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1.1 Σίγηση µέσω RNA (RNA silencing) 
 

Η σίγηση µέσω RNA αποτελεί ένα µηχανισµό καταστολής της έκφρασης γονιδίων 
µε τρόπο ειδικό ως προς την  νουκλεοτιδική αλληλουχία και στον οποίο κεντρικό 
ρόλο παίζουν µόρια RNA (Voinnet, 2002). Ο µηχανισµός αυτός παρουσιάζει πολλά 
κοινά χαρακτηριστικά µεταξύ διαφόρων οργανισµών, δεικνύοντας την αρχαία 
καταγωγή αυτού. Έτσι ενώ αρχικά ονοµάστηκε κατάπνιξη (quelling) στους µύκητες, 
συν-καταστολή (co-suppression) και µετα-µεταγραφική γονιδιακή σίγηση (post-
transcriptional gene silencing, PTGS) στα φυτά και παρεµπόδιση του RNA (RNA-
interference, RNAi) στους νηµατώδεις και στα θηλαστικά, σήµερα αποκαλείται µε 
τον κοινό για όλους τους οργανισµούς όρο σίγηση µέσω RNA (RNA silencing) 

(ανασκόπηση από Susi et al., 2004). Ο µηχανισµός της σίγησης µέσω RNA 
ταξινοµείται σε δυο κατηγορίες, στην µεταγραφική γονιδιακή σίγηση (transcriptional 
gene silencing, TGS) όπου παρεµποδίζεται η µεταγραφή ενός γονιδίου και στην µετα-
µεταγραφική γονιδιακή σίγηση (PTGS), όπου το γονίδιο µεταγράφεται αλλά τα 
µετάγραφα του αποδοµούνται. 

Ο µηχανισµός του RNA-silencing παρατηρήθηκε για πρώτη φορά στις αρχές της 
δεκαετίας του 90’, όταν ερευνητές εισήγαγαν σε φυτά πετούνιας αντίγραφα ενός 
γονιδίου υπεύθυνου για το χρώµα των ανθέων της για να το ενισχύσουν. Όµως σε 
αντίθεση µε τις προσδοκίες τους µειώθηκε ή εξαφανίστηκε το χρώµα τους. Τότε 
διαπίστωσαν ότι η εισαγωγή του διαγονιδίου οδήγησε στην καταστολή της έκφρασης 
τόσο του ιδίου όσο και του ενδογενούς οµόλογου γονιδίου. Το φαινόµενο αυτό 
ονοµάστηκε συν-καταστολή (co-suppression) (Van der Krol et al., 1990) και 
αργότερα διαπιστώθηκε ότι οφείλεται σε αποδόµηση των ώριµων mRNA των 
γονιδίων αυτών, δηλαδή συµβαίνει σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο (Blokland et al., 
1994). Παράλληλες έρευνες έδειξαν ότι τα φυτά ανταποκρίνονται στην προσβολή 
από RNA ιούς µε την ενεργοποίηση ενός µηχανισµού αποδόµησης των ιϊκών RNA. 
Μάλιστα βρέθηκε ότι όταν οι RNA ιοί φέρουν αλληλουχίες που είναι οµόλογες µε 
γονίδια των φυτών, τότε η ενεργοποίηση του µηχανισµού αποδόµησης των ιϊκών 
RNA και των οµόλογων mRNA είναι πιο αποτελεσµατικός (Angell et al., 1997). 
∆εδοµένου ότι αυτό το φαινόµενο σίγησης συµβαίνει σε επίπεδο RNA, δηλαδή µετά 
τη µεταγραγή του αντίστοιχου γονιδίου ονοµάστηκε ως µετα-µεταγραφική γονιδιακή 
σίγηση (post-transcriptional gene silencing, PTGS). Παράλληλα ανάλογα φαινόµενα 
διαπιστώθηκαν και σε άλλους οργανισµούς.  

Ωστόσο ένα εύλογο ερώτηµα που παρέµενε αναπάντητο αφορούσε το παράγοντα 
που ενεργοποιεί το µηχανισµό αποδόµησης των µορίων mRNA. Βεβαίως ήταν 
προφανές ότι για να γίνεται αποδόµηση συγκεκριµένων µορίων mRNA θα πρέπει ο 
παράγοντας αναγνώρισης των µεταγράφων που πρόκειται να αποδοµηθούν να είναι 
ειδικός. Η απάντηση σ΄ αυτό το ερώτηµα ήρθε από τον Fire και τους συνεργάτες του 
(1998), οι οποίοι παρατήρησαν ότι τα δίκλωνα µόρια RNA (dsRNA) είναι πιο 
αποτελεσµατικά  στην καταστολή της έκφρασης οµόλογου ενδογενούς γονιδίου του 
C. elegans σε σύγκριση µε τα sense και antisense µόρια RNA. To φαινόµενο αυτό 
ονοµάστηκε RNA-interference. Παράλληλα βρέθηκε από τον Waterhouse και τους 
συνεργάτες του (1998) ότι τα δίκλωνα µόρια RNA ενεργοποιούν το µηχανισµό του 
PTGS και στα φυτά. Το ίδιο αποδείχτηκε να ισχύει και σε άλλους οργανισµούς που 
διαθέτουν το µηχανισµό της σίγησης µέσω RNA. Έτσι οι επιστήµονες οδηγήθηκαν 
στο συµπέρασµα ότι το κύριο µόριο έναρξης της γονιδιακής σίγησης είναι το dsRNA. 

Τα δίκλωνα µόρια RNA που επάγουν την γονιδιακή σίγηση µπορούν να 
δηµιουργηθούν στο κύτταρο µε τους ακόλουθους τρόπους: µε τη ταυτόχρονη 
σύνθεση sense και antisense RNA µορίων, µε τη µεταγραφή ανάστροφων DNA 
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επαναλήψεων (inverted repeats) που οδηγεί στη σύνθεση δίκλωνου mRNA, µε τη 
δράση των κυτταρικών RNA-εξαρτώµενων RNA πολυµερασών (RdRps) και µε τη 
δράση της ιϊκής RdRp κατά τον πολλαπλασιασµό των RNA ιών (Matzke et al., 2001) 

