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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Ζ κνξηαθή βάζε θαη νη κεραληζκνί δηαηήξεζεο ηνπ ηζνδπγίνπ παξακέλνπλ 

άγλσζηνη. ηελ εξγαζία κειεηήζεθε κνξηαθά θαη ιεηηνπξγηθά ην γνλίδην At5g48310 

ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana. Δίλαη έλα απφ ηα γνλίδηα γηα ηα νπνία θαη δελ 

ππάξρεη αλαθνξά ζηε βηβιηνγξαθία. Δίλαη άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο ζηα θπηά, αιιά 

έγηλε κηα πξψηε πξνζέγγηζε θαηαλφεζήο ηεο. Φέξεη πεξηνρέο πνπ ππνδεηθλχνπλ φηη 

ζρεηίδεηαη κε ηε κεηαθνξά ζαθράξσλ. Σν νκφινγφ ηνπ, Ze173, απνηειεί πνιχ σξαίν 

δείθηε θαηά ηε δηάξθεηα αλάπηπμεο ηνπ αγσγνχ ζπζηήκαηφο ηεο. Ζ θπινγελεηηθή 

αλάιπζε ηεο πξσηεΐλεο At5g48310 έδεημε ηελ νκαδνπνίεζή ηεο ζε θνηλφ ππνθιάδν 

κε άιιεο κε ραξαθηεξηζκέλεο πξσηεΐλεο. Δπίζεο κε ηε βνήζεηα ππνινγηζηηθψλ 

πξνγξακκάησλ δείμακε φηη πηζαλφλ εδξάδεη ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε. 

Ζ αλάιπζε ησλ δηαγνληδηαθψλ θπηψλ απνθάιπςε φηη ζηελ αλαπαξαγσγηθή 

θάζε ππάξρεη έληνλε έθθξαζε ζηηο ηαμηαλζίεο θαη ζε φιν ην αγγεηαθφ ζχζηεκα ηνπ 

βιαζηνχ, ελψ ε ππεξέθθξαζε ηνπ At5g48310 δελ πξνθαιεί θαηλνηππηθέο αιιαγέο 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ηνπο. Αθφκε παξαηεξείηαη κεγάιε έθθξαζε ηνπ 

γνληδίνπ ζηε ρεκηθή έλσζε ηζνμακπέλ. Σα νκφδπγα κεηαιιάγκαηα είλαη νιηθήο 

απψιεηαο ιεηηνπξγίαο. Οπφηε ε αιιαγή ζηελ ηνπνινγία ηεο πξσηεΐλεο ζηε κεκβξάλε 

εκπνδίδεη θαη ην δέζηκν ηνπ ηζνμακπέλ. Δπεηδή ε πξσηεΐλε At5g48310 εληνπίδεηαη 

ζηε κεκβξάλε ίζσο αιιάδεη ηε δηαπεξαηφηεηά ηεο θαη επηηξέπεη ηε δηαθπγή ηνπ 

λεξνχ. Πεηξακαηηθά δείμακε φηη ηα νκφδπγα θπηά είλαη επαίζζεηα ζηελ μεξαζία θαη 

αλζεθηηθά ζην ηζνμακπέλ.  

  



 

 

ABSTRACT 

 

The molecular basis and the preservation mechanisms of plant osmosensing 

remains unknown. The gene At5g48310 of the plant Arabidopsis thaliana was 

molecularly and functionally studied. This is one of the genes for which there is no 

reference in the bibliography. It is a gene of unknown function but here is made an 

early attempt for its characterization. It has specific domains which suggest that it is 

related with the sugar transfer. Its homolog, Ze173, is a very good index during the 

growth of its supply system. The phylogenetic analysis of the protein At5g48310 has 

shown its grouping to a common subgroup with other uncharacterized proteins. Using 

computational programs we show that it is probably localized in the plasmatic 

membrane. 

Analysis of transgenic plants reveals that At5g48310 is expressed during 

reproductive development, predominantly in the inflorescence and also in whole 

vascular system of the stem, while overexpression of At5g48310 does not lead to any 

phenotypic changes during growth and development. It is also observed great 

expression of the gene to the chemical isoxaben. Homozygous mutants are of total 

loss of function (knock-out). As a result, a change in the topology of the protein at the 

membrane blocks isoxaben‟s binding. Since the protein At5g48310 is localized in the 

membrane, it maybe changes the permeability and allows water loss. So we 

experimentally shown that the homozygous plants are sensitive to drought and 

resistant to isoxaben.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ηνπο θαζεγεηέο κνπ θαη ζηελ νηθνγέλεηα κνπ γηα ηελ 

θαηαλόεζε θαη ηελ ππνκνλή ηνπο  
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1.1 Γεληθά γηα ην Arabidopsis thaliana. 

 

Σν Arabidopsis thaliana είλαη έλα δηδάλην πνπ αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα 

Brassicaceae (Δηθφλα 1.1). Οη νηθφηππνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη θπξίσο είλαη ε 

Landsberg erecta (Ler), ε Columbia (Col) θαη ε Wassilewskija (Ws). Καζψο ην χςνο 

ηνπ δελ μεπεξλά ηα 30 – 40 cm κπνξεί λα θαιιηεξγεζεί ζην εξγαζηήξην κέζα ζε 

ζαιάκνπο ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ. Σα άλζε ηνπ είλαη εξκαθξφδηηα, δεκηνπξγψληαο 

ηφζν ζειπθά φζν θαη αξζεληθά αλαπαξαγσγηθά φξγαλα θαη ππφ θαλνληθέο ζπλζήθεο 

απηνγνληκνπνηνχληαη, ραξαθηεξηζηηθφ ηδηαίηεξα ρξήζηκν ζηελ απνθπγή 

αλεπηζχκεησλ ζηαπξνγνληκνπνηήζεσλ κεηαμχ θπηψλ κε δηαθνξεηηθφ γελεηηθφ 

ππφβαζξν. Έλα άλζνο παξάγεη 30 – 50 ζπέξκαηα θαη νιφθιεξν ην θπηφ κεξηθέο 

ρηιηάδεο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.1 Σν θπηφ Arabidopsis 

thaliana. A) ξνδέηα, Β) θπηφ 4 

εβδνκάδσλ, Γ) άλζνο, Γ) ηκήκα 

ηαμηαλζίαο, Δ) ζπέξκαηα. Πεγή: 

http://www.sciencepresse.qc.ca 

 

 

 

Σν Arabidopsis thaliana είλαη έλα είδνο άγξηνπ θπηνχ πξνζαξκνζκέλνπ ζε 

θιίκαηα κεγάιεο γεσγξαθηθήο θιίκαθαο θαη ε ρξήζε ηνπ σο πξφηππν νξγαληζκφ 

κειέηεο έρεη πξνζθέξεη ηεξάζηηα πιεξνθφξεζε ζε ζέκαηα βαζηθήο θαη 

εθαξκνζκέλεο έξεπλαο. Υξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηε κειέηε ηεο Γελεηηθήο, ηεο 

Φπζηνινγίαο θαη ηεο Μνξηαθήο Βηνινγίαο ησλ θπηψλ. Σν κηθξφ κέγεζνο ηνπ 

γνληδηψκαηφο ηνπ, ην θαζηζηά ρξήζηκν γηα γελεηηθή ραξηνγξάθεζε. Γηαζέηεη πεξίπνπ 
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157 εθαηνκκχξηα δεχγε βάζεσλ, ηα νπνία είλαη νξγαλσκέλα ζε 5 ρξσκνζψκαηα ζηνλ 

ππξήλα ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ. Ήηαλ ην πξψην θπηφ θαη ν ηξίηνο πνιπθχηηαξνο 

νξγαληζκφο κεηά ηα Caenorhabditis elegans θαη Drosophila melanogaster, ζηνλ 

νπνίν έγηλε πιήξε αιιεινχρηζε γνληδηψκαηνο. Σν 2000 νινθιεξψζεθε ε 

αιιεινχρηζε ηνπ γνληδηψκαηφο ηνπ απφ ηνλ νξγαληζκφ Arabidopsis Genome 

Initiative. Πνιιέο εξγαζίεο έρνπλ γίλεη έθηνηε γηα λα πξνζδηνξηζηεί ε ιεηηνπξγία ησλ 

29.000 γνληδίσλ πνπ πξνέθπςαλ θαη ησλ 35.000 πξσηετλψλ πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ 

απηά. θνπφο ηεο επηζηεκνληθήο έξεπλαο είλαη ε θαηαλφεζε βαζηθψλ βηνινγηθψλ 

δηεξγαζηψλ πνπ ιακβάλνπλ κέξνο ζηα θπηά θαη ελδερνκέλσο ε γλψζε πνπ ζα 

πξνθχςεη λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε βειηίσζε ησλ θαιιηεξγνχκελσλ θπηηθψλ εηδψλ 

πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πξνο φθεινο ηνπ αλζξψπνπ. 

 

 

1.1.1 Ζ πξόνδνο ζηελ αιιεινύρηζε, ηελ επαλαζπλαξκνιόγεζε θαη ην 

ραξαθηεξηζκό ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ A. thaliana. 

 

Γεδνκέλνπ φηη ε ζπζηεκαηηθή αιιεινχρηζε νινθιεξψζεθε ζηα ηέιε ηνπ 2000, 

ε γνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε έρεη ππνβιεζεί ζε αξθεηνχο θχθινπο 

επαλαζπλαξκνιφγεζεο, θάιπςεο θελψλ θαη επέθηαζεο ζε κε αιιεινπρεκέλεο 

πεξηνρέο. 

Σν αξρηθφ ζχλνιν ησλ γνληδηαθψλ πξνηχπσλ δεκηνπξγήζεθε απφ έλα 

ζπλδπαζκφ βειηηζηνπνηεκέλσλ αξρηθψλ αιγνξίζκσλ ΑΒ εχξεζεο γνληδίσλ θαη ηελ 

ππνζηήξημε δεδνκέλσλ φπσο αιιεινπρίεο EST (Expressed Sequence Tag) θαη cDNA. 

πζηεκαηηθφηεξνο ζρνιηαζκφο ελζσκάησζε κεγάιν αξηζκφ πιήξνπο κήθνπο cDNA 

αιιεινπρηψλ έηζη ψζηε ηα 16.000 απφ ηα 29.000 πξνβιεπφκελα γνλίδηα λα 

ππνζηεξίδνληαη απφ πεηξακαηηθέο απνδείμεηο. ηε ζχγθξηζε ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 

Arabidopsis κε ηε γελσκηθή αιιεινπρία ηνπ ζηελά ζπγγεληθνχ Brassica oleracea 

(Κηλέδηθν ιάραλν) εληνπίζηεθαλ πεξηνρέο κεγάιεο νκνηφηεηαο πνπ είηε 

ηαπηνπνηήζεθαλ λέα ππνζεηηθά γνλίδηα είηε επεθηάζεθαλ πθηζηάκελα. Πεξίπνπ ην 

30% ησλ λέσλ απηψλ γνληδίσλ θσδηθνπνίεζε κηα κεηαγξαθή. Πεξίπνπ ην 25% ησλ 

αξρηθά πξνβιεπφκελσλ γνληδίσλ δελ ηαίξηαδαλ κε αιιεινπρία EST ή ε ππνζεηηθή 

ηνπο πεπηηδηθή αιιεινπρία δελ είρε νκνηφηεηα κε νπνηαδήπνηε άιιε πξσηεΐλε 

(ππνζεηηθά γνλίδηα) θαη θαηά ζπλέπεηα ε βηνινγηθή ηνπο ζεκαζία παξακέλεη 
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ακθίβνιε. Παξφια απηά ε ζπζηεκαηηθή αλάιπζε απηήο ηεο ηάμεο ησλ γνληδίσλ, 

έδεημε φηη ε πιεηνςεθία απηψλ εθθξαδφηαλ. ε άιιεο αλαιχζεηο νκνηφηεηαο ησλ EST 

ζηε γνληδησκαηηθή αιιεινπρία βξέζεθαλ αξθεηέο εθαηνληάδεο νκνηφηεηεο κε 

ππνζεηηθέο κε θσδηθνπνηεκέλεο πεξηνρέο θαη κε άιιεο κε θαλνληθνπνηεκέλεο 

νληφηεηεο πνπ έκνηαδαλ κε γνλίδηα (Bevan and Walsh 2004). 

Ζ νκαινπνηεκέλε γνληδησκαηηθή αιιεινπρία θαη ν ζρνιηαζκφο ηεο απηή ηε 

ζηηγκή αλαπαξηζηάηαη απφ ηε v5 αλάιπζε ηνπ TIGR (The Institute for Genome 

Research). Πεξίπνπ ην 36% ηνπ πξνβιεπφκελνπ πξσηεψκαηνο θσδηθνπνηείηαη απφ 

ηκεκαηηθέο θαη παξάιιειεο γελσκαηηθέο επαλαιήςεηο. Αλαγλσξίζηεθαλ πεξίπνπ 

1400 ςεπδνγνλίδηα, πνιιά απφ ηα νπνία είραλ εθθπιηζκέλεο πξσηετληθέο 

αιιεινπρίεο θαη αλψξηκα θσδηθψληα ιήμεο ζε ζρέζε κε ηα πην ζπγγεληθά κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο. Ζ βειηησκέλε αλάιπζε ησλ επαλαιακβαλφκελσλ αιιεινπρηψλ θαη ησλ 

κεηαζεηψλ ζηνηρείσλ έλζεζεο (ηξαλζπνδνλίσλ) βνήζεζε ψζηε λα αλαγλσξηζηνχλ 

2.355 ηξαλζπνδφληεο ηνπνζεζίεο. Πνιιέο απφ απηέο, ζηνλ αξρηθφ ζρνιηαζκφ, είραλ 

νξηζηεί σο γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ πξσηεΐλεο. 

Σα λέα πξνβιεπφκελα γνλίδηα ραξαθηεξίζηεθαλ ιεηηνπξγηθά ρξεζηκνπνηψληαο 

ζχλζεζε ζπληεξεκέλσλ πεξηνρψλ θαη φρη κε βάζε ηελ νιηθή νκνινγία ηεο 

αιιεινπρίαο φπσο έγηλε αξρηθά. Απηφ επηηξέπεη ζηηο νηθνγέλεηεο ησλ πξσηετλψλ θαη 

ζηηο ζρέζεηο κεηαμχ ηνπο λα είλαη πξνζδηνξηζκέλεο κε κεγαιχηεξε αθξίβεηα. 

Υξεζηκνπνηνχληαη φξνη ηεο Γονιδιακής Οντολογίας (www.geneontology.org) γηα ηελ 

πεξηγξαθή θάζε γνληδίνπ απφ ηελ άπνςε ηεο κνξηαθήο ιεηηνπξγίαο ηεο 

θσδηθνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο, ηεο βηνινγηθήο δηεξγαζίαο κε ηελ νπνία ιεηηνπξγεί ε 

πξσηεΐλε θαη ηνλ εληνπηζκφ ηεο ζην θχηηαξν. Ζ γνληδηαθή νληνινγία απνηειεί έλα 

δνκεκέλν ιεμηιφγην βηνινγηθψλ επηζεκεηψζεσλ (annotations) ησλ πξντφλησλ ησλ 

γνληδίσλ. πλεπψο, ε ρξήζε γνληδηαθψλ νληνινγηψλ δίλεη ην πιενλέθηεκα ηεο 

απηνκαηνπνηεκέλεο δηαρείξηζεο ηεο γνληδηαθήο πιεξνθνξίαο θαη επηηξέπεη ηε 

ζηαηηζηηθή αλάιπζή ηεο ζε κεγάιε θιίκαθα. 

Έλαο Affymetrix πίλαθαο πιήξνπο γνληδηψκαηνο γηα ην Arabidopsis 

πβξηδνπνηήζεθε καδί κε cRNA γηα λα αληρλεχζεη κεηαγξαθέο θαη ηε ρξσκνζσκηθή 

ηνπο ζέζε. Δληνπίζηεθαλ αξθεηά κεηαγξαθηθά ζεκεία ελδηαθέξνληνο ζε 

θεληξνκεξηδηαθέο πεξηνρέο, πνπ αληηζηνηρνχζαλ ζε κηα πνηθηιία επαλαιακβαλφκελσλ 

ζηνηρείσλ θαη κεηαζεηψλ ζηνηρείσλ έλζεζεο, θαζψο θαη ζε γνλίδηα κε αλαγλσξηζκέλα 

πξνεγνπκέλσο. Σέινο, θαζνξίζηεθαλ κε αθξίβεηα νη κνλάδεο κεηαγξαθήο γηα ηα 

πεξηζζφηεξα γνλίδηα θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλαγλψξηζε θιψλσλ αλνηρηψλ 
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πιαηζίσλ αλάγλσζεο (ORF) πιήξνπο κήθνπο γηα κεγαιχηεξν απφ 30% ηνπ 

γνληδηψκαηνο. Απηά ηα ORFs θισλνπνηήζεθαλ θαη απνηεινχλ πεγέο θξίζηκεο 

ζεκαζίαο γηα ηε γελεηηθή επηζηήκε ηεο γνληδηαθήο ιεηηνπξγίαο. 

 

 

1.1.2 Ζ δπλακηθή ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ A. thaliana. 

 

Έλα απφ ηα θχξηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ Arabidopsis, πνπ 

απνθαιχθζεθε απφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπ, ήηαλ ην κέγεζνο ηεο αληηγξαθήο γνληδίσλ 

θαη ηεο ηκεκαηηθήο αληηγξαθήο, ε νπνία πξνθαιεί έθπιεμε δεδνκέλεο ηεο 

πξνζδνθίαο ελφο ζπκπαγνχο ιεηηνπξγηθά γνληδηψκαηνο. Πεξίπνπ ην 60% ήηαλ πηζαλφ 

λα πξνέξρεηαη απφ κηα κφλν πεξίπησζε αληηγξαθήο, πηζαλφηαηα νιφθιεξνπ ηνπ 

γνληδηψκαηνο. ηε ζπλέρεηα, πην ιεπηνκεξήο αλάιπζε πξφηεηλε φηη ε θαηαγσγή ηνπ 

Arabidopsis έρεη ππνζηεί ηνπιάρηζηνλ δπν αληηγξαθέο, κε ηελ πην πξφζθαηε λα είλαη 

κηα πεξίπησζε πνιππινεηδηζκνχ θαηά ηελ αξρηθή εμέιημε ησλ ζηαπξαλζψλ. Οη 

αλαιχζεηο απηέο ππνζηεξίδνπλ έλα πξφηππν εμέιημεο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ 

Arabidopsis πνπ πεξηιακβάλεη θχθινπο αληηγξαθήο, απψιεηαο θαη δηαίξεζεο 

γνληδίσλ. Ζ ζπρλή παξαηήξεζε ησλ νηθνγελεηψλ ησλ γνληδίσλ κε ηε ρξήζε 

ζπλδπαζκέλσλ πηλάθσλ, ππνζηεξίδεη πεξαηηέξσ ηελ άπνςε πεξί δπλακηθήο ηνπ 

γνληδηψκαηνο, πνπ θαζνδεγείηαη απφ ζπκβάληα αληηγξαθήο θαη εμεηδίθεπζεο ησλ 

ιεηηνπξγηψλ ησλ γνληδίσλ απφ πνιιαπιά αληίγξαθα γνληδίσλ. 

Σν A.thaliana είλαη έλα θαιφ πξφηππν ηεο εμειηθηηθήο γνληδησκαηηθήο. 

Πξφζθαηα αλαθνηλψζεθαλ ζρέδηα πνπ απνβιέπνπλ ζηελ αιιεινχρηζε ησλ 

γνληδησκάησλ ησλ Arabidopsis lyrata θαη Capsella rubella, ζπγγεληθά είδε ηνπ 

A.thaliana. Απηέο νη αιιεινπρίζεηο ζα επηηξέςνπλ ζεκαληηθή πξφνδν ζε πνιινχο 

ηνκείο ηεο βηνινγίαο ηνπ A.thaliana, γηα παξάδεηγκα κε ηνλ θαζνξηζκφ πξνγνληθψλ 

πνιπκνξθηζκψλ θαη ζπληεξεκέλσλ πεξηνρψλ ή ίρλε πνπ κπνξεί λα έρνπλ ιεηηνπξγηθή 

ζεκαζία. 

Αθφκα έρνπλ αλαπηπρζεί αιγφξηζκνη πνπ ζπζρεηίδνπλ ηα κνηίβα ηνπ ππνθηλεηή 

κε ηα κνηίβα έθθξαζεο. Μηα κέζνδνο πεξηιακβάλεη ηελ νκαδνπνίεζε γνληδίσλ 

αλάινγα κε ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπο ζε δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο θαη ηνλ εληνπηζκφ 

ππνθηλεηψλ ζηηο ζπξξπζκηδφκελεο νκάδεο. Ζ θαζνιηθή επζπγξάκκηζε, ε αλάιπζε 

ζπρλνηήησλ θαη άιιεο κέζνδνη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε ζπλέρεηα γηα λα 

ηαπηνπνηήζνπλ κνηίβα ζηελ αιιεινπρία θνηλά γηα ηελ θάζε νκάδα. Σα κνηίβα 
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κπνξνχλ ζηε ζπλέρεηα λα ζπζρεηηζηνχλ κε ηηο ιεηηνπξγίεο ησλ γλσζηψλ κνηίβσλ ηνπ 

ππνθηλεηή θαη λα δνθηκαζηνχλ πεηξακαηηθά γηα λα θαζνξηζηεί ε ιεηηνπξγία ηνπο. Ζ 

εθαξκνγή απηψλ ησλ ζηξαηεγηθψλ είλαη πνιιά ππνζρφκελε γηα ηελ εξκελεία ησλ 

δεδνκέλσλ γνληδηαθήο έθθξαζεο θαη ηε δεκηνπξγία πξφηππσλ δηθηχσλ γνληδηαθήο 

έθθξαζεο. Ηδηαίηεξε ζεκαζία έρεη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ ππνθηλεηή 

πνπ ζπληεξνχληαη κεηαμχ ζπγγεληθψλ εηδψλ. Παξά ην γεγνλφο φηη ην Arabidopsis θαη 

άιια κέιε ησλ Brassicaceae δελ εκπιέθνληαη ζε ζπκβησηηθέο αιιειεπηδξάζεηο, 

κειέηεο ζηα ςπραλζή Lotus japonicus, M. Truncatula θαη ζην κπηδέιη έρνπλ 

ηαπηνπνηήζεη ηάμεηο πξσηετλψλ κε ζπληεξεκέλεο ιεηηνπξγίεο, φπσο απηέο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηε ζεκαηνδφηεζε Ca2+, ηελ πνιηθή θπηηαξηθή αλάπηπμε θαη ηελ 

ηξηκεξή ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ G πξσηετλψλ (Bevan and Walsh 2005). 

 

 

1.2 Πξσηεΐλεο άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο ζην A. thaliana. 

 

Μφλν έλα κηθξφ πνζνζηφ ησλ πξσηετλψλ πνπ θσδηθνπνηνχληαη ζηα 

γνληδηψκαηα ησλ δψσλ ή ησλ θπηψλ είλαη επαξθψο ραξαθηεξηζκέλεο φζνλ αθνξά ηηο 

θπηηαξηθέο ηνπο ιεηηνπξγίεο. Οη ιεηηνπξγίεο ζηελ πιεηνςεθία ησλ πξσηετλψλ απηψλ 

παξακέλνπλ είηε εληειψο άγλσζηεο (40%), είηε έρνπλ θαηαλνεζεί κεξηθψο. Ζ 

πξνζπάζεηα γηα λα πεξηνξηζηεί απηφ ην θελφ γλψζεο ζα πξνζθέξεη αξθεηέο επθαηξίεο 

ψζηε λα θαηαλνεζνχλ ηα ζπζηήκαηα ζηα θπηά. Γχν ζεκαληηθέο κέζνδνη 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ πξσηετλψλ άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο ζε 

πξφηππνπο νξγαληζκνχο. Ζ επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε κέζνδνο ζεσξεί ζαλ πξσηεΐλεο 

άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο, PUFs (Proteins Unknown Function), φιεο ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

έρνπλ κε αληρλεχζηκε αθνινπζία ή δνκηθέο νκνηφηεηεο κε ιεηηνπξγηθά 

ραξαθηεξηζκέλεο πξσηεΐλεο ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ αλαθνξάο. Αληηζέησο, ε πην 

ζπληεξεηηθή εκπεηξηθή πξνζέγγηζε νξίδεη σο PUFs φιεο ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

ζηεξνχληαη άκεζεο πεηξακαηηθήο απφδεημεο σο επηβεβαίσζε γηα κηα ζπγθεθξηκέλε 

ιεηηνπξγία. Ζ εκπεηξηθή πξνζέγγηζε ελζσκαηψλεη ηηο πεξηζζφηεξεο PUFs πνπ 

πξνζδηνξίδνληαη απφ ηελ πξνζέγγηζε νκνηφηεηαο, θαζψο θαη ηηο ιεηηνπξγηθά κε 

ραξαθηεξηζκέλεο αιιεινπρίεο πνπ έρνπλ νκνηφηεηεο κε ηηο πξσηεΐλεο νη νπνίεο είλαη 

γλσζηήο ιεηηνπξγίαο (PKFs). Με ηε βνήζεηα ηεο βηνπιεξνθνξηθήο νη πξσηεΐλεο 

άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο κπνξνχλ λα ζπζρεηηζηνχλ κε εθείλεο πνπ είλαη γλσζηέο. Οη 

εληνπηζκέλεο νκνηφηεηεο κπνξνχλ λα απνθαιχςνπλ ζεκαληηθέο ελδείμεηο γηα ηνλ 
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πεηξακαηηθφ έιεγρν ησλ ιεηηνπξγηψλ ηνπο. Δπηπξφζζεηα, κπνξεί λα γίλεη πξφβιεςε 

θάπνησλ ιεηηνπξγηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ απφ ηηο αιιεινπρίεο ηνπο, φπσο ζήκαηα 

(ζηληάια) ππνθπηηαξηθήο ζηφρεπζεο, δεπηεξνγελείο δνκέο θαη κεκβξαληθέο πεξηνρέο. 

Μηα απφ ηηο πην ειπηδνθφξεο θαη άκεζα δηαζέζηκε πεγή πιεξνθνξηψλ γηα ηηο κειέηεο 

πξνζδηνξηζκνχ ησλ ιεηηνπξγηψλ ησλ γνληδίσλ PUF ρξεζηκνπνηεί δεδνκέλα ηεο 

έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ απφ βάζεηο δεδνκέλσλ κηθξνζπζηνηρηψλ (microarrays) 

(Horan θαη ζπλεξγάηεο 2008). 

Όηαλ ε αιιεινπρία ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ Arabidopsis αλαθέξζεθε γηα πξψηε 

θνξά, ην ραξαθηεξηζκφ πεξηειάκβαλαλ ζπλνιηθά 25.498 πξνβιεπφκελα γνλίδηα πνπ 

θσδηθνπνηνχλ πξσηεΐλεο. Απφ απηά, ην 69% ηαμηλνκήζεθε ζε ελλέα ιεηηνπξγηθέο 

θαηεγνξίεο ρξεζηκνπνηψληαο ην ζχζηεκα αλάιπζεο PEDANT (Protein Extraction, 

Description and ANalysis Tool): θπηηαξηθφο κεηαβνιηζκφο, κεηαγξαθή, άκπλα 

θπηψλ, ζεκαηνδφηεζε, αλάπηπμε, θαηαζηξνθή ησλ πξσηετλψλ, ελδνθπηηαξηθή 

κεηαθνξά, κεηαθνξά θαη πξσηετληθή ζχλζεζε. Σν ππφινηπν 30% ησλ πξντφλησλ ησλ 

γνληδίσλ, δελ κπνξνχζε λα απνδνζεί ζε θάπνηα απφ απηέο ηηο θαηεγνξίεο (Berardini 

θαη ζπλεξγάηεο 2004). 

Έλα απφ ηα γνλίδηα γηα ηα νπνία θαη δελ ππάξρεη αλαθνξά ζηε βηβιηνγξαθία 

είλαη θαη ην At5g48310 ην νπνίν εληνπίδεηαη ζην πέκπην ρξσκφζσκα ηνπ Arabidopsis 

thaliana. Σν γνλίδην At5g48310 είλαη άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο ζηα θπηά. 

 

 

1.3 Μειέηε ηεο ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο ηνπ At5g48310 θαη ησλ νκνιόγσλ ηνπ 

γνληδίσλ Αt5g65440 θαη Αt4g24610 ηνπ Arabidopsis thaliana in silico. 

 

Μειέηεο BLAST (Altschul θαη ζπλεξγάηεο 1997) απνθάιπςαλ δχν άιια 

γνλίδηα ζην Arabidopsis, ην At4g24610 θαη ην At5g65440 πνπ θσδηθνπνηνχλ 

πξσηεΐλεο κε κεγάιε νκνηφηεηα ζηε δνκή θαη ζηελ αιιεινπρία κε ηελ πξσηεΐλε 

At5g48310 (Παξάξηεκα 2). Έγηλαλ in silico κειέηεο ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο ησλ ηξηψλ 

γνληδίσλ, ρξεζηκνπνηψληαο ηε βάζε δεδνκέλσλ Genevestigator ε νπνία πεξηιακβάλεη 

πιεξνθνξίεο απφ κηθξνζπζηνηρίεο RNA (RNA microarrays) γηα ην ζχλνιν ησλ 

γνληδίσλ ηνπ Arabidopsis thaliana. 

Όπσο θαίλεηαη ην πξφηππν έθθξαζεο είλαη παξφκνην θαη γηα ηα ηξία γνλίδηα, κε 

ζαθήο ππεξνρή ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g65440 ζε φια ζρεδφλ ηα 

αλαπηπμηαθά ζηάδηα έλαληη ηνπ γνληδίνπ At5g48310 (Δηθφλα 1.2). Μεγαιχηεξε 
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έθθξαζε παξνπζηάδεηαη θαη γηα ηα ηξία γνλίδηα, ζηνπο αλαπηπζζφκελνπο βιαζηνχο 

θαη ζηα άλζε ελψ ππάξρεη κηθξή έθθξαζε θαη ζηελ αλαπηπζζφκελε ξνδέηα. 

πγθξηηηθά ην ζηάδην κε ηε κεγαιχηεξε έθθξαζε γηα ην γνλίδην At5g48310 είλαη απηφ 

πνπ θέξεη ηνπο αλαπηπζζφκελνπο βιαζηνχο θαη ηηο ηαμηαλζίεο. Έληνλε έθθξαζε 

παξαηεξείηαη ζηελ άθξε ηεο ξίδαο, ζηηο θνξπθέο ησλ βιαζηψλ, ζην ππνθφηπιν ησλ 

λεαξψλ θπηψλ θαη ζηηο ηαμηαλζίεο (Δηθφλα 1.3). 

 

 

Δηθόλα 1.2 Σν πξφηππν έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 θαη ησλ νκφινγσλ γνληδίσλ απφ 

ην Arabidopsis thaliana, At4g24610 θαη At5g65440 in silico, ζχκθσλα κε απνηέιεζκα 

κηθξνζπζηνηρηψλ RNA. Μεγαιχηεξε έθθξαζε παξνπζηάδεηαη θαη γηα ηα ηξία γνλίδηα, ζηνπο 

αλαπηπζζφκελνπο βιαζηνχο θαη ζηα άλζε ελψ ππάξρεη κηθξή έθθξαζε θαη ζηελ 

αλαπηπζζφκελε ξνδέηα.  
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Δηθόλα 1.3 Σν πξφηππν έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 θαη ησλ νκφινγσλ γνληδίσλ απφ 

ην Arabidopsis thaliana, At4g24610 θαη At5g65440 in silico, ζχκθσλα κε απνηέιεζκα 

κηθξνζπζηνηρηψλ RNA. Μεγάιε έθθξαζε παξνπζηάδεηαη θαη γηα ηα ηξία γνλίδηα ζην άθξν 

ηνπ βιαζηνχ. Παξαηεξείηαη έληνλε έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζην αθξφξηδν.  
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Πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ ζην Arabidopsis thaliana (Δηθφλα 1.4) θαηέδεημαλ 

κεγάιε έθθξαζε ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ ζηηο ρεκηθέο νπζίεο ηζνμακπέλ θαη 

ακηλνηξηαδφιε (ΑΣ), ζε ζξεπηηθά ζπζηαηηθά φπσο ζαθραξφδε θαη γιπθφδε θαη ζε 

ζπλζήθεο πεξηβαιινληηθήο θαηαπφλεζεο. Αθφκα κηθξή έθθξαζε είρε ζην AOX1 

κεηάιιαγκα (alternative oxidase) (Δηθφλα 1.5). Σν AOX1 είλαη κηα νμεηδάζε πνπ 

βξίζθεηαη ζηα θπηά θαη απνηειεί κέξνο ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο ησλ ειεθηξνλίσλ 

(Giraud θαη ζπλεξγάηεο 2008 θαη Ho θαη ζπλεξγάηεο 2008). Ζ έθθξαζε ηεο 

επεξεάδεηαη απφ πεξηβαιινληηθέο θαηαπνλήζεηο φπσο ην θξχν, απφ ηε κφιπλζε απφ 

παζνγφλα θαη απφ άιινπο παξάγνληεο πνπ κεηψλνπλ ηε ξνή ειεθηξνλίσλ κέζσ ηνπ 

θπηνρξψκαηνο ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο αλαπλνήο. 

Παξφια απηά νη ιεηηνπξγίεο απηψλ ησλ πξσηετλψλ δελ είλαη γεληθά γλσζηέο θαη 

κφλν ιίγεο θπηηθέο πξσηεΐλεο έρνπλ αλαγλσξηζκέλεο βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο. Σν 

At5g65440 πεξηέρεη έλα κεηαγξαθηθφ ξπζκηζηή, κηα Ca2+ εμαξηψκελε ιηπηδν - 

δεζκεπηηθή πξσηεΐλε (CaLB). Απηφ ην πεδίν έρεη ηαπηνπνηεζεί ζε αξθεηέο πξσηεΐλεο. 

