμπνμπακόθδξ ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζημοξ –20°C βζα 18 

ώνεξ. 

VI. Αημθμύεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό βζα 20 θεπηά ζημοξ 4°C 

ηαζ ημ ίγδια πμο ζοθθέπεδηε από όθα ημοξ δμηζιαζηζημύξ ζςθήκεξ 

επακαδζαθύεδηε ζε 500 ιl ΣΔ. Πνμζηέεδηακ 50 ιl 3Μ μλζημύ καηνίμο pH: 

4,8 ηαζ 1 ml ζζμπνμπακόθδξ ηαζ ημπμεεηήεδηε ζημοξ -20°C βζα ημοθάπζζημκ 1 

ώνα. 

VII. Σμ ιίβια θοβμηεκηνήεδηε όπςξ ηαζ πνζκ ηαζ ημ ίγδια λεπθύεδηε ιε 70% 

αζεακόθδ. 

VIII. Μεηά από θοβμηέκηνδζδ ημ ίγδια επακαδζαθύεδηε ζε 500 ιl ΣΔ ηαζ 

πνμζηέεδηακ 3 ιl ποηκμύ δζαθύιαημξ RΝάζδξ ζοβηέκηνςζδξ 20 mg/ml. 

Αημθμύεδζε επώαζδ ζημοξ 37°C βζα 20 θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ηαεανζζιόξ 

ιε θαζκόθδ/πθςνμθόνιζμ. 

IX. ημ ηεθζηό οπενηείιεκμ πμο πενζείπε ημ πνςιμζςιζηό DNA πνμζηέεδηε ηαζ 

πάθζ μλζηό κάηνζμ ζε όβημ ίζμ ιε ημ 1/10 ημο όβημο ημο οπενηείιεκμο ηαζ 

δζπθάζζμξ όβημξ αοημύ ζζμπνμπακόθδ. 

X. Αημθμύεδζε θοβμηέκηνδζδ ζημοξ 4°C, λέπθοια ιε 70% αζεακόθδ ηαζ 

επακαδζάθοζδ ημο ηεθζημύ ζγήιαημξ (πνςιoζςιζηό DNA) ζε δζάθοια ΣΔ. 

 

2.2.2 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα E. coli 

Ζ απμιόκςζδ πθαζιζδζαημύ DNA από ιεηαζπδιαηζζιέκα ηύηηανα E. coli 

βίκεηαζ ιε δύμ ιεεόδμοξ: 

i) Μέζνδνο ηνπ βξαζκνύ (Holmes & Quigley, 1981) 

I. 5 ml ενεπηζημύ οθζημύ LB, πμο πενζέπμοκ ημ ακηζαζμηζηό αιπζηζθίκδ 

(ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ), ειαμθζάγμκηαζ ιε ιειμκςιέκδ απμζηία 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ, ιε ημ πνμξ απμιόκςζδ πθαζιίδζμ, ηοηηάνςκ E. coli. 

Αημθμοεεί επώαζδ ιε ακαηίκδζδ ζημοξ 37°C βζα πενίπμο 16 ώνεξ. 

II. Από ηδκ ηαθθζένβεζα αοηήκ 1,5 ml ιεηαθένεηαζ ζε ζςθήκα eppendorf ηαζ 

θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 6.000 ζην./θεπηό βζα 5 θεπηά. 

III. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνύκεηαζ ζπμθαζηζηά αθήκμκηαξ ημ ίγδια ηςκ 

ηοηηάνςκ όζμ ημ δοκαηόκ πζμ ζηεβκό.  
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IV. Σμ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ επακαδζαθύεηαζ ζε 150 ιl δζαθύιαημξ STET4 

πανμοζία θοζμγύιδξ (Sigma) ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0,5 mg/ml. 

V. Αημθμοεεί αναζιόξ ημο δείβιαημξ βζα 45 δεοηενόθεπηα ηαζ ιεηά 

θοβμηέκηνδζή ημο ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό βζα 20 θεπηά. 

VI. Μεηά ηδ θοβμηέκηνδζδ, ημ ίγδια πμο απμηεθείηαζ από ηα ηοηηανζηά 

οπμθείιιαηα απμιαηνύκεηαζ. Γζα ηδκ ηαηαηνήικζζδ ημο πθαζιζδζαημύ 

DNA πνμζηίεεκηαζ ζημ οπενηείιεκμ 180 ιl ζζμπνμπακόθδξ ηαζ αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζην. /θεπηό βζα 5 θεπηά. 

VII. Αθμύ ημ ίγδια λεπθοεεί ιε 70% αζεακόθδ ηαζ ζηεβκώζεζ ζημκ αένα 

επακαδζαθύεηαζ ζε ηαηάθθδθμ όβημ νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΣΔ. 

 

ii) κε QIAprep Miniprep (QIAGEN) 

I. 5 ml ενεπηζημύ δζαθύιαημξ LB πμο πενζέπμοκ αιπζηζθίκδ ειαμθζάγμκηαζ µε 

µία ιειμκςιέκδ απμζηία ηοηηάνςκ E. coli, ηα μπμία έπμοκ ιεηαζπδιαηζζεεί 

ιε ημ πνμξ απμιόκςζδ πθαζιίδζμ. Αημθμοεεί επώαζδ ιε ζοκεπή ακαηίκδζδ 

ζημοξ 37°C βζα πενίπμο 16 ώνεξ. 

II. 2-5 ml από ηδκ παναπάκς ηαθθζένβεζα ιεηαθένμκηαζ ζε ζςθήκα eppendorf 

ηαζ θοβμηεκηνμύκηαζ ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό βζα 4 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. 

III. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνύκεηαζ ζπμθαζηζηά ηαζ ημ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ 

επακαδζαθύεηαζ ζε 250 ιl δζαθύιαημξ P1 (πενζέπεζ RNAse A). 

IV. Πνμζηίεεκηαζ 250 ιl δζαθύιαημξ P2 (πενζέπεζ ΝαΟΖ), ημ δείβια ακαδεύεηαζ 

απαθά ηαζ αθήκεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα δζάζηδια θζβόηενμ από 5 

θεπηά. 

V. Πνμζηίεεκηαζ 350 µl δζαθύιαημξ ελμοδεηένςζδξ Ν3 (πενζέπεζ μλζηό μλύ ηαζ 

βμοακζδίκδ-HCl), αημθμοεεί ακάιζλδ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 

ζην./θεπηό βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςµαηίμο. 

VI. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνύκεηαζ πνμζεηηζηά ηαζ ιεηαθένεηαζ ζηδκ ζηήθδ 

QIAprep. 

VII. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό βζα 1 θεπηό ζε 

εενιμηναζία δςµαηίμο. 

VIII. Σμ δζάθοια πμο δζαπέναζε ηδκ ζηήθδ πεηάβεηαζ, ζε αοηό ημ ζηάδζμ ημ 

πθαζιζδζαηό DNA έπεζ πνμζδεεεί ζηδκ ζηήθδ. 

IX. Πνμζηίεεκηαζ 350 µl δζαθύιαημξ ΡΔ (πενζέπεζ αζεακόθδ). Αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό βζα 1 θεπηό ζε εενιμηναζία δςµαηίμο, 

ημ δζάθοια πμο δζαπενκά ηδκ ζηήθδ απμιαηνύκεηαζ ηαζ επακαθαιαάκεηαζ δ 

θοβμηέκηνδζδ, ώζηε κα απμιαηνοκεεί ηεθείςξ ημ δζάθοια ΡΔ ηαεώξ 
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πενζέπεζ αζεακόθδ, δ μπμία ακ παναιείκεζ ιπμνεί κα πανειπμδίζεζ πεναζηένς 

εκγοιζηέξ ακηζδνάζεζξ. 

X. Σμ πάκς ιένμξ ηδξ ζηήθδξ ημπμεεηείηαζ ζε ζςθήκα eppendorf. Γζα ηδκ 

έηθμοζδ ημο DNA πνμζηίεεηαζ ddH2O ή δζάθοια 30 ιl ΔΒ (10 mM Tris-

HCl, pH: 8.5). 

XI. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ηδξ ζηήθδξ βζα 1 θεπηό ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

XII. Σμ δείβια θοθάζζεηαζ ζημοξ -20°C. 

 

 

2.3 Αλάιπζε λνπθιετληθώλ νμέσλ 

 

2.3.1 Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο θαη θαζαξόηεηαο λνπθιετληθώλ νμέσλ 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ηαζ δ ηαεανόηδηα ηςκ κμοηθεσκζηώκ μλέςκ ζε οδαηζηό 

δζάθοια πνμζδζμνίγμκηαζ θςημιεηνζηά ιε ηδ πνήζδ ζπεηηνμθςηόιεηνμο nanodrop 

(NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer). Δπζθέβμοιε πνζκ πνμπςνήζμοιε ζηδκ 

ιέηνδζδ, από ημ θμβζζιζηό ηδξ ζοζηεοήξ ηδκ έκδεζλδ DNA. 

 Γζα ημκ ιδδεκζζιό ημο μνβάκμο πνδζζιμπμζείηαζ πμζόηδηα 1 ιl ημο 

εηάζημηε δζαθύηδ (Ζ2Ο ή ΣΔ). 

 Φςημιεηνείηαζ πμζόηδηα δείβιαημξ 1 ιl ηαζ θαιαάκμκηαζ μζ θόβμζ 

OD260/OD280 ηαζ OD260/OD230 αάζεζ ηςκ μπμίςκ βίκεηαζ δ εηηίιδζδ 

ηδξ ηαεανόηδηαξ ηςκ δεζβιάηςκ ηςκ κμοηθεσκζηώκ μλέςκ. 

 Ηηακμπμζδηζηήξ ηαεανόηδηαξ εεςνείηαζ έκα δείβια DNA όηακ μ θόβμξ 

OD260/OD280 είκαζ πενίπμο 1,8. Μζηνόηενεξ ηζιέξ ηδξ ηζιήξ αοηήξ 

απμηεθμύκ έκδεζλδ ιόθοκζδξ, π.π. από ηδκ πανμοζία πνςηεσκώκ, 

θαζκόθδξ ή άθθςκ μοζζώκ πμο απμννμθμύκ ζηα 280nm. 

 Ο θόβμξ OD260/OD230 απμηεθεί έκα δεύηενμ ιέηνμ ηδξ ηαεανόηδηαξ 

ηςκ κμοηθεσκζηώκ μλέςκ. ε δείβιαηα ορδθήξ ηαεανόηδηαξ μ θόβμξ 

αοηόξ είκαζ ζοκήεςξ ορδθόηενμξ από ηζξ ακηίζημζπεξ ηζιέξ ημο 

OD260/OD280 ηαζ ηοιαίκεηαζ ιεηαλύ 1,8 ηαζ 2,2. Μζηνόηενεξ ηζιέξ 

απμηεθμύκ ζοκήεςξ έκδεζλδ ιόθοκζδξ. 
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2.3.2 Πέςε DNA κε ρξήζε έλδπκσλ (ελδνλνπθιεαζώλ) πεξηνξηζκνύ 

Οζ πέρεζξ ηςκ δεζβιάηςκ DNA βίκμκηαζ ζε ηεθζηό όβημ μ μπμίμξ ελαζθαθίγεζ 

ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηςκ ακηζδνάζεςκ. Ο ηαεμνζζιόξ ημο όβημο  ελανηάηαζ ηόζμ 

από ηδκ πμζόηδηα ημο εηάζημηε έκγοιμο πενζμνζζιμύ πμο πνδζζιμπμζήζαιε όζμ ηαζ 

από ηδκ πμζόηδηα ηαζ ηδκ ηαεανόηδηα ημο DNA. Ζ ζοκήεδξ πμζόηδηα ηοιαίκεηαζ 

ιεηαλύ 20–100 ιl. 

I. ε ζςθήκα eppendorf ημπμεεηείηαζ ημ δείβια ημο DNA, ημ νοειζζηζηό 

δζάθοια πμο απαζηείηαζ βζα ηδ δνάζδ ημο έκγοιμο ηαζ δ εκδμκμοηθεάζδ 

πενζμνζζιμύ. οκήεςξ, πνδζζιμπμζείηαζ ιζα ιμκάδα έκγοιμο (1 unit) ακά 

ιζηνμβναιιάνζμ δείβιαημξ DNA. Δάκ ημ δείβια ημο DNA πενζέπεζ 

οπμθείιιαηα RNA πνμζηίεεηαζ επζπθέμκ ηαζ RNAse A. Σέθμξ, πνμζηίεεηαζ 

ddH2O ιέπνζ ημκ επζεοιδηό όβημ. 

 

ε ιία ηοπζηή ακηίδναζδ πέρδξ ηεθζημύ όβημο 30 ιl ακαιζβκύμκηαζ: 

 

II. Σμ δείβια ακαιζβκύεηαζ ηαθά ηαζ επςάγεηαζ ζηδκ ηαηάθθδθδ εενιμηναζία 

βζα 3-4 ώνεξ. ημκ πίκαηα Β.1 ακαθένμκηαζ, εκδεζηηζηά, ηάπμζεξ 

εκδμκμοηθεάζεξ πενζμνζζιμύ, μζ εέζεζξ ακαβκώνζζδξ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ 

αημθμοείαξ ηαεώξ ηαζ δ αέθηζζηδ εενιμηναζία δνάζδξ ημο έκγοιμο. 

III. Μεηά ημ πέναξ ηδξ ακηίδναζδξ ηα πνμσόκηα ακαθύμκηαζ ζε πδηηή αβανόγδξ. 

 

 

Γηάιπκα DNA 1κg (ζε λεξό ή ΣΔ) έσο 10 κl 

10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα έλδπκνπ 3 ιl 

Έλδπκν πεξηνξηζκνύ (1 unit/κl) 1 ιl 

RNAse A
7
 (1 mg/ml) 0,5 ιl 

ddH2O έςξ ηεθζηό όβημ 30 ιl 
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Πίλαθαο Β.1: Δκδμκμοηθεάζεξ πενζμνζζιμύ 

 

2.3.3 Ζιεθηξνθόξεζε λνπθιετληθώλ νμέσλ ζε πεθηή αγαξόδεο 

Ο δζαπςνζζιόξ ηςκ δεζμλονζαμκμοηθεσκζηώκ μλέςκ βίκεηαζ ιε αάζδ ημ 

ιέβεεμξ ηαζ ηδ δζαιόνθςζή ημοξ ιε δθεηηνμθόνδζδ ζε πδηηή αβανόγδξ. ηδκ 

πενίπηςζδ δζαπςνζζιμύ βναιιζηώκ ιμνίςκ DNA, μ δζαπςνζζιόξ είκαζ ακάθμβμξ ημο 

ιεβέεμοξ ημοξ. Σμ εύνμξ ιεβεεώκ πμο ιπμνμύκ κα δζαπςνζζημύκ ζε πδηηή αβανόγδξ 

ελανηάηαζ από ηδ ζοβηέκηνςζδ ηδξ αβανόγδξ ηαζ ηοιαίκεηαζ από 0,1 έςξ 100Kb. 

ημκ πίκαηα Β.2 ακαθένμκηαζ μζ ηοπζηέξ ζοβηεκηνώζεζξ αβανόγδξ ακάθμβα ιε ημ 

επζεοιδηό εύνμξ δζαπςνζζιμύ. 

 

 

 

 

Δκδμκμοηθεάζδ 

Πενζμνζζιμύ 

Αθθδθμοπία 

ακαβκώνζζδξ 

Βέθηζζηδ 

εενιμηναζία δνάζδξ 

(°C) 

BamHI G/GATCC 37 

EcoRI G/AATTC 37 

EcoRV GAT/ATC 37 

HindIII A/AGCTT 37 

SacI GAGCT/C 37 

SalI G/TCGAC 37 

PstI CTGCA/G 37 

XhoI  C/TCGAG 37 

 / : μνζζιόξ ζδιείμο πέρεςξ ζηδκ αθθδθμοπία 
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Πίλ. Β.2. οβηέκηνςζδ πδηηήξ αβανόγδξ ακάθμβα ιε ημ επζεοιδηό εύνμξ δζαπςνζ-                

ζιμύ 

Αβανόγδ (%) Δύνμξ δζαπςνζζιμύ βναιιζηώκ ιμνίςκ (kb) 

0.3 1.7-70 

0.5 0.7-45 

0.8 0.4-20 

1.0 0.3-10 

1.2 0.2-8 

1.5 0.2-6 

2.0 0.1-5 

 

Γζα κα ηαηαθένμοιε κα παναηδνήζμοιε ηα ιόνζα ημο DNA ηάκμοιε πνήζδ 

ημο βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ
9
, ημ μπμίμ ιπμνεί ηαζ πανειαάθθεηαζ ιεηαλύ ηςκ αάζεςκ 

ημο DNA εκώ έπεζ ηαζ ηδκ ζηακόηδηα κα θεμνίγεζ πανμοζία οπενζώδμοξ θςηόξ. Γζα 

ηδκ πνμεημζιαζία ηδξ πδηηήξ αβανόγδξ εηηεθμύιε ημ ελήξ δζαδζηαζία: 

I. Πμζόηδηα αβανόγδξ ακαιεζβκύεηαζ, ζε ηςκζηή θζάθδ Erlenmeyer, ιε 

μνζζιέκμ όβημ δζαθύιαημξ δθεηηνμθόνδζδξ 1xΣΑΔ8. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 

πδηηήξ αβανόγδξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε είκαζ 1%, δ μπμία έπεζ εύνμξ 

δζαπςνζζιμύ βναιιζηώκ ιμνίςκ από 0,3 έςξ 10 kb. 

II. Ζ θζάθδ ιε ηδκ αβανόγδ ηαζ ημ δζάθοια ΣΑΔ εενιαίκεηαζ ζηαδζαηά ζε 

θμύνκμ ιζηνμηοιάηςκ έςξ όημο δ αβανόγδ δζαθοεεί εκηεθώξ. 

III. Ζ εενιμηναζία ημο δζαθύιαημξ αθήκεηαζ κα πέζεζ έςξ ημοξ 60°C ηαζ αθμύ 

πνμζηεεεί δζάθοια ανςιζμύπμο αζεζδίμο (10 mg/ml) ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 

0,5 ιg/ml, αθήκεηαζ κα ζηενεμπμζδεεί ζε μνζγόκηζα ζοζηεοή 

δθεηηνμθόνδζδξ. ηδ ζοζηεοή πνμζανιόγεηαζ δ ηαηάθθδθδ ″πηέκα″ έηζζ 

ώζηε κα ζπδιαηζζημύκ, ζηδκ πδηηή, ηα αμενία θόνηςζδξ. 

IV. Ζ ″πηέκα″ απμιαηνύκεηαζ από ηδκ πδηηή. Ζ ζοζηεοή ζοιπθδνώκεηαζ ιε 

δζάθοια δθεηηνμθόνδζδξ ΣΑΔ έηζζ ώζηε δ πδηηή κα παναιέκεζ αοεζζιέκδ 

1-2 mm από ηδκ επζθάκεζά ημο. 
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V. Σα δείβιαηα ηςκ κμοηθεμλέςκ, αθμύ ακαιζπεμύκ ζε νοειζζηζηό δζάθοια 

θόνηςζδξ10, ημπμεεημύκηαζ ζηζξ εβημπέξ ηδξ πδηηήξ. ηδ ζοκέπεζα 

εθανιόγεηαζ ζηα άηνα ηδξ πδηηήξ ηαηάθθδθδ ηάζδ . 

 

2.3.4 Αλάθηεζε θιάζκαηνο DNA από πεθηή αγαξόδεο 

Ζ ακάηηδζδ ηθάζιαημξ DNA από πδηηή αβανόγδξ βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο 

QIA quick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ζύιθςκα ιε ηδκ ελήξ δζαδζηαζία: 

I. Από ηδκ πδηηή αβανόγδξ απμιμκώκεηαζ, ιε ηδκ πνήζδ ηαεανμύ κοζηενζμύ, 

ημ ηιήια εηείκμ ημ μπμίμ πενζέπεζ ηδκ επζεοιδηή γώκδ DNA. Σμ ημιιάηζ 

αοηό ημπμεεηείηαζ ζε ζςθήκα eppendorf γοβίγεηαζ ηαζ πνμζηίεεκηαζ ηνεζξ 

όβημζ νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ QG (βζα πανάδεζβια βζα 100 mg πδηηήξ 

αβανόγδξ απαζημύκηαζ 300 ιl δζαθύιαημξ QG). 

II. Αημθμοεεί επώαζδ ζημοξ 50°C βζα 10 θεπηά έςξ όημο δζαθοεεί δ αβανόγδ.  

III. ημ δζάθοια πνμζηίεεηαζ έκαξ όβημξ ζζμπνμπακόθδξ, ημ ιίβια ακαηζκείηαζ 

ήπζα, ιεηαθένεηαζ ζε θμνηζζιέκδ ζηήθδ QIAquick ηαζ θοβμηεκηνείηαζ βζα 1 

θεπηό ζηζξ 13.000 ζην./θεπηό. 

IV. Σμ οβνό αδεζάγεηαζ ηαζ δ ζηήθδ λεπθέκεηαζ ιε 0,75 ml νοειζζηζημύ 

δζαθύιαημξ PE ηαζ θοβμηεκηνείηαζ βζα 1 θεπηό. 

V. Πναβιαημπμζείηαζ ιζα επζπθέμκ θοβμηέκηνδζδ βζα 1 θεπηό. 

VI. Ζ ζηήθδ ιεηαθένεηαζ ζε κέμ ζςθήκα eppendorf ηαζ ημ DNA εηθμύεηαζ ιε 

ηδκ πνμζεήηδ ζηδ ζηήθδ 50 ιl δζαθύιαημξ ΔΒ ή ddH2O ηαζ αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ βζα 1 θεπηό. 

 

 

2.4 Τπνθισλνπνίεζε ηκεκάησλ DNA ζε πιαζκηδηαθό θνξέα 

 

2.4.1 Υαξαθηεξηζηηθά πιαζκηδηαθνύ θνξέα 

Ο πθαζιζδζαηόξ θμνέαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμύζα ιεθέηδ είκαζ μ 

pGEM-T easy (Promega) (Δζη. 2.1). O ζοβηεηνζιέκμξ θμνέαξ πνδζζιμπμζήεδηε 

ζηδκ οπμηθςκμπμίδζδ ηςκ DNA ηιδιάηςκ έηζζ ώζηε κα βίκεζ πζμ εύημθμξ μ 

πεζνζζιόξ ημοξ ηαζ κα επζηναπεί μ πνμζδζμνζζιόξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηςκ αάζεώκ ημοξ 

ηαζ βεκζηόηενα μ παναηηδνζζιόξ ημοξ.  

Σα ηονζόηενα παναηηδνζζηζηά ημο θμνέα είκαζ ηα ελήξ: μζ πθαζιζδζαημί 

θμνείξ pGEM-T δζαεέημοκ ιζα ανπή ακηζβναθήξ (ori), ηιήια ημο βμκζδίμο lacZ ημο 
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E. coli , πμο ηςδζημπμζεί βζα ημ α-πεπηίδζμ ημο εκγύιμο α-βαθαηημζζδάζδ. Δπζπθέμκ, 

θένμοκ ιζα  πμθθαπθή εέζδ  ηθςκμπμίδζδξ (πμθοζύκδεζιμξ)  εκηόξ ημο βμκζδίμο  

αοημύ lacZ  

 

 

 

 

 

 

  

 

  

ηαεώξ ηαζ ημοξ πνμαβςβείξ ηδξ RNA πμθοιενάζδξ, Σ7 ηαζ SP6, μζ μπμίμζ ανίζημκηαζ 

έκεεκ ηαζ έκεεκ ημο πμθοζοκδέζιμο. Σμ βμκίδζμ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ ανίζηεηαζ 

οπό ημκ ιεηαβναθζηό έθεβπμ ηςκ παναπάκς πνμαβςβέςκ εκώ δ ιεηαβναθή ιπμνεί 

ηαζ επάβεηαζ πανμοζία ημο πδιζημύ ακάθμβμο ηδξ θαηηόγδξ IPTG 

(ζζμπνμποθμεεζμβαθαηημζίδζμ). Ζ α-βαθαηημζζδάζδ ιεηααμθίγεζ  ηδκ μνβακζηή 

έκςζδ X-gal, πανάβμκηαξ ιζα αδνακή ιπθε μοζία. Ζ έκεεζδ λέκμο DNA ζηδκ 

πενζμπή ημο πμθοζοκδέζιμο, ςζηόζμ, δζαηόπηεζ ηδ ιεηαβναθή ημο βμκζδίμο lacZ ιε 

απμηέθεζια ηδκ αδοκαιία ιεηααμθζζιμύ ηδξ X-gal ηαζ, ηαηά ζοκέπεζα, ηδκ απμοζία 

ακάπηολδξ ιπθε πνώιαημξ ζηζξ ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ. Σμ βεβμκόξ αοηό επζηνέπεζ 

ημκ εκημπζζιό ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ ηθώκςκ ιε αάζδ ημ πνώια ηςκ απμζηζώκ όηακ 

ζε αοηέξ πνμζηεεεί X-gal ηαζ IPTG. Δπίζδξ, μζ ζοβηεηνζιέκμζ θμνείξ θένμοκ βμκίδζμ 

ακεεηηζηόηδηαξ ζηδκ αιπζηζθίκδ, βεβμκόξ πμο επζηνέπεζ ηδκ επζθμβή ηςκ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ιε αοημύξ ααηηδνζαηώκ ηοηηάνςκ. 