Τα δίκλωνα αυτά µόρια RNA που παράγονται στον πυρήνα ή στο κυτταρόπλασµα 
του κυττάρου γίνονται αντιληπτά από τα Dicer-like ένζυµα, τα οποία  κόβουν τα 
δίκλωνα µόρια RNA σε µικρά δίκλωνα µόρια µήκους 21-26 nt. Τα µικρά αυτά 
δίκλωνα µόρια ονοµάζονται short interfering  RNAs (siRNAs) και η παραγωγή τους 
είναι το κοινό χαρακτηριστικό του µηχανισµού της σίγησης µέσω RNA σε όλους 
τους οργανισµούς. Τα siRNAs εντοπίστηκαν για πρώτη φορά από τους Hamilton και 
Baulcombe (1999) σε φυτικό σύστηµα και µετέπειτα βρέθηκαν να παράγονται και 
στη δροσόφιλα  από µια πρωτεΐνη τύπου RNaseIII µε την κατανάλωση ATP, η οποία 
ονοµάστηκε Dicer (Bernstein et al., 2001). Οι πρωτείνες που ανήκουν στην 
οικογένεια των Dicer ενζύµων διαθέτουν µια περιοχή RNA ελικάσης, µια PAZ 
περιοχή, δυο µοτίβα RNaseIII και από µια ή δυο περιοχές πρόσδεσης dsRNA. 
Οµόλογες πρωτεΐνες της Dicer που εντοπίστηκε στη δροσόφιλα έχουν βρεθεί σε 
πολλού οργανισµούς. Στα θηλαστικά και στο C. elegans έχει εντοπιστεί µια Dicer 
πρωτεΐνη, στη δροσόφιλα έχουν εντοπιστεί δυο και στο Arabidopsis thaliana 
υπάρχουν  τέσσερα γονίδια που κωδικεύουν Dicer-like ένζυµα. Οι δυο από αυτές, οι 
DCL1 και DCL4 πιθανώς διαθέτουν σήµατα πυρηνικής τοποθέτησης (nuclear 
localization signals). Μάλιστα υπάρχουν ενδείξεις ότι  η DCL1 είναι πρωτεΐνη που 
εντοπίζεται στο πυρήνα (Papp et al., 2003). Συνεπώς ενδέχεται η αποδόµηση του 
dsRNA στα φυτά να λαµβάνει χώρα τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασµα 
και πιθανώς αυτό να ισχύει και σε άλλους οργανισµούς, όπως στη δροσόφιλα και στα 
θηλαστικά. Ωστόσο ως σήµερα δεν έχει επιβεβαιωθεί βιοχηµικά η δράση της Dicer 
στην παραγωγή των siRNAs στο Arabidopsis, παρά µόνο σε “εκχύλισµα από έµβρυα 
σιταριού”  (wheat extracts) από τον Tang και τους συνεργάτες του (2002).  

Τα siRNAs που παράγονται από τη δράση των Dicer-like ενζύµων είναι δίκλωνα 
µόρια RNA µήκους 21-26 nt µε 3’ προεκβαλλόµενα άκρα µήκους 2nt. Τα 3’ άκρα 
είναι υδροξυλιωµένα και τα 5’ άκρα είναι φωσφορυλιωµένα. Αυτή η δοµή είναι 
χαρακτηριστική της δράσης των Dicer ενζύµων (επισκόπηση από Susi et al., 2004). 
Στα φυτά έχουν εντοπιστεί δυο µεγεθών siRNAs. Αυτά που είναι 21-22 nt και 
ονοµάζονται µικρού µήκους siRNAs (short siRNAs) και αυτά που είναι 24-26 nt και 
ονοµάζονται µεγάλου µήκους siRNAs (long siRNAs). Ο Hamilton και οι συνεργάτες 
του (2002), που ήταν οι πρώτοι που περιέγραψαν τους δυο τύπους siRNAs στα φυτά, 
πρότειναν ότι πιθανώς οι δυο τύποι siRNAs να παίζουν διαφορετικό ρόλο στο 
µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης. Τα µεν µικρού µήκους siRNAs (short siRNAs) 
πιθανώς είναι αυτά που παίζουν κεντρικό ρόλο στη στόχευση των mRNA και τα 
µεγάλου µήκους siRNAs (long siRNAs) πιθανώς παίζουν ρόλο στη διασυστηµατική 
µεταφορά του σήµατος της σίγησης και στη µεθυλίωση  των οµόλογων DNA 
αλληλουχιών. Επιπλέον o Tang και οι συνεργάτες (2003) πρότειναν ότι πιθανώς οι 
δυο τύποι siRNAs που εντοπίζονται στα φυτά να προέρχονται από τη δράση 
διαφορετικών Dicer ενζύµων, καθώς τόσο στο Arabidopsis όσο και στο ρύζι 
υπάρχουν τέσσερα Dicer-like ένζυµα. Οµοίως στους µύκητες εντοπίζονται και οι δυο 
τύποι siRNAs. Ενώ αντίθετα στη δροσόφιλα και στα θηλαστικά εντοπίζονται µόνο τα 
21-22nt siRNAs.  

Μετά την παραγωγή  των siRNAs µε την δράση των Dicer-like ενζύµων στα 
δίκλωνα µόρια RNA, τα siRNAs ενσωµατώνονται στο ενζυµικό σύµπλοκο RNA-
inducing gene silencing   (RISC) (Hammond et al., 2000) µε την δαπάνη ATP. H 
ενεργοποιηµένη πλέον RISC καθοδηγείται από τα ενσωµατωµένα siRNAs στην 
εύρεση των συµπληρωµατικών mRNAs, τα οποία τα κόβει στο κέντρο της περιοχής 

 8



υβριδισµού (Elbashir et al., 2001). Έτσι επιτυγχάνεται η αποδόµηση των RNA 
µορίων που είναι συµπληρωµατικά ως προς το dsRNA που ενεργοποίησε όλο αυτό το 
µηχανισµό. Η δράση του συµπλόκου RISC έχει αποδειχτεί στη δροσόφιλα και 
γνωρίζουµε ότι πρωτεΐνες της οικογένειας Argonaute συµµετέχουν   σ΄ αυτό. Ωστόσο 
στα φυτά, στο C. elegans και στο N. crassa δεν έχει αποδειχτεί ως σήµερα η δράση 
του εν λόγω ενζυµικού συµπλόκου (Susi et al., 2004).  

Επίσης σηµαντικό ρόλο στο µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης έχει διαπιστωθεί 
ότι παίζουν οι RNA εξαρτώµενες RNA πολυµεράσες (RNA-dependent RNA 
polymerases, RdRp). Τα γονίδια των RdRp πρωτεϊνών απαιτούνται για τον 
µηχανισµό της σίγησης µέσω RNA στο C.elegans, στο N. Crassa και στο 
Dictyostelium discoideum, αλλα πιθανώς δεν χρειάζονται στη δροσόφιλα και στα 
θηλαστικά. Το φυτό Arabidopsis διαθέτει τουλάχιστον τρια γονίδια RdRp, τα RDR1, 
RDR2 και RDR6 (επίσης γνωστή ως SDE1/SGS2). Στα φυτά έχει αποδειχτεί ότι 
απαιτείται η RNA εξαρτώµενη RNA πολυµεράση RDR6 για να είναι ενεργός ο 
µηχανισµός της σίγησης µέσω RNA. Ενώ δεν απαιτείται η RdRp πρωτεϊνη όταν το 
φυτό φέρει διαγονίδιο που περιέχει ανάστροφες επαναλήψεις και συνεπώς συντίθεται 
δίκλωνο RNA κατά τη µεταγραφή του. Όπως επίσης δεν απαιτείται η RdRp του 
φυτού όταν ο µηχανισµός της σίγησης επάγεται από ιό, καθώς αυτός διαθέτει τη δική 
του RdRp (ανασκόπηση από Susi et al., 2004).  