Σν Ca2+ είλαη έλαο ζεκαληηθφο δεπηεξεχσλ αγγειηνθφξνο ζην κνλνπάηη κεηαγσγήο 

ηνπ ζήκαηνο ζηα θπηά πνπ ξπζκίδνπλ ηελ επαγφκελε απφ ηελ θαηαπφλεζε έθθξαζε 

γνληδίσλ. Ζ ιεηηνπξγηθή αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ ζηα θπηά πνπ πεξηέρνπλ ηηο Ca2+ 

δεζκεπηηθέο πεξηνρέο (C2 πεξηνρέο) ζα βνεζήζεη ζηελ θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ 

πίζσ απφ ην ξφιν ησλ κεηαγξαθηθψλ ξπζκηζηψλ ζην κνλνπάηη πνπ ζεκαηνδνηείηαη 

απφ ην Ca2+ θαη ζην άλνηγκα λέσλ πξννπηηθψλ γηα ηε γελεηηθή βειηίσζε ησλ 

θαιιηεξγεηψλ. Ζ AtCLB ζπλδέεηαη εμεηδηθεπκέλα ζηνλ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ ηεο 

ζπλζάζεο ηνπ ηξηηεξπελίνπ (thalianol synthase) ηνπ Arabidopsis (AtTHAS1), ηνπ 

νπνίνπ ε έθθξαζε επάγεηαη απφ ηε βαξχηεηα θαη ην θσο. Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

Atclb δηαπηζηψζεθε ζε φινπο ηνπο αλαιπζέληεο ηζηνχο ηνπ Arabidopsis (θχιιν, ξίδα, 

κίζρνο, άλζνο θαη θαξπφο) κε Real-Time PCR αλάιπζε. Ζ αλάιπζε αλνζνθζνξηζκνχ 

απνθάιπςε φηη ε πξσηεΐλε AtCLB είλαη εληνπηζκέλε ζηνλ ππξήλα ησλ θπηηάξσλ ζηηο 

άθξεο ηεο ξίδαο ηνπ Arabidopsis. Ο ξφινο ηνπ γνληδίνπ Atclb πξνζδηνξίζηεθε ζηελ 

απφθξηζε αξλεηηθήο ξχζκηζεο ζηελ αβηνηηθή θαηαπφλεζε ζην Arabidopsis. Ζ 

απψιεηα ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ γνληδίνπ Atclb παξέρεη κηα εληζρπκέλε αλζεθηηθφηεηα 

ζηελ μεξαζία θαη ζηελ αιαηφηεηα θαη κηα ηξνπνπνηεκέλε βαξπηξνπηθή απάληεζε 

ζηελ εηζαγσγή Σ-DNA ζηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο εμάιεηςεο γνληδίνπ. Ζ έθθξαζε ηνπ 

AtTHAS1 ζε δηαγνληδηαθέο ζεηξέο εμάιεηςεο ηνπ Atclb γνληδίνπ απμήζεθε έλαληη ηνπ 

άγξηνπ ηχπνπ θαη κηαο 35S-Atclb ζεηξάο ππεξέθθξαζεο πνπ πξνηείλεη ηνλ AtCLB σο 

κεηαγξαθηθφ παξεκπνδηζηή ηνπ AtTHAS1 (De Silva θαη ζπλεξγάηεο 2011).  
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Δηθόλα 1.4 Πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ ζην At5g48310 θαη ζηα νκφινγα ηνπ γνλίδηα. Φαίλνληαη νη 

εθθξάζεηο ησλ γνληδίσλ ζηα δηάθνξα εξεζίζκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Παξαηεξείηαη 

έληνλε έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζην ρεκηθφ ηζνμακπέλ. 



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1   ΔΗΑΓΩΓΖ 

12 

 

Δηθόλα 1.5 Πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ ζην At5g48310 θαη ζηα νκφινγα ηνπ γνλίδηα. Φαίλνληαη νη 

εθθξάζεηο ησλ γνληδίσλ ζηα δηάθνξα κεηαιιάγκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Παξαηεξείηαη 

κηθξή έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζην AOX1.  
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1.4 Απόθξηζε ηνπ At5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana ζε αβηνηηθνύο παξάγνληεο. 

 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ επεξεάδεηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ έλα ζπλδπαζκφ 

πεξηβαιινληηθψλ θαηαπνλήζεσλ, φπσο ε πςειή ζεξκνθξαζία, ε μεξαζία ή ε πςειή 

αιαηφηεηα (Kasuga θαη ζπλεξγάηεο 1999 θαη Krasensky and Jonak 2012). Σα θπηά 

πξέπεη λα πξνζαξκφδνληαη ζε απηέο ηηο θαηαπνλήζεηο γηα λα επηβηψζνπλ. Ζ αλάπηπμε 

ηνπο επεξεάδεηαη αθφκε θαη απφ δηάθνξεο ρεκηθέο νπζίεο, νξκφλεο θαη ζάθραξα 

φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 1.4. 

Σν ηζνμακπέλ (Δηθφλα 1.6) ή αιιηψο βελδακίδην, N-[3(1-Ethyl-1-methylpropyl)-

5-isoxazolyl]-2, 6, dimethoxybenzamide είλαη έλα εμαηξεηηθά δξαζηηθφ θπηνθάξκαθν 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε αξρηθά ζε ζηηεξά, πφεο θαη θαιισπηζηηθά θπηά (Huggenberger 

θαη ζπλεξγάηεο 1982). Δίλαη εθιεθηηθά θπηνηνμηθφ ζηα δηθνηπιήδνλα θπηά, θαζψο 

πξνθαιεί θπηηαξηθή λέθξσζε ιφγσ ηνπ φηη αλαζηέιιεη ηε ζχλζεζε ηεο θπηηαξίλεο 

θαη θαηά επέθηαζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο, ελψ ηα πεξηζζφηεξα 

κνλνθνηπιήδνλα είλαη αλζεθηηθά (Heim θαη ζπλεξγάηεο 1990 θαη Scheible θαη 

ζπλεξγάηεο 2001). Γξα επίζεο ζηε ζχλζεζε ησλ πξσηετλψλ θαη ζηα γνλίδηα επαγσγήο 

ηεο απμίλεο. Άιιεο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο φπσο ε βιάζηεζε ησλ ζπεξκάησλ, ε 

κίησζε, ε αλαπλνή, ε θσηνζχλζεζε, ε ζχλζεζε ησλ ιηπηδίσλ θαη ηνπ RNA δελ 

επεξεάδνληαη απφ ην ηζνμακπέλ. 

 

 

 

Δηθόλα 1.6 Ζ δνκή ηνπ ηζνμακπέλ. Ο ρεκηθφο ηνπ ηχπνο είλαη C18H24N2O4 θαη έρεη κνξηαθφ 

βάξνο 332,4 g/Mole. (Πεγή: USDOE, 2000) 
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Ζ ακηλνηξηαδφιε (ΑΣ) (Δηθφλα 1.7) είλαη έλα θπηνθάξκαθν ην νπνίν κπνξεί λα 

απνξξνθεζεί απφ ηα θπηηθά θχηηαξα θαη λα επηβξαδχλεη ηηο κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο 

ηνπ θπηνχ, φπσο είλαη ε βηνζχλζεζε ρξσζηηθψλ νπζηψλ, νη ιεηηνπξγίεο ηνπ 

ρισξνπιάζηε θαη ε επηκήθπλζε ηεο ξίδαο. Δίλαη επίζεο γλσζηή σο έλαο ηζρπξφο 

αλαζηνιέαο ηεο θαηαιάζεο, ε νπνία κεηψλεη ηε δξαζηηθφηεηα ηεο θαηαιάζεο θαη 

πξνθαιεί ελδνγελή ζπζζψξεπζε ηνπ ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγφλνπ πνπ ηειηθά νδεγεί 

ζε θπηηαξηθφ ζάλαην (Jannat θαη ζπλεξγάηεο 2011). 

 

 

 

Δηθόλα 1.7 Ζ δνκή ηεο ακηλνηξηαδφιεο. Ο ρεκηθφο ηεο ηχπνο είλαη C2H4N4 θαη έρεη κνξηαθφ 

βάξνο 84,08 g/Mole. (Πεγή: www.chemspider.com) 

 

Οη θπηννξκφλεο αλαγλσξίζηεθαλ αξρηθά σο ελψζεηο κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο 

πνπ παξάγνληαη απφ ηα θπηά. Γξνπλ εμεηδηθεπκέλα ζε πνιχ κηθξέο ζπγθεληξψζεηο 

επάγνληαο ηελ έθθξαζε γνληδίσλ, ηα νπνία κε ηε ζεηξά ηνπο ξπζκίδνπλ κηα πιεζψξα 

θπζηνινγηθψλ δηεξγαζηψλ. πλδένληαη ζε εμεηδηθεπκέλνπο ππνδνρείο θαη έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα κεηαθέξνληαη απφ έλα ζεκείν ηνπ θπηνχ ζε έλα άιιν. Γξνπλ σο 

κεηαθνξείο κελπκάησλ, επηηξέπνληαο ηελ αληαιιαγή πιεξνθνξηψλ κεηαμχ νξγάλσλ 

θαη ηζηψλ. Πνιιέο θνξέο επηηεινχλ ξφιν ηνπηθνχ κεηαθνξέα ζηληάισλ θαηά ηε 

δηάξθεηα βηνηηθψλ θαη αβηνηηθψλ πεξηβαιινληνινγηθψλ αιιαγψλ. 

Μηα απφ ηηο νκάδεο ησλ θπηνννξκνλψλ είλαη νη γηββεξειιίλεο (GA). Οη 

θπηννξκφλεο δελ απαληψληαη κέζα ζην θπηφ ζε ειεχζεξε κνξθή, αιιά ζρεκαηίδνπλ 

ζπλήζσο ζχκπινθα κε ζάθραξα ή ακηδηθέο νκάδεο. Διέγρνπλ πνιιέο αλαπηπμηαθέο 

δηεξγαζίεο ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο βιάζηεζεο ησλ ζπεξκάησλ θαη ην ζρεκαηηζκφ 

ηεο ξίδαο, ηνπ βιαζηνχ θαη ησλ αλζέσλ (Olszewski θαη ζπλεξγάηεο 2002). Κέληξα 

παξαγσγήο ησλ γηββεξειιηλψλ απνηεινχλ νη θαηαβνιέο ησλ θχιισλ, ην αθξαίν 

κεξίζησκα, νη θνξπθέο ησλ ξηδψλ φπσο επίζεο θαη νη αλαπηπζζφκελνη θαξπνί θαη 

ζπφξνη. Έρεη απνδεηρζεί φηη πξνθαινχλ δηέγεξζε ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο θαη 

επηκήθπλζεο. 
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ηα θπηά ηα ζάθραξα εθπιεξψλνπλ βαζηθέο ιεηηνπξγίεο, σο θχξηα πεγή 

ελέξγεηαο, σο ππνζηξψκαηα γηα ηε ζχλζεζε ησλ πνιπκεξψλ, σο κεηαθνξηθέο θαη 

απνζεθεπηηθέο ελψζεηο ή σο πξφδξνκεο νπζίεο ηνπ άλζξαθα πνπ απαηηνχληαη γηα έλα 

επξχ αξηζκφ αλαβνιηθψλ θαη θαηαβνιηθψλ αληηδξάζεσλ. Δπεξεάδνπλ ηε βιάζηεζε, 

ηελ αλάπηπμε έσο θαη ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ, αλ θαη ιίγα είλαη γλσζηά γηα ηνπο 

κεραληζκνχο κέζσ ησλ νπνίσλ ηα θπηά αληηδξνχλ ζε απηά (Rognoni θαη ζπλεξγάηεο 

2007). 

 

 

1.5 Σν βαθηήξην Agrobacterium tumefaciens. 

 

Σν Agrobacterium tumefaciens είλαη έλα αξλεηηθφ θαηά Gram ξαβδφκνξθν 

βαθηήξην θαη αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Rhizobiaceae. Σν γνληδίσκα ηνπ είλαη 

αιιεινπρεκέλν (πεξίπνπ 5.500 γνλίδηα) θαη απνηειείηαη απφ έλα γξακκηθφ θαη έλα 

θπθιηθφ ρξσκφζσκα (Σi-πιαζκίδην). Δίλαη έλα βαθηήξην ηνπ εδάθνπο θαη πξνθαιεί 

ηελ αζζέλεηα ηνπ θνξσλσηνχ θάιινπ (Δηθφλα 1.8) (Deacon 2002). Μπνξεί λα 

πξνζβάιεη ζρεδφλ φια ηα δηθνηπιήδνλα θπηά θαη κεξηθά κνλνθνηπιήδνλα ηεο 

νηθνγέλεηαο Liliaceae θαη Amaryllideae (De Cleene and De Ley 1976, De Cleene 

1985). 

H ηθαλφηεηα ηνπ Agrobacterium tumefaciens λα κνιχλεη άιινπο νξγαληζκνχο 

εμαξηάηαη άκεζα απφ ηελ χπαξμε ζε απηφ ελφο κεγάινπ πιαζκηδίνπ κεγέζνπο 200-

250 kb, ηνπ Σi-πιαζκηδίνπ (Δηθφλα 1.9) (Sforza θαη ζπλεξγάηεο 2002). Σν πιαζκίδην 

απηφ δηαηεξείηαη κέζα ζην Agrobacterium, κφλν φηαλ απηφ αλαπηχζζεηαη ζε 

ζεξκνθξαζίεο θάησ ησλ 30 
ν
C + 2 

ν
C (28 

ν
C άξηζηε). Γελεηηθέο αλαιχζεηο έδεημαλ 

φηη, δχν πεξηνρέο (Vir-πεξηνρή θαη Σ-DNA πεξηνρή) ηνπ Σi-πιαζκηδίνπ είλαη 

ππεχζπλεο γηα ηελ ηθαλφηεηά ηνπ λα κνιχλεη θπηηθά θχηηαξα (Υαηδφπνπινο 2001). Ζ 

Vir πεξηνρή πεξηέρεη κηα ζεηξά γνληδίσλ ηα νπνία φηαλ επάγνληαη παξάγνπλ ηηο Vir 

πξσηεΐλεο, νη νπνίεο κε ηε ζεηξά ηνπο κεηαθέξνπλ ην ηκήκα ηνπ DNA ηεο T-DNA 

πεξηνρήο ζην γνληδίσκα ηνπ θπηνχ. Ζ T-DNA πεξηνρή ηνπ Σi-πιαζκηδίνπ πεξηέρεη 

γνλίδηα ηα νπνία εθθξάδνληαη κέζα ζην θπηφ. Μεξηθά απφ απηά ηα γνλίδηα είλαη 

ππεχζπλα γηα ηε ζχλζεζε ή ηξνπνπνίεζε βαζηθψλ θπηηθψλ απμεηηθψλ παξαγφλησλ, 

φπσο γηα παξάδεηγκα απμίλεο θαη θπηνθηλίλεο. Ζ ξπζκηζηηθή έθθξαζε απηψλ ησλ T-

DNA γνληδίσλ ηξνπνπνηεί ηελ θαλνληθή δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηθψλ θπηηάξσλ θαη 
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νδεγεί ζε λενπιαζία. Άιια γνλίδηα ηεο T-DNA πεξηνρήο θαηεπζχλνπλ ηελ παξαγσγή 

εηδηθψλ ακηλνμέσλ θαη παξαγψγσλ ζαθράξσλ (νπίλεο), ηα νπνία αλαγλσξίδνληαη θαη 

θαηαβνιίδνληαη απνθιεηζηηθά θαη κφλν απφ ην Argobacterium tumefaciens. Tα T-

DNA γνλίδηα δελ ζπκβάιινπλ ζηε κεηαθνξά θαη ελζσκάησζε ηεο πεξηνρήο απηήο 

ζην γνληδίσκα ηνπ θπηνχ. Ζ δηαδηθαζία κεηαθνξάο θαη ελζσκάησζεο νθείιεηαη ζηα 

γνλίδηα ηεο Vir πεξηνρήο ηνπ Σi-πιαζκηδίνπ. 

 

 

 

Δηθόλα 1.8 Σν βαθηήξην Agrobacterium tumefaciens. Α) Ραβδφκνξθν βαθηήξην κε έλα έσο 

έμη καζηίγηα, Β) Υαξαθηεξηζηηθέο απνηθίεο ηνπ βαθηεξίνπ ζε πδξνγνλαλζξαθηθφ ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα, Γ), Γ) Όγθνη ζε ηξηαληαθπιιηά θαη ζε ακπέιη αληίζηνηρα πνπ έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί απφ ην Agrobacterium tumefaciens. (Πεγέο: http://www.biology.ed.ac.uk θαη 

http://www.cals.ncsu.edu) 

 

 

Σα Vir γνλίδηα ξπζκίδνληαη απφ έλα πνιχπινθν ζχζηεκα ρεκεηνυπνδνρέσλ, ην 

νπνίν είλαη ηθαλφ λα αλαγλσξίδεη θπηηθνχο κεηαβνιίηεο (αθεηνζπξηγθφλε) πνπ 

παξάγνληαη θαηά ηε δηάξθεηα βηνζχλζεζεο ησλ ιηγληλψλ ησλ θπηηαξηθψλ 

ηνηρσκάησλ. Έηζη θαηά απηφ ηνλ ηξφπν ν ηξαπκαηηζκφο ηνπ θπηνχ δελ επηηξέπεη 

κφλν ηελ είζνδν ηνπ Agrobacterium tumefaciens, αιιά θαη ηελ επαγσγή ησλ Vir 

Β Α 
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γνληδίσλ απφ ηηο λενζπληηζέκελεο ιηγλίλεο. Ζ κεηαθνξά ηνπ T-DNA εμαξηάηαη ζε 

κεγάιν βαζκφ απφ ηηο ζπλνξηαθέο αιιεινπρίεο πνπ βξίζθνληαη ζηα δχν άθξα ηνπ. 

Πξφθεηηαη γηα δχν πνιχ φκνηεο ζε ζεηξά επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο κεγέζνπο 

25 δ.β. νη νπνίεο αλαγλσξίδνληαη απφ ηηο Vir πξσηεΐλεο. Ζ δηαδηθαζία αληηγξαθήο ηεο 

T-DNA πεξηνρήο νδεγεί ζηελ παξαγσγή κηαο ζεηξάο κνλφθισλσλ θαη δίθισλσλ T-

DNA ελδηάκεζσλ πξντφλησλ, απφ ηα νπνία πηζαλφηαηα ην κνλφθισλν T-DNA κφξην 

κεηαθέξεηαη ζην θπηφ κέζσ κεκβξαληθψλ πφξσλ πνπ δεκηνπξγνχληαη απφ ηα 

πξντφληα ησλ Vir γνληδίσλ. Οπνηαδήπνηε ινηπφλ DNA αιιεινπρία βξίζθεηαη κεηαμχ 

ησλ δχν T-DNA ζπλνξηαθψλ αιιεινπρηψλ κπνξεί λα κεηαθεξζεί κε παξφκνην ηξφπν 

ζην θπηφ παξνπζία ησλ Vir πξσηετλψλ. ηα θπηά, ε κνλφθισλε T-DNA αιπζίδα 

κεηαθέξεηαη ζηνλ ππξήλα ηνπ κνιπζκέλνπ θπηηάξνπ απφ κηα Vir πξσηεΐλε, ε νπνία 

παξακέλεη νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλε ζην 5΄ άθξν ηνπ κνξίνπ. Ζ κεηαθνξά ηνπ 

ζπκπιφθνπ (Vir πξσηεΐλεο–κνλφθισλεο T-DNA αιπζίδαο) ζηνλ ππξήλα, νθείιεηαη 

ζην πεπηίδην ζπλζήκαηνο πνπ θέξεη ε Vir πξσηεΐλε ζην ακηλνηειηθφ ηεο άθξν. 

Πηζηεχεηαη φηη ε ίδηα πξσηεΐλε δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν θαη ζηελ ελζσκάησζε 

ηεο T-DNA αιπζίδαο ζην γνληδίσκα ηνπ θπηνχ. 

 

 

Δηθόλα 1.9 πλνπηηθή δηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηνπ Ti-πιαζκηδίνπ. (Πεγή: 

http://www.bios.net) 
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ήκεξα ππάξρεη κηα πιεζψξα ηξνπνπνηεκέλσλ ζηειερψλ Agrobacterium 

tumefaciens, ηα νπνία θέξνπλ Ti-πιαζκίδηα απαιιαγκέλα απφ ηελ T-DNA πεξηνρή, 

δηαηεξψληαο φκσο ηα γνλίδηα ηεο Vir πεξηνρήο. Ζ εηζαγσγή ζε απηά ηα ζηειέρε, 

εηδηθά θαηαζθεπαζκέλσλ δπαδηθψλ θνξέσλ πνπ θέξνπλ επηζπκεηέο DNA 

αιιεινπρίεο κεηαμχ ησλ δχν ζπλνξηαθψλ, επηηξέπεη ηελ εχθνιε θαηεπζπλφκελε 

γελεηηθή ηξνπνπνίεζε πνιιψλ θπηψλ. 

 

 

1.5.1 Αιιειεπίδξαζε θπηνύ - Agrobacterium tumefaciens. 

α) Φάζε έλαξμεο ηεο αλαγλώξηζεο ηνπ θπηνύ από ην Agrobacterium tumefaciens. 

 

ην έδαθνο ην Agrobacterium tumefaciens απαληάηαη ζπλήζσο ζηε ξηδφζθαηξα, 

αιιά έρεη βξεζεί θαη κέζα ζην αγγεηαθφ ζχζηεκα πνιιψλ θπηψλ (Kerr 1969, Burr 

and Katz 1983). Έλαο απφ ηνπο ζεκαληηθφηεξνπο παξάγνληεο ζηελ αξρηθή 

αλαγλψξηζε ηνπ θπηνχ απφ ην Agrobacterium tumefaciens είλαη ε ρεκεηνηαμία (Shaw 

θαη ζπλεξγάηεο 1989). Όπσο θαη πνιιά άιια βαθηήξηα έηζη θαη ην Agrobacterium 

έιθεηαη ρεκεηνηαθηηθά απφ έλα επξχ θάζκα ζαθράξσλ θαη ακηλνμηθψλ ζπζηαηηθψλ 

(Loake θαη ζπλεξγάηεο 1988). Παξφια απηά έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα αλαγλσξίδεη θαη 

κηα ζεηξά δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ ηνπ θπηνχ, φπσο γηα παξάδεηγκα ελδηάκεζα 

πξντφληα ηεο βηνζχλζεζεο ησλ ιηγληλψλ. Δπηπξφζζεηα έρεη απνδεηρζεί φηη, παξνπζία 

ησλ VirΑ θαη VirG πξσηετλψλ, ην Agrobacterium είλαη ηθαλφ λα αλαγλσξίδεη 

δηάθνξα θαηλνιηθά παξάγσγα (αθεηνζπξηγθφλε) πνπ εθθξίλνληαη απφ ην θπηφ ζην 

ζεκείν ηξαπκαηηζκνχ (Pitzschke and Hirt 2010). Ζ αλαγλψξηζε απηή γίλεηαη απφ 

ρακειήο ζπγγέλεηαο ππνδνρείο, πνπ βξίζθνληαη ζηε κεκβξάλε ηνπ Agrobacterium 

tumefaciens θαη είλαη εηδηθνί γηα ηα θαηλνιηθά παξάγσγα (Parke θαη ζπλεξγάηεο 

1987). 

 

 

β) VirA θαη VirG: ξπζκηζηηθά γνλίδηα-θιεηδηά ηνπ Agrobacterium tumefaciens.  

 

Σφζν ην VirA φζν θαη ην VirG γνλίδην θσδηθνπνηνχλ γηα κηα πξσηεΐλε. Ζ VirA, 

πξσηεΐλε είλαη έλαο δηακεκβξαληθφο ρεκεηνυπνδνρέαο. Ζ VirG πξσηεΐλε είλαη έλαο 

κεηαγξαθηθφο ελεξγνπνηεηήο, πνπ θσζθνξπιηψλεηαη απφ ηε VirA πξσηεΐλε. 

πγθεθξηκέλα, ε VirG πξσηεΐλε κεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο, ζπλδέεηαη ζηηο vir-box 
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(θνπηί vir) αιιεινπρίεο ηεο πεξηνρήο ηνπ πξναγσγέα ησλ vir γνληδίσλ θαη 

ελεξγνπνηεί ηε κεηαγξαθή φισλ ησλ vir γνληδίσλ (Winans θαη ζπλεξγάηεο 1986). 

Δπηπξφζζεηα έρεη βξεζεί φηη νη δχν απηέο πξσηεΐλεο εκπιέθνληαη θαη ζηε ξχζκηζε 

γεληθφηεξσλ ιεηηνπξγηψλ ηνπ πιαζκηδίνπ, φπσο γηα παξάδεηγκα ζηε βαθηεξηαθή 

ζχληεμε θαη ζηνλ θαηαβνιηζκφ ησλ νπηλψλ. Λεπηνκεξήο αλάιπζε ηεο virA θσδηθήο 

πεξηνρήο έδεημε φηη ε ακηλνηειηθή πεξηπιαζκαηηθή πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο εκπιέθεηαη 

ζηελ απφθξηζε ζε ζάθραξα θαη κεηαβνιέο ηνπ pH, ελψ ν πεξηπιαζκαηηθφο βξφρνο 

κεηαμχ ησλ δπν δηακεκβξαληθψλ πεξηνρψλ είλαη ππεχζπλνο γηα ηελ αλαγλψξηζε ησλ 

θαηλνιηθψλ παξαγψγσλ ηνπ θπηνχ (Knight θαη ζπλεξγάηεο 2010). 

Ζ VirA πξσηεΐλε, ζαλ ρεκεηνυπνδνρέαο πνπ είλαη, ελεξγνπνηείηαη φπσο 

αλαθέξζεθε παξαπάλσ απφ δηάθνξα ζάθραξα, φπσο γηα παξάδεηγκα ε D-γαιαθηφδε, 

ε D-γιπθφδε θαη ε D-μπιφιε. Σα ζάθραξα απηά είλαη πξντφληα απνηθνδφκεζεο 

πνιπζαθραξηηψλ ησλ θπηηαξηθψλ ηνηρσκάησλ ησλ θπηψλ (McNeil θαη ζπλεξγάηεο 

1984). Ζ αλαγλψξηζε ησλ ζαθράξσλ απηψλ απφ άιια βαθηήξηα, πεξηιακβάλεη ηελ 

αιιειεπίδξαζε εηδηθψλ γιπθν- θαη γαιαθην- ζπλδεφκελσλ πξσηετλψλ (GBPs) κε ηελ 

πεξηπιαζκαηηθή πεξηνρή ηεο Trg κεζπινζπλδεφκελεο δηακεκβξαληθήο πξσηεΐλεο. Ζ 

αιιειεπίδξαζε απηή ελεξγνπνηεί ην κεραληζκφ θσζθνξπιίσζεο, ν νπνίνο εκπιέθεη 

κηα πξσηετληθή θηλάζε, ηε CheA. H ξχζκηζε ηεο δξαζηηθφηεηαο ηεο Trg θαη άιισλ 

δηακεκβξαληθψλ πξσηετλψλ γίλεηαη απφ ηε CheA κε ηε δηαδηθαζία ηεο κεζπιίσζεο 

θαη απνκεζπιίσζεο. Ζ πεξηπιαζκαηηθή πεξηνρή ηεο VirA πξσηεΐλεο είλαη νκφινγε 

κε απηή ηεο Trg πξσηεΐλεο, επηηξέπνληαο ηεο έηζη λα αιιειεπηδξά κε γιπθν- θαη 

γαιαθην- ζπλδεφκελεο πξσηεΐλεο. Ο πεξηπιαζκαηηθφο βξφγρνο κεηαμχ ησλ δπν 

δηακεκβξαληθψλ πεξηνρψλ ηεο VirA πξσηεΐλεο, πνπ ζρεκαηίδεηαη απφ ηελ πδξφθνβε 

πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο, δηαδξακαηίδεη φπσο αλαθέξζεθε ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

απφθξηζε ζε θαηλνιηθά παξάγσγα πνπ εθθξίλνληαη απφ ην θπηφ. Σα αγξνβαθηήξηα 

πνπ βξίζθνληαη ζηε ξηδφζθαηξα είλαη ηθαλά λα αλαγλσξίζνπλ θαηλνιηθά παξάγσγα 

ζε ζπγθεληξψζεηο κηθξφηεξεο απφ 10
-8 

Μ. Ζ ζπγθέληξσζε απηή δελ είλαη ηθαλή λα 

πξνθαιέζεη θσζθνξπιίσζε ηεο VirG απφ ηελ VirA. Καζψο φκσο ηα αγξνβαθηήξηα 

πιεζηάδνπλ ηελ πεγή ρεκεηνηαθηηθά, ε ζπγθέληξσζε ησλ θαηλνιηθψλ παξαγψγσλ 

απμάλεη απφ 10
-8

 ζε 10
-6

, νδεγψληαο ζηελ άκεζε ελεξγνπνίεζε ηεο κεηαγξαθήο ησλ 

vir γνληδίσλ (Shaw θαη ζπλεξγάηεο 1989). 
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γ) Δπαγσγή θαη ιεηηνπξγία ησλ ππόινηπσλ vir γνληδίσλ ηνπ Agrobacterium 

tumefaciens. 

 

Όπσο ήδε αλαθέξζεθε, ε θσζθνξπιίσζε ηεο VirG πξσηεΐλεο απφ ηε VirA 

νδεγεί ζηελ επαγσγή ηεο κεηαγξαθήο θαη ησλ ππνινίπσλ vir γνληδίσλ, ηνπ virB, 

virC, virD θαη virE. Γελεηηθέο αλαιχζεηο έδεημαλ φηη ηα ηέζζεξα απηά γνλίδηα είλαη 

ζεκαληηθά γηα ηε κεηαθνξά ηνπ T-DNA ζην γνληδίσκα ηνπ θπηνχ. Ζ VirB πεξηνρή 

ζπληζηά έλα νπεξφλην, ην νπνίν θσδηθνπνηεί γηα 11 πξσηεΐλεο, απφ ηηο νπνίεο νη 9 

είλαη ηδηαίηεξα πδξφθνβεο. Όιεο νη πξσηεΐλεο ηνπ νπεξνλίνπ απηνχ δελ έρνπλ ηελ ίδηα 

ιεηηνπξγία. Οξηζκέλεο απφ απηέο θαίλεηαη λα δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζην 

ζρεκαηηζκφ κεκβξαληθψλ πφξσλ, απφ φπνπ ζα πεξάζεη ην κνλφθισλν T-DNA κφξην. 

Άιιεο πάιη θαίλεηαη λα εκπιέθνληαη ζηελ παξαγσγή ή πδξφιπζε ηνπ ATP (VirB4, 

VirB11) (Atmakuri θαη ζπλεξγάηεο 2004). H VirB4 είλαη πηζαλφηαηα κηα κεκβξαληθή 

ATPάζε, ελψ ε VirB11 θέξεη πεξηνρέο ζχλδεζεο γηα κνλν-λνπθιενηίδηα θαη ATP 

(Christie θαη ζπλεξγάηεο 1989). Οη VirB9 θαη VirB10 πξσηεΐλεο είλαη πηζαλφηαηα 

δνκηθά ζπζηαηηθά ησλ κεκβξαληθψλ πφξσλ, θαζψο έρνπλ απνκνλσζεί απφ 

κεκβξαληθά ηκήκαηα (Sivanesan θαη ζπλεξγάηεο 2010). 

Ζ VirD πεξηνρή θσδηθνπνηεί γηα ηέζζεξηο πξσηεΐλεο (Porter θαη ζπλεξγάηεο 

1987), απφ ηηο νπνίεο νη VirD1 θαη VirD2 εκπιέθνληαη ζηελ αλαγλψξηζε ησλ T-DNA 

ζπλνξηαθψλ αιιεινπρηψλ. Ζ VirD1 πξσηεΐλε ζπλδέεηαη εμεηδηθεπκέλα ζην αξηζηεξφ 

ζπλνξηαθφ, ελψ ε VirD2 πξηλ ηε ζχλδεζε ηεο κε ην δεμί ζπλνξηαθφ δεκηνπξγεί κηα 

εγθνπή ζηε κηα απφ ηηο δπν αιπζίδεο ηνπ T-DNA (Hwang θαη ζπλεξγάηεο 2006). O 

ξφινο ησλ VirD3 θαη VirD4 είλαη αθφκα άγλσζηνο. Παξφια απηά πηζαλνινγείηαη φηη 

νη δχν απηέο πξσηεΐλεο αιιειεπηδξνχλ κε ην T-DNA θαη ην νδεγνχλ δηακέζνπ ηεο 

βαθηεξηαθήο κεκβξάλεο (Escudero θαη ζπλεξγάηεο 2006). Ζ VirC πεξηνρή 

θσδηθνπνηεί γηα δχν πξσηεΐλεο (Yanofsky and Nester 1986). H VirC1 είλαη κηα 

πξσηεΐλε πνπ εληζρχεη ηε δξάζε εγθνπήο ηεο κηαο T-DNA αιπζίδαο απφ ην 

ζχκπινθν VirD1-D2. Μεηά ηε δεκηνπξγία εγθνπήο ζην δεμί ζπλνξηαθφ ηνπ T-DNA, 

αθνινπζεί αληηγξαθή ηεο κίαο αιπζίδαο κε εθηφπηζε θιψλνπ θαη απειεπζέξσζε ηεο 

κνλφθισλεο T-DNA αιπζίδαο. 

ε απηφ ην ζηάδην πηζαλφλ λα εκπιέθνληαη θαη πξσηεΐλεο ησλ virE γνληδίσλ. Ζ 

VirE πεξηνρή θσδηθνπνηεί γηα δχν πξσηεΐλεο, ηε VirE1 θαη ηε VirE2. Ζ VirE2 είλαη 
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κηα πξσηεΐλε πνπ ζπλδέεηαη κε ην κνλφθισλν DNA. Ζ δξάζε ηεο VirE2 πξσηεΐλεο 

πηζαλφλ λα εμαξηάηαη απφ ηε κηθξή VirE1 κε ηελ νπνία δεκηνπξγεί ζηαζεξά 

ηεηξακεξή ζχκπινθα. Πηζαλνινγείηαη φηη ε ιεηηνπξγία ηεο είλαη ε πξνζηαζία ηνπ 

κνλφθισλνπ T-DNA κνξίνπ απφ λνπθιεάζεο (García-Rodríguez θαη ζπλεξγάηεο 

2006). Δπηπξφζζεηα ζπκβάιιεη ζηε ζσζηή αλαδίπισζε ηνπ κνλφθισλνπ T-DNA 

κνξίνπ, ε νπνία είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ απνηειεζκαηηθή ηνπ κεηαθνξά κέζα ζηνλ 

ππξήλα ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ (Gietl θαη ζπλεξγάηεο 1987, Christie θαη ζπλεξγάηεο 

1988, Dym θαη ζπλεξγάηεο 2008) (Δηθφλα 1.10). Γελεηηθέο αλαιχζεηο έδεημαλ φηη 

κεηαιιαγή ζηελ πεξηνρή ησλ VirB θαη VirD γνληδίσλ έρεη ζαλ απνηέιεζκα ην Ti-

πιαζκίδην λα ράλεη ηελ ηθαλφηεηα κεηαθνξάο ηνπ T-DNA (Vergunst θαη ζπλεξγάηεο 

2003). Αληίζεηα, κεηάιιαμε ζηελ πεξηνρή ησλ VirC θαη VirE γνληδίσλ είρε ζαλ 

απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο κνιπζκαηηθήο ηθαλφηεηαο ηνπ Agrobacterium (Klee θαη 

ζπλεξγάηεο 1983). Σα απνηειέζκαηα απηά δείρλνπλ, φηη ηα VirB θαη VirD γνλίδηα 

είλαη απφιπηα αλαγθαία γηα ηε κεηαθνξά ηνπ T-DNA, ελψ ηα VirC θαη VirE γνλίδηα 

πηζαλφηαηα λα ζπκκεηέρνπλ ζε επηθνπξηθέο ιεηηνπξγίεο. Ζ έθθξαζε φκσο φισλ 

απηψλ ησλ νπεξνλίσλ (virB, virD, virC θαη virE) βξίζθεηαη φπσο αλαθέξζεθε θάησ 

απφ ηνλ έιεγρν ησλ VirA θαη VirG πξσηετλψλ. 

