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Δπραξηζηίεο 

Η παξνχζα κεηαπηπρηαθή δηαηξηβή πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα πιαίζηα ηνπ κεηαπηπρηαθνχ 

πξνγξάκκαηνο «Μνξηαθή θαη Δθαξκνζκέλε Βηνινγία Φπηψλ – Πξάζηλε 

Βηνηερλνινγία», ζην Δξγαζηήξην Μηθξνβηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο Φπηψλ ζην 

Τκήκα Βηνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο, θαηά ην αθαδεκατθφ έηνο 2019 – 2020. 

Θα ήζεια ζε απηφ ην ζεκείν λα επραξηζηήζσ ηνλ θαζεγεηή θαη επηβιέπνληα κνπ θχξην 

Σαξξή Παλαγηψηε, γηα ηελ εκπηζηνζχλε αιιά θαη ηελ θαζνδήγεζε ηνπ θαζ’ φιε ηελ 

δηάξθεηα ηεο ζπλεξγαζίαο καο. Δπηπιένλ ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ ππνςήθηα 

δηδάθηνξα Τζαθίξε Γήκεηξα γηα ηελ άξηζηε ζπλεξγαζία, βνήζεηα θαη θαηαλφεζε ηεο, 

θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. Φπζηθά ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ θαη 

ηα ππφινηπα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία.  

Τέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηελ νηθνγέλεηα κνπ, θαζψο γηα αθφκε κηα θνξά 

αλέρζεθαλ ην άγρνο, ηελ γθξίληα κνπ θαη ηνπο πξνβιεκαηηζκνχο κνπ θαη κε βνήζεζαλ 

λα ηα μεπεξάζσ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~Every knowledge that is added is an addition to human power. ~  

                                                                           ~Quintus Horatius Flaccus. 
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Abstract 

The purpose of the dissertation is to investigate the possible interaction between ID 

protein regions of NLR plant immunity receptors and the Ralstonia solanacearum Type 

III effectors RipH1, RipAI, RipAY and RipG6.This phytopathogen is of high economic 

importance and causes quarantine diseases as it infects many crops, such as tomatoes, 

potatoes, eggplant, bananas, ginger, peppers, olives, tobacco, etc. NLRs are intracellular 

immune receptors of plants and contain a central nucleotide binding region followed by 

a series of leucine-rich repeats and are considered the key signaling molecules for 

initiating plant defense. ID (Integrated Domain/Decoy) domains are NLRs-fused regions 

that have been shown to overhang with pathogenic targets, and operate as baits for the 

pathogen. Microbial effectors are small pathogenic molecules that are secreted by the 

bacterium into the host cell and bind selectively to one or more proteins to disrupt their 

biological activity. The potential interaction between the sustain effector proteins of 

Ralstonia solanacearum RipH1 RipAI, RipAY and RipG6 and a series of ID regions of 

plant NLR receptors were tested through a yeast-two hybrid screening.  

Finally, the potential interactions tested in this study could lead to the discovery of the 

effectors original molecular targets inside the host cell. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Πεξίιεςε 

Σθνπφο ηεο δηπισκαηηθήο δηαηξηβήο είλαη ν έιεγρνο πηζαλήο αιιειεπίδξαζεο ησλ ID 

πξσηετληθψλ πεξηνρψλ, απφ NLR ππνδνρείο ηεο θπηηθήο αλνζίαο, κε ηνπο παξάγνληεο 

παζνγέλεηαο (effectors) RipH1, RipAI, RipAY and RipG6 ηνπ θπηνπαζνγφλνπ 

Ralstonia solanacearum. Τν θπηνπαζνγφλν απηφ είλαη πςειήο νηθνλνκηθήο ζεκαζίαο 

θαη πξνθαιεί αζζέλεηεο θαξαληίλαο θαζψο πξνζβάιιεη πνιιέο θαιιηέξγεηεο, φπσο γηα 

παξάδεηγκα ληνκάηαο, παηάηαο, κειηηδάλαο, κπαλάλαο, ηδίληδεξ, πηπεξηάο, ειηάο θαπλνχ 

θ.α. Οη NLRs είλαη ελδνθπηηάξηνη αλνζνινγηθνί ππνδνρείο ησλ θπηψλ θαη πεξηέρνπλ κηα 

θεληξηθή πεξηνρή δέζκεπζεο λνπθιετθψλ νμέσλ πνπ αθνινπζείηαη απφ ζεηξά 

επαλαιήςεσλ πινχζηεο ζε ιεπθίλε θαη ζεσξνχληαη ηα βαζηθά ζεκαηνδνηηθά κφξηα γηα 

ηελ έλαξμε ηεο θπηηθήο άκπλαο. Έρεη δεηρζεί φηη πεξηνρέο ID (Integrated 

Domain/Decoy) πνπ είλαη ζπγρσλεπκέλεο κε NLRs αιιεινεπηδξνχλ κε ηνπο 

παζνγφλνπο ζηφρνπο, θαη απηφ ππνδεηθλχεη φηη δξνπλ σο δνιψκαηα γηα ηνλ παζνγφλν 

νξγαληζκφ. Οη κηθξνβηαθνί ηειεζηέο είλαη κηθξά κφξηα παζνγέλεηαο ηα νπνία 

εθθξίλνληαη απφ ην βαθηήξην ζην θχηηαξν ηνπ μεληζηή θαη πξνζδέλνληαη επηιεθηηθά ζε 

κηα ή πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο, ψζηε λα δηαηαξάμνπλ ηε βηνινγηθή ηνπ δξάζε. Με ην 

ζχζηεκα ησλ δχν πβξηδίσλ ζην ζαθραξνκχθεηα, ειέγρζεθε ε πηζαλή αιιειεπίδξαζε 

κεηαμχ ζπληεξεκέλσλ ηειεζηψλ ηεο Ralstonia solanacearum ripH1, ripAI, ripAY θαη 

ripG6 θαη κηαο ζεηξάο ID πεξηνρψλ πνπ απαληνχλ ζε θπηηθνχο NLR ππνδνρείο ηεο 

άκπλαο. Πηζαλέο αιιειεπηδξάζεηο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ παξνχζα εξγαζία, ζα 

κπνξνχζαλ λα νδεγήζνπλ ζηελ αλαθάιπςε ησλ πξαγκαηηθψλ κνξηαθψλ ζηφρσλ ηνπ 

παζνγφλνπ κέζα ζην θχηηαξν ηνπ μεληζηή, αθνχ απνδεηρζεί φηη φλησο πξνθχπηνπλ θαη 

in planta. 
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Δηζαγσγή 
Κάζε έκβηνο νξγαληζκφο εθηίζεηαη θαζεκεξηλά ζε δπζκελείο αβηνηηθέο θαη βηνηηθέο 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο. 

Τν ίδην αθξηβψο ζπκβαίλεη θαη κε ηνπο θπηηθνχο νξγαληζκνχο, νη νπνίνη θαινχληαη λα 

αληαπεμέιζνπλ έλαληη αζζελεηψλ, πνπ πξνθαινχληαη απφ παζνγφλα, είηε απφ βαθηήξηα, 

είηε απφ κχθεηεο είηε απφ ηνχο («ερζξνί»). Δμειηθηηθά ινηπφλ ηα θπηά έρνπλ αλαπηχμεη 

κεραληζκνχο νη νπνίνη ηνπο βνεζνχλ ζην λα εληνπίζνπλ θαη θαη’ επέθηαζε λα 

αληηκεησπίζνπλ ηα παζνγφλα «ερζξνχο» (Ines de Ponce and Montesano 2013). 

 

Φπηηθή άκπλα 
Η πξώηε γξακκή άκπλαο πνπ ζπλαληά νπνηνζδήπνηε κηθξννξγαληζκφο, είλαη ε 

«κεραληθή άκπλα». Η «κεραληθή άκπλα» πεξηιακβάλεη δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ 

θπηηθνχ νξγαληζκνχ: ηελ εθπκελίδα θαη ηνπο θεξνύο, ηα θπηηαξηθά ηνηρώκαηα, ηα 

ζηνκάηηα (ζηξαηεγηθή ζέζε εηζφδνπ γηα ηνπο κχθεηεο θαη ηα βαθηήξηα) θαη ηηο 

λεπξώζεηο θύιισλ, ηελ ελδνδεξκίδα θαη ηα επηθαλεηαθά ηξηρίδηα (Τδάκνο 2007). 

Δάλ θάπνην παζνγφλν θαηαθέξεη λα μεπεξάζεη ηελ «κεραληθή άκπλα» (πξώην επίπεδν) 

θαη ηειηθά λα εηζέιζεη ζην θπηηθφ ηζηφ, ηφηε ην ελ ιφγσ παζνγφλν πξφθεηηαη λα 

αληηκεησπίζεη ηελ έκθπηε αλνζνινγηθή απφθξηζε ηνπ θπηνχ (δεύηεξν θαη ηξίην 

επίπεδν). 

Tν δεύηεξν επίπεδν είλαη ε PTI (PAMP-Triggered Immunity). Τα εξεζίζκαηα πνπ 

αλαγλσξίδνληαη θαηά ηελ PTI είλαη ηα PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns), δειαδή κνξηαθά κνηίβα, ηα νπνία είλαη ζπληεξεκέλα κεηαμχ ησλ παζνγφλσλ 

κηθξννξγαληζκψλ, φπσο είλαη ε ρηηίλε, νη πεπηηδνγιπθάλεο, ε καζηηγίλε θιπ. Καηά ηελ 

PTI ηα θπηηθά θχηηαξα αληηιακβάλνληαη ηελ κφιπλζε κέζσ κεκβξαληθψλ ππνδνρέσλ 

PRRs (Pattern Recognition Receptors) πνπ βξίζθνληαη ζηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ 

θπηηθνχ θπηηάξνπ, θαη έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα αλαγλσξίδνπλ PAMPs. Οη PRRs 

δηαθξίλνληαη ζηε γεληθφηεξε θαηεγνξία ππνδνρέσλ RLPs (Receptors – Like Protein) 

θαη ζηελ ππννκάδα ησλ RLPs ηνπο ππνδνρείο RLKs (Receptors – Like Kinases). Οη 

πξψηνη πεξηέρνπλ κηα εμσθπηηαξηθή πεξηνρή, κε επαλαιήςεηο πινχζηεο ζε ιεπθίλε θαη 

κηα πεξηνρή ελδνθπηηαξηθήο θηλάζεο (Yeh et al 2016). Οη πεξηνρέο ηεο ελδνθπηηαξηθήο 

θηλάζεο ζπκβάιινπλ ζηε κεηαθνξά ηνπ ζήκαηνο γηα ηελ έλαξμε απνθξίζεσλ άκπλαο 

(Erwing et al 2017). Οη ππνδνρείο RLPs δηαθέξνπλ ζην φηη πεξηέρνπλ κηθξφηεξν 
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ελδνθπηηαξηθφ ηνκέα, ρσξίο ιεηηνπξγία θηλάζεο (Erwing et al 2017). Απφ ηελ 

αλαγλψξηζε ησλ PAMPs απφ ηνπο PRR ππνδνρείο ελεξγνπνηνχληαη ζεκαηνδνηηθά 

κνλνπάηηα πνπ νδεγνχλ ζε παξαγσγή ξηδψλ νμπγφλνπ, αληηκηθξνβηαθψλ νπζηψλ, 

ελίζρπζε θπηηαξηθψλ ηνηρσκάησλ θαη άιιεο απνθξίζεηο πνπ έρνπλ σο ζθνπφ ηνλ 

πεξηνξηζκφ ηεο εηζβνιήο. Οη απνθξίζεηο απηέο ζπλνιηθά νλνκάδνληαη PTI (Zipfel et al 

2014). 

Τν ηξίην επίπεδν ηεο θπηηθήο αλνζίαο είλαη ε ETI (Effector-Triggered Immunity). 

Καηά ηελ ETI, εξέζηζκα ηεο ελεξγνπνίεζεο ζεσξνχληαη νη ηειεζηέο ησλ παζνγφλσλ. 

Απηνί είλαη πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ην παζνγφλν θαη θαηαζηέιινπλ πηπρέο ηνπ 

PTI, επλνψληαο ηελ παζνγέλεηα θαη νδεγψληαο ζην ETS (Effector Triggered 

Susceptibility). Η ETI ελεξγνπνηείηαη απφ ηελ αλαγλψξηζε ησλ ηειεζηψλ απφ 

ζπγθεθξηκέλνπο ελδνθπηηαξηθνχο ππνδνρείο ησλ θπηηθψλ θπηηάξσλ, πνπ νλνκάδνληαη 

NLRs (Nucleotide–binding Leucine-rich repeats Receptors). Η ETI ζπλήζσο είλαη κηα 

πην γξήγνξε θαη ηζρπξή απφθξηζε, ζε ζχγθξηζε κε ην PTI, πνπ ζπρλά νδεγεί ζε 

εκθάληζε αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο (HR) ζην θπηφ, δειαδή ηελ ζαλάησζε ησλ 

κνιπζκέλσλ θπηηάξσλ θαη ησλ πεξηβαιιφλησλ απηά, θαη ηελ απνθπγή εμάπισζεο ηεο 

κφιπλζεο απφ ην εθάζηνηε παζνγφλν (Jones and Dangl 2006). Άιιεο απνθξίζεηο, απφ 

ηελ αλίρλεπζε ησλ ηειεζηψλ απφ NLRs, είλαη ε εηζξνή Ca
+2

, παξαγσγή ελεξγψλ ξηδψλ 

νμπγφλνπ, ε ελεξγνπνίεζε κνλνπαηηψλ ζεκαηνδφηεζεο κέζσ MAP θηλαζψλ θαη επίζεο 

νη ξαγδαίεο αιιαγέο ζηα κεηαγξαθηθά πξφηππα (Cesari 2017). Οη ππνδνρείο NLR 

πξνάγνπλ ηελ εγγελή αλνζία ηφζν ζηα θπηά φζν θαη ζηα ζειαζηηθά κε ηνλ ίδην ηξφπν 

(ζηελ παξνχζα κειέηε ζα αλαθεξζνχκε κφλν ζηελ εγγελή αλνζία πνπ πξνθαιείηαη ζηα 

θπηά). Η δνκή ησλ NLR ππνδνρέσλ απνηειείηαη απφ ηελ επηθξάηεηα LRR (Leucine-

Rich Repeats), ηελ επηθξάηεηα δέζκεπζεο λνπθιετθψλ νμέσλ NB (Nucleotide-Binding) 

θαη ηέινο ηελ ακηλνηειηθή επηθξάηεηα, πνπ κπνξεί λα είλαη CC (Coiled–coil) ή TIR 

(Toll–Interleukin 1–like Receptor). Η επηθξάηεηα LRR απνηειείηαη απφ επαλαιήςεηο 

πινχζηεο ζε ιεπθίλε θαη βξίζθεηαη ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ησλ θπηηθψλ NLRs. Ο 

ξφινο ηεο είλαη λα αληρλεχεη ηνπο ηειεζηέο ελφο παζνγφλνπ, θαζψο απνηειεί επηθξάηεηα 

αιιειεπηδξάζεσλ πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο. 