Έχουν προταθεί διάφοροι πιθανοί ρόλοι των RdRp πρωτεϊνών στο µηχανισµό της 
γονιδιακής σίγησης. Μια ενδεχόµενη δράση της RdRp είναι η µετατροπή των 
έκτροπων RNAs (aberrant RNAs, abRNAs) σε δίκλωνο RNA, το οποίο ενεργοποιεί 
το µηχανισµό της σίγησης. Επίσης ενδεχοµένως η RdRp να χρησιµοποιεί ως µήτρα 
και τα κοµµάτια του mRNA που προκύπτουν από τη δράση της RISC, γεγονός που 
θα οδηγήσει σε αύξηση της συγκέντρωσης των siRNAs στο κύτταρο και συνεπώς σε 
ενίσχυση του µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης (Matzke et al., 2001). Η άµεση 
ανάµειξη της RdRp στο µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης σε φυτικό σύστηµα 
αποδείχτηκε από τον Tang και τους συνεργάτες του (2003). Απέδειξαν ότι είναι 
δυνατή η σύνθεση δίκλωνων µορίων RNAs από µονόκλωνο RNA σε “εκχύλισµα από 
έµβρυα σιταριού” (wheat extracts) είτε µε την παρουσία εκκινητή είτε χωρίς την 
παρουσία αυτού. Επίσης απέδειξαν ότι τα aberrant µονόκλωνα RNAs όταν είναι σε 
αρκετά υψηλή συγκέντρωση στο κύτταρο µετατρέπονται σε δίκλωνα µόρια RNA, τα 
οποία αποδοµούνται στη συνέχεια σε siRNAs µήκους 24nt κυρίως. Αυτό οδήγησε 
στην υπόθεση ότι τα δίκλωνα µόρια RNA που παράγονται από τη δράση της RdRp 
επεξεργάζονται κατεξοχήν από τη Dicer που παράγει τα long siRNAs και 
ενδεχοµένως αυτά τα δυο ένζυµα να συνδέονται.  

Επιπλέον έχει αποδειχθεί ότι η RdRp συµµετέχει στo φαινόµενο της µεταβατικής 
σίγησης  (transitive silencing) (Vaistij et al., 2002). Με αυτό τον όρο περιγράφεται 
το φαινόµενο στο oποίο παράγονται siRNAs που αντιστοιχούν σε περιοχές του 
mRNA στόχου που δεν είναι συµπληρωµατικές του dsRNA που ενεργοποίησε το 
µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης. Τα νέα αυτά siRNAs ονοµάζονται δευτερογενή 
(secondary) siRNAs. Αυτό έχει παρατηρηθεί στο C. elegans και στα φυτά. Στο C. 
elegans τα δευτερογενή siRNAs αντιστοιχούν στη 3’ περιοχή του mRNA. Η 
κατεύθυνση 3’ → 5’ της µεταβατικής σίγησης που παρατηρείται στο C. elegans 
οδήγησε στην υπόθεση ότι τα siRNAs χρησιµοποιούνται ως εκκινητές από την RdRp 
για να συνθέσουν το συµληρωµατικό του mRNA στόχου. Τα dsRNAs που 
συνθέτονται αποδοµούνται στη συνέχεια από τη Dicer µε συνέπεια να παράγονται 
εκτός από τα πρωτογενή siRNAs και τα δευτερογενή siRNAs, γεγονός που οδηγεί σε 
ενίσχυση της γονιδιακής σίγησης (Sijen et al., 2001). Ωστόσο στα φυτά τα 
δευτερογενή siRNAs αντιστοιχούν τόσο στην 5’ όσο και στη 3’ περιοχή του mRNA. 
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Αυτή η διπλή κατεύθυνση της µεταβατικής σίγησης στα φυτά δεν µπορεί βεβαίως να 
εξηγηθεί µε το µοντέλο που προτάθηκε για το C. elegans. Μια πιθανή υπόθεση είναι 
ότι ο µηχανισµός της σίγησης οδηγεί σε αλλαγή της δοµής της χρωµατίνης στην 
περιοχή όπου εντοπίζεται το γονίδιο στόχος, µε συνέπεια την παραγωγή aberrant 
RNAs, τα οποία στη συνέχεια µετατρέπονται σε dsRNA από την RdRp του κυττάρου 
(Hannon, 2002). Ένα άλλο πιθανό µοντέλο που έχει προταθεί είναι ότι τα τµήµατα 
του mRNA που προκύπτουν από τη δράση της RISC µετατρέπονται σε δίκλωνα µε τη 
δράση της RdRp, τα οποία στη συνέχεια αποτελούν στόχο της Dicer. Αυτή η δράση 
της RdRp µπορεί να εξηγήσει τη δυνατότητα λίγων “εκκινητών” µορίων dsRNA να 
πυροδοτήσουν την αποδόµηση ενός πολύ µεγάλου πληθυσµού µορίων mRNA. 

Ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης είναι διασυστηµατικός στα φυτά και στο C. 
elegans. Στα φυτά υπάρχουν ενδείξεις ότι το σήµα µετακινείται από κύτταρο σε 
κύτταρο µέσω των πλασµοδεσµάτων και διασυστηµατικά µέσω του φλοιώµατος, 
µιµούµενο τη κίνηση των ιών (Voinnet et al., 1998). Έχει ειπωθεί η άποψη ότι τα 
short siRNAs πιθανώς εµπλέκονται  στη τοπική µεταφορά του σήµατος (Klahre et al., 
2002) και τα long siRNAs στη διασυστηµατική µεταφορά του σήµατος (Hamilton et 
al., 2002). Ωστόσο ως σήµερα το σήµα δεν έχει χαρακτηριστεί, αλλά υποθέτουµε ότι 
σ΄ αυτό συµµετέχουν µόρια νουκλεϊκού οξέος  καθώς δρα µε ειδικό τρόπο.  

 
 
 

1.2 Ιϊκοί καταστολείς της γονιδιακής σίγησης 
 

Με δεδοµένο ότι ένας από τους ρόλους του µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης 
είναι η άµυνα του φυτού έναντι των ιών, είναι λογικό οι ιοί να έχουν εξελιχθεί έτσι 
ώστε να αντιµετωπίζουν και αυτή την άµυνα του φυτού. Έτσι έχει βρεθεί ότι το 
γένωµα πολλών φυτικών ιών κωδικοποιεί πρωτεΐνες που καταστέλλουν το µηχανισµό 
της σίγησης µέσω RNA, επιδρώντας σε διάφορα σηµεία του µηχανισµού της. Οι 
κύριοι τρόποι δράσης των ιϊκών καταστολέων που γνωρίζουµε σήµερα είναι οι 
ακόλουθοι δύο. Πρώτον, η παρεµπόδιση της γονιδιακής σίγησης στα αρχικά στάδια 
της δηλαδή στην παραγωγή και στην δράση των siRNAs. ∆εύτερον, η καταστολή του 
µηχανισµού της διασυστηµατικής σίγησης παρεµποδίζοντας την παραγωγή του 
διασυστηµατικού σήµατος, την µεταφορά του ή την ανταπόκριση του κυττάρου 
σ΄αυτό (Roth et al., 2004). 