 

 

δ) Μεηαθνξά θαη ελζσκάησζε ηνπ Σ-DNA ηνπ Agrobacterium tumefaciens ζην 

γνληδίσκα ηνπ θπηνύ. 

 

Ζ δηαδηθαζία κεηαθνξάο ηνπ T-DNA κέζα ζην θπηηθφ θχηηαξν είλαη άγλσζηε. 

Ζ επηθξαηέζηεξε ππφζεζε είλαη φηη ζην 5΄ άθξν ηνπ T-DNA ζπλδέεηαη νκνηνπνιηθά 

κηα ελεξγνπνηεκέλε VirD2 πξσηεΐλε, ελψ φιν ην κφξην θαιχπηεηαη θαη 

πξνζηαηεχεηαη απφ κφξηα ηεο πξσηεΐλεο VirE2. H VirD2 πξσηεΐλε πεξηέρεη 

ηνπιάρηζηνλ 3 πεπηίδηα ζήκαηνο. Σν πεπηίδην ζήκαηνο πνπ βξίζθεηαη ζην 

ακηλνηειηθφ άθξν ηεο πξσηεΐλεο είλαη αξθεηφ γηα λα κεηαθέξεη ην ζχκπινθν ζηνλ 

ππξήλα (Wang θαη ζπλεξγάηεο 1990). Καζψο ε άκεζε παξαθνινχζεζε ηεο 

κεηαθνξάο ηνπ T-DNA κνξίνπ ζηνλ ππξήλα είλαη πνιχ δχζθνιν λα γίλεη, φιεο νη 

γλψζεηο φζνλ αθνξά ηε δηαδηθαζία απηή, βαζίδνληαη ζε κειέηεο ηεο δνκήο θαη ηεο 

δηαζπνξάο ηνπ T-DNA κνξίνπ ζην κεηαζρεκαηηζκέλν θπηφ. 

  



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1   ΔΗΑΓΩΓΖ 

22 

 

 

Δηθόλα 1.10 ρεκαηηθή παξάζηαζε φπνπ θαίλεηαη ε αιιειεπίδξαζε ηνπ Agrobacterium 

tumefaciens κε ην θπηηθφ θχηηαξν θαη ν κεραληζκφο κεηαθνξάο ηνπ DNA. 1) Σν θπηφ 

εθθξίλεη ζην ζεκείν ηξαπκαηηζκνχ θαηλνιηθά παξάγσγα ηα νπνία αλαγλσξίδνληαη απφ ηα 

βαθηεξηαθά θχηηαξα. 2) Οη πξσηεΐλεο VirA πνπ είλαη κεκβξαληθνί ρεκεηνυπνδνρείο 

ζπλδένληαη κε ηα θαηλνιηθά παξάγσγα θαη θσζθνξπιηψλνπλ ηε VirG πξσηεΐλε. 3) Οη 

θσζθνξπιησκέλεο VirG πξσηεΐλεο ελεξγνπνηνχλ κε ηε ζεηξά ηνπο ηε κεηαγξαθή φισλ ησλ 

Vir γνληδίσλ. Ζ κηα απφ ηηο δχν αιπζίδεο ηνπ T-DNA αληηγξάθεηαη. 4) Σν T-DNA θαη νη Vir 

πξσηεΐλεο κεηαθέξνληαη κε ηε βνήζεηα ηνπ ηχπνπ 4 εθθξηηηθνχ ζπζηήκαηνο (T4SS). 5) Σν T-

DNA ζχκπινθν εηζάγεηαη ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ φπνπ 6) ην T-DNA 

ελζσκαηψλεηαη ζην γνληδίσκα. (Pitzschke and Hirt 2010). 
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Κπηηαξνινγηθή θαη γελεηηθή ραξηνγξάθεζε ηεο ελζσκάησζεο ηνπ T-DNA πνπ 

έγηλε ζε δηάθνξα θπηηθά είδε, έδεημε φηη ε ζέζε ελζσκάησζεο ηνπ T-DNA ζην 

γνληδίσκα ηνπ θπηνχ είλαη ηπραία (Chyi θαη ζπλεξγάηεο 1986). Έρεη δηαπηζησζεί 

φκσο, φηη ε ελζσκάησζε γίλεηαη ζρεδφλ πάληα ζε επρξσκαηηληθέο πεξηνρέο ηνπ 

γνληδηψκαηνο. ε πεξηνρέο δειαδή πνπ παξνπζηάδνπλ έληνλε κεηαγξαθηθή 

δξαζηεξηφηεηα. Αλαθνξηθά κε ην κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ Arabidopsis thaliana, ν 

αξηζκφο ησλ αληηγξάθσλ πνπ ελζσκαηψλνληαη θπκαίλεηαη απφ 1 έσο 6. Μειέηεο πνπ 

έγηλαλ έδεημαλ φηη ηνπιάρηζηνλ ην 30% ησλ θπηψλ, πεξηείραλ έλα κφλν αληίγξαθν ηνπ 

T-DNA ζην γνληδίσκα ηνπο (Koncz θαη ζπλεξγάηεο 1989). Σν T-DNA ζπλήζσο 

ελζσκαηψλεηαη ζην γνληδίσκα ηνπ μεληζηή σο έλα κφλν πιήξνπο κήθνπο ή θνινβφ 

κφξην, θαζψο θαη σο πνιιαπιά κφξηα ζπλδεδεκέλα κεηαμχ ηνπο κε δηάθνξνπο 

πξνζαλαηνιηζκνχο (Tzfira θαη ζπλεξγάηεο 2004). Λεπηνκεξείο κειέηεο, πνπ έγηλαλ ζε 

δηαγνληδηαθά θπηά πνπ πεξηείραλ κφλν έλα αληίγξαθν ηνπ T-DNA ζην γνληδίσκα 

ηνπο, έδεημαλ φηη πηζαλφηαηα ε ελζσκάησζε ηνπ T-DNA λα παξεκβάιιεηαη ζην 

κεραληζκφ ηεο κεηαγξαθήο. Σν γεγνλφο απηφ δελ ζεκαίλεη ππνρξεσηηθά φηη ε 

ελζσκάησζε πξαγκαηνπνηείηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κεηαγξαθήο, αιιά φηη ε 

ελζσκάησζε ιακβάλεη ρψξα ζε πεξηνρέο ηνπ γνληδηψκαηνο πνπ παξνπζηάδνπλ 

ραιαξή δνκή, φπσο ζπκβαίλεη ζηηο πεξηνρέο πνπ γίλεηαη κεηαγξαθή, αληηγξαθή θαη 

επηδηφξζσζε ηνπ DNA. Γηα λα δηεπθνιπλζνχλ ηα κνξηαθά γεγνλφηα πνπ ιακβάλνπλ 

ρψξα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ελζσκάησζεο ηνπ T-DNA, θαζψο επίζεο θαη ηα ζεκεία 

πνπ γίλεηαη ν αλαζπλδπαζκφο, κηα ζεηξά απφ T-DNA πνπ είραλ ελζσκαησζεί ζε 

θπηά, απνθφπεθαλ θαη απνκνλψζεθαλ απφ απηά θαη κειεηήζεθαλ ιεπηνκεξψο 

(Mayerhhofer θαη ζπλεξγάηεο 1991). Οη κειέηεο απηέο έδεημαλ φηη ε ελζσκάησζε ηνπ 

T-DNA είλαη πηζαλφηαηα έλα γεγνλφο κε νκφινγνπ αλαζπλδπαζκνχ. Ο 

αλαζπλδπαζκφο απηφο κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε δχν ηξφπνπο. Ο πξψηνο 

πεξηιακβάλεη ην κεραληζκφ ηνπ «θιαζηθνχ» κε νκφινγνπ αλαζπλδπαζκνχ πνπ 

γίλεηαη θαηά ηελ ελζσκάησζε νπνηνπδήπνηε DNA κνξίνπ ζην γνληδίσκα ελφο θπηνχ. 

Ο δεχηεξνο κεραληζκφο πηζαλνινγεί φηη ε VirD2 πξσηεΐλε πνπ βξίζθεηαη 

ζπλδεδεκέλε ζην 5΄ άθξν ηνπ T-DNA έρεη θάπνηα ιεηηνπξγία ιηγάζεο, θαηαιχνληαο 

ηελ αληίδξαζε ζπγθφιιεζεο ηνπ 5΄ άθξνπ ηνπ T-DNA κε έλα ειεχζεξν 3΄ άθξν πνπ 

βξίζθεη ζην DNA ηνπ θπηνχ (Gelvin 2003). 

Καη νη δχν κεραληζκνί έρνπλ ζαλ απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία κηθξψλ 

ειιεηκκάησλ ηνπ DNA θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ελζσκάησζεο. Ζ ελζσκάησζε ρσξίο ηε 

ζπκκεηνρή ηεο VirD2 πξσηεΐλεο έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία κηθξψλ ή 
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κεγάισλ ειιεηκκάησλ θαη ζηα δχν άθξα ηνπ T-DNA. Αληίζεηα ε ελζσκάησζε κε ηε 

ζπκκεηνρή ηεο VirD2 πξσηεΐλεο νδεγεί ζε αθξηβή ζπγθφιιεζε ηνπ 5΄ άθξνπ ηνπ T-

DNA κε ην DNA ηνπ θπηνχ δηαηεξψληαο 1 ή 3 βάζεηο απφ ην δεμί 25 δ.β. ζπλνξηαθνχ 

ηνπ T-DNA. ηελ φιε δηαδηθαζία ινηπφλ κεηαθνξάο ηνπ T-DNA απφ ην 

Agrobacterium tumefaciens ζην θπηφ ππάξρνπλ αθφκα πνιιά αλαπάληεηα 

εξσηήκαηα. Παξφια απηά φκσο, ην ζχζηεκα ηνπ Agrobacterium απνηειεί κέρξη 

ζήκεξα έλαλ απφ ηνπο πην δεκνθηιείο ηξφπνπο κεηαθνξάο γελεηηθνχ πιηθνχ απφ έλαλ 

νξγαληζκφ (θπηηθφ ή δσηθφ) ζε έλαλ άιιν θπηηθφ (Jones θαη ζπλεξγάηεο 2005). 
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1.6 θνπόο ηεο Γηπισκαηηθήο Δξγαζίαο. 

 

ηε ζπγθεθξηκέλε Γηπισκαηηθή Δξγαζία ζηφρνο ήηαλ λα κειεηεζεί ην γνλίδην 

At5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana ζε κνξηαθφ θαη ιεηηνπξγηθφ επίπεδν γηαηί κέρξη 

ζηηγκήο ήηαλ έλα γνλίδην άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο. Γηα ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην δελ 

ππήξραλ ζηνηρεία γηα ηελ έθθξαζε θαη ηε ξχζκηζε ηνπ ζηε δηεζλή βηβιηνγξαθία. Γηα 

ην ζθνπφ απηφ απνθαζίζηεθε ζεηξά πεηξακάησλ ηφζν in silico φζν θαη in planta πνπ 

πεξηιάκβαλαλ ηελ αθφινπζε πξνζέγγηζε: 

1. Αλάιπζε ησλ αιιεινπρηψλ (DNA θαη πξσηετλψλ) ηνπ γνληδίνπ 

At5g48310 in silico κε παθέηα επεμεξγαζίαο βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ. 

2. Σε κειέηε ηεο αλαπηπμηαθήο έθθξαζεο ηνπ At5g48310 ηνπ Arabidopsis 

thaliana. 

3. Σε κειέηε ηνπ ηζηνεηδηθνχ πξνηχπνπ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ in planta. 

4. Αλάιπζε κεηαιιαγκέλσλ ζεηξψλ (Salk lines) κε ζθνπφ ην ιεηηνπξγηθφ 

ραξαθηεξηζκφ ηνπ γνληδίνπ. 

5. Πεηξακαηηθέο δνθηκαζίεο γηα ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ζε 

δηάθνξεο ρεκηθέο νπζίεο πνπ πξνθαινχλ θπηηαξηθφ ζάλαην θαζψο θαη 

ζε ζάθραξα θαη νξκφλεο. 

6. Δπίδξαζε πεξηβαιινληηθψλ παξαγφλησλ ζηελ έθθξαζε ηνπ At5g48310. 

 

Με ηελ αλσηέξσ πξνζέγγηζε είλαη δπλαηφλ λα απαληεζνχλ εξσηήκαηα φπσο ην 

πνχ εθθξάδεηαη ην γνλίδην At5g48310, πνηα είλαη ε ιεηηνπξγία ηνπ ζην θπηφ 

Arabidopsis thaliana θαη πσο ζρεηίδεηαη απηή κε δηάθνξεο ρεκηθέο ελψζεηο, νξκφλεο 

θαη ζάθραξα θαζψο θαη κε πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο φπσο είλαη ε πδαηηθή 

θαηαπφλεζε. ηε ζπλέρεηα, πεξηζζφηεξα ζπκπεξάζκαηα είλαη δπλαηφ λα εμαρζνχλ 

απφ ηελ πεξαηηέξσ ζχγθξηζε ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ κε ηα νκφινγά ηνπ θαζψο θαη 

απφ ηελ χπαξμε ηνπ ζε άιινπο νξγαληζκνχο. Τπάξρεη πνιχο δξφκνο αθφκα λα 

δηαλπζεί, ψζηε λα δηαθσηηζηεί πιήξσο ε ιεηηνπξγία ηνπ. ην κέιινλ ζθφπηκν ζα 

είλαη λα κειεηεζεί ε αλάπηπμε ησλ θπηψλ θάησ απφ ζπλζήθεο ζθνηαδηνχ θαη ππφ ηελ 

επίδξαζε ζεξκηθήο θαηαπφλεζεο. 
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2.1 Φπηηθό πιηθό θαη ζπλζήθεο αλάπηπμεο θαη θαιιηέξγεηαο. 

 

αλ πιηθφ γηα ηα πεηξάκαηα ηνπ κνξηαθνχ θαη ιεηηνπξγηθνχ ραξαθηεξηζκνχ ηνπ 

γνληδίνπ At5g48310 ρξεζηκνπνηήζεθε ην θπηφ Arabidopsis thaliana (νηθφηππνο 

Columbia). Σν A. thaliana είλαη έλα ζηαπξαλζέο ην νπνίν αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα 

Brassicaceae. Δλδείθλπηαη ηδηαίηεξα γηα πεηξάκαηα βαζηθήο έξεπλαο ζηα θπηά ιφγσ 

ηνπ κηθξνχ κεγέζνπο, ηνπ κηθξνχ θχθινπ δσήο ηνπ, ηνπ κηθξνχ γνληδηψκαηνο, ηνπ 

κεγάινπ αξηζκνχ ζπεξκάησλ πνπ παξάγεη θαη ησλ ζρεηηθά εχθνισλ ζπλζεθψλ 

αλάπηπμήο ηνπ. Έρνληαο εηδηθεπηεί γηα εαξηλή εθεκεξία, ήηαλ εχθνιν λα 

αλαθαιπθζνχλ αξθεηά εξγαζηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεηάδνληαη πεξίπνπ έμη εβδνκάδεο 

απφ ηε βιάζηεζε ησλ ζπεξκάησλ κέρξη ηελ παξαγσγή ψξηκσλ ζπεξκάησλ. Δπηπιένλ 

ε παξαγσγή κεγάινπ αξηζκνχ ζπεξκάησλ δηεπθνιχλεη ηε ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ζε πεηξάκαηα γελεηηθήο. Σέινο ν κεηαζρεκαηηζκφο ηνπ Arabidopsis, 

έρεη γίλεη δηαδηθαζία ξνπηίλαο, ρξεζηκνπνηψληαο ην βαθηήξην Agrobacterium 

tumefaciens γηα ηελ άκεζε κεηαθνξά DNA ζην γνληδίσκα ηνπ θπηνχ. Ζ απινχζηαηε 

ηερληθή κεηαζρεκαηηζκνχ ηεο εκβάπηηζεο ησλ αλζηθψλ θνξέσλ έρεη αληηθαηαζηήζεη 

ηελ αλάγθε γηα ηζηνθαιιηέξγεηεο θαη αλαγέλλεζεο ηνπ θπηνχ πνπ εθαξκφδνληαλ 

παιαηφηεξα. 

 

 

2.1.1 πλζήθεο θαιιηέξγεηαο ηνπ Arabidopsis thaliana. 

 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ, έγηλε ηνπνζεηψληαο ζπέξκαηα Arabidopsis thaliana 

(νηθφηππνο Columbia) ζε κείγκα ρψκαηνο (5 κέξε humo: 1 κέξνο ηχξθεο: 1 κέξνο 

βεξκηθνπιίηε) ζε θιίβαλν επψαζεο ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ (ζεξκνθξαζία 22 
ν
C, 

πγξαζία 40% θαη κε θσηνπεξίνδν 16 ψξεο θσο / 8 ψξεο ζθνηάδη). Γηα ηελ αλάπηπμε 

ησλ θπηψλ θάησ απφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο, ηα ζπέξκαηα ελπδαηψζεθαλ γηα 48 ψξεο 

ζηνπο 4 
ν
C θαη θαηφπηλ απνζηεηξψζεθαλ ζε πδαηηθφ δηάιπκα αηζαλφιεο 70% θ.ν. γηα 

3 ιεπηά θαη ελ ζπλερεία ζε πδαηηθφ δηάιπκα ρισξίλεο 25% θ.ν γηα 5 ιεπηά 

αληίζηνηρα θαη αθνινχζσο μεπιχζεθαλ κε απνζηεηξσκέλν dH2O γηα 1 ιεπηφ. Σν 

μέπιπκα ησλ ζπεξκάησλ επαλαιήθζεθε άιιεο 4 θνξέο. ηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθαλ 

ππφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο θαη κέζα ζε ζάιακν λεκαηηθήο ξνήο (laminar flow) ζε 

ηξπβιία κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα MS. Σα ηξπβιία ηνπνζεηήζεθαλ ζε θιίβαλν 
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επψαζεο ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ (ζεξκνθξαζία 22 
ν
C, πγξαζία 40% θαη κε 

θσηνπεξίνδν 16 ψξεο θσο / 8 ψξεο ζθνηάδη). 

 

 

2.2 Απνκόλσζε γνληδησκαηηθνύ DNA από θπηά Αrabidopsis thaliana. 

 

Φξέζθν θπηηθφ πιηθφ (2 θχιια απφ ηε ξνδέηα ηνπ Arabidopsis thaliana) 

νκνγελνπνηήζεθε παξνπζία πγξνχ αδψηνπ ζε θαηάιιειν γνπδί ιεηνηξίβεζεο. 

Αθνινχζεζε νκνγελνπνίεζε ηνπ ηζηνχ κε ίζνπ φγθνπ δηάιπκα εθρχιηζεο CTAB 

(πξνζεξκαζκέλν ζηνπο 65 
ν
C). Διαθξηά αλαθίλεζε θαη επψαζε ζην πδαηφινπηξν 

ζηνπο 65 
ν
C γηα 20 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα γηα θαζαξηζκφ πξνζηέζεθε ίζνο φγθνο 

ρισξνθνξκίνπ - ηζνακπιηθήο αιθνφιεο (24:1) θαη έληνλε αλάκεημε. Φπγνθέληξεζε 

ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 2 ιεπηά. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε λέν 

ζσιελάξην. Πξνζηέζεθαλ 0,7 ηνπ φγθνπ ηζνπξνπαλφιε. Ήπηα αλαθίλεζε θαη επψαζε 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 10 ιεπηά. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 15 ιεπηά. 

Σν ππεξθείκελν απνξξίθζεθε θαη ζην ίδεκα πνπ δεκηνπξγήζεθε έγηλε μέπιπκα κε 0,5 

ηνπ φγθνπ θξχα αηζαλφιε 75% θ.ν. Ήπηα αλαθίλεζε θαη απνκάθξπλζε φιεο ηεο 

πνζφηεηαο ηεο αηζαλφιεο. Σν δείγκα αθέζεθε ζηνλ πάγν λα ζηεγλψζεη γηα 20 ιεπηά 

κε αλνηθηφ ην θαπάθη. Σν ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 50 κl απνζηεηξσκέλν ddH2O. 

 

 

2.3 Απνκόλσζε γνληδησκαηηθνύ RNA από ην θπηό Αrabidopsis thaliana. 

 

Φξέζθν θπηηθφ πιηθφ (νιφθιεξα θπηά ή ηκήκαηα δηαθφξσλ νξγάλσλ ηνπ 

Arabidopsis thaliana) νκνγελνπνηήζεθε παξνπζία πγξνχ αδψηνπ ζε θαηάιιειν γνπδί 

ιεηνηξίβεζεο. Αθνινχζεζε νκνγελνπνίεζε ηνπ ηζηνχ κε 400 κl δηαιχκαηνο 

νκνγελνπνίεζεο (HOMO) θαη 400 κl θαηλφιεο (pH= 8). Έληνλε αλάκεημε ηνπ 

κείγκαηνο. Φπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 5 ιεπηά. Σν ππεξθείκελν 

κεηαθέξζεθε ζε λέν ζσιελάξην. Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ θαηλφιεο - ρισξνθνξκίνπ - 

ηζνακπιηθήο αιθνφιεο (25:24:1) θαη έληνλε αλάκεημε. Δπαλαιήθζεθε θπγνθέληξεζε 

γηα 3 ιεπηά. Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λέν ζσιελάξην, ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ε 

ελδηάκεζε θάζε. Πξνζζήθε μαλά ίζνπ φγθνπ θαηλφιεο - ρισξνθνξκίνπ - 

ηζνακπιηθήο αιθνφιεο. Έληνλε αλάκεημε. Δπαλάιεςε ηεο θπγνθέληξεζεο. 

Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λέν ζσιελάξην θαη πξνζζήθε 400 κl ρισξνθνξκίνπ 
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- ηζνακπιηθήο αιθνφιεο (24:1) θαη έληνλε αλάκεημε. Φπγνθέληξεζε γηα 2 ιεπηά. 

Δπαλάιεςε ηεο πξνζζήθεο ρισξνθνξκίνπ - ηζνακπιηθήο αιθνφιεο θαη 

θπγνθέληξεζε. Αθνινχζεζε θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε ηελ πξνζζήθε 

ζην ππεξθείκελν 800 κl παγσκέλεο αηζαλφιεο (100% θ.ν.) θαη 1/10 ηνπ φγθνπ 3 Μ 

CH3COONa pH 4,7. Αθνινχζεζε επψαζε ζηνπο -20 
ν
C γηα 12 ψξεο θαη 

θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4 
ν
C. Σν 

ππεξθείκελν απνξξίθζεθε θαη ζην ίδεκα πξνζηέζεθε 500 κl αηζαλφιεο 75% θ.ν. 

Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 4 
ν
C. 

Απνκάθξπλζε φιεο ηεο πνζφηεηαο ηεο αηζαλφιεο, ελψ ην δείγκα αθέζεθε ζηνλ πάγν 

λα ζηεγλψζεη γηα 20 ιεπηά κε αλνηθηφ ην θαπάθη. Σν ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 50 κl 

απνζηεηξσκέλνπ ddH2O. Γηα λα ειεγρζεί ε ζπγθέληξσζε αιιά θαη ε πνηφηεηα ησλ 

λνπθιετθψλ νμέσλ πνπ απνκνλψζεθαλ αθνινχζεζε αλάιπζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ 

ζε πήθησκα αγαξφδεο. 

Γηα ηελ απνκφλσζε θαζαξνχ RNA αθνινχζεζε επίδξαζε κε έλδπκν DNAase 

ζην δείγκα. Πνζφηεηα νιηθνχ RNA ίζε κε 20 κg (ε ζπγθέληξσζε ηνπ ππνινγίζηεθε 

απφ ην πήθησκα αγαξφδεο ζπγθξηλφκελν κε θαηάιιειν κάξηπξα γλσζηήο 

ζπγθέληξσζεο) πξνζηέζεθε ζε ζσιελάξην Eppendorf. Αθνινχζεζε πξνζζήθε 5 κl 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο DNAase 10X ηεο εηαηξείαο Biolabs, 1 unit ελδχκνπ DNAase 

(10 unit/κl) θαη ddH2O γηα ηειηθφ φγθν 50 κl. Σα αληηδξαζηήξηα επσάζηεθαλ ζηνπο 

37 
ν
C, γηα 15 ιεπηά. Δλ ζπλερεία πξνζηέζεθε 1 κl EDTA 0,5 M θαη ην ζσιελάξην 

ηνπνζεηήζεθε ζηνπο 65 
ν
C γηα 12 ιεπηά. Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε 85 κl ddH2O, 150 

κl ηζνπξνπαλφιε (100% θ.ν.) θαη 15 κl δηαιχκαηνο νμηθνχ ακκσλίνπ 5 Μ. Παξακνλή 

γηα 12 ψξεο ζηνπο -20 
ν
C. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 10.000 ζηξνθέο/ιεπηφ 

γηα 20 ιεπηά ζηνπο 4 
ν
C. Σν ππεξθείκελν απνξξίθζεθε θαη ζην ίδεκα πξνζηέζεθε 1 

ml αηζαλφιεο 75% θ.ν. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά ζηηο 10.000 

ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 4 
ν
C. Απνκάθξπλζε φιεο ηεο πνζφηεηαο ηεο αηζαλφιεο θαη ην 

δείγκα αθέζεθε ζηνλ πάγν λα ζηεγλψζεη γηα 20 ιεπηά κε αλνηθηφ ην θαπάθη. Σν 

ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 50 κl απνζηεηξσκέλνπ ddH2O. Γηα λα ειεγρζεί ε 

ζπγθέληξσζε αιιά θαη ε πνηφηεηα ηνπ νιηθνχ RNA πνπ απνκνλψζεθε αθνινχζεζε 

αλάιπζή ηνπ ζε πήθησκα αγαξφδεο.  
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2.4 Βαθηεξηαθά θύηηαξα θαη κεηαζρεκαηηζκόο. 

α) Πξνεηνηκαζία δεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ Ε.coli. 

 

Ζ κεζνδνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί παξαιιαγή ηνπ πξσηνθφιινπ 

πνπ πεξηγξάθεηαη απφ ηνπο Cohen θαη ζπλεξγάηεο (1972). Μνλή απνηθία θαηάιιεινπ 

βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο Ε.coli (DH5a) αλαπηχρζεθε ζε 10 ml πγξνχ ζξεπηηθνχ 

ππνζηξψκαηνο LB γηα 12 ψξεο ζηνπο 37 
ν
C ππφ αλάδεπζε. Σν βαθηεξηαθφ απηφ 

ζηέιερνο ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο γηα ηελ θισλνπνίεζε πιαζκηδίσλ, έρνληαο πςειή 

ηθαλφηεηα κεηαζρεκαηηζκνχ. Δκβνιηαζκφο 1 ml ηεο παξαπάλσ θαιιηέξγεηαο ζε 

θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 200 ml ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB. Ζ θαιιηέξγεηα 

αλαπηχρζεθε ζηνπο 37 
ν
C ππφ αλάδεπζε, έσο φηνπ ε νπηηθή ππθλφηεηα ηεο θηάζεη 

OD550 = 0,5. Ζ θαιιηέξγεηα ηνπνζεηήζεθε γηα 5 ιεπηά ζηνλ πάγν θαη ζηε ζπλέρεηα ηα 

βαθηεξηαθά θχηηαξα θαηαθξεκλίζηεθαλ κε θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 6.000 

ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 4 
ν
C. Σν βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 80 ml 

παγσκέλνπ δηαιχκαηνο Buffer 1. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 6.000 

ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 4 
ν
C. Σν ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 8 ml παγσκέλνπ δηαιχκαηνο 

Buffer 2 θαη ηνπνζεηήζεθε ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. Σν δείγκα, αθνχ αλακείρζεθε 

πνιχ θαιά, κνηξάζηεθε ζε θηαιίδηα Eppendorf (aliquots ησλ 200 κl) θαη 

θαηαςχρζεθε ακέζσο ζε πγξφ άδσην. Ζ δηαηήξεζε ησλ «δεθηηθψλ» πιένλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, γηα καθξά ρξνληθά δηαζηήκαηα ήηαλ δπλαηή κε ηελ 

απνζήθεπζε ηνπο ζηνπο -80 
ν
C. 

 

 

β) Απνζήθεπζε γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. 

 

Μνλή απνηθία βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο, ην νπνίν επξφθεηην λα απνζεθεπηεί, 

αλαπηχρζεθε ζε πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB (παξνπζία θαηάιιεισλ αληηβηνηηθψλ) 

ζηνπο 37 
ν
C γηα 12 ψξεο, φζνλ αθνξά ην E.coli θαη ζηνπο 28 

ν
C γηα 24 ψξεο φζνλ 

αθνξά ην Agrobacterium tumefaciens. Πνζφηεηα 700 κl απφ ηελ θαιιηέξγεηα 

κεηαθέξζεθε ζε θηαιίδην Eppendorf. Αθνινχζεζε πξνζζήθε 400 κl πδαηηθνχ 

δηαιχκαηνο (πξφζθαηα απνζηεηξσκέλεο) γιπθεξφιεο 60% θ.ν. Αλάκημε ηνπ 

δείγκαηνο θαη άκεζε απνζήθεπζε ζηνπο -80 
ν
C. Σα βαθηήξηα παξακέλνπλ δσληαλά 

γηα ηνπιάρηζηνλ 10 ρξφληα. 
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γ) Μεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ θπηηάξσλ E.coli κε πιαζκηδηαθό DNA κε 

ζεξκηθή θαηαπόλεζε. 

 

Ζ δηαδηθαζία ηνπ κεηαζρεκαηηζκνχ πεξηειάκβαλε ηα εμήο ζηάδηα: ε 200 κl 

δεθηηθψλ θπηηάξσλ DH5a πξνζηέζεθε 10-50 ng πιαζκηδηαθνχ DNA. Ήπηα 

αλαθίλεζε θαη επψαζε ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. Αθνινχζεζε ζεξκηθή θαηαπφλεζε, 

κε ηνπνζέηεζε ζε πδαηφινπηξν ζεξκνθξαζίαο 42 
ν
C γηα 90 δεπηεξφιεπηα. ηε 

ζπλέρεηα πξνζηέζεθε 1 ml απνζηεηξσκέλνπ πγξνχ ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB, 

αλάκημε ηνπ δείγκαηνο, επψαζε γηα 1 ιεπηφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη θαηφπηλ 

επψαζε ζε πδαηφινπηξν γηα 1 ψξα ζηνπο 37 
ν
C. Σα θχηηαξα θαηαθξεκλίζηεθαλ ζε 

θπγφθεληξν (κέγηζηε ηαρχηεηα/ιεπηφ). Καηάιιειε πνζφηεηα θπηηάξσλ (γχξσ ζηα 30 

κl) επηζηξψζεθε κε γπάιηλε ξάβδν ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB, πνπ 

πεξηείρε σο δείθηε επηινγήο αληηβηνηηθφ (ρισξακθαηληθφιε ή θαλακπθίλε). Δλ 

ζπλερεία ηα ηξπβιία επσάζηεθαλ αλάπνδα γηα 12-16 ψξεο ζηνπο 37 
ν
C. 

 

 

2.5 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από ηελ E.coli κε ηε κέζνδν ηεο αιθαιηθήο 

ιύζεο. 

 

Ζ κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ πνπ 

πεξηγξάθεηαη απφ ηνπο Birnboim θαη Doly (1979). Μνλή βαθηεξηαθή απνηθία, πνπ 

πεξηείρε ην πξνο απνκφλσζε πιαζκίδην, θαιιηεξγήζεθε ζε 5 ml πγξφ ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα LB ζηνπο 37 
ν
C γηα 12 ψξεο ππφ αλάδεπζε θαη κε ηελ πξνζζήθε 5 κl 

θαηάιιεινπ αληηβηνηηθνχ. ηε ζπλέρεηα 1,5 ml ηεο θαιιηέξγεηαο κεηαθέξζεθε ζε 

θηαιίδην Eppendorf θαη θπγνθεληξήζεθε γηα 1 ιεπηφ ζηηο 12.000 ζηξνθέο/ιεπηφ. 

Απνκαθξχλζεθε ην ππεξθείκελν θαη ην ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 200 κl δηαιχκαηνο 

Solution 1. Πξνζζήθε 200 κl δηαιχκαηνο ιχζεο Solution 2. Έληνλε αλάκημε γηα 20 

δεπηεξφιεπηα. Πξνζζήθε 150 κl δηαιχκαηνο Solution 3. Αλάκημε θαη επψαζε ζηνλ 

πάγν γηα 15 ιεπηά. Σν δείγκα θπγνθεληξήζεθε 10 ιεπηά ζηηο 12.000 ζηξνθέο/ιεπηφ. 

Σν ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε θαζαξφ θηαιίδην Eppendorf. Πξνζζήθε 2 κl 

δηαιχκαηνο 10 mg/ml RNase A. Ηζρπξή αλάδεπζε ζε vortex θαη επψαζε γηα 10 - 30 

ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινχζεζε πξνζζήθε δηπιάζηνπ φγθνπ (πεξίπνπ 

1ml) 100% αηζαλφιεο. Αλάκημε κε vortex θαη θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 5 

ιεπηά ζηηο 12.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν ππεξθείκελν 
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απνκαθξχλζεθε θαη πξνζηέζεθε 200 κl - 500 κl πδαηηθνχ δηαιχκαηνο αηζαλφιεο 

70%. Σν δείγκα αλακίρζεθε ηζρπξά ζε vortex θαη αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 5 

ιεπηά ζηηο 12.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ αιθνφιε 

απνκαθξχλζεθε θαη αθνχ ζηέγλσζε ην δείγκα δηαιπηνπνηήζεθε ζε 30 κl ddH2O. 

 

 

2.6 Αλάιπζε δενμπξηβνλνπθιετθώλ νμέσλ (DNA) ζε πήθησκα αγαξόδεο. 