 

 

 

Δηθ. 2.1 Ο πάνηδξ ημο 

πθαζιζδζαημύ θμνέα  

pGEM-T easy  (Promega) 
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2.4.2 Δλζσκάησζε ηκεκάησλ DNA κε ηπθιά άθξα ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα 

(ligation) 

Σιήιαηα DNA ηα μπμία πνμηύπημοκ από ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ ηδξ 

πμθοιενάζδξ θένμοκ ημθθώδδ άηνα, μπόηε βζα ηδκ ηθςκμπμίδζή ημοξ 

πνδζζιμπμζείηαζ μ πθαζιζδζαηόξ θμνέαξ pGEM-T Easy (Promega). Ο θμνέαξ έπεζ 

οπμζηεί πέρδ ιε έκγοιμ πενζμνζζιμύ EcoRV ηαζ ζηα ηοθθά άηνα πμο 

δδιζμονβήεδηακ πνμζηέεδηακ αάζεζξ εοιίκδξ, ώζηε κα απμθεοπεεί δ 

επακαζοβηόθθδζή ημοξ ηαζ κα αεθηζςεεί δ εκζςιάηςζδ ημο έκεεημο ηιήιαημξ ζημκ 

πθαζιζδζαηό θμνέα. 

Ζ ιέεμδμξ πμο ακαθένεηαζ παναηάης πενζβνάθεηαζ από ημοξ Sambrook et al. 

(1989). ηδκ ακηίδναζδ εκζςιάηςζδξ (ligation), δ ακαθμβία ηςκ ιμνίςκ ημο 

πθαζιζδζαημύ θμνέα ηαζ ημο πνμξ έκεεζδ ηιήιαημξ DNA νοειίγεηαζ ζημ 1:3 βζα ηδ 

ιεβζζημπμίδζδ ηδξ πζεακόηδηαξ δδιζμονβίαξ ακαζοκδοαζιέκςκ πθαζιζδίςκ. Ζ 

αναίςζδ ηόζμ ημο θμνέα όζμ ηαζ ημο εκεέημο DNA βίκεηαζ ώζηε κα δζεοημθύκεηαζ δ 

επίηεολδ ηδξ απαζημύιεκδξ ακαθμβίαξ. 

Ζ ακηίδναζδ εκζςιάηςζδξ πενζθαιαάκεζ: 

 

 

 

 

 

 

Ζ ακηίδναζδ θαιαάκεζ πώνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 3 ώνεξ ή ζημοξ 4°C βζα 

16 ώνεξ.  

DNA πιαζκηδηαθόο θνξέαο 1 κl 

DNA έλζεζεο 1 ιl 

10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα ιηγάζεο
11                           

 1 ιl 

Έλδπκν ιηγάζε Σ4 (1 unit/κl) 1 ιl 

ddH2O  έςξ 10 ιl 
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2.5 Μεηαζρεκαηηζκόο θπηηάξσλ E. coli 

 

2.5.1 Τγξέο θαη ζηεξεέο θαιιηέξγεηεο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ E. coli 

ηδκ πανμύζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ ζηέθεπμξ E. coli XL-blue, ημ 

μπμίμ ηαθθζενβήεδηε ζε οβνό ή ζηενεό ενεπηζηό ιέζμ LB πανμοζία ηαηάθθδθμο 

ακηζαζμηζημύ (ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ). Ζ ακάπηολή ημο πναβιαημπμζήεδηε ζημοξ 37°C ζε 

επςαζηζημύξ εαθάιμοξ βζα πενίπμο 16 ώνεξ. Γζα ηζξ οβνέξ ηαθθζένβεζεξ δ επώαζδ 

πναβιαημπμζήεδηε οπό ακάδεοζδ. 

 

2.5.2 Γεκηνπξγία βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ E. coli ηθαλώλ γηα κεηαζρεκαηηζκό 

(Competent cells) 

I. 10 ml LB ενεπηζημύ οθζημύ ειαμθζάγμκηαζ ιε ιζα απμζηία E. coli (XL-blue) 

ηαζ επςάγμκηαζ, ιε ακαηίκδζδ, βζα πενίπμο 18 ώνεξ ζημοξ 37°C.  

II. 2 ml ηδξ παναπάκς ηαθθζένβεζαξ πνδζζιμπμζμύκηαζ βζα ημκ ειαμθζαζιό 200 

ml απμζηεζνςιέκμο ενεπηζημύ οθζημύ LB. Αημθμοεεί επώαζδ ιε ακαηίκδζδ 

ζημοξ 37°C βζα 2 πενίπμο ώνεξ (O.D.600=0,3-0,4). 

III. Οζ πεζνζζιμί μζ μπμίμζ αημθμοεμύκ παναηάης  βίκμκηαζ ή ζημκ πάβμ ή ζημοξ 

4°C. Ζ ηαθθζένβεζα θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 6.000 ζην./θεπηό βζα 10 θεπηά. 

IV. Σμ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ αθμύ επακαδζαθύεηαζ ιε ήπζα ακάδεοζδ ζε 25 ml 0,1 

M MgCl2, θοβμηεκηνείηαζ βζα 10 θεπηά ζηζξ 6.000 ζην./θεπηό. 

V. Σμ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ επακαδζαθύεηαζ ζε 25 ml 0,1 M CaCl2 ηαζ 

δζαηδνείηαζ ζε πάβμ βζα 20 θεπηά.  Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά 

ζηζξ 6.000 ζην./θεπηό. 

VI. Σα ίγδια επακαδζαθύεηαζ ζε 10 ml 0,1 M CaCl2 ηαζ πνμζηίεεηαζ βθοηενόθδ 

ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 20% (v/v). Σα ηύηηανα αθμύ ημπμεεηδεμύκ ζε 

ζςθήκεξ eppendorf θοθάζζμκηαζ ζημοξ -80°C. 

 

2.5.3 Μεηαζρεκαηηζκόο ηθαλώλ θπηηάξσλ E. coli κε πιαζκίδηα 

I. ε ζςθήκα eppendorf ιεηαθένμκηαζ, ιέζα ζε πάβμ, 100 ιl ζηακώκ πνμξ 

ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ από ημ ηαηάθθδθμ ζηέθεπμξ E. coli. 

II. Πνμζηίεεκηαζ 10-100 ng πθαζιζδζαημύ DNA ζε όβημ πμο δε πνέπεζ κα 

οπενααίκεζ ημ 1/10 ημο όβημο ηςκ πνμξ ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ. 

III. Σμ ιίβια ηοηηάνςκ-πθαζιζδζαημύ DNA επςάγεηαζ ζημκ πάβμ βζα πενίπμο 

ιζζή ώνα. 
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IV. Ζ είζμδμξ ημο πθαζιζδίμο ζηα ηύηηανα επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ οπμαμθή ημοξ 

ζε εενιζηό ζμη ζημοξ 42°C βζα 1-2 θεπηά ηαζ ηδκ απ‟ εοεείαξ ιεηαθμνά ημοξ 

ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβμ βζα 1 θεπηό. 

V. Πνμζηίεεκηαζ 200 ιl LB ενεπηζημύ δζαθύιαημξ (ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ) ηαζ ηα 

δείβιαηα επςάγμκηαζ ζημοξ 37°C βζα 1 ώνα. 

VI. Σα ηύηηανα επζζηνώκμκηαζ ζε ηνοαθία ιε ενεπηζηό οθζηό LB ηαζ ημ 

ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηό (αιπζηζθίκδ βζα ημκ θμνέα pGEM-T Easy)  

(ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ) βζα ηδκ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ.  

VII. ηδκ πενίπηςζδ όπμο ζημπόξ είκαζ δ επζθμβή ηςκ απμζηζώκ πμο θένμοκ 

ακαζοκδοαζιέκμ πθαζιίδζμ, πνμζηίεεκηαζ ζηα ηύηηανα 10 ιl IPTG 100 

mM12 ηαζ 50 ιl X-Gal 2%13 (w/v). Οζ απμζηίεξ πμο θένμοκ 

ακαζοκδοαζιέκμ πθαζιίδζμ, θόβς ηδξ δζαημπήξ ημο βμκζδίμο πμο 

ηςδζημπμζεί ηδ α-βαθαηημζζδάζδ από ημ έκεεια, ειθακίγμκηαζ θεοηέξ. 

Ακηίεεηα, μζ απμζηίεξ ιε ηα ιδ ακαζοκδοαζιέκα πθαζιίδζα, θόβς ηδξ δνάζδξ 

ημο έκγοιμο, ακαπηύζζμοκ ιπθε πνώια. 

 

 

2.6 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 

 

2.6.1 Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Ζ ηεπκζηή αοηή (Mullis et al., 1986, Mullis & Faloona, 1987) απμηεθεί ηδκ 

πθέμκ ελεζδζηεοιέκδ ηαζ εοαίζεδηδ ιέεμδμ εκίζποζδξ αημθμοεζώκ DNA ηαζ RNA, in 

vitro ή ηαζ in situ. Ζ ααζζηή ανπή ηδξ PCR ααζίγεηαζ ζε ζοβηεηνζιέκα 

παναηηδνζζηζηά ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA. Σμ εηιαβείμ ημο DNA ανπζηά 

απμδζαηάζζεηαζ ζε εενιμηναζία 94°C ζε δύμ ιμκόηθςκεξ αθοζίδεξ. Γύμ ιμκόηθςκα 

μθζβμκμοηθεμηίδζα (εηηζκδηέξ), ηα μπμία ηαεμνίγμοκ ηα ζδιεία έκανλδξ ηδξ 

ακηζβναθήξ, οανζδίγμκηαζ ιε ημ εηιαβείμ, έκα ιε ηάεε αθοζίδα. Καηά ημ ζπεδζαζιό 

ηςκ εηηζκδηώκ εα πνέπεζ κα θαιαάκμκηαζ οπ‟ όρδ ηα ελήξ: 

Ι. Σμ ιέβεεμξ ηςκ εηηζκδηώκ πνέπεζ κα είκαζ ηέημζμ (15-30 κμοηθεμηίδζα) ώζηε δ 

εενιμηναζία βζα ημκ οανζδζζιό ημοξ ζημ DNA κα είκαζ θμβζηή. 

ΗΗ. Ζ αθθδθμοπία ημο ηάεε εηηζκδηή κα είκαζ ιμκαδζηή ηαζ κα οανζδίγεηαζ ζε ιζα 

ιόκμ πενζμπή ημο DNA. 
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ΗΗΗ. Oζ εηηζκδηέξ δε εα πνέπεζ κα έπμοκ δεοηενμηαβή δμιή. ηδκ ακηίδναζδ PCR, 

όπμο πνδζζιμπμζείηαζ γεύβμξ εηηζκδηώκ, δε εα πνέπεζ ηα 3΄-άηνα ημοξ κα είκαζ 

ζοιπθδνςιαηζηά. 

IV. Ζ ζύκεεζδ ηςκ αάζεςκ ηςκ εηηζκδηώκ εα πνέπεζ κα είκαζ πενίπμο 50% ζε 

GC ηαζ 50% ζε ΑΣ. 

V. Ο ηάεε εηηζκδηήξ εα πνέπεζ κα πενζέπεζ ζηα άηνα ημο G ή C. 

VI. ηδκ πενίπηςζδ πμο μζ κμοηθεμηζδζηέξ αημθμοείεξ ηςκ εηηζκδηώκ δεκ είκαζ 

πθήνςξ ζοιπθδνςιαηζηέξ ιε ημ DNA δ ιεηάθθαλδ ή μζ ιεηαθθάλεζξ είκαζ 

ζοκήεςξ ζημ ιέζμ ημο εηηζκδηή ή ημοθάπζζημκ 12 κμοηθεμηίδζα από ημ 3΄-άηνμ. 

Αημθμύεςξ, ιζα DNA πμθοιενάζδ πνδζζιμπμζεί ςξ ιήηνα ημ ιμκόηθςκμ 

DNA βζα ηδ ζύκεεζδ ιζαξ ηαζκμύνβζαξ ζοιπθδνςιαηζηήξ αθοζίδαξ ηαηά ηδκ 

ηαηεύεοκζδ 5΄-3΄, λεηζκώκηαξ από ημ ηιήια ημο ιμνίμο πμο είκαζ δίηθςκμ. Γζα ηδ 

ζύκεεζδ αοηή απαναίηδηδ είκαζ δ πανμοζία ιίβιαημξ κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ζόκηςκ 

Mg
+2

. Ανπζηά βζα ηδκ PCR πνδζζιμπμζήεδηε δ DNA πμθοιενάζδ ημο E. coli αθθά ημ 

έκγοιμ αοηό είκαζ εενιμεοαίζεδημ ηαζ ηαηαζηνέθεηαζ ζηζξ εενιμηναζίεξ εηείκεξ πμο 

απαζημύκηαζ βζα ηδκ απμδζάηαλδ ηςκ δίηθςκςκ ιμνίςκ DNA. οκήεςξ 

πνδζζιμπμζείηαζ δ DNA πμθοιενάζδ, πμο έπεζ απμιμκςεεί από ημ ααηηήνζμ Thermus 

aquaticus, ηαζ έπεζ άνζζηδ εενιμηναζία δναζηδνζόηδηαξ ζημοξ 72°C. Ζ 

δναζηδνζόηδηα ηδξ ακαθενόιεκδξ ςξ Taq πμθοιενάζδξ παναιέκεζ ζε ορδθά επίπεδα 

ιεηά από επακεζθδιιέκδ αύλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ζημοξ 94°C. Οζ κεμζοκηζεέιεκεξ 

αθοζίδεξ ιπμνεί κα επεηηείκμκηαζ πένα από ηδκ αθθδθμοπία αάζεςκ πμο μνίγεηαζ 

από ημκ άθθμ εηηζκδηή ηαζ, ςξ εη ημύημο, δδιζμονβμύκηαζ ηαζκμύνζεξ εέζεζξ 

οανζδζζιμύ ηςκ εηηζκδηώκ. ηδ ζοκέπεζα, μζ ανπζηέξ αθοζίδεξ, ηαεώξ ηαζ μζ 

κεμζοκηζεέιεκεξ, αθμύ πνώηα απμδζαηαπεμύκ ιε εένιακζδ ζημοξ 94°C, ιπμνμύκ κα 

πνδζζιεύζμοκ λακά ςξ ιήηνεξ ακηζβναθήξ όπμο εα οανζδζζημύκ μζ εηηζκδηέξ. Δάκ 

αοηόξ μ ηύηθμξ επακαθδθεεί κ θμνέξ, ηόηε ημ ηεθζηό απμηέθεζια εα είκαζ δ ζύκεεζδ 

2
κ
 δίηθςκςκ ιμνίςκ DNA πμο απμηεθμύκ ακηίβναθα ηδξ αθθδθμοπίεξ ακάιεζα από 

ημοξ εηηζκδηέξ ηαζ πενζέπμοκ ηζξ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηώκ ζηα άηνα ημοξ. Ζ 

εηεεηζηή αοηή ζοζζώνεοζδ ηςκ πνμσόκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ πναβιαημπμζείηαζ εθόζμκ 

δεκ οθίζηακηαζ πενζμνζζηζημί πανάβμκηεξ, όπςξ δ έθθεζρδ κμοηθεμηζδίςκ ηαζ 

εηηζκδηώκ ηαζ δ παναβςβή πανειπμδζζηώκ ηδξ πμθοιενάζδξ. Ζ ελεζδίηεοζδ ημο 

πνμσόκημξ ελανηάηαζ ηονίςξ από ηδ εενιμηναζία οανζδζζιμύ ηαζ από ηδκ 
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ελεζδίηεοζδ ηςκ εέζεςκ οανζδζζιμύ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ εηηζκδηώκ ζηδ ιήηνα ημο 

DNA. 

 

2.6.2 Δλίζρπζε ηκήκαηνο DNA (PCR) 

Ζ αθοζζδςηή ακηίδναζδ ηδξ πμθοιενάζδξ (PCR) πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

εκίζποζδ ηιδιάηςκ DNA απεοεείαξ από ημ DNA ηςκ οπό ιεθέηδ ααηηδνζαηώκ 

ζηεθεπώκ ιε ηδ πνήζδ εζδζηά ζπεδζαζιέκςκ εηηζκδηώκ. Ζ κμοηθεμηζδζηή αημθμοεία 

ηςκ εηηζκδηώκ ακαθένεηαζ ζημ ηεθάθαζμ ηςκ απμηεθεζιάηςκ. 

Οζ αηνζαείξ ζοκεήηεξ πναβιαημπμζήζεςξ ιζαξ ηοπζηήξ ακηίδναζδξ PCR 

πνμζανιόγμκηαζ ηάεε θμνά ζηζξ απαζηήζεζξ ημο ζοβηεηνζιέκμο πεζνάιαημξ. 

οβηεηνζιέκα, δ πμζόηδηα ηδξ ιήηναξ DNA, πμο πνμζηίεεηαζ ηάεε θμνά, ελανηάηαζ 

από ημ είδμξ ημο ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζηδκ πενίπηςζδ βμκζδζςιαηζημύ DNA 

πνδζζιμπμζείηαζ πμζόηδηα ίζδ πενίπμο ιε 1ιg. Δπίζδξ, δ εενιμηναζία οανζδζζιμύ 

ηςκ εηηζκδηώκ ελανηάηαζ ηάεε θμνά από ηδ εενιμηναζία ηήλεώξ ημοξ (Σm). 

Μία ηοπζηή ακηίδναζδ PCR πναβιαημπμζείηαζ ςξ ελήξ: 

ε εζδζηό ζςθήκα eppendorf πνμζηίεεκηαζ: 

Οιηθό γελσκαηηθό DNA 1 κg 

εθθηλεηήο επζείαο θαηεύζπλζεο (Forward) (10 κΜ) 1 ιl 

εθθηλεηήο αληίζηξνθεο θαηεύζπλζεο Reverse (10 κΜ) 1 ιl 

κίγκα dNTPs (10 mM ην θαζέλα) 1 ιl 

10x PCR ξπζκηζηηθό δηάιπκα
14v

 5 ιl 

DMSO 2 ιl 

DyNAzyme II DNA πνιπκεξάζε (FINNZYMES)(2 U/κl) 0,5 ιl 

ddH2O έςξ ηεθζηό όβημ 50 ιl 
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ηδκ πενίπηςζδ εκίζποζδξ ιεβάθςκ ηιδιάηςκ DNA (>1000bp) ζηδκ παναπάκς 

ακηίδναζδ πνδζζιμπμζείηαζ 1 ιL DNA πμθοιενάζδξ DyNAzymes EXT 

(FINNZYMES) (1 U/ιL) 

Γεκζηά, μζ ζοκεήηεξ πναβιαημπμίδζδξ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ πμθοιενάζδξ είκαζ: 

 

Αξρηθή απνδηάηαμε                 94°C γηα 2-4 ιεπηά 

Απνδηάηαμε 94°C βζα 1 θεπηό 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ             45-65°C βζα 1 θεπηό 

Δπηκήθπλζε 72°C βζα 1 θεπηό/1.3-15kb ακαιεκόιεκμο πνμσόκημξ 

Σειηθή επηκήθπλζε 72°C βζα 5-10 θεπηά 

 

Ζ εενιμηναζία οανζδζζιμύ ελανηάηαζ από ηδ εενιμηναζία ηήλδξ (Tm) ηςκ 

εηηζκδηώκ ηαζ είκαζ, ζοκήεςξ, 5°C ηάης από αοηήκ. Οζ ελεζδζηεοιέκεξ ζοκεήηεξ 

PCR, μζ μπμίεξ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημ ηάεε βμκίδζμ πμο ιεθεηήεδηε, ακαθένμκηαζ 

ζημ ηεθάθαζμ Αποτελέσματα. 

Σμ πνόβναιια ημ μπμίμ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ PCR πνμβναιιαηίγεηαζ ζηδκ 

ζοζηεοή ημο εζδζημύ εενιζημύ ηοηθμπμζδηή. 

 

2.7 ύγθξηζε αθνινπζηώλ - θπινγελεηηθή αλάιπζε 

 

Ζ ακαγήηδζδ ηδξ ηαοηόηδηαξ ηςκ οπό ιεθέηδ αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε 

ιε ζύβηνζζδ αοηώκ ιε ηζξ δζαεέζζιεξ αημθμοείεξ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ GenBank 

πνδζζιμπμζώκηαξ ηδ ιδπακή ακαγήηδζδξ BLAST (Basic Local Aligment Tool, 

Altschul et al., 1990) ημο NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). H ιεηάθναζδ ηςκ αημθμοεζώκ ζε αιζκμλζηέξ 

ηαζ δ ακάθοζή ημοξ έβζκε ιε ημ πνόβναιια ExPASy (Expert Protein Analysis 

System) (Gasteiger et al., 2003).  

    35 

 ηύηθμζ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Οζ αημθμοείεξ εοεοβναιιίζηδηακ ιε ημκ αθβόνζειμ CLUSTALW 

(Thompson et al., 1994) ιε ηδ αμήεεζα ημο πνμβνάιιαημξ MEGA4 (Tamura et al., 

2007). Σα θοθμβεκεηζηά δέκηνα ηαηαζηεοάζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Neighbor-Joining 

(Saitou & Nei, 1987) έπεζηα από οπμθμβζζιό ηςκ βεκεηζηώκ απμζηάζεςκ ιε ηδ 

ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) βζα ηδκ πενίπηςζδ 

ηςκ κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ ηαζ ιέζς ηαηακμιήξ Poisson (Zuckerkandl & 

Pauling, 1965α) βζα ηδκ πενίπηςζδ ηςκ αιζκμλζηώκ αθθδθμοπζώκ. Ζ αλζμπζζηία ηαζ δ 

ζηαεενόηδηα ηςκ ζπέζεςκ ημο δεκδνμβνάιιαημξ εηηζιήεδηε ιέζς 1000 bootstrap 

δεζβιάηςκ. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

 

ΤΝΘΔΖ ΓΗΑΛΤΜΑΣΧΝ 

Α. Γηαιύκαηα απνκόλσζεο DNA 

1. Φαηλόιε - ρισξνθόξκην ακαιζβκύμκηαζ ζε ακαθμβία 1:1. Σμ ιίβια ελζζμννμπείηαζ ιε 100 

mM Tris-HCl pH 8,3. Φαινόλη: δ θαζκόθδ εενιαίκεηαζ ζε οδαηόθμοηνμ ζημοξ 65-68°C έςξ 

όημο οβνμπμζδεεί. ε 200 ml οβνή θαζκόθδξ πνμζηίεεκηαζ 50 ml 500 mM Tris-HCl pH 8,3. 

Αημθμοεεί ηαθή ακάδεοζδ ηαζ μζ δύμ θάζεζξ αθήκμκηαζ κα δζαπςνζζημύκ. Ζ άκς θάζδ 

αθαζνείηαζ ηαζ πνμζηίεεκηαζ 50 ml 100 mM Tris-HCl pH 8,3. Αημθμοεεί ηαθή ακάδεοζδ ηαζ 

δζαπςνζζιόξ ηςκ δύμ θάζεςκ. Σμ ηεθεοηαίμ αοηό αήια επακαθαιαάκεηαζ έςξ όημο ημ pH 

θεάζεζ ζημ 8. Ζ θαζκόθδ θοθάζζεηαζ ζημοξ 4°C. 