Μερικοί από τους ιϊκούς καταστολείς της γονιδιακής σίγησης που έχουν βρεθεί 
είναι οι ακόλουθοι: ο HC-Pro του PVY (Potato virus Y) που είναι και ο πρώτος 
καταστολέας της γονιδιακής σίγησης που ανακαλύφτηκε (Anandalakshmi et al., 
1998). Ο καταστολέας HC-Pro επιδρά στον µεταβολισµό των µικρών RNAs, τόσο 
των siRNAs όσο και των miRNAs. Όσον αφορά τα   siRNAs µειώνει το πληθυσµό 
τους, ενώ όσο αφορά τα miRNAs αυξάνει τον πληθυσµό τους (Mallory et al., 2002). 
Επίσης έχει τη δυνατότητα να καταστείλει το µηχανιµό της γονιδιακής σίγησης σε 
ιστούς όπου ήδη έχει εγκαθιδρυθεί η σίγηση. Ωστόσο δεν µπλοκάρει το 
διασυστηµατικό σήµα. Αξιοσηµείωτο είναι επίσης το γεγονός ότι έχει βρεθεί ότι η 
πρωτεΐνη HC-Pro αλληλεπιδρά µε ένα φυτικό παράγοντα, την πρωτεΐνη που µοιάζει 
µε καλµοδουλίνη, rgs-CaM (regulator of gene silencing calmodulin-like protein) 
(Roth et al., 2004).  

Ένας άλλος πολύ γνωστός ιϊκός καταστολέας είναι η πρωτεΐνη 2b του CMV 
(Cucumber mosaic virus). Αυτός µπλοκάρει το µηχανισµό της διασυστηµατικής 
σίγησης. Ωστόσο δεν έχει τη δυνατότητα να καταστείλει το µηχανισµό της σίγησης 
όταν αυτός έχει ήδη εγκαθιδρυθεί, σε αντίθεση µε το HC-Pro. Ιδιαίτερα 
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αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι ο 2b εντοπίζεται στον πυρήνα και µάλιστα ότι 
είναι απαραίτητη η ικανότητα του να εισέρχεται στο πυρήνα  για να εκδηλώσει την 
κατασταλτική του δράση έναντι της γονιδιακής σίγησης (Lucy et al., 2000; Roth et 
al., 2004) 

Ένας άλλος καταστολέας που παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον είναι ο P19, που 
είναι µια πρωτεΐνη που κωδικεύεται από το γένωµα των ιών TBSV (Tomato bushy 
stunt virus) και CymRSV (Cymbidium ringspot virus). Βρέθηκε ότι ο P19 δρα ως 
καταστολέας δεσµεύοντας και αποµονώνοντας τα siRNAs. Έτσι δεν είναι δυνατόν να 
ενσωµατωθούν στη RISC και να την οδηγήσουν προς τα συµπληρωµατικά µόρια 
mRNA (Silhavy et al., 2002; ανασκόπηση από Moissiard and Voinnet, 2004). 

Ωστόσο ως σήµερα έχουν βρεθεί και άλλοι ιϊκοί καταστολείς της γονιδιακής 
σίγησης, όπως ο P25 του PVX (Potato virus X), η AC2 του ACMV (African cassava 
mosaic virus), η P1 του RYMV (Rice yellow mottle virus) και πολλοί άλλοι.  

 
 

1.3 Οι λειτουργικοί ρόλοι της σίγησης µέσω RNA 
 
Η γονιδιακή σίγηση αποτελεί πιθανότατα ένα µηχανισµό άµυνας των οργανισµών 

έναντι των ιών και των µεταθετών στοιχείων. Νέα πειραµατικά δεδοµένα όµως, 
αποδίδουν στο µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης ρυθµιστικό ρόλο στην γονιδιακή 
έκφραση και στη διαµόρφωση της χρωµατίνης (Denli and Hannon, 2003). 

Η υπόθεση ότι η σίγηση µέσω RNA λειτουργεί ως µηχανισµός άµυνας του φυτού 
έναντι των ιών στηρίζεται σε ορισµένα δεδοµένα. Πρώτον, η εισβολή ενός ιού στο 
φυτό ενεργοποιεί το µηχανισµό της σίγησης µέσω RNA του φυτού, ο οποίος 
αποδοµεί τα ιϊκά µόρια RNA. Αυτό αποδεικνύεται αδιαµφισβήτητα µε τον εντοπισµό 
siRNAs που προέρχονται από το RNA του ιού σε αγρίου τύπου φυτά που έχουν 
µολυνθεί µε το εν λόγω ιό (Hamilton and Baulcombe, 1999). Αυτό βεβαίως οφείλεται 
στο ότι οι RNA ιοί κατά τον πολλαπλασιασµό τους δηµιουργούν ενδιάµεσα δίκλωνα 
RNA µόρια, τα οποία ενεργοποιούν το µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης του φυτού. 
Η δεύτερη και πιο σηµαντική απόδειξη είναι ότι πολλοί φυτικοί ιοί κωδικεύουν 
πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν σε διάφορα σηµεία του µηχανισµού και τον 
καταστέλλουν. Αυτό δείχνει ότι ιοί έχουν εξελικτικά εφοδιαστεί µε εργαλεία 
καταστολής του φυτικού αντι-ιϊκού µηχανισµού. Τρίτον, µεταλλάγµατα του 
Arabidopsis στα οποία ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης είχε κατασταλεί 
παρουσίασαν υπερευαισθησία σε µολύνσεις µε τον ιό του µωσαϊκού της αγγουριάς 
(Cucumber mosaic virus, CMV)  (Vance and Vaucheret, 2001).  Επίσης είναι πιθανό 
η γονιδιακή σίγηση να αποτελεί αντι-ιϊκό µηχανισµό άµυνας και στα θηλαστικά, 
καθώς βρέθηκε ότι ένας ζωικός ιός, ο Flock house virus (FHV) κωδικεύει µια 
πρωτεΐνη-καταστολέα της σίγησης µέσω RNA, την Β2 πρωτεΐνη, η οποία 
παρουσιάζει πολλά κοινά χαρακτηριστικά µε την 2b πρωτεΐνη- καταστολέα του CMV 
(Ding et al., 2004). Επίσης πρόσφατα βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη NS1 του ιού Α της 
γρίπης καταστέλλει το µηχανισµό της σίγησης στα φυτά και δεσµεύει τα siRNAs. 
Συνεπώς είναι πιθανόν η πρωτεΐνη ΝS1 να καταστέλλει το µηχανισµό της γονιδιακής 
σίγησης στα θηλαστικά και ενδεχοµένως µε ένα τρόπο παρόµοιο µε αυτό του P19 στα 
φυτά (Bucher et al., 2004). 

Επιπλέον έχει προταθεί ότι ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης συµβάλλει στην 
προστασία του γενώµατος από τα µεταθετά στοιχεία. Αυτή η άποψη στηρίζεται στο 
γεγονός ότι µεταλλάγµατα του C.elegans και του Chlamydomonas reinhardtii στα 
οποία ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης δεν ήταν λειτουργικός, παρουσίασαν 
αυξηµένη κινητικότητα των µεταθετών στοιχείων (Tijsterman et al., 2002). Επίσης   
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στα φυτά έχουν βρεθεί άφθονα siRNAs που αντιστοιχούν σε µεταθετά στοιχεία του 
γενωµατός τους και για την σύνθεση  τους απαιτείται η δράση ενζύµων που 
εµπλέκονται στο µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης, όπως οι πρωτεΐνες DCL3 και 
RDR2. Μεταλλαγές σ΄ αυτά τα γονίδια οδήγησε σε καταστολή της µεταγραφικής 
σίγησης ορισµένων µεταθετών στοιχείων (Xie et al., 2004), κάτι που επιβεβαιώνει 
την άποψη ότι η γονιδιακή σίγηση παίζει ρόλο στην προστασία του γενώµατος από τα 
µεταθετά στοιχεία . 