 

Ζ αλάιπζε θιαζκάησλ λνπθιετθψλ νμέσλ δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο θαη 

δηαθνξεηηθψλ δηακνξθψζεσλ έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε 

πήθησκα αγαξφδεο. Ο δηαρσξηζκφο γξακκηθψλ κνξίσλ DNA είλαη αλάινγνο πξνο ην 

κέγεζνο ησλ κνξίσλ. Σα κφξηα ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ έγηλαλ νξαηά ζηελ αγαξφδε κε 

ηε βνήζεηα ρξσζηηθήο πνπ παξεκβιήζεθε κεηαμχ ησλ βάζεσλ ηνπ DNA. Ζ ρξσζηηθή 

απηή νλνκαδεηαη βξσκηoχρν αηζίδην (EtBr) θαη έρεη ηελ ηδηφηεηα λα θζνξίδεη 

παξνπζία ππεξηψδνπο θσηφο. Ζ ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο εμαξηάηαη απφ ην 

κέγεζνο ησλ κνξίσλ πνπ πξφθεηηαη λα δηαρσξηζηνχλ. πλήζσο πνηθίιεη απφ 0,7% έσο 

2% αγαξφδε (w/v). 

Καηάιιειε πνζφηεηα αγαξφδεο πξνζηέζεθε ζε δηάιπκα 1Υ ΣΑΔ. Θέξκαλζε 

ηνπ δηαιχκαηνο ζε θνχξλν κηθξνθπκάησλ κέρξηο φηνπ δηαιπζεί πιήξσο ε αγαξφδε 

θαη ην δηάιπκα θαηαζηεί νκνγελέο. Σν πήθησκα ηνπνζεηήζεθε ζε θαηάιιειν δνρείν 

ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο κε ηελ αλάινγε ρηέλα θαη αθέζεθε λα ζηεξενπνηεζεί ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ηα δείγκαηα πνπ επξφθεηην λα αλαιπζνχλ πξνζηέζεθε 

θαηάιιειε θαηά πεξίζηαζε, πνζφηεηα ρξσζηηθήο COL1. Μεηά ηελ πήμε 

απνκαθξχλζεθε ε ρηέλα θαη πξνζηέζεθε θαηάιιεινο φγθνο 1X TAE, πνπ απνηέιεζε 

θαη ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ηεο ειεθηξνθφξεζεο. Σα δείγκαηα ηνπνζεηήζεθαλ ζηηο 

εηδηθέο ζέζεηο ηνπ πεθηψκαηνο θαη έιαβε ρψξα ε ειεθηξνθφξεζε παξνπζία ζπλερνχο 

ηάζεο 50-120 V, πνπ πνηθίιεη αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή ηαρχηεηα δηαρσξηζκνχ, ην 

κέγεζνο ηνπ πεθηψκαηνο θαη ηελ πεξηεθηηθφηεηα ηνπ ζε αγαξφδε. Δλ ζπλερεία ην 

πήθησκα ηνπνζεηήζεθε ζε θσηνζηεγέο δνρείν πνπ πεξηείρε πδαηηθφ δηάιπκα 

βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ θαη βάθηεθε γηα 15 ιεπηά. Αθνινχζεζε παξαηήξεζε θαη 

θσηνγξάθεζε ηνπ πεθηψκαηνο ζε φξγαλν UV αθηηλνβνιίαο. Δθφζνλ ν δηαρσξηζκφο 

ηνπ θιάζκαηνο, πνπ επξφθεηην λα απνκνλσζεί απφ ηα ππφινηπα ήηαλ ηθαλνπνηεηηθφο, 

ε δψλε ηνπ θιάζκαηνο αθαηξέζεθε κε ηε βνήζεηα λπζηεξηνχ. Σν θνκκάηη ηνπ 

πεθηψκαηνο ηνπνζεηήζεθε ζε θηαιίδην Eppendorf 0,5 ml θαη αθνινχζεζε 
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θαζαξηζκφο ηνπ DNA απφ ην πήθησκα αγαξφδεο κε ηε βνήζεηα kit ηεο 

MACHEREY-NAGEL. 

 

 

2.7 Πέςε λνπθιετθώλ νμέσλ κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο. 

 

πλήζσο νη πέςεηο δεηγκάησλ DNA κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

ιακβάλνπλ ρψξα ζε ζρεηηθά κηθξνχο φγθνπο απφ 20-50 κl. Ζ δηαδηθαζία πνπ 

αθνινπζήζεθε πεξηειάκβαλε ηα εμήο: ε θηαιίδην Eppendorf πξνζηέζεθε 

θαηάιιεινο φγθνο ddH2O, 1/10 ηνπ φγθνπ 10Υ ηνπ θαηάιιεινπ θαηά πεξίζηαζε 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (αλάινγα κε ην έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε), ην πξνο 

εμέηαζε DNA θαη ηέινο ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ (Πίλαθαο 2.1). Αλάκεημε ηνπ 

δείγκαηνο θαη επψαζε απφ 1-12 ψξεο ζηνπο 37 
ν
C ζε πδαηφινπηξν. Ζ άξηζηε 

ζεξκνθξαζία δξάζεο δηαθέξεη κεηαμχ ησλ ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ. Ζ πιεηνλφηεηα 

φκσο ιεηηνπξγεί άξηζηα ζηνπο 37 
ν
C. 

 

Πίλαθαο 2.1 Δλδεηθηηθή δηαδηθαζία πέςεο δείγκαηνο DNA κε πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο. 

 

 

2.8 πγθόιιεζε ηκεκάησλ DNA θπηηθήο πξνέιεπζεο ζε πιαζκηδηαθό θνξέα. 

 

Ζ αληίδξαζε ζπγθφιιεζεο είλαη κηα αληίδξαζε θαηά ηελ νπνία δίθισλα κφξηα 

DNA, κε θνιιψδε (5΄ ή 3΄ εμέρνληα άθξα) ή ηπθιά άθξα ελψλνληαη κεηαμχ ηνπο. Ζ 

αληίδξαζε ζπγθφιιεζεο πξαγκαηνπνηήζεθε θάησ απφ ζπλζήθεο πνπ επλννχλ ην 

ζρεκαηηζκφ ηέηνησλ κνξίσλ ρηκαηξψλ. Ζ παξνπζία πςειψλ ζπγθεληξψζεσλ DNA 

θαη ε ρξήζε αιθαιηθήο θσζθαηάζεο (ζηελ πεξίπησζε πνπ ν θνξέαο έρεη θνπεί κε 

έλα έλδπκν πεξηνξηζκνχ) δηεπθφιπλαλ θαηά θαλφλα ην ζρεκαηηζκφ ηέηνησλ κνξίσλ. 

10Υ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 10% 

Γείγκα DNA κέγηζην 80% 

Πεξηνξηζηηθή 

ελδνλνπθιεάζε 
κέγηζην 10% 

ddH2O κέρξη 100% 
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2.8.1 Δλνπνίεζε ηκεκάησλ κε θνιιώδε άθξα. 

 

Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο θαζψο θαη ην επηζπκεηφ DNA απνκνλψζεθαλ θαη 

θαζαξίζηεθαλ απφ πήθησκα αγαξφδεο φπσο πεξηγξάθεθε. Ο ηειηθφο φγθνο ζηνλ 

νπνίν έιαβε ρψξα ε αληίδξαζε ήηαλ ζπλήζσο 20 κl. ε θηαιίδην Eppendorf πνπ 

βξηζθφηαλ ζηνλ πάγν πξνζηέζεθε θαηάιιειε πνζφηεηα DNA απφ ηνλ πιαζκηδηαθφ 

θνξέα θαη απφ ην έλζεην. Δπηδηψρζεθε ε αλαινγία κνξίσλ πιαζκηδηαθνχ θνξέα θαη 

ελζέηνπ λα είλαη 1:1. Ο φγθνο απηψλ ησλ δχν δελ έπξεπε λα μεπεξλά ηα 17 κl. 

Πξνζζήθε 2 κl 10Υ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο TAKARA ηεο αληίδξαζεο θαη ελ 

ζπλερεία αθνινχζεζε πξνζζήθε 1 κl DNA Σ4 ιηγάζεο (0,1 U/κl, TAKARA). 

Αλάκημε ηνπ δείγκαηνο θαη επψαζε ηνπ ζηνπο 14 
ν
C γηα 4-12 ψξεο. 

 

 

2.9 Αλάιπζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 θαη ησλ νκνιόγσλ ηνπ κε ηελ αιπζηδσηή 

αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (PCR). 

 

Έλα γεληθφ πξσηφθνιιν γηα ηελ ελίζρπζε ηκεκάησλ DNA ήηαλ ην αθφινπζν: 

πζηαηηθά αληίδξαζεο 
Ππθλό 

δηάιπκα 
Όγθνο 

Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 10 x 5 κl 1x 

dNTPs 10 mM 1,5 κl 300 κΜ 

Αλσθνξηθφο εθθηλεηήο 10 κM 1,5 κl 300 nM 

Καησθνξηθφο εθθηλεηήο 10 κM 1,5 κl 300 nM 

DNA κήηξα - - 100 ng 

Taq polymerase (Invitrogen) 8,7 units/κl 0,3 κl 2,6 units 

ddH2O - Έσο 50 κl - 

 

Σα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο ηνπνζεηήζεθαλ ζε ζσιελάξην ρσξεηηθφηεηαο 0,5 ml, 

θαηάιιειν γηα αληηδξάζεηο PCR, ζηνπο 4 
ν
C. Μφιηο πξνζηέζεθαλ φια, αλακείρζεθαλ 

θαιά, θπγνθεληξήζεθαλ γηα ιίγν θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζε θπθινπνηεηή MJ Research 

PTC-200, ν νπνίνο ήηαλ πξνγξακκαηηζκέλνο κε ην θαηάιιειν πξφγξακκα. 
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Οη θχθινη επηιέρζεθαλ κε βάζε ην αθφινπζν πξφηππν: 

1 x Απνδηάηαμε ηνπ DNA κήηξα γηα 3 ιεπηά, ζηνπο 94 
ν
C. 

10 x 

Απνδηάηαμε ζηνπο 94 
ν
C, γηα 30΄΄. 

Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ ζπλήζσο ζηνπο 45 – 65 
ν
C 

(1)
, γηα 30΄΄. 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72 
ν
C ή 68 

ν
C 

(2)
, γηα 45΄΄ έσο 8 ιεπηά.

(3)
 

15-20 x 

Απνδηάηαμε ζηνπο 94 
ν
C, γηα 30΄΄. 

Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ ζπλήζσο ζηνπο 45 – 65 
ν
C 

(1)
 , γηα 30΄΄. 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72 
ν
C ή 68 

ν
C 

(2)
, γηα 45΄΄ έσο 8 ιεπηά 

(3)
 + 5΄΄ αλά 

θχθιν. 

1 x Σειηθή επηκήθπλζε πξντφληνο ζηνπο 72 
ν
C, γηα 7 ιεπηά. 

 

(1) 
Ζ ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ εμαξηάηαη απφ ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο (Tm) ησλ εθθηλεηψλ, ε 

νπνία ππνινγίδεηαη απφ ηνλ ηχπν: Tm= (A+T)*2 + (G+T)*4 
ν
C. 

(2)
 Ζ ζεξκνθξαζία επηκήθπλζεο εμαξηάηαη απφ ην κήθνο ησλ πξντφλησλ πνπ αλακέλνληαη. Γηα 

πξντφληα κέρξη 3 kb είλαη 72 
ν
C, ελψ γηα πξντφληα κεγαιχηεξα είλαη 68 

ν
C. 

(3) 
Ο ρξφλνο επηκήθπλζεο εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ εληζρχεηαη. 

 

 

Οη PCR αληηδξάζεηο αλαιχζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% - 2% θαη 

απνζεθεχηεθαλ ζηνπο -20 
ν
C. Οη λνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο PCR ηεο παξνχζαο εξγαζίαο δίλνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 2.2. 

 

 

Πίλαθαο 2.2. Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο PCR. 

 

S48310-F1: 5΄ -d[CAGCGAAAACTTAGAGGCACAG]-3΄ 

S48310-R1:    5΄ -d[CAGCCATTTCCAAGATCCATCC]-3΄ 

48310pGusF: 5΄ -d[TTGAGGATCCTTGTAGCCGATTGTAGTTGG]-3΄ 

48310pGusR: 5΄ -d[TTGACCATGGAGTTTTTTCTCAGCTTGG]-3΄ 

 

 

2.9.1 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ζε απνηθίεο E.coli - COLONY PCR. 

 

Ο γξήγνξνο έιεγρνο ησλ ηκεκάησλ DNA πνπ είραλ εηζέιζεη ζε θαηάιιεινπο 

πιαζκηδηαθνχο θνξείο ζην βαθηήξην E.coli, έγηλε κε εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ηεο 
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αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο ζε απνηθίεο E.coli. Σν πιαζκίδην έπξεπε λα 

είλαη πςεινχ βαζκνχ αληηγξαθήο (high copy number). Γηαθνξεηηθά ε παξνπζία κηαο 

αιιεινπρίαο θαη ην κήθνο ηεο κπνξνχζε λα θαζνξηζηεί κε ηελ αλάπηπμε θάζε κηαο 

απνηθίαο ζε πγξή θαιιηέξγεηα, απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδίνπ κε δηάθνξα πξσηφθνιια 

πνπ έρνπλ αλαθεξζεί θαη πέςεηο ηνπ πιαζκηδίνπ κε δηάθνξα έλδπκα πεξηνξηζκνχ πνπ 

απνθφπηνπλ ηελ πξνο αλάιπζε αιιεινπρία θαη ελ ζπλερεία πξνρσξνχλ ζην 

δηαρσξηζκφ ησλ ηκεκάησλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

αγαξφδεο, δηαδηθαζία ζαθψο πην ρξνλνβφξα. 

 

Σππηθή Αληίδξαζε COLONY PCR. 

 

Αλάκημε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ζε πάγν. Σα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ ηα εμήο: 40,05 κl απνζηεηξσκέλνπ ddH2O, 5 κl 10X PCR 

buffer Invitrogen (500 mM KCl, 100 mM Tris - HCl (pH 9), 1% TritonX 100), 0,75 

κl 100 mM MgCl2, 1 κl 10 mM dNTPs (10 mM απφ dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1,5 

κl 10 κΜ forward primer, 1,5 κl 10 κΜ reverse primer, 0,2-1 κl Taq polymerase. ε 

θάζε ζσιελάξην ηεο PCR πνπ πεξηείρε ηα αληηδξαζηήξηα, πξνζηέζεθε κηθξή 

πνζφηεηα ηεο απνηθίαο πξνο εμέηαζε. Απηφ επηηεχρζεθε κε ρξήζε θίηξηλνπ tip, 

απηφκαηεο πηπέηαο πνπ αθνπκπνχζε ηελ απνηθία θαη ελ ζπλερεία εκβαπηηδφηαλ ζην 

κείγκα αληηδξαζηεξίσλ, αθνινπζψληαο αλάκημε κε πηπεηάξηζκα. Δπαξθήο αλάκημε 

ζα είρε σο απνηέιεζκα ηελ νινθιεξσηηθή θπηηαξηθή ιχζε θαη κεγάιε ζπγθέληξσζε 

πξντφληνο αληίδξαζεο. Ωο εθθηλεηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ εηδηθά κφξηα σο πξνο ηελ 

εμεηαδφκελε αιιεινπρία πνπ θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 2.2 (48310pGusF θαη 

48310pGusR). Δλ ζπλερεία ηα ζσιελάξηα ηνπνζεηήζεθαλ ζε θπθινπνηεηή ζηνλ 

νπνίν εηζήρζε ην πξφγξακκα πνπ παξνπζηάδεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.3. 

 

Πίλαθαο 2.3 πλζήθεο γηα ηε κέζνδν ηεο Colony PCR. 

Αξηζκόο θύθισλ Υξόλνο / ζεξκνθξαζία Σ 
ν
C 

1 θχθινο 5 ιεπηά ζηνπο 94 
ν
C 

30 - 40 θχθινη 

0,30 ιεπηά ζηνπο 94 
ν
C 

0,30 ιεπηά ζηνπο T 
ν
C (ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ)

(1)
 

1,30 ιεπηά ζηνπο 72 
ν
C 

1 θχθινο 5 ιεπηά ζηνπο 72 
ν
C 

 

(1)
 Ζ ζεξκνθξαζία ήηαλ 53 

ν
C γηα ηε ζπγθεθξηκέλε αληίδξαζε θαη ηνπο ζπγθεθξηκέλνπο 

εθθηλεηέο.  
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2.9.2 Δλίζρπζε ηνπ DNA έλζεηνπ κε ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 

Touchdown (TD - PCR). 

 

Δίλαη κηα κέζνδνο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο κε ηελ νπνία νη 

εθθηλεηέο απνθεχγνπλ ηελ ελίζρπζε κε εηδηθψλ αιιεινπρηψλ (Korbie and Mattick 

2008). Ζ ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ζηα πξψηα βήκαηα ήηαλ πην πςειή απφ ηε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο ησλ εθθηλεηψλ θαη βαζκηαία κεηψζεθε κέρξη λα θηάζεη ηε 

βέιηηζηε ζεξκνθξαζία ηνπο. Έηζη κε απηφ ηνλ ηξφπν επηηξέπεηαη ε ελίζρπζε ηνπ 

επηζπκεηνχ πξντφληνο (Don θαη ζπλεξγάηεο 1991). Δπίζεο φιε ε αληίδξαζε έγηλε 

ζηνλ πάγν θαη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θχθισλ ηεο PCR ήηαλ 34. Παξάκεηξνη νη 

νπνίνη απέηξεςαλ ηελ εκθάληζε κε εηδηθψλ δσλψλ ζην πήθησκα. Οη ζπλζήθεο γηα ηε 

κέζνδν ηεο Touchdown PCR ήηαλ νη αθφινπζεο: 

1. 94 
ν
C γηα 2 ιεπηά. 

2. 94 
ν
C γηα 30΄΄. 

3. 59 
ν
C γηα 30΄΄, κεησκέλν θαηά 0,5 

ν
C γηα θάζε θχθιν. 

4. 72 
ν
C γηα 1.30΄. 

5. Δπαλάιεςε ησλ βεκάησλ 2-4 γηα άιιεο 14 θνξέο. 

6. 94 
ν
C γηα 30΄΄. 

7. 53 
ν
C γηα 30΄΄. 

8. 72 
ν
C γηα 1.30΄. 

9. Δπαλάιεςε ησλ βεκάησλ 6-8 γηα άιιεο 19 θνξέο. 

10. 72 
ν
C γηα 5 ιεπηά. 

11. 14 
ν
C γηα πάληα. 

 

 

2.9.3 Αλάιπζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 κε ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT – PCR). 

 

Ζ δηαδηθαζία ηεο RT – PCR πεξηιακβάλεη δχν βήκαηα: Αξρηθά παξάγεηαη 

κνλφθισλν cDNA, κε ηε βνήζεηα ηνπ ελδχκνπ ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθάζεο 

ρξεζηκνπνηψληαο σο κήηξα αγγειηνθφξν RNA θαη ζηε ζπλέρεηα, ην κνλφθισλν 

cDNA ρξεζηκεχεη σο κήηξα γηα λα γίλεη κηα ζπλεζηζκέλε PCR αληίδξαζε. Με ηελ 

ζπκβαηηθή PCR ηα απνηειέζκαηα δελ ήηαλ ηφζν ηθαλνπνηεηηθά ιφγσ πηζαλήο 
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επηκφιπλζεο. Έηζη αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο RNA 

δηαγνληδηαθψλ θπηψλ ηνπ Arabidopsis thaliana (Reverse Transcription). 

Αξρηθά απνκνλψζεθε νιηθφ RNA απφ δηάθνξνπο θπηηθνχο ηζηνχο. ε πεξίπνπ 

20 κg απφ θάζε δείγκα νιηθνχ RNA, επέδξαζε ην έλδπκν DNάζε I, ψζηε λα 

θαηαζηξέςεη ην DNA. Σα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο θαη νη ηειηθέο ζπγθεληξψζεηο 

ήηαλ ηα αθφινπζα: 

 

πζηαηηθά αληίδξαζεο 
Ππθλό 

δηάιπκα 
Όγθνο 

Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα DNάζεο I 10x 5 κl 1x 

DNάζε I (Biolabs) 2 units/κl 0,2 κl 0,4 units 

Οιηθφ RNA - 20 κl 20 κg 

ddH2O - Έσο 50 κl - 

 

 

Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 37 
ν
C γηα 15 ιεπηά. Πξνζηέζεθε 1 κl 

0,5 Μ EDTA ην νπνίν εκπφδηζε ηελ απνηθνδφκεζε. Αθνινχζεζε επψαζε ηεο 

αληίδξαζεο ζηνπο 65 
ν
C γηα 15 ιεπηά. Καηφπηλ πξνζηέζεθε 15 κl 5Μ NH4OAc, 85 κl 

ddH2O θαη 150 κl ηζνπξνπαλφιεο. Αθνινχζεζε θαηαθξήκληζε ζηνπο -20 
ν
C γηα 12 

ψξεο. Σν νιηθφ RNA θαζίδεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 20 ιεπηά ζηνπο 4 
ν
C. 

Καζαξίζηεθε κε 1 ml 75% αηζαλφιεο, θπγνθεληξήζεθε γηα άιια 10 ιεπηά θαη 

δηαιχζεθε ζε 50 κl ddH2O. Απφ απηά, 1 κl αλαιχζεθε ζε πήθησκα αγαξφδεο, γηα λα 

επηβεβαησζεί ε αθεξαηφηεηα ηνπ RNA θαη ε πιήξεο θαηαζηξνθή ηνπ DNA. ηε 

ζπλέρεηα κεηξήζεθε ε ζπγθέληξσζε ηνπ RNA κε ηε βνήζεηα θαζκαηνθσηφκεηξνπ. 

Οιηθφ RNA 2,5 κg, ειεχζεξν απφ DNA, κεηαγξάθεθε αλάζηξνθα ζε 

κνλφθισλν cDNA. Ζ δηαδηθαζία έγηλε ζε δχν βήκαηα. ην πξψην βήκα ην νιηθφ 

RNA, ειεχζεξν απφ DNA θαη ν εθθηλεηήο ηνπ ελδχκνπ ηεο αλάζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο απνδηαηάρζεθαλ ζηνπο 65 
ν
C γηα 5 ιεπηά θαη κεηά ηνπνζεηήζεθαλ 

ζηνπο 4 
ν
C. 
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Σα ζπζηαηηθά θαη νη ζπγθεληξψζεηο ζε απηφ ην βήκα δίδνληαη απφ ηνλ αθφινπζν 

πίλαθα: 

 

πζηαηηθά πξώηνπ βήκαηνο Όγθνο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

Δθθηλεηήο Oligo dT17 0,5 κl 2 pmol 

dNTPs (10 mM) 1 κl 1 mM 

Οιηθφ RNA, ειεχζεξν απφ DNA 4 κl 1 – 5 κg 

ddH2O 4,5 κl  

 

ην δεχηεξν βήκα πξνζηέζεθαλ ηα αθφινπζα ζπζηαηηθά ζην ζσιήλα 

Eppendorf ηνπ πξψηνπ βήκαηνο: 

 

πζηαηηθά δεύηεξνπ βήκαηνο Όγθνο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αλάζηξνθεο κεηαγξαθάζεο 4 κl 1x 

Αλαζηνιέαο RNάζεο 0,5 κl 20 units 

PrimeScript 
TM

 Αλάζηξνθε κεηαγξαθάζε 1 κl 100 – 200 units 

ddH2O 4,5 κl  

Σειηθφο φγθνο πξψηνπ θαη δεχηεξνπ βήκαηνο 20 κl 

 

 

Ζ αληίζηξνθε κεηαγξαθή πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά ζηνπο 42 
ν
C γηα 60 ιεπηά θαη 

θαηφπηλ ζηνπο 70 
ν
C γηα άιια 15 ιεπηά θαη δηαηεξήζεθε ζηνπο 4 

ν
C. Γηα καθξά 

θχιαμε ηα δείγκαηα δηαηεξήζεθαλ ζηνπο –20 
ν
C αθνχ πξνζηέζεθαλ 30 κl ddH2O. 

Απφ ην ζπλνιηθφ φγθν ησλ 20 κl ηεο πξνεγνχκελεο αληίδξαζεο, κπνξνχζαλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα PCR 1-5 κl. 

 

 

2.10 Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ Agrobacterium tumefaciens κε 

ηε κέζνδν ςύμεο-ηήμεο. 

 

Ζ κεζνδνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί παξαιιαγή ηνπ πξσηνθφιινπ 

πνπ πεξηγξάθεηαη απφ ηνπο Holsters θαη ζπλεξγάηεο (1978) θαη Weigel θαη 

Glazebrook (2006). Μνλή απνηθία θαηάιιεινπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο 
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Agrobacterium (C58C1Rif
R 

pGV3101) αλαπηχρζεθε ζηνπο 28 
ν
C ζε 5 ml ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα LB γηα 12 ψξεο. 2 ml απφ ηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα κεηαθέξζεθαλ ζε 

θσληθή θηάιε πνπ πεξηείρε 50 ml ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB. Ζ θαιιηέξγεηα 

αλαπηχρζεθε ζηνπο 28 
ν
C έσο φηνπ ε Οπηηθή Ππθλφηεηα ηεο λα θηάζεη OD550 = 0,6. 

H θαιιηέξγεηα ηνπνζεηήζεθε γηα 10 ιεπηά ζηνλ πάγν θαη ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

θαηαθξεκλίζηεθαλ κε θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 3.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο     

4 
ν
C. Σν ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε 1 ml 20 mM παγσκέλνπ CaCl2 θαη ηα δείγκαηα 

ησλ 0,1 ml κνηξάζηεθαλ ζε θηαιίδηα Eppendorf θαη θαηαςχρζεθαλ ακέζσο κε ηε 

βνήζεηα πγξνχ αδψηνπ. Ζ δηαηήξεζε ησλ δεθηηθψλ πιένλ θπηηάξσλ γηα κεγάια 

ρξνληθά δηαζηήκαηα ήηαλ δπλαηή κε ηελ απνζήθεπζε ηνπο ζηνπο -80 
ν
C. ε 100 ml 

δεθηηθψλ θπηηάξσλ πξνζηέζεθε 1 κg πιαζκηδηαθνχ DNA. Σν κίγκα επσάζηεθε γηα 5 

ιεπηά ζηνλ πάγν. Αθνινχζεζε πάγσκα ηνπ δείγκαηνο γηα 5 ιεπηά ζε πγξφ άδσην. Δλ 

ζπλερεία επψαζε γηα 5 ιεπηά ζηνπο 37 
ν
C. Πξνζζήθε 1 ml ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο 

LB θαη επψαζε γηα 2-4 ψξεο ζηνπο 28 
ν
C ππφ αλάδεπζε. Φπγνθέληξεζε ηνπ 

δείγκαηνο γηα 30 δεπηεξφιεπηα ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ θαη επαλαδηάιπζε ηνπ 

ηδήκαηνο ζε 100 κl ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB. Όιε ε πνζφηεηα ηνπ δείγκαηνο 

επηζηξψζεθε ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB, πνπ πεξηείρε σο δείθηεο 

επηινγήο θαηάιιεια αληηβηνηηθά γηα ηελ επηινγή ηφζν ηνπ πιαζκηδίνπ Ti ηνπ 

Agrobacterium φζν θαη ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα. Δπψαζε ησλ ηξπβιίσλ γηα 36-48 

ψξεο ζε επσαζηηθφ ζάιακν ησλ 28 
ν
C. 

 

 

2.11 ηαζεξόο κεηαζρεκαηηζκόο Arabidopsis thaliana κε ην Agrobacterium 

tumefaciens κέζσ αλάπηπμεο θπηώλ θαη εκβάπηηζεο κε ην θαηάιιειν ζηέιερνο 

Agrobacterium. 

 

H κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ πνπ 

πεξηγξάθεηαη απφ ηνπο Bechtold θαη ζπλεξγάηεο (1993). Δίλαη πξνζαξκνζκέλε γηα ηε 

ρξεζηκνπνίεζε ηνπ νηθφηππνπ Columbia. Σν πνζνζηφ επηηπρίαο ζηαζεξνχ 

κεηαζρεκαηηζκνχ πνηθίιεη αλάινγα κε ην κέγεζνο θαη ην αλαπηπμηαθφ ζηάδην ησλ 

θπηψλ. Άιινη ζεκαληηθνί παξάγνληεο πνπ θαζνξίδνπλ ηνλ αξηζκφ ησλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ πνπ πξνθχπηνπλ, είλαη ε ππθλφηεηα ηεο θαιιηέξγεηαο, ην 

ζηέιερνο ηνπ Agrobacterium θαη νη ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ θπηψλ κεηά ην 

κεηαζρεκαηηζκφ. Υξεζηκνπνηψληαο ηε κέζνδν απηή, 95% πεξίπνπ ησλ θπηψλ δίλνπλ 
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κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα. Σν πνζνζηφ ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ ζπεξκάησλ γηα 

θάζε θπηφ κπνξεί λα θηάζεη ην 1 αλά 25 ζπέξκαηα. 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ, έγηλε κε ηελ ηνπνζέηεζε ζπεξκάησλ Arabidopsis 

thaliana (νηθφηππνο Columbia) ζε μερσξηζηά δνρεία 7 cm x 7 cm ζε ππθλφηεηα 4 

ζπέξκαηα/δνρείν. Όηαλ ηα θπηά έθηαζαλ ζε έλα χςνο 10-15 cm θαη ηα πξψηα άλζε 

είραλ ζρεκαηηζηεί (κεηά απφ πεξίπνπ 4 εβδνκάδεο) ηφηε ήηαλ έηνηκα γηα 

κεηαζρεκαηηζκφ. Αλαπηχρζεθε κία θαιιηέξγεηα κε ην θαηάιιειν ζηέιερνο 

Agrobacterium (πνπ έθεξε ηελ επηζπκεηή θαηαζθεπή ηνπ δπαδηθνχ θνξέα) ζε 5 ml 

ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB γηα 16 ψξεο ζηνπο 28 
ν
C. Πνζφηεηα 1 ml απφ ηελ 

θαιιηέξγεηα κεηαθέξζεθε ζε 500 ml ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB θαη αλαπηχρζεθε ζηνπο 

28 
ν
C ππφ αλάδεπζε, κέρξηο φηνπ ε Οπηηθή Ππθλφηεηα λα θηάζεη OD600= 2,0. Σα 

βαθηεξηαθά θχηηαξα θπγνθεληξήζεθαλ γηα 5 ιεπηά ζηηο 5.000 ζηξνθέο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη επαλαδηαιχζεθαλ ζε 1000 ml δηαιχκαηνο εκβάπηηζεο 

(ΗΜ). Ζ θαιιηέξγεηα αθέζεθε λα αλαπηπρζεί γηα άιιεο 2 ψξεο. Ζ θαιιηέξγεηα 

κεηαθέξζεθε ζε δνρείν δέζεσο ρσξεηηθφηεηαο 500 ml. 

Έλα δνρείν πνπ πεξηείρε 4 αλαπηπγκέλα θπηά αλαπνδνγπξίζηεθε θαη ηα θπηά 

εκβαπηίζηεθαλ κέζα ζηελ θαιιηέξγεηα ηνπ Agrobacterium γηα 2 ιεπηά (Δηθφλα 2.1). 

Γφζεθε πξνζνρή ψζηε ηα θπηά λα βπζίδνληαη νιφθιεξα κέζα ζηελ θαιιηέξγεηα ηνπ 

Agrobacterium, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ξνδέηαο θαη ησλ δεπηεξνγελψλ βιαζηψλ 

πνπ εκθαλίδνληαλ ζηε βάζε ηεο ξνδέηαο. εκαληηθφ ήηαλ ηα θπηά λα είραλ πνηηζηεί 

κηα κέξα πξηλ ηελ εκβάπηηζε, ψζηε ηα ζηφκαηα ηνπο λα ήηαλ αλνηρηά θαη ην ρψκα 

θαιά ελπδαησκέλν ψζηε λα απνξξνθήζεη φζν ην δπλαηφ ιηγφηεξε θαιιηέξγεηα 

Agrobacterium. ε αληίζεηε πεξίπησζε ην κνιπζκέλν ρψκα ζα παξεκπφδηδε ηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηψλ. Σα θπηά αθνχ ζηέγλσζαλ κε δηεζεηηθφ ραξηί, θαιχθζεθαλ κε 

πιαζηηθφ θάιπκκα γηα 24 ψξεο έηζη ψζηε λα δηαηεξήζνπλ πςειή πγξαζία θαη 

κεηαθέξζεθαλ ζε θιίβαλν επψαζεο ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ (ζεξκνθξαζία 22 
ν
C, 

πγξαζία 40% θαη κε θσηνπεξίνδν 16 ψξεο θσο/8 ψξεο ζθνηάδη). Σα θπηά παξέκεηλαλ 

ζηηο παξαπάλσ ζπλζήθεο κέρξη λα θιείζνπλ ηνλ θχθιν δσήο ηνπο. Μφιηο ηα θπηά 

αθπδαηψζεθαλ, έγηλε ε ζπγθνκηδή ησλ ζπεξκάησλ ηνπο. Ζ επηινγή ησλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ ηεο πξψηεο δηαγνληδηαθήο (Σ1) γεληάο, έγηλε σο εμήο: 

πέξκαηα T1 γεληάο απνζηεηξψζεθαλ θαη επηζηξψζεθαλ ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα επηινγήο. Σα ηξπβιία κεηαθέξζεθαλ ζε ζάιακν ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ 

(ζεξκνθξαζία 22 
ν
C, πγξαζία 40% θαη κε θσηνπεξίνδν 16 ψξεο θσο/8 ψξεο 

ζθνηάδη). Σα ηξπβιία επσάζηεθαλ ζε απηέο ηηο ζπλζήθεο γηα 14 εκέξεο. Μεηά απφ 5-
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7 εκέξεο ηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα αλαπηχρζεθαλ ζε ζθνχξα πξάζηλα θπηά 

θαη είραλ θπζηνινγηθφ θαηλφηππν. Ζ ξίδα ηνπο ήηαλ θνληή αιιά θπζηνινγηθή. Σα κε 

κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα αλέπηπμαλ πνιχ θνληφ ξηδηθφ ζχζηεκα θαη είραλ 

αλνηρηέο πξάζηλεο ή ππνθίηξηλεο θνηπιεδφλεο. Μεηά ηε δέθαηε εκέξα ν δηαρσξηζκφο 

ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ απφ ηα κε κεηαζρεκαηηζκέλα ήηαλ πιένλ εκθαλήο. 

Σα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά αλέπηπμαλ δεχηεξν δεπγάξη θχιισλ, ελψ ε αλάπηπμε ησλ 

κε κεηαζρεκαηηζκέλσλ επηβξαδχλζεθε θαη ηειηθά λεθξψζεθαλ. Μεηά ηελ επηινγή, 

ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά κεηαθέξζεθαλ ζην ρψκα, φπνπ θαη παξέκεηλαλ κέρξηο 

φηνπ έθιεηζαλ ηνλ θχθιν δσήο ηνπο. 