Η επηθξάηεηα δέζκεπζεο NB, ζεσξείηαη «κνξηαθφο δηαθφπηεο» ησλ NLR, ξπζκηδφκελνο 

απφ ηε δέζκεπζε λνπθιενηηδίσλ. Όηαλ ε επηθξάηεηα είλαη ζπλδεδεκέλε κε ATP, ν 

ππνδνρέαο είλαη ελεξγφο, ελψ φηαλ ε επηθξάηεηα είλαη ζπλδεδεκέλε κε ADP, ν 

ππνδνρέαο είλαη αλελεξγφο. Η ακηλνηειηθή επηθξάηεηα παίδεη ζπρλά ξφιν ζηε κεηάδνζε 

ηνπ ζήκαηνο θαηά ηελ αλνζναπφθξηζε θαη ζηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ 
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επηθξαηεηψλ ηνπ NLR ππνδνρέα γηα ηε ζηαζεξνπνίεζε ηεο δνκήο ηνπ (Baggs et al 

2017), (Sukarta et al 2016). 

Οη πξσηεΐλεο NLR ινηπφλ θαίλεηαη λα ιεηηνπξγνχλ ζαλ αηζζεηήξεο έκκεζεο ή άκεζεο 

αλαγλψξηζεο εηδηθψλ πξσηετλψλ ηνπ παζνγφλνπ (Kadota et al 2010). 

Οη NLR ιεηηνπξγνχλ κέζα ζηα θπηηθά θχηηαξα θαη «παξαθνινπζνχλ» ηελ 

δξαζηηθφηεηα ηειεζηψλ, ψζηε λα ελεξγνπνηήζνπλ ηελ άκπλα, φπσο πεξηγξάςακε 

λσξίηεξα. 

Πνιινί NLR θαίλεηαη φηη είλαη ζπλδεδεκέλνη φρη κφλν κε ζρέζε «έλα πξνο έλα» αιιά 

θαη κέζσ ελφο πεξηζζφηεξν ζχλζεηνπ δηθηχνπ. Έρεη δεηρζεί φηη κεξηθνί NLR 

ιεηηνπξγνχλ ζε δεχγε ζηα νπνία εηδηθεχεηαη έλαο αηζζεηήξαο NLR γηα ηελ αλαγλψξηζε 

ηνπ παζνγφλνπ, ην νπνίν ζπλδέεηαη κε έλα βνεζφ NLR, πνπ ζπκκεηέρεη ζηελ εθθίλεζε 

αλνζνπνηεηηθήο ζεκαηνδφηεζεο (Hiroaki et al 2019). 

 

Μνληέια αλαγλώξηζεο ηειεζηώλ από ηνπο NLR 
Υπάξρνπλ ηξία κνληέια (Δηθόλα 1), πνπ πεξηγξάθνπλ ηελ αλαγλψξηζε ησλ ηειεζηψλ 

απφ ηνπο NLR ππνδνρείο ηα νπνία είλαη: 

a) Μνληέιν άκεζεο αλαγλψξηζεο (Direct Interaction) 

b) Μνληέιν «Φχιαθα» / Γφισκα (Decoy / Guardee) θαη 

c) Μνληέιν Δλζσκαησκέλσλ Δπηθξαηεηψλ (Integrated Domain). 

 

 

Δηθόλα 1: Σρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ηξηψλ κνληέισλ NLR (Kapos et al 2019). 
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Μνληέιν άκεζεο αλαγλώξηζεο 

Σ’ απηφ ην κνληέιν ν ππνδνρέαο NLR αιιεινεπηδξά κε ηνλ ηειεζηή ηνπ παζνγφλνπ 

άκεζα. Η επηθξάηεηα LRR ησλ NLR θαίλεηαη λα έρεη δηηηή ζεκαζία θαζψο ιεηηνπξγεί 

σο αηζζεηήξαο αιιά θαη σο αλαζηνιέαο (Kapos et al 2019). 

Μνληέιν «Φύιαθα» / Γόισκα 

Σην ζπγθεθξηκέλν κνληέιν, νη NLRs θαίλεηαη πσο δελ αιιεινεπηδξνχλ κε ηελ πξσηεΐλε 

ηνπ παζνγφλνπ άκεζα, αιιά έρνπλ ηε ηθαλφηεηα λα αληρλεχνπλ ηηο αιιαγέο πνπ 

πξνθαινχλ νη ηειεζηέο ζηηο θπηηθέο πξσηεΐλεο-ζηφρνπο ηνπο. Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε 

επηθξάηεηα LRR θαίλεηαη λα είλαη ππεχζπλε γηα ηελ αιιειεπίδξαζε ελφο NLR 

ππνδνρέα κε άιιεο πξσηεΐλεο. Δπνκέλσο, ν ζηφρνο ηνπ ηειεζηή ζα πξέπεη λα βξίζθεηαη 

παξαπιήζηα ζηελ πεξηνρή LRR θαη κε απηφ ηνλ ηξφπν λα δηεπθνιχλεη ηνλ έιεγρν γηα 

ηπρφλ παξαπνίεζή ηνπ. Τν κνληέιν απηφ έρεη δχν ππνθαηεγνξίεο αλάινγα κε ηελ 

πξσηεΐλε πνπ πξνζηαηεχεη ν ππνδνρέαο (Citra et al 2016). 

Σηελ ππνθαηεγνξία ηνπ κνληέινπ θύιαθα νη ππνδνρείο NLRs πξνζηαηεχνπλ ηελ 

πξαγκαηηθή πξσηεΐλε-ζηφρν ηνπ παζνγφλνπ θαη εάλ πξνθχςεη αιιαγή ζηε δηακφξθσζή 

ηεο, ηφηε ελεξγνπνηνχλ ηελ ETI αλνζία. Σηελ ππνθαηεγνξία ηνπ κνληέινπ δνιώκαηνο, 

νη ππνδνρείο πξνζηαηεχνπλ κηα πξσηεΐλε δφισκα, ε νπνία κνηάδεη κε ηελ πξαγκαηηθή 

πξσηεΐλε ζηφρν. Η πξσηεΐλε απηή εθθξάδεηαη απφ παξάινγα γνλίδηα θαη έρεη εμειηρζεί 

γηα λα κνηάδεη κε ηνλ πξαγκαηηθφ ζηφρν ησλ ηειεζηψλ, ρσξίο λα έρεη ιεηηνπξγηθφ ξφιν. 

Η κφλε ιεηηνπξγία ηεο είλαη λα δεζκεχεη ηνλ ηειεζηή θαη λα ηνλ εκπνδίδεη απφ ην λα 

αιιεινεπηδξάζεη κε ηνλ θπζηθφ ζηφρν ηνπ (Jones et al 2016), (Citra et al 2016). 

Μνληέιν Δλζσκαησκέλσλ Δπηθξαηεηώλ (ID) 

Τν ηξίην κνληέιν αθνξά ηνπο ππνδνρείο NLR,πνπ θέξνπλ κηα κε ηππηθή επηθξάηεηα ζηε 

δνκή ηνπο, ε νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα δξα σο δφισκα θαη λα αιιεινεπηδξά κε 

ηειεζηέο ησλ παζνγφλσλ. Οη επηθξάηεηεο ηέηνηνπ ηχπνπ νλνκάδνληαη ID (Integrated 

Decoy/Domain), δειαδή «ελζσκαησκέλα δνιψκαηα» θαη απνηεινχλ ζπληεξεκέλεο θαη 

ραξαθηεξηζηηθέο πεξηνρέο πξσηετλψλ, πνπ ζηνρεχνληαη ζπρλά απφ ηειεζηέο. 

Φαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ε επηθξάηεηα ησλ πξσηετλψλ ηεο νκάδαο πνπ 

πεξηέρεη ην κνηίβν WRKY, πνπ αιιεινεπηδξά κε ηνπιάρηζηνλ δπν ηειεζηέο θαη 

ζπκβάιιεη ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο άκπλαο απφ ην δεχγνο NLR-RPR1 – RPS4 (Baggs, et 

al 2017). 

Τν ζπγθεθξηκέλν κνληέιν είλαη αξθεηά δηαδεδνκέλν ζηνπο θπηηθνχο νξγαληζκνχο θαη 

απαληά κέρξη ηψξα θπξίσο ζε δεχγε ππνδνρέσλ NLR. Σε πνιιά γνληδηψκαηα θπηψλ έλα 

ζπγθεθξηκέλν γνλίδην NLR κπνξεί λα είλαη ζπλδεδεκέλν ή θαη λα είλαη κεηαγξαθηθά 
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αλεμάξηεην απφ έλα άιιν γνλίδην NLR, ην νπνίν κπνξεί λα είλαη απαξαίηεην γηα ηελ 

ιεηηνπξγία ηνπ πξψηνπ γνληδίνπ. Τν έλα NLR απφ ην δεχγνο δξα σο αληρλεπηήο ηνπ 

ηειεζηή θαη θαίλεηαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ ID κνληέινπ λα θέξεη ηελ ID επηθξάηεηα, ελψ 

ην άιιν ελεξγνπνηεί ηελ αλνζνινγηθή απφθξηζε, πηζαλψο κέζσ αιιαγψλ ζηελ 

δηακφξθσζή ηνπ (Sarris et al 2016). 

 

Τν θπηνπαζνγόλν Ralstonia solanacearum 
Τν παζνγφλν Ralstonia solanacearum ζεσξείηαη έλα απφ ηα πην θαηαζηξνθηθά 

θπηνπαζνγφλα βαθηήξηα. Αλήθεη ζηα Proteobacteria, ζηελ ηάμε Betaproteobacteria θαη 

ζηελ νηθνγέλεηα Burkholderiaceae (Prior and Fegan 2005). Έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

κεηαθέξεηαη ζην έδαθνο, λα εηζβάιιεη ζηα θπηά κέζσ ησλ ξηδψλ, λα θηάλεη ζηα αγγεία 

ηνπ μχινπ, θαη λα εμαπιψλεηαη ζηα ππφινηπα κέξε ηνπ θπηνχ κέζσ ηνπ αγγεηαθνχ 

ζπζηήκαηνο (Deslandes and Genin 2014). 

Έρεη έλα επξχ θάζκα μεληζηψλ φπσο είλαη ε ληνκάηα, ε παηάηα, ε κειηηδάλα, ν θαπλφο, 

αιιά θαη ε κπαλάλα πνπ δελ είλαη ζνιαλψδεο άιια κνλνθνηπιήδνλν ηεο νηθνγέλεηαο 

Musaceae θιπ. Δπεξεάδεη επίζεο κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Compositae, Leguminosae 

θαζψο θαη άιιεο νηθνγέλεηεο θπηψλ (Kelman 1953). Αλαπηχζζεηαη ζε ζεξκά θιίκαηα κε 

πγξαζία, θαη πξνθαιεί βαθηεξηαθφ καξαζκφ, φπνπ ηα καξακέλα θχιια εκθαλίδνπλ 

ρισξσηηθέο ζθελνεηδείο πεξηνρέο, ή ριψξσζε ζε θάπνηεο πεξηνρέο ηνπ θχιινπ. Γείγκα 

ηεο πξνζβνιήο είλαη ην ιεπθφ πγξφ πνπ ξέεη απφ θνκκέλα ζηειέρε. Τειηθή θαηάζηαζε 

είλαη ν καξαζκφο νιφθιεξνπ ηνπ θπηνχ απφ ηελ πξνζβνιή. Τν ελ ιφγσ βαθηήξην 

κπνξεί θαη δηαρεηκάδεη ζε ηκήκαηα ηνπ θπηνχ πνπ έρνπλ παξακείλεη ζην έδαθνο, απφ ηηο 

θαιιηεξγεηηθέο ηερληθέο, είηε ζε κνιπζκέλα θπηά είηε ζε ζπφξνπο θαη ζην 

πνιιαπιαζηαζηηθφ πιηθφ, φπσο είλαη γηα παξάδεηγκα νη θφλδπινη ηεο παηάηαο. Άιιν 

έλα ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ παζνγφλνπ είλαη ε αληνρή θαη ε επηβίσζε ηνπ ζε δξνζεξφ 

θιίκα. Μπνξεί λα ππάξρεη αθφκα θαη ζε γεσξγηθφ εμνπιηζκφ. Βξίζθεηαη ζε «ιήζαξγν» 

έσο φηνπ νη ζπλζήθεο γίλνπλ θαη πάιη επλντθέο πξνθεηκέλνπ λα κνιχλεη ηνπο μεληζηέο 

ηνπ θαη λα νινθιεξψζεη ηνλ βηνινγηθφ ηνπ θχθιν (Genin and Denny 2012). 

Η κφιπλζε γίλεηαη ζπλήζσο απφ πιεγέο πνπ δεκηνπξγνχληαη πάλσ ζην θπηφ, είηε απφ 

γεσξγηθέο πξαθηηθέο (π.ρ. θιάδεκα), είηε απφ ηξαπκαηηζκφ πνπ κπνξεί λα πξνέξρεηαη 

π.ρ. απφ δψα (Denny 2007). 

Τν γνληδίσκα ηνπ παζνγφλνπ απηνχ έρεη επαξθέο κέγεζνο λα θσδηθνπνηεί πιήζνο 

πξσηετλψλ πνπ πηζαλφλ λα ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα. Τα κεγέζε πνπ θπκαίλνληαη 
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θχξηα ζηειέρε πνπ αιιεινπρήζεθαλ είλαη γηα ην ζηέιερνο GMI100 ην κέγεζνο είλαη 5,8 

Mb (Salanoubat et al 2002), γηα ην ζηέιερνο CQPS-1 είλαη 5,89 Mb (Liu et al 2017), γηα 

ην ζηέιερνο CMR15 είλαη 5,61, γηα ην ζηέιερνο R. syzygii R24 είλαη 5,45 θιπ (Ailloud 

et al 2015). Όπσο πξναλαθέξζεθε, νη πξσηεΐλεο ηειεζηέο εγρένληαη απφ ηα παζνγφλα 

ζην θπηηθφ θχηηαξν, ψζηε λα δηαηαξάμνπλ ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ. Τν ζπγθεθξηκέλν 

παζνγφλν θαίλεηαη πσο ζηεξίδεη ηελ παζνγέλεηα ηνπ ζε ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΙΙΙ 

(TypeIII secretion system), ην νπνίν ρξεζηκνπνηεί γηα λα εθθξίλεη ηειεζηέο πξσηεΐλεο 

ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ (Galan et al 2014). 