Επίσης τα τελευταία χρόνια αυξάνονται τα πειραµατικά δεδοµένα που δείχνουν ότι 
ο µηχανισµός της σίγησης µέσω RNA επιδρά στη δοµή της χρωµατίνης. Το πρώτο 
δεδοµένο που έγειρε υποψίες για αυτό τον πιθανό ρόλο ήταν η παρατήρηση ότι η 
µεταγραφική σίγηση συνοδεύεται από de novo µεθυλίωση του εκκινητή (Mette et al., 
1999) και η µετα-µεταγραφική σίγηση συνοδεύεται από de novo µεθυλίωση της 
κωδικής περιοχής του γονιδίου (Ingelbrecht et al., 1994). Αυτό αποτέλεσε την πρώτη 
φορά που αποδεικνυόταν ότι τα dsRNA σχετίζονται µε επιγενετικές τροποποιήσεις. 
Αργότερα πραγµατοποιήθηκαν νέες ερευνητικές εργασίες που αποδείκνυαν την 
σχέση της γονιδιακής σίγησης µε τη διαµόρφωση της δοµής της χρωµατίνης. Έτσι 
έχει βρεθεί ότι οι πρωτεΐνες Polycomb, οι οποίες διαθέτουν περιοχή πρόσδεσης σε 
χρωµατίνη και καταστέλλουν την µεταγραφή δηµιουργώντας συµπυκνωµένη δοµή 
στη χρωµατίνη, παίζουν ρόλο στο µηχανισµό του RNAi στη δροσόφιλα και στο C. 
elegans (Denli and Hannon, 2003). Όµως η πλέον άµεση επιβεβαίωση ήρθε από 
πειράµατα στον µύκητα SchizoSaccharomyces pombe από τον Volpe και τους 
συνεργάτες του (2002). Αυτοί βρήκαν ότι ο S. Pombe φέρει γονίδια που κωδικεύουν 
πρωτεΐνες που συµµετέχουν στο µηχανισµό της σίγησης, την Dicer, την RdRp και την 
Argonaute που συµµετέχει στο σύµπλοκο RISC. Μεταλλαγές σ΄ αυτά τα γονίδια 
οδήγησαν σε συσσώρευση µεταγράφων από επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες του 
κεντροµερούς και σε καταστολή της µεταγραφικής σίγησης γονιδίου που είχε εντεθεί 
στο κεντροµερές. Αυτό συνοδεύτηκε από µείωση της µεθυλίωσης στη λυσίνη 9 της 
ιστόνης Η3 που αποτελεί χαρακτηριστικό της ετεροχρωµατίνης. Συνεπώς είναι 
απαραίτητη η λειτουργία του RNAi για τη διατήρηση της δοµής της ετεροχρωµατίνης 
στο κεντροµερές και για τη µεταγραφική σίγηση των αλληλουχιών που εδρεύουν σ΄ 
αυτό. Ο ρόλος της γονιδιακής σίγησης στη δοµή της χρωµατίνης επιβεβαιώθηκε 
αργότερα και στα φυτά από τον Zilberman και τους συνεργάτες του (2003). Ενώ 
πρόσφατα βρέθηκε ότι η εισαγωγή siRNAs σε ανθρώπινα κύτταρα επάγει τη 
µεθυλίωση οµόλογων περιοχών του DNA και της λυσίνης 9 της ιστόνης H3. Συνεπώς 
είναι πιθανό ότι τα siRNAs επιδρούν στη δοµή της χρωµατίνης, χωρίς ωστόσο να 
γνωρίζουµε τον ακριβή µηχανισµό δράσης τους (Kawasaki and Taira, 2004). 

Τέλος ο µηχανισµός της σίγησης µέσω RNA εµπλέκεται επίσης στη ρύθµιση της 
γονιδιακής έκφρασης όχι µόνο µε την αποδόµηση των mRNAs αλλά επίσης µε την 
παρεµπόδιση της µετάφρασης των mRNAs. Προϊόντα της Dicer είναι εκτός από τα 
siRNAs και τα miRNAs, τα οποία προέρχονται από την αποδόµηση µη πλήρως 
συµπληρωµατικών δίκλωνων µορίων RNA.  Όταν τα miRNAs προσδένονται σε µη 
πλήρως συµπληρωµατικές περιοχές του 3’ UTR των mRNAs ενδογενών γονιδίων, 
τότε παρεµποδίζουν τη µετάφραση τους. Φαίνεται ότι ο τρόπος δράσης των µικρών 
RNAs (παρεµπόδιση της µετάφρασης ή αποδόµηση των mRNAs) εξαρτάται από τη 
συµπληρωµατικότητα µε τον mRNA στόχο που παρουσιάζουν. Ωστόσο στα φυτά τα 
miRNAs παρουσιάζουν µεγάλη συµπληρωµατικότητα µε τα mRNAs, συνεπώς είναι 
πιθανό τα miRNAs να δρουν και ως siRNAs. Επίσης στα φυτά έχει βρεθεί ότι πολλά 
από τα miRNAs στοχεύουν µεταγραφικούς παράγοντες, κάτι που σηµαίνει ότι 
παίζουν ρόλο στην ρύθµιση της ανάπτυξης των φυτών. Αυτό επιβεβαιώνεται από 
µεταλλαγές που επέδρασαν στην συγκέντρωση των miRNAs, οι οποίες οδήγησαν σε 
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αναπτυξιακές ανωµαλίες (Mallory and Vaucheret, 2004). Εποµένως ο µηχανισµός της 
σίγησης µέσω RNA εµπλέκεται στην ρύθµιση της έκφρασης των ενδογενών γονιδίων.  
 
 
1.4 RNA κατευθυνόµενη µεθυλίωση του DNA (RNA-directed DNA  methylation, 

RdDM) 
 
O µηχανισµός της RNA κατευθυνόµενης µεθυλίωσης του DNA (RdDM) 

αναφέρεται στη de novo µεθυλίωση των κυτοσινών της περιοχής του DNA που είναι 
οµόλογη µε το µόριο RNA που ενεργοποίησε τον εν λόγω µηχανισµού. Το 
χαρακτηριστικό της είναι ότι επάγει πυκνή µεθυλίωση τόσο των συµµετρικών όσο 
και των µη συµµετρικών κυτοσινών στην οµόλογη περιοχή (Pelissier et al., 1999). Το 
ελάχιστο µέγεθος της οµόλογης περιοχής για να ενεργοποιηθεί ο µηχανισµός του 
RdDM είναι περίπου 30bp (Pelissier and Wassenegger, 2000). 

