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ΠΔΡΙΛΗΦΗ 

 

Η πηπρηαθή εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ζην εξγαζηήξην γελεηηθήο ηνπ ΣΔΙ Πεινπνλλήζνπ, 

πνπ είρε σο ζθνπφ λα κειεηήζεη ηε ιεηηνπξγία θαη ηελ έθθξαζε ηεο εζπεξίλεο ζηε ηνκάηα. 

Μέρξη ηψξα είρε κειεηεζεί ε εζπεξίλε κφλν ζην θπηφ Arabidopsis thaliana θαη κέζσ ηεο 

εξγαζίαο , θαηαθέξακε λα βξνχκε παξφκνην γνλίδην ζηε ηνκάηα, πνπ απνηειεί έλα θπηφ κε 

ζεκαληηθφ ,γεσξγηθφ ελδηαθέξνλ. Δμεηάζηεθε ε ζπζρέηηζε ηεο εζπεξίλεο κε ηνλ θηξθάδην 

ξπζκφ θαη ε έθθξαζε ηεο ζην γέλσκα ηεο ηνκάηαο. Δθαξκφζηεθε ε ηερληθή ηεο 

<<αληίζηξνθεο γελεηηθήο>> θαη ζπγθεθξηκέλα ε δεκηνπξγία δηαγνληδηαθψλ ζεηξψλ κεηα-

κεηαγξαθηθήο γνληδηαθήο ζίγεζεο (RNA gene silencing) γηα ην γνλίδην hesp 

,θαηαζθεπάδνληαο θνξέα-θνπξθέηα. Σέινο,έγηλε πξνζπάζεηα γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ 

A.tumefaciens κε ηνλ ηειηθφ θνξέα, pCambia1300, ν νπνίνο θέξεη ην γνλίδην πνπ καο 

ελδηαθέξεη. 
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1.ΔΙ΢ΑΓΧΓΗ 

1.1Σνκάηα 

1.1.1Βνηαληθή ηαμηλόκεζε  

Η ηνκάηα αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ΢νιαλσδψλ (Solanaceae) θαη απνηειεί ην 

δεχηεξν πην δεκνθηιέο ιαραληθφ κεηά ηελ παηάηα ζηελ Διιάδα. ΢χκθσλα κε πξνεγνχκελε 

ηαμηλφκεζε αλήθε ζην γέλνο Lycopersicon (Lycopersicon esculentum Mill.). ΢ήκεξα, φκσο, 

θαηαηάζζεηαη ζην γέλνο Solanum (Solanum lycopersicum L.).Έρεη δηπινεηδή αξηζκφ 

ρξσκνζσκάησλ κε 2n=24. Η νλνκαζία ηεο πξνέξρεηαη απφ ηε ιέμε tomatl,ηεο δηαιέθηνπ ησλ 

Αδηέθσλ πνπ ζεκαίλεη δηνγθσκέλνο θαξπφο. (Ικπξαρίκ-Αβξαάκ & Πεηξφπνπινο, 2014) 

Καιιηεξγνχληαη δηάθνξεο πνηθηιίεο ηνκάηαο θάπνηεο γηα ηελ παξαγσγή λσπψλ 

θαξπψλ θαη θάπνηεο άιιεο γηα ηελ παξαγσγή βηνκεραληθήο ηνκάηαο νη νπνίεο δηαζέηνπλ ηα 

θαηάιιεια κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά γηα πιήξσο κεραλνπνηεκέλε θαιιηέξγεηα. 

1.1.2Καηαγσγή- Ιζηνξηθό- Δμάπισζε 

Δίλαη θπηφ ηζαγελέο ηεο Ν.Ακεξηθήο. Αξρηθά επηθξαηνχζε ε άπνςε φηη ε ρψξα 

θαηαγσγήο ηεο είλαη ην Πεξνχ, ζήκεξα, φκσο, ζχκθσλα κε ηηο πιεξνθνξίεο ηνπ Jenkins 

(1948) δερφκαζηε φηη ε θαιιηεξγνχκελε ηνκάηα πξνέξρεηαη απφ ην Μεμηθφ , απ’ φπνπ 

αξρηθά κεηαθέξζεθε πεξίπνπ ηνλ 16
ν
 αηψλα ζηελ Δπξψπε θαη ζηελ ζπλέρεηα δηαζθνξπίζηεθε 

ζε άιια κέξε ηεο γεο. (ΟΛΤΜΠΙΟΤ, 2001) 

Αξρηθά θαιιηεξγήζεθε ζαλ θαιισπηζηηθφ θπηφ θαη φρη ζαλ ιαραληθφ, γηαηί πίζηεπαλ 

φηη νη θαξπνί ήηαλ δειεηεξηψδεηο, φπσο ζπκβαίλεη κε ηνπο θαξπνχο άιισλ εηδψλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ ζνιαλσδψλ, νη νπνίνη πεξηέρνπλ ην αιθαινεηδέο ζνιαλίλε. Μεηά ην 

μεπέξαζκα απηήο ηεο αληίιεςεο άξρηζε θαλνληθά ε θαιιηέξγεηά ηεο. (ΚΟΜΝΑΚΟΤ, 1988) 

΢ηελ Διιάδα ε ηνκάηα εηζήρζε γηα πξψηε θνξά ην 1818, αιιά εληαηηθά θαη ζε 

κεγάιε έθηαζε θαιιηεξγήζεθε ακέζσο κεηά ηνλ πξψην παγθφζκην πφιεκν (1825). Η 

θαιιηέξγεηα ηεο βηνκεραληθήο ηνκάηαο έθαλε εκθάληζε ην 1920 ζηελ Ακεξηθή θαη ζηελ 

Δπξψπε φπνπ απνηέιεζε ζεκαληηθή εμέιημε ζηνλ ηνκέα ησλ πνηθηιηψλ, πβξηδίσλ θαζψο θαη 

ζηηο ηερληθέο θαη ηα κέζα θαιιηέξγεηαο. Η ηνκάηα απνηειεί έλα βαζηθφ εξγαιείν ζηα ρέξηα 

ησλ βειηησηψλ δηφηη κπνξεί λα δηαζηαπξσζεί κε κηθξή ή κεγάιε δπζθνιία ,κε φια ηα άιια 

είδε ηνπ γέλνπο θαη λα δεκηνπξγήζεη πβξίδηα. Με απηφλ ηνλ ηξφπν επηηπγράλεηαη ε κεηαθνξά 

θαη ελζσκάησζε επηζπκεηψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ζηηο θαιιηεξγνχκελεο πνηθηιίεο θαη πβξίδηα. 

(ΟΛΤΜΠΙΟΤ, 2001) 
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Σφζν ζηελ Διιάδα φζν θαη παγθνζκίσο ε θαιιηέξγεηα ηεο είλαη αξθεηά δηαδεδνκέλε 

θαη πνιχ δεκνθηιήο. Γη’ απηφ ηνλ ιφγν δελ είλαη ηπραίν πνπ θαηαιακβάλεη ηελ ηξίηε ζέζε 

ζηελ δηεζλή θιίκαθα κεηά ηελ παηάηα θαη ηελ γιπθνπαηάηα. (ΟΛΤΜΠΙΟΤ, 2001) 

1.1.3 Θξεπηηθή Αμία  

Έλαο ιφγνο πνπ θαζηζηή ηελ ηνκάηα ηφζν δηαδεδνκέλν ιαραληθφ είλαη ε ζξεπηηθή ηεο 

αμία. Οη θαξπνί ηνπ είλαη πινχζηνη ζε βηηακίλεο Α, Β1,Β2, C, D ,θπξίσο φκσο ζε A θαη C θαη 

άιαηα, πξνπαληφο, ζηδήξνπ, αζβεζηίνπ, θσζθφξνπ, θαιίνπ, λαηξίνπ θαη καγλεζίνπ. Δίλαη 

θησρφ ζε ζεξκίδεο (176-230/θηιφ). (ΚΟΜΝΑΚΟΤ, 1988) Έρνπλ ειθπζηηθφ ρξψκα θαη 

άξσκα ,θαζψο επίζεο απνηεινχλ ζεκαληηθή πεγή ιπθνπελίνπ. Η ζξεπηηθή αμία ησλ θαξπψλ 

ηεο είλαη ζπγθξηηηθά ρακειφηεξε ζε ζρέζε κε άιια ιαραληθά, αιιά ην γεγνλφο φηη 

θαηαλαιψλεηαη ζε κεγάιεο πνζφηεηεο ηελ θαζηζηνχλ ηδηαίηεξα ζεκαληηθή γηα ηελ δηαηξνθή 

ηνπ αλζξψπνπ. (Ικπξαρίκ-Αβξαάκ & Πεηξφπνπινο, 2014) 

1.1.4Βνηαληθά Υαξαθηεξηζηηθά 

Δίλαη πνψδεο ιαραληθφ, πνιπεηέο. ΢ηηο πεξηνρέο καο φκσο θαιιηεξγείηαη σο εηήζην. Η 

ξίδα ηνπ είλαη παζζαιψδεο θαη αλαπηχζζεηαη ζε βάζνο, φηαλ ζην θπηφ δελ κεζνιαβήζεη 

κεηαθχηεπζε. 

Σα θχιια είλαη ζχλζεηα θαη ,φπσο ν βιαζηφο, έρνπλ πνιιά ηξηρίδηα, πνπ φηαλ 

ζπάζνπλ αθήλνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή κπξσδηά ηεο ηνκάηαο. 

Σα άλζε(4-12) είλαη πνιιά καδί θαη ζρεκαηίδνπλ ηαμηαλζία. Σν άλνηγκα ηνπο δελ 

είλαη ηαπηφρξνλν. Δίλαη εξκαθξφδηηα θαη απηνγνληκνπνηνχληαη. ΢ε ζπάληεο πεξηπηψζεηο 

γίλεηαη ζηαπξνεπηθνλίαζε θαη δηαζηαχξσζε πνηθηιηψλ. Σα ζειπθά κέξε ηνπ άλζνπο είλαη 

επηδεθηηθά γνληκνπνίεζεο κε ην άλνηγκα ηνπ άλζνπο, ελψ ηα αξζεληθά κέξε θαηά 2-8 ψξεο 

αξγφηεξα. Η γνληκνπνίεζε γίλεηαη δχν πεξίπνπ εκέξεο κεηά ηελ επηθνλίαζε ή 3-4 εκέξεο 

κεηά ην άλνηγκα ηνπ άλζνπο. (ΟΛΤΜΠΙΟΤ, 2001) 

Ο θαξπφο είλαη ξάγα. Χξηκάδεη ζε θαλνληθέο θιηκαηηθέο ζπλζήθεο 45, πεξίπνπ, 

εκέξεο κεηά ηε γνληκνπνίεζε θαη ζε δηπιάζην ή θαη πεξηζζφηεξν ζε κε επλντθέο θιηκαηηθέο 

ζπλζήθεο. (ΟΛΤΜΠΙΟΤ, 2001) (ΚΟΜΝΑΚΟΤ, 1988) 
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1.2 Κηξθάδηνη Ρπζκνί – Κηξθάδην ξνιόη 

 

1.2.1 Πεξηγξαθή ηνπ θηξθάδηνπ ξνινγηνύ 

Η θαζεκεξηλή πεξηζηξνθή ηεο γεο γχξσ απφ ηνλ άμνλά ηεο θάζε 24 ψξεο, πνπ έρεη 

ζαλ απνηέιεζκα ηελ εκέξα θαη ηε λχρηα, θαζνξίδεη ηνπο ξπζκνχο ησλ πεξηζζφηεξσλ έκβησλ 

φλησλ. ΢πλεπψο, ν κεηαβνιηζκφο, ε θπζηνινγία θαη ε ζπκπεξηθνξά ησλ πεξηζζφηεξσλ 

νξγαληζκψλ αιιάδεη κεηαμχ εκέξαο θαη λχρηαο. Απηέο νη βηνινγηθέο ηαιαληψζεηο 

ραξαθηεξίδνληαη σο εκεξήζηνη ξπζκνί. Οη πεξηζζφηεξνη νξγαληζκνί έρνπλ κηα έκθπηε 

ηθαλφηεηα λα αληηιακβάλνληαη ην ρξφλν. Πξάγκαηη, νη πεξηζζφηεξνη νξγαληζκνί δελ 

αληαπνθξίλνληαη ζηελ αλαηνιή ηνπ ειίνπ αιιά ξπζκίδνπλ ηελ βηνινγία ηνπο ζχκθσλα κε 

ηελ απγή. Οη εκεξήζηνη ξπζκνί ησλ νξγαληζκψλ παξακέλνπλ, αθφκα θαη φηαλ ζηεξνχληαη 

εμσγελή ρξνληθά εξεζίζκαηα, δείρλνληαο φηη παξάγνληαη απφ έλα ελδνγελέο βηνινγηθφ 

θηξθάδην ξνιφη. Μέρξη πξφζθαηα, νη κνξηαθνί κεραληζκνί κε ηνπο νπνίνπο νη νξγαληζκνί 

ιεηηνπξγνχλ ζε απηή ηελ ηέηαξηε δηάζηαζε, ηνλ ρξφλν, παξακέλνπλ άγλσζηνη. Χζηφζν, 

πάλσ απφ 30 ρξφληα, νη πξνζεγγίζεηο ηεο κνξηαθήο γελεηηθήο απνθάιπςαλ ηε κνξηαθή βάζε 

ηνπ θηξθάδηνπ ξνινγηνχ. (McClung, 2009) 

Σα θηξθάδηα ξνιφγηα παξαηεξνχληαη ζε έλα επξχ θάζκα πνιχ δηαθνξεηηθψλ κεηαμχ 

ηνπο νξγαληζκψλ, απφ ηα θπαλνβαθηήξηα θαη ηνπο κχθεηεο κέρξη ηα θπηά, ηα έληνκα θαη ηα 

ζειαζηηθά. ΢χκθσλα κε κειέηεο απνδείρζεθε φηη ν κνξηαθφο κεραληζκφο ηνπ ξνινγηνχ είλαη 

ζπληεξεκέλνο αθφκα θαη ζε πεξηπηψζεηο πνπ ζπγθεθξηκέλα γνλίδηα δελ είλαη. Αλ θαη ν 

θεληξηθφο ππξήλαο ηνπ κεραληζκνχ ηνπ ξνινγηνχ απνηειείηαη απφ έλαλ βξφγρν αξλεηηθήο 

αλαηξνθνδφηεζεο, ζρεηηθά πξφζθαηα δεδνκέλα έδεημαλ φηη γηα λα παξαρζεί έλα θηξθάδην 

ξνιφη, ρξεζηκνπνηνχληαη δηαθνξεηηθά επίπεδα ξχζκηζεο. Γηα παξάδεηγκα, ην ξνιφη ζηε 

Drosophila θαη ζηα ζπνλδπισηά, βαζίδεηαη ζηε κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε θαη ζηελ 

θαηαζηνιή θεληξηθψλ γνληδίσλ ηνπ ξνινγηνχ. ΢ήκεξα είλαη ζαθέο φηη ηα πξσηετληθά 

πξντφληα απηψλ ησλ γνληδίσλ ειέγρνληαη φρη κφλν ζε κεηαγξαθηθφ επίπεδν, αιιά θαη ζε 

κεηά-κεηαθξαζηηθφ επίπεδν, κε θσζθνξπιίσζε, κε αιιειεπίδξαζε πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο, κε 

ελδνθπηηαξηθφ εληνπηζκφ θαη κε απνηθνδφκεζε, γεγνλφηα πνπ ξπζκίδνληαη θαη ηα ίδηα 

ξπζκηθά. (Baggs & Green, 2003) 

 ΢πγθεθξηκέλα ζηα θπηά νη θηξθάδηνη ξπζκνί ζπκπεξηιακβάλνπλ ηελ θίλεζε θπηηθψλ 

νξγάλσλ, φπσο θχιισλ θαη πεηάισλ, ην άλνηγκα ησλ ζηνκαηίσλ, θαζεκεξηλέο ηαιαληψζεηο 

ζε κεηαβνιηθέο δξαζηεξηφηεηεο φπσο ε θσηνζχλζεζε θαη ε αλαπλνή. Γηα παξάδεηγκα 

νξηζκέλα θπηά ρακειψλνπλ ηα θχιια ηνπο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο (πεξηνξίδνληαο ηηο 
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ζεξκηθέο απψιεηεο) θαη ηα αλπςψλνπλ θαη πάιη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εκέξαο (γηα 

απνηειεζκαηηθφηεξε δέζκεπζε ηεο ειηαθήο αθηηλνβνιίαο).Οη θηξθάδηνη ξπζκνί ρσξίδνληαη 

ζηνπο ζρεηηθά κε-εκθαλείο, φπσο απηνί ηεο θσηνζχλζεζεο, κέρξη ηνπο ζπγθξηηηθά εκθαλείο, 

φπσο νη ξπζκνί ηεο θίλεζεο ησλ θχιισλ. 

1.2.2 Υαξαθηεξηζηηθά ηνπ Κηξθάδηνπ Ρπζκνύ  

Οη θηξθάδηνη ξπζκνί απνηεινχλ ην ππνζχλνιν ησλ βηνινγηθψλ ξπζκψλ θαη έρνπλ 

πεξίνδν πνπ νξίδεηαη σο ν ρξφλνο πνπ απαηηείηαη γηα λα νινθιεξσζεί έλαο θχθινο 24 σξψλ. 