 

 

 

Δηθόλα 2.1 Δηζαγσγή DNA ζε θχηηαξα Arabidopsis thaliana κε εκβάπηηζε ππφ θελφ. Α) 

Φπηφ Arabidopsis thaliana. Β) Δκβάπηηζε κέζα ζε θαιιηέξγεηα Agrobacterium. Γ) Γέζηκν 

ηνπ θπηνχ γηα ζπιινγή ζπεξκάησλ. Γ) Δπηινγή κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ πξψηεο 

δηαγνληδηαθήο γεληάο.  
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2.12 ηεξέσζε θαη ρξώζε GUS νιόθιεξσλ θπηώλ θαη νξγάλσλ ηνπ θπηνύ 

Arabidopsis thaliana. 

 

Ζ κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ πνπ 

πεξηγξάθεηαη απφ ηνλ Jefferson (1987). Οιφθιεξα θπηά θαη φξγαλα Arabidopsis 

thaliana ηνπνζεηήζεθαλ ζε δηάιπκα 90% αθεηφλεο ζηνπο 4 
ν
C θαη επσάζηεθαλ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 30 ιεπηά. Αλά 5 ιεπηά ηα θηαιίδηα αλαθηλνχληαλ ήπηα. 

ην ζηάδην απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε κεξηθή ζηεξέσζε ηνπ ηζηνχ. Ζ αθεηφλε 

αθαηξέζεθε θαη νη ηζηνί μεπιχζεθαλ κε δηάιπκα μεπιχκαηνο RS (Rinse Solution) 

πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί πιήξσο ε αθεηφλε (πξναηξεηηθά ην μέπιπκα ησλ ηζηψλ 

κπνξνχζε λα γίλεη θαη κε dH2O). Πξνζζήθε δηαιχκαηνο ρξψζεο GSS (Gus Staining 

Solution) κέρξη ν ηζηφο λα θαιπθζεί πιήξσο. Δπψαζε ζηνπο 37 
ν
C γηα 1-24 ψξεο 

αλάινγα κε ηνλ ηζηφ θαη ηελ ελδπκηθή δξαζηηθφηεηα. ηελ παξνχζα κειέηε ε ρξψζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ρξνληθφ δηάζηεκα 16 σξψλ. Αθαίξεζε ηνπ GSS θαη ζηαδηαθή 

αθπδάησζε ηνπ ηζηνχ κε ηελ ηνπνζέηεζε ηνπ ζε δηαιχκαηα 20%, 35%, 50%, 70%, 

90% θαη 100% αιθνφιεο γηα 30 ιεπηά αληίζηνηρα ζηνπο 4 
ν
C. Οη ηζηνί κε απηφλ ηνλ 

ηξφπν απνρξσκαηίζηεθαλ, θαζψο έγηλε κηα ζηαδηαθή απνκάθξπλζε ηεο ρισξνθχιιεο 

θαη ε εκθάληζε ηνπ κπιε ρξψκαηνο ήηαλ πην έληνλε. Δπαλαθνξά ηνπ ηζηνχ θαη 

δηαηήξεζή ηνπ ζηνπο 4 
ν
C ζε πδαηηθφ δηάιπκα αιθνφιεο 70%. Παξαηήξεζε θαη 

θσηνγξάθεζε ζε ζηεξενζθφπην. 

 

 

2.13 Ηζηνεηδηθή κειέηε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ At5g48310. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα δεκηνπξγεζεί ε θαηαζθεπή γηα ην ζηαζεξφ κεηαζρεκαηηζκφ 

θπηψλ Arabidopsis thaliana, έπξεπε ην ηκήκα ησλ 1368 δεπγψλ βάζεσλ πνπ πεξηείρε 

ηνλ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ At5g48310, λα θισλνπνηεζεί ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα 

pCAMBIA 1301, αλαξξντθά ηνπ γνλίδηνπ αλαθνξάο GUS (β-γινπθνπξνληδάζεο). Γηα 

ην ζθνπφ απηφ νιηθφ γνληδησκαηηθφ DNA απνκνλψζεθε απφ θπηά Arabidopsis 

thaliana κε ηε κέζνδν ηεο θαηλφιεο. Σν DNA ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα γηα ηελ 

ελίζρπζε ηεο ξπζκηζηηθήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 κε ηελ αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο. ρεδηάζηεθαλ γη‟ απηφ ην ιφγν δεχγνο εθθηλεηψλ 

48310pGusF (BamHI) (5΄-TTGAGGATCCTTGTAGCCGATTGTAGTTGG-3΄) θαη 

Tm=54 θαη 48310pGusR (NcoI) (5΄-TTGACCATGGAGTTTTTTCTCAGCTTGG-
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3΄) θαη Tm=55 νη νπνίνη ελίζρπζαλ εθιεθηηθά νιφθιεξε ηελ πεξηνρή 1250 δ.β. πνπ 

απνηειεί ηελ 5΄ ξπζκηζηηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ At5g48310. 

ην 5΄ άθξν θάζε εθθηλεηή πξνζηέζεθε αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ πνπ 

αλαγλσξίδεηαη εηδηθά απφ κηα πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε πνπ εμππεξεηεί ηελ 

θισλνπνίεζε ηνπ ηκήκαηνο gDNA ζηνλ pCAMBIA 1301 θνξέα θισλνπνίεζεο 

(αλαθέξνληαη ζηελ παξέλζεζε). Ζ ζπγθεθξηκέλε αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηειηθφ φγθν 100 κl. πλήζσο ηέηνηνπ είδνπο αληηδξάζεηο 

πξαγκαηνπνηνχληαλ ζε ηειηθφ φγθν 20-50 κl, φκσο, ζηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε 

έπνληαλ αληηδξάζεηο ελδπκηθψλ πέςεσλ θαη απνκφλσζε απφ πήθησκα αγαξφδεο, 

νπφηε ήηαλ απαξαίηεηε αξθεηή πνζφηεηα πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο. H 

ζχζηαζε ηνπ κείγκαηνο ηεο αληίδξαζεο πεξηείρε 3 κl γνληδησκαηηθφ DNA, 30 pmol 

γηα ηνλ θάζε εηδηθφ εθθηλεηή, dNTPs (10 mM), 10X PCR buffer θαη 5U High Fidelity 

Polymerase. Οη ζπλζήθεο ηεο PCR ήηαλ νη αθφινπζεο: Σν πξφγξακκα μεθίλεζε κε 

έλα αξρηθφ ζηάδην 2 ιεπηψλ ζηνπο 94 
ν
C θαη αθνινχζεζαλ 35 θχθινη, ν θαζέλαο απφ 

ηνπο νπνίνπο πεξηειάκβαλε 30 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ζηνπο    

94 
ν
C, 30 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία 50 

ν
C θαηά ηελ νπνία ηα κφξηα εθθηλεηέο 

ζρεκάηηδαλ δεζκνχο πδξνγφλνπ ζηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ζέζεηο ησλ κνξίσλ DNA θαη 

2 ιεπηά ζηνπο 72 
ν
C φπνπ ζρεκαηίζηεθαλ νη λέεο πνιπλνπθιενηηδηθέο αιπζίδεο. Ζ 

αληίδξαζε νινθιεξψζεθε κε έλα ηειηθφ βήκα ζηνπο 72 
ν
C γηα 10 ιεπηά. Ζ 

αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε θπθινπνηεηή Peltier Thermal Cycler (PTC-200). 

Μεηά ηελ ελίζρπζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρήο κε PCR, ν θιψλνο ππέζηε πέςε κε 

ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ BamHI θαη NcoI. Σν έλζεην ηκήκα ηνπ, ησλ 1250 δ.β. πνπ 

πεξηείρε θαη ηνλ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ αλαθηήζεθε απφ πήθησκα αγαξφδεο 1% 

ρακεινχ ζεκείνπ ηήμεσο. Σαπηφρξνλα, έγηλε πέςε κε ηα ίδηα έλδπκα ηνπ 

πιαζκηδηαθνχ θνξέα pCAMBIA 1301, ν νπνίνο αλαθηήζεθε απφ πήθησκα αγαξφδεο 

κε ηνλ ίδην ηξφπν. ηε ζπλέρεηα έγηλε αληίδξαζε ελνπνίεζεο ησλ άθξσλ ηνπ θνξέα 

pCAMBIA 1301 BamHI/NcoI κε ην έλζεην ηκήκα πνπ είρε απνκνλσζεί. Σν πξντφλ 

ηεο αληίδξαζεο ελνπνίεζεο ησλ άθξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην κεηαζρεκαηηζκφ 

δεθηηθψλ θπηηάξσλ E.coli. ηηο απνηθίεο πνπ πξνέθπςαλ έγηλε έιεγρνο κε ηελ ηερληθή 

ηεο Colony-PCR, ρξεζηκνπνηψληαο σο κφξηα εθθηλεηέο ην δεχγνο 48310pGusF 

(BamHI) θαη 48310pGusR (NcoI) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάθηεζε ηεο 

πεξηνρήο ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ At5g48310 απφ νιηθφ γνληδησκαηηθφ DNA. Απφ 

ηηο απνηθίεο πνπ έδσζαλ ην επηζπκεηφ πξντφλ επηιέρζεθαλ ηπραία δχν, απφ ηηο νπνίεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA κε ηε κέζνδν ηεο αιθαιηθήο 
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ιχζεο. Σν πιαζκηδηαθφ DNΑ ππέζηε πέςεηο κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ BamHI/NcoI 

πξνθεηκέλνπ λα πηζηνπνηεζεί ε χπαξμε ηνπ ζσζηνχ έλζεηνπ. Καηά απηφ ηνλ ηξφπν 

πξνέθπςε θαηαζθεπή πνπ πεξηείρε ηελ πεξηνρή ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ. 

Ζ κειέηε ηεο ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ έγηλε δεκηνπξγψληαο ζηαζεξά 

κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά Arabidopsis. Ζ επίηεπμε ηνπ ζθνπνχ απηνχ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ηε κέζνδν ηεο εκβάπηηζεο θπηψλ Arabidopsis 

thaliana ζε θαιιηέξγεηα Agrobacterium tumefaciens. Μεηά ηε δηείζδπζε ηα θπηά 

αθέζεθαλ λα νινθιεξψζνπλ ηνλ θχθιν δσήο ηνπο θαη αθνινχζεζε ε ζπγθνκηδή 

ζπεξκάησλ. Σα ζπέξκαηα επηζηξψζεθαλ ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

επηινγήο θαη αθέζεθαλ λα βιαζηήζνπλ ζε ζάιακν ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ 

θαιιηέξγεηαο. Καηά απηφλ ηνλ ηξφπν επηιέρζεθαλ 8-12 αλεμάξηεηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά Σ1 γεληάο, ηα νπνία θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζάιακν 

ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ αλάπηπμεο, κέρξηο φηνπ λα θιείζνπλ ην βηνινγηθφ ηνπο 

θχθιν. Απφ ηα θπηά απηά έγηλε ζπγθνκηδή ησλ ζπεξκάησλ ηεο Σ2 

κεηαζρεκαηηζκέλεο γεληάο, κέξνο ησλ νπνίσλ επηζηξψζεθε θαη πάιη ζε ηξπβιία 

ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο επηινγήο (θαλακπθίλε 50 mg/L), πξνθεηκέλνπ λα 

δηαρσξηζηνχλ ηα κε κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά κεηά ηε δηάζρηζε ηνπ γνληδίνπ. Μεηά ηε 

ζπιινγή ησλ ζπεξκάησλ ηεο Σ2 γεληάο αθνινχζεζε ν πνηνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπ 

γνληδίνπ αλαθνξάο ζηα δηαγνληδηαθά θπηά, πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηεί ε 

ηζηνεηδηθή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ. ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά πνπ πξνέθπςαλ έγηλε 

ρξψζε ζε δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα θαη ηζηνχο κε X-Gluc θαη παξαηήξεζε ζε 

ζηεξενζθφπην. 

 

 

2.14 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζηελ πδαηηθή θαηαπόλεζε. 

 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ επεξεάδεηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ έλα ζπλδπαζκφ 

πεξηβαιινληηθψλ θαηαπνλήζεσλ, φπσο ε πςειή ζεξκνθξαζία, ε μεξαζία ή ε πςειή 

αιαηφηεηα. Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ζε 

ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο φπσο ε μεξαζία αθνινπζήζεθε ην παξαθάησ πξσηφθνιιν. 

χκθσλα κε απηφ ην πξσηφθνιιν 150 ζπέξκαηα, απφ 3 ζεηξέο δηαγνληδηαθψλ 

θπηψλ θαη θπηψλ αγξίνπ ηχπνπ αληίζηνηρα, θπηεχηεθαλ ζην ρψκα ζε εηδηθά δνρεία 

θαη αλαπηχρζεθαλ θάησ απφ θαλνληθέο ζπλζήθεο γηα 15 εκέξεο. Σφηε ην πφηηζκα 

δηαθφπεθε θαη κεηά απφ 10 εκέξεο μεξαζίαο ηα θπηά θσηνγξαθήζεθαλ. Σα δνρεία 
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είραλ δπγηζηεί πξνεγνπκέλσο θαη κεηά ην πφηηζκα, ψζηε λα εμαζθαιηζηνχλ φκνηεο 

ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ θπηψλ. 

 

 

2.15 Δπίδξαζε κε ην ρεκηθό ηζνμακπέλ. 

 

Σν ηζνμακπέλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ηεο εηαηξείαο Sigma – Aldrich θαη 

δηαιχζεθε ζε DMSO. Έηζη αθνινπζήζεθαλ δχν βαζηθά πξσηφθνιια κειέηεο απηνχ. 

Σν πξψην αθνξά ζηνλ ςεθαζκφ ησλ θπηψλ κε ηζνμακπέλ δηαθνξεηηθήο 

ζπγθέληξσζεο.  

1. 150 ζπέξκαηα θπηεχηεθαλ ζην ρψκα ζηηο 05-03-2009. 

2. Σα θπηά αλαπηχρζεθαλ γηα 2 εκέξεο θάησ απφ θαλνληθέο ζπλζήθεο. 

3. Σα θπηά ςεθάζηεθαλ κε 0.2 nM ηζνμακπέλ ζηηο 07-03-2009. 

4. Σα θπηά ςεθάζηεθαλ κε 1 nM ηζνμακπέλ ζηηο 09-03-2009. 

5. Σα θπηά ςεθάζηεθαλ κε 2 nM ηζνμακπέλ ζηηο 12-03-2009. 

6. Σα θπηά ςεθάζηεθαλ κε 4 nM ηζνμακπέλ ζηηο 14-03-2009. 

7. Σα θπηά ςεθάζηεθαλ κε 4 nM ηζνμακπέλ ζηηο 16-03-2009. 

8. Σα θπηά επεξεάζηεθαλ ζεκαληηθά. 

9. Ο ςεθαζκφο ζηακάηεζε. 

10. Σα θπηά θσηνγξαθήζεθαλ 14 εκέξεο αξγφηεξα ζηηο 30-03-2009. 

 

Αθνινχζεζε κηα παξαιιαγή ηνπ πξψηνπ πξσηνθφιινπ ζην ρψκα φπνπ ν 

ςεθαζκφο έγηλε ζε αξηίβιαζηα απηή ηε θνξά. Υξεζηκνπνηήζεθε δηάιπκα ηζνμακπέλ 

ζπγθέληξσζεο 2 κΜ γηα ςεθαζκφ θάζε δεχηεξε κέξα. πλνιηθά έγηλαλ πέληε 

ςεθαζκνί. 

Σν δεχηεξν πξσηφθνιιν, αθνξά πεηξάκαηα ζε ηξπβιία ζξεπηηθνχ 

ππνζηξψκαηνο κε πξνζζήθε ηζνμακπέλ. χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηζνμακπέλ κέζα ζε ηξπβιία ψζηε λα 

δηαθαλεί ε έθθξαζε ηνπ ππφ αλίρλεπζε γνληδίνπ. πέξκαηα, απφ ηα νκφδπγα θπηά 

Ν7-1-4, Ν7-2-1, απφ ην εηεξφδπγν Ν8-1-11 θαη απφ Columbia, επηζηξψζεθαλ ζε 

ζεηξά ζε ηξπβιία MS (ηξπβιία ειέγρνπ) θαη MS κε πξνζζήθε ηζνμακπέλ ηειηθήο 

ζπγθέληξσζεο 1 nM θαη 4 nM. Σα ηξπβιία ηνπνζεηήζεθαλ ζε φξζηα ζέζε ψζηε λα 

παξαηεξεζνχλ επδηάθξηηα ηπρφλ δηαθνξέο ζηηο ξίδεο θαη ζην βιαζηφ. ηε ζπλέρεηα 

παξέκεηλαλ ζε θιίβαλν επψαζεο ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ. Σν πείξακα έγηλε ζε 
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ζπλζήθεο θσηφο θαη ζθνηαδηνχ. Σν πείξακα ζην ζθνηάδη πξαγκαηνπνηήζεθε αθνχ 

πξνεγνπκέλσο ηα ηξπβιία έκεηλαλ 5 ψξεο ζην θσο ψζηε λα μεθηλήζεη ε δηαδηθαζία 

ηεο βιάζηεζεο. 

Γνθηκάζηεθε ε πξνζζήθε θαη κεγαιχηεξεο ζπγθέληξσζεο ηζνμακπέλ. Έηζη 

επηζηξψζεθαλ ζπέξκαηα απφ ηηο παξαπάλσ ζεηξέο θπηψλ ζε ηξπβιία MS (δελ 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε φξζηα ζέζε) κε ηζνμακπέλ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 20 nM. Λφγσ 

ηεο κεγάιεο ηνπ ηνμηθφηεηαο δνθηκάζηεθε ε πξνζζήθε ηζνμακπέλ θαη ζε αξαηψζεηο 

50 pΜ, 5 pΜ, 0,5 pΜ αληίζηνηρα. 

 

 

2.16 Δπίδξαζε κε ην ρεκηθό ακηλνηξηαδόιε. 

 

ηελ παξνχζα εξγαζία, ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ πιηθφ MS θαη πξνζζήθε 

ακηλνηξηαδφιεο (ΑΣ) ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 7 κΜ θαη 9 κΜ, επηζηξψζεθαλ 50 

ζπέξκαηα απφ ην νκφδπγν Ν7-2-1 θαη απφ ην αγξίνπ ηχπνπ WT. 

 

 

2.17 Δπίδξαζε ηεο νξκόλεο γηββεξειίλεο. 

 

ε ηξπβιία ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα, κε ζξεπηηθφ πιηθφ MS θαη 

πξνζζήθε γηββεξειίλεο (GA) ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 50 κΜ (ρξεζηκνπνηήζεθε φγθνο 

300 κl απφ αξρηθφ δηάιπκα 10 mM) επηζηξψζεθαλ 50 ζπέξκαηα. ην έλα ηκήκα ηνπ 

ηξπβιίνπ ην νκφδπγν Ν7-2-1 θαη ζην άιιν ην Columbia. αλ κάξηπξαο–ηξπβιία 

ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξπβιία κε ζξεπηηθφ πιηθφ MS. 

 

 

2.18 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζε ηξπβιία κε δηαθνξεηηθά ζάθραξα. 

 

χκθσλα κε ηηο κειέηεο πνπ έγηλαλ κε ηε ρξήζε ηνπ Genevestigator ζην 

Arabidopsis thaliana θαη επεηδή ην ππφ αλίρλεπζε γνλίδην πηζηεχεηαη φηη ζρεηίδεηαη 

κε ηε κεηαθνξά ζαθράξσλ έγηλαλ πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθά ζάθραξα. 

Γηα ην ζθνπφ απηφ εηνηκάζηεθαλ ηξπβιία ζξεπηηθνχ πιηθνχ MS ρξεζηκνπνηψληαο 

δηάθνξα ζάθραξα φπσο, ζαθραξφδε, γιπθφδε θαη ξακλφδε 3% αληίζηνηρα. 

Αθνινχζεζαλ ηξπβιία κε αξαηψζεηο 1x, 1/100, 1/1000 θαη 1/5000. πλνιηθά 
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εηνηκάζηεθαλ 16 ηξπβιία γηα ηνλ έιεγρν ηνπ νκφδπγνπ θπηνχ Ν7-2-1 θαη ηνπ αγξίνπ 

ηχπνπ. 

Μηα άιιε πξνζέγγηζε έγηλε ζε ηξπβιία MS ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα ζηα 

νπνία πξνζηέζεθε ζαθραξφδε ή γιπθφδε 1%. Έγηλαλ νη ίδηεο αξαηψζεηο πνπ 

αλαθέξζεθαλ ζηελ πξνεγνχκελε παξάγξαθν θαη ην θάζε ηκήκα ηνπ ηξπβιίνπ 

επηζηξψζεθε κε ζπέξκαηα Columbia θαη Ν7-2-1 αληίζηνηρα.  

ε άιιε πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζπλζήθεο 

ζθνηαδηνχ, ζε ηξπβιία MS ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα, πξνζηέζεθε κηθξφηεξε 

ζπγθέληξσζε ζαθραξφδεο θαη ζπγθεθξηκέλα 0,1%. Δπηζηξψζεθαλ κε ζπέξκαηα 

Columbia, Ν7-1-4, Ν7-2-1 θαη Ν8-1-11 ζηε ζεηξά θαη ηνπνζεηήζεθαλ θαηαθφξπθα 

ζην ζθνηάδη ζε θιίβαλν ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ. πγθεθξηκέλα κεηά απφ 24 ψξεο 

θαιχθζεθαλ κε πιαζηηθφ δηάθαλν θαπάθη θαη ηελ 4ε κέξα μεζθεπάζηεθαλ. 

Αληίζηνηρα ζε έλα άιιν πξσηφθνιιν πνπ έγηλε ζην θσο, ζπέξκαηα Columbia, 

Ν7-1-4, Ν7-2-1 θαη Ν8-1-11 επηζηξψζεθαλ ζε ζξεπηηθφ πιηθφ κε ζαθραξφδε 0,05% 

απηή ηε θνξά. 

 

 

2.19 Τδαηηθά δηαιύκαηα θαη ζξεπηηθά ππνζηξώκαηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. 

2.19.1 Θξεπηηθά ππνζηξώκαηα θαη αληηδξαζηήξηα γηα ηε δεκηνπξγία δεθηηθώλ 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ θαη ην κεηαζρεκαηηζκό ηνπο. 

 

LB πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα:  

0,5% (w/v) Yeast extract, 1% (w/v) ΝaCl, 1% (w/v) ηξππηφλε. ηελ πεξίπησζε 

ζηεξενχ ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο πξνζηέζεθε 2% (w/v) άγαξ (microbiological 

grade). Απνζηείξσζε. 

Buffer 1: 

30 mM KOAc, 100 mM RbCl2, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 15% γιπθεξφιε, 

ξχζκηζε ηνπ pH ζην 5,8 κε 0,2 Ν Acetic acid. Απνζηείξσζε.  

Buffer 2: 

10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15% γιπθεξφιε, ξχζκηζε ηνπ pH ζην 

6,5 κε 0,2 Ν Acetic acid. Απνζηείξσζε. 

LB πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα κε επηινγή ζε αληηβηνηηθφ (θαλακπθίλε): 

Όπσο ην LB αιιά κε πξνζζήθε 50 mg/ml θαλακπθίλε. 
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2.19.2 Γηαιύκαηα ζηεξέσζεο θαη ρξώζεο GUS ησλ θπηώλ. 

 

Γηάιπκα Υξψζεο GSS (Gus Staining Solution): 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ (100 mM) κε pH 7 ην νπνίν απνηεινχληαλ απφ 1 Μ 

NaΖ2ΡO4 θαη 1 Μ Na2ΖΡO4 (πξνζζήθε 1154 κl 1 Μ Na2ΖΡO4 θαη 846 κl NaΖ2ΡO4 

ζε 20 ml dH2O). ην δηάιπκα πνπ πξνέθπςε πξνζηέζεθε 400 κl 0,1 M FerriCyanide 

K3Fe(CN)6, 400 κl 0,1 M FerroCyanide K4Fe(CN)6, 200 κl 10% (v/v) δηαιχκαηνο 

Triton X-100 θαη 19 ml dH2O. Γηα ηελ παξαζθεπή δηαιχκαηνο κε X-Gluc (5-bromo-

4-chloro-3-indolyl β-D-Glucuronide sodium salt) ρξεζηκνπνηήζεθε θαηάιιειε 

πνζφηεηα ηνπ παξαπάλσ δηαιχκαηνο ζην νπνίν πξνζηέζεθε 1-2 mg/ml X-Gluc. 

Αθνινχζεζε θαιή αλάκεημε. Απνζήθεπζε ζηνπο -20 
ν
C γηα 1-2 ρξφληα.  

Γηάιπκα Ξεπιχκαηνο RS (Rinse Solution): 

Όπσο θαη ην GSS αιιά ρσξίο X-Gluc. 

 

 

2.19.3 Γηαιύκαηα απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA. 

 

Solution 1: 

10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH 8. 

Solution 2: 

1% (w/v) SDS, 0,2 M NaOH. 

Solution 3: 

2 Μ Glacial Acetic Acid pH 5,6, Potassium Acetate 3 M. Γηαηήξεζε ζηνπο 4 
ν
C. 

10 mg/ml RNase A: Απνζήθεπζε ζηνπο -20 
ν
C.  

 

 

2.19.4 Γηαιύκαηα απνκόλσζεο RNA θαη γνληδησκαηηθνύ DNA. 

 

2x CTAB δηάιπκα εθρχιηζεο DNA: 

100 mM Tris-Cl pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1,4 M NaCl, 2% (w/v) CTAB 

(cetyltrimethyl ammonium bromide), 1% (w/v) PVP 40000 (polyvinyl pyrrolidone). 

Απνζηείξσζε θαη απνζήθεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

SEVAG: 

Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (48:48:4) ή chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 
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HOMO δηάιπκα νκνγελνπνίεζεο: 

100 mM Tris-HCl pH 9,5, 0,5% (w/v) SDS. Απνζηείξσζε. 

 

 

2.19.5 Γηαιύκαηα ειεθηξνθόξεζεο ζε πήθησκα αγαξόδεο. 

 

50x TAE ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο: 

24,2 g (w/v) Tris-base, 100 ml/L 0,5 M EDTA pH 8, 57,1 ml/L CH3COOH. 

COL1 Γηάιπκα Υξσζηηθψλ: 

5x κεηξηθφ δηάιπκα ρξσζηηθψλ 1,25% (w/v) κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο, 1,25% (w/v) 

θπαλνινμπιέλην ζε dH2O. Σν COL1 είρε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1X δηαιχκαηνο 

ρξσζηηθψλ, 50% (w/v) ζνπθξφδεο. 

Βξσκηνχρν Αηζίδην: 

5 mg/ml ζε dH2O. Σν δηάιπκα δηαηεξήζεθε ζε θσηνζηεγέο κπνπθάιη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 

 

2.19.6 Γηαιύκαηα γηα αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο. 

 

10x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα DNάζεο I: 

400 mM Tris-HCl, 100 mM MgSO4, 10 mM CaCl2, pH 8. 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο: 

250 mM Tris-HCl, 200 mM KCl, 25 mM MgCl2, 2,5% Tween 20 (v/v), pH 8,3. 

10x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR: 

100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, pH 8,3. 

 

 

2.19.7 Γηαιύκαηα θαη ζξεπηηθά ππνζηξώκαηα κεηαζρεκαηηζκνύ θπηώλ 

Arabidopsis thaliana. 

 

Γηάιπκα Δκβάπηηζεο (ΗΜ): 

ε έλα ιίηξν dH2O δηαιχζεθαλ 2,2 g MS ζξεπηηθφ δηάιπκα αιάησλ, 1X B5 βηηακίλεο 

(απφ 1000X), 50 g ζνπθξφδε, 0,5 g MES θαη ην pH ξπζκίζηεθε ζην 5,7 κε KOH. Σν 
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δηάιπκα απνζηεηξψζεθε. Αθνινχζεζε πξνζζήθε 0,01 mg/L BA 

(Benzylaminopurine) θαη 20 κl Silwet L-77 (OSI Specialties). 

Stock βηηακηλψλ 1000X B5: 

1000 mg ηλνζηηφιε, 100 mg ζεηακίλε, 10 mg ληθνηηληθφ νμχ, 10 mg ππξνδνμίλε ζε 10 

ml ddH2O. Απνζήθεπζε ζηνπο -20 
ν
C. 

Θξεπηηθφ δηάιπκα MS γηα ηελ αλάπηπμε Arabidopsis thalianα: 

Γηα 1 L ζξεπηηθνχ δηαιχκαηνο (4,3 g/L MS ζξεπηηθφ δηάιπκα αιάησλ, 0,5 g MES, 10 

g ζνπθξφδε θαη 1 ml δηάιπκα βηηακηλψλ Β5 (1000Υ), ξχζκηζε ηνπ pΖ ζην 5,7 κε 

KOH, 0,8% (w/v) Difco Bacto άγαξ. Απνζηείξσζε. 

Θξεπηηθφ δηάιπκα MS κε επηινγή ζε αληηβηνηηθφ (θαλακπθίλε/πγξνκπθίλε): 

Όπσο ην MS αιιά κεηά ηελ απνζηείξσζε πξνζζήθε 50 mg/ml θαλακπθίλεο ή 

πγξνκπθίλεο.  

 

 

2.20 Τπνινγηζηηθή αλάιπζε θαη θαηαζθεπή θπινγελεηηθνύ δέληξνπ. 

 

Ζ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA θαη ησλ πξσηετλψλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο ην Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ελψ ε αλαδήηεζε ησλ ζπληεξεκέλσλ 

κνηίβσλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο (CDD Conserved Domain Database) απφ ην 

δηαδηθηπαθφ ηφπν ηνπ NCBI. Αθφκε κε ηε κέζνδν COBALT ηνπ NCBI 

δεκηνπξγήζεθε ην θπινγελεηηθφ δέληξν. Μηα εθηίκεζε γηα ηνλ ππνθπηηαξηθφ 

εληνπηζκφ ησλ πξσηετλψλ κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ πξνγξάκκαηνο WoLFPSORT 

(http://www.wolfpsort.org/) θαη ηνπ PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/). Οη 

ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, αλαδεηήζεθαλ θαη βξέζεθαλ ζην 

δηαδηθηπαθφ ηφπν (http://www.ncbi.nml.nih.gov/) θαη ζηνηρήζεθαλ κε ηε κέζνδν 

CLUSTAL W ηνπ EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Αλάιπζε ηεο πξσηνηαγνχο 

δνκήο ησλ πξσηετλψλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο ExPASy 

(http://expasy.org/tools/). Γηα ηελ in silico κειέηε ηεο ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ, ρξεζηκνπνηήζεθε ε βάζε δεδνκέλσλ Genevestigator 

(https://www.genevestigator.ethz.ch/gv/index.jsp) ε νπνία πεξηιακβάλεη πιεξνθνξίεο 

απφ κηθξνζπζηνηρίεο RNA (RNA microarrays) γηα ην ζχλνιν ησλ γνληδίσλ ηνπ 

Arabidopsis thaliana. Ζ αλάθηεζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζεηξψλ Arabidopsis thaliana 

έγηλε απφ ην δηαδηθηπαθφ ηφπν SIGnAL (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory) 
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(http://signal.salk.edu/). Ζ αλάιπζε ηεο λνπθιενηηδηθήο αθνινπζίαο ηνπ γνληδίνπ ζε 

ζρέζε κε ηνπο εθθηλεηέο πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ην ππνινγηζηηθφ 

πξφγξακκα TSSP/Prediction of PLANT Promoters (RegSite Plant DB, Softberry Inc.)
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3.1 Ζ αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ Αt5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana, in silico κε 

παθέηα επεμεξγαζίαο βηνινγηθώλ δεδνκέλσλ. 

 

Ζ παξνχζα κειέηε, είρε ζαλ ζθνπφ ην κνξηαθφ θαη ιεηηνπξγηθφ ραξαθηεξηζκφ 

ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana. Σν γνλίδην ππάξρεη ζην 5
ν
 

ρξσκφζσκα ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana θαη θσδηθνπνηεί κηα πξσηεΐλε άγλσζηεο 

ιεηηνπξγίαο. 

Πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε κνξηαθή αλάιπζε ηνπ γνληδίνπ έπξεπε λα αλαδεηεζεί ε 

αιιεινπρία ησλ λνπθιενηηδίσλ ηνπ, θαζψο θαη ε ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο 

πξσηεΐλεο πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ απηφ. Γηα ην ζθνπφ απηφ αλεπξέζεθαλ νη 

παξαπάλσ αιιεινπρίεο ζην δηθηπαθφ ηφπν ηεο TAIR (http://www.arabidopsis.org). 

Σν γνλίδην Αt5g48310 έρεη θαηαρσξεζεί ζηελ GenBank κε Accession no. 

NM_124206, νξγαλψλεηαη ζε 19 εμψληα κε ζπλνιηθή θσδηθή πεξηνρή λνπθιενηηδίσλ 

(cDNA) 3471 δ.β. (δεχγε βάζεσλ) θαη είλαη ππεχζπλν γηα ηελ έθθξαζε πξσηετληθνχ 

πξντφληνο 1156 ακηλνμέσλ. Ζ πηζαλή ξπζκηζηηθή πεξηνρή (ππνθηλεηήο) ηνπ γνληδίνπ 

εθηείλεηαη απφ ην θσδηθφλην έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο (ATG) κέρξη ην 3΄ UTR ηνπ 

πξνεγνχκελνπ γνληδίνπ At5g48320 θαη θαηαιακβάλεη έθηαζε κήθνπο 1368 δεχγε 

βάζεσλ (Δηθφλα 3.1). In silico αλάιπζε, κε ην ππνινγηζηηθφ πξφγξακκα 

PlantPromoterDB ηεο 1,5 Kb πεξηνρήο άλσζελ ηνπ αλνηθηνχ πιαηζίνπ αλάγλσζεο ηεο 

θσδηθήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθφλα 3.2. Ζ αλάιπζε 

απνθάιπςε ηελ παξνπζία ελφο πηζαλνχ TATA box, πεξίπνπ 330 βάζεηο απφ ην 

θσδηθφλην έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο (ATG), ζεκείν ζχλδεζεο ηνπ TFII κεηαγξαθηθνχ 

παξάγνληα θαη κηα αιιεινπρία CCAAT-box πνπ αληηπξνζσπεχεη ηε ζέζε ζηελ νπνία 

πξνζδέλνληαη νη C/EBP κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο. 

 

Δηθόλα 3.1 ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο λνπθιενηηδηθήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ Αt5g48310. Με 

πξάζηλν παξαιιειφγξακκν αλαπαξηζηάηαη ε ξπζκηζηηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ, κε θφθθηλν νη 

πεξηνρέο ησλ εμσλίσλ, ελψ κε ιεπηή γξακκή ηα εζψληα. Σν κπιε παξαιιειφγξακκν 

αλαπαξηζηά ηελ 3΄ κε κεηαθξαδφκελε πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ (3΄ UTR). Ζ αιιεινπρία ηνπ 

γνληδίνπ δίλεηαη ζην Παξάξηεκα 1. 