 

Δθθξηηηθό Σύζηεκα Τύπνπ ΙΙΙ 
Τν Δθθξηηηθφ ζχζηεκα ηχπνπ ΙΙΙ (TypeIII Secretion System ή T3SS) ζπλαληάηαη ζε 

gram αξλεηηθά βαθηήξηα θαη είλαη ζχζηεκα κεηαθνξάο πξσηετλψλ ζην θπηηαξφπιαζκα 

ηνπ μεληζηή (Δηθόλα 2). Τν ζχζηεκα απηφ δεκηνπξγείηαη φηαλ ην βαθηήξην έξζεη ζε 

επαθή κε ην επθαξπσηηθφ θχηηαξν θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε κεηαθνξά ηειεζηψλ 

ηχπνπ ΙΙΙ (Type III ηειεζηέο ή T3Es). Η ελεξγνπνίεζε ηνπ T3SS μεθηλά φηαλ έλαο 

πξσηετληθφο ππνδνρέαο πνπ βξίζθεηαη ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ βαθηεξίνπ, 

αληρλεχεη ζηνηρεία θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ μεληζηή (Khan et al 2018), (Galan et al 

2014). Μία θεληξηθή δνκή ηνπT3SS είλαη ην ζχκπινθν «βειφλαο», ην νπνίν κεζνιαβεί 

ζηε δηέιεπζε ησλ πξσηετλψλ T3E ηνπ παζνγφλνπ, απφ ην θπηηαξφπιαζκα ηνπ 

παζνγφλνπ απεπζείαο ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ (Sabbagh et al 2019), 

(Sang et al 2018). Τν ζχζηεκα T3SS ζπλδέεηαη κε ηελ κνιπζκαηηθφηεηα πνιιψλ 

παζνγφλσλ ηφζν θπηηθψλ νξγαληζκψλ φζν θαη δσηθψλ, αιιά απαληά θαη ζε ζπκβησηηθά 

βαθηήξηα επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ (Galan et al 2014). 

 

Δηθόλα 2: Σρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ T3SS ζε θπηηθφ θχηηαξν. Γηαθξίλεηαη ν ηξφπνο κε ηνλ 

νπνίν γίλεηαη ε έγρπζε ησλ ηειεζηψλ ζην θπηηθφ θχηηαξν. (Όπνπ IM: Δζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ 

παζνγφλνπ, OM: εμσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ παζνγφλνπ θαη PM:Πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ 

θπηηθνχ θπηηάξνπ) ( Buttner and He 2009). 
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Τειεζηέο ηύπνπ ΙΙΙ 

Πνιιά θπηνπαζνγφλα βαθηήξηα εθθξίλνπλ δεθάδεο πξσηεΐλεο κέζα ζηα θπηηθά 

θχηηαξα, νη νπνίεο νλνκάδνληαη ηειεζηέο, ρξεζηκνπνηψληαο ην εθθξηηηθφ ζχζηεκα 

ηχπνπ III (T3SS). Απηέο νη πξσηεΐλεο (ηχπνπ III-εθθξηλφκελνη ηειεζηέο, T3Es) είλαη 

βαζηθνί θαζνξηζηηθνί παξάγνληεο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηνπ παζνγφλνπ θαη ηνπ 

μεληζηή. Σπκβάιινπλ ζηελ δηαηάξαμε ησλ θπηηθψλ θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ κε ζθνπφ 

ηελ εμάπισζε ηεο κφιπλζεο. Έρεη πξνηαζεί φηη νξηζκέλνη ηειεζηέο ηχπνπ III 

εκθαλίδνπλ «πςειή εμεηδίθεπζε» θαη ζηνρεχνπλ κία πξσηεΐλε. Οη πεξηζζφηεξνη απφ 

απηνχο, έρεη παξαηεξεζεί, φηη εκθαλίδνπλ «ρακειή εμεηδίθεπζε» θαη κπνξνχλ λα 

ζηνρεχνπλ πνιιαπιέο πξσηεΐλεο ζηφρνπο. Απηέο νη πξσηεΐλεο ηειεζηέο ξπζκίδνπλ κηα 

πνηθηιία θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ, πξνο φθεινο ηνπ παζνγφλνπ (Khan et al 2018). 

Σηειέρε ηεο R. solanacearum εθθξάδνπλ πεξηζζφηεξνπο απφ 70 δηαθνξεηηθνχο 

ηειεζηέο. Σηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ νη ηειεζηέο RipAY, RipG6, RipH1 θαη 

RipAI ηνπ ζηειέρνπο GMI1000, νη νπνίνη είλαη θαιά ζπληεξεκέλνη κεηαμχ φισλ ησλ 

κέρξη ηψξα αιιεινπρεκέλσλ ζηειερψλ. Η έθθξηζε ησλ επηιεγκέλσλ ηειεζηψλ κέζσ 

ηνπ T3SS έρεη επηβεβαησζεί πεηξακαηηθά. Οη ζηφρνη ησλ ηειεζηψλ απηψλ ζην θπηηθφ 

θχηηαξν δελ έρνπλ αλαθαιπθζεί, αλ θαη γηα ηε δξάζε ηνπο ππάξρνπλ θάπνηεο 

πιεξνθνξίεο ζηε βηβιηνγξαθία. 

Τν γνλίδην RipAY (Δηθόλα 3) T3E ηεο R. Solanacearum είλαη παξψλ ζε φια ηα 

αιιεινπρεκέλα ζηειέρε R. Solanacearum θαη έρεη δξάζε θπθινηξαλζθεξάζεο ηνπ γ-

γινπηακπιίνπ (γ-Glutamyl cyclotransferase GGCT). Η δξάζε ηνπ απηή, πξνθαιεί ηελ 

απνηθνδφκεζε ηεο ξπζκηζηηθήο νμεηδναλαγσγηθήο γινπηαζεηφλεο δειαδή ελφο α- 

ακηλνμένο, ην νπνίν έρεη εμειηρζεί ζε κφξην φπνπ «πξνζηαηεχεη» ηα θχηηαξα απφ ηελ 

νμείδσζε. Έρεη πνιιέο ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ζηνλ κεηαβνιηζκφ, ηελ θαηάιπζε θαη ηε 

κεηαθνξά (θαη πηζαλψο άιισλ ελψζεσλ γ-γινπηακπιίνπ) ζε θπηηθά θχηηαξα, 

νδεγψληαο ζε θαηαζηνιή ησλ αλνζνινγηθψλ αληηδξάζεσλ ησλ θπηψλ. Έρεη απνδεηρζεί 

φηη νη επθαξπσηηθέο ζεηνξεδνμίλεο ζπκβάιινπλ ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο δξαζηεξηφηεηαο 

ηνπ RipAY GGCT in vitro. Ωζηφζν, ν κεραληζκφο ελεξγνπνίεζεο ηνπ RipAY κε ηε 

κεζνιάβεζε ηεο ζεηνξεδνμίλεο παξακέλεη άγλσζηνο (Yali et al 2017), (Meister 1995). 
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Δηθόλα 3: Σρεκαηηθή πξσηετληθή αιιεινπρία ηνπ ηειεζηή ripAY (κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Smart.embl-heidelberg). 

Η πξσηεΐλε ηειεζηήο RipG6 (Δηθόλα 4) αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ηειεζηψλ 

GALA ηεο R. solanacearum θαη έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα θαηαζηέιιεη ηελ θπηηθή άκπλα 

ζε ηξεηο δηαθνξεηηθνχο θπηά μεληζηέο: A. thaliana, Lycopersicum esculentum θαη 

Solanum melongena (Remigi et al 2011). 

 

 

Δηθόλα 4: Σρεκαηηθή πξσηετληθή αιιεινπρία ηνπ ηειεζηή ripG6 (κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Smart.embl-heidelberg). 

Ο RipH1 (Δηθόλα 5) T3E αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα HLK ηειεζηψλ ηεο R. 

solanacearum, ε νπνία απνηειείηαη απφ ηέζζεξηο ηειεζηέο (RipH1–RipH4) κε κέζν 

κέγεζνο πεξίπνπ ηα 600 ακηλνμέα. Οη RipH νλνκάδνληαη έηζη ιφγσ ηεο παξνπζίαο ηξηψλ 

ακηλνμέσλ ζε κηα ζπληεξεκέλε θαξβνμπηειηθή πεξηνρή. Πην ζπγθεθξηκέλα ιφγσ ησλ 

αξρηθψλ γξακκάησλ ησλ ακηλνμέσλ ηεο ηζηηδίλεο (Histidine), ιεπθίλεο (Leucine) θαη 

ιπζίλεο (Lysine ζπκβνιίδεηαη κε K) (Asolkar and Ramesh 2018).  

 

 

Δηθόλα 5: Σρεκαηηθή πξσηετληθή αιιεινπρία ηνπ ηειεζηή ripH1 (κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Smart.embl-heidelberg). 

Ο RipAI (Δηθόλα 6) αλήθεη ζε κηα νηθνγέλεηα ηειεζηψλ παιηφηεξα είρε ηελ 

νλνκαζία AWR (αιαλίλε-ηξππηνθαλε-αξγηλίλε) (Deslandes and Genin 2014), (Peeters 

et al 2013). Μηα ιεηηνπξγηθή αλάιπζε ηεο νηθνγέλεηαο AWR έδεημε φηη νξηζκέλνη AWR 

Τ3Δ πξνθαινχλ λεθξσηηθέο αληηδξάζεηο κέζσ ηεο επαγσγήο θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ ζε 

θπηά θαη είλαη πξσηεΐλεο απαξαίηεηεο γηα πιήξε κνιπζκαηηθφηεηα (Peeters et al 2013). 
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Η νηθνγέλεηα AWR ζπκβάιιεη ζεκαληηθα ζηε βαθηεξηαθή κνιπζκαηηθφηεηα θαη 

πεξηιακβάλεη ηειεζηέο απφ δηαθνξεηηθά παζνγφλα βαθηήξηα (Montserrat et al 2012). 

 

Δηθόλα 6: Σρεκαηηθή πξσηετληθή αιιεινπρία ηνπ ηειεζηή ripAI (κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Smart.embl-heidelberg). 

Σθνπόο ηεο Δξγαζίαο 
 Σθνπφο ηεο παξνχζαο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο ήηαλ ε αλαδήηεζε πηζαλψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ηεζζάξσλ βαθηεξηαθψλ ηειεζηψλ ηχπνπIII ηειεζηψλ ηεο 

Ralstonia solanacearum θαη κηαο ζεηξάο ID επηθξαηεηψλ (Πίλαθα 1)απφ θπηηθνχο NLR 

ππνδνρείο, κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο δχν πβξηδίσλ (yeast two-hybrid system) ηνπ 

ζαθραξνκχθεηα Saccharomyces cerevisiae. 

Οη ππφ κειέηε ηειεζηέο RipAI, RipAY, RipH1 θαη RipG6 θαίλεηαη λα είλαη 

θαιά ζπληεξεκέλνη αλάκεζα ζε φια ηα αιιεινπρεκέλα ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ 

Ralstonia solanacearum, πξάγκα πνπ θαλεξψλεη φηη πηζαλφηαηα λα έρνπλ θξίζηκν ξφιν 

ζηελ παζνγέλεηά ηνπ. Η ζπγγέλεηα ησλ ππφ κειέηε ID πξσηετληθψλ επηθξαηεηψλ κε 

ζπλήζεηο ζηφρνπο δηαθνξεηηθψλ ηειεζηψλ ζεκαίλεη φηη πηζαλέο αιιειεπηδξάζεηο ζα καο 

δψζνπλ πιεξνθνξίεο γηα ηνπο θπηηθνχο παξάγνληεο θαη ηα «κνλνπάηηα» πνπ ζηνρεχεη 

ην παζνγφλν ψζηε λα πξνάγεη ηε κνιπζκαηηθφηεηα ηνπ, ζηνλ μεληζηή. 

 

Πίλαθαο 1: ID επηθξάηεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία, θαη νη 

ηειεζηέο ηεο Ralstonia solanacearum κε ηνπο νπνίνπο ειέγρζεθε ε πηζαλή αιιειεπίδξαζε. 

IDs Origin 

WRKY Arabidopsisthailana WS2 

WRKY (short) Oryza .sativa 

WRKY Hordeum vulgare 

Thior Vitisvinifera 

Thior Gossypium reimondii 

Kinase C Hordeum vulgare 

Kinase N C010 Hordeum vulgare 

Kinase N C153 Hordeum vulgare 

HMA Hordeum vulgare 
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TCP Hordeum vulgare 

LIM Hordeum vulgare 

Ubox Hordeum vulgare 

TFSIIN Hordeum vulgare 

TIR Hordeum vulgare 

B3 Hordeum vulgare 

CG Hordeum vulgare 

Exo70 Hordeum vulgare 

HSF Hordeum vulgare 

PP2C-C Hordeum vulgare 

TRX-C Hordeum vulgare 

ZFBED_N_C045 Hordeum vulgare 

ZFBED_N_C350 Hordeum vulgare 

Effectors Origin 

ripH1 Ralstonia solanacearum GMI1000 

ripG6 Ralstonia solanacearum GMI1000 

ripAI Ralstonia solanacearum GMI1000 

ripAY Ralstonia solanacearum GMI1000 

 

Υιηθά θαη Μέζνδνη 
 

Αλάπηπμε κηθξννξγαληζκώλ 
Γηα ηελ θαιιηέξγεηα ζηειερψλ DH10B θαη STELLAR ηνπ βαθηεξίνπ Escherichia coli 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζξεπηηθφ πιηθφ LB πνπ πεξηείρε ην θαηάιιειν εθιεθηηθφ αληηβηνηηθφ 

(ακπηθηιιίλε ή θαλακπθίλε Πίλαθα 2). Οη θαιιηέξγεηεο ησλ βαθηεξίσλ αλαπηχρζεθαλ 

ζε επσαζηήξα ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία ζηνπο 37
°
C γηα 12-14 ψξεο 

 

Πίλαθαο 2: Πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία. 

Φνξέαο Αληίζηαζε 

Αληηβηνηηθνύ 

Σπγθέληξσζε 

αληηβηνηηθνύ 

pBluescript II SK(-) Golden-Gate-

compatible 

Ampicillin 100κg/ml 

pGADT7_rfp Ampicillin 100κg/ml 

pGBKT7_rfp Kanamycin 50 κg/ml 

 

Γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ ζηειέρνπο PJ69-4A ηνπ ζαθραξνκχθεηα Saccharomyces 

cerevisiae ρξεζηκνπνηήζακε πινχζην ζξεπηηθφ πιηθφ YPDA (Πίλαθα 3) θαη νη 

θαιιηέξγεηεο αλαπηχρζεθαλ ζε επσαζηήξα ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 28
°
C. Οη πγξέο 
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θαιιηέξγεηεο ηνπ ζαθραξνκχθεηα αλαπηχρζεθαλ γηα 14-16 ψξεο, απηέο ζε ζηεξεφ 

ζξεπηηθφ πιηθφ (πηάηα Petri κε άγαξ) ε αλάπηπμή ηνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 2-3 εκέξεο.  

Μεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα αλαπηχρζεθαλ ζε ειιηπέο ζξεπηηθφ πιηθφ 

SDC (Πίλαθα 3), ην νπνίν έρεη ειιείςεηο ζε δηαθνξεηηθά ακηλνμέα, ζχκθσλα κε ηηο 

αλάγθεο ηνπ πεηξάκαηνο. Έηζη, ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαιχκαηα ακηλνμέσλ (Πίλαθα 4) γηα 

ηελ παξαζθεπή ηνπ επηζπκεηνχ κείγκαηνο ακηλνμέσλ. 
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Πίλαθαο 3: Υιηθά γηα ηελ παξαζθεπή ησλ ζξεπηηθψλ πιηθψλ γηα ηελ ηερληθή yeast two hybrid 

Θξεπηηθφ Υιηθά γηα Παξαζθεπή Πνζφηεηα ζην lt 

 

 

YPDA 

Bacto-Yeast extract 10 gr 

Bacto-peptone 20 gr 

Glucose 20 gr 

Adenine 0,03 gr 

dH20 Up to 1lt 

For plates 2% agar pH 6 – 6.5 HCl 1 M 

 

 

SDC 

CSM(-His-Leu-Trp-Ade) 0,55 gr 

YNB 6,7 gr 

Glucose 20 gr 

Amino Acids (stock) 1 ml / 100 ml medium 

dH20 Up to 1lt 

For plates 2% agar pH 5,6 NaOH 5N 

 

Πίλαθαο 4: Τξφπνο παξαζθεπήο stock δηαιπκάησλ ακηλνμέσλ  

Ακηλνμέα Παξαζθεπή δηαιπκάησλ ακηλνμέσλ 

Αδελίλε 200 mg / 50 ml (0,5 M HCl) 

Οπξαθίιε 20 mg / lt 

Ιζηηδίλε 100 mg / 50 ml dH2O 

 

Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA (Mini-preparations) 
H απνκφλσζε πιαζκηδίνπ γίλεηαη κε ηε ρξήζε αιθαιηθήο ιχζεο γίλεηαη επψαζε 

θαιιηέξγεηαο βαθηεξίσλ E. coli 5-10ml ζηνπο 37
ν
C γηα 16 ψξεο κε αλαθίλεζε 200-250 

rpm. Ο δνθηκαζηηθφο ζσιήλαο πεξηέρεη ην θαηάιιειν αληηβηνηηθφ θαη κηα κνλαδηαία 

απνηθία βαθηεξίνπ. Έπεηηα απφ 12-14 ψξεο ζε eppendorf 1,5ml πξνζηίζεηαη αληίζηνηρνο 

φγθνο θαιιηέξγεηαο θαη έπεηηα γίλεηαη θπγνθέληξεζε ζηα 11000 g γηα 30 δεπηεξφιεπηα 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Γίλεηαη απφξξηςε ηνπ ππεξθείκελνπ θαη ε δηαδηθαζία 

επαλαιακβάλεηαη. Τν βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 100κl παγσκέλνπ 

Γηαιχκαηνο 1 (50 mM γιπθφδε, 10 mM EDTA, 25 mM Tris, pΗ 8,0) κε έληνλε 

αλαθίλεζε. Πξνζηίζεηαη 200 κl 0,2Ν NaOH θαη 1% SDS ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 

ζηε ζπλέρεηα 150 κl παγσκέλνπ Γηαιχκαηνο 3 (3M KOAc, pΗ 6,0). Αθνινπζεί 

αλαθίλεζε θαη επψαζε γηα 3-5 ιεπηά ζην πάγν. Τν κείγκα θπγνθεληξείηαη ζηα 12000 g 

γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη κεηαθέξεηαη ην ππεξθείκελν ζε έλα λέν 
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eppendorf tube. Αθνινπζεί πξνζζήθε δηπιάζηνπ φγθνπ 100% αηζαλφιεο γηα ηελ 

θαηαθξήκληζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA, θπγνθέληξεζε ζηα 12000xg γηα 15-20 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη απφξξηςε ηνπ ππεξθείκελνπ. Η πειιέηα είλαη ην 

πιαζκηδηαθφ DNA. Αθνινπζεί μέπιπκα ηνπ ηδήκαηνο ζε 500 κl 70% αηζαλφιεο θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 12000 g γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Τν ππεξθείκελν 

απνξξίπηεηαη θαη δηαηεξείηαη ην ίδεκα. Τέινο, ην δείγκα ζηεγλψλεηαη ζηνλ αέξα γηα 20 

ιεπηά, κέρξη ηε πιήξε εμάηκηζε ηεο αηζαλφιεο, θαη πξνζηίζεληαη 30 κl απηνληζκέλν 

λεξφ γηα ηε δηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο (Fritschtis et al 2003). 

Κισλνπνίεζε Golden Gate (Golden Gate Cloning) 
Με ηελ παξνχζα ηερληθή πξαγκαηνπνηήζεθε ε ελζσκάησζε ησλ γνληδίσλ 

ελδηαθέξνληνο ηεο Ralstonia solanacearumζε θνξέα έθθξαζεο ηεο δχκεο, ν νπνίνο 

επξφθεηην λα ρξεζηκνπνηεζεί παξαθάησ γηα ην ζχζηεκα δχν πβξηδίσλ ηνπ 

ζαθραξνκχθεηα. Σπγθεθξηκέλα ρξεζηκνπνηήζεθε ν θνξέαο (vector) pGADT7_rfp. Ο 

νπνίνο πεξηέρεη ην γνλίδην rfp ηνπ νπνίνπ ην πξντφλ RFP (Red Fluorescent Protein) 

πξνζδίδεη ζηηο απνηθίεο έλα ξνδ/θφθθηλν ρξψκα εθφζνλ ν θνξέαο δελ έρεη δερηεί θάπνην 

έλζεκα. Η έλζεζε ηνπ εθάζηνηε ηειεζηή πξαγκαηνπνηείηαη ζην γνλίδην rfp κε 

απνηέιεζκα λα κελ γίλεηαη ε έθθξαζε ηνπ.  

Η θισλνπνίεζε Golden Gate βαζίδεηαη ζηελ ηθαλφηεηα ησλ πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ 

ηχπνπ IIS, λα δηαζπνχλ έμσ απφ ηελ αιιεινπρία αλαγλψξηζεο. Τν έλδπκν πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα εξγαζία είλαη ην BsaI, πνπ αλαγλσξίδεη ηελ 

αιιεινπρία 5’_GGTCTC_3’ θαη δηαζπά έμσ απφ απηήλ, φπσο θαίλεηαη ζρεκαηηθά 

παξαθάησ: 

5’...............GGTCTCN/NNNN.................3’ 

3’...............CCAGAGNNNNN/.................3’ 

Με απηφλ ηνλ ηξφπν, δχν ζξαχζκαηα DNA, ηα νπνία πιαηζηψλνληαη απφ ζέζεηο 

πεξηνξηζκνχ BsaI, κπνξνχλ κε ηνλ θαηάιιειν ζρεδηαζκφ λα νδεγνχλ ζε πξντφληα 

πέςεο πεξηνξηζκνχ κε ζπκπιεξσκαηηθά κνλφθισλα άθξα 4 λνπθιενηηδίσλ. Η 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηα απηή επηηξέπεη ηελ θισλνπνίεζε αξθεηψλ ηκεκάησλ DNA ζηε 

ζεηξά, ζπγρξφλσο κε κεγάιε απνηειεζκαηηθφηεηα, (εθφζνλ ην θάζε ηκήκα δηαθέξεη ζηα 

4 απηά λνπθιενηίδηα πνπ αθνινπζνχλ ηελ αιιεινπρία αλαγλψξηζεο CCAGA) ζην έλα 

άθξν ηνπιάρηζηνλ. Δπηπιένλ, ε αληίδξαζε πέςεο κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί ζην ίδην 
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δνρείν κε απηήλ ηεο ιηγνπνίεζεο, πνπ αθνινπζεί θαη νη δχν αληηδξάζεηο λα 

επαλαιεθζνχλ ζε πνιπάξηζκνπο θχθινπο. Βαζηθή πξνυπφζεζε απηήο ηεο 

επαλαιεςηκφηεηαο είλαη ε απνπζία ελδνγελψλ ζέζεσλ αλαγλψξηζεο BsaI ζηα ηκήκαηα 

DNA πνπ θισλνπνηνχληαη. Απηφ ην είδνο κνξηαθήο θισλνπνίεζεο κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ ζπλαξκνιφγεζε νπνηαζδήπνηε θαηαζθεπήο ελδηαθέξνληνο 

(Engler et al 2014). 

Σηνλ Πίλαθα 5 δηαθξίλνληαη ηα αληηδξαζηήξηα θαη νη πνζφηεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηεο αληίδξαζεο Golden Gate Cloning. Ο ππνινγηζκφο ησλ 

πνζνηήησλ γηα ηα ελζέκαηα έγηλε ζχκθσλα κε ηνλ ηχπν: 

 

  
        

 

  
        

 

           
        

 

           
      . 

m= κάδα 

MW= molecular weight (κνξηαθφ βάξνο) 

Length= κήθνο αιιεινπρίαο ζε δεχγε βάζεσλ (bp) 

Insert= έλζεκα 

Vector= θνξέαο 

Η πνζφηεηα ηνπ θνξέα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ίδηα ζε θάζε αληίδξαζε (100ng).  
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Πίλαθαο 5: Πξνεηνηκαζία ηεο αληίδξαζεο κνξηαθήο θισλνπνίεζεο Golden Gate Cloning, κε ηηο 

θαηάιιειεο πνζφηεηεο. 

Solution Πνζόηεηα  

10x BSA buffer (NEB) 2κl 

10x T4 ligase buffer 

(NEB) 

2κl 

100ng/κl pGADT7_rfp 1κl 

pBSK::effector Y 

Enzyme BsaI 20u/κl 

(NEB) 

1κl 

Enzyme T4 ligase (NEB) 1κl 

ddH2O up to 20κl 

Η αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε κεράλεκα thermal cycler κε ην εμήο πξσηφθνιιν:  

 Πέςε   3 ιεπηά ζηνπο 37°C 

 Ληγνπνίεζε  4 ιεπηά ζηνπο 16°C 

 Τειηθή Πέςε  5 ιεπηά ζηνπο 37°C 

 Απελεξγνπνίεζε ησλ ελδχκσλ ( BsaI θαη ιηγάζεο) 5 ιεπηά ζηνπο 80°C 

 

Μεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ θπηηάξσλ E.coli 
Γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ, κηζή πνζφηεηα (10κl) απφ ηελ αληίδξαζε θισλνπνίεζεο 

πξνζηέζεθε ζε δεθηηθά θχηηαξα E. Coli γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε κεηαζρεκαηηζκνχ. 

Αθνινχζεζε ζεξκηθφ ζνθ ζηνπο 42
o
C γηα έλα ιεπηφ θαη έπεηηα ζηνπο 4

o
C γηα έλα ιεπηφ. 

Σηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθε πγξφ ζξεπηηθφ πιηθφ LB έσο ηειηθφ φγθν 1 ml θαη ηα θχηηαξα 

επσάζηεθαλ κε αλαθίλεζε γηα 1 ψξα ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία ζηνπο 37
o
C. Έπεηηα απφ 

θπγνθέληξεζε ζηα 3000 RPM γηα 3 ιεπηά θαη αθαίξεζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ κε 

αλαζηξνθή ηνπ κηθξνζσιελαξίνπ, έγηλε επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ κε φζε πνζφηεηα 

(100-150-κl) ππεξθείκελνπ έρεη απνκείλεη. Τειηθφ ζηάδην ήηαλ θαιιηέξγεηα ζε πηάηα κε 

ζηέξεν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB θαη θαηάιιειν αληηβηνηηθφ θαη επψαζε ζε ζηαζεξή 

ζεξκνθξαζία ζηνπο 37
o
C γηα 16 ψξεο (overnight). 

25 ΚΥΚΛΟΙ 
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Τα βαθηήξηα κε ηνλ άδεην θνξέα pGADT7_RFP ζην ηξπβιίν παξνπζηάδνληαη κε ηελ 

κνξθή θφθθηλσλ–ξνδ απνηθηψλ θαη απηφ νθείιεηαη ζην γνλίδην rfp ηνπ νπνίνπ ην πξντφλ 

RFP (Red Fluorescent Protein) πξνζδίδεη απηφ ην ρξψκα. Φαξαθηεξηζηηθφ κηαο 

επηηπρεκέλεο θισλνπνίεζεο Golden Gate ζην θνξέα pGADT7_RFP ήηαλ ε παξνπζία 

ιεπθψλ απνηθηψλ ζην πηάην. Η παξνπζία κφλν θφθθηλσλ – ξνδ απνηθηψλ ππνδειψλεη φηη 

ε έλσζε ηνπ θνξέα κε ηνλ έλζεκα-ηειεζηή δελ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί.. Η παξνπζία 

ιεπθψλ απνηθηψλ ππνδειψλεη φηη ην βαθηήξην έρεη πξνζιάβεη ην πιαζκίδην, (θαζψο έρεη 

θαηαζηξαθεί ην γνλίδην rfp θαη ζηελ ζέζε ηνπ πιένλ ππάξρεη ην γνλίδην ελδηαθέξνληνο. 

Έηζη, επηιέρζεθαλ ιεπθέο απνηθίεο γηα θαιιηέξγεηα ζε πγξφ ζξεπηηθφ LB κε 

αληηβηνηηθφ, γηα ηελ απνκφλσζε ησλ πιαζκηδίσλ θαη έιεγρν κε πέςεηο κε πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο. 

 

Τερληθή ηνπ ζπζηήκαηνο δπν πβξηδίσλ δύκεο (yeast two 

hybrid ή y2h) 
Τν ζχζηεκα δχν πβξηδίσλ ηνπ ζαθραξνκχθεηα (yeast-two hybrid ή Y2H) ζεσξείηαη έλα 

απνηειεζκαηηθφ κέζν κειέηεο γηα ηελ αιιειεπίδξαζε πξσηεΐλεο –πξσηεΐλεο (Luban 

and Goff 1995). Η ηερληθή απηή βαζίδεηαη ζηελ απνθαηάζηαζε ηεο αιιειεπίδξαζεο 

κεηαμχ ησλ ππνκνλάδσλ ελφο ιεηηνπξγηθνχ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα, φηαλ 

αιιεινεπηδξνχλ 2 πξσηεΐλεο ή πνιππεπηίδηα πνπ καο ελδηαθέξνπλ (Δηθόλα 7). Απηφ 

νδεγεί ζηελ αλαζχζηαζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα θαη ηειηθά ηε κεηαγξαθή ελφο 

γνληδίνπ αλαθνξάο πνπ ζπλδέεηαη ζ’ έλα ζπγθεθξηκέλν θαηλφηππν. Τέηνηνη θαηλφηππνη 

είλαη ζπλήζσο αλάπηπμε ζ’ έλα επηιεθηηθφ κέζν ή αιιαγή ζην ρξψκα ησλ απνηθηψλ ηεο 

δχκεο (Miller and Stagljar 2004). 

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ε ηερληθή απηή ρξεζηκνπνηνχκε δπν κέξε απφ ηνλ κεηαγξαθηθφ 

παξάγνληα GAL4, ηνλ ηνκέα ελεξγνπνίεζεο (Activation Domain,AD) θαη ηνλ ηνκέα 

δέζκεπζεο (Binding Domain,BD). 

Τν BD ζπληήθεηαη κε κηα απφ ηηο πξσηεΐλεο ελδηαθέξνληνο πνπ νλνκάδεηαη δφισκα 

(bait) θαη ην AD κε ηελ δεχηεξε πξσηεΐλε πνπ νλνκάδνπκε ζήξακα (prey). 

Δάλ ην δφισκα θαη ην «ζήξακα» (prey) αιιεινεπηδξάζνπλ, ηφηε ηα δπν κέξε ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα GAL4 αλαζπληάζζνληαη θαη θαη’ επέθηαζε ελεξγνπνηείηαη ην 

γνλίδην αλαθνξάο (Fields 1993). 