(θπθιηθφ θαηλφκελν). Με βάζε απηφ ην ραξαθηεξηζηηθφ ν Franz Halberg εκπλεχζηεθε ην 

1959 θαη δεκηνχξγεζε ηνλ φξν "circadian" (θηξθάδηνο) πνπ πξνέξρεηαη απφ ηηο ιαηηληθέο 

ιέμεηο "circa" (θχθινο) θαη "dies" (εκέξα). Γεχηεξν ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο είλαη φηη 

παξάγνληαη ελδνγελψο θαη φηη είλαη απηνζπληεξνχκελνη κε απνηέιεζκα λα αληέρνπλ ζε 

ζπλερείο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (ζε ζπλερέο θσο ή ζθνηάδη θαη ζε ζπλερή ζεξκνθξαζία). 

Κάησ απφ απηέο ηηο ειεγρφκελεο ζπλζήθεο, ν νξγαληζκφο ζηεξείηαη εμσηεξηθά ρξνληθά 

εξεζίζκαηα θαη παξαηεξείηαη απψιεηα ζπγρξνληζκνχ κε ηνλ 24σξν θχθιν. Δπηπιένλ έλα 

άιιν ραξαθηεξηζηηθφ ησλ θηξθάδησλ ξπζκψλ είλαη φηη ε πεξίνδνο παξακέλεη ζρεηηθά 

ζηαζεξή ζε κηα θιίκαθα πεξηβαιινληηθψλ ζεξκνθξαζηψλ (Pittendrigh, 1954). ΢πλεπψο, ην 

ξνιφη δελ επεξεάδεηαη απφ ηηο κεηαβνιέο ζηνλ θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ. 

Δάλ έλα θπηφ δηαηεξεζεί γηα κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα ζε εηδηθφ ζάιακν θάησ απφ 

ηερλεηά ζηαζεξέο ζπλζήθεο θσηφο, ζεξκνθξαζίαο θαη πγξαζίαο, κπνξεί λα παξεθθιίλεη απφ 

ηελ 24σξε πεξίνδν (ελφο θηξθάδηνπ θχθινπ). Ο θηξθάδηνο ξπζκφο ζπλερίδεη λα εθθξάδεηαη 

ηνπιάρηζηνλ γηα κία ρξνληθή πεξίνδν σο 17ειεπζέξσο-ηξέρνπζα, ε νπνία κπνξεί λα πνηθίιεη 

απφ 21-27 ψξεο αλάινγα κε ηελ απφθξηζε. Δπνκέλσο, ην θπηφ απνθνκκέλν απφ ηηο 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο απνζπγρξνλίδεηαη. Η απφθιηζε απφ ηελ πεξίνδν ησλ 24 σξψλ δελ 

ζεκαίλεη φηη ην βηνινγηθφ ξνιφη κεηαθηλήζεθε εζθαικέλα. Σα ξνιφγηα ειεχζεξνπ ξπζκνχ 

θξαηνχλ αθξηβή ψξα αιιά δελ είλαη ζπγρξνληζκέλα κε ηνλ εμσηεξηθφ θφζκν. Σν θπηφ 

επαλαζπγρξνλίδεηαη αλ επαλέιζεη ζηηο θπζηνινγηθέο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο. Σα θπηά 

ρξεηάδνληαη θάπνηα ΄΄ζήκαηα΄΄ γηα λα ζπγρξνλίζνπλ ην εζσηεξηθφ ηνπο ξνιφη κε ηνλ 

εμσηεξηθφ θχθιν εκέξαο-λχρηαο πνπ δηαξθεί αθξηβψο 24ψξεο. Απηά ηα ζήκαηα ή αιιηψο 

πεξηβαιινληηθά ρξνληθά εξεζίζκαηα(φπσο, θψο, ζεξκνθξαζία)νλνκάδνληαη 

Zeitgebers/ρξνλνδφηεο (Γεξκαληθή ιέμε) ηα νπνία ζπγρξνλίδνπλ ην ελδνγελέο ζχζηεκα 

ρξφλνπ κε κηα πεξίνδν 24 σξψλ, αληαπνθξηλφκελνη ζηελ εμσγελή πεξίνδν ηεο πεξηζηξνθήο 

ηεο Γεο. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο εκέξαο παξάγνληαη εξεζίζκαηα, ηα νπνία κπνξνχλ λα  

πξνθαιέζνπλ ηελ επαλεθθίλεζε ηνπ ξνινγηνχ. Έλαο παικφο θσηφο πξηλ απφ ηελ απγή ζα 
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πξνρσξήζεη ηε θάζε ηνπ ξνινγηνχ, φκσο ν ίδηνο παικφο θσηφο κεηά ην ζνχξνππν ζα ηελ 

θαζπζηεξήζεη. Αλ ν ίδηνο παικφο θσηφο δνζεί ην κεζεκέξη ηφηε δελ ζα έρεη θαλέλα 

απνιχησο απνηέιεζκα. Με βάζε ηα παξαπάλσ αληηιακβαλφκαζηε φηη ην ξνιφη ιεηηνπξγεί κε 

ηελ δηθή ηνπ επαηζζεζία απέλαληη ζηα πεξηβαιινληηθά εξεζίζκαηα. (McClung, 2009) 

 

1.2.3 Γνκή Κηξθάδηνπ Ρνινγηνύ  

 

Οη θηξθάδηνη ξπζκνί δηέπνληαη απφ έλα ελδνγελέο ζχζηεκα θαηαγξαθήο ηνπ ρξφλνπ, ην 

θηξθαδηθφ ξνιφη, ην νπνίν ρσξίδεηαη ζε ηξία θχξηα δνκηθά ζπζηαηηθά: 

 

 

 

 

 

1) Μνλνπάηηα εηζφδνπ (input pathways),αθνξά ην πψο νη εμσηεξηθνί παξάγνληεο 

ζπληνλίδνπλ ην δεχηεξν ζπζηαηηθφ κε ην πεξηβάιινλ. ΢πγθεθξηκέλα, γηα λα κπνξέζεη 

λα ιεηηνπξγήζεη ζσζηά ην ξνιφη ζα πξέπεη λα δηαζέηεη έλα κεραληζκφ πνπ ζα ηνπ 

επηηξέπεη λα ζπγρξνλίδεηαη κε ηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο θαη λα απηνξπζκίδεηαη κε 

βάζε απηέο. Γηα λα ην θαηαθέξεη απηφ ζπληνλίδεηαη απφ ζπγθεθξηκέλνπο παξάγνληεο, 

νη νπνίνη αλακεηαδίδνπλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ ψξα ηεο εκέξαο. Οη ρξνλνδφηεο 

(Zeitgebers) απηνί, είλαη νη θχθινη θσηφο/λχρηαο θαη νη θχθινη ζεξκνθξαζίαο. Σν θψο 

απνηειεί ην θαιχηεξν εξέζηζκα ζπληνληζκνχ ησλ θπηψλ. Σα θπηά αληηιακβάλνληαη ην 

θσηεηλφ ζήκα κέζσ ησλ θσηνυπνδνρέσλ ,ζηα νπνία ππάξρνπλ ηξεηο θχξηεο νηθνγέλεηεο 

:α) ηα θπηνρξψκαηα, β) ηα θξππηνρξψκαηα θαη γ) νη θσηνηξνπίλεο. (Harmer, et al., 

2001) 

2) Κεληξηθφο ηαιαλησηήο ή βεκαηνδφηεο( central oscillator),απνηειεί ζα ιέγακε 

ηελ θαξδία ηνπ ξνινγηνχ. Απνηειείηαη απφ απηνξπζκηδφκελνπο βξφγρνπο 

ζεηηθήο/αξλεηηθήο επαλαηξνθνδφηεζεο πνπ απνηεινχληαη απφ ζπγθεθξηκέλνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο. ΢ην Arabidopsis thaliana θάπνηνη απφ ηνπο θχξηνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο είλαη νη CCA1 (Circadian Clock Associated 1) θαη LHY 

(Late Elongated Hypocotyl) πνπ απνηεινχλ ηα αξλεηηθά ζηνηρεία ηνπ βξφγρνπ θαη ν 

APRR1/TOC1 (Arabidopsis Pseudo Response Regulator 1/Timing Of CAB expression 

1) ή ζθέην παξάγνληαο TOC1,ν νπνίνο απνηειεί ην ζεηηθφ παξάγνληα ηνπ βξφγρνπ. Οη 
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CCA1 θαη LHY έρνπλ κέγηζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ mRNAs ηνπο ηελ απγή(πξσηλά 

γνλίδηα) ελψ ν TOC1 παξνπζηάδεη κέγηζην θαηά ηε δχζε( απνγεπκαηηλφ γνλίδην). 

3) Μνλνπάηηα εμφδνπ(output pathways),είλαη νη εθξνέο ηνπ θεληξηθνχ 

ηαιαλησηή, δειαδή είλαη νη εκθαλείο ξπζκνί θάησ απφ ηνλ έιεγρν ηνπ θηξθάδηνπ 

ζπζηήκαηνο. Σα κνλνπάηηα απηά νδεγνχλ ζε θπζηνινγηθνχο θαη βηνρεκηθνχο ξπζκνχο 

ησλ θπηψλ. (Harmer, 2009) (Más, 2005) (Gardner, et al., 2006) 

 

1.3Δζπεξίλε-AtHesperin 

 

Η Δζπεξίλε (AtHESP) απνηειεί κηα απναδελπιάζε ε νπνία έρεη εληνπηζηεί ζην 

Arabidopsis thaliana θαη είλαη έλα γνλίδην πνπ παξνπζηάδεη νκνηφηεηα κε ηε Nocturnin 

(NOC) ησλ ζειαζηηθψλ θαη βξίζθεηαη ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ θηξθάδηνπ ξνινγηνχ. Με αθνξκή 

ηελ εληφπηζε ηεο Δζπεξίλεο ζην A.thaliana πξαγκαηνπνηήζεθε ε παξψλ πηπρηαθή εξγαζία 

γηα ηελ κειέηε θαη εχξεζε ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ ζην θπηφ ηεο ηνκάηαο. Οη απναδελπιάζεο 

(deadenylases) είλαη έλδπκα, γλσζηά θαη σο εμσξηβνλνπθιεάζεο, εμαξηψκελα απφ ην 

καγλήζην (Mg2+) πνπ απνηθνδνκνχλ ηελ πνιχ(Α) νπξά ησλ mRNAs κε θαηεχζπλζε 3΄->5΄ 

απειεπζεξψλνληαο 5΄-AMP. Οη απναδελπιάζεο ππάξρνπλ ηφζν ζηνλ ππξήλα φζν θαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα Η ππεξέθθξαζε ηεο AtHESP ζηα θπηφ επεξεάδεη ηελ έθθξαζε θαη ηελ 

ξπζκηθφηεηα ησλ βαζηθψλ γνληδίσλ ηνπ θεληξηθνχ ηαιαλησηή TOC1 θαη CCA1. Η κειέηε 

έρεη απνδείμεη κηα εμειηθηηθή δξαζηεξηφηεηα ζηε βξάρπλζε ηεο πνιχ(Α) νπξάο ζηα θπηά θαη 

πξνηείλεη φηη ε απναδελπιίσζε είλαη έλαο κεραληζκφο πνπ εκπιέθεηαη ζηελ ξχζκηζε ηνπ 

θηξθάδηνπ ξπζκνχ. (Delis, et al., 2015) 

Παξφιν πνπ ην θπηφ Α.thaliana κπνξεί λα έρεη έσο 26 απναδελπιάζεο, δελ έρεη 

κειεηεζεί εθηελψο ε δηαδηθαζία ηεο απναδελειίσζεο ζηα θπηά, ελψ έλα έλδπκν 

απνηθνδφκεζεο ηεο πνιχ(Α) πνπ ζρεηίδεηαη κε ην ξνιφη εμαθνινπζεί λα είλαη αζαθέο. ΢ε 

έξεπλα πνπ έρεη γίλεη έρεη εληνπηζηεί κία νκφινγε ηεο Ννθηνπξίλεο απναδελπιάζεο ζην 

θπηφ A.thaliana πνπ κεηαγξάθεηαη ζε πςειφηεξα επίπεδα ην βξάδπ. Λφγσ ηνπ πξνθίι 

έθθξαζεο αλαθέξεηαη σο A.thaliana Hesperin (AtHESP) απφ ηελ Διιεληθή ιέμε Έζπεξνο 

,ην Αζηέξη ηεο Νχθηαο. Η AtHESP είλαη έλαο λένο κεηαγξαθηθφο ξπζκηζηήο ηνπ θηξθαδηθνχ 

ξπζκνχ πνπ δξαζηεξηνπνηείηαη ζηελ απνηθνδφκεζε ηεο πνιχ(Α) νπξάο θαη επεξεάδεη 

ξπζκηθά ηελ έθθξαζε ηνπ mRNAs ηνπ ππξήλα ηαιαλησηή ζηα θπηά, ελψ είλαη επίζεο 

εκθαλήο έλαο αξλεηηθφο ξφινο ζηελ απφθξηζε ησλ θπηψλ θαηά ηεο νμεηδσηηθήο 

θαηαπφλεζεο. 
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Η AtHESP απνδεηθλχεηαη νηη είλαη νκφινγε πξνο ηε θηξθαδηθά ειεγρφκελε 

απναδελπιάζε NOC πνπ εληνπίδεηαη ζε ζειαζηηθά θαη άιινπο νξγαληζκνχο θαη εκθαλίδεηαη 

θαη ζηα θπηά. Σν γνλίδην θσδηθνπνηεί ην 3 ́ άθξν πνιχ (Α) εμψξηβνλνπθιεάζεο θαη ε 

AtHESP αλήθεη ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ησλ ΔΔΡ(Exonucleases-Endonucleases Phosphatase) 

ησλ απναδειπλαζψλ. Σν γνλίδην ξπζκίδεηαη απφ ην θηξθάδην ξνιφη θαη ηαπηφρξνλα 

επεξεάδεη ηε κεηαγξαθή ησλ θηξθαδηθψλ ηαιαλησηψλ, αλαθεξφκελνη ζηελ απναδελπιίσζε 

θαη ζηελ αιιαγή ηνπ mRNA σο κεραληζκφ ξχζκηζεο ηνπ θηξθαδηθνχ ξπζκνχ. Δπηπιένλ 

πηζαλνινγείηαη ν ξφινο ηνπ AtHESP ζηελ αληίδξαζε ησλ θπηψλ ζηελ νμεηδσηηθή 

θαηαπφλεζε. 

Ο βηνρεκηθφο ραξαθηεξηζκφο ηνπ νκφινγνπ ηεο NOC απφ άιινπο νξγαληζκνχο 

εμαθνινπζεί λα είλαη ππνηππψδεο. Η AtHESP δείρλεη κηα κεγάιε νκνηφηεηα κε CNOT6 θαη 

CNOT6L απναδελπιαζψλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ ΔΔΡ. Μειέηεο ζε δχκε κε CCR4 

απναδελπιαζψλ (νκφινγν ηνπ CNOT6) έρνπλ δείμεη φηη ε πνιχ(Α) νπξά είλαη ην 

πξνηηκφηεξν ππφζηξσκα, ελψ νη πνιχ (U), πνιχ (C), θαη πνιχ(G) ήηαλ πεξηζζφηεξν 

αλαζηαιηηθέο ζηε δηαδηθαζία απνηθνδφκεζεο .Καηά ζπλέπεηα, ηα απνηειέζκαηα καο 

δείρλνπλ φηη ην AtHESP πξνηηκά πνιχ (Α). Πνιχ(Α) είλαη επίζεο ην πξνηηκψκελν 

ππφζηξσκα γηα ηελ PARN πνπ αλήθεη ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ησλ DEDD απναδελπιαζψλ, 

αθνινπζνχκελε απφ ηελ πνιχ (U) ε νπνία απνηθνδνκείηαη ιηγφηεξν απνηειεζκαηηθά, ελψ ε 

πνιχ (C) θαη πνιχ(G) είλαη αζζελή ππνζηξψκαηα. 

Η αιινζηεξηθή ζπκπεξηθνξά ηεο AtHESP κπνξεί λα γίλεη θαιχηεξα θαηαλνεηή 

ιακβάλνληαο ππφςε ην βαζηθφ ξφιν ηεο πνιχ (Α) νπξάο ζηελ ζηαζεξφηεηα ηνπ mRNA. Οη 

απναδελπιάζεο είλαη εμαηξεηηθά ξπζκηδφκελα έλδπκα θαη ε δξαζηεξηφηεηά ηνπο επεξεάδεηαη 

απφ πνηθηιία παξακέηξσλ, φπσο ν ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο, κεηά-κεηαθξαζηηθή 

ηξνπνπνίεζε, ηα cis-δξψληα ζηνηρεία ηνπ ζηφρνπ mRNAs θαη ηα trans- δξψληα ζηνηρεία ησλ 

ξπζκηζηηθψλ παξαγφλησλ .H PARN, πνπ είλαη κηα απναδελπιάζε πνπ εθηεηακέλα έρεη 

κειεηεζεί, είλαη φλησο κηα αιινζηεξηθά ξπζκηδφκελε απναδελπιάζε κε ππάξρνπζεο 

νιηγνκεξείο δνκέο θαη ε δξαζηεξηφηεηα ηεο δηακνξθψλεηαη απφ cis ζηνηρεία, φπσο 5 ́ cap, 

AU-rich θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά ζηνηρεία πνιπαδελπιηψζεσο ηνπ mRNA, θαη trans 

παξαγφλησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ παξαγφλησλ πξσηεΐλεο, φπσο θαη ζε άιια 

κηθξά κφξηα, φπσο ηα λνπθιενηίδηα θαη λνπθιενηηδηθά αλάινγα. Χζηφζν, κπνξεί επίζεο λα 

ζπζρεηηζηεί  κέζα ζε ελεξγφ ηεηξακεξέο θαη πςειήο ηάμεο νιηγνκεξέο, ηφζν in vitro φζν θαη 

ζε δσληαλά θχηηαξα. Απνηειέζκαηα έξεπλαο έδεημε φηη ε AtHESP είλαη νιηγνκεξέο θαη απηή 

ε ζπκπεξηθνξά κάιινλ δείρλεη λα αληηπξνζσπεχεη έλαλ ξπζκηζηηθφ κεραληζκφ. Δπηπιένλ, 

έρεη πξνηαζεί φηη νη απναδελπιάζεο δξνπλ ζπληνληζκέλα θαη πνιιέο απναδειπλάζεο καδί 
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κπνξεί λα επηδξνχλ ζην ίδην mRNA, κε δηαθξηηνχο αιιά επηθαιππηφκελνπο ηξφπνπο. 