 Ο µηχανισµός του RdDM ανακαλύφτηκε το 1994 από τον Wassenegger, όταν 
διαπίστωσε ότι αλληλουχίες του ιοειδούς PSTVd που είχαν εντεθεί σε διαγονιδιακά 
φυτά µεθυλιώθηκαν de novo µετά από µόλυνση των φυτών µε το PSTVd. Μετά τη 
µόλυνση η περιοχή οµολογίας µεταξύ του φυτικού DNA και του ιοειδούς παρουσίαζε 
πολύ υψηλό ποσοστό µεθυλίωσης τόσο στις συµµετρικές όσο και στις µη 
συµµετρικές κυτοσίνες. Ενώ στην περιοχή 30-50bp πάνω και κάτω από την περιοχή 
οµολογίας το ποσοστό µεθυλίωσης µειωνόταν δραµατικά και πέραν αυτής ήταν 
αµελητέο. Με δεδοµένο ότι τα ιοειδή είναι µόρια RNA και ο πολλαπλασιασµός τους 
λαµβάνει χώρα στον πυρήνα του κυττάρου µέσω αντιγραφής RNA σε RNA, χωρίς να 
παρεµβάλλεται κανένα µόριο DNA στον πολλαπλασιασµό τους, οδηγήθηκαν στο 
συµπέρασµα ότι η µεθυλίωση των διαγονιδίων που είναι οµόλογα προς το PSTVd 
κατευθύνεται από το RNA του ιοειδούς.  

Η πρώτη αυτή περιγραφή του RdDM αποτέλεσε και την πρώτη φορά που τα µόρια 
RNA εµπλεκόταν στον µηχανισµό της de novo µεθυλίωσης . Έως τότε πίστευαν ότι η 
de novo µεθυλίωση των οµόλογων DNA αλληλουχιών οφείλεται σε ζευγάρωµα 
αυτών. Η κύρια ένδειξη για αυτή την υπόθεση αποτελεί το φαινόµενο της προ-
µειωτικής µεθυλίωσης (Methylation Induced Promeiotically, MIP) που 
ανακαλύφτηκε στο µύκητα Ascobolus immersus. Σύµφωνα µε το φαινόµενο ΜΙΡ 
γίνεται µεθυλίωση των διπλασιασµένων DNA αλληλουχιών µέσω DNA-DNA 
ζευγαρώµατος κατά την προ-µειωτική φάση του µύκητα, γεγονός που οδηγεί στην 
µεταγραφική σιγησή τους. Συνεπώς το ζευγάρωµα DNA αλληλουχιών ενεργοποιεί το 
µηχανισµό µεθυλίωσης αυτών, πιθανώς λόγω προσέλκυσης των µεθυλτρανσφερών  
από την ασυνήθιστη δοµή DNA-DNA. Η δράση του µηχανισµού της de novo 
µεθυλίωσης µέσω αλληλεπιδράσεων DNA-DNA πιθανώς να λαµβάνει χώρα στα 
φυτά, ωστόσο δεν µπορεί να εξηγήσει πολλές περιπτώσεις de novo µεθυλίωσης που 
έχουν παρατηρηθεί (ανασκόπηση απόWolfe and Matzke, 1999; Faugeron, 2000). 

Μετά την πρώτη περιγραφή του µηχανισµού του RdDM από τον Wassenegger 
ακολούθησαν και άλλες πειραµατικές εργασίες που επιβεβαίωσαν την λειτουργία 
αυτού του µηχανισµού στα φυτά. Έτσι ο Jones και οι συνεργάτες τους (1998) 
απέδειξαν ότι γονίδιο από RNA ιό που είχε εντεθεί σε ένα διαγονιδιακό φυτό 
υφίστανται µεθυλίωση µετά τη µόλυνση του φυτού µε αυτό τον ιό. H de novo 
µεθυλίωση παρουσιάζεται µόνο µετά τη µόλυνση και εντοπίζεται µόνο στο 
διαγονίδιο. Συνεπώς το RNA του ιού είναι αυτό που κατεύθυνε τη µεθυλίωση των 
οµόλογων περιοχών του φυτικού DNA.  Επίσης ο Mette και οι συνεργάτες του (1999, 
2000) απέδειξαν ότι όταν το φυτό συνθέτει dsRNA που φέρει τµήµα ενός εκκινητή 

 13



τότε επάγεται µεταγραφική σίγηση  (TGS) του γονιδίου που βρίσκεται υπό τον 
έλεγχο  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση του µηχανισµού της σίγησης µέσω RNA 

(PTGS/RNAi) και της RNA κατευθυνόµενης µεθυλίωσης του DNA (RdDM), όπως 
περιγράφεται από την Matzke και τους συνεργάτες της (2001). Τα δίκλωνα µόρια 
RNA που ενεργοποιούν και τους δυο µηχανισµούς, αποδοµούνται από την Dicer σε 
siRNAs. Αυτό πιθανώς συµβαίνει τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασµα. 
Στο κυτταρόπλασµα τα siRNAs ενσωµατώνονται στο ενζυµικό σύµπλοκο της RISC 
και το κατευθύνουν στα συµπληρωµατικά µόρια mRΝA, τα οποία αποδοµούνται. 
Ενώ στον πυρήνα τα siRNAs ενδεχοµένως κατευθύνουν τη µεθυλίωση των οµόλογων 
περιοχών του DNA, χωρίς ωστόσο να αποκλείεται το ενδεχόµενο τα δίκλωνα µόρια 
RNA να είναι αυτά που δρουν για την µεθυλίωση του DNA. Τα siRNAs ή τα dsRNAs 
είτε αλληλεπιδρούν µε τις χρωµοµεθυλάσες (CMT) και τις κατευθύνουν στις 
οµόλογες περιοχές του DNA είτε υβριδίζουν απ΄ ευθείας µε ξεδιπλωµένο τµήµα του 
DNA και η ασυνήθιστη δοµή που δηµιουργείται προσελκύει τις de novo 
µεθυλτρανσφεράσες (DNMT). Τα δίκλωνα µόρια RNA παράγονται κατά την 
µεταγραφή ανάστροφων DNA επαναλήψεων (Inverted Repeats, IR), από την δράση 
της κυτταρικής RdRp σε έκτροπα RNAs (aberrant RNAs) και κατά τον 
πολλαπλασιασµό των RNA ιών µε τη δράση της ιϊκής RdRp. Τα έκτροπα RNA 
δηµιουργούνται από τον πρόωρο τερµατισµό της µεταγραφής ή τη µη 
πολυαδενυλίωση των µεταγράφων και από την δράση της RISC στα mRNA µόρια. 
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αυτού του εκκινητή (γονίδιο-στόχος) και de novo µεθυλίωση του εκκινητή 
(εκκινητής-στόχος). Το ότι η µεθυλίωση του εκκινητή οφείλεται αποκλειστικά στην 
επίδραση του dsRNA και όχι σε DNA-DNA ζευγάρωµα των οµόλογων περιοχών του 
εκκινητή αποδείχθηκε από το ότι όταν έγινε καταστολή της µεταγραφής των 
ανάστροφων επαναλήψεων του εκκινητή χωρίς να αλλάξει η δοµή τους, τότε 
εξαφανίστηκε η µεθυλίωση του εκκινητή-στόχου και ενεργοποιήθηκε η µεταγραφή 
του γονιδίου-στόχου. Συνεπώς αποδεικνύεται ότι η de novo µεθυλίωση οφείλεται σε 
RNA µόρια και εποµένως είναι σωστή η ονοµασία του µηχανισµού ως RNA-
κατευθυνόµενη µεθυλίωση του DNA. 