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

55 

 

 

ttccaatttttgaatttagatgtttatagaatttctttagataaccaaaagtttaaactttgtaagaa

aacaagacaatttgtacaatactataatatacataccatagctaaataaaaatatgtcacaattttgt

tttcttacggcaaaaataataatctgactaaaatatttcctcaagagttcaagtccttgtgaataata

aacgacaaaaataaattaattgtgacaacagtgtttaaaagtcttcaaaatttaataaattaattgcg

gaaaaaagtatccttcaataatacgaaaagtggcaacagtgtcaaaactagccgttgccattattttt

ttccaaaacagccgctcctctcctttctctctttctcagcttcctcaagcattatcgaaccaagctga

gaaaaaactccATGGCTCAACTTCAACGACCTCG 

 

Δηθόλα 3.2 Ννπθιενηηδηθή αθνινπζία ηκήκαηνο (419 δ.β.) ηεο 5΄ ξπζκηζηηθήο πεξηνρήο ηνπ 

γνληδίνπ At5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana. H θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ππνδεηθλχεηαη 

κε θεθαιαία γξάκκαηα θαη ην ζεκείν έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο (ATG) είλαη ππνγξακκηζκέλν 

κε κπιε ρξψκα. Ζ αξρή ηεο αληηγξαθήο ππνδεηθλχεηαη σο a κπιε ρξψκαηνο. Με θφθθηλν 

ρξψκα θαη ππνγξάκκηζε, ζεκεηψλεηαη ην πηζαλφ ΣΑΣΑ-box πεξίπνπ 330 δ.β. πξηλ ην ATG 

ελψ κε πξάζηλν ρξψκα ην πηζαλφ CCAAT – box. Ζ αλάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο ην ππνινγηζηηθφ πξφγξακκα TSSP / Prediction of PLANT Promoters 

(RegSite Plant DB, Softberry Inc.). 

 

 

3.1.1 Υαξαθηεξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο πνπ θσδηθνπνηείηαη από ην γνλίδην 

Αt5g48310 ζην Arabidopsis thaliana. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί in silico ε πξσηεΐλε πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην 

γνλίδην Αt5g48310, πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο ηεο. Ζ 

αλάιπζε BLAST απνθάιπςε φηη ε πξσηεΐλε πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην, είλαη 

κηα κε ραξαθηεξηζκέλε πξσηεΐλε (Δηθφλα 3.3). Παξνπζίαζε νκνηφηεηα ζε 

αιιεινπρία ακηλνμέσλ, κεηαμχ άιισλ κε κηα ππνζεηηθή πξσηεΐλε ζην Arabidopsis 

lyrata (91%), κε κηα ζπληεξεκέλε ππνζεηηθή πξσηεΐλε ζην Ricinus communis (92%), 

κε πξσηεΐλε ζην Vitis vinifera (99%), κε πξσηεΐλε ζην Populus trichocarpa (99%), 

κε πξσηετληθφ πξντφλ ζην Vitis vinifera (76%), κε πξσηεΐλε ζην Oryza sativa (74%), 

ζηε Selaginella moellendorffii (76%), ζηε Physcomitrella patens (75%), ζην 

Sorghum bicolor (69%). 
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Sequences producing significant alignments: 

  
Score 

(Bits) 

NP_199642.1 
At5g48310 [Arabidopsis 

thaliana]  
2393 

XP_002865626.1 

 

hypothetical protein 

ARALYDRAFT_917723 

[Arabidopsis lyrata subsp. 

lyrata]  

1906 

XP_002524561.1 
conserved hypothetical 

protein [Ricinus communis] 
1348 

XP_002266311.1 
PREDICTED: hypothetical 

protein [Vitis vinifera] 
1330 

XP_002321215.1 
predicted protein [Populus 

trichocarpa] 
1314 

CBI28492.3 
unnamed protein product 

[Vitis vinifera] 
1288 

EEC72685.1 
hypothetical protein 

OsI_06252 [Oryza sativa 

Indica Group] 

950 

EEE56503.1 

 

hypothetical protein 

OsJ_05771 [Oryza sativa 

Japonica Group] 

950 

XP_002970473.1 

hypothetical protein 

SELMODRAFT_93144 

[Selaginella 

moellendorffii] 

874 

XP_001765126.1 

 

predicted protein 

[Physcomitrella patens 

subsp. patens] 

862 

NP_194192.2 

 

uncharacterized protein 

[Arabidopsis thaliana] 

At4g24610 

 

808 

XP_002453483.1 
hypothetical protein 

SORBIDRAFT_04g006710 

[Sorghum bicolor] 

792 

NP_201347.2 

 

uncharacterized protein 

[Arabidopsis thaliana] 

At5g65440  

678 

 

Δηθόλα 3.3 Ζ αλάιπζε BLAST γηα ηελ πξσηεΐλε πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην 

At5g48310. Παξνπζηάδνληαη νη πξψηεο 13 πξσηεΐλεο πνπ εκθαλίδνπλ ηε κεγαιχηεξε 

νκνινγία. Μεηαμχ απηψλ θαη νη νκφινγεο ηνπ πξσηεΐλεο, ησλ γνληδίσλ At4g24610 θαη 

At5g65440 ηνπ Arabidopsis thaliana. 

 

 

Με βάζε ηελ επζπγξάκκηζε νιφθιεξνπ ηνπ κήθνπο ηεο αιιεινπρίαο ησλ 

ακηλνμέσλ ησλ πξσηετλψλ πνπ παξνπζίαζαλ ηε κεγαιχηεξε νκνηφηεηα, κε ηε κέζνδν 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15238936?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#15238936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297795483?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#297795483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255567160?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#255567160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225447444?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#225447444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224131938?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#224131938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296085077?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#296085077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218190258?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#218190258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222622371?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#222622371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302774112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#302774112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168025207?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#168025207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/334186889?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=22&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#334186889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242064388?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=26&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#242064388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22328069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=31&RID=9YP12NV4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#22328069
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COBALT, δεκηνπξγήζεθε θπινγελεηηθφ δέληξν γηα λα εμεηαζηεί ε εμειηθηηθή ηνπο 

ζρέζε (Δηθφλα 3.4). Όπσο θαίλεηαη θαη ζην θπινγελεηηθφ δέληξν ε πξσηεΐλε 

At5g48310, νκαδνπνηείηαη ζε θνηλφ ππνθιάδν κε άιιεο κε ραξαθηεξηζκέλεο 

πξσηεΐλεο απφ ην Arabidopsis thaliana. Ο θχξηνο θιάδνο πεξηείρε επίζεο πξσηεΐλεο 

απφ ην Arabidopsis thaliana, ην Arabidopsis lyrata, ην Ricinus communis, ην Vitis 

vinifera, ην Populus trichocarpa, ην Sorghum bicolor, πξσηεΐλεο απφ ην Oryza sativa, 

ηε Physcomitrella patens, ηε Selaginella moellendorffii. ε δηαθνξεηηθφ θιάδν 

νκαδνπνηήζεθαλ ππνζεηηθέο πξσηεΐλεο απφ ηε Chlorella variabilis θαη ην 

Chlamydomonas reinharditii ελψ άιινο θιάδνο πεξηείρε κηα πξσηεΐλε απφ ην 

Ostreococcus lucimarinus. 

Ζ πξσηνηαγήο αλάιπζε ηεο πξσηεΐλεο κε πξφγξακκα ηνπ ExPASy αλέδεημε ην 

κνξηαθφ ηεο βάξνο MW= 131658.9 θαη ην ηζνειεθηξηθφ ηεο ζεκείν pI= 5,72. Σέινο, 

γηα λα εξεπλεζεί ν πηζαλφο ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο ηεο πξσηεΐλεο, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα ππνινγηζηηθά πξνγξάκκαηα φπσο ην PSORT θαη ην 

WolfPSORT. Ζ πξφβιεςε ησλ παξαπάλσ πξνγξακκάησλ ππέδεημε φηη ε πξσηεΐλε 

πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην At5g48310 πηζαλφλ λα εδξάδεη ζηελ πιαζκαηηθή 

κεκβξάλε. 

 

 

3.2 Μειέηε ηεο αλαπηπμηαθήο έθθξαζεο ηνπ At5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana.  

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ην αλαπηπμηαθφ πξφηππν έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ 

At5g48310 ηνπ Arabidopsis thaliana απνκνλψζεθε νιηθφ RNA απφ ηζηνχο Columbia 

ζε δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα, κε ηε κέζνδν ηεο θαηλφιεο θαη ζηε ζπλέρεηα 

κεηαηξάπεθε ζε cDNA κε ηε κέζνδν ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο (βιέπε πιηθά θαη 

κέζνδνη, παξ. 2.9.3). Δπαθνινχζεζε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR), κε 

κήηξα ην κνλφθισλν cDNA θαη εθθηλεηέο ηνπο S48310-F1 θαη S48310-R1. Καηά ηε 

ζπγθεθξηκέλε PCR αληίδξαζε ε αξρηθή απνδηάηαμε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 94
 o

C 

γηα 2 ιεπηά θαη αθνινχζεζαλ 40 θχθινη ζηνπο νπνίνπο γηλφηαλ επαλαδηάηαμε ζηνπο 

57 
o
C γηα 30 δεπηεξφιεπηα, ελψ ε επηκήθπλζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 72 

o
C γηα 1 

ιεπηφ. Ζ ηειηθή επηκήθπλζε έγηλε ζηνπο 72 
o
C γηα 7 ιεπηά.  
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Δηθόλα 3.4 Φπινγελεηηθή αλάιπζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην 

At5g48310 θαη ησλ νκφινγσλ ηεο απφ δηάθνξνπο νξγαληζκνχο κε βάζε ηελ επζπγξάκκηζε 

COBALT νιφθιεξνπ ηνπ κήθνπο ηεο αιιεινπρίαο ησλ ακηλνμέσλ ησλ πξσηετλψλ. Με 

θφθθηλν βέινο ππνδεηθλχεηαη ε ππφ εμέηαζε πξσηεΐλε.  
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Σν αλακελφκελν πξντφλ ήηαλ κεγέζνπο 582 βάζεσλ. Ζ αλάιπζε ζε πήθησκα 

αγαξφδεο 1,25% θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 3.5. Σν γνλίδην At5g48310 εθθξάδεηαη ζε 

κεγάιν βαζκφ ζηηο ηαμηαλζίεο θαη ζε κηθξφηεξν ζηνπο βιαζηνχο, ζηα άλζε θαη ζηα 

λεαξά θπηά, ελψ δελ εθθξάδεηαη θαζφινπ ζηηο θαξπνηαμίεο (γνληκνπνηεκέλεο 

ζπεξκαηηθέο βιάζηεο). Σν έληνλν ζήκα ζηηο ηαμηαλζίεο νθείιεηαη ζηνπο 

αλαπηπζζφκελνπο βιαζηνχο. 

 

 

Δηθόλα 3.5 Πξντφλ PCR κε κήηξα cDNA απφ θπηηθφ ηζηφ 1 κέξα κεηά ηε βιάζηεζε (1d), 3 

(3d), 7 (7d) θαη 10 (10d) εκέξεο αληίζηνηρα, πξσηνγελνχο (PS) θαη δεπηεξνγελνχο (SS) 

βιαζηνχ, λεαξά - θιεηζηά άλζε (CF), ψξηκα - αλνηθηά άλζε (OF), ηαμηαλζίεο (IF) θαη 

θαξπνηαμίεο (SQ). Παξαηεξείηαη έληνλε έθθξαζε ζηηο ηαμηαλζίεο θαη ζηνπο βιαζηνχο. 

 

 

3.3 Ηζηνεηδηθή κειέηε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ηνπ Arabidopsis 

thaliana in planta. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε ηζηνεηδηθή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 in 

planta, ηκήκα ηεο 5΄ ξπζκηζηηθήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ άλσζελ ηνπ θσδηθνλίνπ 

ATG, θισλνπνηήζεθε ζηνλ εηδηθφ πιαζκηδηαθφ θνξέα pCAMBIA 1301 αλαξξντθά 

ηνπ γνληδίνπ ηεο β-γινπθνπξνληδάζεο (GUS). Πην ζπγθεθξηκέλα, ην ηκήκα ησλ 1250 

δεπγψλ βάζεσλ πνπ πεξηείρε θαη ηνλ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ εληζρχζεθε κε ηε 

βνήζεηα ηνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ 48310pGusF θαη 48310pGusR θαη θισλνπνηήζεθε 

ζην θνξέα pCAMBIA 1301 κε κεηαγξαθηθή ζχληεμε αλαξξντθά ηνπ γνληδίνπ ηεο β-

γινπθνπξνληδάζεο (GUS). 

Ζ ελίζρπζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ηκήκαηνο DNA έγηλε κε αληίδξαζε Touchdown 

PCR. Οη ζπλζήθεο αλαθέξζεθαλ ζηα πιηθά θαη κέζνδνη παξάγξαθν 2.9.2. Ζ αλάιπζε 

ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 3.6. Απηφ ην πξντφλ αθνχ 

πξνεγνπκέλσο θαζαξίζηεθε απφ ην πήθησκα, ππνβιήζεθε ζε πέςε κε ηα έλδπκα 



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

60 

πεξηνξηζκνχ BamHI θαη NcoI. Καη ν πιαζκηδηαθφο θνξέαο pCAMBIA 1301 έπξεπε 

φκσο λα απνκνλσζεί απφ ηα θχηηαξα E.coli κε ηε κέζνδν ηεο αιθαιηθήο ιχζεο 

(Δηθφλα 3.7) θαη λα ππνζηεί πέςε κε ηα ίδηα έλδπκα. 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.6 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% ηνπ εληζρπκέλνπ ηκήκαηνο ηνπ DNA απφ 

ηελ TD – PCR (Touchdown PCR). Ωο δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ (ΜΒ) ζηηο εηθφλεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ν 1Kb DNA Ladder. Οη αξηζκνί αξηζηεξά ηεο θσηνγξαθίαο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηα ζρεηηθά κνξηαθά βάξε ησλ αληίζηνηρσλ δσλψλ ζε δεχγε βάζεσλ (bp). Ζ 

δψλε ηνπ 1,1 Kb ππνδεηθλχεη ηελ χπαξμε ηνπ επηζπκεηνχ ηκήκαηνο DNA ηνπ At5g48310. 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.7 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% ηνπ άθνπνπ πιαζκηδίνπ pCAMBIA 1301 

(12.000 Kb).  
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Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο θαζψο θαη ην επηζπκεηφ DNA απνκνλψζεθαλ θαη 

θαζαξίζηεθαλ απφ ην πήθησκα αγαξφδεο φπσο πεξηγξάθεθε λσξίηεξα ζηελ 

παξάγξαθν 2.6 (Δηθφλα 3.8). Αθνινχζεζε ελνπνίεζε ησλ ηκεκάησλ θαη ν 

αλαζπλδπαζκέλνο πιαζκηδηαθφο θιψλνο πνπ πξνέθπςε κεηαζρεκάηηζε δεθηηθά 

βαθηεξηαθά θχηηαξα E.coli (DH5a). Γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο εηζαγσγήο ηνπ 

ηκήκαηνο DNA (έλζεηνπ) ηνπ πιαζκηδηαθνχ θιψλνπ ζην βαθηήξην E.coli, 

εθαξκφζηεθε ε κέζνδνο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο ζε απνηθίεο E.coli 

(Colony PCR) πνπ αλαθέξζεθε ζηελ παξάγξαθν 2.9.1 (Δηθφλα 3.9). 

 

 

 

Δηθόλα 3.8 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% ηνπ ηκήκαηνο DNA θαη ηνπ πιαζκηδηαθνχ 

θνξέα pCAMBIA 1301 πνπ ελνπνηήζεθαλ, κεηά απφ θαζαξηζκφ ησλ δσλψλ ηνπο απφ ην 

πήθησκα ηεο αγαξφδεο. Οη δψλεο αλ θαη αρλέο ππνδεηθλχνπλ ηελ επηηπρή απνκφλσζε ησλ 

παξαπάλσ απφ ην πήθησκα. 

 

 

Σν πιαζκηδηαθφ DNA (12.000 Kb) απνκνλψζεθε (Δηθφλα 3.10) θαη ππέζηε 

πέςε κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ BamHI θαη NcoI (Δηθφλα 3.11) πξνθεηκέλνπ λα 

πηζηνπνηεζεί ε χπαξμε ηνπ ζσζηνχ έλζεηνπ πνπ απνηειεί ην ηκήκα ηνπ ππνθηλεηή 

πνπ εληζρχζεθε. Καηά απηφ ηνλ ηξφπν πξνέθπςε θαηαζθεπή πνπ πεξηείρε ηελ πηζαλή 

πεξηνρή ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ At5g48310 αλαξξντθά ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο 

ηεο β-γινπθνπξνληδάζεο. ηελ Δηθφλα 3.12 παξνπζηάδεηαη δηαγξακκαηηθά, ε 

θαηαζθεπή πνπ δεκηνπξγήζεθε ζην θνξέα pCAMBIA 1301 ζηνλ νπνίν έρεη 
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θισλνπνηεζεί ηκήκα ηεο ξπζκηζηηθήο πεξηνρήο - ππνθηλεηήο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 

(1250 δ.β.). 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.9 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ηεο χπαξμεο ηνπ ζσζηνχ έλζεηνπ, θαηά ηελ 

εηζαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ θιψλνπ pCAMBIA 1301 - pGUS 48310 ζε δεθηηθά 

βαθηεξηαθά θχηηαξα E.coli (DH5a). Ζ αλίρλεπζε έγηλε ζε πέληε απνηθίεο E.coli, κε ηελ 

αληίδξαζε ηεο Colony PCR, νη νπνίεο θαη έδσζαλ ηελ επηζπκεηή δψλε. 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.10 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ηνπ πιαζκηδηαθνχ θιψλνπ pCAMBIA 1301 - 

pGUS 48310 κεηά απφ απνκφλσζε απφ δχν πγξέο θαιιηέξγεηεο (ΚΑΛ 1 θαη ΚΑΛ 3) 

ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB κε αληηβηνηηθφ (θαλακπθίλε).  
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Δηθόλα 3.11 Αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ηεο αληίδξαζεο πέςεο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ 

pCAMBIA 1301 - pGUS 48310 (ΚΑΛ 3) κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ BamHI θαη NcoI. 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.12 Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο pCAMBIA 1301 ζηνλ νπνίν έρεη θισλνπνηεζεί ηκήκα 

ηεο ξπζκηζηηθήο πεξηνρήο - ππνθηλεηήο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 αλαξξντθά ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο ηεο β-γινπθνπξνληδάζεο.. Οη εθθηλεηέο ζπκβνιίδνληαη κε gus 1 θαη gus 2. Σα βέιε 

δείρλνπλ ηε ζέζε ηεο πνιπθισλνπνίεζεο. Οη ξπζκηζηηθέο αθνινπζίεο (φπσο νη ππνθηλεηέο) 

θαίλνληαη κε βέιε καχξνπ ρξψκαηνο θαη κε άζπξν νη θσδηθέο πεξηνρέο. hpt II = πγξνκπθίλε, 

MCS = ζέζε πνιπθισλνπνίεζεο, laczα = ππνκνλάδα βαθηεξηαθήο ιαθηάζεο, uid A = β - 

γινπθνπξνληδάζε, NOS = ζπλζάζε ηεο λνπαιίλεο.  
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Με ηελ θαηαζθεπή ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα κεηαγξαθηθήο ζχληεμεο ηεο 

Δηθφλαο 3.12 κεηαζρεκαηίζηεθαλ θπηά Arabidopsis thaliana κε ηε βνήζεηα ηνπ 

Agrobacterium tumefaciens. ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά (Σ2) γεληάο πνπ πξνέθπςαλ 

έγηλε ρξψζε ζε δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα θαη ηζηνχο κε X-Gluc (βιέπε Τιηθά θαη 

Μέζνδνη παξάγξαθν 2.13). ηελ Δηθφλα 3.13 παξνπζηάδεηαη ε ηζηνεηδηθή έθθξαζε 

ηεο θαηαζθεπήο pGUS 48310 ζε δηάθνξνπο ηζηνχο δηαγνληδηαθψλ θπηψλ Arabidopsis 

thaliana. Σν πξφηππν έθθξαζεο πεξηνξίζηεθε ζε αλνηθηά άλζε θπηψλ. Μεγάιε 

έθθξαζε ζηηο ηαμηαλζίεο. ε λεαξά θπηά 3 εκεξψλ κεγάιε έθθξαζε εληνπίζηεθε 

ζηνλ θεληξηθφ θχιηλδξν ηεο ξίδαο θαη ζην ππνθφηπιν, ελψ κηθξή έθθξαζε ππήξρε 

ζην αθξαίν κεξίζησκα ηεο ξίδαο θαη ηηο θνηπιεδφλεο. ε θπηά πνπ βξίζθνληαλ ζηελ 

αλαπαξαγσγηθή θάζε εκθαλίζηεθε έληνλε έθθξαζε ζε φιν ην αγγεηαθφ ζχζηεκα ηνπ 

βιαζηνχ, ησλ θχιισλ, ζηα πέηαια θαη ζηα ζέπαια ησλ αλζέσλ. Καζφινπ έθθξαζε 

ζηηο γνληκνπνηεκέλεο ζπεξκαηηθέο βιάζηεο (θαξπνηαμίεο) θαη ζηνπο αλζήξεο. 

 

 

3.4 Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ζην Arabidopsis 

thaliana. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε ιεηηνπξγία ηνπ γνληδίνπ in planta, θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana θξίζεθε ζθφπηκν λα 

εμεηαζηνχλ κεηαιιαγκέλεο ζεηξέο θπηψλ γηα ην ππφ εμέηαζε γνλίδην θαζψο θαη γηα ηα 

νκφινγα πξνο απηφ γνλίδηα. Γηα ην ζθνπφ απηφ απνθηήζεθαλ κεηαιιαγκέλα 

ζπέξκαηα ηνπ θπηνχ Arabidopsis, απφ ην δηαδηθηπαθφ ηφπν ηεο SIGnAL (Salk 

Institute Genomic Analysis Laboratory), ηα νπνία πεξηείραλ έλζεζε T-DNA ζηελ 

θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ At5g48310. ηνλ Πίλαθα 3.1 παξνπζηάδνληαη νη 

θσδηθέο νλνκαζίεο ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζεηξψλ (Salk lines) πνπ απνθηήζεθαλ θαζψο 

θαη ην αληίζηνηρν γνλίδην ζην νπνίν είρε γίλεη ε έλζεζε ηνπ T-DNA. 

 

 

3.4.1 Φαηλνηππηθή αλάιπζε κεηαιιαγκέλσλ ζεηξώλ ζην Arabidopsis thaliana. 

 

Σα κεηαιιαγκέλα απηά ζπέξκαηα ησλ ζεηξψλ πνπ θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.1, 

ζηξψζεθαλ ζε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα MS θαη έγηλε επηινγή ζε ζξεπηηθφ MS κε 

αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε (Δηθφλα 3.14).  
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Δηθόλα 3.13 Ηζηνεηδηθή έθθξαζε ηνπ At5g48310 γνληδίνπ, At48310-PROM-GUS ζε δηάθνξνπο ηζηνχο 

θαη ζε δηαθνξεηηθέο ζεηξέο δηαγνληδηαθψλ θπηψλ Arabidopsis thaliana. 1), 2) Αληηπξνζσπεπηηθφ 

πξφηππν έθθξαζεο ζε νιφθιεξα θπηά 2 θαη 3 εκεξψλ, 3) πξσηνγελήο ξίδα θαη πιάγηεο ξίδεο, 4) 

αθξαίν κεξίζησκα βιαζηνχ, λέα θχιια, 5) θπηφ 11 εκεξψλ, έθθξαζε ζην ππνθφηπιν, 6) θιεηζηφο 

αλζφο, αγγεηαθφ ζχζηεκα ηνπ βιαζηνχ, 7) αλνηθηφο αλζφο, δηαθξίλεηαη ην πξφηππν έθθξαζεο ζηα 

αγγεία ησλ πεηάισλ θαη 8) ζηηο ψξηκεο ζπεξκαηηθέο βιάζηεο (θαξπνηαμίεο) δελ ππήξρε έθθξαζε.  

1 

8 7 

6 
5 

4 3 

2 
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Πίλαθαο 3.1 Σα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε Arabidopsis thaliana πνπ έθεξαλ έλζεζε T-DNA. 

 

Salk line Γνλίδην ην νπνίν έρεη ηελ έλζεζε T-DNA 

032782.19.90 (Ν2) At5g48310 ππνθηλεηήο 

134597.42.05 (Ν7) At5g48310 θσδηθή πεξηνρή 

134598.25.50 (Ν8) At5g48310 θσδηθή πεξηνρή  

106731.51.70.x At4g24610  

112759C At5g65440  

021272C At5g65440  

WiscDsLox477-480C5 At4g24610 

 

 

Δηθόλα 3.14 Βιαζηάλνληα ζπέξκαηα κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ Arabidopsis thaliana, 

επηζηξσκέλα ζε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα επηινγήο MS, παξνπζία 50 κg/ml θαλακπθίλεο. Α), Β) 

Σα βέιε ππνδεηθλχνπλ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα πνπ έδσζαλ θπζηνινγηθά θπηά 

(ζθνχξν πξάζηλν ρξψκα) θαη ήηαλ αλζεθηηθά ζην αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε. Σα κε 

κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά είραλ ρξψκα ππνθίηξηλν θαη λεθξψλνληαλ κεηά απφ 10 εκέξεο ζην 

ππφζηξσκα επηινγήο. Γ) Λεπηνκέξεηα ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ.  
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Σν κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο Ν2 είρε 15% αλζεθηηθφηεηα (5/33), ην Ν7 είρε 12,5% 

αλζεθηηθφηεηα (5/40) θαη ην Ν8 75% αλζεθηηθφηεηα (15/20). 

 

 

3.4.2 Γνλνηππηθή αλάιπζε κεηαιιαγκέλσλ ζεηξώλ ζην Arabidopsis thaliana. 

 

Απφ ηα θπηά πνπ κεηαθέξζεθαλ ζην ρψκα θαη είρε γίλεη αξρηθά επηινγή κε 

θαλακπθίλε, έγηλε απνκφλσζε γνληδησκαηηθνχ DNA κε ηε κέζνδν CTAB ηεο 

παξαγξάθνπ 2.2 (Δηθφλα 3.15). Γηα ηελ εχξεζε νκφδπγσλ θαη εηεξφδπγσλ θπηψλ σο 

πξνο ηελ έλζεζε, ην DNA απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο ψζηε λα εληζρπζεί ε αγξίνπ ηχπνπ - WT δψλε 

(1100 δ. β.) (Δηθφλα 3.16) θαη ε έλζεζε - LB (636 δ. β.) απφ ηα θπηά (Δηθφλα 3.17). 

Έηζη ζρεδηάζηεθε θαη παξαγγέιζεθε έλα δεχγνο εθθηλεηψλ γηα ηα θπηά ηεο Ν7 θαη 

Ν8 ζεηξάο. Με ηα θπηά ηεο Ν2 ζεηξάο δελ έγηλαλ πεξαηηέξσ πεηξάκαηα. 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.15 Απνκφλσζε γνληδησκαηηθνχ DNA απφ 4 δηαθνξεηηθά θπηά Ν8 ζεηξάο κε ηε 

κέζνδν CTAB. 

 

 

Έηζη απφ ηηο αληηδξάζεηο PCR, φπσο θαίλεηαη θαη ζηηο Δηθφλεο 3.16 θαη 3.17, 

πξνέθπςαλ 3 εηεξφδπγα Ν8 θπηά θαη 6 νκφδπγα απφ ηα Ν7. Απφ ηα θπηά απηά 
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ζπιιέρζεθαλ ζπέξκαηα θαη επηζηξψζεθαλ ζε ζξεπηηθφ πιηθφ MS θαη ζε ππφζηξσκα 

επηινγήο κε θαλακπθίλε (κφλν ηα Ν8). 

 

 

 

Δηθόλα 3.16 Πξντφλ αληίδξαζεο PCR γηα ηελ εχξεζε ηεο αγξίνπ ηχπνπ δψλεο. Φαίλεηαη ν 

ζρεκαηηζκφο ηεο δψλεο 1100 δ.β. Οη πέληε πξψηεο δψλεο είλαη αληηπξνζσπεπηηθέο ησλ θπηψλ 

ηεο Ν8 ζεηξάο (εηεξφδπγα). Οη ακέζσο επφκελεο είλαη ησλ θπηψλ ηεο Ν7 ζεηξάο (νκφδπγα). Ο 

κάξηπξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ν High range ladder. 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.17 Πξντφλ αληίδξαζεο PCR γηα εχξεζε ηεο έλζεζεο. Οη δψλεο πνπ θαίλνληαη είλαη 

636 δ.β. θαη απεηθνλίδνπλ ηα νκφδπγα θπηά ηεο Ν7 ζεηξάο. Ο κάξηπξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

ήηαλ ν Hind III/EcoRI ladder. 

 

 

ηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθαλ ζην ρψκα ρσξίο θαλέλα θαηλφηππν. Σα Ν8-1 θαη 

ηα Ν8-3 ήηαλ αλζεθηηθά ζηελ θαλακπθίλε. Δπαθνινχζεζε απνκφλσζε DNA απφ 

ηνπο απνγφλνπο ησλ Ν7-1, Ν7-2, Ν7-3, απφ ην Ν8-1 θαη ην Ν8-2. Σν DNA, απφ ηα 



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

69 

θχιια ηεο ξνδέηαο θαη ην δεχγνο ησλ εθθηλεηψλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε αληηδξάζεηο 

PCR. Δπηιέρζεθαλ 4 θπηά απφ ηελ θάζε κηα ζεηξά ησλ παξαπάλσ Ν7-1, Ν7-2, Ν7-3, 

12 θπηά απφ ην Ν8-1 θαη 8 θπηά απφ ην Ν8-2. Απφ ηηο PCR αληηδξάζεηο πξνέθπςαλ 

δχν θπηά νκφδπγα, ηα Ν7-1-4 θαη Ν7-2-1, ηα νπνία θαη έδσζαλ κπάληα έλζεζεο 

(Δηθφλα 3.18). Απφ ηα Ν8-2, έλα θπηφ ήηαλ αγξίνπ ηχπνπ (WT) θαη 7 εηεξφδπγα. Καη 

απφ ηα Ν8-1 ππήξραλ 5 εηεξφδπγα θπηά. 

 

 

 

Δηθόλα 3.18 Πξντφλ αληίδξαζεο PCR γηα ηελ εχξεζε ηεο έλζεζεο. Οη δψλεο πνπ θαίλνληαη 

είλαη 636 δ.β. θαη απεηθνλίδνπλ ηα νκφδπγα θπηά ηεο Ν7 ζεηξάο. Ο κάξηπξαο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ν Hind III/EcoRI ladder. 

 

 

Δπηπιένλ επηζηξψζεθαλ ζε ζξεπηηθφ πιηθφ MS νη ζεηξέο ησλ νκφινγσλ 

γνληδίσλ πνπ θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.1. Μεηαθπηεχηεθαλ ζην ρψκα θαη 

ζρεδηάζηεθε έλα δεχγνο εθθηλεηψλ γηα ην θάζε γνλίδην, νη 5g65440 F9, 5g65440 R9 

θαη 5g65440 F2, 5g65440 R2. Έγηλε απνκφλσζε γνληδησκαηηθνχ DNA απφ 15 θπηά 

ζπλνιηθά. Απφ ηελ αλάιπζε δελ πξνέθπςε θαλέλα νκφδπγν θπηφ, νχηε 

παξαηεξήζεθε θάπνηνο θαηλφηππνο κε απνηέιεζκα λα ζηακαηήζεη ε πεξαηηέξσ 

αλάιπζε απηψλ. 

 

 

3.4.3 Αλάιπζε δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ ζην Arabidopsis thaliana κε ηελ αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT – PCR). 

 

Απνκνλψζεθε RNA, κε ηε κέζνδν ηεο θαηλφιεο (βιέπε παξάγξαθν 2.3), απφ 

άλζε Columbia θαη απφ ηα Ν7-1-4, Ν7-2-1, Ν8-1-11. ηε ζπλέρεηα 
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πξαγκαηνπνηήζεθε ε αληίδξαζε ηεο DΝάζεο Η, ψζηε λα θαηαζηξαθεί ην DNA πνπ 

είρε απνκνλσζεί θαηά ηελ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA. Σν νιηθφ RNA, ειεχζεξν 

απφ DNA, κεηαγξάθεθε αλάζηξνθα, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ PrimeScript 
TM

 

Αλάζηξνθε κεηαγξαθάζε θαη ηνλ εθθηλεηή Oligo dT17. Με απηφλ ηνλ ηξφπν 

δεκηνπξγήζεθαλ κνλφθισλα cDNAο, ηα νπνία αληηζηνηρνχζαλ ζηα γνλίδηα πνπ 

εθθξάζηεθαλ ζην Arabidopsis thaliana, αθνχ ν εθθηλεηήο ήηαλ ζπκπιεξσκαηηθφο κε 

ηελ polyA
+ 

νπξά ησλ mRNAο. Δπαθνινχζεζε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο, 

κε κήηξα ην κνλφθισλν cDNA θαη εθθηλεηέο ηνπο 18SRNA-F θαη 18SRNA-R αξρηθά 

γηα ηζνζηάζκηζε (ζηαληάξηζκα) ησλ πνζνηήησλ θαη ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

νη S48310-F θαη S48310-R . 

Όηαλ ηα πξντφληα ηεο RT - PCR αλαιχζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο 0,8% κηα 

δψλε έληνλα δηαθξηηή εκθαλίζηεθε ζην control θαη ζην Ν8-1-11. Σν κεηαγξάθεκα 

ζην εηεξφδπγν Ν8-1-11 ήηαλ ιηγφηεξν απφ εθείλν ζην control. ηα Ν7-1-4 θαη Ν7-2-1 

δελ παξάρζεθε θαζφινπ (Δηθφλα 3.19), γεγνλφο πνπ επηβεβαίσζε ηελ νκνδπγσηία ησλ 

δηαγνληδηαθψλ θπηψλ ηεο Ν7 ζεηξάο. 

 

 

 

Δηθόλα 3.19 Αλάιπζε ησλ πξντφλησλ ηεο RT - PCR (άλσ) θαη ηα αληίζηνηρα RNA απηψλ 

(θάησ κέξνο εηθφλαο). Σν C (control) αληηζηνηρεί ζηα θπηά αγξίνπ ηχπνπ. ηα Ν7-1-4 θαη 

Ν7-2-1 δελ παξάρζεθε θαζφινπ κεηαγξάθεκα.  
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3.5 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 παξνπζία ρεκηθώλ νπζηώλ πνπ πξνθαινύλ 

θπηηαξηθό ζάλαην. 