Δπνκέλσο, ε πνηθηινκνξθία ησλ απναδελπιαζψλ, ε πνιππινθφηεηα ησλ ζπλεξγψλ 

δέζκεπζεο, φπσο επίζεο θαη ε ξχζκηζή ηνπο δεκηνπξγνχλ νιά καδί  έλα πνιχπινθν δίθηπν 

γηα λα ξπζκίδνπλ κε αθξίβεηα ηελ ελδνθπηηαξηθή mRNA νκνηφζηαζε. Αλακέλεηαη φηη ε 

αλαγλψξηζε ησλ ζπλεξγψλ δέζκεπζεο ηεο AtHESP ζα ζπκβάιεη ζηελ θαηαλφεζε ηεο 

αιινζηεξηθήο ζπκπεξηθνξάο ηεο, ελψ ν θαζνξηζκφο ησλ δηαθξηηψλ πεξηνρψλ αλακέλεηαη λα 

πξνζθέξεη ηε δνκηθή βάζε γηα ηηο ξπζκηζηηθέο απαηηήζεηο ηεο. 

Η AtHESP ζπκβάιιεη ζηνλ έιεγρν ηεο θηξθάδηαο γνληδηαθήο έθθξαζεο θαη ηα 

απνηειέζκαηα έξεπλαο έρεη δείμεη φηη ε απναδελπιίσζε θαη ν θχθινο εξγαζηψλ ηνπ mRNA 

είλαη έλαο κεραληζκφο πνπ επεξεάδεη ηνπο θηξθάδηνπο ηαιαλησηέο κεηαγξαθήο. Η ξχζκηζε 

ηεο κεηαγξαθηθήο ζπζζψξεπζεο ησλ γνληδίσλ ηνπ ξνινγηνχ (TOC1 / CCA1 / LHY) είλαη 

ζεκαληηθά δηαηαξαγκέλε ζε κεηαιιαγκέλα θπηά hesp πνπ αλαπηχρζεθαλ ζε ειεγρφκελνπο 

θχθινπο θσο/ζθνηάδη. Η ξπζκηθή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ κπνξεί λα είλαη ζχλζεηε, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ φρη κφλν ηνπ θηξθαδηαλνχ θαλνληζκνχ, αιιά θαη δηαθφξσλ 

ζπζηεκαηηθψλ θαη πεξηβαιινληηθψλ ζπλζεθψλ (π.ρ. ε αλάπηπμε ,ε θαηαπφλεζε) εξεζίζκαηα, 

φπσο έρνπλ πξνηαζεί γηα ην Noc ησλ ζειαζηηθψλ . O βαζηθφο ξπζκηζηηθφο κεραληζκφο ηεο 

ππνθείκελεο απναδελπιίσζεο κέζσ HESP. ΢ε έξεπλα ππεξέθθξαζεο ηεο AtHESP έρνπλ 

παξαθνινπζεζεί ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ TOC θαη CCA1 ζε πεξηβάιινλ κε απμεκέλα 

επίπεδα AtHESP. ΢ε απηέο ηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο θπηνχ έρνπλ αληρλεπζεί απμεκέλα 

επίπεδα TOC θαη CCA, αιιά δηαηεξήζεθε ε θπθιηθή κνξθή έθθξαζεο. Απηή ε έιιεηςε 

αλαζηξνθήο θάζεο ηεο ζπζζψξεπζεο mRNA ηνπ TOC1 ή CCA1,ππνδεηθλχεη φηη θαλέλα 

απφ ηα γνλίδηα δελ είλαη άκεζνη ζηφρνη ηεο δξαζηεξηφηεηαο ηεο απναδελπιάζεο ηεο 

AtHESP. (Delis, et al., 2015) Έηζη, ε AtHESP κπνξεί λα επεξεάζεη ηνλ θηξθάδην ξπζκφ 

ζην Arabidopsis κε ηελ απναδελπιίσζε έλα ή πεξηζζφηεξσλ άγλσζησλ γνληδίσλ. 

Λακβάλνληαο ππφςε ην γεγνλφο φηη ηα πξφζθαηα κνληέια πνπ πεξηγξάθνπλ ην θηξθάδην 

ξνιφη ζε θπηά πεξηιακβάλνπλ 3 ή 4 πνιιαπινχο βξφρνπο δπλαηφηεηαο αιιειεπίδξαζεο, 

ην παγθφζκην ζχζηεκα βηνινγίαο , ζα πξέπεη επηδηψμεη λα εληνπίζεη ηνπο mRNAs 

ζηφρνπο ηεο AtHESP. Δλαιιαθηηθά, ε ππεξέθθξαζε ηεο AtHESP κπνξεί λα κελ είλαη 

επαξθήο γηα λα δηαηαξάμεη ηα ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγνχληαη, θαη φπσο αλαθέξζεθε 

παξαπάλσ, ε AtHESP κπνξεί λα δξα ζε ζπλελλφεζε κε άιινπο ζπλεξγνχο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ άιισλ απναδειπλαζψλ, γηα λα ξπζκίζνπλ ζσζηά ην 

θηξθάδην ξνιφη. 
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Παξφηη νη απναδελπιάζεο ζηα θπηά δελ έρνπλ κειεηεζεί εθηελψο φπσο ζε άιινπο 

νξγαληζκνχο, είλαη μεθάζαξν φηη ην Arabidopsis ρξεζηκνπνηεί δηαθνξεηηθέο απναδελπιάζεο 

γηα λα ζηνρεχζεη ζπγθεθξηκέλα mRNAs θαη δηάθνξεο αλαπηπμηαθέο θαη θπζηνινγηθέο 

δηαδηθαζίεο. Γχν γνλίδηα PARN αλαγλσξίζηεθαλ ζην Arabidopsis, κία εθ ησλ νπνίσλ, 

At1g55870 (AtPARN), είλαη κηα θπηηαξνπιαζκαηηθή απναδελπιάζε απαξαίηεηε γηα 

εκβξπνγέλεζε, πνπ επεξεάδεη έλα ππνζχλνιν ησλ εκβξπτθψλ κεηαγξαθψλ. Δπηπιένλ, CAF1 

γνλίδηα είλαη παξφληα ζε Arabidopsis, πνπ νξηζκέλα απφ απηά ζπλδένληαη κε ηελ 

θαηαπφλεζε ησλ θπηψλ. Σα CAF1 έρνπλ επίζεο ζπλδεζεί κε ηελ αληίζηαζε ησλ θπηψλ ζε 

κπθεηηαθέο θαη βαθηεξηαθέο ινηκψμεηο, πνπ ζεκαίλεη φηη παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηηο 

αιιειεπηδξάζεηο παζνγφλνπ-θπηνχ. Η χπαξμε πνιιαπιψλ απναδελπιαζψλ κπνξεί λα έρνπλ 

θαη δηαθνξεηηθέο αλάγθεο γηα ηελ έθθξαζε ησλ εηδηθψλ mRNAs ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο 

ζε θχηηαξα ή ηζηνχο, αιιά θαη απφ ηελ παξνπζία εηδηθψλ mRNAs ζε δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο 

πεξηφδνπο. 

Η AtHESP πηζαλφλ λα παίδεη ξφιν ζηελ αχμεζε θαη αλάπηπμε ησλ θπηψλ, σο 

απάληεζε ζην ζηξεο. Η ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζε δηάθνξα θπηά έρνπλ κηα ζνβαξή, αλ 

θαη αλαζηξέςηκε θαζπζηέξεζε θαη νη θαηλφηππνη κε ην κεηαιιαγκέλν HESP γνλίδην 

θαίλεηαη λα πξνζηαηεχνληαη θαιχηεξα έλαληη ηεο νμεηδσηηθνχ ζηξεο. Έρεη αλαθεξζεί ν ξφινο 

ησλ πξσηετλψλ NOC πνπ είλαη νκφινγεο κε ηελ AtHESP, πνπ εθηείλεηαη ζε ελψζεηο γηα ην 

κεηαβνιηζκφ ησλ ιηπηδίσλ θαη γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπο ζηελ θαηάιιειε ζέζε κνξθνγέλεζεο 

θαη ζηάδην ηεο λχκθεο ζε ζειαζηηθά θαη Drosophila, αληίζηνηρα. Δίλαη ελδηαθέξνλ λα 

ζεσξήζνπκε φηη ε AtHESP κπνξεί λα παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ξχζκηζε ηφζν ηνπ 

θηξθαδηθνχ ξνινγηνχ φζν θαη ζηηο δηαδηθαζίεο γχξσ απφ απηφ , φπσο ε απφθξηζε ζε 

κεραληζκνχο έλαληη ησλ αβηνηηθψλ ή / θαη βηνηηθψλ θαηαπνλήζεσλ φπσο έρεη ήδε πεξηγξαθεί 

πξνεγνπκέλσο γηα άιια ζπζηαηηθά ηνπ ξνινγηνχ ζηα θπηά. Η δηεπθξίληζε ησλ κεραληζκψλ 

ηεο ηξνπνπνίεζεο απηήο ηεο θαηλνηφκαο απναδελπιάζεο ζηε ξχζκηζε θαη απνξξχζκηζε ηνπ 

θηξθάδηνπ ξνινγηνχ ζηα θπηά ή / θαη ζηελ αλάπηπμε θαη ζην κεηαβνιηζκφ ησλ θπηψλ, εηδηθά 

θάησ απφ δηάθνξνπο ζηξεζνγφλνπο παξάγνληεο απνηειεί κηα ειθπζηηθή πξφθιεζε. 

 (Delis, et al., 2015) 
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1.4 ΑΠΟΑΓΔΝΤΛΙΧ΢Η 

 

Η απνηθνδφκεζε ηνπ επθαξπσηηθνχ mRNA παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν:  

α) ζηε ξχζκηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο,  

β) ζηνλ έιεγρν ηεο βηνζχλζεζεο ηνπ mRNA, θαη  

γ) ζηελ αληητθή πξνζηαζία (Moraes, et al., 2006) 

 

Σα κφξηα mRNA ησλ πεξηζζφηεξσλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ θέξνπλ κία νπξά 

πνιπ(Α). Οη πνιπ (Α) νπξέο κε πξνθαζνξηζκέλν κήθνο ζπληεινχλ ζηελ έμνδν ηνπ mRNA 

απφ ηνλ ππξήλα, ηνπ πξνζδίδνπλ ζηαζεξφηεηα θαη έλαπζκα γηα κεηάθξαζε φηαλ απηφ θηάλεη 

ζην θπηηαξφπιαζκα. ΢ηνλ ππξήλα κε ηε δηαδηθαζία ηεο απναδελπιίσζεο πεξηνξίδνληαη νη 

πνιπ(Α) νπξέο ζην θαηάιιειν κήθνο. ΢ην θπηηαξφπιαζκα κε ηε δηαδηθαζία ηεο 

απναδελπιίσζεο ζεκαηνδνηείηαη ε απνηθνδφκεζή ηνπ. 

Η απνηθνδφκεζε ηνπ mRNA αξρίδεη κε ηε βξάρπλζε ηεο πνιπ (Α) νπξάο ζην 3 ́ άθξν 

ηνπ απφ δηάθνξα έλδπκα πνπ ραξαθηεξίδνληαη σο απναδελπιάζεο (θαη ε δηαδηθαζία 

νλνκάδεηαη απναδελπιίσζε). Μεηά ηελ απναδελπιίσζε έλα έλδπκν απνηεινχκελν απφ δχν 

ππνκνλάδεο ηελ Dcp1p θαη Dcp2p αθαηξεί ηελ θαιχπηξα θαη κε ηνλ ηξφπν απηφ εθζέηεη ην 

κεηάγξαθν ζε απνηθνδφκεζε απφ κία 5 ́-3 ́ εμσλνπθιεάζε, ηελ Xrn1p. Δλαιιαθηηθά ,ην 

mRNA κπνξεί λα απνηθνδνκεζεί κε θαηεχζπλζε 3 ́-5 ́ απφ έλα ζχκπινθν εμσλνπθιεαζψλ, 

ην θπηηαξνπιαζκαηηθφ εμψζσκα. Σέινο, ε θαιχπηξα πδξνιχεηαη απφ ην DcpS. (Balatsos, et 

al., 2006) 

 

(Goldstrohm & Wickens, 2008) 

 

 



Πτυχιακή Εργαςία Ηλιοποφλου Ιωάννα 

17 
 

1.5 ΢ηνρεπκέλε κε RNAi <<αληίζηξνθε γελεηηθή>>: Γεκηνπξγία δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ 

κεηα-κεηαγξαθηθήο γνληδηαθήο ζίγεζεο (RNA gene silencing) γηα ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. 

 

Οη δπν βαζηθνί ηξφπνη κε ηνπο νπνίνπο κπνξνχλ λα κειεηεζνχλ γνλίδηα άγλσζηεο 

ιεηηνπξγίαο ,ηα νπνία εκπιέθνληαη ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηψλ είλαη ε κεζνδνινγία <<πξνο 

ηα εκπξφο γελεηηθήο>>(forward genetics) θαη ε κεζνδνινγία ηεο <<αληίζηξνθεο γελεηηθήο>> 

(reverse genetics). Η <<πξνο ηα εκπξφο γελεηηθή>> είλαη ε κεζνδνινγία πνπ έρεη ζαλ απαξρή 

ην θαηλφηππν ελφο θπηνχ(ζπλήζσο κεηά απφ πξαγκαηνπνίεζε κεηαιιαμηγέλεζεο) θαη νδεχεη 

πξνο ηελ απνκφλσζε θαη ην ραξαθηεξηζκφ ηνπ αληίζηνηρνπ γνληδίνπ. Η <<αληίζηξνθε 

γελεηηθή>> απφ ηελ άιιε, γλσξίδεη ηελ λνπθιενηηδηθή αθνινπζία ελφο γνληδίνπ θαη 

εθαξκφδεη πξνεγκέλεο ηερληθέο κνξηαθήο βηνινγίαο θαη γελεηηθήο , πξνθεηκέλνπ λα 

κειεηήζεη ηνλ ελδερφκελν θαηλφηππν ησλ κεηαιιαγκέλσλ ή/θαη δηαγνληδηαθψλ θπηψλ. Η 

επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ ηξφπνπ εμαξηάηαη απφ ηα εξσηήκαηα πνπ ζέιεη λα απαληήζεη ν 

εξεπλεηήο θαη απφ ηελ πιεξνθνξία πνπ δηαζέηεη ζρεηηθά κε ην ππφ κειέηε ραξαθηεξηζηηθφ. 

΢ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ρξεζηκνπνηήζεθε ε Αληίζηξνθε Γελεηηθή δεδνκέλνπ φηη 

γλσξίδακε ηε λνπθιενηηδηθή αθνινπζία ηνπ γνλίδηνπ ζηφρνπ αιιά δε γλσξίδακε ηε 

ιεηηνπξγία ηνπ. Δπηπιένλ, εμαηηίαο φηη δελ είλαη δπλαηή πάληα ε εχξεζε κεηαιιαγκέλσλ 

ζεηξψλ απφ ηηο <<ηξάπεδεο>> γελεηηθνχ πιηθνχ, νδεγεζήθακε ζηελ <<κεηα-κεηαγξαθηθή 

γνληδηαθή ζίγεζε>> κέζσ ηνπ κεραληζκνχ ηνπ RNAi. 

Ο κεραληζκφο ηεο Γνληδηαθήο ζίγεζεο αλαθαιχθζεθε γηα πξψηε θνξά ζην θπηφ 

Petunia hybrid ζε κηα πξνζπάζεηα αιιαγήο ηνπ ρξψκαηνο ησλ αλζέσλ. ΢πγθεθξηκέλα, ε 

ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ζπλζάζεο ηεο ραιθφλεο (CHS) γηα λα επηηχρνπλ ηελ 

παξαγσγή θπηψλ κε ζθνχξα κσβ άλζε , είρε ζαλ απνηέιεζκα λα πάξνπλ άλζε άρξσκα, 

θαηλφκελν πνπ νλνκάζηεθε ζπλ-θαηαζηνιή, αιιά αξγφηεξα επηβεβαηψζεθε φηη νθεηιφηαλ 

ζην κεραληζκφ ηεο <<RNA ζίγεζεο>>, θαζψο ην δηαγνλίδην θαηαζηέιιεη ηελ δξάζε θαη ηνπ 

ελδνγελνχο γνληδίνπ. Με ην επηπιένλ γνλίδην, ην νπνίν πηζαλψο είρε εηζέιζεη ζε πνιιαπιά 

αληίγξαθα ηα νπνία κεηαγξαθφηαλ ζε αληίζεηε θνξά , ελεξγνπνίεζαλ ηνλ RNAi κεραληζκφ.  