Επιπλέον το γεγονός ότι η de novo µεθυλίωση περιοχών του DNA επάγεται από 
ιούς και ιοειδή, τα οποία σχηµατίζουν δίκλωνες ενδιάµεσες µορφές RNA κατά τον 
πολλαπλασιασµό τους, όπως επίσης από δίκλωνα µόρια RNA που συνθέτονται κατά 
τη µεταγραφή ανάστροφων επαναλήψεων (inverted repeats) αποδεικνύει ότι τα 
δίκλωνα µόρια RNA είναι αυτά που ενεργοποιούν το µηχανισµό της de novo 
µεθυλίωσης. Όταν το dsRNA φέρει αλληλουχίες οµόλογες του εκκινητή τότε επάγει 
µεταγραφική σίγηση (TGS) και µεθυλίωση του εκκινητή, ενώ όταν φέρει 
αλληλουχίες οµόλογες της κωδικής περιοχής του γονιδίου τότε επάγει µετα-
µεταγραφική γονιδιακή σίγηση (PTGS) και µεθυλίωση της κωδικής περιοχή (Jones et 
al., 2001). Συνεπώς τα δίκλωνα µόρια RNA αποτελούν ένα κοινό παράγοντα των 
µηχανισµών της σίγησης µέσω RNA και της RNA-κατευθυνόµενης µεθυλίωσης του 
DNA και αποδεικνύεται η συσχέτιση του µηχανισµού της σίγησης µέσω RNA και 
της de novo µεθυλίωσης των οµόλογων DNA περιοχών. 

Είναι αξιοσηµείωτο επίσης το γεγονός ότι τα δίκλωνα µόρια RNA που 
συνθέτονται κατά τη µεταγραφή ανάστροφων επαναλήψεων ενός εκκινητή 
αποδοµούνται σε siRNAs, όπως συµβαίνει και στο PTGS. Το γεγονός ότι τα dsRNA 
µπορούν να επάγουν και τους δύο µηχανισµούς του TGS και του PTGS, ότι τα 
dsRNA αποδοµούνται σε siRNAs και στις δυο περιπτώσεις και ότι επάγεται η 
µεθυλίωση περιοχών του DNA που είναι οµόλογα ως προς το dsRNA, δείχνει ότι οι 
µηχανισµοί του PTGS και του TGS συνδέονται (Sijen et al., 2001) και γι΄ αυτό 
σήµερα αναφερόµαστε και στους δύο µηχανισµούς µε τον όρο σίγηση µέσω RNA.  

 Ωστόσο το ερώτηµα που εγείρεται είναι ποιος είναι ο παράγοντας που 
εισέρχεται στον πυρήνα και κατευθύνει τη µεθυλίωση του γενώµατος µε ειδικό ως 
προς την αλληλουχία τρόπο. Είναι προφανές ότι σίγουρα πρέπει να περιλαµβάνει 
κάποιο RNA µόριο έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η ειδικότητα τουRdDM ως προς τη 
νουκλεοτιδική αλληλουχία. Οι πιο πιθανοί παράγοντες είναι το dsRNA και τα 
siRNAs. Ωστόσο φαίνεται πιθανότερο τα siRNAs να είναι αυτά που κατευθύνουν τη 
µεθυλίωση των οµόλογων περιοχών του DNA κατά αναλογία µε το ρόλο τους στη 
αποδόµηση των οµόλογων mRNAs και µε δεδοµένο ότι η ελάχιστη περιοχή 
οµολογίας του DNA-στόχου και του RNA που απαιτείται για να ενεργοποιηθεί το 
RdRM είναι 30bp, πολύ κοντά δηλαδή στο µέγεθος των siRNAs. Ενώ πρόσφατα 
αποδείχτηκε ότι τα siRNAs είναι ικανά να επάγουν τη µεθυλίωση οµόλογων 
περιοχών του DNA και τη σίγηση αυτών, όταν εισάγονται σε ανθρώπινα κύτταρα 
(Kawasaki and Taira, 2004). Αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι τα siRNAs είναι 
υπεύθυνα για τη de novo µεθυλίωση του γενώµατος, χωρίς ωστόσο να γνωρίζουµε 
τον ακριβή τρόπο δράσης τους σ΄ αυτό το µηχανισµό. Έχουν προταθεί δυο υποθέσεις 
ως προς τον τρόπο µεθυλίωσης του DNA. Σύµφωνα µε την πρώτη τα siRNAs έχουν 
άµεση πρόσβαση σε µερικώς ξεδιπλωµένο DNA, δεσµεύονται σ΄ αυτό και 
σχηµατίζουν είτε DNA-RNA υβρίδια και µονόκλωνη DNA λούπα είτε RNA-DNA 
τριπλή έλικα (εικόνα 1). Αυτή η δοµή πιθανώς προσελκύει µεθυλτρανσφεράσες. H 
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άλλη υπόθεση προτείνει ότι τα siRNAs αλληλεπιδρούν µε µεθύλτρανσφεράσες και 
κατευθύνουν το ένζυµο σε συµπληρωµατικές περιοχές του DNA (Matzke et al., 
2001). Ωστόσο καµία από τις παραπάνω υποθέσεις δεν έχει επιβεβαιωθεί µέχρι 
σήµερα πειραµατικά.  

Ένα άλλο χαρακτηριστικό της de novo µεθυλίωσης είναι η δυνατότητα της να 
µεταφέρεται διασυστηµατικά εντός του φυτού. Έχει παρατηρηθεί ότι η 
διασυστηµατική σίγηση ενός γονιδίου συνοδεύεται από µεθυλίωση αυτού (Jones et 
al., 1998; Jones et al., 1999). Μάλιστα έχει προταθεί ότι το διασυστηµατικό σήµα 
σίγησης είναι το ίδιο µε αυτό που κατευθύνει τη διασυστηµατική µεθυλίωση. Αυτή η 
υπόθεση στηρίζεται στο ότι ο καταστολέας 2b µπλοκάρει τόσο τη διασυστηµατική 
σίγηση όσο και τη µεθυλίωση του αντίστοιχου γονιδίου (Mallory et al., 2001). Ενώ ο 
καταστολέας HC-Pro δεν καταστέλλει κανένα απο τους δύο µηχανισµούς (Guo and 
Ding, 2002). Συνεπώς οι µηχανισµοί της διασυστηµατικής σίγησης και της de novo 
µεθυλίωσης ανταποκρίνονται κατά τον ίδιο τρόπο στους καταστολείς, γεγονός που 
δείχνει είτε ότι διαθέτουν το ίδιο σήµα είτε ότι ο µηχανισµός τους διαθέτει κάποιους 
κοινούς παράγοντες (Mlotshwa et al., 2002). Επιπλέον έχει προταθεί από τον 
Hamilton και τους συνεργάτες του ότι τα long siRNAs είναι αυτά που εµπλέκονται 
και στους δυο αυτούς µηχανισµούς. Ωστόσο κάτι τέτοιο δεν έχει επιβεβαιωθεί 
πειραµατικά. Αντιθέτως η Mallory και οι συνεργάτες της (2003) έχουν υποστηρίξει 
ότι τα σήµατα της διασυστηµατικής σίγησης και της de novo µεθυλίωσης δεν 
σχετίζονται µεταξύ τους. 