Γηα ηελ παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο PJ69 4A, ηνπ 

νπνίνπ ν γελφηππνο παξνπζηάδεηαη ζηνλ Πίλαθα 6. Τν ζχζηεκα βαζίδεηαη ζην 
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κεηαγξαθηθφ παξάγνληα GAL4 θαη σο γνλίδην αλαθνξάο ρξεζηκνπνηήζεθε ην ADE2. 

Πξηλ απφ ηα γνλίδηα απηά εληνπίδνληαη ζηνηρεία ππνθηλεηή (promoter) GAL1 θαη GAL2 

ηα νπνία, ειέγρεη ν κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο GAL4 (Shaffer et al 2012). Ο έιεγρνο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηνπ γνληδίνπ ADE2, 

σο γνλίδην αλαθνξάο. Τν γνλίδην ADE2 θσδηθνπνηεί ηελ AIR-θαξβνμπιάζε ε νπνία 

θαηαιχεη ην ζηάδην ηεο βηνζπλζεηηθήο νδνχ ηεο πνπξίλεο ηνπ Saccharomyces cerevisiae. 

Απφ αλάιπζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ επίδξαζε απαινηθήο ηεο πεξηνρήο ηνπ 

εθθηλεηή ηνπ γνληδίνπ ζηελ έθθξαζε ηνπ ελδχκνπ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ έλσζε ηνπ 

promoter ηνπ γνληδίνπ ADE2 ζην γνλίδην lacZ (Gedvilaite and Sasnauskas 1994). 

 

Δηθόλα 7: Αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ δχν πξσηετλψλ ζχληεμεο (ιφγσ αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ 

Φ θαη Υ). Τειηθφ απνηέιεζκα είλαη ε αλαζχζηαζε ελφο ελεξγνχ παξάγνληα κεηαγξαθήο θαη ε 

επαθφινπζε κεηαγξαθή ελφο γνληδίνπ αλαθνξάο (Stephens and Banding 2002). 

Πίλαθαο 6:Πιεξνθνξίεο γηα ην γελφηππν ηνπ ζηειέρνπο Saccharomyces cerevisiae PJ69-4A, 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην ζχζηεκα δχν πβξηδίσλ ζηελ παξνχζα εξγαζία. (James, Halladay, 

and Craig 1996). 

Σηέιερνο Γελόηππνο 

 

 

PJ69 4A 

MATα 

gal4Γ, gal80Γ 

trp1-901 leu2-3 ura3-52 his3-200 

LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 

met2::GAL7-lacZ 

 

Γεθηηθά θύηηαξα ζαθραξνκύθεηα θαη κεηαζρεκαηηζκόο ηνπο 

Πινχζην ζξεπηηθφ πιηθφ YPDA επηκνιχλζεθε κε κνλαδηαία απνηθία απφ ην ζηέιερνο 

ηνπ δπκνκχθεηα PJ694A θαη επσάζηεθε ζηνπο 28-30
ν
C ζηαζεξά γηα πεξίπνπ 16 ψξεο, 

έσο φηνπ δειαδή επέιζεη ν θνξεζκφο. Σηε ζπλέρεηα επηκνιχλζεθε θξέζθηα θαιιηέξγεηα 
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ηειηθνχ φγθνπ n*10ml, φπνπ n ν αξηζκφο ησλ κεηαζρεκαηηζκψλ πνπ πξφθεηηαη λα 

γίλνπλ, κε νπηηθή απνξξφθεζε O.D600 ηεο θαιιηέξγεηαο ζην 0,2. 

Τν O.D600 ηεο θαιιηέξγεηαο πξέπεη λα βξίζθεηαη εληφο ηνπ νξίνπ 0,5 – 0,8 θαηά ηελ 

θσηνκέηξεζε έπεηηα απφ 3 – 3,5 h επψαζεο ζηνπο 28-30
o
C. 

Αξρηθά, έγηλε θπγνθέληξεζε γηα 4 ιεπηά ζηηο 3000 rpm ζηνπο 4 
o
C. Αθνινχζεζε 

αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ θαη επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ κε απηνληζκέλν – 

απνζηεηξσκέλν λεξφ ίζνπ φγθνπ κε απηφλ ηεο θαιιηέξγεηαο πνπ αξρηθά 

θπγνθεληξήζεθε. Μεηά απφ φκνηα θπγνθέληξεζε, ηα θχηηαξα επαλαδηαιχζεθαλ ζε 1ml 

LiAc 0,1M (Πίλαθα7) θαη κεηαθέξζεθαλ ζε ζσιελίζθν Eppendorf 1,5ml. Σηε 

ζπλέρεηα, ηα θχηηαξα θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 11000 g γηα έλα ιεπηφ, αθαηξέζεθε ην 

ππεξθείκελν, επαλαδηαιχζεθαλ ζε LiAc 0,1M φγθνπ n*100κlθαη ηζνκνηξάζηεθαλ ζεn 

θαζαξνχο ζσιελίζθνπο Eppendorf 1,5ml. Έπεηηα απφ γξήγνξε θπγνθέληξεζε γηα 10 

secζε κέγηζηε ηαρχηεηα (quick spin), αθαηξείηαη ην ππεξθείκελν θαη πάλσ απφ ηα 

θχηηαξα ηνπνζεηνχληαη 240 κl PEG 50% (Πίλαθα 7). 

 

Πίλαθαο 7: Γηαιχκαηα θαη ηξφπνο παξαζθεπήο ηνπο, γηα ηελ κέζνδν ηνπ κεηαζρεκαηηζκνχ 

θπηηάξσλ δχκεο (yeast transformation.) 

 

Γηαιύκαηα Τξόπνο παξαζθεπήο 

 

PEG 50% 

Γηάιπζε 50 gr PEG 3350 ζε 50 ml 

dH20, έπεηηα απνζηείξσζε κε θίιηξν 

θαη απνζεθεχνπκε ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 

LiAc 1 M 

 

Σε 10 ml dH2O δηαιχνπκε 1,02 g LiAc, 

έπεηηα απνζηείξσζε κε θίιηξν θαη 

απνζεθεχνπκε ζε ζεξκνθξαζία 
δσκαηίνπ. 

 

LiAc 0,1 M 

Απφ ην 1 Μ LiAc παίξλνπκε 1 ml θαη ην 

πξνζζέηνπκε κέρξη ηα 10 ml dH2O 

 

Γηα ην κεηαζρεκαηηζκφ ησλ θπηηάξσλ ηνπ ζαθραξνκχθεηα πξνζηέζεθαλ ζε απηά, 

κείγκα ησλ πιαζκηδίσλ κε (75κl) θαη 36κl LiAc 1Μ. Τν κείγκα πξνζηέζεθε ζηα 

θχηηαξα θαη αθνινχζεζε αλάδεπζε (vortex) γηα πεξίπνπ 1 ιεπηφ έσο ηελ 

νκνγελνπνίεζε. Μεηά απφ επψαζε ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 28
ν
C γηα 25 ιεπηά θαη 

επψαζε ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 42
o
C (ζεξκηθφ ζνθ) γηα 25 ιεπηά, ηα θχηηαξα 

θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 11000g γηα 1 ιεπηφ, ψζηε λα απνκαθξπλζεί ην ππεξθείκελν. Σηε 
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ζπλέρεηα έγηλε επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 200κl ζξεπηηθφ SDC-LW (Πίλαθα 3). 

Τα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα ηειηθά θαιιηεξγήζεθαλ ζε πηάηα κε ζξεπηηθφ πιηθφ 

SDC-LW θαη αλαπηχρζεθαλ γηα 3 – 4 εκέξεο ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 28
ν
C. 

Αθνινχζεζε αλαθαιιηέξγεηα (streaking) ζε πηάην κε ζξεπηηθφ SDC (-L-W), θαη επψαζε 

γηα 3-4 εκέξεο ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 28
ν
C, έσο ηνλ ζρεκαηηζκφ κνλαδηαίσλ 

απνηθηψλ (Maple and Moller 2007). 

Έιεγρνο αιιειεπίδξαζεο (Yeast-two hybrid Assay) 

Τν ηειηθφ ζηάδην γηα ηνλ έιεγρν ηεο αιιειεπίδξαζεο ήηαλ ε θαιιηέξγεηα κνλαδηαίσλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ απνηθηψλ ζε εθιεθηηθφ γηα ηηο αληηδξάζεηο πηάην, κε ελαπφζεζε 

ζηαγφλσλ απνζηεηξσκέλνπ απηνληζκέλνπ λεξνχ πνπ πεξηέρνπλ κεηαζρεκαηηζκέλα 

θχηηαξα (Δηθόλα 8). Φξεζηκνπνηήζεθαλ δπν απνηθίεο απφ ηνλ θάζε κεηαζρεκαηηζκφ, 

ζαλ ηερληθή επαλάιεςε. Αθνχ πξψηα θάζε απνηθία δηαιχζεθε ζε 10κl απνζηεηξσκέλνπ 

dH2O, ηνπνζεηήζεθε ζηαγφλα 5κl ζ’ έλα θειί ζην πηάην πνπ πεξηέρεη αδελίλε θαη 5κl ζε 

θειί ηνπ πηάηνπ πνπ δελ πεξηέρεη αδελίλε. Αθήλνπκε ηα πηάηα ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 

ζηνπο 28
ν
C, γηα3-4 κέξεο θαη θσηνγξαθίδνπκε ηα απνηειέζκαηα. Τν πηάην πνπ πεξηείρε 

αδελίλε ιεηηνπξγεί ζαλ κάξηπξαο θαη απνδεηθλχεη φηη ε απνηθία ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ έιεγρν ηεο αιιειεπίδξαζεο πεξηέρεη ηα επηζπκεηά 

πιαζκίδηα (Folter and Immink 2011). 

 

 

Δηθόλα 8: Δηθνληθή αλαπαξάζηαζε ηνπ ηξφπνπ ελαπφζεζεο ησλ ζηαγφλσλ ησλ transformed cell 
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Απνηειέζκαηα 
 

Πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο 
Γηα ηελ ηερληθή ηεο θισλνπνίεζεο Golden Gate αξρηθά ζρεδηάζηεθε in silico κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Vector NTI, ν πιαζκηδηαθφο ράξηεο θάζε πιαζκηδηαθήο θαηαζθεπήο. Με 

βάζε ηνπο ζπγθεθξηκέλνπο ράξηεο ζρεδηάζηεθαλ νη θαηάιιειεο πέςεηο κε έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ, γηα ηνλ έιεγρν ησλ θαηαζθεπψλ κεηά ηελ θισλνπνίεζε. Σηελ Δηθόλα 9 

έρνπκε ηνλ ράξηε κε ηνλ άδεην θνξέα pGADT7_rfp ελψ ζηηο Δηθόλα 10, Δηθόλα 11, 

Δηθόλα 12 θαη Δηθόλα 13 πνπ αθνινπζνχλ έρνπκε ηνλ ηειηθφ ράξηε θάζε πιαζκηδίνπ 

(γνλίδην ηειεζηή ζηνλ θνξέα pGADT7). 

 

 

 

Δηθόλα 9: Φάξηεο ηνπ άδεηνπ θνξέα έθθξαζεο δχκεο pGADT7_rfp, απφ ην πξφγξακκα Vector 

NTI. 
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Δηθόλα 10: Φάξηεο ηνπ θνξέα κε ηνλ ηειεζηή ripG6 κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο Vector NTI.  

 

 

Δηθόλα 11: Φάξηεο ηνπ θνξέα έθθξαζεο δχκεο κε ηνλ ηειεζηή ripH1 κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο 

Vector NTI. 
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Δηθόλα 12: Φάξηεο ηνπ θνξέα έθθξαζεο δχκεο κε ηνλ ηειεζηή ripAI κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο 

Vector NTI. 

 

 

 

 

Δηθόλα 13: Φάξηεο ηνπ θνξέα έθθξαζεο δχκεο κε ηνλ ηειεζηή ripAY κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο 

Vector NTI. 
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Δπνκέλσο, ζχκθσλα κε ηα παξαπάλσ: 

Γηα ην πιαζκίδην pGADT7_ripG6 νη δψλεο πνπ πεξηκέλακε κεηά ηηο πέςεηο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην έλδπκν StyI ήηαλ 5018, 2925, 1076, 498, 219, 24. Η 

ειεθηξνθφξεζε επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία ησλ δσλψλ πνπ πεξηκέλακε θαη άξα ηνπ 

ζσζηνχ θαηαζθεπάζκαηνο ζε φιεο ηηο απνηθίεο πνπ εμεηάζηεθαλ, φπσο θαίλεηαη ζηελ 

Δηθόλα 14. Γηα ην πιαζκίδην pGADT7_ripAY νη δψλεο πνπ πεξηκέλακε κεηά ηηο πέςεηο 

πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην έλδπκν ApalI ήηαλ 2976, 1799, 1523, 1246, 1107, 497 

θαη γηα ην πιαζκίδην pGADT7_ripAI νη δψλεο πνπ πεξηκέλακε κεηά ηηο πέςεηο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην έλδπκν PstI ήηαλ 3490, 2768, 2470. Η ειεθηξνθφξεζε 

επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία ησλ δσλψλ πνπ πεξηκέλακε ζε κηα απφ ηηο απνηθίεο πνπ 

εμεηάζηεθαλ γηα θάζε θαηαζθεχαζκα, φπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 15. Γηα ην πιαζκίδην 

pGADT7_ripH1 νη δψλεο πνπ αλακέλακε ήηαλ κεηά ηηο πέςεηο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην έλδπκν PstI ήηαλ 3490, 2470, 2341, 1009, 476, 408. Η 

ειεθηξνθφξεζε επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία ησλ δσλψλ πνπ πεξηκέλακε ζε ηέζζεξηο απφ 

ηηο απνηθίεο πνπ εμεηάζηεθαλ, φπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 16.  

Τειηθά επηιέρζεθαλ νη απνηθίεο E.coli πνπ έθεξαλ ην επηζπκεηφ θαηαζθεχαζκα γηα 

απνζήθεπζε ηνπ πιαζκηδίνπ θαη ηελ απνκφλσζή ηνπ. 

 

Δηθόλα 14: Πήθησκα αγαξφδεο 1,2% κεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ δηαγλσζηηθψλ πέςεσλ κε 

έλδπκν StyI ηνπ πιαζκηδίνπ pGADT7_ripG6 (Η ρξψζε έγηλε κε Orange G).  



24 
 

 

Δηθόλα 15: Πήθησκα αγαξφδεο 1,2% κεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ δηαγλσζηηθψλ πέςεσλ κε 

έλδπκα ApalI θαη PstI, γηα ηα πιαζκίδηα pGADT7_ripAY θαη pGADT7_ripAI, αληίζηνηρα (Η 

ρξψζε έγηλε κε Orange G). 

 

Δηθόλα 16: Πήθησκα αγαξφδεο 1,2% κεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ δηαγλσζηηθψλ πέςεσλ κε 

έλδπκν PstI ηνπ πιαζκηδίνπ pGADT7_ripH1 (Η ρξψζε έγηλε κε Orange G). 