Ο κεραληζκφο ηνπ RNA interference είλαη ν εμήο: 

1. Σν έλδπκν DICER δηαζπά ην δίθισλν RNA (ds RNA) ζε κηθξά ηκήκαηα, 

γλσζηά σο κηθξά RNA παξεκβνιήο (RNAs-short-interfering RNAs). Απηά 

ηα δίθισλα νιηγνξηβνλνπθιενηίδηα έρνπλ κήθνο 21-22 nt θαη 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο είλαη κία πξνεμνρή δχν λνπθιενηηδίσλ ζε θάζε 3 

άθξν ηνπ κε αληίζεηε θνξά. 
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2. Σα siRNAs ελψλνληαη κε έλα ξηβνλνπθιενπξσηεηληθφ 

ζχκπινθν, ην RISC (RNA INDUCED SILENCING COMPLEX). To 

siRNA ζεσξείηαη φηη dsRNA 5'- siRNA 4. ιεηηνπξγεί σο νδεγφο γηα λα 

ζπλαληήζεη ην ζχκπινθν ην mRNA κε ηε ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία. 

Καηφπηλ, πξαγκαηνπνηείηαη ελδνλνπθιενηηδηθή δηάζπαζε ηνπ mRNA κε 

απνηέιεζκα λα κελ κπνξεί λα παξαρζεί ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε. 

 

Σν πξψην ζηάδην ηνπ RNAi κεραληζκνχ (δηάζπαζε ηνπ dsRNA ζηα siRNAs) κπνξεί 

λα πξαγκαηνπνηεζεί είηε ζην θπηηαξφπιαζκα είηε ζηνλ ππξήλα, φκσο ην δεχηεξν 

ζηάδην(θαηαθεξκαηηζκφο ηνπ νκφινγνπ mRNA) ζπκβαίλεη απνθιεηζηηθά ζην 

θπηηαξφπιαζκα, θαζψο ην ψξηκν mRNA είλαη απηφ πνπ δηαζπάηαη. Σν ηειηθφ, ινηπφλ, 

απνηέιεζκα απηνχ ηνπ κεραληζκνχ πνπ ππξνδνηείηαη απφ ηελ παξνπζία δίθισλνπ RNA ζην 

θχηηαξν είλαη ε δηάζπαζε νκφινγνπ mRNA κε ηα siRNAs, ηεξκαηίδνληαο έηζη ηελ έθθξαζε 

ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ. Η δηάζπαζε ηνπ mRNA γίλεηαη ζηελ κέζε πεξίπνπ ηνπ 

ηκήκαηνο πνπ βξίζθεη νκνινγία ην siRNA κε ην mRNA. Όζν πην κεγάιν είλαη ην dsRNA 

ηφζν πην απνηειεζκαηηθή είλαη ε απνζηψπεζε ηνπ γνληδίνπ. Ο αξηζκφο ησλ siRNAs πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ηελ δηάζπαζε ηνπ δίθισλνπ RNA είλαη dsRNA/21. Σα siRNAs είλαη 

δίθισλα ηκήκαηα RNA κήθνπο 21-22 nt θαη έρνπλ έλα 5'-θσζθνξηθφ άθξν θαη ζην 

3'πδξνμπιηθφ-άθξν έρνπλ κία πξνεμνρή δχν λνπθιενηηδίσλ. To RISC ή αιιηψο siRNP (small 

interfering ribonoucleoprotein particle) απνηειείηαη απφ πνιιέο πξσηεΐλεο, νη πεξηζζφηεξεο 

απφ ηηο νπνίεο δελ είλαη γλσζηέο πξνζδέλεη έλα siRNA ηελ θνξά θαη πξνθαιεί δηάζπαζε ηνπ 

νκφινγνπ mRNA. (Καιαληίδεο, et al., 2009) 

1.6 Agrobacterium tumefaciens 

1.6.1Πεξηγξαθή A.tumefaciens 

Σν A.tumefaciens είλαη έλα Gram-(αξλεηηθφ), αεξφβην βαθηήξην εδάθνπο, πνπ αλήθεη ζηελ 

νηθνγέλεηα Rhizobiaceae. Σν βαθηήξην είλαη ππεχζπλν γηα ηελ πξφθιεζε ηεο αζζέλεηα ηνπ 

θνξνλσηνχ θάινπ ζε πνιιά δηθνηπιήδνλα θπηά ,θαζψο θαη ζε νξηζκέλα Γπκλφζπεξκα. Ο 

θάιινο απνηειεί κηα ζπκπαγή κάδα αδηαθνξνπνίεησλ θπηηάξσλ. Σν 1988 νη Binns θαη 

Thomashaw κέζα απφ ηελ εξγαζία ηνπο απνθάιπςαλ φηη ην A.tumefaciens έρεη ηελ 

ηθαλφηεηα κεηαθνξάο ελφο ζπγθεθξηκέλνπ ηκήκαηνο ηνπ DNA ηνπ νγθνγελεηηθνχ 

πιαζκηδίνπ ηνπ (Ti, tumor-inducing), ην νπνίν νλνκάζηεθε κεηαθεξφκελν-DNA (T-DNA, 

transfer-DNA), ζηνλ ππξήλα ησλ πξνζβεβιεκέλσλ θπηηάξσλ , ελζσκαηψλνληάο ην ζην 
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γέλσκα ηνπ μεληζηή. Η αλαθάιπςε απηή έδσζε κηα λέα πξννπηηθή ζηε κειέηε ηνπ 

A.tumefaciens, ζρεηίδνληαο πιένλ ην Αγξνβαθηήξην κε ηε δεκηνπξγία δηαγνληδηαθψλ θπηψλ. 

Σα θχηηαξα ηνπ θνξνλσηνχ θάιινπ παξάγνπλ απν κφλα ηνπο απμίλε θαη γηββεξειιίλε κε 

απνηέιεζκα λα πνιιαπιαζηάδνληαη ππέξκεηξα πνιιαπιαζηάδνληαη 

ππέξκεηξα(λενπιαζκαηηθέο ππεξπιαζίεο). Δπηπιένλ, έρνπλ ηελ δπλαηφηεηα παξαγνγήο θαη 

νπηλψλ ,πνπ ζπληίζνληαη απφ ζπκπχθλσζε ζαθράξσλ θαη ακηλνμέσλ θαη απνηεινχλ ηελ 

ηξνθή ηνπ αγξνβαθηεξίνπ. Σα παξαπάλσ, ηα απνθηνχλ ηα θχηηαξα ηνπ θάιινπ εμαηηίαο 

έλζεζεο ηκήκαηνο Ti πιαζκηδίνπ, ηνπ T-DNA.Έρνπλ βξεζεί ηξία είδε Σi πιαζκηδίσλ: ηεο 

νθηνπίλεο, ηεο λνπαιίλεο θαη ηεο αγξνπίλεο, αλάινγα κε ηελ νπίλε πνπ «αλαγθάδνπλ» ην 

θπηφ λα παξάγεη.Δπίζεο, ζην Ti πιαζκίδην ππάξρνπλ θαη γνλίδηα γηα έλδπκα θαηαβνιηζκνχ 

ησλ νπηλψλ. Σν θαηλφκελν απηφ νλνκάδεηαη, γελεηηθφο απνηθηζκφο. 

1.6.2 Γνκή Ti πιαζκηδίνπ 

Σα Ti πιαζκίδηα ηνπ Αγξνβαθηεξίνπ έρνπλ κέγεζνο απφ 200-800kb, ελψ ε πεξηνρή ηνπ T-

DNA έρεη κέγεζνο 10-30kb. Κάπνηα Ti πιαζκίδηα κπνξεί λα πεξηέρνπλ παξαπάλσ απφ κηα T-

DNA πεξηνρή. Σν πιαζκίδν Ti πέξα απφ ην ηκήκα T-DNA πεξηέρεη θαη ηε κνιπζκαηηθή 

πεξηνρή ησλ vir γνληδίσλ, κεγέζνπο 30kbp, πνπ είλαη νξγαλσκέλε ζε έμη νπεξφληα, θάπνηα 

απφ ηα νπνία (virA, virB, virD, virG) είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ κεηαθνξά ηνπ T-DNA θαη 

θάπνηα άιια (virC θαη virE)ζπληεινχλ ζηελ αχμεζε ηεο ηθαλφηεηαο κεηαθνξάο ηνπ. Δπίζεο, 

πεξηέρεη ηα γνλίδηα γηα ηνλ θαηαβνιηζκφ ησλ νπηλψλ θαζψο θαη ηα ζπδεπθηηθά γνλίδηα 

κεηαθνξάο πιαζκηδίσλ απφ βαθηήξην πξνο βαθηήξην. 

Σν T-DNA απνηειείηαη απφ ηα νγθνγελεηηθά γνλίδηα , ηα νπνία θσδηθνπνηνχλ γηα έλδπκα 

πνπ εκπιέθνληαη ζηε ζχλζεζε απμηλψλ θαη θπηνθηληλψλ θαη είλαη ππεχζπλα γηα ηνλ 

ζρεκαηηζκφ φγθσλ θαζψο θαη ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα ηε ζχλζεζε νπηλψλ. 

Ιδηαίηεξεο ζεκαζίαο είλαη ην γεγνλφο φηη θαλέλα απφ ηα γνλίδηα πνπ ππάξρνπλ ζην T-DNA 

δελ ρξεηάδεδηαη γηα ηελ κεηαθνξά θαη ελζσκάησζε ηνπο ζην γνληδίσκα ησλ μεληζηψλ. 

Αληηζέησο, βαζηθφ ξφιν παίδνπλ ηα δπν επαλαιακβαλφκελα ζπλνξηαθά φξηα , εθαηέξσζελ 

ηνπ T-DNA, ην αξηζηεξφ(LB-Left Border)θαη ην δεμηφ(RB-Right Border)φξην, κήθνπο 25bp 

ην θαζέλα.Σα ζπλνξηαθά απηά είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ θαζνδήγεζε θαη ελζσκάησζε ηνπ T-

DNA ζην γέλσκα ηνπ μεληζηή.Η ζέζε ελζσκάησζεο ηνπ ζην θπηηθφ γέλσκα είλαη ηπραία, 

αιιά επλννχληαη νη κεηαγξαθηθά ελεξγέο πεξηνρέο, θαζψο είλαη πην εχθνια πξνζβάζηκεο. 
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1.6.3 Μεηαθνξά ηνπ T-DNA απφ ην Αγξνβαθηήξην ζην θπηφ 

Η δηαδηθαζία εμαγσγήο ηνπ T-DNA απφ ην πιαζκίδην θαη ε κεηαθνξά ηνπ θη ελζσκάησζε 

ηνπ ζην θπηηθφ θχηηαξν, είλαη απνηέιεζκα κηαο ζπλδπαζκέλεο δξάζεο κεηαμχ ησλ γνληδίσλ 

ηνπ βαθηεξηαθνχ ρξσκνζψκαηνο(chv), ησλ vir πξσηετλψλ, πνπ κεηαγξάθνληαη απφ ηα 

γνλίδηα ηεο vir πεξηνρήο θαη αιιειεπηδξνχλ κε ηα ζπλνξηαθά θαη ησλ θπηηθψλ πξσηετλψλ 

ηνπ μεληζηή. To Agrobacterium κπνξεί λα κνιχλεη κφλν πιεγσκέλνπο ηζηνχο, θαζψο ηα 

παξαγφκελα θαηλνιηθά, φπσο ε αθεηνζπξηγθφλε(As, acetosyringone)πνπ απειεπζεξψλνληαη 

απφ ηα ηξαπκαηηζκέλα θπηηθά θχηηαξα δξνπλ σο ρεκεηνηαθηηθέο νπζίεο. Οη ηειεπηαίεο 

ζπλδένληαη κε ηηο VirA θαη VirG νη νπνίεο επάγνπλ ηελ έθθξαζε ησλ νπεξνλίσλ ησλ 

ππνινίπσλ γνληδίσλ ηνμηθφηεηαο. Με ηελ βνήζεηα ησλ VirDl θαη VirD2, νη νπνίεο ηέκλνπλ 

ην T-DNA εμεηδηθεπκέλα ζην RB θαη ζην LB, παξάγεηαη ss T-DNA. Η ελδηάκεζε 

αιιεινπρία ηνπ T-DNA κπνξεί λα αληηθαηαζηαζεί, φκσο ηα ζπλνξηαθά είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ κεηαθνξά αιιεινπρίαο απφ ην Agrobacterium ζην θπηφ. Η πξσηεΐλε VirD2 ζπλδέεηαη κε 

ην 5'άθξν ηνπ κνλφθισλνπ T-DNA θαη δξα σο νδεγφο γηα ηελ κεηαθνξά ηνπ ζην θπηηθφ 

θχηηαξν. Δπηπιένλ, ε VirE2 πεξηθιείεη ηελ αιπζίδα ηνπ T-DNA θαη ην πξνζηαηεχεη απφ 

λνπθιεάζεο. Σα πξντφληα ηνπ νπεξνλίνπ VirB ζρεκαηίδνπλ ην θαλάιη ζηελ επηθάλεηα 

βαθηεξίνπ-θπηνχ γηα λα δηέιζεη ην DNA. Σν λνπθιενπξσηεηληθφ ζχκπινθν κε ελεξγή 

κεηαθνξά δηέξρεηαη ηνπο ππξεληθνχο πφξνπο θαη ελζσκαηψλεηαη ζην θπηηθφ γέλσκα. Σέινο, 

ε ελζσκάησζε ηνπ T-DNA ζην θπηηθφ γνληδίσκα γίλεηαη κε αλνξζφδνμν αλαζπλδπαζκφ, 

γεγνλφο πνπ ζεκαίλεη φηη πξαγκαηνπνηείηαη κεηαμχ πεξηνρψλ πνπ έρνπλ ειάρηζηε ή θακία 

νκνηφηεηα. 
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 (Υαηδφπνπινο, 2001) 

 

2.ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΔΘΟΓΟΙ 

 

2.1 ΤΛΙΚΑ 

 

 Θξεπηηθά Τιηθά 

LB Agar 

MS(Murashige & Skoog Medium) 

CCM(Co-Culture Medium) 

TSIM(Tomato Shoot Induction Medium) 

TSEM(Tomato Shoot Elongation Medium) [γηα ηελ παξαζθεπή ηνπο βι. 

(Orozco-Cardenas, et al., n.d.)] 

 Πξσηεΐλεο θαη έλδπκα 

KAPA Taq polymerase (KAPABIOSYSTEMS) 

DNase 

Ληγάζε Σ4 

EcoRI 

XhoI 

HindIII 

XbaI 

PstI 

SacI 

 Πιαζκίδηα 

pGEM-T Easy Vector 

p-HANNIBAL 

pCAMBIA1300 

 ΢πζθεπέο 

-Σπζθεπή πγξήο απνζηείξωζεο, 

-Τξάπεδα νξηδόληηαο λεκαηηθήο ξνήο, 
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-δπγόο αθξηβείαο( κε ηέζζεξα δεθαδηθά), 

-όξγαλν κέηξεζεο pH, 

- ζεξκαηλόκελνο καγλεηηθόο αλαδεπηήξαο 

- κεηαιιηθέο ιαβίδεο,  

- λπζηέξηα,  

-πηπέηεο αθξηβείαο, 

-πνηήξηα δέζεωο 

-ηξπβιία, magenta boxes 

-ζάιακνο αλάπηπμεο θπηώλ 

- παξαθίικ (έλα ζεξκνπιαζηηθό εύθακπην πιαζηηθό αλζεθηηθό ζηελ πγξαζία 

πνπ θξαηάεη έμω από ην ηξπβιίν ηνπο δηάθνξνπο κηθξννξγαληζκνύο πνπ 

κνιύλνπλ ηα έθθπηα) θ.α. 

Αληηβηνηηθά: 

 

Αληηβηνηηθό Stock δηαιύκαηα ΢πγθέληξσζε 

ζην ζξεπηηθό 

δηάιπκα 
΢πγθέληξσζε Γηαιχηεο Θεξκνθξαζία 

θχιαμεο 

Ακπηθηιιίλε(Amp) 100mg/ml ddH2O -20
ν
C 100κg/ml 

Καλακπθίλε(Kan) 50 mg/ml ddH2O -20
ν
C 50κg/ml 

Ρηθακπηθίλε(Rif) 25 mg/ml κεζαλφιε -20
ν
C 50κg/ml 

΢εθνηαμάκε(Cef) 200 mg/ml ddH2O -20
ν
C 200κg/ml 

*Δμαξηάηαη πάληα απφ ην βαθηεξηαθφ είδνο θαη ζηέιερνο. ΢ηνλ ζπγθεθξηκέλν πίλαθα παξαηίζεληαη νη 

ζπγθεληξψζεηο ησλ αληηβηνηηθψλ πνπ απαηηνχζαλ γηα λα αλαπηπρζνχλ ηα ζηειέρε πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

** Σα δηαιχκαηα ησλ αληηβηνηηθψλ απνζηεηξψζεθαλ κε θηιηξάξηζκα απφ θίιηξν 0,22 pm (Whatman) 

***Υξεζηκνπνηήζεθαλ θαη άιια αληηβηνηηθά γηα ην κεηαζρεκαηηζκφ ζην A.tumefaciens πνπ 

αλαθέξνληαη ζηα Απνηειέζκαηα-ζπδήηεζε. 

 

Γηαιύκαηα 

 

1. Θξεπηηθφ δηάιπκα LB 

Γηα ηελ Παξαζθεπή κηζνχ ιίηξνπ δηαιχκαηνο πξνζηίζεληαη: 

-Cazein 5gr,NaCl 2,5gr, yeast extract 2,5gr, dH2O, 

Γηα ηελ παξαζθεπή ζξεπηηθνχ κέζνπ ηξπβιίσλ πξνζηίζεληαη ζηα 

παξαπάλσ 7,5gr άγαξ.  