2. 3M νμηθό λάηξην pH 4,8: 

ε ηεθζηό όβημ 1 lt H2O δζαθύμκηαζ 246,09 g άκοδνμ μλζηό κάηνζμ (BDH). Σμ pH ημο 

δζαθύιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 4,8 ιε ηδκ πνμζεήηδ ποηκμύ μλζημύ μλέμξ (BDH). Σμ ηεθζηό 

δζάθοια απμζηεζνώκεηαζ ηαζ θοθάζζεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 

B. Γηαιύκαηα απνκόλσζεο DNA 

3. TES:  

Tris 10mM pH:8, EDTA 25mM, NaCl 150mM 

4. STET: 

8% ζαηπανόγδ, 5% Triton x 100 (BDH), 50 mM Tris- HCl pH 8,0, 50 mM EDTA. 

5. TE: 

10 mM Tris- HCl pH 8,0, 1 mM EDTA. 

6. Λπζνδύµε: 

50 mg θοζμγύµδξ (Boehringer-Mannheim) δζαθύμκηαζ ζε 1 ml dH2O. Σμ δζάθοια 

θοθάζζεηαζ ζημοξ -20°C. 
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Γ. Γηαιύκαηα αλάιπζεο λνπθιετληθώλ νμέσλ 

7. RNAse A: 

10 mg RNase A δζαθύμκηαζ ζε 1 ml 10 mM Tris-HCl pH 7,5/15 mM NaCl. Σμ δζάθοια 

εενιαίκεηαζ ζημοξ 100°C βζα 15 θεπηά, µε ζημπό ηδκ αδνακμπμίδζδ ηοπόκ δνάζδξ DNase, 

αθήκεηαζ κα ένεεζ ζε εενιμηναζία δςµαηίμο ηαζ θοθάζζεηαζ ζημοξ   -20°C. 

8. 1x TAE: 

Ανπζηά παναζηεοάγεηαζ δζάθοια 50x TAE ημ μπμίμ αναζώκεηαζ 50 θμνέξ. 50x TAE: 

δζαθύμκηαζ 242 g Tris base, 57,1 ml μλζημύ μλέμξ ηαζ 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 ζε ddH2O, 

ιέπνζ ηεθζηό όβημ 1 lt. 

9. Βξσκηνύρν αηζίδην: 

Σμ ανςιζμύπμ αζείδζμ παναζηεοάγεηαζ ςξ ποηκό δζάθοια 0,5 mg/ml ζε dH2O ηαζ 

θοθθάζεηαζ ζημοξ 4°C. Ζ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ημο ανςιζμύπμο αζεζδίμο ζηδκ πδηηή είκαζ 

0,5 ιg/ml. 

10. Γηάιπκα θόξησζεο: 

0,25% ιπθε ηδξ ανςιμθαζκόθδξ, 0,25% ηοακό ημο λοθεκίμο ηαζ 30% βθοηενόθδ. 

 

Γ. Γηαιύκαηα ππνθισλνπνίεζεο ηκεκάησλ DNA 

11. 10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα ιηγάζεο: 

0,66 Μ Tris-HCl pH 7,6, 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 10 mM ATP. To ποηκό νοειζζηζηό 

δζάθοια θζβάζδξ θοθάζζεηαζ ζε ιζηνέξ πμζόηδηεξ ζημοξ -20°C. 

 

Δ. Γηαιύκαηα κεηαζρεκαηηζκνύ θπηηάξσλ Ε. coli 

12. 100 mM IPTG: 

0,0238g IPTG (isopropyl-α-D-thiogalactopyranoside, SIGMA) δζαθύμκηαζ ζε 1 ml ddH2O. 

Σμ δζάθοια απμζηεζνώκεηαζ ιε θζθηνάνζζια (0,22 ιm Millipore) ηαζ θοθάζζεηαζ ζημοξ -

20°C. 

13. 2% X-Gal: 
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0,02 g X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-α-D-galactosidase, SIGMA) πνμζηίεεκηαζ ζε 1 ml 

δζιεεοθ-θμνιαιίδζμ (Sigma). 

 

Σ. Γηαιύκαηα αληίδξαζεο PCR 

14. 10x PCR ξπζκηζηηθό δηάιπκα: 

100 mM Tris-HCl pH 8,3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0,1% (w/v) gelatin (BDH). 

 

ΤΝΘΔΖ ΣΔΥΝΗΣΧΝ ΘΡΔΠΣΗΚΧΝ ΜΔΧΝ 

 

LB: Θξεπηηθό κέζν αλάπηπμεο βαθηεξίσλ E.coli 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1 lt ενεπηζημύ δζαθύιαημξ LB, ζε ηεθζηό όβημ 1 lt dH2O 

πνμζηίεεκηαζ 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton (Casein) ηαζ 5 g Yeast extract. Γζα ηδκ 

παναζηεοή ζηενεμύ ενεπηζημύ ιέζμο ζε ηνοαθία, πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια 1,5% άβαν. 

Αημθμοεεί απμζηείνςζδ. Σμ οβνό ενεπηζηό ιέζμ θοθάζζεηαζ ζε θζαθίδζα MacCartney ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο εκώ ηα ηνοαθία ιε ημ ζηενεό ιέζμ θοθάζζμκηαζ ζημοξ 4°C. 

Θξεπηηθά κέζα αλάπηπμεο βαθηεξίσλ ηνπ γέλνπο Azospirillum 

I. CM3 

„Lab-Lemco‟ beef extract               1g 

Δηπύθζζια γύιδξ                             2g 

Πεπηόκδ                                           5g 

NaCl                                                 5g 

Απμζηαβιέκμ κενό                           1lt 

pH                                                    7,4 

II. CM131 

Σνοπηόκδ                                       15g 

Πεπηόκδ ζόβζαξ                               5g 

NaCl                                                5g 

Απμζηαβιέκμ κενό                          1lt 

pH                                                   7,3 
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Θξεπηηθό κέζν αλάπηπμεο βαθηεξίνπ Pseudomonas stutzeri 

III. CM3  

Θνεπηζηό ιέζμ I                              1lt 

KH2PO4                                       0,45g 

Na2HPO4 x 12H2O                      2,39g 

pH                                                   6,8 

 

 

Γζα ηδκ παναζηεοή ζηενεμύ ενεπηζημύ ιέζμο ζε ηνοαθία, πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια 

1,5% άβαν. Αημθμοεεί απμζηείνςζδ βζα 20 θεπηά ζημοξ 121
μ
C. Σμ οβνό ενεπηζηό ιέζμ 

θοθάζζεηαζ ζε θζαθίδζα MacCartney ζε εενιμηναζία δςιαηίμο εκώ ηα ηνοαθία ιε ημ ζηενεό 

ιέζμ θοθάζζμκηαζ ζημοξ 4°C. 

 

ΤΝΘΔΖ ΜΖΣΡΗΚΧΝ ΓΗΑΛΤΜΑΣΧΝ  ΑΝΣΗΒΗΟΣΗΚΧΝ 

 

Ακπηθηιίλε: 

Μδηνζηό δζάθοια: 100 mg/ml ζε ddH2O 

Σεθζηή ζοβηέκηνςζδ: 100 ιg/ml ενεπηζημύ δζαθύιαημξ 

 

 

Σεηξαθπθιίλε:  

Μδηνζηό δζάθοια: 15 mg/ml ζε αζεακόθδ (BDH) 

Σεθζηή ζοβηέκηνςζδ: 15 ιg/ml βζα ηνοαθία, 7,5 ιg/ml βζα ηζξ οβνέξ ηαθθζένβεζεξ 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Μνξηαθή αλάιπζε γνληδίνπ 16S rRNA 

Γζα πνώηδ θμνά ημ 1965 δζαηοπώεδηε από ημοξ Zuckerkandl ηαζ Pauling δ 

άπμρδ όηζ ηα ιόνζα εκδεπμιέκςξ κα απμηεθμύκ „απμδείλεζξ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ‟ 

ή „ιμνζαηά πνμκόιεηνα‟ (Zuckerkandl & Pauling, 1965α). Μεηά από πενίπμο ιία 

δεηαεηία ανβόηενα, μζ Woese ηαζ ζοκενβάηεξ ημο ακαβκώνζζακ ημ βμκίδζμ πμο 

ηςδζημπμζεί βζα ημ 16S rRNA ςξ έκα δοκαιζηό θοθμβεκεηζηό ενβαθείμ δίκμκηαξ ημ 

έκαοζια κα δδιζμονβδεμύκ ηα πνώηα θοθμβεκεηζηά δέκηνα πνμηανοςηζηώκ 

μνβακζζιώκ  ιε αάζδ ημ βμκζδίμ πμο ηςδζημπμζεί  βζα ηδ ιζηνή οπμιμκάδα ημο 

νζαμζώιαημξ (Fox et al., 1980). Οζ πνόμδμζ ζηδκ κμοηθεμηζδζηή αθθδθμύπδζδ, πμο 

έπμοκ επζηεοπεεί από ηόηε έςξ ζήιενα, ηονίςξ ιε ηδκ ακάπηολδ ηδξ ηεπκζηήξ 

εκίζποζδξ PCR, έπμοκ αμδεήζεζ  όπζ ιόκμ ζηδκ ακαβκώνζζδ κέςκ εζδώκ ααηηδνίςκ  

αθθά ηαζ ζηδκ ηαλζκόιδζδ εη κέμο μνζζιέκςκ παθζόηενςκ εκώ πανάθθδθα έπμοκ 

δδιζμονβδεεί ηαζ αάζεζξ δεδμιέκςκ βμκζδίςκ. Σμ 1980 ηα ακαβκςνζζιέκα είδδ ήηακ 

1.792 (Approved Lists of Bacterial Names)  εκώ ζήιενα μ ανζειόξ αοηόξ ηςκ 

πνμηανοςηζηώκ εζδώκ ακένπεηαζ ζε 9.297 (Skerman et al., 1980, Euzéby, 1997). 

Σα ηοημπνώιαηα ηαζ μζ θενεδμλίκεξ ήηακ ηα πνώηα ιόνζα πμο ελεηάζηδηακ 

βζα ηζξ δοκαηόηδηέξ ημοξ ςξ θοθμβεκεηζημί δείηηεξ, όιςξ ημ βμκίδζμ 16S rRNA 

απμηεθεί ημ πζμ απμδεηηό ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμύιεκμ ζοκηδνδιέκμ βμκίδζμ πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ ζηδκ ααηηδνζαηή ηαλζκόιδζδ ηαζ θοθμβέκεζα. Οζ θόβμζ πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ είκαζ: α) ημ βμκίδζμ 16S rRNA έπεζ ιέβεεμξ ~1500bp, ημ μπμίμ 

ελοπδνεηεί ζε ένεοκεξ αζμπθδνμθμνζηήξ, α) δ πανμοζία ημο, ζπεδόκ, ζε όθα ηα 

ααηηήνζα, ζοπκά ςξ πμθθαπθά βμκίδζα ή ςξ μπενόκζα ηαζ β) δ θεζημονβία ημο  

βμκζδίμο 16S rRNA δεκ έπεζ αθθάλεζ ιε ημ πέναζια ημο πνόκμο, οπμδδθώκμκηαξ όηζ 

μζ ηοπαίεξ αθθαβέξ ζηδκ αθθδθμοπία είκαζ πενζζζόηενμ ακηζπνμζςπεοηζηέξ ηδξ 

ελέθζλδξ (Janda & Abbott, 2007). ύιθςκα ιε ηδκ ad-hoc επζηνμπή βζα ηδκ 

επακεηηίιδζδ ημο πνμζδζμνζζιμύ εζδώκ ζηδ ααηηδνζμθμβία, ηαηά ηδκ πενζβναθή 

εκόξ κέμο είδμοξ, βζα κα είκαζ ακηζπνμζςπεοηζηή δ αημθμοεία 16S rRNA πνέπεζ κα 

είκαζ ιεβαθύηενδ ηςκ 1.300 αάζεςκ (<0,5% αιθζαμθία) (Stackebrandt et al., 2002).  
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Πανά ηδκ εονεία απμδμπή ημο 16S rRNA ςξ θοθμβεκεηζηόξ δείηηδξ 

πανμοζζάγεζ ηαζ μνζζιέκα ιεζμκεηηήιαηα. Σμ βεβμκόξ όηζ μνβακζζιμί μζ μπμίμζ έπμοκ 

αημθμοείεξ rRNA ιε ορδθή μιμθμβία ιπμνεί κα έπμοκ ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ζημ 

επίπεδμ ημο ζοκμθζημύ βμκζδζώιαημξ. Σέθμξ ακάθμβα ιε ηδ θεζημονβζηή ζδιαζία, ηα 

δμιζηά ζημζπεία ηςκ rRNA δεκ ιπμνμύκ κα δζαθμνμπμζμύκηαζ εθεύεενα ηαζ μζ 

αθθαβέξ ζηδκ αημθμοεία ημοξ δε θαίκεηαζ κα απμηεθμύκ ιζα ζοκεπή δζαδζηαζία. 

Έηζζ, δ απόηθζζδ ηςκ ζύβπνμκςκ αημθμοεζώκ rRNA ιπμνεί κα απμδεζηκύεζ ηδκ 

επζηοπία ηςκ ημζκώκ πνμβόκςκ ηαζ ηςκ ζύβπνμκςκ απμβόκςκ ημοξ αθθά δεκ πνέπεζ 

κα εεςνείηαζ δεδμιέκμ όηζ οπάνπεζ άιεζδ αθθδθελάνηδζδ ιε ιία πνμκζηή ηθίιαηα. 

(Ludwig & Klenk, 2005). 

3.1.1 Δλίζρπζε ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA 

Πναβιαημπμζήεδηε ιμνζαηή ακάθοζδ ημο βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί βζα ημ 

16S rRNA. Δκζζπύεδηε ηιήια πενίπμο 1450 αάζεςκ (97% ημο ζοκμθζημύ 16S rRNA 

βμκζδίμο) ιε πνήζδ ηδξ ηεπκζηήξ PCR. Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

(Weisburg et al., 1991) βζα ηδκ εκίζποζδ ιε PCR ημο ηιήιαημξ 16S rRNA είκαζ μζ 

ελήξ: 

 

Γζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο 16S rRNA, μζ ζοκεήηεξ πναβιαημπμίδζδξ ηδξ 

αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ πμθοιενάζδξ ήηακ: 

 

 

 

 

 

 

 

Forward fD1 5‟- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3‟ 

Reverse rD1 5‟- CAAGTCGTAAAAGGTAGCCGT -3‟ 

Αξρηθή απνδηάηαμε 94°C βζα 4 θεπηά  

Απνδηάηαμε  94°C βζα 1 θεπηό 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 48°C βζα 1 θεπηό 

Δπηκήθπλζε 72°C βζα 1 θεπηό 

Σειηθή επηκήθπλζε 72°C βζα 5-10 θεπηά 

    35 

 ηύηθμζ 
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Δηθ. 3.1 Δκίζποζδ PCR ηιήιαημξ ημο βμκζδίμο 16S rRNA ιεβέεμοξ 1450bp ζημ μθζηό 

βμκζδζςιαηζηό DNA ηςκ δεζβιάηςκ GR52, GR56, GR65, GR54, GR60, GR61, 

(Μ= ιάνηοναξ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ θ DNA Hind III ηαζ θΥ174 DNA Hae III)  

 

M N  GR52 GR57 GR65 GR54 GR60 GR61 
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3.1.2 Δπζπγξάκκηζε ησλ 10 αθνινπζηώλ 16S rRNA Azospirillum 

 

 

- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A Majority

10 20 30 40 50 60

- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 16S 52
- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 16S 54
- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 16S 60
- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 16S 61
- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 16S 66
T A G A G T T T T A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 A. oryzae AB185396
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C G G A C G C T G G C G G C C T G C - T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 Abrasilense sp7_X79739
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A G T C G A A  1 AirakenseDSM11586_GU256443
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 AlipiferumB2_DQ787330
- A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A A C G A A C G C T G G C G G C A T G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A A  1 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T Majority

70 80 90 100 110 120

C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  60 16S 52
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T T C G G T  60 16S 54
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  60 16S 60
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  60 16S 61
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  60 16S 66
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  61 A. oryzae AB185396
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G N C G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T T T G G T  37 Abrasilense sp7_X79739
C G C A - - T C G C A A G A T G A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A T G T G C C C T T T G G T  8 AirakenseDSM11586_GU256443
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T T C G G T  35 AlipiferumB2_DQ787330
C G A A G G C T T C G G C C T T A G T G G C - G C A C G G G T G A G T A A C A C G T G G G A A C C T G C C T T A T G G T  60 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G - - - - - - - - - - - - - Majority

130 140 150 160 170 180

T C G G G A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G G G G G A A - - - - - - -  119 16S 52
T C G G G A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T A C G C C C T T C G G G G G A A - - - - - - -  119 16S 54
T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G - - - - - - - - - - - - -  119 16S 60
T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G - - - - - - - - - - - - -  119 16S 61
T C G G G A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G G G G G A A - - - - - - -  119 16S 66
T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C T T C G - - - - - - - - - - - - -  120 A. oryzae AB185396
T C G G G A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T A C G T C C C C C A G A G A G A T T T N G G C  97 Abrasilense sp7_X79739
T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A T A C C G G A T G T C C C C T G C G - - - - - - - - - - - - -  65 AirakenseDSM11586_GU256443
T C G G A A T A A C G T T T G G A A A C G A A C G C T A A C A C C G G A T A C G C C C T T T G - - - - - - - - - - - - -  94 AlipiferumB2_DQ787330
T C G G A A T A A C G T C T G G A A A C G G A C G C T A A C A C C G G A T G T G C C C C C C A A G C G A T T - - - G G G  119 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

- G G G G A A - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G G G G Majority

190 200 210 220 230 240

- - - - - - - - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C C G - A T T A G G T A G T T G G T G G G G  172 16S 52
- - - - - - - - - A G T T T A C G C C G A G A G A G G G - - G C C C G C G T C C G - A T T A G G T A G T T G G T G G G G  172 16S 54
- G G G G A A - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G T G G  166 16S 60
- G G G G A A - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G T G G  166 16S 61
- - - - - - - - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C C G - A T T A G G T A G T T G G T G G G G  172 16S 66
- G G G G A A - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G T G G  167 A. oryzae AB185396
C G G A G A A A G A G T T A C C C C C G A G A G A G G G T T A C C T A G T T C C G G A T T A G G T A G T T G G T G G G G  157 Abrasilense sp7_X79739
- G G G G A A A G A T T T A T C G C C A A A G G A G C A - - G C C C G C G T C T G - A T T A G G T A G T T G G T G G G G  112 AirakenseDSM11586_GU256443
- G G G G A A - - A G T T T A C G C C G A G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G A G G  141 AlipiferumB2_DQ787330
T G G G G A A - - A G T T T A C G C C A T G A G A G G G - - G C C C G C G T C G G - A T T A G G T A G T T G G T G T G G  176 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

T A A T G G C C C A C C A A G C C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G Majority

250 260 270 280 290 300

T A A T G G C C C A C C A A G C C G A C G A T C G G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  220 16S 52
T A A T G G C C C A C C A A G C C G A C G A T C G G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  220 16S 54
T A A C G G C G C A C C A A G C C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  220 16S 60
T A A C G G C G C A C C A A G C C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  220 16S 61
T A A T G G C C C A C C A A G C C G A C G A T C G G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  220 16S 66
T A A C G G C G C A C C A A G C C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  221 A. oryzae AB185396
T A A T G G C C C A C C A A G C C - A C G A T C G G T A G C T G G T C T G A G A G - A T G A T C A G C C A C A C T G G G  217 Abrasilense sp7_X79739
T A A A G G C C T A C C A A G C C G A C G A T C A G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  168 AirakenseDSM11586_GU256443
T A A T G G C T C A C C A A G C C T T C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  195 AlipiferumB2_DQ787330
T A A C G G C G C A C C A A G C C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A C A C T G G G  231 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G Majority

310 320 330 340 350 360

A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G G G  280 16S 52
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G G G  280 16S 54
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  280 16S 60
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  280 16S 61
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G G G  280 16S 66
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  281 A. oryzae AB185396
A C T G A G A C A C G G C C N A G A C T C - T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G G G  275 Abrasilense sp7_X79739
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  228 AirakenseDSM11586_GU256443
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  255 AlipiferumB2_DQ787330
A C T G A G A C A C G G C C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A A T G G G C G  291 AzeaeN7_LMG23989_DQ682470

C A A G C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C Majority

370 380 390 400 410 420

C A A C C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  340 16S 52
C A A C C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  340 16S 54
C A A G C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G - C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  340 16S 60
C A A G C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  340 16S 61
C A A C C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  340 16S 66
C A A G C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  341 A. oryzae AB185396
C A A C C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  334 Abrasilense sp7_X79739
C A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G A G T G A T G A A G G C C T T C G G G T T G T A A A G C T C T T T C  288 AirakenseDSM11586_GU256443
C A A G C C T G A T C C A G C A A T G C C G C G T G A G T N A T G A A G G C C T T A G G G T T G T A A A G C T C T T T C  315 AlipiferumB2_DQ787330
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G C A G G C T T G A G T T C C G G A G A G G A T G G T G G A A T T C C C A G T G T A G A G G T G A A A T T C G T A G A T  580 16S 54
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T C G G G C T T G A G T T C C G G A G A G G A T G G T G G A A T T C C C A G T G T A G A G G T G A A A T T C G T A G A T  580 16S 66
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A T T G G G A A G A A C A C C A G - T G G C G A A G G C G G C C T A C T G G A C G G T A A C T G A C G C T G A G G C G C  588 AirakenseDSM1158 6_GU256443
A T T G G G A A G A A C A C C G G - T G G C G A A G G C G G C C A T C T G G A C G G A C A C T G A C G C T G A G G C G C  615 AlipiferumB2_DQ7 87330
A T T G G G A A G A A C A C C N G G T G G C G A A G G C G G C C A T C T G G A C G G A C A C T G A C G C T G A G G C G C  651 AzeaeN7_LMG23989 _DQ682470
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G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G A A T  699 16S 54
G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G A A T  698 16S 60
G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G A A T  699 16S 61
G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G A A T  699 16S 66
G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G A A T  700 A. oryzae AB1853 96
N N A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T A C C C T G G T A G T C C A C G C C N T A A A C G A T G A A T  693 Abrasilense sp7_ X79739
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G C T A G A C G C T G G G G T G C A T G C A - C T T C G G T G T C G C C G C T A A C G C A T T A A G C A T T C C G C C T  759 16S 54
G C T A G A C G T C G G G G T G C A T G C A - C T T C G G T G T C G C C G C T A A C G C A T T A A G C A T T C C A C C T  758 16S 60
G C T A G A C G T C G G G G T G C A T G C A - C T T C G G T G T C G C C G C T A A C G C A T T A A G C A T T C C G C C T  759 16S 61
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G C T A G A C G C T G G G G T G C A T G C A - C T T C G G T G T C G C C G C T A A C G C A T T A A G C A T T C C G C C T  753 Abrasilense sp7_ X79739
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G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G C A G A A C C T T A C C A A C C C T T G A C A T G T C C A C T  877 16S 60
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G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G Maj orit y

103 0 104 0 105 0 106 0 107 0 108 0

G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  997 16S  52
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  997 16S  54
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  997 16S  60
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  998 16S  61
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  997 16S  66
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  999 A. oryz ae AB 1853 96
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  989 Abr asil ense sp7_ X7973 9
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C C A C T G  943 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  973 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A G T C C C G C A A C G A G C G C A A C C C C T A C C G  101 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G Maj orit y

109 0 110 0 111 0 112 0 113 0 114 0

C C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 7 16S  52
C C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 7 16S  54
T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C C G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 7 16S  60
T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C C G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 8 16S  61
C C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 7 16S  66
T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C C G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  105 9 A. oryz ae AB 1853 96
C C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  104 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
T T A G T T G C C A T C A T T T A G T T G G G C A C T C T A G C A G A A C T G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  100 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C C G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  103 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
T C A G T T G C C A T C A T T C A G T T G G G C A C T C T G G T G G A A C C G C C G G T G A C A A G C C G G A G G A A G  107 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G Maj orit y

115 0 116 0 117 0 118 0 119 0 120 0

G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 7 16S  52
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 7 16S  54
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 7 16S  60
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 8 16S  61
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 7 16S  66
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  111 9 A. oryz ae AB 1853 96
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  110 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A C G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  106 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  109 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
G C G G G G A T G A C G T C A A G T C C T C A T G G C C C T T A T G G G T T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G  113 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T Maj orit y