3.5.1 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 παξνπζία ηζνμακπέλ. 

 

χκθσλα κε ηηο κειέηεο πνπ έγηλαλ κε ηε ρξήζε ηνπ Genevestigator ζην 

Arabidopsis thaliana (βιέπε Δηθφλα 1.4), παξαηεξήζεθε κεγάιε έθθξαζε ηνπ ππφ 

εμέηαζε γνληδίνπ ζηε ρεκηθή νπζία ηζνμακπέλ θαη ζηελ ακηλνηξηαδφιε, ζε ζξεπηηθά 

ζπζηαηηθά φπσο ζαθραξφδε θαη γιπθφδε θαη ζε ζπλζήθεο πεξηβαιινληηθήο 

θαηαπφλεζεο. Έηζη θξίζεθε ζθφπηκν λα κειεηεζνχλ πεξαηηέξσ. 

χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο 

ηζνμακπέλ κέζα ζε ηξπβιία ψζηε λα δηαθαλεί ε έθθξαζε ηνπ ππφ αλίρλεπζε 

γνληδίνπ. πέξκαηα, απφ ηα νκφδπγα Ν7-1-4 θαη Ν7-2-1, απφ ην εηεξφδπγν Ν8-1-11 

θαη απφ Columbia, επηζηξψζεθαλ ζε ζεηξά ζε ηξπβιία MS (ηξπβιία ειέγρνπ) θαη MS 

κε πξνζζήθε ηζνμακπέλ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 1 nM θαη 4 nM. Σα ηξπβιία 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε φξζηα ζέζε ψζηε λα παξαηεξεζνχλ επδηάθξηηα ηπρφλ δηαθνξέο 

ζηηο ξίδεο θαη ζην βιαζηφ. Σν πείξακα έγηλε ζε ζπλζήθεο θσηφο θαη ζθφηνπο. ηα 

ηξπβιία πνπ ηνπνζεηήζεθαλ ζην θσο δελ παξαηεξήζεθαλ δηαθνξέο. 

πγθεθξηκέλα ζηα ηξπβιία κε ην ηζνμακπέλ παξαηεξήζεθε γεληθά κεησκέλε 

αλάπηπμε ησλ αξηίβιαζησλ ζπγθξηηηθά κε ηα ηξπβιία ειέγρνπ, ρσξίο φκσο λα 

αληρλεπζνχλ κνξθνινγηθέο δηαθνξέο ζηηο δηαθνξεηηθέο ζεηξέο. Αληηζέησο ζηα 

ηξπβιία ειέγρνπ ζην ζθνηάδη παξαηεξήζεθε δηαθνξά ζην κέγεζνο ηεο ξίδαο. ηα 

νκφδπγα νη ξίδεο ήηαλ κεγαιχηεξεο ελψ ζην εηεξφδπγν ήηαλ ίδηεο κε ηνπ αγξίνπ 

ηχπνπ. 

Γνθηκάζηεθε ε πξνζζήθε θαη κεγαιχηεξεο ζπγθέληξσζεο ηζνμακπέλ. Έηζη 

επηζηξψζεθαλ ζπέξκαηα απφ ηηο παξαπάλσ ζεηξέο ζε ηξπβιία MS (φρη φξζηα) κε 

ηζνμακπέλ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 20 nM. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ ηζνμακπέλ ήηαλ 

απνηξεπηηθή κε απνηέιεζκα λα πξνθιεζεί ζάλαηνο ησλ θπηψλ. 

Λφγσ ηεο κεγάιεο ηνπ ηνμηθφηεηαο δνθηκάζηεθε ε πξνζζήθε ηζνμακπέλ ζε 

αξαηψζεηο 50 pΜ, 5 pΜ, 0,5 pΜ. Παξαηεξήζεθε φηη αλάπηπμε ππήξρε κφλν ζην 

ηξπβιίν κε ζπγθέληξσζε 0,5 pΜ, αλ θαη θαηλνηππηθά δελ ππήξραλ δηαθνξέο αλάκεζα 

ζην νκφδπγν θαη ζην αγξίνπ ηχπνπ. 

Έηζη θξίζεθε ζθφπηκν ηα πεηξάκαηα λα ζπλερηζηνχλ ζην ρψκα θαη ζε δνρεία 

(pots) φπνπ θπηεχηεθαλ 150 ζπέξκαηα απφ ηελ θάζε ζεηξά. Αθνχ βιάζηεζαλ, ζηα 

θπηά πιένλ, έγηλε ςεθαζκφο κε ηζνμακπέλ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 0,2 nM, 1 nM, 2nM 
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θαη 4 nM, αλά δχν εκέξεο έσο φηνπ αλαζηαιεί ε αλάπηπμε ηνπο, νπφηε θαη 

ζηακάηεζε ν ςεθαζκφο. Απφ απηφ ην ζεκείν θαη κεηά μεθίλεζε ε επαλάθακςε ηνπο 

θαη κεηά απφ δηάζηεκα δχν εβδνκάδσλ έγηλε ε θσηνγξάθεζε ηνπο (Δηθφλα 3.20). Σν 

απνηέιεζκα ήηαλ ηα νκφδπγα θπηά ηεο Ν7 ζεηξάο λα εκθαλίδνληαη ιηγφηεξν 

επαίζζεηα ζην ηζνμακπέλ, ελψ ηα εηεξφδπγα Ν8 παξνπζίαζαλ κηα ελδηάκεζε 

αλζεθηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ηα Ν7 θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ. 

Αθνινχζεζε έλα δεχηεξν πξσηφθνιιν ζην ρψκα φπνπ ν ςεθαζκφο έγηλε ζε 

αξηίβιαζηα. Υξεζηκνπνηήζεθε δηάιπκα ηζνμακπέλ ζπγθέληξσζεο 2 κΜ γηα ςεθαζκφ 

θάζε δεχηεξε κέξα ηνπ πεηξάκαηνο. πλνιηθά έγηλαλ πέληε ςεθαζκνί. Απνηέιεζκα 

ήηαλ λα παξαηεξεζεί κηα κηθξνχ βαζκνχ αλζεθηηθφηεηα ζηα θπηά ηεο Ν7 ζεηξάο. 

 

 

3.5.2 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 παξνπζία ακηλνηξηαδόιεο. 

 

Ζ ακηλνηξηαδφιε (ΑΣ) είλαη έλαο ηζρπξφο αλαζηνιέαο ηεο ζπλζάζεο ηεο 

θαηαιάζεο, ε νπνία κεηψλεη ηε δξαζηηθφηεηα ηεο θαηαιάζεο θαη πξνθαιεί ελδνγελή 

ζπζζψξεπζε ηνπ ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγφλνπ πνπ ηειηθά νδεγεί ζε θπηηαξηθφ 

ζάλαην. Μπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε νιφθιεξα θπηά κε ςεθαζκφ είηε λα πξνζηεζεί ζην 

ζξεπηηθφ πιηθφ αλάπηπμεο. ηελ παξνχζα εξγαζία, ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ πιηθφ MS 

θαη πξνζζήθε ΑΣ ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 7 κΜ θαη 9 κΜ, επηζηξψζεθαλ 50 

ζπέξκαηα απφ ην νκφδπγν Ν7-2-1 θαη απφ ην WT ρσξίο λα παξαηεξεζεί θαηλνηππηθά 

θακία δηαθνξά ζηελ αλάπηπμή ηνπο. 

 

 

3.6 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζε ζπλζήθεο πδαηηθήο θαηαπόλεζεο. 

 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ επεξεάδεηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ έλα ζπλδπαζκφ 

πεξηβαιινληηθψλ θαηαπνλήζεσλ, φπσο ε πςειή ζεξκνθξαζία, ε μεξαζία ή ε πςειή 

αιαηφηεηα. Σα θπηά πξέπεη λα πξνζαξκφδνληαη ζε απηέο ηηο θαηαπνλήζεηο γηα λα 

επηβηψζνπλ. Οη πξνζαξκνζηηθέο αληηδξάζεηο ζηελ μεξαζία πξέπεη λα ζπληνλίδνληαη 

ζε κνξηαθφ, θπηηαξηθφ θαη θαζνιηθφ θπηηθφ επίπεδν. Ζ μεξαζία πξνθαιεί ηελ 

παξαγσγή ηεο θπηννξκφλεο ΑΒΑ (ακπζηζηθφ νμχ), ε νπνία πξνθαιεί ην θιείζηκν 

ησλ ζηνκάησλ θαη πξνάγεη ηελ έθθξαζε ησλ αληίζηνηρσλ γνληδίσλ γηα ηελ μεξαζία.  
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Δηθόλα 3.20 Έθθξαζε ηνπ Αt5g48310 ζην ρψκα, ζε θπηά 25 εκεξψλ, κεηά απφ ςεθαζκφ κε 

ηζνμακπέλ. Σα νκφδπγα ηεο Ν7 ζεηξάο (Ν7-1-4 πάλσ δεμηά θαη Ν7-2-1 θάησ δεμηά) 

εκθαλίδνληαη ιηγφηεξν επαίζζεηα ζην ηζνμακπέλ, ελψ ηα εηεξφδπγα Ν8 (Ν8-1-11 θάησ 

αξηζηεξά) παξνπζηάδνπλ κηα ελδηάκεζε αλζεθηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ηα Ν7 θαη ηα αγξίνπ 

ηχπνπ (COL πάλσ αξηζηεξά). 
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Πηζηεχεηαη γεληθά φηη νη ξίδεο αληηιακβάλνληαη πξψηα έλα ζήκα μεξαζίαο φηαλ 

ε έιιεηςε λεξνχ θζάλεη ζε έλα ζπγθεθξηκέλν επίπεδν. Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 ζε ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο, φπσο ε μεξαζία, 

αθνινπζήζεθε ην πξσηφθνιιν ηεο παξαγξάθνπ 2.14. 

Καηά ηελ πδαηηθή θαηαπφλεζε αξρηθά, επεξεάζηεθε ε αλάπηπμε ησλ θπηψλ, κε 

απνηέιεζκα λα πεξηνξηζηεί ε βιάζηεζε. Με ηνλ πεξηνξηζκφ ηεο βιάζηεζεο ην θπηφ 

ζεσξείηαη φηη εμνηθνλνκεί λεξφ, ψζηε λα απνθεπρζεί ν θίλδπλνο ηεο αθπδάησζεο 

(Klamkowski and Treder 2006 θαη Xu and Zhou 2008). χκθσλα κε ην πξσηφθνιιν 

ηα δηαγνληδηαθά θπηά εκθαλίζηεθαλ επαίζζεηα ζηελ μεξαζία ζπγθξηηηθά κε ηα WT 

θαη ηα εηεξφδπγα θπηά (Δηθφλα 3.21). 

 

 

3.7 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 παξνπζία ηεο νξκόλεο γηββεξειιίλεο. 

 

Έηζη ζε ηξπβιία ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα, κε ζξεπηηθφ πιηθφ MS θαη 

πξνζζήθε γηββεξειιίλεο (GA) ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 50 κΜ, επηζηξψζεθαλ 50 

ζπέξκαηα. ην έλα ηκήκα ηνπ ηξπβιίνπ ην νκφδπγν Ν7-2-1 θαη ζην άιιν ην 

Columbia. αλ κάξηπξαο-ηξπβιία ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξπβιία κε ζξεπηηθφ 

πιηθφ MS. Ωζηφζν δελ παξαηεξήζεθαλ θαηλνηππηθέο δηαθνξέο. 

 

 

3.8 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 παξνπζία δηαθνξεηηθώλ ζαθράξσλ. 

 

χκθσλα κε ηηο κειέηεο πνπ έγηλαλ κε ηε ρξήζε ηνπ Genevestigator ζην 

Arabidopsis thaliana θαη επεηδή ην ππφ αλίρλεπζε γνλίδην πηζηεχεηαη φηη ζρεηίδεηαη 

κε ηε κεηαθνξά ζαθράξσλ έγηλαλ πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθά ζάθραξα. 

Γηα ην ζθνπφ απηφ εηνηκάζηεθαλ ηξπβιία ζξεπηηθνχ πιηθνχ MS πξνζζέηνληαο  3% 

ζε δηάθνξα ζάθραξα φπσο ζαθραξφδε, γιπθφδε θαη ξακλφδε θαη ζε δηαθνξεηηθέο 

αξαηψζεηο θάζε θνξά (αλαθέξζεθαλ αλαιπηηθά ζηελ παξάγξαθν 2.18). Ωζηφζν δελ 

παξαηεξήζεθαλ ζεκαληηθέο κνξθνινγηθέο δηαθνξέο ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηψλ ζηα 

δηάθνξα ηξπβιία 

 

 

  



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

75 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.21 Έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζε ζπλζήθεο πδαηηθήο θαηαπφλεζεο ζε θπηά 25 

εκεξψλ. Γεμηά θαίλνληαη ηα νκφδπγα δηαγνληδηαθά θπηά Ν7 (πάλσ ην Ν7-2-1 θαη θάησ ην 

Ν7-1-4) ηα νπνία ήηαλ επαίζζεηα ζηελ μεξαζία. Όπσο θαίλεηαη ηα θπηά αγξίνπ ηχπνπ COL 

εκθαλίδνληαη πην αλζεθηηθά. Σα Ν8-1-11 ήηαλ ηα εηεξφδπγα δηαγνληδηαθά θπηά. 

 

  

COL 

N-8-1-11 N-7-2-1 

N-7-1-4 
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 Μηα άιιε πξνζέγγηζε έγηλε ζε ηξπβιία MS ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα 

ζηα νπνία πξνζηέζεθε ζαθραξφδε ή γιπθφδε 1%. Έγηλαλ ζπγθεθξηκέλεο αξαηψζεηο 

(βιέπε Τιηθά θαη Μέζνδνη παξάγξαθνο 2.18) θαη ην θάζε ηκήκα ηνπ ηξπβιίνπ 

επηζηξψζεθε κε ζπέξκαηα Columbia θαη Ν7-2-1 αληίζηνηρα. Παξαηεξήζεθε 

θαιχηεξε αλάπηπμε ζην ηξπβιίν κε ηε ζαθραξφδε ζε αληίζεζε κε εθείλν ηεο 

γιπθφδεο. πγθεθξηκέλα ζηηο αξαηψζεηο 1x θαη 1/100 παξαηεξήζεθε φηη ν αξηζκφο 

θαη ην κέγεζνο ησλ ξηδψλ ήηαλ κεγαιχηεξα ζπγθξηηηθά κε εθείλα ησλ άιισλ 

ηξπβιίσλ. 

ε άιιε πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε αξηίβιαζηα θαη ζε 

ζπλζήθεο ζθφηνπο, ζε ηξπβιία MS ρσξηζκέλα ζε δχν ίζα ηκήκαηα, πξνζηέζεθε 

κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε ζαθραξφδεο θαη ζπγθεθξηκέλα 0,1%. Δπηζηξψζεθαλ κε 

ζπέξκαηα Columbia, Ν7-1-4, Ν7-2-1 θαη Ν8-1-11 ζηε ζεηξά θαη ηνπνζεηήζεθαλ 

φξζηα ζην ζθνηάδη ζε θιίβαλν ειεγρφκελσλ ζπλζεθψλ. πγθεθξηκέλα κεηά απφ 24 

ψξεο θαιχθζεθαλ κε πιαζηηθφ δηάθαλν θαπάθη θαη ηελ 4ε εκέξα μεζθεπάζηεθαλ. 

Παξαηεξήζεθε φηη ην ππνθφηπιν ήηαλ ίδην ζηα θπηά φισλ ησλ ζεηξψλ, αιιά νη ξίδεο 

ζηα νκφδπγα θπηά ήηαλ πην καθξηέο απφ απηέο ησλ εηεξφδπγσλ θαη ησλ Columbia. 

Αληίζηνηρα ζε έλα άιιν πξσηφθνιιν πνπ έγηλε φκσο ζην θσο, ζπέξκαηα 

Columbia, Ν7-1-4, Ν7-2-1 θαη Ν8-1-11 επηζηξψζεθαλ ζε ζξεπηηθφ πιηθφ κε 

ζαθραξφδε 0,05% απηή ηε θνξά. Απνηέιεζκα ήηαλ ηα αγξίνπ ηχπνπ θπηά λα 

εκθαλίδνληαη πην ζζελαξά, κε καθξχηεξεο, πην δπλαηέο θαη ρνληξέο ξίδεο απφ ηα 

αληίζηνηρα δηαγνληδηαθά. 
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Ζ παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία, είρε ζαλ ζθνπφ ηε κνξηαθή θαη ιεηηνπξγηθή 

αλάιπζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 απφ ην Arabidopsis thaliana. Σν ζπγθεθξηκέλν 

γνλίδην είλαη άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο. Γελ είλαη γλσζηφ ην πνπ εληνπίδεηαη θαη πνηα 

είλαη ε ιεηηνπξγία ηνπ. Έηζη γηα απηφλ ην ιφγν θξίζεθε ζθφπηκν θαη ελδηαθέξνλ λα 

κειεηεζεί ε ιεηηνπξγία ηνπ. Αξρηθά αλαιχζεθαλ in silico νη λνπθιενηηδηθέο θαη νη 

ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο ηνπ κε πξνγξάκκαηα επεμεξγαζίαο βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ. 

ηε ζπλέρεηα εθαξκφζηεθαλ κία ζεηξά απφ κνξηαθέο θαη γελεηηθέο πξνζεγγίζεηο, 

αιιά θαη πεηξακάησλ in planta αλάιπζεο δηαγνληδηαθψλ θπηψλ, πξνθεηκέλνπ λα 

απνζαθεληζηεί ν ιεηηνπξγηθφο ξφινο ηνπ γνληδίνπ θαη ηεο πξσηεΐλεο πνπ απηφ 

θσδηθνπνηεί ζηα θπηά.  

Ζ in silico αλάιπζε έδεημε φηη ην γνλίδην At5g48310 (cDNA 3471 δ.β), 

θσδηθνπνηεί κία πξσηεΐλε 1156 ακηλνμέσλ. Σν γνλίδην παξνπζηάδεη νκνινγία κε έλαλ 

αξηζκφ πξσηετλψλ απφ θπηηθνχο επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο. Μεγαιχηεξε νκνινγία 

εκθαλίδεη κε κηα πξσηεΐλε ζην Vitis vinifera (99%) θαη κε κηα πξσηεΐλε ζην Populus 

trichocarpa (99%). Όπσο θαίλεηαη θαη ζην θπινγελεηηθφ δέληξν (Δηθφλα 3.4) ε 

πξσηεΐλε At5g48310, νκαδνπνηείηαη ζε θνηλφ ππνθιάδν κε άιιεο κε 

ραξαθηεξηζκέλεο πξσηεΐλεο απφ ην Arabidopsis thaliana. Ο θχξηνο θιάδνο πεξηέρεη 

επίζεο πξσηεΐλεο απφ ην Arabidopsis thaliana, ην Arabidopsis lyrata, ην Ricinus 

communis, ην Vitis vinifera, ην Populus trichocarpa, ην Sorghum bicolor, πξσηεΐλεο 

απφ ην Oryza sativa, ηελ Physcomitrella patens, ηε Selaginella moellendorffii, 

ππνδειψλνληαο έηζη κία θνηλή εμειηθηηθή πνξεία θαη πηζαλψο ιεηηνπξγία. 

ην Arabidopsis thaliana εληνπίζηεθαλ δχν νκφινγεο αθνινπζίεο, ε At5g65440 

θαη ε At4g24610. Παξφια απηά φκσο θαη δεδνκέλεο ηεο ζηελήο θπινγελεηηθήο 

ζρέζεο ηνπο, ε πηζαλή εκπινθή ησλ νκφινγσλ απηψλ γνληδίσλ θαη ε κε εθδήισζε 

θαηλνηχπνπ δελ κπνξεί λα απνθιεηζηεί θαη ρξήδεη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο. 

Ζ αλάιπζε κε πξνγξάκκαηα επεμεξγαζίαο βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ, γηα ηελ 

πηζαλή ηνπνινγία ηεο πξσηεΐλεο At5g48310 αλέδεημε ηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε σο 

πηζαλφ νξγαλίδην ζην νπνίν εληνπίδεηαη ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε. Παξφια απηά 

θξίζεθε ζθφπηκν λα γίλνπλ in planta πεηξάκαηα ππνθπηηαξηθνχ εληνπηζκνχ ζε 

δηαγνληδηαθά θπηά Arabidopsis thaliana πνπ ίζσο νδεγήζνπλ ζε ζνβαξέο ελδείμεηο 

απνηειεζκάησλ φζνλ αθνξά ζηελ ηνπνινγία ηεο πξσηεΐλεο. Ζ δεκηνπξγία 

πεξηζζφηεξσλ θαηαζθεπψλ (C-κεηαθξαζηηθήο ζχληεμεο ηνπ cDNA ηεο At5g48310 

κε ηελ GFP πξσηεΐλε) είλαη απαξαίηεηε πξνθεηκέλνπ λα δηαιεπθαλζεί ν 

ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο. 



ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4  ΤΕΖΣΖΖ 

79 

Σα απνηειέζκαηα κηθξνζπζηνηρηψλ mRNA απφ βάζεηο δεδνκέλσλ 

ππνδεηθλχνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ At5g48310 θπξίσο ζηελ άθξε ηεο ξίδαο θαη 

ζηηο θνξπθέο ησλ βιαζηψλ, αιιά θαη ζην ππνθφηπιν ησλ λεαξψλ αξηίβιαζησλ θαη 

ζηηο ηαμηαλζίεο. Ζ κειέηε ηεο αλαπηπμηαθήο έθθξαζεο ηνπ At5g48310 έδεημε φηη ην 

γνλίδην εθθξάδεηαη ζε κεγάιν βαζκφ ζηηο ηαμηαλζίεο θαη ζε κηθξφηεξν ζηνπο 

βιαζηνχο, ζηα άλζε θαη ζηα λεαξά θπηά. Σν έληνλν ζήκα ζηηο ηαμηαλζίεο νθείιεηαη 

ζηνπο αλαπηπζζφκελνπο βιαζηνχο. 

In planta ηζηνεηδηθή κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ζε δηαγνληδηαθά θπηά 

Arabidopsis thaliana πνπ είραλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ηελ θαηαζθεπή At48310-PROM-

GUS θαλέξσζε πσο ην πξφηππν ηεο έθθξαζεο πεξηνξηδφηαλ ζε αλνηθηά άλζε θπηψλ. 

Μεγάιε έθθξαζε ζηηο ηαμηαλζίεο. ε λεαξά θπηά 3 εκεξψλ ην πξφηππν έθθξαζεο 

εληνπίζηεθε ζηνλ θεληξηθφ θχιηλδξν ηεο ξίδαο θαη ζην ππνθφηπιν ελψ ζε κηθξφ 

βαζκφ ππήξρε ζην αθξαίν κεξίζησκα ηεο ξίδαο θαη ηηο θνηπιεδφλεο. ε θπηά πνπ 

βξίζθνληαλ ζηελ αλαπαξαγσγηθή θάζε εκθαλίζηεθε έληνλε έθθξαζε ζε φιν ην 

αγγεηαθφ ζχζηεκα ηνπ βιαζηνχ, ησλ θχιισλ, ζηα πέηαια θαη ζηα ζέπαια ησλ 

αλζέσλ. Καζφινπ έθθξαζε ζηηο γνληκνπνηεκέλεο ζπεξκαηηθέο βιάζηεο θαη ζηνπο 

αλζήξεο. 

χκθσλα κε ηηο πιεξνθνξίεο απφ ην Genevestigator θαη ζπγθεθξηκέλα απφ ηηο 

κηθξνζπζηνηρίεο RNA, γηα ην At5g48310, θαίλεηαη φηη επεξεάδεηαη ε έθθξαζε ηνπ 

απφ ηελ παξνπζία λεξνχ θαη έηζη δφζεθε ην έλαπζκα γηα πεξαηηέξσ κειέηε. Μειέηεο 

πνπ έγηλαλ ζε δηαγνληδηαθά θπηά πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηνλ CBF4, έλα κεηαγξαθηθφ 

παξάγνληα πνπ είλαη παξψλ ζην ρξσκφζσκα Νν 5, έδεημαλ φηη ηα δηαγνληδηαθά θπηά 

είλαη πην αλζεθηηθά ζηελ μεξαζία απφ απηά ησλ καξηχξσλ (θπηά αγξίνπ ηχπνπ). ηα 

θπηά ε ρακειή ζεξκνθξαζία θαη ε μεξαζία ελεξγνπνηνχλ κηα ζεηξά γνληδίσλ πνπ 

πεξηέρνπλ ζηνηρεία C επαλαιήςεσλ αληαπνθξηλφκελα ζηελ μεξαζία (Haake θαη 

ζπλεξγάηεο 2002). 

χκθσλα κε ηνπο Yu θαη ζπλεξγάηεο (2008) ηα δηαγνληδηαθά θπηά κε 

αλζεθηηθφηεηα ζηελ μεξαζία (edt1) πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ ην HDG11 γνλίδην 

παξνπζηάδνπλ έλα πην εθηεηακέλν ξηδηθφ ζχζηεκα απφ ηνλ άγξην ηχπν, κε βαζχηεξεο 

ξίδεο θαη πεξηζζφηεξεο πιάγηεο ξίδεο θαη δείρλνπλ κηα κεησκέλε ππθλφηεηα 

ζηνκαηίσλ ζηα θχιια. Ζ πεξηβαιινληηθή θαηαπφλεζε ηεο μεξαζίαο πξνθαιεί ηελ 

παξαγσγή ηεο θπηνννξκφλεο ΑΒΑ, ε νπνία είλαη εθείλε πνπ δίλεη ην εξέζηζκα γηα 

θιείζηκν ησλ ζηνκαηίσλ. Σα γνλίδηα πνπ αληαπνθξίλνληαη ζηελ μεξαζία κπνξνχλ λα 

ρσξηζηνχλ ζε δχν νκάδεο. ε γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηελ πξνζηαζία ησλ 
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θπηηάξσλ θαη ζε απηά πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε ξχζκηζε άιισλ γνληδίσλ (πξσηετληθέο 

θηλάζεο, κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο) γηα απφθξηζε ζηελ μεξαζία (Shinozaki and 

Yamaguchi-Shinozaki 2000, Urano θαη ζπλεξγάηεο 2008). Οη κεραληζκνί αληίζηαζεο 

ζηελ μεξαζία κπνξνχλ λα ρσξηζηνχλ ζε ηξείο θαηεγνξίεο: δηαθπγή απφ ηελ μεξαζία 

(ηθαλφηεηα ηνπ θπηνχ λα νινθιεξψζεη ηνλ θχθιν δσήο ηνπ πξηλ δεκηνπξγεζνχλ 

ζνβαξέο ειιείςεηο ζε λεξφ), απνθπγή απφ ηελ μεξαζία (δηαηήξεζε ηνπ απνζέκαηνο 

ζε λεξφ κέζσ ηεο αχμεζεο ηνπ βάζνπο ηεο ξηδνβνιίαο, ηθαλνχ ξηδηθνχ ζπζηήκαηνο, 

κείσζε ηεο απψιεηαο λεξνχ απφ ηα ζηφκαηα) θαη αλζεθηηθφηεηα ζε απηήλ (Mitra 

2001, Trijatmiko 2005). ην Arabidopsis ππάξρνπλ ηξία δηαθνξεηηθά αλεμάξηεηα 

κνλνπάηηα ξχζκηζεο ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ μεξαζία. Σν πξψην βαζίδεηαη ζην 

ΑΒΑ, ην δεχηεξν ξπζκίδεηαη απφ ην κεηαγξαθηθφ παξάγνληα DREB2A θαη ην ηξίην 

ξπζκίδεη ηελ γνληδηαθή έθθξαζε ηνπ ERD1 ζχκθσλα κε ηνπο Catala θαη ζπλεξγάηεο 

(2007). 

Ζ κνξηαθή βάζε ηεο ψζκσζεο ζηα θπηά παξακέλεη άγλσζηε. Μειέηε ησλ 

Maruyama θαη Yamaguchi-Shinozaki (2007) θαη αληίζηνηρε ησλ Kumar θαη 

ζπλεξγάηεο (2012) παξνπζηάδεη κηα θηλάζε ηεο ηζηηδίλεο (AHK1) ζην Arabidopsis λα 

ιεηηνπξγεί ζαλ αηζζεηήξαο ψζκσζεο, ε ππεξέθθξαζε ηεο νπνίαο βειηηψλεη ηελ 

αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζηελ μεξαζία (ζεηηθφο ξπζκηζηήο). Φαηλνηππηθά απηά ηα 

δηαγνληδηαθά θπηά, ζηελ πξψηε κειέηε, θάησ απφ θαλνληθέο ζπλζήθεο δελ 

επεξεάδνληαη ζηελ αλάπηπμε θαη ζηε κνξθνινγία. Όκσο θάησ απφ ζπλζήθεο 

μεξαζίαο ιηγφηεξα θπηά ahk1 επηβηψλνπλ ζπγθξηηηθά κε ηα αγξίνπ ηχπνπ. Γείρλεη 

μεθάζαξε επαηζζεζία ζηελ μεξαζία γηα ην ahk1. Σα απνηειέζκαηα απηήο ηεο κειέηεο 

θαίλεηαη λα ηαπηίδνληαη κε ηα επξήκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο. Καζψο ζηελ 

παξνχζα εξγαζία, ππφ θαλνληθέο ζπλζήθεο, αλ θαη κνξθνινγηθά δελ βξέζεθε 

θάπνηνο θαηλφηππνο πνπ λα επηβεβαηψλεη ηελ νκνδπγσηία ησλ κεηαιιαγκάησλ, 

σζηφζν ζην αληίζηνηρν πείξακα κε ηελ μεξαζία ηα νκφδπγα θπηά ήηαλ εκθαλψο πην 

επαίζζεηα απφ ηα αληίζηνηρα ηνπ αγξίνπ ηχπνπ. Ζ νκνδπγσηία ησλ Ν7 θπηψλ 

ηαπηνπνηήζεθε εμάιινπ, ζχκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο RT-PCR, κε ηε κε 

χπαξμε κεηαγξαθήκαηνο ζηα νκφδπγα δηαγνληδηαθά θπηά. 

Σν ηζνμακπέλ είλαη κηα ζπλζεηηθή ρεκηθή έλσζε, έλαο εηδηθφο αλαζηνιέαο ηεο 

βηνζχλζεζεο ηεο θπηηαξίλεο. Δίλαη εθιεθηηθά θπηνηνμηθφ ζηα δηθνηπιήδνλα θπηά 

ελψ ηα πεξηζζφηεξα κνλνθνηπιήδνλα είδε είλαη αλζεθηηθά. Αλαζηέιιεη ην ππνθφηπιν 

θαη ηελ επηκήθπλζε ηεο ξίδαο ζε αξηίβιαζηα πνπ κεγαιψλνπλ ζην ζθνηάδη. 

Φαηλνιηθά παξάγσγα ζπγθεληξψλνληαη θαη ηα αξηίβιαζηα ηειηθά πεζαίλνπλ ζε 
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ζπγθεληξψζεηο κεγαιχηεξεο απφ 5 nm. ην θσο ηα αξηίβιαζηα βιαζηάλνπλ παξνπζία 

ηνπ ηζνμακπέλ αιιά ε αλάπηπμε ηνπ ππνθφηπινπ θαη ηνπ κεξηζηψκαηνο ηεο ξίδαο θαη 

ηνπ βιαζηνχ εκπνδίδεηαη, κε απνηέιεζκα ηα αξηίβιαζηα λα γίλνληαη λεθξσηηθά θαη 

λα πεζαίλνπλ (Desprez θαη ζπλεξγάηεο 2002). 

Φπηά πνπ έθεξαλ κεηάιιαμε απψιεηαο ιεηηνπξγίαο ηνπ γνληδίνπ CESA ήηαλ 

ππεξεπαίζζεηα ζε ζπγθεληξψζεηο ηζνμακπέλ 2 nM. Σν γνληδίσκα ηνπ Arabidopsis 

θσδηθνπνηεί δέθα ηζνκνξθέο ηεο ζπλζάζεο ηεο θπηηαξίλεο (CESA) (Somerville 

2006). Αλάπηπμε ησλ θπηψλ ζε 20 nM ηζνμακπέλ έρεη σο απνηέιεζκα δηνγθσκέλα 

νξγαλίδηα ζε φια ηα κέξε ηνπ θπηνχ (DeBolt θαη ζπλεξγάηεο 2007). ηελ παξνχζα 

Γηπισκαηηθή Δξγαζία παξνπζία ηνπ θπηνθαξκάθνπ ηζνμακπέλ ηα νκφδπγα θπηά ηεο 

Ν7 ζεηξάο εκθαλίδνληαη ιηγφηεξν επαίζζεηα ζην ηζνμακπέλ, ελψ ηα εηεξφδπγα Ν8 

παξνπζίαζαλ κηα ελδηάκεζε αλζεθηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ηα Ν7 θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ 

θπηά. 

Σν ηζνμακπέλ πξνθαιεί θαζπζηεξεκέλν ρξφλν άλζηζεο ζηα νκφδπγα γηα ην 

γνλίδην ixr1-1 θπηά (Roux θαη ζπλεξγάηεο 2004). Αξηίβιαζηα νκφδπγα γηα ην ixr2-1 

δείρλνπλ κηα απμεκέλε αλζεθηηθφηεηα ζην ρεκηθφ φπσο θαίλεηαη απφ ηελ έιιεηςε 

αλαζηνιήο ηεο αλάπηπμεο ηνπ ππνθφηπινπ ζην ζθνηάδη ζε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε 

απφ 5 nm (Scheible θαη ζπλεξγάηεο 2001). Τςειφηεξεο ζπγθεληξψζεηο αλαζηέιινπλ 

επηπιένλ ηελ αλάπηπμε ηνπ ππνθφηπινπ (Desprez θαη ζπλεξγάηεο 2002). 

Ζ θαηαιάζε ζηα θπηά βξίζθεηαη ζηα ππεξνμεηζψκαηα. πγθέληξσζε 1 mM 

ακηλνηξηαδφιεο (ΑΣ) κεηψλεη ην πεξηερφκελν ζε ρισξνθχιιε. Ζ απελεξγνπνίεζε ηεο 

θαηαιάζεο πξνθαιεί ηελ ελδνγελή ζπγθέληξσζε ηνμηθψλ ξηδψλ νμπγφλνπ θαη σο 

απνηέιεζκα ηελ θπηηαξηθή βιάβε (Kang θαη ζπλεξγάηεο 1998, Jannat θαη ζπλεξγάηεο 

2011). 