(Γηα φια ηα παξαπάλσ νη κηθξφηεξεο δψλεο πνπ πεξηκέλακε κεηά ηηο πέςεηο ππήξραλ, φκσο ήηαλ 

εκθαλείο ζε πξψηκν ζηάδην. Δπνκέλσο, φηαλ ηξαβήρηεθαλ νη θσηνγξαθίεο νη δψλεο απηέο είραλ 

ραζεί). 
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Έιεγρνο Αιιειεπηδξάζεσλ 

Σηελ Δηθόλα 17 θαίλεηαη πσο κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα, πνπ θέξνπλ 

ηα πιαζκίδηα pGKBT7::WRKY 3 θαη pGADT7::RipG6, αλαπηύζζνληαη απνπζία 

αδελίλεο. Τν πείξακα επαλαιήθζεθε ηξεηο θνξέο θαη ηα απνηειέζκαηα ήηαλ φκνηα. 

Έηζη, ζχκθσλα κε φζα αλαιχζακε πξνεγνπκέλσο γηα ηελ δηαδηθαζία ηνπ yeast two 

hybrid assay, εληνπίζηεθε κηα αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ ηειεζηή ripG6 ηεο Ralstonia 

solanacearum κε ηελ επηθξάηεηα WRKY ελφο ππνδνρέα NLR ηνπ θξηζαξηνχ (Hordeum 

vulgare ή Barley). 

 

 

Δηθόλα 17: Μεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα πξσηετληθψλ πεξηνρψλ NLR ζε ζηέιερνο ηνπ 

δαραξνκχθεηα PJ69 4A ζε αιιειεπίδξαζε κε ην πιαζκίδην pGBDKT7_ripG6. 
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Σηηο Δηθόλεο 18, 19, θαη 20 πνπ αθνινπζνχλ παξαηεξνχκε ηα απνηειέζκαηα ηνπ y2h 

assay γηα ηνπο ηειεζηέο ripG6, ripH1, ripAIθαη ripAY αληίζηνηρα. Πξφθεηηαη γηα δεχγε 

θπηηθψλ NLR ID πεξηνρψλ κε ηειεζηέο ηεο Ralstonia solanacearum αλάκεζα ζηα νπνία 

δελ βξέζεθε θάπνην δεχγνο πνπ λα αιιεινεπηδξά. Γηα ηελ αμηνπηζηία ησλ 

απνηειεζκάησλ ε δηαδηθαζία επαλαιήθζεθε ηξεηο θνξέο. 

 

Δηθόλα 18: Μεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα πξσηετληθψλ πεξηνρψλ NLR ζε ζηέιερνο ηνπ 

δαραξνκχθεηα PJ69 4A ζε αιιειεπίδξαζε κε ην πιαζκίδην pGBDKT7_ripH1. 
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Δηθόλα 19: Μεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα πξσηετληθψλ πεξηνρψλ NLR ζε ζηέιερνο ηνπ δαραξνκχθεηα 

PJ69 4A ζε αιιειεπίδξαζε κε ην πιαζκίδην pGBDKT7_ripAI 
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Δηθόλα 20: Μεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα πξσηετληθψλ πεξηνρψλ NLR ζε ζηέιερνο ηνπ 

δαραξνκχθεηα PJ69 4A ζε αιιειεπίδξαζε κε ην πιαζκίδην pGBDKT7_ripAY. 
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Σηελ Δηθόλα 21 πνπ αθνινπζεί παξαηεξνχκε απνηέιεζκα πεηξάκαηνο πνπ 

ζπκπεξηιήθζεθε ζηελ παξνχζα κειέηε ιφγσ ηεο ζεηηθήο αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηνπ 

ηειεζηή ripG6 θαη ηεο πξσηεΐλεο WRKY ηνπ θξηζαξηνχ. Σθνπφ είρε ηελ απφδεημε φηη ε 

WRKY πξσηεΐλε κφλε ηεο θαη ν ηειεζηήο ripG6 κφλνο ηνπ δελ κπνξνχλ λα 

ελεξγνπνηήζνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ κάξηπξα, θαη άξα δελ ππάξρεη 

απηoελεξγφηεηα (autoactivity) ηνπο. 

 

 

 

Δηθόλα 21: Πεηξακαηηθή απφδεημε αλελεξγήο θαηάζηαζεο ηφζν ηεο πξσηεΐλεο WRKY φζν θαη 

ηνπ ηειεζηή ripG6 γηα ηελ ελεξγνπνίεζε έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ κάξηπξα. 
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Σπδήηεζε 
 

Οινθιεξψλνληαο ηνλ έιεγρν θαη κε ηνπο ηέζζεξηο ηειεζηέο ηεο Ralstonia solanacearum 

εληνπίζακε αιιεινεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ ηειεζηή ripG6 θαη ηεο πξσηεΐλεο WRKY ηνπ 

θξηζαξηνχ. Τα αξλεηηθά απνηειέζκαηα δελ ζεκαίλνπλ απαξαίηεηα φηη δελ ππάξρεη 

αιιειεπίδξαζε, φκσο ζε απηήλ ηελ πεξίπησζε πξέπεη λα δψζνπκε έκθαζε ζηελ πηζαλή 

βηνινγηθή ζεκαζία ησλ ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ. 

Oη WRKY πξσηετληθέο πεξηνρέο απαληνχλ ζπρλά σο θπηηθέο NLR – ID επηθξάηεηεο 

πνιιψλ κνλνθφηπισλ θαη δηθφηπισλ θπηψλ (Sarris et al. 2016). Δπίζεο, έρεη δεηρζεί φηη 

νη WRKY πεξηνρέο πνπ απαληνχλ ζε NLR ππνδνρείο κπνξνχλ λα ιεηηνπξγήζνπλ σο 

πξσηεΐλεο «δνιψκαηα» θαη θαηά ζπλέπεηα λα αλαγλσξίζνπλ πνιινχο ηειεζηέο απφ 

δηαθνξεηηθά παζνγφλα (Baggs et al 2017). Βέβαηα, ζχκθσλα κε ηα φζα 

πξναλαθέξζεθαλ γηα ην ID κνληέιν αλαγλψξηζεο NLR-ηειεζηψλ, ην γεγνλφο φηη ν 

ηειεζηήο RipG6 θαίλεηαη λα αιιεινεπηδξά κε κηα ηέηνηα επηθξάηεηα ζεσξείηαη 

ζεκαληηθφ εχξεκα, θαζψο καο πξντδεάδεη γηα πηζαλή ζηφρεπζε ησλ WRKY πξσηετλψλ 

απφ ην ζπγθεθξηκέλν ηειεζηή ηνπ παζνγφλνπ. 

Η νηθνγέλεηα WRKY είλαη κηα κεγάιε νηθνγέλεηα πξσηετλψλ, πεξηέρνπλ ζπληεξεκέλν 

επηαπεπηίδην WRKYGQK πνπ αθνινπζείηαη, απφ έλα κνηίβν δαθηπιίνπ - ςεπδαξγχξνπ 

C2H2 (CX4-5CX22-23HXH) ή C2HC (CX7CX23–24HXC). Σπλδένληαη κε κηα 

ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία promoter ζην γνλίδην ζηφρν, γλσζηφ σο W-box, θαη κπνξνχλ 

λα ξπζκίζνπλ ζεηηθά ή αξλεηηθά ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ (Xue et al. 2019). Οη 

κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο WRKY δηαδξακαηίδνπλ δσηηθφ ξπζκηζηηθφ ξφιν ζε δηάθνξεο 

αλαπηπμηαθέο θαη θπζηνινγηθέο δηεξγαζίεο, φπσο ε βιάζηεζε ησλ ζπφξσλ, ν 

δεπηεξνγελήο κεηαβνιηζκφο, ε αλάπηπμε ηξηρψκαηνο, ε γήξαλζε ησλ θχιισλ θαη ε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ νθζαικψλ θαη ησλ αλζψλ. Δπίζεο, εκπιέθνληαη ζε κηα ζεηξά απφ 

απνθξίζεηο αβηνηηθνχ ζηξεο φπσο ην θξχν, ε δέζηε, ε μεξαζία θαη ε αιαηφηεηα αιιά 

θαη βηνηηθνχ ζηξεο φπσο γηα παξάδεηγκα νη κχθεηεο, ηα βαθηήξηα, νη λεκαηψδεηο, ηνί 

θ.ιπ. (Singh et al 2019). Έρεη δεηρζεί φηη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο WRKY κπνξεί λα είλαη 

κεηαγξαθηθνί ελεξγνπνηεηέο ή θαηαζηνιείο κνλνπαηηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε απνθξίζεηο 

ζην βηνηηθφ stress θαη ζπλνιηθά έρνπλ βαζηθφ ξφιν ζηελ αλνζία PTI θαη ETI. 

Δπνκέλσο, πνιιά απφ ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο κπνξνχλ λα ζεσξεζνχλ θνηλφο ζηφρνο 

δηαθφξσλ παζνγφλσλ (Rushton et al. 2010). 
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Σηελ παξνχζα εξγαζία ινηπφλ, εληνπίζηεθε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ ζεκαληηθνχ 

ηειεζηή ηεο Ralstonia solanacearum RipG6 θαη κηαο αιιεινπρίαο WRKY, πνπ 

απνηειεί NLR-ID πεξηνρή. Η αιιειεπίδξαζε απηή κε ηε ζσζηή πξνζέγγηζε ζα 

κπνξνχζε λα νδεγήζεη ζηελ εχξεζε ελφο κνξηαθνχ κεραληζκνχ παζνγέλεηαο πνπ 

ρξεζηκνπνηεί ην βαθηήξην γηα λα κνιχλεη ηνλ μεληζηή ηνπ.  

Όπσο είδακε θαη ζηα απνηειέζκαηα θάλεθε λα ππήξρε αιιειεπίδξαζε θαη κεηαμχ ηνπ 

ripG6 θαη ηεο kinase3, ηνπ ripG6 θαη ηεο Ubox, ηνπ ripG6 θαη ηεο Thior1,ηνπ ripH1 θαη 

ηεο kinase 2, ηνπ ripH1 θαη ηεο C045, ηνπ ripH1 WRKY1, ηνπ ripH1 θαη ηεο kinase3. 

Καζψο θαη κεηαμχ ηνπ ripAI θαη ηεο WRKY1 θαη ηνπ ripAI θαη ηεο kinase3, θαη ηέινο 

κεηαμχ ηνπ ripAYθαη ηεο TCP θαη ηνπ ripAYθαη ηεο C350. Οη αιιειεπηδξάζεηο απηέο 

ήηαλ αζζελείο θαη έπεηηα απφ ηξεηο επαλαιήςεηο δελ είρακε μαλά αιιειεπηδξάζεηο. 

Πξψην βήκα ζα είλαη λα εληνπηζηεί ε θπζηνινγηθή πξσηεΐλε, ή πξσηεΐλεο WRKY, πνπ 

νκνηάδνπλ ζε επίπεδν ακηλνμέσλ κε ηελ WRKYNLR-ID πεξηνρή ελδηαθέξνληνο, ζε 

έλαλ μεληζηή ηνπ παζνγφλνπ (π.ρ. Solanum lycopersicum–ηνκάηα), κέζσ ηεο αλάιπζεο 

BLASTp ζηε βάζε δεδνκέλσλ NCBI. Οη ελ ιφγσ πηζαλνί ζηφρνη ηνπ ηειεζηή ζα πξέπεη 

λα θισλνπνηεζνχλ ζε θαηάιιεινπο πιαζκηδηαθνχο θνξείο γηα ηελ πεξαηηέξσ κειέηε 

ηνπο. Η κειέηε απηή πεξηιακβάλεη ηνλ έιεγρν ηεο αιιεινεπίδξαζεο ηνπ ηειεζηή κε ηηο 

πξσηεΐλεο απηέο κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο δχν πβξηδίσλ ηνπ ζαθραξνκχθεηα, αιιά θαη ηελ 

επηβεβαίσζε ηεο αιιεινεπίδξαζεο κε άιιεο ηερληθέο φπσο ε ζπλ-αλνζνθαηαθξήκληζε 

(co-Immunoprecipitationή co-IP) ή ε in planta BioFluorescent Complementation 

(BiFC). Δπηπιένλ δεδνκέλα πνπ ζα ζηεξίμνπλ ηελ κειέηε ηνπ κεραληζκνχ είλαη ν 

ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο ηφζν ηνπ ηειεζηή, φζν θαη ηεο πξσηεΐλεο-ζηφρνπ κέζα ζηα 

θπηηθά θχηηαξα, ν έιεγρνο ελδπκαηηθήο δξάζεο ηνπ ηειεζηή, ν έιεγρνο ηεο ηθαλφηεηάο 

ηνπ λα αλαγλσξίδεηαη απφ ην θπηηθφ αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα κέζσ ηεο επαγσγήο 

αληίδξαζεο ππεξεπαηζζεζίαο θ.ά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

Παξάξηεκα 
 

Τειεζηήο ripH1: 

 

GenBank: KAF3461530.1 

 

LOCUS       KAF3461530               783 aa            linear   BCT 18-MAR-2020 

DEFINITION  RipH1-effector family protein [Ralstonia solanacearum]. 

ACCESSION   KAF3461530 

VERSION     KAF3461530.1 

DBLINK      BioProject: PRJNA593908 

            BioSample: SAMN13503698 

DBSOURCE    accession WSNR01000001.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Ralstonia solanacearum 

  ORGANISM  Ralstonia solanacearum 

            Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; 

            Burkholderiaceae; Ralstonia. 

REFERENCE   1  (residues 1 to 783) 

  AUTHORS   Prokchorchik,M., Pandey,A., Moon,H., Kim,W., Jeon,H., Segonzac,C., 

            Sohn,K.H. and Mccann,H. 