121 0 122 0 123 0 124 0 125 0 126 0

G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C A A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 7 16S  52
G C G G T G A C A G T G G G A T G C G A A G T C G C A A G A T G G A G C C A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 7 16S  54
G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 7 16S  60
G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 8 16S  61
G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C A A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 7 16S  66
G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C C A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  117 9 A. oryz ae AB 1853 96
G C G G T G A C A G T G G G A T G C G A A G T C G C A A G A T G G A G C C A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  116 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
G T G G T G A C A G T G G G C A G C G A C C A C G C G A G T G G A A G C G A A T C T C C A A A A G C C A T C T C A G T T  112 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
G C G G T G A C A G T G G G A A G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  115 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
G C G G T G A C A G T G G G A C G C G A A G T C G C G A G A T G G A G C A A A T C C C C A A A A G C C G T C T C A G T T  119 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C Maj orit y

127 0 128 0 129 0 130 0 131 0 132 0

C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C A T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 7 16S  52
C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C A T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 7 16S  54
C G G A T C G T A C T C T G C A A C T C G A G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 7 16S  60
C G G A T C G T A C T C T G C A A C T C G A G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 8 16S  61
C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C A T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 7 16S  66
C G G A T C G T A C T C T G C A A C T C G A G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  123 9 A. oryz ae AB 1853 96
C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C A T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  122 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
C G G A T T G C A C T C T G C A A C T C G G G T G C A T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  118 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
C G G A T C G C A C T C T G C A A C T C G A G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  121 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
C G G A T C G C A C T C T G C A A C T C G A G T G C G T G A A G T T G G A A T C G C T A G T A A T C G C G G A T C A G C  125 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G Maj orit y

133 0 134 0 135 0 136 0 137 0 138 0

A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  129 7 16S  52
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A T A C C A T G G G A G T T G  129 7 16S  54
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  129 7 16S  60
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  129 8 16S  61
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  129 7 16S  66
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  129 9 A. oryz ae AB 1853 96
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  128 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  124 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  127 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
A C G C C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T T G  131 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

G C T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C C - G C A A C G G - A G G C A G C C A A C C A C G G T A A G G T C Maj orit y

139 0 140 0 141 0 142 0 143 0 144 0

G C T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C G - G C A A C G G - A G G C A G C C A A C C A C G G T C A G G T C  135 7 16S  52
G C T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C C G G C A A C G G G A G G C A G C C A A C C A C G G T C A G G T C  135 7 16S  54
G C T T T A C C C G A A G A C G G T G C G T T A A C C C - G C A A G G G - A G A C A G C C G G C C A C G G T A A G G T C  135 7 16S  60
G C T T T A C C C G A A G A C G G T G C G T T A A C C C - G C A A G G G - A G A C A G C C G G C C A C G G T A A G G T C  135 8 16S  61
G C T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C G - G C A A C G G - A G G C A G C C A A C C A C G G T C A G G T C  135 7 16S  66
G T T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A                                     135 9 A. oryz ae AB 1853 96
G C T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C - - G C A A C G G - A G G C A G C C A A C C A C G G T C A G G    134 9 Abr asil ense sp7_ X7973 9
G C T T T A C C T G A A G C C G G T G C G C T A A C C - - G C A A G G A - - G G C A G C C G A C C A C G G T A C G G T C  130 3 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
G T T T T A C C C G A A G G T G G T G C G C T A A C C G - G C A A C G G - A G G C A G C C A A C C A C G G T A A G G T C  133 3 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
G C T T T A C C C G A A G A C G G T G C G T T A A C C C - G C A A G G G - A G A C A G C C G G C C A C G G T A A G G T C  137 0 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470

A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X Maj orit y

145 0 146 0 147 0 148 0 149 0 150 0

A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C                              141 5 16S  52
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C                              141 7 16S  54
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C                              141 5 16S  60
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C                              141 6 16S  61
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C                              141 5 16S  66
                                                             138 3 A. oryz ae AB 1853 96
                                                             140 3 Abr asil ense sp7_ X7973 9
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C G T A G G G G A A C C T G C G               135 9 Air aken seDSM 1158 6_GU2 5644 3
A G C G A                                                         139 1 Ali pife rumB2 _DQ7 87330
A G C G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C G T A G G G G A A C C T G C G G C T G G A T C A C C T C  142 8 Aze aeN7 _LMG2 3989 _DQ68 2470
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Πναβιαημπμζήεδηε δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ οπμηθώκςκ ηαζ αημθμοεζώκ δζαεέζζιςκ ζημ 

δζαδίηηομ (αθ. πανάνηδια βζα Accesion Number) ιε ημ πνόβναιια πμθθαπθήξ 

εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

3.1.3 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 10 αθνινπζηώλ 

Πίκ. 3.1 Ο πίκαηαξ  ηςκ απμζηάζεςκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 5 Azospirillum  κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

16S rRNA πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ:  

 

Πίκ. 3.2 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

16S rRNA. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr52 19.1 24.7 23.4 32.8 57.5 1446 

Gr54 19.1 24.7 23.3 32.9 57.6 1448 

Gr60 19.3 24.4 23.6 32.7 57.1 1446 

Gr61 19.4 24.3 23.5 32.8 57.1 1447 

Gr66 19.1 24.7 23.5 32.7 57.4 1446 

Percent Identity

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 98.1 96.5 96.8 99.9 96.9 96.9 91.4 96.5 96.0 1 16S 52

2 1.9 96.8 97.1 98.1 97.0 97.2 91.4 97.4 96.3 2 16S 54

3 3.6 3.3 99.7 96.5 99.0 94.6 91.1 97.6 99.3 3 16S 60

4 3.3 3.0 0.3 96.7 99.1 94.9 91.3 97.9 99.2 4 16S 61

5 0.1 2.0 3.6 3.3 96.8 96.8 91.3 96.4 95.9 5 16S 66

6 3.2 3.0 1.0 0.9 3.3 94.9 91.0 98.2 98.4 6 A. oryzae (AB185396)

7 2.4 2.1 4.9 4.6 2.5 4.5 89.8 95.4 94.1 7 A. brasilense sp7 (X79739)

8 9.2 9.1 9.5 9.3 9.3 9.6 10.3 90.7 91.0 8 A. irakense DSM11586 (GU256443)

9 3.5 2.5 2.3 2.0 3.6 1.7 3.9 9.8 97.2 9 A. lipoferum B2 (DQ787330)

10 4.0 3.7 0.6 0.7 4.1 1.5 5.3 9.4 2.6 10 A. zeae N7 LMG23989 (DQ682470)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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3.1.4 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 5 Azospirillum  οπμηθώκςκ 16S rRNA  πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

Πίκ. 3.3 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 5 Azospirillum  

οπμηθώκςκ 16S rRNA 

ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr52 pGemT.16S.52 EF634028.1 ; Azospirillum brasilense strain  99% 99% 

Gr54 pGemT.16S.54 DQ288687.1 ; Azospirillum brasilense strain  100% 99% 

Gr60 pGemT.16S.60 DQ682470.1 ; Azospirillum zeae strain N7 

DQ682469.1 ; Azospirillum zeae strain N6 

100%` 98% 

Gr61 pGemT.16S.61 DQ682470.1 ; Azospirillum zeae strain N7 

DQ682469.1 ; Azospirillum zeae strain N6 

100% 98% 

Gr66 pGemT.16S.66 EF634028.1 ; Azospirillum brasilense strain  99% 98% 
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3.1.5 Φπινγελεηηθό δέληξν ησλ 12 αθνινπζηώλ 16S rRNA Azospirillum 

 

     

Δηθ. 3.2 Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ησλ ππό κειέηε ζηειερώλ θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεζ. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ ααηηήνζμ A. Irakense DSM 11586.  Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηοπζηά ζηεθέπδ A. zeae N7 LMG23989, A. oryzae A. lipoferum B2, A. 

melinis TMCY243, A. picis IMMIB TAR-3T, A. brasilense sp7. Όθεξ μζ εέζεζξ πμο πενζείπακ 

ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ απάθεζρδξ). ύκμθμ 

1297 αάζεζξ. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 

(Tamura et al., 2007). 

 

 Gr 60

  N7 LMG23989 (DQ682470)A. zeae

 Gr 61

 AB185396)A. oryzae (

  B2 (DQ787330)A. lipoferum

 TMCY243 (DQ022956)A. melinis 

 IMMIB TAR-3T (AM922283)A. picis 

 Gr 54

  sp7 (X79739)A. brasilense

  52Gr

  66Gr

 DSM11586 (GU256443)A. irakense 

100

60

93

96

96

87

96

71

90

0.01
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3.1.6 Δπζπγξάκκηζε ησλ 7 αθνινπζηώλ 16S rRNA Pseudomonas 

 

 

 

 

 

 

 

 

A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A T T G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C Majority

10 20 30 40 50 60

A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A T T G A A C G C T G G C G G C A G G T C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 16S 50
A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G A T T G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 16S 57
A G A G T T T G A T C C T G A C T C A G A T T G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 16S 65
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 P.balearicaU26418
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 P stutzeriCCUG11256 U26262
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A T T G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A G A G T T T G A T C A T G G C T C A G A T T G A A C G C T G G C G G C A G G C C T A A C A C A T G C A A G T C G A G C  1 PputidaATCC17642_AF094744

G G A T G A G T G G A G C T T G C T C C A T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T Majority

70 80 90 100 110 120

G G A T G A G T G G A G C T T G C T C C A T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  61 16S 50
G G A T G A G T G G A G C T T G C T C C A T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  61 16S 57
G G A T G A G T G G A G C T T G C T C C A T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  61 16S 65
G G C A G C G G G T C C T T C G G G A T G C C G G C G A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  38 P.balearicaU26418
G G A T G A G T G G A G C T T G C T C C A T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  38 P stutzeriCCUG11256 U26262
G G A T G A A G G G A G C T T G C T C C T G G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  41 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G G A T G A C G G G A G C T T G C T C C T T G A T T C A G C G G C G G A C G G G T G A G T A A T G C C T A G G A A T C T  61 PputidaATCC17642_AF094744

G C C T G G T A G T G G G G G A T A A C G T T T C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A Majority

130 140 150 160 170 180

G C C T G G T A G T G G G G G A C A A C G T T T C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  121 16S 50
G C C C A G T A G T G G G G G A T A A C G T T C C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  121 16S 57
G C C C A A T A G T G G G G G A T A A C G T T C C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  121 16S 65
G C C T G G T A G T G G G G G A T A A C T C G G G G A A A C T C G A G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  98 P.balearicaU26418
G C C T G G T A G T G G G G G A C A A C G T T T C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  98 P stutzeriCCUG11256 U26262
G C C T G G T A G T G G G G G A T A A C G T C C G G A A A C G G G C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T G A G G G A  101 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G C C T G G T A G T G G G G G A C A A C G T T T C G A A A G G A A C G C T A A T A C C G C A T A C G T C C T A C G G G A  121 PputidaATCC17642_AF094744

G A A A G C G G G G G A T C T T C G G A C C T C G C G C T A T C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T Majority

190 200 210 220 230 240

G A A A G T G G G G G A T C T T C G G A C C T C A C G C T A T C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T  181 16S 50
G A A A G C A G G G G A C C T T C G G G C C T T G C G C T A T T G G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T A  181 16S 57
G A A A G C A G G G G A C C T T C G G G C C T T G C G C T A T T G G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T A  181 16S 65
G A A A G C G G G G G A T C T T C G G A C C T C G C G C T A C C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T  158 P.balearicaU26418
G A A A G T G G G G G A T C T T C G G A C C T C A C G C T A T C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T  158 P stutzeriCCUG11256 U26262
G A A A G T G G G G G A T C T T C G G A C C T C A C G C T A T C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T  161 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G A A A G C A G G G G A C C T T C G G G C C T T G C G C T A T C A G A T G A G C C T A G G T C G G A T T A G C T A G T T  181 PputidaATCC17642_AF094744

G G T G A G G T A A A G G C T C A C C A A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A Majority

250 260 270 280 290 300

G G T G A G G T A A A G G C T C A C C A A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  241 16S 50
G G T G A G G T A A T G G C T C A C C T A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  241 16S 57
G G T G A G G T A A T G G C T C A C C T A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  241 16S 65
G G T G A G G T A A A G G C T C A C C A A G G C G A C G A T C C G T A G C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G C C A  218 P.balearicaU26418
G G T G A G G T A A A G G C T C A C C A A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  218 P stutzeriCCUG11256 U26262
G G T G G G G T A A A G G C C T A C C A A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  221 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G G T G G G G T A A T G G C T C A C C A A G G C G A C G A T C C G T A A C T G G T C T G A G A G G A T G A T C A G T C A  241 PputidaATCC17642_AF094744

C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A Majority

310 320 330 340 350 360

C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  301 16S 50
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  301 16S 57
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  301 16S 65
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  278 P.balearicaU26418
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  278 P stutzeriCCUG11256 U26262
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  281 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
C A C T G G A A C T G A G A C A C G G T C C A G A C T C C T A C G G G A G G C A G C A G T G G G G A A T A T T G G A C A  301 PputidaATCC17642_AF094744

A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G Majority

370 380 390 400 410 420

A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  361 16S 50
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  361 16S 57
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  361 16S 65
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  338 P.balearicaU26418
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  338 P stutzeriCCUG11256 U26262
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A G A G  341 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A T G G G C G A A A G C C T G A T C C A G C C A T G C C G C G T G T G T G A A G A A G G T C T T C G G A T T G T A A A G  361 PputidaATCC17642_AF094744

C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G T T A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C G A C A Majority

430 440 450 460 470 480

C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G T T A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C A A C A  421 16S 50
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G T T T C T G G C T A A T A T C C A G G A A T T T T G A C G T T A C C G A C A  421 16S 57
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G T T T C T G G C T A A T A T C C A G G A A T T T T G A C G T T A C C G A C A  421 16S 65
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G T T A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C G A C A  398 P.balearicaU26418
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G T T A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C A A C A  398 P stutzeriCCUG11256 U26262
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G T T A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C A A C A  401 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
C A C T T T A A G T T G G G A G G A A G G G C A G T A A G C G A A T A C C T T G C T G T T T T G A C G T T A C C G A C A  421 PputidaATCC17642_AF094744
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G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A Majority

490 500 510 520 530 540

G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  481 16S 50
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  481 16S 57
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  481 16S 65
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  458 P.balearicaU26418
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  458 P stutzeriCCUG11256 U26262
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T T C G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C G A A G G G T G C A A G C G T T A  461 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G A A T A A G C A C C G G C T A A C T C T G T G C C A G C A G C C G C G G T A A T A C A G A G G G T G C A A G C G T T A  481 PputidaATCC17642_AF094744

A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C Majority

550 560 570 580 590 600

A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  541 16S 50
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  541 16S 57
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  541 16S 65
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T T G A T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  518 P.balearicaU26418
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  518 P stutzeriCCUG11256 U26262
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T C A G C A A G T T G G A T G T G A A A T C C C  521 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A T C G G A A T T A C T G G G C G T A A A G C G C G C G T A G G T G G T T Y G T T A A G T T G G A T G T G A A A G C C C  541 PputidaATCC17642_AF094744

C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C G A G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G Majority

610 620 630 640 650 660

C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C G A G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G  601 16S 50
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C G A G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G  601 16S 57
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C G A G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G  601 16S 65
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G T C T G G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G  578 P.balearicaU26418
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C G A G C T A G A G T A T G G C A G A G G G T G G T G  578 P stutzeriCCUG11256 U26262
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T A C T G A G C T A G A G T A C G G T A G A G G G T G G T G  581 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
C G G G C T C A A C C T G G G A A C T G C A T C C A A A A C T G G C A A G C T A G A G T A C G G T A G A G G G T G G T G  601 PputidaATCC17642_AF094744

G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G Majority

670 680 690 700 710 720

G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  661 16S 50
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  661 16S 57
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  661 16S 65
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  638 P.balearicaU26418
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  638 P stutzeriCCUG11256 U26262
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  641 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G A A T T T C C T G T G T A G C G G T G A A A T G C G T A G A T A T A G G A A G G A A C A C C A G T G G C G A A G G C G  661 PputidaATCC17642_AF094744

A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T Majority

730 740 750 760 770 780

A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  721 16S 50
A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  721 16S 57
A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  721 16S 65
A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  698 P.balearicaU26418
A C C A C C T G G G C T A A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  698 P stutzeriCCUG11256 U26262
A C C A C C T G G A C T G A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  701 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A C C A C C T G G A C T G A T A C T G A C A C T G A G G T G C G A A A G C G T G G G G A G C A A A C A G G A T T A G A T  721 PputidaATCC17642_AF094744

A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G A T C C T T G A G A T C T T A G Majority

790 800 810 820 830 840

A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G A T C C T T G A G A T C T T A G  781 16S 50
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G C T C C T T G A G A G C T T A G  781 16S 57
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G C T C C T T G A G A G C T T A G  781 16S 65
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G A T C C T T G A G A T C T T A G  758 P.balearicaU26418
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G A T C C T T G A G A T C T T A G  758 P stutzeriCCUG11256 U26262
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C G A C T A G C C G T T G G G A T C C T T G A G A T C T T A G  761 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A C C C T G G T A G T C C A C G C C G T A A A C G A T G T C A A C T A G C C G T T G G A A T C C T T G A G A T T T T A G  781 PputidaATCC17642_AF094744

T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A Majority

850 860 870 880 890 900

T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  841 16S 50
T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  841 16S 57
T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  841 16S 65
T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  818 P.balearicaU26418
T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  818 P stutzeriCCUG11256 U26262
T G G C G C A G C T A A C G C G A T A A G T C G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  821 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
T G G C G C A G C T A A C G C A T T A A G T T G A C C G C C T G G G G A G T A C G G C C G C A A G G T T A A A A C T C A  841 PputidaATCC17642_AF094744

A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G Majority

910 920 930 940 950 960

A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  901 16S 50
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  901 16S 57
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  901 16S 65
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  878 P.balearicaU26418
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  878 P stutzeriCCUG11256 U26262
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  881 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A A T G A A T T G A C G G G G G C C C G C A C A A G C G G T G G A G C A T G T G G T T T A A T T C G A A G C A A C G C G  901 PputidaATCC17642_AF094744

A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C A G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G Majority

970 980 990 1000 1010 1020

A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C A G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G  961 16S 50
A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C T G A G A A C C T G C C A G A G A T G G C G G G G T G C C T T C G G  961 16S 57
A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C T G A G A A C C T G C C A G A G A T G G C G G G G T G C C T T C G G  961 16S 65
A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C A G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G  938 P.balearicaU26418
A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C A G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G  938 P stutzeriCCUG11256 U26262
A A G A A C C T T A C C T G G C C T T G A C A T G C T G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G  941 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A A G A A C C T T A C C A G G C C T T G A C A T G C A G A G A A C T T T C C A G A G A T G G A T T G G T G C C T T C G G  961 PputidaATCC17642_AF094744

G A A C T C T G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A Majority

1030 1040 1050 1060 1070 1080

G A A C T C T G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  1021 16S 50
G A A C T C A G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  1021 16S 57
G A A C T C A G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  1021 16S 65
G A A C T C T G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  998 P.balearicaU26418
G A A C T C T G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  998 P stutzeriCCUG11256 U26262
G A A C T C A G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  1001 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G A A C T C T G A C A C A G G T G C T G C A T G G C T G T C G T C A G C T C G T G T C G T G A G A T G T T G G G T T A A  1021 PputidaATCC17642_AF094744
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G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A Majority

1090 1100 1110 1120 1130 1140

G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A  1081 16S 50
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A  1081 16S 57
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A  1081 16S 65
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A  1058 P.balearicaU26418
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A A G G T G G G C A C T C T A A  1058 P stutzeriCCUG11256 U26262
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T R C C A G C A C C T C G - G G T G G G C A C T C T A A  1061 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G T C C C G T A A C G A G C G C A A C C C T T G T C C T T A G T T A C C A G C A C G T T A T G G T G G G C A C T C T A A  1081 PputidaATCC17642_AF094744

G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T Majority

1150 1160 1170 1180 1190 1200

G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1141 16S 50
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1141 16S 57
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1141 16S 65
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1118 P.balearicaU26418
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1118 P stutzeriCCUG11256 U26262
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1120 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G G A G A C T G C C G G T G A C A A A C C G G A G G A A G G T G G G G A T G A C G T C A A G T C A T C A T G G C C C T T  1141 PputidaATCC17642_AF094744

A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T Majority

1210 1220 1230 1240 1250 1260

A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1201 16S 50
A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1201 16S 57
A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1201 16S 65
A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1178 P.balearicaU26418
A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1178 P stutzeriCCUG11256 U26262
A C G G C C A G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A A A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1180 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A C G G C C T G G G C T A C A C A C G T G C T A C A A T G G T C G G T A C A G A G G G T T G C C A A G C C G C G A G G T  1201 PputidaATCC17642_AF094744

G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A Majority

1270 1280 1290 1300 1310 1320

G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1261 16S 50
G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1261 16S 57
G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1261 16S 65
G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1238 P.balearicaU26418
G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1238 P stutzeriCCUG11256 U26262
G G A G C T A A T C C C A T A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1240 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
G G A G C T A A T C T C A C A A A A C C G A T C G T A G T C C G G A T C G C A G T C T G C A A C T C G A C T G C G T G A  1261 PputidaATCC17642_AF094744

A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G Majority

1330 1340 1350 1360 1370 1380

A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1321 16S 50
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1321 16S 57
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1321 16S 65
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1298 P.balearicaU26418
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1298 P stutzeriCCUG11256 U26262
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G T G A A T C A G A A T G T C A C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1300 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
A G T C G G A A T C G C T A G T A A T C G C G A A T C A G A A T G T C G C G G T G A A T A C G T T C C C G G G C C T T G  1321 PputidaATCC17642_AF094744

T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T Majority

1390 1400 1410 1420 1430 1440

T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T  1381 16S 50
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T  1381 16S 57
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T  1381 16S 65
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T  1358 P.balearicaU26418
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C T T  1358 P stutzeriCCUG11256 U26262
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C T C C A G A A G T A G C T A G T C T - A A C C G C  1360 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
T A C A C A C C G C C C G T C A C A C C A T G G G A G T G G G T T G C A C C A G A A G T A G C T A G T C T T A A C C T T  1381 PputidaATCC17642_AF094744

C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C X Majority

1450 1460 1470 1480 1490 1500

C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C   1440 16S 50
C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C   1440 16S 57
C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C   1440 16S 65
C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G                      1417 P.balearicaU26418
C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G                      1417 P stutzeriCCUG11256 U26262
A A G G G G G A C G G T T A C C A C G G A G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G T A G C C G  1419 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
C G G G G G G A C G G T T A C C A C G G T G T G A T T C A T G A C T G G G G T G A A G T C G T A A C A A G G        1441 PputidaATCC17642_AF094744

X X X X X X X X X X X X X Majority

1510

                                                             1498 16S 50
                                                             1498 16S 57
                                                             1498 16S 65
                                                             1456 P.balearicaU26418
                                                             1456 P stutzeriCCUG11256 U26262
T A G G G G A A C C T G C                                                 1479 PaeruginosaLMG1242T_Z76651
                                                             1494 PputidaATCC17642_AF094744

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid black) residues that match the Consensus exactly.
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3.1.7 Πηλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 7 αθνινπζηώλ 

Percent Identity

1 2 3 4 5 6 7

1 97.4 97.3 97.0 99.9 97.1 97.5 1 16S 50

2 2.7 99.9 95.1 97.4 95.1 96.2 2 16S 57

3 2.8 0.1 95.1 97.3 95.1 96.0 3 16S 65

4 3.0 5.0 5.1 97.1 95.4 95.4 4 P.balearicaU26418

5 0.1 2.7 2.7 2.9 97.1 97.5 5 P stutzeriCCUG11256 U26262

6 2.9 5.0 5.1 4.7 2.9 95.8 6 PaeruginosaLMG1242T_Z76651

7 2.5 3.9 4.0 4.7 2.5 4.2 7 PputidaATCC17642_AF094744

1 2 3 4 5 6 7  

 

Πζκ. 3.4 Ο πίκαηαξ  ηςκ απμζηάζεςκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ πνόβναιια πμθθαπθήξ 

εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 3 Pseudomonas κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

16S rRNA πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ:  

 

Πίκ. 3.5 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

16S rRNA. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr50 20.9 22.3 25.4 31.4 53.7 1498 

Gr57 20.5 22.6 25.1 31.8 54.4 1498 

Gr65 20.5 22.6 25.2 31.6 54.2 1498 



70 
 

3.1.8 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 3 Pseudomonas   οπμηθώκςκ 16S rRNA  πνμέηορακ ηα 

ελήξ: 

 

Πζκ. 3.6 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 3 Pseudomonas 

οπμηθώκςκ 16S rRNA 

ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr50 pGemT.16S.50 HM749063.1 ; Pseudomonas sp. sampath10 100 % 99 % 

Gr57 pGemT.16S.57 DQ124297.1 ; Pseudomonas sp. JQR2-5 99 % 97 % 

Gr65 pGemT.16S.65 DQ124297.1 ; Pseudomonas sp. JQR2-5  

DQ059546.1 ; Pseudomonas stutzeri strain SA1 

99 % 97 % 
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3.1.9 Φπινγελεηηθό δέληξν ησλ 10 αθνινπζηώλ 16S rRNA Pseudomonas 

 

     

 

Δηθ. 3.3 Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ησλ ππό κειέηε ζηειερώλ θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεζ. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ ααηηήνζμ P. syringae pv tomato DC3000. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηοπζηά ζηεθέπδ, Pseudomonas stutzeri CCUG11256, P. aeruginosa 

LMG1242
T
, P. balearica DSM6803

T
, P.  Pseudomonas stutzeri A1501, Pseudomonas 

stutzeri Zobell, P. putida ATCC17642. Όθεξ μζ εέζεζξ πμο πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ 

πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ απάθεζρδξ). ύκμθμ 1453 αάζεζξ. Όθεξ μζ 

θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Tamura et al., 

2007). 