2. Γηαιχκαηα γηα ηελ ειεθηξνθφξεζε DNA ζε πεθηή αγαξφδεο 

-1X TAE(δεκηνπξγία κέζσ αξαίσζεο 50X TAE: 24,2%(w/v) Tris, 

57,1ml/lt acetatic acid, 100ml 0.5M EDTA) 
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-2%θ.β. αγαξφδε 

-Loading Buffer (10x): 0,25% κπιε βξσκνθαηλφιεο, 0,25% θπαλφ ηνπ 

μπιελίνπ, 35%γιπθεξφιε 

3. Γηαιχκαηα γηα ηελ απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA κε ηε κέζνδν ηνπ βξαζκνχ 

i. STET Buffer (8% sucrose , 0,5% Triton Υ-100 , 10 mM Tris, 50 mM 

EDTA) ,ξΗ=8,0 

ii. Lysozyme (50mg ιπζνδχκεο δηαιχνληαη ζε 1ml dH2O) 

 

2.2 ΜΔΘΟΓΟΙ 

 

Απνζηείξσζε ζπεξκάησλ Solanum lycopersicum 

 

Δκβάπηηζε ζε δηάιπκα αηζαλφιεο (EtOH) 70% γηα 2 ιεπηά θαη ζε δηάιπκα 

ππνρισξίνπ ηνπ λαηξίνπ (NaOCl) 5% γηα 15 ιεπηά. Αθνινχζσο, ηα ζπέξκαηα μεπιέλνληαη 6 

θνξέο κε απνζηεηξσκέλν θαη απηνληζκέλν λεξφ. Σέινο, ηα ζπέξκαηα απιψλνληαη ζε ηξπβιία 

κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα MS. Σα ηξπβιία αθήλνληαη ζε θσηνπεξίνδν 16/8 (16 ψξεο θσο/8 

ψξεο ζθνηάδη) γηα 7 εκέξεο. 

 

Γεηγκαηνιεςία έθθπησλ Solanum lycopersicum 

 

Μεηά απφ 7 εκέξεο πξαγκαηνπνηνχκε ηε δεηγκαηνιεςία ησλ έθθπησλ (ππέξγεην 

ηκήκα). Η δεηγκαηνιεςία πξαγκαηνπνηείηαη ζε δηαθνξεηηθέο ψξεο ηνπ 24ψξνπ. Λακβάλνληαη 

δείγκαηα : 2 ψξεο πξηλ ην ζθνηάδη, 30 ιεπηά πξηλ ην ζθνηάδη, 30ιεπηά κεηά ην ζθνηάδη, 

2ψξεο κεηά ην ζθνηάδη, 6 ψξεο κεηά ην ζθνηάδη, 30 ιεπηά πξηλ ην θσο, 30ιεπηά κεηά ηα θψο 

θαη 4 ψξεο κεηά ην θψο. ΢ηε ζπλέρεηα, ηνπνζεηνχληαη ζε πγξφ άδσην θαη απνζεθεχνληαη 

ζηνπο -80°C.  

 

Απνκόλσζε νιηθνύ RNA από θπηηθνύο ηζηνύο 

 

1. Φπηηθνί ηζηνί πνπ έρνπλ δηαηεξεζεί ζηνπο -80°C νκνγελνπνηνχληαη ζε γνπδί 

ιεηνηξηβήζεσο παξνπζία πγξνχ αδψηνπ. 

2.  Μεηά ηελ εμάηκηζε ηνπ πγξνχ αδψηνπ πξνζηίζεληαη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

(REB buffer) 800κl θαη 600κl θαηλφιεο/ρισξνθφξκηνπ ζε αλαινγία 2:1. 
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3. ΢ηε ζπλέρεηα ην δείγκα αλαδεχεηαη θαιά γηα 30 δεπηεξφιεπηα κε ηε ρξήζε 

κεραληθνχ αλαδεπηήξα (vortex) θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 

13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

4.  Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε θαζαξφ ζσιήλα eppendorf θαη πξνζηίζεληαη 

600κl θαηλφιεο/ρισξνθφξκηνπ ζε αλαινγία 1:1. Σν δείγκα αλαδεχεηαη θαιά 

γηα 30 δεπηεξφιεπηα κε ηε ρξήζε κεραληθνχ αλαδεπηήξα (vortex) θαη 

αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

5.  Η πδάηηλε θάζε κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιήλα eppendorf θαη πξνζηίζεληαη 

500κl ρισξνθφξκην/ηζνακπιηθή αιθνφιε ζε αλαινγία 49:1. Σν δείγκα 

αλαδεχεηαη θαιά γηα 30 δεπηεξφιεπηα κε ηε ρξήζε κεραληθνχ αλαδεπηήξα 

(vortex) θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

6.  Σν δείγκα κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιήλα eppendorf θαη πξνζηίζεληαη 800κl 

ρισξηνχρνπ ιηζίνπ ζπγθέληξσζεο 8Μ (LiCl 8M). 

7.  Σν δηάιπκα αθήλεηαη γηα έλα βξάδπ ζηνπο 4°C.  

8.  Σν νιηθφ RNA ζπιιέγεηαη κε θπγνθέληξεζε γηα 30 ιεπηά ζηηο 13.000 

ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 4°C. 

9.  Σν ίδεκα ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ επαλαδηαιχεηαη ζε 200κl λεξφ θαη ην RNA 

θαηαθξεκλίδεηαη εθιεθηηθά κε ηελ πξνζζήθε 1/10 ηνπ δηαιχκαηνο νμηθνχ 

λαηξίνπ (NaAc PH 5.3) θαη 2,5 x  ηνπ φγθνπ ηνπ δηαιχκαηνο αηζαλφιεο. 

10. Έπεηηα αθήλνπκε ηα δείγκαηα καο ζηνπο -80°C γηα 20 ιεπηά.  

11.  Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 30 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζηνπο 

40°C. 

12.  Σν ίδεκα μεπιέλεηαη κε 70% v/v αηζαλφιε 

13.  Γίλεηαη θπγνθέληξεζε γηα 15 ιεπηά θαη επαλαδηάιπζε ζε λεξφ. 

 

Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο θαη θαζαξόηεηαο λνπθιετληθώλ νμέσλ 

 

Ο ππνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA βαζίζηεθε ζηε κέηξεζε ηεο 

νπηηθήο ππθλφηεηαο ησλ πξνο εμέηαζε δεηγκάησλ ζηα 260nm θαη 280 nm. Η κέηξεζε 

ζηα 260nm καο επηηξέπεη ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ηφζν ηνπ RNA φζν θαη 

ηνπ DNA ζχκθσλα κε ην λφκν ησλ Beer-Lambert. ΢ε θαζαξά δείγκαηα RNA, φπνπ 
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δελ ππάξρνπλ πξνζκίμεηο, ν ιφγνο O.D260/O.D280 ηζνχηαη κε 2. Ιζρχεη φηη νπηηθή 

απνξξφθεζε ζηα 260nm ίζε κε ηε κνλάδα, αληηζηνηρεί ζε ζπγθέληξσζε RNA ίζε κε 

40κg/ml. Έηζη ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ηειηθήο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA ππνινγίδεηαη 

απφ ηελ εμίζσζε : [RNA]mg/ml =40mg/ml  x O.D260 ηνπ δείγκαηνο x ζπληειεζηή 

αξαίσζεο ΢ε θαζαξά δείγκαηα DNA, φπνπ δελ ππάξρνπλ πξνζκίμεηο, ν ιφγνο 

O.D260/O.D280 ηζνχηαη κε 1,8. Όηαλ ε ηηκή ηνπ πξψηνπ ιφγνπ θπκαίλεηαη κεηαμχ 

1,8 – 2,0 θαη ηνπ δεχηεξνπ ζην 0,5, ηφηε ην δείγκα ζεσξείηαη ηθαλνπνηεηηθήο 

θαζαξφηεηαο Δπίζεο ηζρχεη φηη νπηηθή απνξξφθεζε ζηα 260nm ίζε κε ηε κνλάδα, 

αληηζηνηρεί ζε ζπγθέληξσζε DNA ίζε κε 50κg/ml. Έηζη ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ηειηθήο 

ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA ππνινγίδεηαη απφ ηελ εμίζσζε : [DNA]mg/ml = 50mg/ml x 

O.D260 ηνπ δείγκαηνο x ζπληειεζηή αξαίσζεο  

 

Αλάιπζε λνπθιετληθώλ νμέσλ( DNA,RNA) ζε πήθηε αγαξόδεο 

 

Γηα ηελ αλάιπζε θιαζκάησλ λνπθιετoληθψλ νμέσλ δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο θαη 

δηαθνξεηηθψλ δηακνξθψζεσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. Ο 

δηαρσξηζκφο γξακκηθψλ κνξίσλ DNA είλαη αλάινγνο ηνπ κεγέζνπο ησλ κνξίσλ. Σα κφξηα 

ησλ λνπθιετoληθψλ νμέσλ γίλνληαη νξαηά ζηελ πεθηή αγαξφδεο κε ηε βνήζεηα κηαο 

ρξσζηηθήο πνπ παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ βάζεσλ. Η ρξσζηηθή νλνκάδεηαη MidoriGreen 

(NIPPON GENETICS) θαη θζνξίδεη ππφ ηελ επίδξαζε ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο. Η 

αλαιπηηθή ηθαλφηεηα ηεο πεθηήο αγαξφδεο είλαη αλάινγε ηεο πεξηεθηηθφηεηάο ηεο ζε 

αγαξφδε. Η ζπλήζεο ζπγθέληξσζε θπκαίλεηαη απφ 0.7%-2% αγαξφδε. Γηα ηελ πηζηνπνίεζε 

ηνπ κεγέζνπο ρξεζηκνπνηείηαη κάξηπξαο DNA γλσζηνχ κνξηαθνχ βάξνπο. 

1. Καηάιιειε πνζφηεηα αγαξφδεο πξνζηίζεηαη ζε 1x ΣΑΔ.  

2.  Θέξκαλζε ηνπ κείγκαηνο ζε θνχξλν κηθξνθπκάησλ κέρξη λα δηαιπζεί ε 

αγαξφδε θαη ην δηάιπκα λα γίλεη δηάθαλν.  

3. Σν δηάιπκα θξπψλεη κέρξη πεξίπνπ ηνπο 50
ν
C θαη έπεηηα πξνζζήθε ηεο 

ρξσζηηθήο MidoriGreen ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή 

4. Η πεθηή ηνπνζεηείηαη ζε θαηάιιειν δνρείν ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο 

,εθαξκφδεηαη ε εηδηθή ρηέλα ψζηε λα δεκηνπξγεζνχλ ππνδνρείο γηα 

ηνπνζέηεζε δεηγκάησλ  θαη αθήλεηαη λα ζηεξενπνηεζεί ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 
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5. ΢ηα δείγκαηα πνπ πξφθεηηαη λα αλαιπζνχλ πξνζηίζεηαη θαηάιιειε πνζφηεηα 

ρξσζηηθήο[loading buffer (10x) ] 

6.  Μεηά ηελ πήμε, απνκαθξχλεηαη ε ρηέλα θαη πξνζηίζεηαη ζηε ζπζθεπή 

θαηάιιεινο φγθνο δηαιχκαηνο 1x TAE πνπ απνηειεί ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

ηεο ειεθηξνθφξεζεο. 

7.  Σα δείγκαηα ηνπνζεηνχληαη κε πηπέηα ζηηο εηδηθέο ζέζεηο ηεο πεθηήο θαη 

ιακβάλεη ρψξα ε ειεθηξνθφξεζε παξνπζία ζπλερνχο ηάζεο 70-80V, 

αλάινγα κε ηελ επηζπκεηή ηαρχηεηα δηαρσξηζκνχ θαη ηελ πεξηεθηηθφηεηά ηεο 

ζε αγαξφδε. 

 

Απνκάθξπλζε ηνπ DNA από ηα δείγκαηα νιηθνύ RNA (DNάζε) 

 

Με απηή ηε κέζνδν απνκαθξχλεηαη ην γνληδησκαηηθφ DNA πνπ, ίζσο, ζπλππάξρεη κε ην 

RNA πνπ απνκνλψζεθε απφ ηνλ ηζηφ. Αθνινπζνχληαη ηα εμήο βήκαηα: 

 Λακβάλεηαη δείγκα RNA 10 mg θαη κεηαθέξεηαη ζε ζσιήλα eppendorf, ζηνλ νπνίν 

πξνζηίζεηαη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα DNάζεο 3κl 10Υ, RNA DNάζε ειεχζεξεο απφ RNάζεο 

1U/κg, αλαζηνιέα RNαζψλ 0,5κl θαη ddH20 κέρξηο φγθνπ 10κl 

 Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 45 ιεπηά. 

 Πξνζηίζεληαη 170κl ddH2O θαη γίλεηαη αλάκημε κε ίζν φγθν (200κl) θαηλφιεο Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά, 13.000rpm. 

 ΢ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε 100κl θαηλφιε θαη 100κl ρισξνθφξκην, θπγνθεληξνχκε γηα 5 

ιεπηά, 13.000rpm θαη κεηαθέξνπκε ην ππεξθείκελν ζε λέν ζσιήλα eppendorf. Η ίδηα 

δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη θαη θαηά ηελ αλάκημε κε 200κl ρισξνθφξκην. 

 Η θαηαθξήκληζε ηνπ RNA γίλεηαη κε πξνζζήθε 1/20 ηνπ φγθνπ ηνπ δηαιχκαηνο 

CH3COONa, 3Μ, pH=5,3, θαη πξνζζήθε 2,5 φγθσλ αηζαλφιεο 100%. Σν δείγκα 

δηαηεξείηαη ζηνπο –80
ν
C γηα 45 ιεπηά. 

 ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε γηα 20 ιεπηά, 14.000rpm, ζηνπο 4
ν
C. 

 Αθνινπζεί πξνζζήθε 400κl αηζαλφιεο 70% θαη θπγνθέληξεζε γηα 20 ιεπηά, 14.000rpm, 

ζηνπο 4
ν
C. Πεηάκε ην ππεξθείκελν. 

 Αθήλνπκε ην ίδεκα λα ζηεγλψζεη θαη ην επαλαδηαιχνπκε ζε 10κl ddH2O 
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Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο (PCR – Polymerase Chain Reaction) 

 

Η αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (PCR) είλαη ν in vitro 

πνιιαπιαζηαζκφο αιιεινπρηψλ DNA κε ηαπηφρξνλε επέθηαζε ησλ δχν 

ζπκπιεξσκαηηθψλ αιπζίδσλ. Η δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη επαλαιακβαλφκελνπο θχθινπο 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο, κε γξήγνξε κεηάβαζε απφ ηε κηα ζεξκνθξαζία ζηελ 

άιιε. Η ηερληθή πξνυπνζέηεη φηη γλσξίδνπκε ηε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ελφο 

ηκήκαηνο ηνπ επηζπκεηνχ γνληδίνπ. Απηφ είλαη απαξαίηεην γηαηί γηα ηελ PCR ρξεηάδνληαη 

εθθηλεηέο ζπκπιεξσκαηηθνί ζε αιιεινπρίεο ηνπ γνληδίνπ ή ησλ γνληδίσλ πνπ καο 

ελδηαθέξνπλ. (Madigan, et al., 2005) 

Σα ζηάδηα πνπ απνηεινχλ ηνλ επαλαιακβαλφκελν θχθιν είλαη ηα εμήο: 

 

1) ΢ηάδην Απνδηάηαμεο (denaturation step):Θέξκαλζε ζε πςειή ζεξκνθξαζία (93–

95νC) ψζηε λα απνδηαηαρζεί ην DNA 

2) Θεξκνθξαζία πβξηδηζκνύ (annealing step): πξνθεηκέλνπ νη εθθηλεηέο λα 

πβξηδίζνπλ κε ην DNA. Η ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ εμαξηάηαη απφ ην κήθνο ηνπ 

εθθηλεηή θαη ηελ πεξηεθηηθφηεηά ηνπ ζε G θαη C. Έλαο ηξφπνο ππνινγηζκνχ ηεο 

ζεξκνθξαζίαο ηνπ εθθηλεηή είλαη κέζσ ηνπ ηχπνπ Tm=2(A+T) + 4(C+G). Η 

ζεξκνθξαζία ηνπ πβξηδηζκνχ είλαη ηειηθά 5
ν
C θάησ απφ ηνλ κέζν φξν ησλ ηηκψλ Tm 

ησλ δχν εθθηλεηψλ ηεο αληίδξαζεο. 

3) Θεξκνθξαζία επηκήθπλζεο (extension step) :ζχλζεζε ηεο ζπκπιεξσκαηηθήο 

αιπζίδαο ηνπ DNA, κε ηε δξάζε ηεο πνιπκεξάζεο. 

Η δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε παξαπάλσ επαλαιακβάλεηαη γηα 25–30 θχθινπο 

ζπλήζσο. Καηά ηε δηάξθεηα ησλ θχθισλ ε παξαγσγή ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο 

γίλεηαη κε εθζεηηθφ ξπζκφ, εθφζνλ βέβαηα δελ παξνπζηαζηνχλ πεξηνξηζηηθνί παξάγνληεο, 

φπσο γηα παξάδεηγκα έιιεηςε λνπθιενηηδίσλ. 