  TITLE     Phylogenetic analysis of Korean Ralstonia solanacearum strains 

            reveals recombination hotspots and geographically relevant targets 

            for bacterial wilt resistance breeding efforts 

  JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (residues 1 to 783) 

  AUTHORS   Prokchorchik,M., Mccann,H. and Sohn,K.H. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (13-DEC-2019) POSTECH Biotech Center, POSTECH, 77 

            Cheongam-ro, Pohang 37673, Korea, Republic of 

COMMENT     Bacteria and source DNA available from Kee Hoon Sohn lab, 

POSTECH, 

            77 Cheongam-ro, Nam-gu, Pohang-si, Gyeongsangbuk-do, South Korea. 
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            ##Genome-Assembly-Data-START## 

            Assembly Date          :: 2019 

            Assembly Method        :: Unicyler (hybrid assembly) v. 0.4.7 

            Genome Representation  :: Full 

            Expected Final Version :: Yes 

            Genome Coverage        :: 300.0x 

            Sequencing Technology  :: Oxford Nanopore GridION; Illumina 

            ##Genome-Assembly-Data-END## 

            Method: conceptual translation. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..783 

                     /organism="Ralstonia solanacearum" 

                     /strain="Pe_1" 

                     /isolation_source="leaf tissue" 

                     /host="Capsicum annuum" 

                     /db_xref="taxon:305" 

                     /country="South Korea: Seosan" 

                     /collection_date="2000" 

     Protein         1..783 

                     /product="RipH1-effector family protein" 

     CDS             1..783 

                     /locus_tag="GO278_02269" 

                     /coded_by="complement(WSNR01000001.1:2490667..2493018)" 

                     /inference="ab initio prediction:Prodigal:2.6" 

                     /transl_table=11 

ORIGIN       

        1 maggrvgara vresaqtpvs adastststs tststststs tststsaaas ppatagrqaa 

       61 rpaelrglas apssrassss tgglsrqasl paravaretp eapvdvfnrt mrhvnawrav 

      121 aererkleal gpehkglspe remryacdai asiqtclqal aamkrqqeip pgwdvdgrea 

      181 ellqllivaa digvctrhet lnkladqdav fraqrsgtae aetvsgpdgp rpdtieapep 

      241 agatapspse haaisplsal erepgtiqaw laeftscrsa ldqiirraev cgaprtvqta 

      301 ldtmlpnaiy dklrccsgmq alhgilaaas anrfvelsrq malpdlavra dellaawhke 

      361 naameaavda lvvhgapdkp tqrltpkald ghqavieaya egldrvglnl cldaaadiem 
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      421 ddadgvwrsm mevvhaisay kasllelset agraktqpea pqpepessea apepalsepp 

      481 paarpagasg gtrrkhrkpg mraagpsvpe pvsaralvpa dtrtvaqkqa dtllrrcrid 

      541 ratvaqlggn ivelaqrlge dtrlvlsaln drtrdaviaa kfiwgsvgrw fgepdrvrsa 

      601 kaslhagdhd rigrltnwlg alelierhma pleadmlkrd rypkakhlek llqakgiefv 

      661 ggpgrlppte dvnavgtlfg mriqfkplsn rdqvapwfvh lhtnrpvtaq alptlafedf 

      721 tavhlktdrd knkgaqweaa mralgyteak vhraaigeal lhklfaqaak qpkrnkggvr 

      781 pag // 

 

 Τειεζηήο ripG6: 

 

LOCUS       KAF3461556               620 aa            linear   BCT 18-MAR-2020 

DEFINITION  RipG6-effector family protein [Ralstonia solanacearum]. 

ACCESSION   KAF3461556 

VERSION     KAF3461556.1 

DBLINK      BioProject: PRJNA593908 

            BioSample: SAMN13503698 

DBSOURCE    accession WSNR01000001.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Ralstonia solanacearum 

  ORGANISM  Ralstonia solanacearum 

            Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; 

            Burkholderiaceae; Ralstonia. 

REFERENCE   1  (residues 1 to 620) 

  AUTHORS   Prokchorchik,M., Pandey,A., Moon,H., Kim,W., Jeon,H., Segonzac,C., 

            Sohn,K.H. and Mccann,H. 

  TITLE     Phylogenetic analysis of Korean Ralstonia solanacearum strains 

            reveals recombination hotspots and geographically relevant targets 

            for bacterial wilt resistance breeding efforts 

  JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (residues 1 to 620) 

  AUTHORS   Prokchorchik,M., Mccann,H. and Sohn,K.H. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (13-DEC-2019) POSTECH Biotech Center, POSTECH, 77 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA593908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN13503698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/WSNR01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=305
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            Cheongam-ro, Pohang 37673, Korea, Republic of 

COMMENT     Bacteria and source DNA available from Kee Hoon Sohn lab, 

POSTECH, 

            77 Cheongam-ro, Nam-gu, Pohang-si, Gyeongsangbuk-do, South Korea. 

             

            ##Genome-Assembly-Data-START## 

            Assembly Date          :: 2019 

            Assembly Method        :: Unicyler (hybrid assembly) v. 0.4.7 

            Genome Representation  :: Full 

            Expected Final Version :: Yes 

            Genome Coverage        :: 300.0x 

            Sequencing Technology  :: Oxford Nanopore GridION; Illumina 

            ##Genome-Assembly-Data-END## 

            Method: conceptual translation. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..620 

                     /organism="Ralstonia solanacearum" 

                     /strain="Pe_1" 

                     /isolation_source="leaf tissue" 

                     /host="Capsicum annuum" 

                     /db_xref="taxon:305" 

                     /country="South Korea: Seosan" 

                     /collection_date="2000" 

     Protein         1..620 

                     /product="RipG6-effector family protein" 

     CDS             1..620 

                     /locus_tag="GO278_02298" 

                     /coded_by="complement(WSNR01000001.1:2525601..2527463)" 

                     /inference="ab initio prediction:Prodigal:2.6" 

                     /transl_table=11 

ORIGIN       

        1 mvsriptgnr gqgngieqsa sshateatpw lgvnlpyghw lpssarsvvs rassllggla 

       61 nfrwggpsas arpapnirsa aiapaqqtlp pelwqqiatl agarprramr evslelrnas 

      121 ravvthltis dpamfrqlsl ypalksvrfk galtlealka lpptlehlei grctgsaisa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KAF3461556.1?from=1&to=620
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/WSNR01000001.1?from=2525601&to=2527463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
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      181 eglahlaamp lkslnlngie igvegarlla tstslaslsl mgcdigdraa talaasssiq 

      241 clylsvnrig rdgaqalaga plvslnlhnn eignegaral atsrtltsld vsnngvgnag 

      301 aeafagntvl kqlslaggmi sgdgaqalad nksltdldls nnrlgdagaq aladsesfvs 

      361 lklggneiga dgaealarnv vlqslnlsyn pigfwgvnal graklrkldl cacaidsdga 

      421 salarntsla slylgsnrig ddgaralakn stltllnlsg nnihavgaqa lasndslitl 

      481 dlsrngigdd gtaalachpr ltslnlsrnq igstgaqqla ksatlaeldl senrigpega 

      541 ealarstvlt tlnvsynaig eagaralaes vsltsldarr ngigeggakv leantritgt 

      601 pqnpnflaed vprpdvrwrd 

 

Τειεζηήο ripAI: 

 

LOCUS       CAD17989                 276 aa            linear   BCT 27-FEB-2015 

DEFINITION  hypothetical protein RSp0838 [Ralstonia solanacearum GMI1000]. 

ACCESSION   CAD17989 

VERSION     CAD17989.2 

DBLINK      BioProject: PRJNA13 

            BioSample: SAMEA3138192 

DBSOURCE    embl accession AL646053.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Ralstonia solanacearum GMI1000 

  ORGANISM  Ralstonia solanacearum GMI1000 

            Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; 

            Burkholderiaceae; Ralstonia. 

REFERENCE   1  (residues 1 to 276) 

  AUTHORS   Salanoubat,M., Genin,S., Artiguenave,F., Gouzy,J., Mangenot,S., 

            Arlat,M., Billault,A., Brottier,P., Camus,J.C., Cattolico,L., 

            Chandler,M., Choisne,N., Claudel-Renard,C., Cunnac,S., Demange,N., 

            Gaspin,C., Lavie,M., Moisan,A., Robert,C., Saurin,W., Schiex,T., 

            Siguier,P., Thebault,P., Whalen,M., Wincker,P., Levy,M., 

            Weissenbach,J. and Boucher,C.A. 

  TITLE     Genome sequence of the plant pathogen Ralstonia solanacearum 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMEA3138192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AL646053.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267608
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  JOURNAL   Nature 415 (6871), 497-502 (2002) 

   PUBMED   11823852 

REFERENCE   2  (residues 1 to 276) 

  AUTHORS   Boucher,C.A. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (03-APR-2006) Genoscope and CNRS UMR-8030, 2 rue 

Gaston 

            Cremieux, CP5706, 91057 Evry Cedex, France, Laboratoire des 

            Interactions Plantes-Microorganismes INRA-CNRS, BP27, 31326 

            Castanet-Tolosan Cedex, France, Fondation Jean Dausset-CEPH, 27 rue 

            Juliette Dodu, 75010 Paris, France, LMGM CNRS 118 Route de 

            Narbonne, F 31062 Toulouse Cedex 4, Genoscope and INRA URGV, 2 rue 

            Gaston Cremieux, CP5706, 91057 Evry Cedex, France, Laboratoire de 

            Biometrie et Intelligence Artificielle INRA, BP27, F31326 

            Castanet-Tolosan Cedex. Laboratoire de Genetique Cellulaire INRA, 

            BP27, F31326 Castanet-Tolosan Cedex 

COMMENT     On May 11, 2006 this sequence version replaced CAD17989.1. 

            Christian.Boucher@toulouse.inra.fr 

            http://bioinfo.genopole- 

            toulouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/ralsto. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..276 

                     /organism="Ralstonia solanacearum GMI1000" 

                     /strain="GMI1000" 

                     /db_xref="taxon:267608" 

     Protein         1..276 

                     /product="hypothetical protein" 

                     /function="miscellaneous; unknown" 

     CDS             1..276 

                     /locus_tag="RSp0838" 

                     /old_locus_tag="RS05357" 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11823852
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CAD17989.1
http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/ralsto
http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/ralsto
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267608
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAD17989.2?from=1&to=276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AL646053.1?from=1058924&to=1059754
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                     /coded_by="complement(AL646053.1:1058924..1059754)" 

                     /inference="ab initio prediction:FrameD" 

                     /transl_table=11 

                     /db_xref="EnsemblGenomes-Gn:RSp0838" 

                     /db_xref="EnsemblGenomes-Tr:CAD17989" 

                     /db_xref="UniProtKB/TrEMBL:Q8XRJ3" 

ORIGIN       

        1 mmslwryrat slcncwimqp aalaglffpa rerhtaaqpi lppraaqtgc pgnqtnpfcs 

       61 sflalalnrd rgemstegcl annlirspga epgpgravap hlqthtmipk riggnslpsl 

      121 agntpadrhg epaaaplapt artagqqlae lntprtprqp pamdvlkrrr kpetrqrlhr 

      181 lrkalgeisp apsspeqawa dirnamarad lagwtlpals deaairhadg sveiglisha 

      241 ivfnpggafr ildllspgsp yfemaghggi afvapr 

Τειεζηήο ripAY: 

LOCUS       OAK89062                 416 aa            linear   BCT 17-MAY-2016 

DEFINITION  type III effector protein [Ralstonia solanacearum]. 

ACCESSION   OAK89062 

VERSION     OAK89062.1 

DBLINK      BioProject: PRJNA286126 

            BioSample: SAMN03765174 

DBSOURCE    accession LFJP01000080.1 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Ralstonia solanacearum 

  ORGANISM  Ralstonia solanacearum 

            Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; 

            Burkholderiaceae; Ralstonia. 

REFERENCE   1  (residues 1 to 416) 

  AUTHORS   Weibel,J., MacIntyre,A., Tran,T. and Allen,C. 

  TITLE     Genomic sequence of Ralstonia solanacearum strain isolated from 

            Osteospermum in Guatemala in 2015 

  JOURNAL   Unpublished 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://ensemblgenomes.org/id/RSp0838
http://ensemblgenomes.org/id/CAD17989
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8XRJ3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA286126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN03765174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LFJP01000080.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=305
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REFERENCE   2  (residues 1 to 416) 

  AUTHORS   Weibel,J., MacIntyre,A., Tran,T. and Allen,C. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (08-JUN-2015) Plant Pathology, University of Wisconsin 

            Madison, 1630 Linden Drive Room 885, Madison, WI 53706, USA 

COMMENT     Annotation was added by the NCBI Prokaryotic Genome Annotation 

            Pipeline (released 2013). Information about the Pipeline can be 

            found here: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/ 

             

            ##Genome-Assembly-Data-START## 

            Assembly Date          :: 2015 

            Assembly Method        :: Velvet v. 1.2.10 

            Genome Representation  :: Full 

            Expected Final Version :: Yes 

            Genome Coverage        :: 139.0x 

            Sequencing Technology  :: Illumina MiSeq 

            ##Genome-Assembly-Data-END## 

             

            ##Genome-Annotation-Data-START## 

            Annotation Provider          :: NCBI 

            Annotation Date              :: 06/22/2015 11:00:10 

            Annotation Pipeline          :: NCBI Prokaryotic Genome Annotation 

                                            Pipeline 

            Annotation Method            :: Best-placed reference protein set; 

                                            GeneMarkS+ 

            Annotation Software revision :: 2.10 

            Features Annotated           :: Gene; CDS; rRNA; tRNA; ncRNA; 

                                            repeat_region 

            Genes                        :: 4,969 

            CDS                          :: 4,820 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/
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            Pseudo Genes                 :: 90 

            rRNAs                        :: 5 (5S, 16S, 23S) 

            tRNAs                        :: 53 

            ncRNA                        :: 1 

            Frameshifted Genes           :: 33 

            ##Genome-Annotation-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..416 

                     /organism="Ralstonia solanacearum" 

                     /strain="UW757" 

                     /isolation_source="infected plant" 

                     /host="Osteospermum" 

                     /db_xref="taxon:305" 

                     /country="Guatemala" 

                     /collection_date="26-Dec-2014" 

     Protein         1..416 

                     /product="type III effector protein" 

     Region          126..>252 

                     /region_name="GGCT_like" 

                     /note="GGCT-like domains, also called AIG2-like family. 

                     Gamma-glutamyl cyclotransferase (GGCT) catalyzes the 

                     formation of pyroglutamic acid (5-oxoproline) from 

                     dipeptides containing gamma-glutamyl, and is a dimeric 

                     protein. In Homo sapiens, the protein is...; cl22886" 

                     /db_xref="CDD:304619" 

     CDS             1..416 

                     /locus_tag="AB851_21290" 

                     /coded_by="LFJP01000080.1:83069..84319" 

                     /inference="EXISTENCE: similar to AA 

                     sequence:RefSeq:WP_011004312.1" 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OAK89062.1?from=1&to=416
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OAK89062.1?from=126&to=252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=304619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LFJP01000080.1?from=83069&to=84319
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                     /note="Derived by automated computational analysis using 

                     gene prediction method: Protein Homology." 

                     /transl_table=11 

ORIGIN       

        1 meristnais ktvarsdlsn gssapprkkn gspprrahap llpladrslt aiskpnetlg 

       61 srlapvpqra vhasavpsaa gnwnplsrlk peelagipet vveklgkdlh dlyedvqskg 

      121 lnyvpvfgyl slryknfhel gkrsqdevre gkdwvpasld nhaldfvmst qyrghhqhpg 

      181 vvaglsqseg samdgvilkl pvgnaeella rvirrellde ndlihpvpat ppagttglag 

      241 satagpatpl spkkprsnlm yssavrpvtl pngakvralv fvtnpdsaks lasvfkdreg 

      301 vspqrlaylm tstskgdlgg paidywkrfv etcetaktav ppivsqairl asdwpdaftg 

      361 epaapddmpr qhqeaawfra magaaaprrv wherkpepsp dgasaggtlg tqpkpd 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11


42 
 

Βηβιηνγξαθία 
Adachi, Hiroaki, Lida Derevnina, and Sophien Kamoun. 2019. "NLR singletons, pairs, 

and networks: evolution, assembly, and regulation of the intracellular." Current Opinion 

in Plant Biology, 50: 121-131. 

Ailloud Florent, Lowe Tiffany, Cellier Gilles, Roche David, Allen Caitilyn and Prior 

Philippe. 2015. "Comparative genomic analysis of Ralstonia solanacearum reveals 

candidate genes for hostspecificity". BMC Genomics 16:270. 