72 
 

3.2. Μνξηαθή αλάιπζε γνληδίνπ nifH 

ημ βμκζδίςια όθςκ ηςκ αγμδεζιεοηζηώκ μνβακζζιώκ ειπενζέπεηαζ ημ ίδζμ 

μπενόκζμ (nifHDK) ζημ μπμίμ ημ βμκίδζμ nifH είκαζ οπεύεοκμ βζα ηδκ ακαβςβάζδ ηδξ 

κζηνμβεκάζδξ. Λόβς ημο όηζ ημ μπενόκζμ αοηό είκαζ ζδζαίηενα ζοκηδνδιέκμ ιεηαλύ 

ηςκ αγςημδεζιεοηζηώκ μνβακζζιώκ ιπμνεί εύημθα κα πνμηύρεζ ημ ενώηδια ηαηά 

πόζμ απεζημκίγεηαζ δ ηαηαβςβή ηςκ ααηηδνίςκ πμο ημ ηαηέπμοκ, ιέζα από ηδκ 

θοθμβέκεζα ηςκ βμκζδίςκ nif (Young, 1992). 

ημ πανεθεόκ έπμοκ οθμπμζδεεί πάνα πμθθέξ ζοβηνζηζηέξ ένεοκεξ ιεηαλύ ηςκ 

βμκζδίςκ 16S rRNA ηαζ nifH βζα κα ηαηαθένμοκ κα δζαπζζηώζμοκ ακ οπάνπεζ 

ζοιθςκία ακάιεζα ζημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ πμο πνμηύπηεζ από ημ nifH ιε ημ 

ακηίζημζπμ ημο 16S rRNA. Ζ πνδζζιόηδηα ηςκ ενεοκώκ αοηώκ έβηοηαζ ζηδκ ακάβηδ 

βζα ιμνζαηή ακάθοζδ πενζζζμηένςκ ημο εκόξ βμκζδίμο πανά ηδκ ηαεμθζηή απμδμπή 

ημο βμκζδίμο 16S rRNA.  

Σα απμηεθέζιαηα ζπεδόκ όθςκ ηςκ ενεοκώκ επζαεααζώκμοκ όηζ πμθθά από ηα 

παναηηδνζζηζηά ημο θοθμβεκεηζημύ δέκηνμο ημο nifH ζοιθςκμύκ απόθοηα ιε ηδ 

θοθμβέκεζα ημο 16S rRNA (Young, 1992). Δπζηνέπμκηαξ έηζζ ιζα „πμκδνζηή‟ 

εηηίιδζδ ηδξ ηαλζκόιδζδξ ηςκ αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ όπςξ επίζδξ ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί ηαζ βζα ηδκ δζενεύκδζδ ηδξ πμζηζθόηδηαξ ηςκ ααηηδνίςκ πμο 

δεζιεύμοκ άγςημ (Poly et al., 2001). Σα απμηεθέζιαηα πμο πνμηύπημοκ ηαζ από ηδ 

ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ βμκζδίςκ nifK ηαζ nifD είκαζ ακηίζημζπα ηαζ εκδέπεηαζ κα 

απμηεθμύκ αλζόπζζημοξ θοθμβεκεηζημύξ δείηηεξ ακ ηαζ δεκ πνμηύπηεζ απόθοηδ 

ζοιθςκία ηδξ ιεηαλύ ημοξ θοθμβέκεζαξ (Zehr et al., 2003, Schmid & Hartmann, 

2007). Ζ ορδθή μιμθμβία δ πμία έπεζ παναηδνδεεί ιεηαλύ ηςκ αημθμοεζώκ nifH ηαζ 

16S rRNA, ζηζξ ακηίζημζπεξ αάζεζξ δεδμιέκςκ, ιαξ μδδβεί ζημ ζοιπέναζια όηζ δ 

κζηνμβεκάζδ πανμοζζάζηδηε ζε έκακ από ημοξ ανπζημύξ πνμβόκμοξ, κςνίξ δδθαδή 

ζηδκ ελέθζλδ. Έπμοκ δζαηοπςεεί πμθθά ζεκάνζα βζα ηδκ ελεθζηηζηή ζζημνία ημο nifH 

αθθά ηα επζηναηέζηενα είκαζ ηονίςξ δύμ (Raymond et al., 2004). 

Σμ πνώημ ζεκάνζμ πνμέθεοζδξ ηδξ ζδζόηδηαξ ηδξ αγςημδέζιεοζδξ ζηδκ 

ειθάκζζή ηδξ βζα πνώηδ θμνά ζηα ιεεακμβόκα ααηηήνζα (ανπαία) ημ ηονίανπμ 

θαζκόιεκμ εα ήηακ δ μνζγόκηζα ιεηαθμνά βμκζδίςκ. Σμ ζεκάνζμ αοηό ιπμνεί κα 

επζαεααζςεεί ηαζ από ημκ ηονίανπμ νόθμ ζηδ αζόζθαζνα, ηςκ ιεεακμβόκςκ 

ααηηήνζςκ πμο είπακ ηάπμζα ζηζβιή ηδξ ζζημνίαξ (Raymond et al., 2004).Σμ δεύηενμ 



73 
 

ζεκάνζμ αθμνά ηδκ πανμοζία ηδξ αγςημδέζιεοζδξ ζημκ ηεθεοηαίμ ημζκό πνόβμκμ 

όθςκ ηςκ ιμνθώκ γςήξ. Αοηή δ οπόεεζδ έπεζ ζακ ααζζηή πνμοπόεεζδ ηδκ απώθεζα 

βμκζδίςκ έηζζ ώζηε δ απμοζία ηςκ βμκζδίςκ nif από ημοξ εοηανοςηζημύξ 

μνβακζζιμύξ ηαζ από μθόηθδνα θύθα πνμηανοςηζηώκ κα ιπμνεί κα δζηαζμθμβδεεί. 

ε αοηήκ ηδ δζαδζηαζία θαιαάκεζ πώνα ηαζ δ μνζγόκηζα ιεηαθμνά βμκζδίςκ όπμο 

πνμήθεακ από ηα ανπαία (methanosarcina) ηαζ ηαηόπζκ ιε μνζγόκηζα ιεηαθμνά 

δζαδόεδηακ ζε άθθα βέκδ εοααηηδνίςκ (Raymond et al., 2004, Kechris et al., 2006). 

3.2.1 Δλίζρπζε ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ nifH  

Πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί ιμνζαηή ακάθοζδ ημο βμκζδίμο nifH 

πναβιαημπμζήεδηε εκίζποζδ ηιήιαημξ ~360 αάζεςκ (41% ημο ζοκμθζημύ nifH 

βμκζδίμο) ιε πνήζδ ηδξ ηεπκζηήξ PCR.  

Γζα ηδκ εκίζποζδ ημο ηιήιαημξ nifH πνδζζιμπμζήεδηακ εηθοθζζιέκμζ 

εηηζκδηέξ ζύιθςκα ιε ημοξ Poly ηαζ ζοκενβάηεξ (2001) ηαζ είκαζ μζ ελήξ: 

 

 

Y = C/T,  S = G/C,  R = A/G,  B = C/G/T  

 (Οκμιαημθμβία από International Union of Pure and Applied Chemistry Conventions) 

Οζ ζοκεήηεξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR ήηακ: 

 

 

 

 

 

 

 

Forward PolF 5‟- TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC -3‟   

Reverse PolR 5‟- ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA -3‟ 

Αρχική αποδιάταξη 94°C για 4 λεπτά  

Αποδιάταξη  94°C για 1 λεπτό 

Υβριδιςμόσ εκκινητών 55°C για 1 λεπτό 

Επιμήκυνςη 72°C για 2 λεπτά 

Τελική επιμήκυνςη 72°C για 5-10 λεπτά 

    35 

 ηύηθμζ 
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Σα πνμσόκηα ηδξ PCR ηα μπμία πνμέηορακ οπμηθςκμπμζήεδηακ ζε πθαζιζδζαηό 

θμνέα PGEM-T easy (Promega) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ηδξ 

κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημοξ (sequencing).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 3.4 Δκίζποζδ PCR ηιήιαημξ ημο βμκζδίμο nifH ~360 αάζεςκ ζημ μθζηό βμκζδζςιαηζηό 

DNA ηςκ δεζβιάηςκ GR50, GR54, GR57, GR60, GR61, GR65 (Μ= ιάνηοναξ 

ιμνζαηώκ ιεβεεώκ θ DNA Hind III ηαζ θΥ174 DNA Hae III)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 3.5 Πέρεζξ ιε ημ εκγοιμ EcoRI ηςκ πθαζιζδίςκ από ημοξ PGEM-T ηθώκμοξ nifH 

GR50, GR54, GR57, GR60, GR61, GR65 (Μ= ιάνηοναξ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ θ 

DNA Hind III ηαζ θΥ174 DNA Hae III)  

 

Μ GR54 GR57 GR60 GR61 GR65 GR50 

Μ GR50 GR54 GR57 GR65 GR60 GR61 
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3.2.2 Δπζπγξάκκηζε ησλ 8 αθνινπζηώλ NifH Azospirillum 

 

 

Πναβιαημπμζήεδηε δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ οπμηθώκςκ ηαζ αημθμοεζώκ 

δζαεέζζιςκ ζημ δζαδίηηομ (αθ. πανάνηδια βζα Accesion Number) ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A T Majority

790 800 810 820 830 840

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A C  H 52
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A T  H 54
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A T  H 60
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A T  H 61
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C G A T  H 66
C A G A A C A C C C T G G C C G C G C T G G T C G A G C T G G A T C A G A A G A T C C T G A T C G T C G G C T G C G A T  AbrasilenseX51500
C A G A A C A C G C T G G C C G C G C T G G T C G A G C T G G A T C A G A A G A T C C T G A T C G T C G G C T G C G A C  AlipoferumB2_DQ78733.1
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T T G C G A T  AzeaeN7_DQ682472

C C G A A G G C G G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C C A A G G C G C A G G A C A C C G T G C T G C A T Majority

850 860 870 880 890 900

C C G A A G G C G G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C C A A G G C G C A G G A C A C C G T G C T G C A C  H 52
C C C A A A G C T G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C C A A G G C G C A G G A C A C C G T G C T G C A C  H 54
C C G A A A G C G G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C A A A G G C C C A G G A C A C C G T C C T G C A T  H 60
C C G A A A G C G G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C A A A G G C C C A G G A C A C C G T C C T G C A T  H 61
C C C A A G G C T G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C C A A G G C G C A G G A C A C C G T G C T G C A C  H 66
C C G A A G G C C G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C C A A G G C G C A G G A C A C C G T G C T G C A C  AbrasilenseX51500
C C G A A G G C C G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C A A A G G C C C A G G A C A C C G T C C T G C A T  AlipoferumB2_DQ78733.1
C C N A A G G N G G A C T C G A C C C G C C T G A T C C T G C A C G C A A A G G C C C A G G A C A C C G T C C T G C A T  AzeaeN7_DQ682472

C T G G C C G C C G A G G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C Majority

910 920 930 940 950 960

C T C G C C G C C G A A G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C  H 52
C T C G C C G C C G A A G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C  H 54
C T G G C C G C C G A G G C C G G T T C G G T C G A G G A T C T G G A A C T C G A G G A C G T C C T C A A G A T C G G C  H 60
C T G G C C G C C G A G G C C G G T T C G G T C G A G G A T C T G G A A C T C G A G G A C G T C C T C A A G A T C G G C  H 61
C T C G C C G C C G A A G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C  H 66
C T C G C C G C C G A A G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C  AbrasilenseX51500
C T G G C C G C C G A G G C C G G C T C G G T C G A G G A T C T G G A G C T C G A G G A C G T T C T C A A G A T C G G C  AlipoferumB2_DQ78733.1
C T G G C C G C C G A G G C G G G T T C G G T C G A G G A T C T G G A A C T C G A G G A C G T C C T C A A G A T C G G C  AzeaeN7_DQ682472

T A C A A G G G C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T C G G C T G C G C C G G C Majority

970 980 990 1000 1010 1020

T A C A A G G G C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T T G G C T G C G C C G G C  H 52
T A C A A G G G C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T C G G C T G C G C C G G C  H 54
T A C A A G A A C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T C G G C T G C G C C G G C  H 60
T A C A A G A A C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T C G G C T G C G C C G G C  H 61
T A C A A G G G C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T T G G C T G C G C C G G C  H 66
T A C A A G G G C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T C G G C T G C G C C G G C  AbrasilenseX51500
T A C A A G A A C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G G G T C G G C T G C G C C G G C  AlipoferumB2_DQ78733.1
T A C A A G A A C A T C A A G T G C G T C G A G T C C G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T C G G C T G C G C C G G C  AzeaeN7_DQ682472

C G C G G C G T G A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C Majority

1030 1040 1050 1060 1070 1080

C G C G G C G T G A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C G T A C G A C G A C G T G G A C  H 52
C G C G G C G T G A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  H 54
C G C G G C G T C A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  H 60
C G C G G C G T C A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  H 61
C G C G G C G T G A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C G T A C G A C G A C G T G G A C  H 66
C G C G G C G T G A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  AbrasilenseX51500
C G C G G C G T C A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  AlipoferumB2_DQ78733.1
C G C G G C G T C A T C A C C T C G A T C A A C T T C C T G G A A G A G A A C G G C G C C T A C G A C G A C G T G G A C  AzeaeN7_DQ682472

T A T G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C G A T C C G C Majority

1090 1100 1110 1120 1130 1140

T A C G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C C A T C C G C  H 52
T A C G T C T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C C A T C C G C  H 54
T A T G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G C T T C G C C A T G C C G A T C C G C  H 60
T A T G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G C T T C G C C A T G C C G A T C C G C  H 61
T A C G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C C A T C C G C  H 66
T A C G T C T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C C A T C C G C  AbrasilenseX51500
T A T G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T G T G C G G C G G C T T C G C C A T G C C G A T C C G C  AlipoferumB2_DQ78733.1
T A T G T G T C C T A C G A C G T G C T G G G C G A C G T G G T C T G C G G C G G C T T C G C C A T G C C G A T C C G C  AzeaeN7_DQ682472

G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C G A T X X X X X X X Majority

1150 1160 1170 1180 1190 1200

G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G T G A A A T G A T G G C G A T         H 52
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C G A T         H 54
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C C A T         H 60
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C G A T         H 61
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A C C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A G A T G A T G G C G A T         H 66
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G T G A G A T G A T G G C G C T C T A C G C C  AbrasilenseX51500
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C            AlipoferumB2_DQ78733.1
G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A C A T C G T C A T G T C C G G C G A A A T G A T G G C C A T A        AzeaeN7_DQ682472
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3.2.3 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 8 αθνινπζηώλ 

 

Percent Identity

1 2 3 4 5 6 7 8

1 97.8 93.9 94.2 98.3 98.1 95.5 93.0 1 H 52

2 2.3 94.4 94.7 98.3 98.3 95.2 93.3 2 H 54

3 6.4 5.8 99.7 93.3 93.6 98.0 98.6 3 H 60

4 6.1 5.5 0.3 93.6 93.9 98.0 98.3 4 H 61

5 1.7 1.7 7.0 6.7 97.8 94.7 92.8 5 H 66

6 2.0 1.7 6.7 6.4 2.3 94.8 92.2 6 AbrasilenseX51500

7 4.6 4.9 2.0 2.0 5.6 5.3 96.9 7 AlipoferumB2_DQ78733.1

8 6.7 6.4 0.8 1.1 7.1 7.6 2.6 8 AzeaeN7_DQ682472

1 2 3 4 5 6 7 8  

Πίκ.3.7 Ο πίκαηαξ ηςκ απμζηάζεςκ ηςκ 8 αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 5 Azospirillum κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ NifH 

πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ κμοηθεμηζδίςκ:  

 

Πίκ. 3.8 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

16S rRNA. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr52 16.4 30.6 18.9 34.0 64.6 359 

Gr54 16.4 31.8 19.2 32.6 64.4 359 

Gr60 16.4 31.5 20.1 32.0 63.5 359 

Gr61 16.4 31.2 20.1 32.3 63.5 359 

Gr66 16.4 31.2 18.7 33.7 64.9 359 
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3.2.4 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 5 Azospirillum  οπμηθώκςκ NifH πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

Πίκ. 3.9 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 5 Azospirillum 

οπμηθώκςκ NifH  

 

   ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr52 pGemT.nifH.52 X51500.1 ; Azospirillum brasilense 99% 98% 

Gr54 pGemT.nifH.54 X51500.1 ; Azospirillum brasilense 99% 98% 

Gr60 pGemT.nifH.60 DQ682472.1 ; Azospirillum zeae strain N7 100% 98% 

Gr61 pGemT.nifH.61 DQ682472.1 ; Azospirillum zeae strain N7 99% 98% 

Gr66 pGemT.nifH.66 X51500.1 ; Azospirillum brasilense 99% 98% 
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3.2.5 Σν θπινγελεηηθό δέληξν ησλ 9 αθνινπζηώλ nifH azospirillum 

 

 

Δηθ. 3.6  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ζηειερώλ Azospirillum θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ nifH. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεί. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup 

πνδζζιμπμζήεδηακ ημ ζηέθεπμξ Azospirillum sp. B510. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηοπζηά ζηεθέπδ A. brasilense, A. lipoferum B2, A. zeae N7. Όθεξ μζ 

εέζεζξ πμο πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ 

απάθεζρδξ). ύκμθμ 350 αάζεζξ. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ 

θμβζζιζηό MEGA4 (Tamura et al., 2007). 

 GR 52

  66GR

  (X51500)A. brasilense

  54GR

 B2 (DQ78733.1)A. lipoferum 

  N7 (DQ682472)A. zeae

  60GR

  61GR

 sp  B510 (YP003447953)Azospirillum .

89

62

46

88

40

47

0.1
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3.2 6 Δπζπγξάκκηζε ησλ 6 αθνινπζηώλ NifH Pseudomonas 

 

 

 

 

 

Πναβιαημπμζήεδηε δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ οπμηθώκςκ ηαζ αημθμοεζώκ 

δζαεέζζιςκ ζημ δζαδίηηομ (αθ. πανάνηδια βζα Accesion Number) ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

C A G A A - - - - G - - G C - G C - C T G G C C - A - - T C - - - G - C A A G A A - G T - - T - A T C - - C G G - T G C Maj ority

70 80 90 100 110 120

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C  1 H 5 0
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C  1 H 5 7
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T G C  1 H 6 5
C A G A A T A C T G C C G C A G C G C T G G C C T A T T T C C A C G A C A A G A A A G T C T T C A T C C A C G G C T G C  58 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
C A G A A C C T C G T G G C G G C C C T G G C C G A A C T C - - - G G C A A G A A G G T C A T G A T C G T C G G C T G C  61 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
C A G A A C C T C G T G G C G G C C C T G G C C G A A C T C - - - G G C A A G A A G G T G A T G A T C G T C G G G T G C  61 Paz otifig ens

G A T C C C A A G G C C G A C T C C A C C C G C C T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G Maj ority

130 140 150 160 170 180

G A T C C C A A G G C T G A C T C C A C T C G C C T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G  4 H 5 0
G A T C C C A A A G C C G A C T C C A C C C G C T T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G  4 H 5 7
G A T C C C A A G G C G G A C T C C A C C C G C T T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G  4 H 6 5
G A C C C C A A G G C G G A C T C C A C C C G C C T G A T T C T C G G C G G C A A A C C T C A G G A A A C C C T G A T G  118 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
G A C C C C A A G G C C G A C T C C A C T C G C C T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G  118 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
G A C C C C A A G G C C G A C T C C A C C C G C C T G A T C C T G C A C T C C A A G G C G C A G A A C A C C A T C A T G  118 Paz otifig ens

G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G T A C C G T G G A A G A C C T G G A A C T C G A G G A C G T G C T C A A G A C C Maj ority

190 200 210 220 230 240

G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G T A C C G T G G A A G A C C T G G A A C T C G A G G A C G C G C T C A A G A C C  64 H 5 0
G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G T A C C G T G G A A G A C C T G G A A C T T G A A G A C G T G C T C A A G A C C  64 H 5 7
G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G T A C C G T G G A A G A C C T G G A A C T T G A A G A C G T G C T C A A G A C C  64 H 6 5
G A C A T G C T G C G C G A C A A G G G C G C C G - A A A A G A T C A C C A A C - - G A C G A C G T G A T C A A A A A A  178 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G T A C C G T G G A A G A C C T G G A A C T C G A G G A C G T G C T C A A G A C C  178 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
G A A A T G G C C G C C G A G G C C G G C A C C G T G G A A G A C C T G G A G C T C G A G G A C G T G C T C A A A A C C  178 Paz otifig ens

G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T G G G C T G C G C C Maj ority

250 260 270 280 290 300

G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T G G G C T G C G C C  124 H 5 0
G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G C C C T G A G C C G G G C G T G G G C T G T G C C  124 H 5 7
G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G C C C T G A G C C G G G C G T G G G C T G T G C C  124 H 6 5
G G C T T T C T G G A C A T C C A G T G C G T G G A G T C C G G C G G C C C C G A G C C G G G C G T T G G T T G C G C T  235 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G T C C G G A G C C G G G C G T G G G C T G C G C C  238 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
G G C T A C G G C G A C A T C A A G T G C G T C G A G T C G G G C G G T C C G G A G C C G G G T G T G G G C T G C G C C  238 Paz otifig ens

G G T C G C G G C G T G A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T G A C Maj ority

310 320 330 340 350 360

G G T C G C G G C G T G A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T G A C  184 H 5 0
G G T C G C G G C G T A A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T G A C  184 H 5 7
G G T C G C G G C G T A A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T G A C  184 H 6 5
G G C C G C G G C G T G A T C A C C G C C A T C G A C C T G A T G G A A G A A A A C G G C G C C T A T A C C G A T G A C  295 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
G G T C G C G G C G T G A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T G A C  298 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
G G T C G C G G C G T G A T C A C C G C G A T C A A C T T C C T C G A A G A G G A A G G C G C C T A C G A G G A T A A C  298 Paz otifig ens

C T G G A T T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G T T T C G C C A T G C C C Maj ority

370 380 390 400 410 420

C T G G A C T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G C T T C G C C A T G C C C  244 H 5 0
C T G G A T T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G T T T C G C C A T G C C C  244 H 5 7
C T G G A T T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G T T T C G C C A T G C C C  244 H 6 5
C T G G A T T T C G T G T T C T T C G A C G T A C T G G G C G A C G T C G T G T G C G G C G G T T T C G C C A T G C C G  355 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
C T G G A C T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G C T T C G C C A T G C C C  358 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
C T G G A C T T C G T C T T C T A C G A C G T G C T C G G C G A C G T G G T C T G T G G C G G C T T C G C C A T G C C C  358 Paz otifig ens

A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A G A T C T A C G T C G T C T G C T C C G G C G A G A T G A T G G C G A T X Maj ority

430 440 450 460 470 480

A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A G A T C T A C G T G G T C T G C T C C G G T G A A A T G A T G G C G A T   304 H 5 0
A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A T G T C G T C T G C T C C G G T G A G A T G A T G G C G A T   304 H 5 7
A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A A A T C T A T G T C G T C T G C T C C G G C G A A A T G A T G G C C A T   304 H 6 5
A T C C G C G A C G G C A A G G C C C A G G A A G T C T A C A T C G T G G C T T C C G G G G A G A T G A T G G C C A T T  415 Azo tobact er vi nelan dii Av OP_NC 01256 0
A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A G A T C T A C G T G G T C T G C T C C G G C G A G A T G A T G G C G A T G  418 P s tutzer iA150 1_NC0 09434
A T C C G C G A G A A C A A G G C C C A G G A G A T C T A C G T A G T C T G C T C C G G C G A G A T G A T G G C G A T G  418 Paz otifig ens
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3.2.7 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 6 αθνινπζηώλ 

     

Percent Identity

1 2 3 4 5 6

1 95.3 95.3 74.7 98.6 96.7 1 H 50

2 4.9 98.6 75.5 95.6 94.5 2 H 57

3 4.9 1.4 76.0 95.3 94.2 3 H 65

4 31.0 29.7 28.9 71.2 70.9 4 Azotobacter vinelandii AvOP_NC012560

5 1.4 4.6 4.9 36.5 97.3 5 P stutzeriA1501_NC009434

6 3.4 5.8 6.1 36.9 2.8 6 Pazotifigens

1 2 3 4 5 6  

Πίκ. 3.10 Ο πίκαηαξ ηςκ απμζηάζεςκ ηςκ 6 αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

πνόβναιια πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 3 Pseudomonas κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

NifH πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ κμοηθεμηζδίςκ:  

 

 

Πίκ. 3.11 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

NifH. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr50 16.9 30.7 19.6 32.9 63.6 362 

Gr57 18.2 29.8 20.4 31.5 61.3 362 

Gr65 18.0 30.1 20.4 31.5 61.6 362 
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3.2.8 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 3 Pseudomonas οπμηθώκςκ nifH πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

 

Πίκ. 3.12 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 3 Pseudomonas 

οπμηθώκςκ nifH  

 

 

 ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr50 pGemT.nifH.50 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 100% 98% 

Gr57 pGemT.nifH.57 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 

X96609.1 ; A.faecalis 

100% 95% 

Gr65 pGemT.nifH.65 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 

AB571541.1 ; Pseudomonas sp. T16(2010) 

99% 95% 
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3.2.9 Σν θπινγελεηηθό δέληξν ησλ 6 αθνινπζηώλ nifH Pseudomonas 

 

 

 

   

 

 

Δηθ. 3.7  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ζηειερώλ Pseudomonas θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ nifH. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεί. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ ζηέθεπμξ Azotobacter vinelandii AvOP. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηοπζηά ζηεθέπδ P.stutzeri A1501, P. azotifigens. Όθεξ μζ εέζεζξ πμο 

πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ απάθεζρδξ). 