 

PCR γηα έιεγρν ύπαξμεο DNA  

 

Πξαγκαηνπνηείηαη ε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ζην νιηθφ RNA πνπ 

απνκνλψζεθε γηα λα δηαπηζησζεί ηπρφλ χπαξμε DNA. Γηα απηφ ην ζθνπφ ζα εληζρπζεί ην 

γνλίδην ηεο νπκπηθνπτηίλεο ην νπνίν εθθξάδεηαη ζε φινπο ηνπο θπηηθνχο ηζηνχο. 
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΢ε ζσιήλα eppendorf  πξνζηίζεληαη ηα παξαθάησ ζε ηειηθφ φγθν 20κl: 

 

 2κl 10Υ Kapa Taq Buffer 

 0,4κl κίγκα dNTPs 

 1κl νιηθφ RNA 

 -0,4κl εθθηλεηήο έκπξνζζελ 

 0,4κl εθθηλεηήο αλάζηξνθνο 

 0,08κl DNA πνιπκεξάζε kapa Taq (1Unit/κl) 

 15,72κl ddH2O 

 

΢ύκβνιν Δθθηλεηή Ννπθιενηηδηθή αιιεινπρία εθθηλεηή 

AtUBIrtF TCCAGCGAAGATGAGACG 

AtUBIrtR CCGACACCATTGACAACG 

 

 

Σν κίγκα αλακηγλχεηαη κε γξήγνξε θπγνθέληξεζε θαη ηνπνζεηείηαη ζηε ζπζθεπή PCR, 

πξνθεηκέλνπ λα εθηειεζηεί ην παξαθάησ πξφγξακκα: 

 

΢ηάδηα Θεξκνθξαζία Υξόλνο 

Αξρηθή απνδηάηαμε 95
 ν
C 2ιεπηά 

Απνδηάηαμε 

 

95
 ν
C 30 δεπηεξφιεπηα 

 

Τβξηδνπνίεζε  

 

56
 ν
C 30 δεπηεξφιεπηα 

 

Δπηκήθπλζε 72
 ν
C 30 δεπηεξφιεπηα 

 

Σειηθή επηκήθπλζε 72
 ν
C 2ιεπηά 

 

 Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο ην πξντφλ ηεο PCR αλαιχεηαη ζε πεθηή αγαξφδεο. 
 

 

 

 

Επανάληψη για 35 

κφκλουσ 
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Αληίζηξνθε Μεηαγξαθή (Reverse Transcriptase) 

 

To RNA ησλ δεηγκάησλ καο πνπ έρεη απνκνλσζεί κεηαηξέπεηαη ζε DNA (cDNA) 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ αληίδξαζε ηεο cDNA ζχλζεζεο. ΢ηελ δηαδηθαζία απηή 

κεηέρεη ε αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε, έλα έλδπκν πνπ κπνξεί λα ζπλζέζεη DNA κε 

κήηξα ην RNA. Καηά ηελ δηαδηθαζία απηή ην έλδπκν ζπλζέηεη κηα αιπζίδα DNA 

ζπκπιεξσκαηηθή κε ην RNA θαη έηζη δεκηνπξγείηαη έλα πβξίδην DNA-RNA. 

Έπεηηα παξάγεηαη θαη ε δεχηεξε αιπζίδα DNA. Έηζη ην αξρηθφ RNA παίξλεη ηελ 

κνξθή δίθισλνπ DNA Η δηαδηθαζία είλαη ε εμήο: 

1. ΢ε ζσιήλα eppendorf πξνζηίζεληαη 1-2 κg νιηθνχ RNA, 1κl Oligo dT 

(500 κg/ml), 1κl κίγκα dNTPs (10mM) θαη ddH2O έσο ηειηθνχ φγθνπ 

12κl  

2.  Σα δείγκαηα απνδηαηάζζνληαη κε ζέξκαλζή ηνπο ζηνπο 65
0
C γηα 5 ιεπηά, 

νπφηε θαη πξαγκαηνπνηείηαη ν πβξηδηζκφο εθθηλεηή –RNA. Σν δείγκα 

κεηαθέξεηαη ακέζσο ζε πάγν γηα λα δηαηεξεζεί ζε κνλφθισλε 

θαηάζηαζε  

3.  Αθνινπζεί ζχληνκε θπγνθέληξεζε θαη πξνζηίζεληαη 4κl 5x first-strand 

buffer, 1κl (40units) RNase OUT παξεκπνδηζηή ξηβνλνπθιεάζεο θαη 2κl 

0.1Μ DTT  

4.  Η αληίδξαζε πξνζεξκαίλεηαη ζηνπο 42
0
C γηα 2 ιεπηά πξηλ ηελ πξνζζήθε 

1κl (200 units) SuperScript II αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο.  

5.  Σν κείγκα ηεο αληίδξαζεο επσάδεηαη ζηνπο 42
0
C γηα 50 ιεπηά θαη 

αθνινπζεί απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ κε ζέξκαλζε ζηνπο 70
0
C γηα 15 

ιεπηά. 

 

Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (real time PCR) 

 

Σν Real Time PCR ή πνζνηηθή αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (qPCR) είλαη 

κία κέζνδνο, ε νπνία βαζίδεηαη ζηελ θιαζηθή PCR θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα 

εληζρχζεη ηκήκαηα DNA, ελψ παξάιιεια επηηξέπεη ηελ πνζνηηθνπνίεζε 

ζπγθεθξηκέλσλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ. ΢πγθεθξηκέλα επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε θαη 

πνζνηηθνπνίεζε πνιιαπιψλ ηκεκάησλ DNA ζε απφιπην αξηζκφ κε ηε βνήζεηα 

πξφηππσλ δηαθφξσλ ζπγθεληξψζεσλ DNA. Η κέηξεζε ηεο πνζφηεηαο 
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πξαγκαηνπνηείηαη ζε νιφθιεξε ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, κέζσ 

παξαθνινχζεζεο ηεο αχμεζεο ηνπ θζνξηζκνχ θάπνηαο θζνξίδνπζαο νπζίαο. ΢ηελ 

πξνθεηκέλε πεξίπησζε ν θζνξηζκφο κεηξηέηαη ζε θάζε θχθιν ηεο PCR 

πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ, κε απνηέιεζκα λα δεκηνπξγείηαη κία θακπχιε ελίζρπζεο 

(amplification plot), γεγνλφο πνπ δηεπθνιχλεη ηελ παξαθνινχζεζε ηεο 

αληίδξαζεο ζην ζχλνιφ ηεο. 

Η αληίδξαζε πξνεηνηκάζηεθε ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηεο θαηαζθεπάζηξηαο 

εηαηξείαο ηεο ζπζθεπήο PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ. Όιεο νη αληηδξάζεηο RT PCR 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ βάζε ζπγθεθξηκέλνπ ζεξκνθξαζηαθνχ πξνγξάκκαηνο κε ηε 

ζπζθεπή MX3005P ηεο εηαηξίαο Stratagene 

 

 

 

 

 Σα cDNA-ζηφρνη εληζρχζεθαλ κε εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο  πνπ 

ζρεδηάζηεθαλ ζηε κεηαγξαθφκελε πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ κε ρξήζε ηνπ 

ππνινγηζηηθνχ πξνγξάκκαηνο Primer Express 1.5 software (Applied 

Biosystems). Οη εθθηλεηέο ζρεδηάζηεθαλ θνληά ζηελ πεξηνρή ηνπ 3΄ άθξνπ 

ηνπ γνληδίνπ θαη ην κέγεζφο ηνπο θπκαίλεηαη απφ 150 εσο 250 δεχγε βάζεσλ. 

 Η αληίδξαζε PCR πεξηιάκβαλε ην κίγκα ηεο SYBR Green (KAPA SYBR 

FAST qPCR Kit), ηνπο εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

0.2κΜ ν θαζέλαο θαη 1κl ηεο κήηξαο cDNA. 

 Σν πξφγξακκα ηνπ PCR πεξηιάκβαλε 3 ιεπηά επψαζε ζηνπο 95
0
C θαη 

αθνινχζεζαλ 40 θχθινη κε 95
0
C γηα 15 δεπηεξφιεπηα,58

ν
C γηα 20 

δεπηεξφιεπηα θαη 72
0
C γηα 11 δεπηεξφιεπηα. 

΢πζθεπή:MX3005P,Stratagene 
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Τπνθισλνπνίεζε ηκήκαηνο DNA ζε πιαζκηδηαθό θνξέα 

 Ο έλαο απφ ηνπο ηξεηο θνξείο θισλνπνίεζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζην παξφλ 

πείξακα  ήηαλ ην πιαζκίδην  pGEM -T Easy Vector. 

 

- Υαξαθηεξηζηηθά Φνξέα , πνπ ηνλ θάλνπλ επηζπκεηφ γηα ρξήζε: 

o Έρεη κέγεζνο πεξίπνπ 3,0 kb 

o Υξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θισλνπνίεζε ηκεκάησλ 

o Σν γνλίδην Amp
r
 πνπ ηνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ ακπηθηιιίλε   

o Οη πξναγσγείο πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηηο SP6 θαη Σ7 RNA πνιπκεξάζεο 

βξίζθνληαη εθαηέξσζελ ηεο πεξηνρήο ππνθισλνπνίεζεο 

o Γίλεη ηελ δπλαηφηεηα άκεζεο θισλνπνίεζεο ηκεκάησλ κέζσ ΣΑ cloning, 

 κέζσ ηνπ  lacZ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηα πξψηα 146 ακηλνμέα ηνπ 

γνληδίνπ ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο 

o  Πεξηέρεη ζέζε έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο γηα ην E.coli 

o  

Αληίδξαζε ζύλδεζεο-Ληγνπνίεζε (Ligation) 

 

Η δηαδηθαζία απηή ζηεξίδεηαη ζηελ ηθαλφηεηα ηεο ιηγάζεο λα θαηαιχεη ηελ 

δεκηνπξγία θσζθνδηεζηεξηθνχ δεζκνχ, κε θαηαλάισζε ελέξγεηαο. ΢ην 

ζπγθεθξηκέλν πείξακα ρξεζηκνπνηήζεθε ε Σ4-ιηγάζε ηεο Promega πνπ έρεη 

απνκνλσζεί απφ αλαζπδπαζκέλν E.coli θαη ζπληήξεζε ζηνπο 4°C. Η ιηγνπνηήζε 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δεκηνπξγία ησλ θαηαζθεπψλ καο ζηα επηζπκεηά 

πιαζκίδηα, κέζσ ηεο ζχλδεζεο πιαζκηδίνπ θαη ελζέκαηνο πνπ είραλ ζπλεθηηθά 

άθξα. 
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Πξσηφθνιιν: 

 

ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΑ   ΠΟ΢ΟΣΗΣΑ 

2xRapid Ligation Buffer, 

T4 DNA Ligase 

  5κl 

pGEM-T Easy 

Vector(50ng)- Φνξέαο 

  0,5κl 

PCR product- Έλζεκα   2 κl 

T4 DNA Ligase   1 κl 

ddH2O   1,5 κl 

 

 Η πνζφηεηα ηνπ ελζέκαηνο πνπ πξνζηέζεθε γηα λα γίλεη ε εηζρψξεζε ελφο ελζέκαηνο ζην 

πιαζκίδην, ππνινγίζζεθε κε ηελ ρξήζε ηνπ παξαθάησ ηχπνπ( δηαηεξψληαο πάληα ηε βέιηηζηε 

αλαινγία ελζέκαηνο / θνξέα 3/1): 

 

𝑛𝑔 𝑜𝑓 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 ∗ 𝑘𝑏 𝑠𝑖𝑧𝑒 𝑜𝑓 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 𝑥 3/1 

𝑘𝑏 𝑠𝑖𝑧𝑒 𝑜𝑓 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
= 𝑛𝑔 𝑜𝑓 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 

 

Πξσηόθνιιν Μεηαζρεκαηηζκνύ 

 ΢ε ζσιήλα eppendorf πνπ πεξηέρεη 100κl δεθηηθά θχηηαξα ηνπ ζηειέρνπο πξνζζέηνληαη 

2κl πιαζκηδίνπ DNA, παξακνλή ζηνλ πάγν γηα 30min  

 Τπνβνιή θπηηάξσλ ζε ζεξκηθή θαηαπφλεζε (heat shock) ζηνπο 42°C γηα 1-2min  

 ΢ηνλ πάγν γηα 2min, κε απηφλ ηνλ ηξφπν ηα βαθηήξηα θιείλνπλ ηα θχηηαξά ηνπο , ψζηε 

λα δηεπθνιπλζεί ε εηζαγσγή ηνπ πιαζκηδίνπ 

 Πξνζζήθε 200L πγξνχ ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB θαη ηνπνζεηνχληαη ζε θιίβαλν 

ζηνπο 37
ν
C γηα 45-50min 

 Πξνζζήθε ζηα θχηηαξα 10L 0,1M IPTG θαη 50L 2% X-Gal(β-γαιαθηνζηδάζε) 
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 Δπίζηξσζε ησλ θπηηάξσλ κε ηελ βνήζεηα γπάιηλεο πηπέηαο ζε ηξπβιία (Hesp 

Ri1pGEM θαη Hesp Ri2 pGEM) κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα LB θαη αληηβηνηηθφ ζηελ 

ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε, ηελ ακπηθηιίλε. 

 Δπψαζε ησλ ηξπβιίσλ ζηνπο 37
ν
C γηα 10min απφ ηελ κηα πιεπξά γηα λα ζηεξεσζεί 

,γχξηζκα απφ ηελ άιιε θαη επψαζε γηα φιν ην βξάδπ ζηνπο 37
ν
C 

 Η θχιαμε ησλ ηξπβιίσλ γίλεηαη ζην ςπγείν ζηνπο 4
ν
C. 

 ΢πκπεξάζκαηα:Οη απνηθίεο πνπ θέξνπλ κε αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην εκθαλίδνληαη 

κπιε, ιφγσ ηεο δξάζεο ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο. Αληίζεηα, νη απνηθίεο πνπ θέξνπλ ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην εκθαλίδνληαη ιεπθέο. ( BLUE –WHITE SCREENING) 

 

Απνκόλσζε πιαζκηδίνπ από πγξή θαιιηέξγεηα E.coli κε ηελ κέζνδν βξαζκνύ 

(Boiling prep) 

΢ε 10 βαδάθηα πνπ πεξηέρεη ην θαζέλα 3ml πγξήο θαιιηέξγεηαο LB, πξνζζέηνπκε 5κl 

αληηβηνηηθφ Amp θαη κε ηελ βνήζεηα ηεο νδνληνγιπθίδαο εκβνιηάδνπκε ηα πέληε βαδάθηα κε 

απνηθία θπηηάξσλ E.coli απφ ην ηξπβιίν Hesp Ri1 pGEM θαη ηα άιια πέληε απφ ην ηξπβιίν 

Hesp Ri2 pGEM. Οη θαιιηέξγεηεο αλαπηχζζνληαη ζηνπο 37
ν
C (Run Temp) κε ζπλερή 

αλαθίλεζε γηα 12 ψξεο θαη κεηά ην πέξαο ηεο ψξαο ζηνπο 4
 ν
C( Hold Temp). 

                                             

 

Πξσηφθνιιν: 

1. Φπγνθέληξεζε 2ml ηεο πγξήο θαιιηέξγεηαο ζηα 6.000 rpm γηα 4 min 

2. Αδεηάδσ ην ππεξθείκελν 

3. Πξνζζήθε 150κl STET Buffer ( βνεζάεη λα δξάζεη ε ιπζνδχκε θαη ζπάεη ηηο 

πξσηείλεο) 



Πτυχιακή Εργαςία Ηλιοποφλου Ιωάννα 

34 
 

4. Πξνζζήθε 1κl ιπζνδχκε (δελ πξέπεη λα κείλεη πνιχ ψξα) 

5. Αλαθίλεζε κε ζχξζηκν ζην ζηαηφ 

6. Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ γηα 1min ζε λεξφ πνπ βξάδεη (αδξαλνπνηεί ηελ ιπζνδχκε 

7. Φπγνθέληξεζε ζηα 13.000 rpm γηα 20min 

8. Απνκάθξπλζε ηδήκαηνο κε νδνληνγιπθίδα 

9. Πξνζζήθε 180κl ηζνπξνπαλφιεο (θαζηδάλεη ην πιαζκίδην) 

10. Αλαθίλεζε κε αλαπνδνγχξηζκα ησλ eppendorffs 

11. Φπγνθέληξεζε ζηα 13.000rpm γηα 7min 

12. Απφξξηςε ππεξθείκελνπ  

13. Πξνζζήθε 300κl EtOH 70% 

14. Αλαθίλεζε κε ζχξζηκν ζην ζηαηφ 

15. Φπγνθέληξεζε ζηα 13.000rpm γηα 5min 

16. Απφξξηςε ππεξθείκελνπ  

17. Αθήλνληαη ηα epperdoffs κε αλνηρηά θαπάθηα γηα 15min γηα λα εμαηκηζηεί  εληειψο ε 

αηζαλφιε 

18. Δπαλαδηάιπζε ζε 20κl ddH2O 

19. Απνζήθεπζε DNA ζηνπο -20
o
C 

 

 

Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA -Miniprep (Macherey nagel-mucleospin 

plasmid) 

1. Μεηά απφ θπγνθέληξεζε 7,5ml πγξήο θαιιηέξγεηαο, ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

επαλαδηαζπείξνληαη ζε 250κl ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α1 πνπ πεξηέρεη Rnase Α. 

2. Πξνζηίζεληαη 250κl ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α2 θαη γίλεηαη ειαθξά αλαθίλεζε ηνπ 

θπγνθεληξηθνχ ζσιήλα (eppendorf). 

3. Πξνζηίζεληαη επηπιένλ 350κl ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α3 θαη ακέζσο 

αλαπνδνγπξίδεηαη ην eppendorf 4-6 θνξέο. Σν ελαηψξεκα ζνιψλεη. 

4. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά ζηε κέγηζηε ηαρχηεηα, κε απνηέιεζκα 

λα ζρεκαηηζηεί έλα ιεπθφ ίδεκα. Σν ππεξθείκελν πγξφ κεηαθέξεηαη κε πηπέηα 

ζε ζηήιε. 

5. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 30-60sec θαη απνξξίπηεηαη ην πγξφ πνπ έρεη 

δηέιζεη απφ ην θίιηξν. 