Asolkar Trupti, and Raman Ramesh. 2018. "Identification of virulence factors and type 

III effectors of phylotype I, Indian Ralstonia solanacearum strains Rs-09-161 and Rs-10-

244." Journal of Gentics, 97, pp:55–66. 

Azevedo Cristina, Maria João Santos-Rosa, and Ken Shirasu. 2001. "The U-box protein 

family in plants." Trends in Plant Science, 6 pp: 354-358. 

Baggs E., G. Dagdas , and KV Krasileva. 2017. "NLR diversity, helpers and integrated 

domains: making sense of the NLR IDentity." Current Opinion in Plant Biology, 38:59-

67. 

Buttner Daniela, Yang-He Sheng. 2009. " Type III Protein Secretion in Plant Pathogenic 

Bacteria". Plant Physiology Vol. 150, pp. 1656–1664 

Cesari Stella. 2017. "Multiple strategies for pathogen perception by plant immune 

receptors." New Phytologist 219 (1), 17-24. 

Citra Octavina, Ayudhany Sukarta, Erik J. Slootweg, and Aska Goverse. 2016. 

"STRUCTURE-INFORMED INSIGHTS FOR NLR FUNCTIONING IN PLANT 

IMMUNITY." Seminars in Cell & Developmental Biology 56:134-149. 

Criekinge Wim Van, and Rudi Beyaert. 1999. "Yeast Two-Hybrid: State of the Art." 

Biological Procedures Online 2, 1–38. 

Denny Tim. 2007. "Plant pathogenic Ralstonia species". Plant-Associated Bacteria pp 

573-644. 

Deslandes, Laurent, and Stephane Genin. 2014. "Opening the Ralstonia solanacearum 

type III effector tool box: insights into host cell subversion mechanisms." Current 

Opinion in Plant Biology20:110-7. 



43 
 

Duxbury Zane, Yan Ma, Oliver J. Furzer, Sung Un Huh, Volkan Cevik, Jonathan D.G. 

Jones, θαη Panagiotis F. Sarris. 2016. «Pathogen perception by NLRs in plants and 

animals: Parallel worlds.» BioEssays38(8):769-81. 

Engler Carola, Mark Youls, Ramona Gruetzner, Tim Martin Ehnert, Stefan Werner , 

Jonathan D.G. Jones, Nicola J. Patron, and Sylvestre Marillonnet. 2014. "A Golden Gate 

Modular Cloning Toolbox for Plants." ACS Synthetic Biology 3, 11, 839–843. 

Fields, Stanley. 1993. "The Two-Hybrid System to Detect Protein-

ProteinInteractions."Methods 5 pp:116-124 

Folter Stefan, and Richard G.H Immink. 2011. "Yeast Protein–Protein Interaction 

Assays and Screens." Methods in Molecular Biology 754:145-65 

Fritsch, E.F, and T. Maniatis. 2003. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold 

Spring Harbor Laboratory Press 

Galan Jorge E., Maria Lara-Tejero, Thomas C. Marlovits, and Samuel Wagner. 2014. 

«Bacterial Type III Secretion Systems: Specialized Nanomachines for Protein Delivery 

into Target Cells.» The Annual Reviews68:415-38. 

Gedvilaite Alma and Sasnauskas Kęstutis. 1994. " Control of the expression of the 

ADE2 gene of the yeast Saccharomyces cerevisiae". Current Genetics 25:475-479 

Genin Stephane and Timothy P. Denny. 2012. "Pathogenomics of the Ralstonia 

solanacearum Species Complex". Annual Review of Phytopathology50:67-89. 

Greenberg Jean T., Allan Guo, Daniel F. Klessig, and Frederick M. Ausubel. 1994. 

"Programmed Cell Death in Plants: A Pathogen-Triggered Response Activated 

Coordinately with Multiple Defense Functions." Cell 77 pp: 551-563. 

Guo Deyin, Mina Liisa Rajamaki, and Jari Valkonen. 2008. "Protein–Protein 

Interactions: The Yeast Two-Hybrid System." Methods in Molecular Biology451:421-

39. 

Hanahan Douglas, Joel Jessee, and Fredric R. Bloom. 1991. "Plasmid transformation of 

Escherichia coli and other bacteria." Methods in Enzymology 204:63-113. 



44 
 

Hurley Brenden, Rajagopal Subramaniam, David S. Guttman, and Darell Desveaux. 

2014. "Proteomics of effector-triggered immunity (ETI) in plants." Virulence5(7): 752–

760. 

Hybrigenics Services " YEAST TWO-HYBRID PRINCIPLE" https://www.hybrigenics-

services.com/contents/resources/yeast-two-hybrid-principle 

Jan Erwig, Hassan Ghareeb, Michaela Kopischke, Ronja Hacke, Alexandra Matei, Elena 

Petutschnig, Volker Lipka. 2017. "Chitin‐induced and CHITIN ELICITOR RECEPTOR 

KINASE1 (CERK1) phosphorylation‐dependent endocytosis of Arabidopsis thaliana 

LYSIN MOTIF‐CONTAINING RECEPTOR‐LIKE KINASE5 (LYK5)." New 

Phytologist 215 pp: 382-396. 

James Philip, Halladay John and Craig Elizabeth A. 1996. " Genomic libraries and a 

host strain designed for highly efficient two-hybrid selection in yeast". Genetics 

(144):1425–36 

Jie Zhang, and Zhou Jian-Min. 2010. "Plant Immunity Triggered by Microbial 

Molecular Signatures." Molecular Plant3(5):783-93. 

Jonathan D. G. Jones, Russell E. Vance, Jeffery L. Dangl. 2016. «Intracellular innate 

immune.» Science354(6316). 

Jonathan D.GJones, and Jeffery L. Dangl. 2006. "The plant immune system." 

Nature444, pages323–329. 

Kadota Yasuhiro, Ken Shirasu, and Raphael Guerois. 2010. "NLR sensors meet at the 

SGT1–HSP90 crossroad."Trends in Biochemical Sciences35(4):199-207. 

Kapos Paul, Karen Thulasi Devendrakumar, and Xin Li. 2019. "Plant NLRs: From 

Discovery to Application." Plant Science 279:3-18. 

Kelman A. 1953 " The bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearum". North 

Carolina Agricultural Experiment Station 

Kerppola Tom K. 2006. " Design and implementation of bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC) assays for the visualization of protein interactions in living 

cells" Nat Protoc 1, 1278–1286 



45 
 

Khan Madiha, Derek Seto, Rajagopal Subramaniam, and Darrell Desveaux. 2018. "Oh, 

the places they'll go! A survey of phytopathogen effectors and their host targets." The 

Plant Journal93(4):651-663. 

Leon Ines de Ponce and Marcos Montesano. 2013. "Activation of Defense Mechanisms 

against Pathogens in Mosses and Flowering Plants ." International Journal of Molecular 

Sciences 14(2): 3178–3200. 

Lehti-Shiu, Melissa D., and Shin Han Shiu. 2012. "Diversity, classification and function 

of the plant protein kinase superfamily." Philosophical Transactions B367(1602):2619-

39. 

Liu Ying, Tang Yuanman, Qin Xiyun, Yang Liang, Jiang Gaofei, Li Shili, and Ding 

Wei. 2017. " Genome Sequencing of Ralstonia solanacearum CQPS-1, a Phylotype I 

Strain Collected from a Highland Area with Continuous Cropping of Tobacco". 

Frontiers in Microbiology 8: 974 

Luban Jeremy, and Stephen P. Goff. 1995. "The yeast two-hybrid system for studying 

protein—protein interactions." Current Opinion in Biotechnology 6(1):59-64. 

Maple Jodi, and Simon G. Moller. 2007. "Yeast Two-Hybrid Screening." Circadian 

Rhythms. Methods in Molecular Biology 362 pp: 207-223. 

Masters Shane C. 2004. "Co-Immunoprecipitation from Transfected Cells". Methods In 

Molecular Biology 337-350. 

Meister Alton. 1995. " Glutathione Metabolism". Methods in enzymology. Vol. 251 pp: 

3-7 

Mount David W. 2004. " Using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)" 

Bioinformatics: Sequence and Genome Analysis, 2nd edition 

Nürnberger Thorsten and Frederic Brunner. 2002. "Innate immunity in plants and 

animals: emerging parallels between the recognition of general elicitors and pathogen-

associated molecular patterns." Current Opinion in Plant Biology 5(4):318-24. 

Nuruzzaman Mohammed, Akhter Most Sharon, Kouji Satoh, Turki Al-Shammari, 

Takumi Shimizu, Takahide Sasaya, Toshihiro Omura, and Shoshi Kikuchi. 2012. "The 

thioredoxin gene family in rice: Genome-wide identification and expression profiling 



46 
 

under different biotic and abiotic treatments." Biochemical and Biophysical Research 

Communications 423 pp: 417-423. 

Peeters Nemo, Sébastien Carrère, Maria Anisimova, Laure Plener, Anne Claire Cazalé, 

and Stephane Genin. 2013. "Repertoire, unified nomenclature and evolution of the Type 

III effector gene set in the Ralstonia solanacearum species complex." BMC 

Genomics14, 859. 

Prior P., Fegan M. 2005. "Recent developments in the phylogeny and classification of 

ralstonia solanacearum". Acta Horticulturae pp:127-136 

Remigi Philippe , Maria Anisimova, Alice Guidot, Stéphane Genin, θαη Nemo Peeters. 

2011. «Functional diversification of the GALA type III effector family contributes to 

Ralstonia solanacearum adaptation on different plant hosts.» The New 

Phytologist192(4): 976–987. 

Sabbagh Cyrus Raja Rubenstein , Sebastien Carrere, Fabien Lonjon, Fabienne Vailleau, 

Alberto P. Macho, Stephane Genin, and Nemo Peeters. 2019. "Pangenomic type III 

effector database of the plant pathogenic Ralstonia spp." PeerJ 7:e7346. 

Salanoubat M., Genin S., Artiguenave F., Gouzy J., Mangenot S., Arlat M., Billault A., 

Brottier P., Camus J. C., Cattolico L., Chandler M., Choisne N., Claudel-Renard C., 

Cunnac S., Demange N., Gaspin C., Lavie M., Moisan A., Robert C., Saurin W., Schiex 

T., Siguier P., TheÂbault P., Whalen M., Wincker P., Levy M., Weissenbach J., 

Boucher C.A. 2002. " Genome sequence of the plant pathogen Ralstonia solanacearum". 

Nature 415(6871):497-502. 

Sang Yuying , Yaru Wang, Hong Ni, Anne Claire Cazalé, Yi Min She, Nemo Peeters, 

and Alberto P. Macho. 2018. "The Ralstonia solanacearum type III effector RipAY 

targets plant redox regulators to suppress immune responses." Molecular Plant 

Pathology19(1): 129–142. 

Sarris Panagiotis, Volkan Cevik, Gulay Dagdas, Jonathan D.G Jones, and Ksenia V. 

Krasileva. 2016. "Comparative analysis of plant immune receptor architectures uncovers 

host proteins likely targeted by pathogens." BMC Biology14:8. 

Shaffer Hally Anne , Michael Kenneth Rood, Badar Kashlan, Eileen I-ling Chang , 

Donald Francis Doyle, and Bahareh Azizi. 2012. "BAPJ69-4A: A yeast two-hybrid 



47 
 

strain for both positive and negative genetic selection." Journal of Microbiological 

Methods 91 pp: 22-29. 

Singh Akshay, Pankaj Kumar Singh, Ajay Kumar Sharma, Nagendra Kumar Singh, 

Humira Sonah, Rupesh Deshmukh, and Tilak Raj Sharma. 2019. "Understanding the 

Role of the WRKY Gene Family under Stress Conditions in Pigeonpea (Cajanus Cajan 

L.)." Plants8(7): 214. 

Montserrat Solé, Crina Popa, Oriane Mith, Kee Hoon Sohn, Jonathan D. G. Jones, 

Laurent Deslandes, and Marc Valls. 2012. "The awr Gene Family Encodes a Novel 

Class of Ralstonia solanacearum Type III Effectors Displaying Virulence and 

Avirulence Activities." Molecular Plant-Microbe Interactionsvol. 25, No. 7, 2012, pp. 

941–953. 

Stephens David J. and Banting George.2002. " The Use of Yeast Two‐Hybrid Screens in 

Studies of Protein:Protein Interactions Involved in Trafficking". Traffic, 1: 763–768 

Sukarta Octavina C A, Slootweg Erik J, GoverseAska. 2016. «Structure-informed 

insights for NLR functioning in plant immunity.» Seminars in Cell & Developmental 

Biology56:134-149. 

Tanaka Seiji. 2019. "An efficient method for the isolation of interaction‐null/impaired 

mutants using the yeast two‐hybrid technique." Genes to Cell24:781–788. 

Villano Clizia, Salvatore Esposito, Vincenzo D’Amelia, Rafaele Garramone, Daniela 

Alioto, Astolfo Zoina, Riccardo Aversano, and Domenico Carputo. 2020. "WRKY 

genes family study reveals tissue-specific and stress-responsive TFs in wild potato 

species." Scientific Reports10:7196. 

Wei Yali, Sang Yuying and Macho Alberto P. 2017. " The Ralstonia solanacearum Type 

III Effector RipAY Is Phosphorylated in Plant Cells to Modulate Its Enzymatic 

Activity". Frontiers in Plant Science 8: 1899. 

Xue Chaoling, Hongtai Li, Zhiguo Liu, Lili Wang, Yitong Zhao, Ximeng Wei, Hu Fang, 

Mengjun Liu, and Jin Zhao. 2019. "Genome-wide analysis of the WRKY gene family 

and their positive responses to phytoplasma invasion in Chinese jujube." BMC 

Genomics20, 464. 



48 
 

Yang Liang, Shili Li, Xiyun Qin, Gaofei Jiang, Juanni Chen, Bide Li , Xiaoyuan Yao, 

Peibo Liang, Yong Zhang, and Wei Ding. 2017. "Exposure to Umbelliferone Reduces 

Ralstonia solanacearum Biofilm Formation, Transcription of Type III Secretion System 

Regulators and Effectors and Virulence on Tobacco." Frontiers in Microbiology8: 1234. 

Young K. H. 1998. "Yeast Two-Hybrid: So Many Interactions, (in) So Little Time." 

Biology of Reproduction8(2):302-11. 

Yu-Hung Yeh, Dario Panzeri, Yasuhiro Kadota, Yi-Chun Huang, Pin-Yao Huang, Chia-

Nan Tao, Milena Roux, Hsiao-Chiao Chien, Tzu-Chuan Chin, Po-Wei Chu, Cyril Zipfel, 

Laurent Zimmerli. 2016. «The Arabidopsis Malectin-Like/LRR-RLK IOS1 Is Critical 

for BAK1-Dependent and BAK1-Independent Pattern-Triggered Immunity.» The Plant 

Cell. 

Zipfel Cyril, and Giles E. D. Oldroyd. 2017. "Plant signalling in symbiosis and 

immunity." Nature543, pp:328–336. 

Τδάκνο, ΔιεπζέξηνοΚ. 2007. ΦΥΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΑ.Αζήλα: Αζ. ΣΤΑΜΟΥΛΗΣ. 

 

 

 

 