ύκμθμ 359 αάζεζξ. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό 

MEGA4 (Tamura et al., 2007). 
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3.3 Μνξηαθή αλάιπζε γνληδίνπ ipdC 

Σμκ νοειζζηζηό νόθμ ζηζξ ααζζηέξ θεζημονβίεξ ηςκ θοηώκ όπςξ δ 

επζιήηοκζδ, δ ηοηηανζηή δζαίνεζδ, μ ηνμπζζιόξ, δ δζαθμνμπμίδζδ η.ά ημκ έπμοκ μζ 

αολίκεξ. Έπεζ απμδεζπεεί ηαζ πεζναιαηζηά όηζ μζ αολίκεξ πανάβμκηαζ ηαζ από ηα 

νζγμααηηήνζα ιε ηδκ εοενβεηζηή ημοξ επίδναζδ κα απμδεζηκύεηαζ πζμ ζδιακηζηή 

αηόια ηαζ από αοηήκ ηδξ αγςημδέζιεοζδξ (Malhotra & Srivastava, 2008). Πμθθέξ 

θοημμνιόκεξ έπμοκ ακζπκεοεεί όπςξ βζαενεθίκεξ ηαζ ηοημηοκίκεξ ηδκ ζδιακηζηόηενδ 

όιςξ πμζμηζηά κα απμηεθεί δ αολίκδ ζκδμθμλζηό μλύ (IAA) (Steenhoudt & 

Vanderleyden, 2000). 

Έπεζ παναηδνδεεί ιεβάθδ μιμζόηδηα ιεηαλύ ηςκ αζμζοκεεηζηώκ ιμκμπαηζώκ 

ζκδμθμλζημύ μλέμξ ζε θοηά ηαζ ααηηήνζα. ηα ααηηήνζα δ ηύνζα πνόδνμιμξ έκςζδ 

βζα ηδκ παναβςβή ΗΑΑ είκαζ δ ηνοπημθάκδ. Έπμοκ παναηδνδεεί ανηεημί ηνόπμζ 

παναβςβήξ ηδξ ιε ημκ πζμ ζδιακηζηό από αοημύξ κα είκαζ ημ ιμκμπάηζ ημο 

ζκδμθμπονμοαζημύ μλέμξ (IPyA) ημ μπμίμ έπεζ εκημπζζηεί ηαζ ζε μνζζιέκα παεμβόκα 

ααηηήνζα αθθά ημο μπμίμο ηα βμκίδζα/έκγοια ηθεζδζά δεκ είκαζ αηόια όθα βκςζηά. ε 

αοηό ημ ιμκμπάηζ ημ ζκδμθμπονμοαζηό μλύ απμηαναμλοθζώκεηαζ δίκμκηαξ ζκδμθμ-

αηεηαθδεΰδδ, δ μπμία απμηεθεί ηδκ πνόδνμιμ έκςζδ ημο ΗΑΑ. Σμ βμκίδζμ πμο 

ηςδζημπμζεί βζα ηδκ απμηαναμλοθάζδ ημο IPyA είκαζ ημ ipdC. Σμ ipdC έπεζ 

απμιμκςεεί από πμθθά ααηηήνζα όπςξ ημ Azospirillum brasilense, Pseudomonas 

putida η.ά. Έπεζ απμδεζπεεί δ ζδιαζία ημο βμκζδίμο αοημύ ζηδκ παναβςβή ΗΑΑ από 

ημ βεβμκόξ όηζ ζε ένεοκεξ ηαηά ηδκ απεκενβμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ipdC ζε ζηεθέπδ A. 

brasilense δ παναβςβή ΗΑΑ παναηδνήεδηε ιεζώζδ ώξ ηαζ 90%. Ζ ζοκεζζθμνά ημο 

ΗΑΑ ζηδκ επαβςβή ηδξ ακάπηολδξ ημο νζγζημύ ζοζηήιαημξ ηςκ θοηώκ είκαζ εονέςξ 

δζαπζζηςιέκδ ηαζ, πζεακώξ, είκαζ ζδιακηζηόηενδ από αοηήκ ηδξ αγςημδέζιεοζδξ 

(Spaepen et al., 2007). Έηζζ πνήγμοκ ζδζαζηενδξ ακάβηδξ δ απμιόκςζδ ηαζ μ 

παναηηδνζζιόξ ηςκ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηα ιμκμπάηζα αζμζύκεεζδξ ημο ΗΑΑ. 
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3.3.1 Δλίζρπζε ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ ipdC 

Πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί ιμνζαηή ακάθοζδ ημο βμκζδίμο ipdC 

πναβιαημπμζήεδηε εκίζποζδ ηιήιαημξ ~590 αάζεςκ (78% ημο ζοκμθζημύ ipdC 

βμκζδίμο) ιε πνήζδ ηδξ ηεπκζηήξ PCR.  

Γζα ηδκ εκίζποζδ ημο ηιήιαημξ ipdC πνδζζιμπμζήεδηακ μζ παναηάης 

εηηζκδηέξ  

 

Forward ipdC2f 5‟- TCCCAGCGCAAGATCGACCTG   -3‟ 

Reverse ipdC2r 5‟- CTTAGCCGGAAGTTGCTGGACCTGC -3‟ 

 

 

Οζ ζοκεήηεξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR ήηακ: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αρχική αποδιάταξη 94°C για 4 λεπτά  

Αποδιάταξη  94°C για 1 λεπτό 

Υβριδιςμόσ εκκινητών 66°C για 1 λεπτό 

Επιμήκυνςη 72°C για 1,5 λεπτά 

Τελική επιμήκυνςη 72°C για 5-10 λεπτά 

    35 

 ηύηθμζ 



85 
 

 

 

Σα πνμσόκηα ηδξ PCR ηα μπμία πνμέηορακ οπμηθςκμπμζήεδηακ ζε 

πθαζιζδζαηό θμνέα PGEM-T easy (Promega) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε 

ακάθοζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημοξ (sequencing). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 3.8 Πέρεζξ ιε ημ εκγοιμ EcoRI ηςκ πθαζιζδίςκ από ημοξ PGEM-T ηθώκμοξ ipdC, 

GR54, GR66 (Μ= ιάνηοναξ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ θ DNA Hind III ηαζ θΥ174 DNA 

Hae III)  

 

M GR54 GR66 
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3.3.2 Δπζπγξάκκηζε ησλ 5 αθνινπζηώλ ipdC Azospirillum 

 

 

 

Πναβιαημπμζήεδηε δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ οπμηθώκςκ ηαζ αημθμοεζώκ 

δζαεέζζιςκ ζημ δζαδίηηομ (αθ. πανάνηδια βζα Accesion Number) ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

T T C G C G G T G T C C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G Majority

1030 1040 1050 1060 1070 1080

- - - - - - - - - - - C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G  1 C 54
- - - - - - - - - - - C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G  1 C 66
T T C G C G G T G T C C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G  1021 A brasilense sp245
T T C G C G G T G T C C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G  1019 A lipoferum spFS_AB052841
T T C G C G G T G T C C C A G C G C A A G A T C G A C C T G C G C A A G A C C A T C C A C G C C T T C G A C C G G G C G  700 A brasilense sp7_X88853

G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A T C C C G C T G G C C G G G C T G G T G G A C G C G C T G Majority

1090 1100 1110 1120 1130 1140

G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A T C C C G C T G G C C G G G C T G G T G G A C G C C C T G  50 C 54
G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A T C C C G C T G G A C G G G C T G G T C G A C G C G C T G  50 C 66
G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A T C C C G C T G G C C G G G C T G G T G G A C G C C C T C  1081 A brasilense sp245
G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A A T C C G C T G G G C G G G C T G G T G G A C G C G C T G  1079 A lipoferum spFS_AB052841
G T G A C G C T G G G C T A T C A C A C C T A C G C C G A C A T C C C G C T G G A C G G G C T G G T G G A C G C G C T G  760 A brasilense sp7_X88853

C T G G A G C G G C T G C C G C C G T C C G A C C G G A C G A C C C G C G G C A A G G A G C C C C A C G C C T A C C C G Majority

1150 1160 1170 1180 1190 1200

C T G G A G C G G C T G C C G C C G T C C G A C C G G A C G A C C C G C G G C A A G G A G C C C C A C G C C T A C C C G  110 C 54
C T G G A G C G G C T G C C G C C G T C C G A C C G G A C G A C C C G C G G C A A G G A G C C C C A C G C C T A C C C C  110 C 66
T T G G A A G G G C T G C C G C C G T C C G A C C G G A C G A C C C G C G G C A A G G A G C C C C A C G C C T A C C C G  1141 A brasilense sp245
C T G G A G T G G C T G C C G C G C T C C G A C C G G A C G A C C C G C G G C A A G G A G C C C C A C G C C T A T C C G  1139 A lipoferum spFS_AB052841
C T G G A G C G G C T G C C G C C G T C C G A C C G C A C G A C G C G C G G C A A G G A A C C C C A C G C C T A C C C G  820 A brasilense sp7_X88853

A C C G G C C T T C A G G C G G A C G G C G A G C C G A T C G C C C C G A T G G A C A T C G C C C G C G C C G T C A A C Majority

1210 1220 1230 1240 1250 1260

A C C G G C C T T C A G G C G G A C G G C G A G C C G A T C G C C C C G A T G G A C A T C G C C C G C G C C G T C A A C  170 C 54
A C C G G C C T T C A G G C G G A C G G C G A G C C G A T C G C C C C G A T G G A C A T C G C C C G T G C C G T C A A C  170 C 66
A C C G G C C T T C A G G C G G A C G G C G A G C C G A T C G C C C C G A T G G A C A T C G C C C G C G C C G T C A A C  1201 A brasilense sp245
A C C G G A C T T C A G G C G G A C G G C G A A C C G A T C G C C C C G A T G G A C A T C G C C C G C G C C G T C A A C  1199 A lipoferum spFS_AB052841
A C C G G C C T T C A G G C C G A C G A C G G C C C C A T C G C A C C G A T G G A C A T C G C C C G T G C C G T C A A C  880 A brasilense sp7_X88853

G A C C G C G T C C G C G C C G G G C A G G A G C C G C T G C T G A T C G C G G C G G A C A T G G G C G A C T G C C T G Majority

1270 1280 1290 1300 1310 1320

G A C C G C G T C C G C G C C G G G C A G G A G C C G C T G C T G A T C G C G G C G G A C A T G G G C G A T T G C C T G  230 C 54
G A C C G C G T C C G C G C C G G G C A G G A A C C G C T G C T G A T C G C C G C G G A C A T G G G C G A C T G C C T G  230 C 66
G A C C G C G T C C G C G C C G G G C A G G A A C C G C T G C T G A T C G C G G C G G A C A T G G G C G A C T G C C T G  1261 A brasilense sp245
G A C C G C G T G C G G G C C G G G C A G G A G C C G C T G C T G A T C G C G G C G G A C A T G G G C G A C T G C C T G  1259 A lipoferum spFS_AB052841
G A C C G C G T G C G C G C C G G G C A G G A G C C G C T G C T G A T C G C G G C G G A C A T G G G C G A C T G C C T G  940 A brasilense sp7_X88853

T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A T T A C G C G G G C A T G Majority

1330 1340 1350 1360 1370 1380

T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A C T A C G C G G G C A T G  290 C 54
T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A T T A C G C G G G C A T G  290 C 66
T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A T T A C G C G G G C A T G  1321 A brasilense sp245
T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A T T A C G C G G G C A T G  1319 A lipoferum spFS_AB052841
T T C A C C G C C A T G G A C A T G A T C G A C G C C G G G C T G A T G G C G C C G G G C T A T T A C G C G G G C A T G  1000 A brasilense sp7_X88853

G G C T T C G G C G T G C C G G C G G G C A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G Majority

1390 1400 1410 1420 1430 1440

G G C T T C G G C G T G C C G G C G G G C A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G  350 C 54
G G C T T C G G C G T G C C G G C G G G G A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G  350 C 66
G G C T T C G G G G T G C C G G C G G G C A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G  1381 A brasilense sp245
G G C T T C G G C G T G C C G G C G G G G A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G  1379 A lipoferum spFS_AB052841
G G C T T C G G C G T G C C G G C G G G C A T C G G G G C G C A G T G C G T G T C G G G C G G C A A G C G C A T C C T G  1060 A brasilense sp7_X88853

A C G G T G G T C G G C G A C G G C G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G Majority

1450 1460 1470 1480 1490 1500

A C C G T G G T C G G C G A C G G C G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G  410 C 54
A C G G T G G T C G G C G A C G G T G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G  410 C 66
A C C G T G G T C G G C G A C G G C G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G  1441 A brasilense sp245
A C G G T G G T C G G C G A C G G C G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G  1439 A lipoferum spFS_AB052841
A C G G T G G T C G G C G A C G G C G C C T T C C A G A T G A C C G G G T G G G A G C T T G G C A A C T G C C G A C G G  1120 A brasilense sp7_X88853

C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G T T G G G A G A T G C T G C G C A C C Majority

1510 1520 1530 1540 1550 1560

C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G C T G G G A G A T G C T G C G C A C C  470 C 54
C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G T T G G G A G A T G C T G C G C A C C  470 C 66
C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G T T G G G A G A T G C T G C G C A C C  1501 A brasilense sp245
C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G T T G G G A G A T G C T G C G C A C C  1499 A lipoferum spFS_AB052841
C T G G G C A T C G A C C C C A T C G T G A T C C T G T T C A A C A A C G C C A G T T G G G A G A T C G T G C G C A C C  1180 A brasilense sp7_X88853

T T C C A G C C C G A A T C G G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X Majority

1570 1580 1590 1600 1610 1620

T T C C A G C C C G A A T C G G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G                       530 C 54
T T C C A G C C C G A A T C G G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G                       530 C 66
T T C C A G C C C G A A T C G G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G C G C T T C G C C G A C A T G G C G G C G  1561 A brasilense sp245
T T C C A G C C C G A A T C C G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G C G G T T C G C C G A C A T G G C G G C G  1559 A lipoferum spFS_AB052841
T T C C A G C C C G A A T C G G C C T T C A A C G A C C T G G A C G A C T G G                       1240 A brasilense sp7_X88853
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3.3.3 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 5 αθνινπζηώλ 

 

     

Percent Identity

1 2 3 4 5

1 97.7 96.7 96.8 98.4 1 C 54

2 2.3 96.8 96.8 97.5 2 C 66

3 3.4 3.2 95.0 95.5 3 A bras ilense sp7_X88853

4 3.2 3.2 5.2 95.5 4 A lipoferum spFS_AB052841

5 1.6 2.5 4.7 4.6 5 A bras ilense sp245

1 2 3 4 5  

Πίκ. 3.13 Ο πίκαηαξ ηςκ απμζηάζεςκ ηςκ 5 αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

πνόβναιια πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 2 Azospirillum κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

ipdC πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ κμοηθεμηζδίςκ:  

 

 

Πίκ. 3.14 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

ipdC. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr54 13.9 35.9 15.7 34.5 70.4 568 

Gr66 14.4 35.2 16.0 34.3 69.5 568 
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3.3.4 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 2 Azospirillum  οπμηθώκςκ ipdC πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

 

Πίκ. 3.15 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 2 Azospirillum 

οπμηθώκςκ ipdC 

 

 

   ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr54 pGemT.ipdC.54 L26240.1 ; Azospirillum brasilense 100% 98% 

Gr66 pGemT.ipdC.66 X88853.1 ; Azospirillum brasilense 100% 96% 
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3.3.5 Σν θπινγελεηηθό δέληξν ησλ 5 αθνινπζηώλ ipdC Azospirillum 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 3.9  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ζηειερώλ Azospirillum θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ ipdC. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεί. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup 

πνδζζιμπμζήεδηακ ημ ζηέθεπμξ A. brasilense sp7. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ αημθμοείεξ 

ακαθμνάξ ηοπζηά ζηεθέπδ A. lipoferum spFS, A. brasilense sp245. Όθεξ μζ εέζεζξ πμο 

πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ απάθεζρδξ). 

ύκμθμ 568 αάζεζξ. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό 

MEGA4 (Tamura et al., 2007). 

 



90 
 

3.4 Μνξηαθή αλάιπζε γνληδίνπ dnaK 

 

ε όθα ηα ααηηδνία πμο ημ βμκζδζώιαηα ημοξ έπεζ πθήνςξ αθθδθμοπδεεί 

εκημπίγεηαζ δ μζημβέκεζα ηςκ πνςηεσκώκ Hsp70/DnaK. Ο ααζζηόξ νόθμξ ηςκ 

πνςηεσκώκ αοηώκ είκαζ δ θεζημονβία ημοξ ςξ ιόνζα ζαπενόκδξ (chaperone) ζε 

δζαδζηαζίεξ δίπθςζδξ πνςηεσκώκ ηαζ άθθεξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ. Σμ βμκίδζμ, πμο 

ηςδζημπμζεί βζα αοηήκ ηδκ πνςηεΐκδ (dnaK), ιεηαλύ ηςκ μνβακζζιώκ πμο ημ 

δζαεέημοκ παναηδνείηαζ ζδζαίηενα ζοκηδνδιέκμ. Μεηαλύ Gram ανκδηζηώκ ηαζ Gram 

εεηζηώκ ααηηδνίςκ παναηδνείηαζ ιία ειθακήξ δζαθμνά ζηδκ αθθδθμοπία ημο dnaK. 

ε όθα ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα εκημπίγεηαζ ιία μιόθμβδ πενζμπή 21-23 

αιζκμλέςκ αθθά είκαζ απμύζα ζε όθα ηα Gram εεηζηά. Ύζηενα από ιεθέηεξ πάκς ζημ 

βεβμκόξ αοηό θηάζαιε ζημ ζοιπέναζια κα εεςνείηε πζμ πζεακό όηζ ηαηά ηδκ ελέθζλδ 

δ πενζμπή αοηή κα έπεζ πνμζηεεεί ζηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα πανά κα απαθεζθεεί 

από ηα Gram εεηζηά (Gupta, 2001). 

Μεζα ζηδκ ίδζα αοηή πενζμπή έπεζ εκημπζζηεί ιία ιζηνή πενζμπή δύμ 

αιζκμλέςκ δ μπμία παναηδνείηαζ ιόκμ ζηα Πνςηεμααηηήνζα ηαζ δ μπμία είκαζ πμθύ 

πζεακό κα ακαβκςνζζηεί ζακ έκα ενβαθείμ βζα ηδκ ιμνζαηή ηαοημπμίδζδ ααηηδνίςκ 

ςξ Πνςηεμααηηήνζα. Σέθμξ, έπεζ ελαηνζαςεεί ηαζ ιία ηνίηδ αημθμοεία πμο 

απμηεθείηαζ από ηέζζενα αιζκμλέα ηαζ δ μπμία ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ςξ 

δζαθμνμπμζδηζηό ενβαθείμ ζηδ ιμνζαηή ηαλζκόιδζδ ιεηαλύ ηςκ Πνςηεμααηηδνίςκ. 

Πζμ οβηεηνζιέκα, δ πενζμπή αοηή εκημπίγεηαζ ιόκμ ζε α- ηαζ β-Πνςηεμααηηήνζα. 

Καζ μζ δύμ αοηέξ πενζμπέξ οπμδδθώκμοκ ελεθζηηζηά θαζκόιεκα πνόζεεζδξ ηςκ 

ζοβηεηνζιέκςκ αημθμοεζώκ ζε ημζκό πνόβμκμ ηςκ Πνςηεμααηηδνίςκ –βζα ηδκ 

πνώηδ πενίπηςζδ- ηαζ ημζκό πνόβμκμ ηςκ α- ηαζ β-Πνςηεμααηηδνίςκ –βζα ηδ 

δεύηενδ πενίπηςζδ (Gupta, 2000). 
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3.4.1 Δλίζρπζε ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ dnaK 

Πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί ιμνζαηή ακάθοζδ ημο βμκζδίμο dnaK 

πναβιαημπμζήεδηε εκίζποζδ ηιήιαημξ ~327 αάζεςκ ιε πνήζδ ηδξ ηεπκζηήξ PCR 7 

οπό ιεθέηδ οπμηθώκςκ ηαεώξ ηαζ ηςκ δύμ ζηεθεπώκ ακαθμνάξ: A. brasilense LMG 

13127
T
 ηαζ A. lipoferum LMG 13128

T
  ηδξ εηαζνείαξ BCCM™/LMG. 