6. Η ζηήιε μεπιέλεηαη κε 0,75ml ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α4 θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε γηα 30-60sec. 
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7. Σν δηεξρφκελν απφ ην θίιηξν πγξφ απνξξίπηεηαη θαη επαλαθπγνθεληξείηαη γηα 

1 ιεπηφ κέρξη λα απαιεηθζεί ην ππνιεηπφκελν δηάιπκα μεπιχκαηνο. Δάλ 

παξακείλεη αηζαλφιε απφ ην δηάιπκα Α4 ίζσο παξεκπνδηζηνχλ πεξαηηέξσ 

ελδπκηθέο αληηδξάζεηο. 

8. Η ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε θαζαξφ θπγνθεληξηθφ ζσιήλα 1,5ml. 

9. Πξνθεηκέλνπ λα ιεθζεί ην DNA, πξνζηίζεηαη δηάιπκα 50κl ΑΔ (10mM Tris -

HCl, pH=8,5) ή λεξφ. 

10. Σν δηάιπκα έθινπζεο αθήλεηαη γηα 1 ιεπηφ θαη, ηέινο, θπγνθεληξείηαη γηα 1 

ιεπηφ, νπφηε θαη ιακβάλεηαη ην θαζαξφ πιαζκηδηαθφ DNA. 

 

Πέςε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα κε ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ 

 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, νη πέςεηο κε έλδπκα πεξηνξηζκνχ ρξεζηκνπνηήζεθαλ: 

(α) γηα ηελ δεκηνπξγία ζπλεθηηθψλ άθξσλ κεηαμχ ελζέκαηνο θαη θνξέα, 

(β) γηα δηαγλσζηηθφ ζθνπφ, ψζηε λα βξεζεί ν επηζπκεηφο θιψλνο. (΢ηελ  

ηειεπηαία πεξίπησζε, πξαγκαηνπνηήζεθαλ θαηάιιειεο πέςεηο απφ πιαζκίδην πνπ  

απνκνλψζεθε κε ηελ κέζνδν ηνπ βξαζκνχ.) 

 

 

 

 

΢ηε ζπλέρεηα παξνπζηάδεηαη κηα ελδεηθηηθή πέςε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε θαηά ην 

πείξακα.Πξαγκαηνπνηήζακε πέςε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα pGEM-T 

Easy πνπ πεξηέρεη ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ AtHESP, κε ηελ ελδνλνπθιεάζε 

πεξηνξηζκνχ EcoRI. Απηφ ην έλδπκν θφβεη ην πιαζκίδην αξηζηεξά θαη δεμηά ηεο πεξηνρήο 

έλζεζεο.  

Έλδπκν 

πεξηνξηζκνύ 

Αιιεινπρία 

αλαγλώξηζεο 

EcoRI G/AATTC 

Hindlll A/AGCTT 

Xhol C/TCGAG 

Xbal T/CTAGA 

SacI GAGGCT/C 

PstI CTGCA/G 

Σα έλδπκα πεξηνξηζκνχ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα 

εξγαζία θαη αιιεινπρίεο πνπ 

αλαγλσξίδνπλ. Με ηηο θαζέηνπο 

θαίλεηαη ε ζέζε πεξηνξηζκνχ 
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Σειηθφο φγθνο 20κl θαη πιηθά αληίδξαζεο: 

ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΑ ΠΟ΢ΟΣΗΣΑ 

Έλδπκν Πεξηνξηζκνύ 

(EcoRI) 

1 κl 

pGEM T-Easy DNA 2 κl 

Buffer (10x) 2 κl 

DddH2O 15 κl 

 

 Γεκηνπξγήζεθε  master mix ιφγσ ησλ πνιιψλ δεηγκάησλ 5 γηα ην Ri1 θαη 

5 αληίζηνηρα γηα ην Ri2. 

Σέινο ,επψαζε δείγκαηνο γηα 15 ιεπηά ζηνπο 37
ν
C. 

Ηιεθηξνθόξεζε DNA ζε πήθησκα αγαξόδεο 1,5% 

 

΢ην πήθησκα αγαξφδεο πνπ έρνπκε θηηάμεη θνξηψλνπκε ηα δείγκαηά καο , αθνχ πξψηα 

έρνπκε πξνζζέζεη ζην θαζέλα 0,5κl Rnase, ψζηε λα δηαζπαζηεί ην ππάξρνλ RNA  θαη 2,2κl 

Loading Buffer.΢ην πξψην θελφ-πεγαδάθη ηνπ gel καο πξνζζέηνπκε 3κl DNA Ladder θαη 

ζηα ππφινηπα πξνζζέηνπκε ηα 5 δείγκαηα Ri1 θαη Ri2 αληίζηνηρα. Η ζπζθεπή ξπζκίζηεθε 

ζηα 80Vθαη κεηά απφ πεξίπνπ 1h παξνπζηάζηεθε ην απνηέιεζκα αθνχ κεηαθέξζεθε ην 

πήθησκα ζηελ εηδηθή ηξάπεδα ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο. Δθεί παξαηεξήζακε ην πιαζκίδηφ 

καο (~ 300α.β.) θαη ην insert καο(350α.β.). 

Απνκόλσζε ηκήκαηνο DNA από πήθησκα αγαξόδεο- NucleoSpin Extract II  

 

Με βάζε ην πξσηφθνιιν ηεο Macherey-Nagel αθνιπζήζακε ηα εμήο βήκαηα: 

1. Σνπνζέηεζε  πεθηψκαηνο αγαξφδεο ζε ηξάπεδα ππεξηψδεο αθηηλνβνιίαο θαη κε ηελ 

βνήζεηα λπζηεξηνχ πξνζεθηηθή αθαίξεζε ησλ ηκεκάησλ πνπ θέξνπλ ηηο επηζπκεηέο 

δψλεο ( επηιέγσ έλα δείγκα απφ ην Ri1 θαη έλα απφ Ri2) 

2. Σνπνζέηεζε ηκεκάησλ ζε tubes(ζσιελάθηα) θαη δχγηζκα κε ειεθηξνληθφ δπγφ 

αθξηβείαο 
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3. Πξνζζήθε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο NTI ζε αλαινγία 2:1 (γηα θάζε 100 mg πεθηψκαηνο 

πξνζζήθε 200 κl Buffer NTI) 

-Δπψαζε ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 50
o
C γηα 10min 

-Αλάδεπζε αλά 2-3min κέρξη λα δηαιπζεί πιήξσο ην πήθησκα 

4. Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ ζε ζηήιεο δηαρσξηζκνχ NucleoSpin Extract II 

-Φπγνθέληξεζε γηα 1min ζηνπο 11.000rpm θαη απνκάθξπλζε ππεξθείκελνπ 

5. Πξνζζήθε 600κl Buffer NT3(πεξηέρεη αηζαλφιε γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ην πιχζηκν 

ηεο κεκβξάλεο),θπγνθέληξεζε γηα 1min ζηνπο 11.000rpm θαη απνκάθξπλζε 

ππεξθείκελνπ 

6. Φπγνθέληξεζε γηα 2min ζηνπο 11.000rpm ψζηε λα απνκαθξπλζεί εληειψο ην NT3 

7. Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ ζε 1.5 ml microcentrifuge tube 

-Πξνζζήθε 15-50κl Buffer NE ,επψαζε γηα 1min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ  

-Φπγνθέληξεζε γηα 1min ζηνπο 11.000rpm 

8. Απνζήθεπζε δείγκαηνο ζηνπο -20
o
C. 

Πέςε ηνπ DNA κε έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

 

Αθνινχζεζε ε πέςε ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ AtHESP, ην νπνίν βγάιακε απφ ηνλ 

πιαζκηδηαθφ θνξέα pGEM -T Easy. 

Σειηθφο φγθνο αληίδξαζεο 30κl θαη πεξηιακβάλεη ηα εμήο: 

ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΑ ΠΟ΢ΟΣΗΣΑ 

Buffer(10x) 3κl 

BSA 0,3κl 

Hind III 1κl 

XbaI 1κl 

DNA πιαζκηδίνπ 5κl 

ddH2O 19,7κl 

 

 Δπψαζε δεηγκάησλ (Insert 1 γηα ην Ri1 θαη Insert2 γηα ην Ri2) γηα 1ψξα 

ζηνπο 37
ν
C, ψζηε λα δξάζνπλ ηα έλδπκα. 
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΢ηε ζπλέρεηα ν δεχηεξνο θνξέαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ν pHANNIBAL: 

 

 

- Υαξαθηεξηζηηθά Φνξέα, πνπ ηνλ θάλνπλ επηζπκεηφ γηα ρξήζε: 

o Απνηειεί έλαλ απφ ηνπο θχξηνπο θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ γνληδηαθή 

απνζηψπεζε, θαζψο δίλεη ηελ δπλαηφηεηα δεκηνπξγίαο ηεο θνπξθέηαο. 

o Πεξηέρεη ηληξφλην απφ ηελ θηλάζε ηεο απνθαξβνμπιάζεο ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ 

(Pdk), κεγέζνπο 880bp, εθαηέξσζελ ηνπ νπνίνπ ππάξρνπλ ζέζεηο πεξηνξηζκνχ πνπ 

δίλνπλ ηελ δπλαηφηεηα ελζσκάησζεο ηεο ίδηαο αιιεινπρίαο δχν θνξέο κε 

αληίζεηε θνξά 

o Πξνεγείηαη ν ηζρπξφο θπηηθφο πξναγσγέαο CaMV 35S (ηνπ ηνχ ηνπ κσζατθνχ ηνπ 

θαπλνχ) θαη ζην ηέινο ηεο δεχηεξεο ζέζεο θισλνπνίεζεο ππάξρεη αιιεινπρία γηα 

ηνλ ηεξκαηηζκφ ηεο κεηαγξαθήο(OCS terminator). 

o Γηαζέηεη ζέζεηο πεξηνξηζκνχ δεμηά θαη αξηζηεξά απηήο ηεο θαηαζθεπήο, 

πξνθεηκέλνπ λα κπνξεί λα αθαηξεζεί θαη λα κπνξεί λα ελζσκαησζεί ζε ηειηθφ 

θνξέα. 

o Πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ ακπηθηιιίλε θαη έρεη κέγεζνο 5.824bp.  
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Ο ηειεπηαίνο θνξέαο είλαη ν pCambia1300: 

 

- Υαξαθηεξηζηηθά Φνξέα, πνπ ηνλ θάλνπλ επηζπκεηφ γηα ρξήζε: 

o Απνηειεί δπαδηθφ θνξέα γηα ηελ κεηαθνξά θαη ελζσκάησζε ηκεκάησλ 

ζην θπηηθφ γέλσκα κε ηελ βνήζεηα βαθηεξίσλ ηνπ γέλνπο Agrobacterium. 

o Έρεη κέγεζνο 8.958 bp θαη πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ θαλακπθίλε γηα 

ηελ επηινγή ηφζν ζηα E.coli, φζν θαη ζηα Agrobacterium. 

o Πεξηέρεη αξρέο έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο γηα ηελ δηαηήξεζε θαη αληηγξαθή 

ηνπ πιαζκηδίνπ θαη ζηηο δχν νηθνγέλεηεο βαθηεξίσλ. 

o Έρεη δεμί θαη αξηζηεξφ ζπλνξηαθφ άθξν( RB & LB ), πξνθεηκέλνπ λα γίλεη 

ε ηνκή θαη ε ελζσκάησζε ηνπ ελδηάκεζνπ ηκήκαηνο απφ έλδπκα ηνπ 

A.tumefaciens ζην θπηηθφ γέλσκα. 

o  ΢ην ελδηάκεζν ηκήκα ππάξρεη γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα αλζεθηηθφηεηα 

ζηελ πγξνκπθίλε, πξνθεηκέλνπ λα γίλεηαη ε επηινγή ησλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηψλ. Σν γνλίδην ηεο πγξνκπθίλεο βξίζθεηαη θάησ 

απφ ηελ επίδξαζε ηνπ CaMV 

o Σέινο ππάξρεη ζήκα γηα πνιχ-αδελπιίσζε, πξνθεηκέλνπ λα εθθξαζηεί ε 

πξσηεΐλε ζηα επθαξπσηηθά θχηηαξα. To MCS (Multiple Cloning Site), γηα 

ηελ έλζεζε ηεο θαηαζθεπήο πεξηέρεηαη εληφο ηεο α- ππνκνλάδαο ηνπ 
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γνληδίνπ lacZ. Σν ηειεπηαίν εθθξάδεηαη θάησ απφ ηελ επίδξαζε ηνπ 

πξναγσγέα ηνπ ,Plac, θαη κπνξεί λα αλαθηήζεη ηελ ιεηηνπξγηθφηεηα ηεο β-

γαιαθηνζηδάζεο πνπ εθθξάδεηαη απφ ην γέλσκα ηνπ E.coli. Aλ 

ελζσκαησζεί αιιεινπρία ζην MCS, δηαθφπηεηαη ην lacZ, κε ζπλέπεηα λα 

κελ κπνξεί λα κεηαβνιηζηεί ην ρεκηθφ αλάινγν ηεο ιαθηφδεο, X-Gal. 

Παξαηεξνχκε, έηζη, άζπξεο απνηθίεο, ζε αληίζεζε κε ηηο κπιε φπνπ ην X-

Gal κεηαβνιίδεηαη. 

o Απνηειεί έλαλ βειηησκέλν δπαδηθφ θνξέα, θαζψο έρεη ηελ ζέζε έλζεζεο 

ηνπ goi θνληά ζην 5΄ άθξν (RB) θαη ην γνλίδην επηινγήο ζην 3΄ άθξν (LB) 

3.Απνηειέζκαηα-΢πδήηεζε 

1.Σαπηνπνίεζε ηεο ΑtHESP 

 

Γηα ηε κειέηε ηνπ γνληδηψκαηνο ηεο Solanum lycopersicum L. θαη ηελ ηαπηνπνίεζε 

γνληδίσλ απναδελπιάζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ν αιγφξηζκνο BLAST ηεο βάζεο δεδνκέλσλ 

Sol Genomics (https://solgenomics.net/). Με αθνξκή ην γνλίδην AT1G31500 (AtHESP), 

ην νπνίν ζε άιιε έξεπλα κειεηήζεθε θαη βξέζεθε ζην A.thaliana ,θσδηθνπνηεί κηα 

ιεηηνπξγηθή απναδελπιάζε, ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηη θηξθάδην ξνιφη. Βαζηδφκελνη ζηελ 

έξεπλα απηή (Delis, et al., 2015) ζηεξηρζήθακε γηα λα βξνχκε πσο εθθξάδεηαη ην ίδην 

γνλίδην ζηελ ηνκάηα. Μέζσ ηεο αλαδήηεζή καο in silico γηα απναδελπιάζε ζηε ηνκάηα, 

αλαγλσξίζακε θαη θισλνπνηήζακε έλαλ πιήξε θιψλν cDNA πνπ αληαπνθξίλεηαη ζε έλα 

πηζαλφ νκφινγν απναδελπιάζεο. Σν αληίζηνηρν γνλίδην ηεο ηνκάηαο πνπ απνκνλψζακε 

είλαη ην Solyc08g75010. 

2.Έθθξαζε Γνληδίνπ θαη Κηξθάδηνο Ρπζκόο 

 

Αξρηθά, γηα λα δηαπηζηψζνπκε αλ πξάγκαηη ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ επεξεάδεηαη απφ ηνλ 

θηξθάδην ξπζκφ, κειεηήζακε ηελ έθθξαζή ηνπ ζε θπηά πνπ κεγάισλαλ ζε θσηνπεξίνδν 16/8 

(16 ψξεο θσο/8 ψξεο ζθνηάδη) γηα 7 εκέξεο. Οθηψ δείγκαηα πάξζεθαλ ζηελ δηάξθεηα ελφο 

24ψξνπ (2 ψξεο πξηλ ην ζθνηάδη, 30 ιεπηά πξηλ ην ζθνηάδη, 30ιεπηά κεηά ην ζθνηάδη, 2ψξεο 

κεηά ην ζθνηάδη, 6 ψξεο κεηά ην ζθνηάδη, 30 ιεπηά πξηλ ην θσο, 30ιεπηά κεηά ηα θψο θαη 4 

ψξεο κεηά ην θψο). 

https://solgenomics.net/
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Με βάζε ηελ παξαπάλσ γξαθηθή παξάζηαζε παξαηεξείηαη, φηη ε έθθξαζε ηεο hesp είλαη 

ζρεηηθά ρακειή ηηο πξσηλέο ψξεο ελψ επάγεηαη ην κεζεκέξη θαη ην βξάδπ Η ππεξέθθξαζε 

ηνπ γνληδίνπ παξαηεξείηαη κηζή ψξα πξηλ ην ζθνηάδη. Έηζη, απνδεηθλχεηαη φηη ην γνλίδην 

επεξεάδεηαη άκεζα απφ ηελ ελαιιαγή κέξαο κε λχρηαο νπφηε πηζαλφηαηα ε έθθξαζή ηνπ 

είλαη ππφ ηελ επίδξαζε ηνπ θηξθάδηνπ ξπζκνχ  

2.Μειέηε έθθξαζεο γνληδίνπ Solyc08g75010 κε ηε κέζνδν Real time PCR 

Μεηά ηε ζχλζεζε ηνπ cDNA απφ ηα δείγκαηά καο αθνινχζεζε κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ ζε απηά. Γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HESP επηιέρζεθε λα 

ρξεζηκνπνηεζεί ε ηερληθή ηεο PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ. Η κέζνδνο ηεο PCR πξαγκαηηθνχ 

ρξφλνπ απνηειεί ζήκεξα κηα επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε ηερληθή γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ηνλ 

πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ DNA θαη RNA. Πξφθεηηαη γηα κηα πνιχ επαίζζεηε ηερληθή ζηελ 

νπνία ν πξαγκαηηθφο ρξφλνο ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα θαζνξίζεη ηελ έθθξαζε mRNA ελφο 

γνληδίνπ θαζψο θαη ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ πνπ πνιιαπιαζηάδνληαη. 