ε άιιε έξεπλα, ζε αξηίβιαζηα πνπ αλαπηχζζνληαη ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ 

πιηθφ θαη πξνζζήθε 7 θαη 9 mM AT αληίζηνηρα, παξαηεξείηαη ριψξσζε ησλ θπηψλ 

θαη ζάλαηνο ησλ θνηπιεδφλσλ 12 εκέξεο κεηά ηε βιάζηεζε. Φπηά αγξίνπ ηχπνπ 

πεζαίλνπλ φηαλ κεγαιψλνπλ ζε ζπγθεληξψζεηο 7 mM AT θαη φια ηα θπηά πεζαίλνπλ 

ζε 9 mM AT. Άξα είλαη γεγνλφο φηη ε ελεξγφηεηα ηεο θαηαιάζεο κεηψλεηαη ην ίδην 

(Gechev θαη ζπλεξγάηεο 2005). ηελ παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία δελ 

παξαηεξήζεθαλ κνξθνινγηθέο δηαθνξέο ζηα θπηά. 

ηα αλψηεξα θπηά, ηα ζάθραξα δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ θπζηνινγηθφ θαη 

αλαπηπμηαθφ ξφιν, γηα παξάδεηγκα ζηελ αλάπηπμε ηνπ βιαζηνχ, ζηελ άλζηζε, ζηελ 

αλάπηπμε ηνπ ζπφξνπ θαη ζην ζάλαην. Ζ αθαίξεζε ησλ ζαθράξσλ ζε αξηίβιαζηα 
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Arabidopsis θάησ απφ ζπλζήθεο ζθφηνπο θαηαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε ησλ θχιισλ 

(Morita - Yamamuro θαη ζπλεξγάηεο 2004). χγθξηζε αλάκεζα ζηελ αλάπηπμε ηεο 

ξίδαο θαη ζηελ αλάπηπμε αξηίβιαζησλ αγξίνπ ηχπνπ πνπ αλαπηχζζνληαη ζε ζξεπηηθά 

πιηθά κε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο γιπθφδεο 0-5% (Mishra θαη ζπλεξγάηεο 2009), 

έδεημε φηη ην κέγεζνο ησλ θπηψλ θαη ηεο ξίδαο απηψλ απμαλφηαλ ζε ζπγθέληξσζε 

κέρξη 3%, αιιά ζε ζπγθεληξψζεηο 5% ην κέγεζνο απηψλ κεηψλεηαη. ε κειέηε πνπ 

έγηλε ζε αξηίβιαζηα, ηα πςειά επίπεδα ζαθράξσλ ζην ζξεπηηθφ πιηθφ (Jang θαη 

ζπλεξγάηεο 1997, Rognoni θαη ζπλεξγάηεο 2007) αλαζηέιινπλ ηελ επηκήθπλζε ηνπ 

ππνθφηπινπ ζην ζθνηάδη θαη ην άλνηγκα ησλ θνηπιεδφλσλ θαηά ηελ παξακνλή ηνπο 

ζην θσο (Dijkwel θαη ζπλεξγάηεο 1997, Ohto θαη ζπλεξγάηεο 2001). 
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ΓΔΝΗΚΑ ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 

1. Σν γνλίδην At5g48310 ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana, θσδηθνπνηεί πξσηεΐλε 

1156 ακηλνμέσλ ε νπνία είλαη άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο. Δκθαλίδεη κεηαμχ άιισλ 

νκνινγία κε δχν πξσηεΐλεο πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ ηα γνλίδηα At5g65440 θαη 

At4g24610 ζην Arabidopsis thaliana θαη ρξήδνπλ πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο. 

2. Ζ αλάιπζε κε πξνγξάκκαηα επεμεξγαζίαο βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ, γηα ηελ 

πηζαλή ηνπνινγία ηεο πξσηεΐλεο At5g48310 αλέδεημε ηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε 

σο πηζαλφ νξγαλίδην ζην νπνίν εληνπίδεηαη ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε. Παξφια 

απηά θξίλεηαη ζθφπηκν λα γίλνπλ in planta πεηξάκαηα ππνθπηηαξηθνχ εληνπηζκνχ 

ζε δηαγνληδηαθά θπηά Arabidopsis thaliana πνπ ζα νδεγήζνπλ ζε μεθάζαξα 

απνηειέζκαηα φζνλ αθνξά ηελ ηνπνινγία ηεο πξσηεΐλεο. 

3. Σα πεηξάκαηα ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο in planta κεηά απφ ζηαζεξφ 

κεηαζρεκαηηζκφ θπηψλ Arabidopsis thaliana κε ηελ θαηαζθεπή πνπ έθεξε ηελ 

πηζαλή ξπζκηζηηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ άλσζελ ηνπ γνληδίνπ ηεο β-

γινπθνπξνληδάζεο (GUS), ππέδεημαλ γηα ην At5g48310 κεγάιε έθθξαζε ζηηο 

ηαμηαλζίεο θαη ζε φιν ην αγγεηαθφ ζχζηεκα ηνπ βιαζηνχ, ησλ θχιισλ, ζηα 

πέηαια θαη ζηα ζέπαια ησλ αλζέσλ. 

4. Ζ αλάιπζε κεηαιιαγκέλσλ ζεηξψλ (salk lines) ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ έδεημε 

φηη αλ θαη δελ ππήξρε θαηλφηππνο ππφ θαλνληθέο ζπλζήθεο, σζηφζν ζηα νκφδπγα 

δηαγνληδηαθά θπηά ησλ ζεηξψλ Ν7-1-4 θαη Ν7-2-1 δελ παξάρζεθε θαζφινπ 

κεηαγξάθεκα. 

5. Σα ζπγθεθξηκέλα δηαγνληδηαθά θπηά εθθξάδνληαη ππφ ηελ παξνπζία ηνμηθψλ 

ρεκηθψλ ελψζεσλ. Σα νκφδπγα ηεο Ν7 ζεηξάο εκθαλίδνληαη αλζεθηηθά ζην 

ηζνμακπέλ, ελψ ηα εηεξφδπγα Ν8 παξνπζηάδνπλ κηα ελδηάκεζε αλζεθηηθφηεηα ζε 

ζρέζε κε ηα Ν7 θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ. 

6. Έθθξαζε ηνπ At5g48310 ζε ζπλζήθεο πδαηηθήο θαηαπφλεζεο. Σα νκφδπγα 

δηαγνληδηαθά θπηά Ν7 είλαη επαίζζεηα ζηελ μεξαζία. 

7. Πξέπεη λα κειεηεζεί ε απφθξηζε ζηελ θαηαπφλεζε ησλ δηαγνληδηαθψλ θπηψλ 

παξνπζία πςειήο ζεξκνθξαζίαο. 

8. Πξέπεη λα κειεηεζεί πεξαηηέξσ ν ξφινο ησλ ζαθράξσλ ζηελ έθθξαζε ησλ 

θπηψλ, θαζψο δελ εμάρζεθε θάπνην μεθάζαξν απνηέιεζκα. 
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Παξάξηεκα 1 Α) Ζ αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ ηνπ γνληδίνπ At5g48310: Πνξηνθαιί 

θεθαιαία γξάκκαηα εμψληα, κπιε κηθξά γξάκκαηα εζψληα, θφθθηλα γξάκκαηα 3΄ θαη 5΄ 

ακεηάθξαζηεο πεξηνρέο, καχξα κηθξά γξάκκαηα 5΄ ξπζκηζηηθή πεξηνρή (ππνθηλεηήο). 

εκεηψλεηαη επίζεο κε κπιε ρξψκα ην θσδηθφλην έλαξμεο θαη ην θσδηθφλην ιήμεο ηεο 

κεηάθξαζεο. Β) Ζ αληίζηνηρε αιιεινπρία ησλ ακηλνμέσλ ηεο πξσηεΐλεο.  

 

A)TAActtggcttgacggacatcgctcgagcaacaagatattattgaaattttatggtgttatatac

ttatatgaaagaattcttaaaatggtctacatttgaaaaaattattcagtaaaacctctttaatttaat

aatattggaattttgattttcttataatgtgtattgtaccggataatgaatagttgtagccgattgtag

ttggagatattgagcaacgcgattagctggtccaccccatttcattttcttttaaagtttaatctcttc

atacaaatttattaaattttgcaatcactaaaacacacataaattttagcatgtgctatcagttgagaa

atttgtaaaacctacaaaaattatctgagaaaatgaaattgtgattttggatgaatgtttcattctacg

taaaaccatagacgtatatggtatagagaaaaaaatccatttgatgtgttctatattttgtaagttaaa

caaaaataatctgtattacaacacctaaatctaaactctaaagctaaaattttaaatcaatccaaaata

ataaggtataaaccgtaacatctttatttgaattcaactgaacccttcttcgaccttcgagtgctcgac

ctatcaattaaacctgagctcttcttacttttaccccgccttccaaactctctagttcgtttgatgtcg

ctcgaagactcgttcatttgattttggtccatgtgacaatctttgggtggatctgatcatagagttcga

tcaggatcgacaccaacaatcaccttttgctaattatagccgaaagtaattgattgaattaaatctttg

ttcaccgcaatttaatcatttactaaatactcgtattactatctcatatctctcttttctcatgattct

tatcatatatttgtttctgattttaacttttgatttgaaataaagaatgtaacaagttaccttattttt

aatataattatatcataatttttttgacaaaaataaataaattatatcataatttccaatttttgaatt

tagatgtttatagaatttctttagataaccaaaagtttaaactttgtaagaaaacaagacaatttgtac

aatactataatatacataccatagctaaataaaaatatgtcacaattttgttttcttacggcaaaaata

ataatctgactaaaatatttcctcaagagttcaagtccttgtgaataataaacgacaaaaataaattaa

ttgtgacaacagtgtttaaaagtcttcaaaatttaataaattaattgcggaaaaaagtatccttcaata

atacgaaaagtggcaacagtgtcaaaactagccgttgccattatttttttccaaaacagccgctcctct

cctttctctctttctcagcttcctcaagcattatcgaaccaagctgagaaaaaactccATGGCTCAACT

TCAACGACCTCGCATCAGATCTCCACTCTCCGAGAATCTTCCTCCTTCTACCTTTTCACAATCTCCACT

GAAACGAAACTCAAACCTGTCATCGCCAATCCTCGTAACTCCAACTCTTAACGATGATGAATCAAACGA

TAACATGAGTATCGAATCGGTTTCGGATACCGGAGAAGGAAACGAATTGTTATTCTCTGATTACGATGT

TGAAGATGAAGAGGAAGAAGAAGTGATTGGGAGACGTTACGATGAAGAAGAAGTGTTTGGTGACAAGTC

GAATTCGAAATTGAATAGAGGAATGTTGAAAGATAAGAATCTGAGAATTGAAGTTCCGTTTATGAATCG

AAGAGTCACAGATTGTGAATTAGAGCTTCGGAGATTCGCATTGAAGAATTCAACTCCAGCTAGTGAACG

ACGACCACATACTCTGAGTTCTAAGgtaacgattttgtctcattttgagatattgagcttaatttataa

ttaaatttcttctttttagGGTTCGGTGTATTGGGATTTAGAGGATATACGAACTCCAAGTGCTCCACC

TATAATGGAAAGTGGACAAGAAGATAGCATCAGCTTAGAGATTGAAAAGGACATTCAGAAGATTGAGGA

TGAGATTTGTGGAGAAGCAGGAGTAGAGAGTAGTAAGCAAGAAAGCATGAGAAGCAGTTCACATTTGTA

TAGAGTTGAAGAATTTGGTGAAAGGTATTTTCCGAATTTAACGAGATTTTTTGTAATTTCGTTCTGCGG

ACTAGTTTTGATGTGTTTAATCATGGTTTGGTGTAGTGTGAAGGACAGTAAAACTGTGGAAGATTCGAA

AATCTCGGAAATTTGCTCAGATGAATTAGAAGAGTGCCATAGTATCAGgttcagtacttattttatttc

agaggttataatgaaagagttgaactttattatggtttcttacaaaatgtttctaatgacagTGGTCAA

TATGCTTGGCAAAGTCTTTTGGCATATGATGCTTGTATAAGACTATGTTTGTATGAATGGTCAAAGGGT

TCTACTGAGGCGTCTGAGTTTCTGCGTGATGAGTGTCGTATTCTTCGAGGTGCATTTGGgtaggggcat

gtgtttctttatggtttctgagatatattacttatttggcttatgttgagttattgaactagtcctttt

tgtttatgtgttgttatagTTTGCACAAGTTTCTCTTACAACCTCGGGGTGTACGATCGTCTGAGAAAA

ACAACAATGTGAAAGCGGAGCCAAAGCCATCCTTAAAGTCTAAAAACGTTGTCAGAAAGTTAAGGGTGG

AAGgtaaactatcagtttttctgatgattttgtagctgcctgacatgaatcagatatttatacctcttc

aattttttattgttttagTAAAGAGACTTCGATTGATACCACAGCGAAAACTTAGAGGCACAGATTCGC

TGCGGAGTTTAATGAATATGCAAATAGGAATGGGGGCAGAGTATTGCAGACAAGTTTCATCACTTGTAA

AAACTGGGATGACTTCTATTAAACAGGCTACCCTTTCAGCAGTTTCAGAAGgtttgcttttgatatttg
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gttatgaatttaattttcttaggcggttaatatgtgatttgtccactggtttgacacagtttactaaat

ggaagataacatttgttagataagccctttattgatatgagatgacacgacttattctacctgcagAAC

AATTCTCTTGCTACCTTCAAATGAAGAGCACAGCAGAAGGTGGTCAAATTGAACAAGGATCTTCTGTTT

GTTTGCAGTCAGGAACTGGAAGTTACCATGTCTTgtaagttcttttatttctattgaaaatcagtaaat

gtgtatgctagtggttgtttgagaaaatttgaattacatgtaaccatagtgtttaaataaatgaaactt

tcatggaaagtaccacaatctagttttatagttttctgagtacatagagttttactcacaactgctcct

tcagCTTTCCTGAGTCCGAAGGCGACGCTCTTATGATAGAAGTTCAAGATAAGAAGAAATCAGTTCAAG

GAAAAGCAATGATTTCTATCACATCATTAACTGAAAATCCGgtaaatacgcctttagttgtccttcccg

agttaaatctcttccattttgcttctgagaatatgttaactagatatactgaagaaaactctatatttg

tctagAATGATAATGTCAGATGGTGGCCTATATACCATGGTGAACAAGAATGTGTTGGCAAGATCCAGC

TCTTTATTGGTAGCACAACCACGTCCGATGAAGACTGTCACATAAAGgtatgttctttctccaacacaa

tctcccattatctgttttgttcagtgagttaacttatgttttgcatttctgtatattctagAACGCACC

TGTTGTGGAGACACTAGCATATGATTTGCTACTAGAAGCGGCTACACGTGCCCAAAAATTCCATCCTCA

AAACTTAAGGCTGGATGGATCTTGGAAATGGCTGTTAAGCGAATTCGCAGATTATTATGGAGTTTCTGA

TTCATATACCAAGTTGAGgtattcataaagatatttcagttagatttccttgtatctattgtaattcgt

ctggaatttagctcaaatatgctgcaccaaacttttcagATATCTCTCACATGTAATGAATGTGGCAAC

TCCAACAAAAACCTGCTTACAACTTGTTCATGAGTTACTTGTGCCCATCCTAATGGCTCGAAGTGAGAA

GAGTTTAACCAGACAAGAGgtaattcccattttgtttgtaaattgatgaatctgacatctcaccaaaat

catgaacttggattcgaattattgcatttagtttgaaatttgctggttttgttatcttcatggctccct

aggaatatttattgaagacttgttctatttttgcagAAAAGTATCTTAATGGATTGTGAAATAGAGATA

GAAAAACTCATGGCAACTGTTTTTGAGAACTACAAGTCCTTAGATGAAAACTTCCCTTCAGGATTGGCA

GACATATCTTGTCCGGTGCAAGTATCGGCAACAACAGCACTTTCTTCAGCTGTTCAGGTTTTTACCCTC

CTTCATGATATATTGTCTCCAGAAGCACAAGAAACTTTGAAGAATTACCTCCAGgtaaaatatttcaag

ttttcaacaaccttcatatgttctcctatcattaagaaagtctaccactaagagacctttaaacctgtt

cttttcaaatagtatacacatttcatacctttaagttgtcttgattttgtaacatatcaaggctatgat

gttcacgattttcttgtcatatggaaaacctactgcagACAGCAGCAAAGAAGAGGTGTCGGAAGCACA

TGGTTGATACCGATGAGTATGTTTCCTGCAACTCTGAAGGTTTTCTTTTGGACTCCGTCACAATTTCTA

CAGCCTACCTGAAAATGAAGAATCTTTTTCTAATCATAAGCAATGAGATAGAGGCTGATATAAAGATCA

CCAATGAGCATGTACTCCCAAGgtaaaatgattcaatccgaacaaagaacttacatttgtcatctggtt

ttcatcttgagattatctctgagtcttgatattgatttggtcttatgttctcattaccttgtttatcgt

tcaagCTCAATCGACCTAGCGAATCTAGCTGCTGTCGTATACAGCACTCAGCTGTGTCACCGGCTCAGA

GCATTTCTGTCAGCAGTTCCACCATCCTGCCCACTGCCTCATGTCAATGAGCTTCTCATAGCAGTTTCA

GATTTTGAAAGAAACCTCGATTCATGGGGAATCAGgtttgacattatcatttcggaatcaatcacaata

tttgtgggaactcattctttctctttaaccgtttcattttatattacacagCCCAGTACATGGTGGTGT

AGACTCTAGGGGGTTGTTCCACAACTACATAATGGTTTGGATACATGATATGGAACTTAGACTACTTGA

CCGATGCAGAGCAGAAAAGgtaaccatcctgataattttgcattgatccttaaaataaaaaaacctatc

gtgtgactgttaagcacggatggcttgtttttgcagGTTCCATGGTCTGGTGTAATAACAAATCACTCA

ACATCCCCATTTGCTGAAGACATATATGAGAGAATAAAAGATTCTCTTATAGAGTATGAAGTGGTGATT

AGTCGATGGCCACAATACACATTGATCTTGGAAAATgtaagctacagatttataagtgattagtttgcc

gcctaccggataattatcgagactaacttaggtttcactctctttttcatctacacttttggaagACTG

CTTCAATTGTAGAGAGAGCCATTGTTAAATCACTGGAGAAGCAATACAATGACATTCTAATTCCTTTAA

AAGATAGCATTCCAAAGAGGCTAAATATGCATGTCCAGAAGCTGACAAGAAGGCAATCATCGGTTCTCT

ACTCTCTTCCAACTCAAgtaagagtcactcatcaatcgtgtacaatagaagtttttacattttctgact

taaggatttgtgttggaacatcattcattctctcttgttaaatgcagCTGGGAACTTTCATCAACACAA

TAAAGAGAGTTCTTGATGTTCTACATCCCAGAGTTGAGGATATCTTGAGACAATGGGCGTCGTGTCTTC

CTGTTGTAGAAGACAAGAAGTTAATCTTTGGGGAGCAGATGAATGTTATCACAGTCTTGCTCAGGACAA

AATACAGAAACTACATGCAGGCCGCGGTTGATAAACTCGTTAGCAATgtaagaactgatataacgcctc

gtagcttctgcatttgaatccatgttatgacaatctctctgtatgtgtggatgtttcagACGCAATCAA

ACAAAAACACAAGGCTGAAGAGAATCTTAGAAGAGATAAAAGACAATGAGAGAGAAGTGGAAGTCCGTG

AACGTATGAAGACGTTATGCTTACAAATCACAGACTCAGTCTCAAATCTGCATGATGTCTTCACAAGTC

AGATATTTGTGGCTTCGTGCCGCCTTTTCTGGGATAGAATGGCACAAGTGGTATTGAAGTTTCTTGAAG

GAAGAAAGGAAAACGAAGTAGGGTACAAAGGCTCTTACTATGCTCTTGGGgtaaaactaaaaaccttaa

acactaaaccataattagagaatgtgtttggtgttgaaactgagtttgtgatcacttgtgcagATAATT
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GAGGACACGTTCGCATCAGAAATGCAGAGGCTACAAGGGAACTCACTACAAGAGAAGGATATGGAAGCT

CCTCGTTCGGTCATTGAGGCACGTTCCATTCTCTCCAGAGACAACAACGCCAATCACTCTTCTTACTTC

TATGTCTAAttcaatatttctgttctatttcattcatttgtttgatatatcgtatatataaaactcccc

aacaagtcttaaatggtcgttcatataatcataccaagcttctacttttgtcccattgttccga 

 

 

Β)MAQLQRPRIR SPLSENLPPS TFSQSPLKRN SNLSSPILVT PTLNDDESND NMSIESVSDT 

GEGNELLFSD YDVEDEEEEE VIGRRYDEEE VFGDKSNSKL NRGMLKDKNL RIEVPFMNRR 

VTDCELELRR FALKNSTPAS ERRPHTLSSK GSVYWDLEDI RTPSAPPIME SGQEDSISLE 

IEKDIQKIED EICGEAGVES SKQESMRSSS HLYRVEEFGE RYFPNLTRFF VISFCGLVLM 

CLIMVWCSVK DSKTVEDSKI SEICSDELEE CHSISGQYAW QSLLAYDACI RLCLYEWSKG 

STEASEFLRD ECRILRGAFG LHKFLLQPRG VRSSEKNNNV KAEPKPSLKS KNVVRKLRVE 

VKRLRLIPQR KLRGTDSLRS LMNMQIGMGA EYCRQVSSLV KTGMTSIKQA TLSAVSEEQF 

SCYLQMKSTA EGGQIEQGSS VCLQSGTGSY HVFFPESEGD ALMIEVQDKK KSVQGKAMIS 

ITSLTENPND NVRWWPIYHG EQECVGKIQL FIGSTTTSDE DCHIKNAPVV ETLAYDLLLE 

AATRAQKFHP QNLRLDGSWK WLLSEFADYY GVSDSYTKLR YLSHVMNVAT PTKTCLQLVH 

ELLVPILMAR SEKSLTRQEK SILMDCEIEI EKLMATVFEN YKSLDENFPS GLADISCPVQ 

VSATTALSSA VQVFTLLHDI LSPEAQETLK NYLQTAAKKR CRKHMVDTDE YVSCNSEGFL 

LDSVTISTAY LKMKNLFLII SNEIEADIKI TNEHVLPSSI DLANLAAVVY STQLCHRLRA 

FLSAVPPSCP LPHVNELLIA VSDFERNLDS WGISPVHGGV DSRGLFHNYI MVWIHDMELR 

LLDRCRAEKV PWSGVITNHS TSPFAEDIYE RIKDSLIEYE VVISRWPQYT LILENTASIV 

ERAIVKSLEK QYNDILIPLK DSIPKRLNMH VQKLTRRQSS VLYSLPTQLG TFINTIKRVL 

DVLHPRVEDI LRQWASCLPV VEDKKLIFGE QMNVITVLLR TKYRNYMQAA VDKLVSNTQS 

NKNTRLKRIL EEIKDNEREV EVRERMKTLC LQITDSVSNL HDVFTSQIFV ASCRLFWDRM 

AQVVLKFLEG RKENEVGYKG SYYALGIIED TFASEMQRLQ GNSLQEKDME APRSVIEARS 

ILSRDNNANH SSYFYV 
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Παξάξηεκα 2 Τπφδεηγκα επζπγξάκκηζεο ησλ ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ νκφινγσλ 

πξσηετλψλ, At4g24610 θαη At5g65440, κε ηελ πξσηεΐλε πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην 

At5g48310 ζην Arabidopsis thaliana. 

 

 

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 

 

 

AT4G24610       --MIPNGELRLPALKVREDRVSPSAPIPVTRTLVADTDVTSDDDMSTNSEDVSLDSSPEN 58 

AT5g65440       --MFREAGLRN----IGED---------------------VDSRWTIGNRKLDAKSVPN- 32 

AT5G48310       MAQLQRPRIRSPLSENLPPSTFSQSPLKRNSNLSSPILVTPTLNDDESNDNMSIESVSDT 60 

                   : .  :*                                     .. .:. .* .:  

 

AT4G24610       SR---------------VSSAVGRSYGRNSSYYTYSEVSSSRETLVGAREQTGPRFDGDT 103 

AT5g65440       -------------------ANSGHGFGFRSAPPLSSSIKPVR-AQNGLGRNGAKVFG--- 69 

AT5G48310       GEGNELLFSDYDVEDEEEEEVIGRRYDEEEVFGDKSNSKLNRGMLKDKNLRIEVPFMNRR 120 

                                      *: :. ..     *. .  *    .   .    *     

 

AT4G24610       EEDESTDSASSTQFSPPPAAGRINDGVSQEFDETFSSEEVSDIPSAPPFSGAAEESEEIK 163 

AT5g65440       AADDLSDSATSTEVSYEAEACGVRN----------------NISSHNEFERRN------- 106 

AT5G48310       VTDCELELRRFALKNSTPASERRPHTLSSKGSVYWDLEDIRTPSAPPIMESGQEDSISLE 180 

                  *   :    :  .  . :    .                  .:   :.           

 

AT4G24610       PATSSVQVSEVKTGDC-VESRKTG------------------------------------ 186 

AT5g65440       -----------------VEAGTSG------------------------------------ 113 

AT5G48310       IEKDIQKIEDEICGEAGVESSKQESMRSSSHLYRVEEFGERYFPNLTRFFVISFCGLVLM 240 

                                 **: .                                       

 

AT4G24610       ------HFTRPSAASESSGPPDQHPARLPTFHASS-RGPWHAVVSYDACVRLCLHAWSTG 239 

AT5g65440       ------RTLNGTSTSTSSLP------RFPTFHASE-QGPWSAMIAYEACVRLCLHSWSTD 160 

AT5G48310       CLIMVWCSVKDSKTVEDSKISEICSDELEECHSISGQYAWQSLLAYDACIRLCLYEWSKG 300 

                         . : :  .*        .:   *: . : .* ::::*:**:****: **.. 
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AT4G24610       -CMEAPMFLENECALLREAFGLQQLLLQSEEELLAKRSSQAPHEG-VAPKPKKNIGKMKV 297 

AT5g65440       SVSEASYFLNNECTIMRNAFSLQRFFLHSEEELLGKGPSELVTET-SVPKSKKTIGKIKL 219 

AT5G48310       -STEASEFLRDECRILRGAFGLHKFLLQPRGVRSSEKNNNVKAEPKPSLKSKNVVRKLRV 359 

                   **. **.:** ::* **.*::::*:..    .:  .:   *     *.*: : *::: 

 

AT4G24610       QVRRVKTVMDGPTGCSISSLKPSLIKFEKIRIHFSNMSTRLFSGWRALRKIHVR--VPAN 355 

AT5g65440       QVRRIKMGLDPPPGCNIATLTVSKEKLEVVRHHIVELNSTLSSGWKAARKVHVTPQVPLN 279 

AT5G48310       EVKRLRLIPQ--------------------------------------RKLRGT------ 375 

                :*:*::   :                                      **::         

 

AT4G24610       GSSLPRQSLAYVHASTQYLKQVSGLLKTGVTSLRNNSTSYDIVQETYSCKLRLKSLAEDN 415 

AT5g65440       G-SLSRQSLAYMQAAARYLKQVSKAVKKEIVTSHTGPQTYEAVQETYSCSLRLKSSPEDD 338 

AT5G48310       -DSLRSLMNMQIGMGAEYCRQVSSLVKTGMTSIKQATLS-AVSEEQFSCYLQMKSTAEGG 433 

                  **       :  .:.* :***  :*. :.: :  . :    :* :** *::** .*.. 

 

AT4G24610       AIM------MQPGSGESHVFFPDSHGDDLIVEILDPMGKDFGRVLVQLANISEDSYVSSD 469 

AT5g65440       QIK------TQPGSGETFIFLPDSLGDDLIIEVRDSKAQLLGRVVAQLAAMADD------ 386 

AT5G48310       QIEQGSSVCLQSGTGSYHVFFPESEGDALMIEVQDKKKSVQGKAMISITSLTEN------ 487 

                 *        *.*:*. .:*:*:* ** *::*: *   .  *:.: .:: ::::       

 

AT4G24610       SNEETIQAEKLRWWSVFREPEHQHVGKLQLYIDYSASFDDNSHLKCASVAETVAYDLVLE 529 

AT5g65440       ------PSEKLRWLPIYHEPEHELIGRIQLTFSYSSSLDEKT--KCGLVAETSAYDLVLE 438 

AT5G48310       ------PNDNVRWWPIYHG-EQECVGKIQLFIGSTTTSDEDCHIKNAPVVETLAYDLLLE 540 

                        :::** .:::  *:: :*::** :. ::: *:.   * . *.** ****:** 

 

AT4G24610       VALKMQRFQQRNLLLYGSWKWLLEEFATYYGISDVYTKLRYLSYVMDVATPTSDCLHLVH 589 

AT5g65440       VAMKAERFQRRNLLFKGPWHWMITRFASYYGVSDAYTRLRYLSYVMDVASPTKDCLDLIH 498 

AT5G48310       AATRAQKFHPQNLRLDGSWKWLLSEFADYYGVSDSYTKLRYLSHVMNVATPTKTCLQLVH 600 

                .* : ::*: :** : *.*:*:: .** ***:** **:*****:**:**:**. **.*:* 

 

AT4G24610       DLLTPVIMKGNGKSALSHQENRILNEIKDQIEQILKLVFENYKSLDESSFSGMIDVVNSA 649 

AT5g65440       DFLFPIIMTSNHRAVLSHQENRLLGEIDEQIQQILASAFENYKSLAELSFSGMKDVFESA 558 

AT5G48310       ELLVPILMARSEK-SLTRQEKSILMDCEIEIEKLMATVFENYKSLDENFPSGLADISCPV 659 

                ::* *::*  . :  *::**: :* : . :*::::  .******* *   **: *:  .. 
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AT4G24610       SGVPAPALIPAVKLYTLLHDVLSPEDQTHLCHYFQAAAKKRSRRHMGETDEFVANNSEPN 709 

AT5g65440       TGTPAPAIESAVKLYGLLNDVLTPEAQLKLCRYFQAASKKRSRRHLLDTNDLLNNRSEGV 618 

AT5G48310       QVSATTALSSAVQVFTLLHDILSPEAQETLKNYLQTAAKKRCRKHMVDTDEYVSCNSEGF 719 

                   .:.*: .**::: **:*:*:** *  * .*:*:*:***.*:*: :*:: :  .**   

 

AT4G24610       FWDMSAMSAAYQKMTMACKNVKNEIYTDIEIQNEDILPSFLDLPNLSASIYSTDLCNRLR 769 

AT5g65440       PVDPMVLAASYQKMKSLILSLKNEISTDIAIHDCNVLPSFIDLPNHSAAIYSVDVCNRLR 678 

AT5G48310       LLDSVTISTAYLKMKNLFLIISNEIEADIKITNEHVLPSSIDLANLAAVVYSTQLCHRLR 779 

                  *  .::::* **.     :.*** :** * : .:*** :**.* :* :**.::*:*** 

 

AT4G24610       AFLVACPPSGPSPTVAELVIATADFQRDLSSWNISPIQGGVDAKELFHLYIMIWIQDKRL 829 

AT5g65440       EFLLVWPPPGPSPAVVDLVITTADFQRDLSSWHINPIKGGVNAKELFYSYITTWIEEKRR 738 

AT5G48310       AFLSAVPPSCPLPHVNELLIAVSDFERNLDSWGISPVHGGVDSRGLFHNYIMVWIHDMEL 839 

                 ** . **. * * * :*:*:.:**:*:*.** *.*::***::: **: **  **.: .  

 

AT4G24610       SLLESCKLDKVKWSGVRTQHSTTPFVDEMYKRLNETIQDYQVIISRWPEYIFVLESAIAD 889 

AT5g65440       VLYELCKLETSKAC-VEIPGLTSPFVDEMYERLNGTLDEYDIIIRRWPEYAISLEKVVAD 797 

AT5G48310       RLLDRCRAEKVPWSGVITNHSTSPFAEDIYERIKDSLIEYEVVISRWPQYTLILENTASI 899 

                 * : *: :.   . *     *:**.:::*:*:: :: :*:::* ***:* : **.. :  

 

AT4G24610       VEKATVEALEKQYADVLSPLKENLAPKKLSFKYVQKLTKRSVIPYVVPDELGILLNSMKR 949 

AT5g65440       SEKAIVEAMEKQFTEILSPLKE---SKIFGLKIVKKFTKGTPNPYSVPKELGVLLNSMKR 854 

AT5G48310       VERAIVKSLEKQYNDILIPLKDS-IPKRLNMHVQKLTRRQSSVLYSLPTQLGTFINTIKR 958 

                 *:* *:::***: ::* ***:   .* :.::  :   : :   * :* :** ::*::** 

 

AT4G24610       MLDVLRPNIEAKFKAWSSCIPDGGNA--APGDRLSEVTVMLRAKFRSYLQAVVEKLVENS 1007 

AT5g65440       VLDILRPSIENRFKSWNSYIPDGENR--VLGERLSEVTVLLRSKFRSYMQALVEKLAENT 912 

AT5G48310       VLDVLHPRVEDILRQWASCLPVVEDKKLIFGEQMNVITVLLRTKYRNYMQAAVDKLVSNT 1018 

                :**:*:* :*  :: * * :*   :     *:::. :**:**:*:*.*:** *:**..*: 

 

AT4G24610       KLQKTTMLKKILQDSKESVGESDIRSKMNNLKEQLTNTVNHLHSVCETHVFIALSRGYWD 1067 

AT5g65440       RIQSHMKLKTIIHDLRETTAEPDVRNRMTSLKDLLDKTIDHLHGVFLPDVFVAICRGIWD 972 

AT5G48310       QSNKNTRLKRILEEIKDNEREVEVRERMKTLCLQITDSVSNLHDVFTSQIFVASCRLFWD 1078 

                : :.   ** *:.: ::.  * ::*.:*..*   : .::.:**.*  ..:*:* .*  ** 
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AT4G24610       RMGQIVLSFLENRKENRAWYKGSRVAVSILDDTFAAQMQQLLGNSLREQDLEPPRSIMEV 1127 

AT5g65440       RMGQDVLRLLEDRKDNVTWHKGPRIAVSVLDEIFATQMQSLLGNGLKPEHLEPPRSMMEL 1032 

AT5G48310       RMAQVVLKFLEGRKENEVGYKGSYYALGIIEDTFASEMQRLQGNSLQEKDMEAPRSVIEA 1138 

                **.* ** :**.**:* . :**.  *:.:::: **::** * **.*: :.:*.***::*  

 

AT4G24610       RSILCKDPADNKAKSFYY 1145 

AT5g65440       RSMLCKDSTDYREGGYNY 1050 

AT5G48310       RSILSRDNNANHSSYFYV 1156 

                **:*.:*    :   :   

 