Γζα ηδκ εκίζποζδ ημο ηιήιαημξ dnaK πνδζζιμπμζήεδηακ μζ παναηάης 

εηηζκδηέξ ζύιθςκα ιε ημοξ (Stepkowski et al, 2003): 

 

Forward TSdnaK3 5‟-AAGGAGCAGCAGATCCGCATCCA-3‟ 

Reverse TSdnaK2 5΄-GTACATGGCCTCGCCGAGCTTCA-3΄ 

 

 

Οζ ζοκεήηεξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR ήηακ: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αρχική αποδιάταξη 94°C για 4 λεπτά  

Αποδιάταξη  94°C για 1 λεπτό 

Υβριδιςμόσ εκκινητών 54°C για 1 λεπτό 

Επιμήκυνςη 72°C για 1 λεπτό 

Τελική επιμήκυνςη 72°C για 5-10 λεπτά 

    35 

κφκλοι 
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Σα πνμσόκηα ηδξ PCR ηα μπμία πνμέηορακ οπμηθςκμπμζήεδηακ ζε 

πθαζιζδζαηό θμνέα PGEM-T easy (Promega) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε 

ακάθοζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημοξ (sequencing). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 3.10 Πζψεισ με το ενηυμο EcoRI των πλαςμιδίων από τουσ PGEM-T κλϊνουσ dnaK, 

GR52, GR54, GR57, GR60, GR61, GR65, GR66 (Μ= μάρτυρασ μοριακϊν μεγεκϊν λ 

DNA Hind III και φΧ174 DNA Hae III)  

 

 

M GR52 GR60 GR57 GR54 GR61 GR65 GR66 
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3.4.2 Δπζπγξάκκηζε ησλ 6 αθνινπζηώλ dnaK Azospirillum 

 

  

   
A A G G A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C G T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C C A G A A G Majority

10 20 30 40 50 60

- - - A A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C G T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C A A C A A G  1 dnaK 52
A A G G A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C G T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C A A C A A G  1 dnaK 54
A A G G A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C C T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C C A G A A G  1 dnaK 60
A A G G A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C C T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C C A G A A G  1 dnaK 61
A A G C A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C G T C G G G C G G C C T G T C G G A C G C C G A C A T C A A C A A G  1 dnaK 66
A A G G A G C A G C A G A T C C G C A T C C A G G C C T C G G G C G G G C T G T C G G A C G C C G A C A T C C A G A A G  1 dnaK AzospirillumB510

A T G G T G A A G G A C G C G G A G G C C C A T G C C G C C G C C G A C A A G A A G C G G C G T G A G C T G G T C G A C Majority

70 80 90 100 110 120

A T G G T G A A G G A C G C C G A G G C C C A C G C C G C C G A C G A C A A G A A G C G G C G T G A G C T G G T G G A T  58 dnaK 52
A T G G T G A A G G A C G C C G A A G C C C A C G C C G C G G A C G A C A A G A A G C G G C G C G A G C T G G T C G A C  61 dnaK 54
A T G G T G A A G G A C G C G G A G G C C C A T G C C G A C G C C G A C A A G A A G C G C C G T G A G C T G G T C G A C  61 dnaK 60
A T G G T G A A G G A C G C G G A G G C C C A T G C C G A C G C C G A C A A G A A G C G C C G T G A G C T G G T C G A C  61 dnaK 61
A T G G T G A A G G A C G C C G A G G C C C A C G C C G C C G A C G A C A A G A A G C G G C G T G A G C T G G T G G A T  61 dnaK 66
A T G G T C A A G G A C G C G G A G G C C C A T G C C G A C G C C G A C A A G A A G C G C C G C G A G C T G G T C G A C  61 dnaK AzospirillumB510

G C C C G C A A C C A T G C C G A C G C C C T G A T C C A C A C C A C C G A G C G G A C G A T C A A G G A G A A C G G C Majority

130 140 150 160 170 180

G C C C G C A A C C A T G C G G A C G C G C T G A T C C A C A C G A C C G A G C G G A C G A T C A A G G A G A A C G C C  118 dnaK 52
G C C C G C A A C C A C G C C G A T G C C C T G A T C C A C A C C A C C G A G C G G A C G A T C A A G G A G A A C G G C  121 dnaK 54
G C C C G C A A C C A T G C C G A C G C C C T G A T C C A C A C C A C C G A G C G G A C C A T C A A G G A G A A C G G C  121 dnaK 60
G C C C G C A A C C A T G C C G A C G C C C T G A T C C A C A C C A C C G A G C G G A C C A T C A A G G A G A A C G G C  121 dnaK 61
G C C C G C A A C C A T G C G G A C G C G C T G A T C C A C A C G A C C G A G C G G A C G A T C A A G G A G A A C G C C  121 dnaK 66
G C C C G C A A C C A C G C C G A C G C C C T G A T C C A C A C C A C C G A G C G G A C C A T C A A G G A G A A C G G C  121 dnaK AzospirillumB510

G A C A A G A T C C C G G C C T C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C C G C C G T G G C C G A G C T G A A G T C G Majority

190 200 210 220 230 240

G A C A A G A T C C C C G C C G C C G G C A A G A C C G C C G C G G A G G C C G C C G T G G C C G A G T T G A A G T C G  178 dnaK 52
G A C A A G A T C C C C G C C G C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C C G C C G T G G C C G A G C T G A A G T C G  181 dnaK 54
G A C A A G A T C C C G G C C T C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C T G C C G T C G C C G A G C T G A A G T C G  181 dnaK 60
G A C A A G A T C C C G G C C T C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C T G C C G T C G C C G A G C T G A A G T C G  181 dnaK 61
G A C A A G A T C C C C G C C G C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C C G C C G T G G C C G A G T T G A A G T C G  181 dnaK 66
G A C A A G A T C C C G G C C T C C G A C A A G A C C G C C G C G G A G G C C G C C G T C G C C G A G C T G A A G T C G  181 dnaK AzospirillumB510

G T G C T G G A C G G C G A G G A T C T G G A G G G C G T G A A G G C G A A G A C C G A G G C G C T G G C C C A G G T T Majority

250 260 270 280 290 300

G T G A T G G A C G G C G A G G A C C T G G A G G C C G T G A A G G C G A A G A C C G A G G C G C T G G C C C A G G T G  238 dnaK 52
G T C A T G G A C G G C G A G G A C C T G G A G G C C G T G A A G G C G A A G A C C G A G G C T C T G G C C C A G G T G  241 dnaK 54
G T G C T G G A C A G C G A G G A T C T G G A C G G C A T C A A G G C G A A G A C C G A C G C G C T G G C C C A G G T T  241 dnaK 60
G T G C T G G A C A G C G A G G A T C T G G A C G G C A T C A A G G C G A A G A C C G A C G C G C T G G C C C A G G T T  241 dnaK 61
G T G A T G G A C G G C G A G G A C C T G G A G G C C G T G A A G G C G A A G A C C G A G G C G C T G G C C C A G G T G  241 dnaK 66
G T G C T G G A C A G C G A G G A T C T G G A C G G C A T C A A G G C G A A G A C C G A C G C G C T G G C C C A G G T T  241 dnaK AzospirillumB510

T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C Majority

310 320

T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C                                   298 dnaK 52
T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C                                   301 dnaK 54
T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C                                   301 dnaK 60
T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C                                   301 dnaK 61
T C G A T G A A G C T C G G C G A G G C C A T G T A C                                   301 dnaK 66
T C G A T G A A G C T G G G C G A G G C G A T G T A C                                   301 dnaK AzospirillumB510 

 

 

Πναβιαημπμζήεδηε δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ οπμηθώκςκ ηαζ αημθμοεζώκ 

δζαεέζζιςκ ζημ δζαδίηηομ (αθ. πανάνηδια βζα Accesion Number) ιε ημ πνόβναιια 

πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 
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3.4.3 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 6 αθνινπζηώλ 

 

   

Percent Identity

1 2 3 4 5 6

1 39.4 37.0 37.0 39.8 37.3 1 dnaK 52

2 132.6 91.1 91.1 95.4 90.8 2 dnaK 54

3 150.4 9.4 100.0 90.8 97.9 3 dnaK 60

4 150.4 9.4 0.0 90.8 97.9 4 dnaK 61

5 133.0 4.7 9.8 9.8 89.3 5 dnaK 66

6 149.0 9.8 2.2 2.2 11.6 6 dnaK AzospirillumB510

1 2 3 4 5 6  

Πίκ. 3.16 Ο πίκαηαξ ηςκ απμζηάζεςκ ηςκ 6 αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

πνόβναιια πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

 

Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 5 Azospirillum κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

dnaK πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ κμοηθεμηζδίςκ:  

 

 

Πίκ. 3.17 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

dnaK. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

ηέιερνο T(U) C A G G+C ύλνιν 

Gr52 9.9 30.9 22.5 36.7 67.6 324 

Gr54 9.2 32.4 23.2 35.2 67.6 327 

Gr60 10.7 32.7 22.9 33.6 66.3 327 

Gr61 10.7 32.7 22.9 33.6 66.3 327 

Gr66 9.8 30.9 22.9 36.4 67.3 327 
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3.4.4 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 5 Azospirillum  οπμηθώκςκ dnaK πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

 

Πίκ. 3.18 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 5 Azospirillum 

οπμηθώκςκ dnaK 

 

 

   ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr52 pGemT.dnaK.52 CP000781.1 ; Xanthobacter autotrophicus Py2 99% 78% 

Gr54 pGemT.dnaK.54 AP010946.1 ; Azospirillum sp. B510 DNA 100% 90% 

Gr60 pGemT.dnaK.60 AP010946.1 ; Azospirillum sp. B510 DNA 100% 97% 

Gr61 pGemT.dnaK.61 AP010946.1 ; Azospirillum sp. B510 DNA 100% 97% 

Gr66 pGemT.dnaK.66 AP010946.1 ; Azospirillum sp. B510 DNA 100% 98% 
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3.4.5 Σν θπινγελεηηθό δέληξν ησλ 8 αθνινπζηώλ dnaK Αzospirillum  

 

 

 

 

Δηθ. 3.11  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο 8 ζηειερώλ θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη λνπθιενηηδηθήο 

αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ dnaK. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ πναβιαημπμζήεδηε 

ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ 

μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία 

ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ 

ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ ζοβπςκεοεεί. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ 

πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa 

ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ 

ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα 

πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ 

Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ 

ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηα 

A. brasilense LMG 13127
T
, A. lipoferum LMG 13128

T
, Azospirillum sp.B510. Όθεξ μζ εέζεζξ 

πμο πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ 

απάθεζρδξ). ύκμθμ 324 αάζεζξ. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ 

θμβζζιζηό MEGA4 (Tamura et al., 2007). 

 GR 52

  66GR

  54GR

A. brasilense LMG 13127
T

A. lipoferum LMG 13128
T

  sp. B510 (NC013854)Azospirillum

  60GR

  61GR

100

50

100

95

94

0.01
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3.4.6 Δπζπγξάκκηζε ησλ 6 αθνινπζηώλ dnaK Pseudomonas 

 

Πραγματοποιικθκε θ ευκυγράμμιςθ των υποκλϊνων και ακολουκιϊν διακζςιμων 

ςτο διαδίκτυο (βλ. παράρτθμα για Accesion Number) με το πρόγραμμα πολλαπλισ 

ευκυγράμμιςθσ Clustal W του λογιςμικοφ Lasergene v7.0 

 

3.4.7 Πίλαθαο απνζηάζεσλ ησλ 6 αθνινπζηώλ 

 

Percent Identity

1 2 3 4 5 6

1 95.9 95.6 91.9 93.7 100.0 1 dnaK 50

2 4.2 99.6 93.7 93.7 95.9 2 dnaK 57

3 4.6 0.4 93.3 93.3 95.6 3 dnaK 65

4 8.7 6.6 7.0 94.4 91.9 4 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438

5 6.6 6.6 7.0 5.8 93.7 5 P mendocina ymp_CP000680

6 0.0 4.2 4.6 8.7 6.6 6 P stutzeriA1501_dnaKCP000304

1 2 3 4 5 6  

Πίκ. 3.19 Ο πίκαηαξ ηςκ απμζηάζεςκ ηςκ 6 αημθμοεζώκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

πνόβναιια πμθθαπθήξ εοεοβνάιιζζδξ Clustal W ημο θμβζζιζημύ Lasergene v7.0 

 

 

A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C Majority

10 20 30 40 50 60

A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C  1 dnaK 50
A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C  1 dnaK 57
A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C  1 dnaK 65
A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C C G C C G A C G A C  1 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438
A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C  1 P mendocina ymp_CP000680
A T C G A G A A G A A C A C C A C C A T C C C G A C C A A G A A G T C G C A G G T G T T C T C C A C T G C C G A C G A C  1 P stutzeriA1501_dnaKCP000304

A A C C A G A G C G C G G T G A C C A T T C A C G T G C T G C A G G G T G A G C G T A A G C A G G C T G C G C A G A A C Majority

70 80 90 100 110 120

A A C C A G A G C G C C G T G A C C A T T C A C G T G C T G C A G G G T G A G C G T A A G C A G G C T G C G C A G A A C  61 dnaK 50
A A C C A G A G C G C G G T G A C C A T C C A C G T G C T G C A G G G T G A G C G C A A G C A G G C G G C G C A G A A C  61 dnaK 57
A A C C A G A G C G C G G T G A C C A T C C A C G T G C T G C A G G G T G A G C G C A A G C A G G C G G C G C G G A A C  61 dnaK 65
A A C C A G G G C G C G G T G A C C A T C C A C G T G C T G C A G G G C G A G C G C A A G C A G G C C G C G C A G A A C  61 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438
A A C C A G A G C G C C G T G A C C A T T C A C G T G C T G C A G G G C G A G C G T A A G C A G G C T G C G C A G A A C  61 P mendocina ymp_CP000680
A A C C A G A G C G C C G T G A C C A T T C A C G T G C T G C A G G G T G A G C G T A A G C A G G C T G C G C A G A A C  61 P stutzeriA1501_dnaKCP000304

A A G T C G C T G G G C C G C T T C G A C C T G G C C G A G A T T C C G C C G G C T C C G C G C G G C A T G C C G C A G Majority

130 140 150 160 170 180

A A G T C G C T G G G T C G C T T C G A T C T G G C C G A G A T T C C G C C G G C C C C G C G C G G C A T G C C G C A G  121 dnaK 50
A A G T C G C T G G G C C G C T T C G A C C T G G C C G A G A T T C C G C C G G C G C C G C G C G G C A T G C C G C A G  121 dnaK 57
A A G T C G C T G G G C C G C T T C G A C C T G G C C G A G A T T C C G C C G G C G C C G C G C G G C A T G C C G C A G  121 dnaK 65
A A G T C G C T G G G C A A G T T C G A C C T G G C C G A C A T T C C G C C G G C T C C G C G C G G C G T G C C G C A G  121 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438
A A G T C C C T C G G C A A G T T C G A C C T G G C C G A G A T T C C T C C G G C T C C G C G T G G C G T G C C G C A G  121 P mendocina ymp_CP000680
A A G T C G C T G G G T C G C T T C G A T C T G G C C G A G A T T C C G C C G G C C C C G C G C G G C A T G C C G C A G  121 P stutzeriA1501_dnaKCP000304

A T C G A G G T C A C C T T C G A T A T C G A C G C C A A C G G C A T C C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G Majority

190 200 210 220 230 240

A T C G A A G T C A C C T T C G A T A T C G A C G C C A A C G G C A T T C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G  181 dnaK 50
A T C G A G G T C A C C T T C G A C A T C G A C G C C A A C G G C A T C C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G  181 dnaK 57
A T C G A G G T C A C C T T C G A C A T C G A C G C C A A C G G C A T C C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G  181 dnaK 65
A T C G A G G T G A C C T T C G A T A T C G A T G C C A A C G G C A T C C T G C A C G T C T C G G C G A A G G A C A A G  181 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438
A T C G A G G T G A C C T T C G A T A T C G A T G C C A A C G G C A T C C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G  181 P mendocina ymp_CP000680
A T C G A A G T C A C C T T C G A T A T C G A C G C C A A C G G C A T T C T G C A C G T G T C C G C C A A G G A C A A G  181 P stutzeriA1501_dnaKCP000304

G C C A C T G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C Majority

250 260 270

G C C A C T G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 dnaK 50
G C C A C C G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 dnaK 57
G C C A C C G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 dnaK 65
G C C A C T G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 P aeruginosaUCBPP0PA14_CP000438
G C C A C C G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 P mendocina ymp_CP000680
G C C A C T G G C A A G C A G C A G T C C A T C G T G A T C                                241 P stutzeriA1501_dnaKCP000304
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Από ηδ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ 3 Pseudomonas κμοηθεμηζδζηώκ αθθδθμοπζώκ 

dnaK πνμέηορακ ηα ελήξ ζηαηζζηζηά ζημζπεία βζα ηδ ζοπκόηδηα ηςκ κμοηθεμηζδίςκ:  

 

Πίκ. 3.20 οπκόηδηα κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ημο αενμίζιαημξ G+C ζηδκ ηάεε ιία αθθδθμοπία  

dnaK. Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, software version 4.0) (Tamura et al., 2007). 

3.4.8 Απνηειέζκαηα BLAST θαη ζπρλόηεηα λνπθιενηηδίσλ 

Πναβιαημπμζήεδηε ζύβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζώκ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ 

δεδμιέκςκ από δζαδζηηοαηό πνόβναιια BLAST ημο National Center of 

Biotechnology Information (NCBI). 

Από ηδ ζύβηνζζδ ιε ηα ζημζπεία ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ από ημ δζαδζηηοαηό 

πνόβναιια BLAST ηςκ 3 Pseudomonas οπμηθώκςκ dnaK πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 

Πίκ. 3.21 Απμηεθέζιαηα ζύβηνζζδξ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ BLAST ηςκ 3 Pseudomonas 

οπμηθώκςκ dnaK 

 

Στζλεχοσ T(U) C A G G+C Σφνολο 

Gr50 15.6 33.0 23.3 28.1 61.1 270 

Gr57 12.6 34.8 23.0 29.6 64.4 270 

Gr65 12.6 34.8 22.6 30.0 64.8 270 

   ηέιερνο Τπνθιώλνο Απνηέιεζκα BLAST Max 

identity 

Query 

Coverage 

Gr50 pGemT.dnaK.50 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 100% 95% 

Gr57 pGemT.dnaK.57 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 

CP001157.1 ; Azotobacter vinelandii DJ 

100% 95% 

Gr65 pGemT.dnaK.65 CP000304.1 ; Pseudomonas stutzeri A1501 100% 95% 
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3.4.9 Σν θπινγελεηηθό δέληξν ησλ 7 αθνινπζηώλ dnaK Pseudomonas 

 

 

 

 

Δηθ. 3.12  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο 7 ζηειερώλ θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη λνπθιενηηδηθήο 

αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ dnaK. Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ πναβιαημπμζήεδηε 

ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ 

μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία 

ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ 

ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ ζοβπςκεοεεί. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ 

πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa 

ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ 

ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα 

πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ 

Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ 

ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Χξ outgroup πνδζζιμπμζήεδηε ημ Azotobacter vinelandii 

DJ. Δπίζδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ αημθμοείεξ ακαθμνάξ ηα P. stutzeri A1501, P. mendocina 

ymp,P. aeuginosa UCBPPOPA14. Όθεξ μζ εέζεζξ πμο πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ 

πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ απάθεζρδξ). ύκμθμ 261 αάζεζξ. Όθεξ μζ 

θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 (Tamura et al., 

2007). 
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4 ΤΕΖΣΖΖ 

ημπόξ ηδξ ενβαζίαξ αοηήξ είκαζ δ ιμνζαηή ηαοημπμίδζδ ζηεθεπώκ 

αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ πμο έπμοκ απμιμκςεεί από ηδ νζγόζθαζνα ζζηδνώκ, 

ηνζεανζμύ ηαζ ανώιδξ (Hordeum vulgare, Avena sativa), θοηζηό οθζηό πμο έπεζ 

ζοθθεπεεί από δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ηδξ Δθθάδαξ πμο ηαθθζενβμύκηαζ ηα θοηά αοηά. 

ηδ δζεεκή αζαθζμβναθία οπάνπμοκ εθάπζζηεξ ακαθμνέξ βζα αγςημδεζιεοηζηά 

ααηηήνζα πμο έπμοκ απμιμκςεεί από ηα θοηά αοηά (Belimov et al., 1995; Bashan et 

al., 2004).  

Σα ζηεθέπδ αοηά έπμοκ ήδδ απμιμκςεεί από ημ Δνβαζηήνζμ Γεςνβζηήξ 

Μζηνμαζμθμβίαξ ημο ΓΠΑ ηαζ έπμοκ παναηηδνζζηεί αάζεζ ηθαζζηώκ ιζηνμαζμθμβζηώκ 

ιεεόδςκ (Κεθαθμβζάκκδ, 2008). Οζ απμιμκώζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ 

δεζβιαημθδπηζηά από ηα βεςβναθζηά δζαιενίζιαηα - ζζημαμθώκεξ ηδξ Δθθάδαξ.  

Οζ πενζμπέξ είκαζ μζ ελήξ: Μαηεδμκία (Θεζζαθμκίηδ), Θεζζαθία (Λάνζζα), 

ηενεά Δθθάδα (ημύνηα Βμζςηίαξ). 

 Μεθεηήεδηακ ηα ζηεθέπδ Gr50, Gr52, Gr54, Gr57, Gr60, Gr61, Gr65, Gr66 

(πζκ. 1) ζηα μπμία, πνζκ πνδζζιμπμζδεμύκ, πναβιαημπμζήεδηε επακεηηίιδζδ ηδξ 

αγςημδεζιεοηζηήξ ημοξ ζηακόηδηαξ ιε ηδ ιέεμδμ ακαβςβήξ ημο αηεηοθεκίμο ζε 

αζεοθέκζμ, έηζζ ώζηε κα δζαζθαθζζηεί δ εκενβή δνάζδ ηδξ παναηηδνζζηζηήξ ζδζόηδηαξ 

ηςκ εκ θόβς ζηεθεπώκ. 

ηέιερνο 

Φπηό απνκόλσζεο 

Σππηθό ζηέιερνο 

highest 

match 

%  

Gr50  Hordeum vulgare Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 99.931 

Gr 52  Hordeum vulgare Azospirillum brasilense ATCC 49958 98.194 

Gr 57  Hordeum vulgare Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 97.390 

Gr54  Hordeum vulgare Azospirillum brasilense ATCC 49958 98.611 

Gr60  Avena sativa Azospirillum zeae N7 99.445 

Gr61  Avena sativa Azospirillum zeae N7 99.307 

Gr65  Hordeum vulgare Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 97.321 

Gr66  Avena sativa Azospirillum brasilense ATCC 49958 98.125 
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Πζκ. 1 Πνμζδζμνζζιόξ ημο πθδζζέζηενμο ηοπζημύ ζηεθέπμοξ ηςκ ζηεθεπώκ αάζεζ ημο 16S 

rRNA ιε ηδ αμήεεζα ημο δζαδζηηοαημύ πνμβνάιιαημξ ΔzTaxon (Chun et al., 2007) 

 

ηόπμξ ηδξ ενβαζίαξ ήηακ δ ιμνζαηή πνμζέββζζδ ηδξ ηαοημπμίδζήξ ημοξ. 

οβηεηνζιέκα, επζθέπεδηακ 4 βμκίδζα πνμηεζιέκμο κα ακαθοεεί ηιήια ηδξ 

κμοηθεμηζδζηήξ ημοξ αημθμοείαξ. Πναβιαημπμζήεδηε οπμηθςκμπμίδζδ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα αθθδθμύπδζδ ηιδιάηςκ πμο ηςδζημπμζμύκ βζα ηα ζοκηδνδιέκα 

(housekeeping) βμκίδζα 16S rRNA ηαζ dnaK (chaperone protein DnaK) ηαεώξ ηαζ 

ηιδιάηςκ δύμ βμκίδζςκ οπεύεοκςκ βζα ηζξ ζδιακηζηόηενεξ ζδζόηδηεξ ηςκ αολδηζηώκ 

ααηηδνίςκ PGPR: ημ nifH (αγςημδέζιεοζδ) ηαζ ημ ipdC (παναβςβή θοημμνιόκδξ). 

Ζ ακάθοζδ ημο 16S rRNA βμκζδίμο (Stackebrandt et al., 2002) απμηεθεί  έκα 

δοκαιζηό θοθμβεκεηζηό ενβαθείμ ηαζ αάζεζ αοημύ έπμοκ δδιζμονβδεεί ηα 

πενζζζόηενα θοθμβεκεηζηά δέκηνα πνμηανοςηζηώκ μνβακζζιώκ. Σμ βμκίδζμ 16S 

rRNA απμηεθεί ημ πζμ απμδεηηό ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμύιεκμ ζοκηδνδιέκμ βμκίδζμ 

πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζηδκ ααηηδνζαηή ηαλζκόιδζδ ηαζ θοθμβέκεζα. Έπεζ ιέβεεμξ 

~1500bp, ημ μπμίμ ελοπδνεηεί ζε ένεοκεξ αζμπθδνμθμνζηήξ (Janda & Abbott, 2007). 

ύιθςκα ιε ηδκ ad-hoc επζηνμπή βζα ηδκ επακεηηίιδζδ ημο πνμζδζμνζζιμύ εζδώκ 

ζηδ ααηηδνζμθμβία, ηαηά ηδκ πενζβναθή εκόξ κέμο είδμοξ δ αημθμοεία 16S rRNA, 

πνμηεζιέκμο κα είκαζ ακηζπνμζςπεοηζηή, πνέπεζ κα είκαζ ιεβαθύηενδ ηςκ 1300 

αάζεςκ. Γζα ημκ θόβμ αοηό εκζζπύεδηε ηιήια πενίπμο 1450 αάζεςκ ημο 16S rRNΑ, 

επί ζοκόθμο πενίπμο 1500bp (96,6-100%). Πανά ηδκ ακαιθζζαήηδηδ απμδμπή ημο 

βμκζδίμο 16S rRNA ςξ ιμνζαηό ενβαθείμ, πνμηείκεηαζ δ ιμνζαηή ακάθοζδ 

πενζζζόηενςκ ημο εκόξ βμκζδίςκ πνμηεζιέκμο κα οπμζηδνίγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα 

ηςκ θοθμβεκεηζηώκ ακαθύζεςκ. 