Σν PCR γίλεηαη γηα ηνλ έιεγρν ηεο θαλνληθνπνίεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ θπηηαξηθνχ 

γνληδηψκαηνο. Η δηαδηθαζία πεξηγξάθεηαη ζηα Τιηθά θαη Μέζνδνη θαη νη εθθηλεηέο ηνπ 

γνληδίνπ hesp ζρεδηάζηεθαλ κε ηελ ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ Beacon designer v7.01.Δπίζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηε ζπζθεπή MX 3005P system (Stratagene), ρξεζηκνπνηψληαο ηελ 

KAPASYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystems) θαη ε ρξήζε ησλ γνληδηαθψλ εθθηλεηψλ 

έγηλε ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. 

΢ύκβνιν Δθθηλεηή Ννπθιενηηδηθή αιιεινπρία 

εθθηλεηή 

Primer Forward  GCTCGTTCACAGGCAATCC 

 

Primer Reverse CGCCATCCAATCACGCCTC 
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2.Κατασκευή του φορέα-φουρκέτα 
Με βάζε ηα Τιηθά θαη Μέζνδνη πνπ πεξηγξάθηεθαλ παξαπάλσ ν pGEM θαη ν pHANNIBAL 

θφπεθαλ κε ηα ίδηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ. Σν ηκήκα απηφ πνπ πξνέθπςε απφ ηελ πέςε ηνπ 

pGEM, απφ εδψ θαη ζην εμήο ζα νλνκάδεηαη έλζεκα, θαη κάιηζηα ζα γίλεη δηάθξηζε κεηαμχ 

λνεκαηηθνχ (Sense) θαη αληη-λνεκαηηθνχ (Anti-Sense) ελζέκαηνο, αλάινγα κε ηελ θνξά πνπ 

ζα εηζέιζεη ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα pHannibal. Η δηάθξηζε απηή κπνξεί λα γίλεηαη 

απζαίξεηα, φκσο έρεη πξαθηηθή ζεκαζία. Θεσξνχκε, φηη ην έλζεκα πνπ εηζέξρεηαη 

παξαπιεχξσο ηνπ πξναγσγέα 35S ηνπ pHannibal είλαη ην Sense, ελψ απηφ πνπ εηζέξρεηαη 

παξαπιεχξσο ηεο ιεθηηθήο αθνινπζίαο OCS είλαη ην Antisense. 

Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο pHannibal (βι.Τιηθά θαη κέζνδνη) δίλεη ηελ δπλαηφηεηα λα 

θισλνπνηεζεί ην ίδην ηκήκα δχν θνξέο κε αληίζεηε θαηεχζπλζε ζηα άθξα ελφο ηληξνλίνπ. Η 

θαηαζθεπή απηή, αθνχ κεηαγξαθεί, ζα δψζεη δίθισλν RNA πνπ ζα είλαη ηθαλφ λα 

ελεξγνπνηήζεη ηνλ RNAi κεραληζκφ. Σν ηληξφλην πνπ ζα παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ 

ζπκπιεξσκαηηθψλ πεξηνρψλ RNA ζρεκαηίδεη ηελ ζειηά κεηαμχ ηνπο. 

 

 

 

a) Κισλνπνίεζε ηνπ Αληη-λνεκαηηθνύ ελζέκαηνο 

 

Γίλεηαη αληηιεπηφ φηη ζην ηειηθφ πξντφλ ππάξρνπλ ζέζεηο αλαγλψξηζεο απφ δχν έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ ζε θάζε άθξν. Με βάζε ηηο ζέζεηο γηα έλζεζε πνπ πξνζθέξεη ν pHannibal ζηα 

δχν άθξα ηνπ ηληξνλίνπ θαη ηηο ζέζεηο πνπ έρνπλ ελζσκαησζεί ζην έλζεκα ( EcoRI, Hindlll 

ζην έλα άθξν θαη Xbal, Xhol ζην άιιν άθξν), πξνθχπηεη φηη ππάξρεη ζπγθεθξηκέλνο 

ζπλδπαζκφο πέςεσλ. ΢πλεπψο, πέςε κε EcoRI & Xhol δίλεη ηελ δπλαηφηεηα λα 

ελζσκαησζεί ην λνεκαηηθφ έλζεκα, ελψ πέςε κε Hindlll & Xbal δίλεη ηελ δπλαηφηεηα λα 

ελζσκαησζεί ην αληη-λνεκαηηθφ. Δμαηηίαο, φκσο, ησλ δηπιψλ ζέζεσλ αλαγλψξηζεο ζε θάζε 
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άθξν πξνζθέξεηαη ε δπλαηφηεηα νη δχν θισλνπνηήζεηο λα γίλνπλ κε αληίζεηε θνξά. Σν 

άθξν, ινηπφλ, πνπ πεξηέρεη ηηο ζέζεηο πεξηνξηζκνχ γηα EcoRI θαη Hindlll, φηαλ θνπεί κε ην 

θάζε έλδπκν ρσξηζηά θαη εηζέιζεη ζηνλ pHannibal, ιφγσ δνκήο ηνπ ηειεπηαίνπ, ζα εηζέιζεη 

κε αληίζεηε θαηεχζπλζε. 

Πξνζνρή ρξεηάδεηαη ζηε ρξνληθή ζεηξά ηεο θισλνπνίεζεο, θαζψο κεηά ηελ πέςε θαη 

θισλνπνίεζε ηνπ αληη-λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο, νη ζέζεηο ηνπ λνεκαηηθνχ 

ελζέκαηνο(εμσηεξηθέο) έρνπλ ραζεί. ΢πγθεθξηκέλα, πξέπεη λα πξνεγεζεί ε θισλνπνίεζε ηνπ 

αληη-λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο. Απηφ γίλεηαη γηαηί νη ζέζεηο έλζεζεο (XbaI,HindIII) είλαη 

εζσηεξηθέο ησλ ζέζεσλ γηα εηζρψξεζε ηνπ λνεκαηηθνχ(EcoRI ,XhoI) ζην ηειηθφ πξντφλ. 

Έηζη, γηα ηελ θισλνπνίεζε ηνπ αληη-λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο έγηλε πέςε κε Xbal θαη Hindlll 

ηνπ πξντφληνο PCR, πνπ πεξηέρεη ην έλζεκα. Με ηα ίδηα έλδπκα πνπ πξνεηνηκάζηεθε θαη ν 

πιαζκηδηαθφο θνξέαο pHannibal. 

Αθνινχζεζαλ: 1.Η αληίδξαζε ηεο ιηγνπνίεζεο (Ligation), 2.ν κεηαζρεκαηηζκφο ηνπ 

πιαζκηδίνπ κε δεθηηθά θχηηαξα θαη 3.ε απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA 

To pHAhespAnt απνκνλψζεθε θαη αθνινχζεζε Πέςε κε Xbal/Hindlll θαη κε  

Hindlll/EcoRI γηα λα επηβεβαηψζεί φηη ην πιαζκίδην pHAhespAnt έρεη  

αθέξαηεο ζέζεηο 

 

b) Κισλνπνίεζε ηνπ λνεκαηηθνύ ελζέκαηνο 

 

Πξνθεηκέλνπ λα νινθιεξσζεί ν θνξέαο-θνπξθέηα, ζεηξά είρε ε θισλνπνίεζε ηνπ 

λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο ζηνλ pHannibal πνπ ήδε πεξηέρεη ην αληί- λνεκαηηθφ έλζεκα. Η 

δηαδηθαζία ήηαλ αθξηβψο ε ίδηα κε ηελ δηαθνξά φηη εδψ σο ελδνλνπθιεάζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη EcoRI θαη XhoI θαη είρε σο απνηέιεζκα ηελ δεκηνπξγία ηεο pHAhesp 

Sense θαηαζθεπήο. 

(Γηα λα επηβεβαησζεί ε αθεξαηφηεηα ηεο θαηαζθεπήο πξαγκαηνπνηήζεθαλ  

δηαγλσζηηθέο πέςεηο) 

Με ηνλ ηξφπν απηφ νινθιεξψζεθε ε δεκηνπξγία ηεο επηζπκεηήο θαηαζθεπήο,  

δειαδή λα είλαη ην έλζεκα δχν θνξέο θισλνπνηεκέλν κε αληίζεηε θνξά ζηα άθξα  

ηνπ ηληξνλίνπ ηνπ θνξέα pHannnibal. Σν επφκελν ζηάδην ήηαλ λα θισλνπνηεζεί ην ηκήκα 

ηνπ pHannnibal πνπ απαηηείηαη γηα ηελ απνζηψπεζε ζηνλ ηειηθφ θνξέα, pCambia 1300. Σν 

ηκήκα ηνπ pHannnibal πεξηιακβάλεη πέξα απφ ηα ελζέκαηα θαη ην ηληξφλην, ηνλ ηζρπξφ  

εθθηλεηή θαη ηελ αιιεινπρία ηεξκαηηζκνχ ηεο κεηαγξαθήο OCS. 
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Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν πξέπεη λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη ηξίηνο θνξέαο γηα λα γίλεη ε 

ελζσκάησζε ηεο θαζέηαο ζην θπηηθφ γέλσκα, είλαη φηη ην A.tumefaciens  

αλαγλσξίδεη, ηέκλεη θαη κεηαθέξεη κία αιιεινπρία κέζα ζην θπηηθφ γέλσκα κφλνλ  

φηαλ πεξηβάιιεηαη απφ ην δεμί θαη αξηζηεξφ ζπλνξηαθφ άθξν (RB&LB) θαη ν θνξέαο 

pCambia1300 δηαζέηεη ην ραξαθηεξηζηηθφ απηφ. 

Δθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ: 

΢ύκβνιν Δθθηλεηή Ννπθιενηηδηθή αιιεινπρία εθθηλεηή 

Sense Primer (RNAiHesp2) GGACTCGAGTCTAGACACCTGCACCTCTGTCACC 

 

Anti-sense Primer (RNAiHesp2) GGAGAATTCAAGCTTCGCATCCATCACGCTTCTG 

 

Sense Primer (RNAiHesp3-2) AGGACTCGAGTCTAGACACGCTTAGCTCAATTCAAGTTAC 
 

Anti-sense Primer (RNAiHesp3-2) AGGAGAATTCAAGCTTTGAAGTGTGGTTCTCCTCTGG 
 

 Οη εθθηλεηέο RNAiHesp3-2 δελ ιεηηνχξγεζαλ νπφηε ζην πείξακα δνπιέςακε κφλν κε 

ηνπο RNAiHesp2 

 Λεηηνχξγεζε κφλν ην hesp Ri2 

 

Τπνθισλνπνίεζε ηνπ θνξέα-θνπξθέηα ζηνλ ηειηθό θνξέα 

 

Αξρηθά έγηλε πέςε κε SacI & Pstl ηεο pHANhesp Sense αιιά θαη ηνπ θνξέα  

pCambia1300. H θαζέηα pHANhespSense αλαθηήζεθε απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο θαη 

ζπλδέζεθε κε ηνλ pCambia1300θνκκέλν κε ηα ίδηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ Οη 

κεηαζρεκαηηζκέλνη θιψλνη ειέρζεθαλ κε δηαγλσζηηθέο πέςεηο κε Sacl/Hindlll  

Με ηελ δηπιή απηή πέςε, αλακέλεηαη απφ πιαζκίδην pCamHesp 

ζην νπνίν λα έρεη θισλνπνηεζεί ε θαζέηα λα πξνθφςνπλ ηα εμήο ηκήκαηα: 

 Πξνθχπηεη ν pCambia1300  

 Η πεξηνρή κεηαμχ ζέζεο θισλνπνίεζεο SacI θαη λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη απηνχ, θαζψο δηαηεξείηαη ε ζέζε αλαγλψξηζεο Hindlll 

 Ηπεξηνρή κεηαμχ αληί-λνεκαηηθνχ ελζέκαηνο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη απηνχ θαη 

ηνπ MCS 

 Σέινο πξνθχπηεη θαη ην ηληξφλην. 
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3.Μεηαζρεκαηηζκόο A.tumefaciens κε ηνλ pCambial300 πνπ θέξεη ηελ θαζέηα 

απνζηώπεζεο 

 

΢ην πείξακα ρξεζηκνπνηήζεθε σο ηξφπνο δεκηνπξγίαο δηαγνληδηαθψλ θπηψλ ζηε ηνκάηα ε 

απεπζείαο ζπγθαιιηέξγεηα εθθχησλ κε δηάιπκα Αγξνβαθηεξίνπ θαη ζπγθεθξηκέλα θνξέαο 

ηνπ DNA ,ην Agrobacterium tumefaciens. ΢πλεπψο, ν επφκελνο ζηφρνο ήηαλ λα 

κεηαζρεκαηηζηεί θαηάιιειν ζηέιερνο  A.tumefaciens (AgroCV3101) κε ηνλ 

pCambia1300HespRi2, ηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα πνπ θέξεη ηελ θαηαζθεπή γηα ηελ 

απνζηψπεζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ζπλζάζεο ηεο εζπεξίλεο. Η κέζνδνο απηή ζεσξείηαη ε πην 

θνηλή θαη απνηειεζκαηηθή γηα ηελ κεηαθνξά γνληδίσλ ζηε ηνκάηα (Orozco-Cardenas, et al., 

n.d.). 

Ο κεηαζρεκαηηζκφο πξαγκαηνπνηήζεθε κε βάζε ην πξσηφθνιιν (Orozco-Cardenas, et al., 

n.d.) ρσξίο φκσο λα νινθιεξσζεί πνηέ , εμαηηίαο πξνβιεκάησλ πνπ πξνέθπςαλ θαηά ηελ 

ηζηνθαιιηέξγεηα, ζην ζηάδην ησλ θάιισλ. ΢πλεπψο , ζα γίλεη κηα πνιχ κηθξή αλαθνξά ζην 

θνκκάηη απηφ, ηνπ πεηξάκαηνο. 

Πξσηφθνιιν: 

1.Πξνεηνηκαζία ΢πφξσλ: Απνζηείξσζε ζπφξσλ (θαηζαξή ΢αληνξίλεο) κε ηελ βνήζεηα 

ρισξίλεο (10%) θαη Tween-20 θαη ηνπνζέηεζε magenta boxes ζε εηδηθφ ζάιακν(7-

10days).  

2.Πξνεηνηκαζία Agrobacterium Culture: 

 Αξρηθά έρνπκε ην Αγξνβαθηήξηφ καο κέζα ζην νπνίν βξίζθεηαη ην γνλίδην πνπ καο 

ελδηαθέξεη (-80
ν
C)  

 Κάλνπκε streak ην αγξνβαθηήξην καο ζε ππφζηξσκα LB. Σα θχηηαξα απιψζεθαλ ζε 

ηξπβιία θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ηξηπιή επηινγή κε ξηθακπηθίλε (25κg/ml), 

gentamycin (10κg/ml), θαλακπθίλε(50 κg/ml), (2days/28
ν
C)  

 Τγξή θαιιηέξγεηα ζε LB νκνίσο κε ην πξνεγνχκελν  

 ΢ηε ζπλέρεηα ζε Falcon tube βάδνπκε θάπνηα πνζφηεηα απφ ηελ θαιιηέξγεηα 

βαθηεξίνπ+AIM(10min θπγνθέληξεζε ,θξαηάκε κφλν ην βαθηήξην)  

 ΢ηνλ falcon πνπ είλαη ην βαθηήξην καο πξνζζέηνπκε ΑΙΜ θαη acetosyringone  

3.Κφςηκν Κνηπιεδφλσλ: Μφιηο έρνπλ απνθηήζεη ζθνχξν πξάζηλν ρξψκα ηηο θφβνπκε 

ζηελ κέζε θαη ηηο βάδνπκε ζε ηξπβιία κε ππφζηξσκα CCM θαη δηεζεηηθφ ραξηί 

(Whatman filter paper ) γηα 2 κέξεο ζη ζάιακν 

4.Βάδνπκε ζην falcon κε ην Αγξνβαθηεξην ,AIM ,ηελ acetosyringone θαη ηηο θνηχιεο γηα 

20 ιεπηά κέζα ζην shaker 
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5.Βάδνπκε ηηο θνηχιεο ζε δηεζεηηθφ  ραξηί θαη ζηελ ζπλέρεηα ζε ηξπβιία CCM:(ζηνλ ζάιακν 

γηα 2 κέξεο)  

6.Δπηινγή δηαγνληδηαθψλ θάιισλ θαη επαγσγή βιαζηψλ: Παίξλνπκε ηηο θνηχιεο θαη ηηο 

βάδνπκε ζε θαηλνχξγην ππφζηξσκα πνπ πεξηέρεη ζξεπηηθά ζηνηρεία, αληηβηνηηθά θαη δεαηίλε 

(αιιαγή 2θνξέο ηελ βδνκάδα φρη δηεζεηηθφ ραξηί) 

 

 

 

΢πκπεξάζκαηα: 

 Σν γνλίδην Solyc08g75010, είλαη νκφινγν ηνπ γνληδίνπ AT1G31500 πνπ 

κειεηήζεθε ζην A.thaliana θαη απνηειεί ην δεχηεξν γνλίδην πνπ βξέζεθε. 

 Φαίλεηαη λα επεξεάδεηαη απφ ην θηξθαδηθφ ξνιφη ,ζπλεπψο λα εθθξάδεηαη 

θηξθάδηα. 

 Σέινο, ππάξρεη κεγάιε πηζαλφηεηα λα θέξεη παξφκνηα θπζηνινγία κε ην 

γνλίδην ηεο hesp ηνπ A.thaliana. 

 

 

 

 

 

 

 

Μεηαζρεκαηηζκφο πιαζκηδίνπ pCambia κε A.tumefaciens ( Blue - White Screening) 
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