ημ ζοκμθζηό θοθμβεκεηζηό δέκηνμ 16S rRNA (Δζη. 1) θαίκεηαζ ζαθώξ όηζ ηα 

δζαθμνά ζηεθέπδ πμο ηαοημπμζήεδηακ ζηδ ιεθέηδ αοηή δδιζμονβμύκ μιάδεξ 

(Cluster) ιε ηα ακηίζημζπα ηαηά πενίπηςζδ ηοπζηά ζηεθέπδ. Ζ ιεθέηδ ηιήιαημξ ημο 

ζοκηδνδιέκμο βμκζδίμο dnaK πανμοζζάγεζ ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ ιζα ηαζ πνόηεζηαζ 

βζα ζοκηδνδιέκμ βμκίδζμ. Σμ βμκίδζμ 16S rRNA ειθακίγεηαζ ζηα ααηηήνζα ζε πμθθά 

ακηίβναθα ζημ βέκςια ημοξ εκώ ημ βμκίδζμ dnaK ζε έκα ιόκμ ακηίβναθμ. Αοηό 

εκδεπμιέκςξ ζδιαίκεζ όηζ εα ιπμνμύζε κα πνδζζιμπμζδεεί ζημ ιέθθμκ εκηαηζηόηενα 

βζα ηαοημπμίδζδ ζηεθεπώκ ηονίςξ ιεηαλύ Πνςηεμααηηδνίςκ. 
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 GR 50

 A1501 Pseudomonas stutzeri (CP000304)

 GR 57

 GR 65

  L48 Pseudomonas entomophila (CT573326)

  Kt2440 Pseudomonas putida (AE015451)

  Pf-5 Pseudomonas fluorescens (CP000076)

  pv.  B728a Pseudomonas syringae  syringae  (CP000075)

 Pseudomonas azotifigens (AB189452)

 DJ Azotobacter vinelandii (CP001157)

  LESB58 Pseudomonas aeruginosa (FM209186)

  UCBPP-PA14 Pseudomonas aeruginosa (CP000438)

  sp. MWYL1 Marinomonas (CP000749)

  AB307-0294 Acinetobacter baumannii (CP001172)

  sp. Bh72 Azoarcus (AM406670)

   ATCC 11170 Rhodospirillum rubrum (CP000230)

  1021  Sinorhizobium meliloti (AL591688)

  Py2 Xanthobacter autotrophicus (CP000781)

 DSM11586 (GU256443)Azospirillum irakense 

 GR 52

 GR 66

  Sp7 Azospirillum .brasilense (X79739)

 Roseomonas fauriae (AF533354)

 GR 54

  IMMIB TAR-3T (AM922283)Azospirillum picis

  LMG 24250 Azospirillum melinis (GU256450)

 TMCY243 (DQ022956)Azospirillum melinis 

 B2 (DQ787330)Azospirillum lipiferum 

  DSM 1691 Azospirillum lipoferum (GU256441)

  sp.B510 (AB049111)Azospirillum

 Azospirillum oryzae (AB185396)

 GR 61

 GR 60

 N7 LMG23989 (DQ682470)Azospirilum zeae 

  AMB-1 Magnetospirillum magneticum (AP007255)

  ATCC 51908 Shewanella woodyi (CP000961)

  Am1 Methylobacterium extorquens (CP001510)

  ORS 2060 Methylobacterium nodulans (CP001349)

  sp. 4-46 Methylobacterium (CP000943)74
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Δηθ. 1 Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ησλ ππό κειέηε ζηειερώλ θαη ζηειερώλ αλαθνξάο βάζεη 

ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA (1453 βάζεηο). Ζ απεζηόκζζδ ηδξ ελεθζηηζηήξ ζζημνίαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ ιεεόδμο Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). 

Πανμοζζάγεηαζ ηo δέκηνμ μιμθμβίαξ 1000 ακηζβνάθςκ bootstrap πνμηεζιέκμο κα 

απεζημκζζεεί δ ελεθζηηζηή ζζημνία ηςκ οπό ακάθοζδ taxa. Οζ ηθάδμζ πμο ακηζζημζπμύκ ζε 

ηαηακμιέξ μζ μπμίεξ ακαπανάπεδηακ ζε θζβόηενα από 50% ηςκ ακηζβνάθςκ bootstrap έπμοκ 

ζοβπςκεοεεζ. Γίπθα ζημοξ ηθάδμοξ πανμοζζάγεηαζ ημ πμζμζηό ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ δέκηνςκ 

ζηα μπμία ηα ζοζπεηζγόιεκα taxa ζοβηνμημύκ ιία μιάδα (Felsenstein, 1985). Σμ δέκηνμ είκαζ 

ζπεδζαζιέκμ ζε ηθίιαηα, ιε ημοξ ηθάδμοξ κα έπμοκ ηζξ ίδζεξ ιμκάδεξ ιε αοηέξ ηςκ 

απμζηάζεςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα κα πνμηύρεζ ημ θοθμβεκεηζηό δέκηνμ. Οζ ελεθζηηζηέξ 

απμζηάζεζξ οπμθμβίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004) ηαζ μζ ιμκάδεξ ακηζπνμζςπεύμοκ ημκ ανζειό οπμηαηαζηάζεςκ ακά εέζδ. Όθεξ μζ 

εέζεζξ πμο πενζείπακ ηεκά ή απμοζίαγακ πθδνμθμνίεξ δεκ οπμθμβίζηδηακ (επζθμβή πθήνμοξ 

απάθεζρδξ).. Όθεξ μζ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ θμβζζιζηό MEGA4 

(Tamura et al., 2007). 

 

Δπζπνμζεέηςξ, ημ dnaK (Hsp70) ηςδζημπμζεί βζα ιόνζα ζαπενόκδξ (chaperone 

protein) ηα μπμία ειπθέημκηαζ ζε ζδιακηζηέξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ όπςξ ημ 

δίπθςια ηςκ πνςηεσκώκ ηαζ δ πνμζηαζία έκακηζ ορδθώκ εενιμηναζζώκ. Απμηεθεί 

ζοκηδνδιέκμ βμκίδζμ ιεηαλύ πνμηανοςηζηώκ μνβακζζιώκ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ 

θοθμβεκεηζηό ενβαθείμ ηονίςξ ιεηαλύ Gram ανκδηζηώκ - Gram εεηζηώκ ααηηδνίςκ 

αθθά ηαζ α-, α-, β- Πνςηεμααηηδνίςκ. ε ηάπμζεξ πενζπηώζεζξ δ ακάθοζή ημο 

πανέπεζ ορδθόηενδ ακάθοζδ απ‟ όηζ ημο 16S rRNA (Strepkowski et al., 2003; Huang 

et al., 2010). ηδ ιεθέηδ αοηή πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ηιήιαημξ κμοηθεμηζδζηήξ 

αθθδθμοπίαξ ημο dnaK βμκζδίμο ιεβέεμοξ 327 bp. 

Ζ πανμοζία ημο nifH βμκζδίμο ζηα οπό ιεθέηδ ζηεθέπδ εκζζπύεζ ηδκ άπμρδ όηζ 

πνόηεζηαζ πενί αγςημδεζιεοηζηώκ ααηηδνίςκ. Σμ nifH ηςδζημπμζεί βζα ηδκ Fe-

πνςηεΐκδ ηδξ κζηνμβεκάζδξ (ακαβςβάζδ κζηνμβεκάζδξ). Πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ 

ηιήιαημξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ιεβέεμοξ 359bp, απμηεθώκηαξ ημ 41% ημο 

ζοκμθζημύ ιεβέεμοξ ημο βμκζδίμο. Ζ θοθμβέκεζα ημο βμκζδίμο nifH ζοιθςκεί ζε 

ιεβάθμ ααειό ιε ηδ θοθμβέκεζα ημο 16S rRNA. Βάζεζ αοημύ, μζ ελεθζηηζηέξ ζπέζεζξ 

ζηεθεπώκ όπςξ πνμηύπημοκ από ιμνζαηέξ ακαθύζεζξ ημο βμκζδίμο nifH είκαζ δοκαηόκ 

κα πνδζζιμπμζμύκηαζ βζα κα οπμζηδνίγμοκ θοθμβεκεηζηέξ ακαθύζεζξ άθθςκ βμκζδίςκ 

ζε αγςημδεζιεοηζημύξ μνβακζζιμύξ. 
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Ζ αολίκδ ζκδμθμλζηό μλύ πανάβεηαζ από ηα PGPR ααηηήνζα ιέζς ημο 

ιμκμπαηζμύ ηδξ ηνοπημθάκδξ, ημο ιμκμπαηζμύ ημο ζκδμθμπονμοαζημύ μλέμξ (IPyA) 

(οπάνπεζ ηαζ εκαθθαηηζηό ιμκμπάηζ παναβςβήξ ΗΑΑ). Ζ απμηαναμλοθάζδ ημο 

ζκδμθμπονμοαζημύ μλέμξ ζοιιεηέπεζ ζημ ιμκμπάηζ αοηό ηαζ ηςδζημπμζείηαζ από ημ 

βμκίδζμ ipdC. Πναβιαημπμζήεδηε ακάθοζδ ηιήιαημξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ 

ιεβέεμοξ 590bp. Κάπμζα από ηα παναηηδνζζηζηά ηςκ αολδηζηώκ νζγμααηηδνίςκ όπςξ 

δ παναβςβή ημο ΗΑΑ πνμςεμύκ ηδκ αύλδζδ ςκ νζγζηώκ δζαηθαδώζεςκ ηαζ ηδκ 

επζιήηοκζή ημοξ, ζοιαάθθμκηαξ ζηδκ ακμδζηή πμνεία ημο εδαθζημύ κενμύ ηαζ ηςκ 

ζημζπείςκ ενέρδξ ημο θοημύ. Τπάνπμοκ ενβαζίεξ πμο δείπκμοκ εεαιαηζηά 

απμηεθέζιαηα από ειαμθζαζιό ημο ααηηδνίμο εθεύεενδξ δζααίςζδξ Azospirillum ζε 

ηαθθζένβεζα ζζηανζμύ, ηνζεανζμύ ηαζ ανώιδξ, επζηοβπάκμκηαξ αύλδζδ ηδξ παναβςβήξ 

ζοβηνζηζηά ιε ημ ιάνηονα.   

Γζαπζζηώεδηε όηζ ηα αγςημδεζιεοηζηά ααηηήνζα πμο ιεθεηδεήηακ ακήημοκ  

ζηα είδδ Azospirillum brasilense, A. zeae and Pseudomonas stutzeri. Μεηά ηδκ 

ακάθοζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ εηάζημο βμκζδίμο έβζκε ζύβηνζζδ ιε ηδ 

αάζδ δεδμιέκςκ ημο πνμβνάιιαημξ BLAST ημο δζαδζηηοαημύ ηόπμο NCBI 

(National Center for Biotechnology Information).  

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ ακαγήηδζδξ ζημ δζαδζηηοαηό πνόβναιια Extaxon (Chun 

et al., 2007) βζα ηζξ αθθδθμοπίεξ 16S rRNA πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ ακαθμνά βζα ηδκ 

ηαλζκόιδζδ ηαζ ηαοημπμίδζδ ηςκ ζηεθεπώκ. Οζ ζοβηνίζεζξ πμο αημθμύεδζακ βζα ηα 

άθθα οπό ιεθέηδ βμκίδζα ζοιθςκμύκ ιε ηα δεδμιέκα πμο πνμέηορακ βζα ημ 16S 

rRNA.  

Ζ ζύβηνζζδ ηςκ ηιδιάηςκ 16S rRNA ηςκ ζηεθεπώκ Gr50, Gr57 ηαζ Gr65 ιε 

ημ πνόβναιια EzTaxon αθθά ηαζ BLAST ιε ημο NCBI δζαπίζηςζε όηζ πνόηεζηαζ βζα 

είδδ ημο βέκμοξ Pseudomonas. Σα ζηεθέπδ αοηά πανμοζζάγμοκ ορδθή μιμθμβία ιε 

ημ ηοπζηό ζηέθεπμξ Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 (EzTaxon) ηαζ ιε ημ 

Pseudomonas stutzeri A1501 (BLAST / NCBI) ημο μπμίμο έπεζ μθμηθδνςεεί δ 

αθθδθμύπζζδ ημο βεκώιαηόξ ημο.  

Παναηδνμύιε όηζ εκώ ημ ζηέθεπμξ Gr50 έπεζ πμζμζηό μιμθμβίαξ ιε ημ ηοπζηό 

ζηέθεπμξ ηδξ ηάλεςξ ημο 99%, ηα ζηεθέπδ Gr57 ηαζ Gr65 ηαηεαάγμοκ ημ πμζμζηό 

αοηό ζημ 97%. Δπίζδξ ζύιθςκα ιε ηα θοθμβεκεηζηά δέκηνα πμο παναεέημκηαζ ζηδκ 

ενβαζία ηα ζηεθέπδ Gr57 ηαζ Gr65 δζαπςνίγμκηαζ από ημ Gr50 (Δζη 3.3), ζε όθα ηα 
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θοθμβεκεηζηά δέκηνα ηςκ δζαθόνςκ βμκζδίςκ πμο ιεθεηήεδηακ. Γζα ημκ θόβμ αοηό 

αλίγεζ ιζα πενεηαίνς δζενεύκδζδ ηςκ ζηεθεπώκ αοηώκ.  

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμύζαξ ιεθέηδξ όζμκ αθμνμύκ ηα Pseudomonas 

stutzeri εκζζπύμοκ ηδκ παναδμπή (Venieraki et al., 2011) όηζ οπάνπεζ δζαζπμνά ημο 

είδμοξ ζε δζάθμνεξ πενζμπέξ όπμο ηαθθζενβμύκηαζ ζζηδνά.  

Σμ Pseudomonas stutzeri είκαζ ημ ιμκαδζηό είδμξ ημο βέκμοξ Pseudomonas ημ 

μπμίμ δεζιεύεζ αηιμζθαζνζηό άγςημ εκώ ηα πενζζζόηενα έπμοκ ηθζκζηή ζδιαζία ςξ 

παεμβόκα θοηώκ ηαζ γώςκ ηαζ ακενώπςκ. Σμ P. stutzeri πνμάβεζ ηδκ ακάπηολδ ζε 

μνζζιέκα θοηά, αβνςζηώδδ ηαζ ιδ, εκώ έπεζ δζαπζζηςεεί όηζ έπεζ ηαζ εκδμθοηζηή 

δνάζδ ζε θοηά νογζμύ (Yan et al., 2008). Σμ είδμξ αοηό είκαζ ζδζαίηενα πμζηζθόιμνθμ 

από βεκεηζηή άπμρδ ηαζ πςνίγεηαζ ζε 18 genomovar (Cladera et al., 2004 ; Sikorski 

et al., 2005).  

Σα ζηεθέπδ Gr52 ηαζ Gr54 πμο έπμοκ απμιμκςεεί αιθόηενα από νζγόζθαζνα 

ηνζεανζμύ ηαζ ημ ζηέθεπμξ Gr66 πμο έπεζ απμιμκςεεί από νζγόζθαζνα θοημύ ανώιδξ 

ακήημοκ ζημ είδμξ Azospirillum brasilense. Σμ είδμξ A. brasilense είκαζ εονέςξ 

δζαδεδμιέκμ ηαζ απακηά ζε πμζηίθεξ εδαθμηθζιαηζηέξ ζοκεήηεξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ 

βεςβναθζηέξ πενζμπέξ. Θεςνείηαζ ημ πζμ ιεθεηδιέκμ αγςημδεζιεοηζηό ααηηήνζμ 

εθεύεενδξ δζααίςζδξ. Όπςξ ζε όθα ηα είδδ ημο βέκμοξ Azospirillum μ ιδπακζζιόξ 

ηδξ αγςημδέζιεοζδξ ίζςξ πνέπεζ κα εεςνείηαζ όηζ έπεζ πενζζζόηενμ ηαηαθοηζηό νόθμ 

ζηδκ ακάπηολδ ημο θοημύ πανά όηζ απμηεθεί ηδκ ηύνζα πδβή αγώημο.  

Σα ζηεθέπδ Gr60 ηαζ Gr61 πμο έπμοκ απμιμκςεεί από νζγόζθαζνα θοηώκ 

ανώιδξ από δύμ δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ηδξ Δθθάδαξ, ηα ημύνηα Βμζςηίαξ (Gr60) 

ηαζ ηδ Θεζζαθμκίηδ (Gr61) ακήημοκ ζημ είδμξ Azospirillum zeae. Αλίγεζ κα 

ζδιεζςεεί όηζ βζα πνώηδ θμνά έπεζ απμιμκςεεί Azospirillum zeae από θοηά ανώιδξ. 

Μέπνζ ζηζβιήξ έπεζ απμιμκςεεί ιόκμ από νζγόζθαζνα θοηώκ ανααόζζημο (Mehnaz et 

al., 2007) ηαζ από νζγόζθαζνα ιαθαημύ ζζηανζμύ (Venieraki et al., 2011) 
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οκμπηζηά ηα ηύνζα ζοιπενάζιαηα από ηδ πανμύζα ιεθέηδ είκαζ ηα ελήξ: 

  

 Τπμηθςκμπμζήεδηε ζπεδόκ μθόηθδνμ ημ 16S rRNA ηαζ αθθδθμοπήεδηε βζα 

ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ ζηεθεπώκ 

 

 Σαοημπμζήεδηακ αγςημδεζιεοηζηά ααηηήνζα ηα μπμία έπμοκ απμιμκςεεί από 

νζγόζθαζνα ζζηδνώκ ηνζεανζμύ ηαζ ανώιδξ ςξ Azospirillum brasilense, A. 

zeae ηαζ Pseudomonas stutzeri  

 

 Γζαπζζηώεδηε δ πανμοζία ηςκ βμκζδίςκ nifH, dnaK, ipdC, 

οπμηθςκμπμζήεδηακ ηα ακηίζημζπα ηιήιαηα DNA ηαζ πναβιαημπμζήεδηε 

αθθδθμύπζζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημοξ 

 

 Σα θοθμβεκεηζηά δέκηνα ηςκ βμκζδίςκ nifH, dnaK, ipdC αημθμοεμύκ ηδκ 

μιαδμπμίδζδ ηδξ θοθμβέκεζαξ ημο 16S rRNA 

 

 Σα ζηεθέπδ Pseudomonas stutzeri Gr57 ηαζ Gr65 ιπμνμύκ από ιόκα ημοξ 

ιεηά από πενεηαίνς δζενεύκδζδ κα απμηεθέζμοκ ηοπζηά ζηεθέπδ. 

 

 Απμιμκώεδηε βζα πνώηδ θμνά Azospirillum zeae από νζγόζθαζνα θοηώκ 

ανώιδξ (Gr60, Gr61) 

 

 Σμ βμκίδζμ ipdC δεκ εκζζπύεδηε ζηα Αzospirillum zeae (Gr60, Gr61)  ιε ημοξ 

εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ. 
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Ζ ένεοκα  έπεζ ζηδνζπεεί ζηδκ απμιόκςζδ ηαζ ηδκ ιεθέηδ ηδξ θοζζμθμβίαξ ηαζ 

ηδξ μζημθμβίαξ ηςκ κέςκ ζηεθεπώκ Azospirillum πνμςεώκηαξ ηδκ πνδζδ αοηώκ ςξ 

ζηεοάζιαηα ειαμθζαζιμύ ηςκ εδαθώκ ηςκ ηαθθζενβεζώκ. Πάκς ζε αοηό ημ ημιιάηζ 

έπεζ ζηδνζπεεί δ μνβακζηή βεςνβία βζα κα ιπμνέζεζ κα ηαθύρεζ ηζξ δζανηώξ 

αολακόιεκεξ απαζηήζεζξ ηα ηεθεοηαία πνόκζα ηδξ αβμνάξ βζα αζμθμβζηά πνμσόκηα. Σα 

ζηεοάζιαηα αοηά είκαζ εύημθα ζηδκ πνήζδ  αθθά ηαζ  μζημκμιζηά, πνόζθαηα 

ιάθζζηα έπεζ δμεεί έκα ηέημζμο είδμοξ ειαόθζμ (Thamizh Vendan & Thangaraju, 

2007α, 2007α) πμο έπεζ ςξ αάζδ ηδκ ηαθθζένβεζα Azospirillum ζε ενεπηζηό ιέζμ πμο 

πενζέπεζ  άθαηα, επάβμκηαξ ιε αοηόκ ημκ ηνόπμ ηδκ ακάπηολδ ηοζηώκ μζ μπμίεξ έπμοκ 

πνόκμ αζςζζιόηδηαξ πενζζζόηενμ από 14 ιήκεξ. Με ηδκ εβηύζηςζδ ηςκ 

ααηηδνζαηώκ ηοηηάνςκ αολάκεηαζ δ ακεεηηζηόηδηα ημοξ ζηδκ λδναζία ηαζ ηδκ 

ορδθή εενιμηναζία πμο ιπμνεί κα θηάζεζ ιέπνζ ηαζ ημοξ 40
μ
C, ηάκμκηαξ επίζδξ πζμ 

εύημθδ ηδκ ιεηαηνμπή ημοξ ζε αθαζηζηά ηύηηανα ιε ηδκ πνήζδ απθώκ ενεπηζηώκ 

ιέζςκ (όπςξ κενό ανύζδξ η.α.) επζηνέπμκηαξ ηδκ απμηεθεζιαηζηόηενδ πνμζηόθθδζδ 

ζε νίγεξ ηαζ ζπόνμοξ. Σα ζηεοάζιαηα αοηά πνμςεμύκ ημοξ ιδπακζζιμύξ ακάπηολδξ 

ημο θοημύ, ιεβζζημπμζώκηαξ ηα μθέθδ ηδξ αγςημδέζιεοζδξ. Σα ζηεθέπδ ημο βέκμοξ 

Azospirillum ζε ζοκδοαζιό ή όπζ ιε άθθμοξ ιζηνμμνβακζζιμύξ όπςξ ιοηόννζγεξ 

είκαζ ζδζαίηενα ςθέθδια  βζα ηα θοηά, εοκμώκηαξ ηα ηόζμ ζηδκ εβηαηάζηαζδ όζμ ηαζ 

ζηδκ ακάπηολδ ηςκ θοηανίςκ εκώ πανάθθδθα ιεζώκμοκ ηζξ πζεακόηδηεξ δζάανςζδξ 

ημο εδάθμοξ.  

Γζα ηδκ επίθοζδ  ζμαανώκ πενζααθθμκηζηώκ πνμαθδιάηςκ όπςξ ζηδκ 

απμημλίκςζδ οβνώκ απμαθήηςκ εθανιόγεηαζ δ πνήζδ Azospirillum. Έπμοκ ηδκ 

ζηακόηδηα κα δζαζπμύκ ηάης από ιζηνμαενόθζθεξ ζοκεήηεξ οδνμβμκάκεναηεξ  όπςξ 

ημθμοόθζμ, αζεακόθδ, αεκγόθζμ η.α. πδιζηά ηα μπμία νοπαίκμοκ ημοξ οπόβεζμοξ 

οδάηζκμοξ μνίγμκηεξ (Cápiro et al., 2008). ηεθέπδ Azospirillum ηαζ Pseudomonas 

ιπμνμύκ ηαζ αζμαπμζημδμιμύκ ημ ζζπονό μνβακμθςζθςνζηό  παναζζημηηόκμ Ethion 

(Foster et al., 2004). Ζ αζμελοβίακζδ ηςκ οπμβείςκ οδάηςκ ιε ααηηήνζα ημο βέκμοξ 

Azospirillum έπεζ εθανιμζηεί εηηεκώξ ζηζξ Ζκςιέκεξ Πμθζηείεξ,  ιάθζζηα ύζηενα 

από εηηίιδζδ ηςκ παναιέηνςκ ηζκδηζηόηδηαξ, έδεζλε όηζ ηα Azospirillum είκαζ  

ζδζαίηενα δναζηζηά ζε παιδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ οπενπθςνζςδώκ αθάηςκ ζοβηνζηζηά 

ιε ημοξ οπόθμζπμοξ ιζηνμμνβακζζιμύξ (Waller et al. 2004). 
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