Επίσης ένα άλλο χαρακτηριστικό της de novo µεθυλίωσης είναι η δυνατότητα της 
να διασπείρεται εντός της κωδικής περιοχής πέρα από την περιοχή οµολογίας. Σε 
πειραµατικές εργασίες για τον µηχανισµό του RdDM παρατηρήθηκε ότι όταν 
διαγονιδιακά φυτά µολύνθηκαν µε ανασυνδιασµένους ιϊκούς φορείς που έφεραν 
τµήµα της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου, τότε µεθυλιώνεται όχι µόνο η περιοχή 
του διαγονιδίου που είναι οµόλογη αλλά ολόκληρη η κωδική περιοχή τόσο προς την 
3’ όσο και προς την 5’ κατεύθυνση (Jones et al., 1999). Έχει αποδειχτεί ότι το 
φαινόµενο της µεταβατικής σίγησης συνοδεύεται από τη διασπορά της µεθυλίωσης 
και απαιτείται η  µεταγραφή του διαγονιδίου στόχου και η δράση της RdRp (Vastij et 
al., 2002). Συνεπώς εάν όντως τα siRNAs είναι αυτά που κατευθύνουν τη µεθυλίωση 
των οµόλογων περιοχών, είναι πιθανόν τα δευτερογενή siRNAs να είναι υπεύθυνα για 
αυτή τη διασπορά της µεθυλίωσης εντός της κωδικής περιοχής. Ωστόσο έχει 
διατυπωθεί και µια άλλη υπόθεση, σύµφωνα µε την οποία οι µεθυλτρανσφεράσες 
πιθανώς να συνεχίζουν τη δράση τους στις γειτονικές περιοχές της περιοχής 
οµολογίας του DNA και του RNA, προτού αποµακρυνθούν (Pelissier et al., 1999).  

Η de novo µεθυλίωση συνδέεται µε το µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης όπως 
αποδεικνύεται από τα πειραµατικά δεδοµένα που αναφέραµε, χωρίς ωστόσο να έχει 
διευκρινιστεί ως σήµερα εάν η µεθυλίωση αποτελεί αίτιο ή επακόλουθο της 
γονιδιακής σίγησης. Φαίνεται ωστόσο ότι η µεθυλίωση παίζει ρόλο στην 
εγκαθίδρυση ή στη διατήρηση της γονιδιακής σίγησης. Όσον αφορά τον ρόλο της 
de novo µεθυλίωσης στο µηχανισµό της µετα-µεταγραφικής γονιδιακής σίγησης 
(PTGS), έχει προταθεί ότι η πυκνή µεθυλίωση της κωδικής περιοχής του γονιδίου 
οδηγεί στην παραγωγή έκτροπων RNAs (aberrant RNAs) τα οποία µε τη δράση της 
RdRp µετατρέπονται σε δίκλωνα µόρια RNA (Wassenegger M., 2000). Αυτά θα 
αποτελέσουν υπόστρωµα δράσης της Dicer. Αυτό θα οδηγήσει σε ενίσχυση και σε 
διατήρηση του PTGS. Ενώ στην περίπτωση της µεταγραφικής γονιδιακής σίγησης 
γνωρίζουµε ότι η µεθυλίωση του εκκινητή οδηγεί σε αλλαγή της δοµής της 
χρωµατίνης µε τη δράση πρωτεϊνών που προσδένονται σε µεθυλ-κυτοσίνες (methyl-
DNA binding domain proteins, MBD proteins), οι οποίες αλληλεπιδρούν µε 
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σύµπλοκα καταστολής της µεταγραφής, όπως το Sin3, τα οπoία έχουν δράση από-
ακετυλάσης των ιστονών (Lewin B., 2000). Εποµένως η χρωµατίνη αποκτά τέτοια 
δοµή που δεν επιτρέπει τη µεταγραφή και συνεπώς εγκαθιδρύεται η µεταγραφική 
σίγηση. Ωστόσο δεν γνωρίζουµε τον µηχανισµό µε τον οποίο κατευθύνονται τα 
σύµπλοκα καταστολής της µεταγραφής σε συγκεκριµένες περιοχές του DNA. 

Το γεγονός ότι ο µηχανισµός του RdDM συνδέεται µε αλλαγές της δοµής της 
χρωµατίνης στις περιοχές του DNA που είναι οµόλογες µε το RNA έχει φανεί 
επιπλέον από ορισµένες ερευνητικές εργασίες. Μεταλλαγές σε παράγοντες που 
συµµετέχουν σε σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης, όπως στην πρωτεΐνη 
DDM1 που συµµετέχει στο σύµπλοκο SWI/SNF οδηγούν σε µερική αναστροφή του 
µηχανισµού του TGS που έχει επαχθεί από dsRNA και σε µείωση της µεθυλίωσης 
του εκκινητή (Morel et al., 2000; Aufsatz et al., 2002a). Επίσης έχει προταθεί ότι η 
από-ακετυλάση των ιστονών HDA6 παίζει ρόλο στην ενίσχυση της de novo 
µεθυλίωσης του DNA που έχει επαχθεί από µόρια dsRNA (Aufsatz et al., 2002b) και 
συνεπώς συντελεί στην ενίσχυση και στη διατήρηση της γονιδιακής σίγησης.  

 
 

1.5 Μεθυλτρανσφεράσες των φυτών 
 

Η µεθυλίωση του DNA πραγµατοποιείται από τις µεθυλτρανσφεράσες (MTases), 
οι οποίες καταλύουν τη µεταφορά της µεθυλοµάδας από την S-αδενοσυλµεθειονίνη 
(SAM) στον C-5 της κυτοσίνης. Στα φυτά οι µεθυλκυτοσίνες εντοπίζονται στις 
συµµετρικές αλληλουχίες CpG και CpHpG, αλλά και σε µη συµµετρικές 
αλληλουχίες CpHpH, όπου Η είναι A, C ή Τ. Προφανώς στα φυτά πρέπει να 
υπάρχουν αφενός  MTases διατήρησης της µεθυλίωσης, οι οποίες δρουν κατά την 
αντιγραφή του DNA και µεθυλιώνουν τις κυτοσίνες των δινουκλεοτιδίων CG, όταν η 
κυτοσίνη του δινουκλεοτιδίου GC του αντίθετου κλώνου είναι µεθυλιωµένη. 
Aφετέρου πρέπει να υπάρχουν de novo MTases που µεθυλιώνουν τις θέσεις όπου δεν 
προϋπήρχε µεθυλίωση και είναι υπεύθυνες για την µεθυλίωση των µη συµµετρικών 
κυτοσινών. 

 Στα φυτά έχουν αναφερθεί έως σήµερα οι ακόλουθες οµάδες 
µεθυλτρανσφερασών. Η κατηγορία των “domain-rearranged” (DRM), η οποία είναι 
οµόλογη µε την οικογένεια Dnmt3 µεθυλτρανσφερασών των θηλαστικών και έχει 
προταθεί ότι αποτελεί την κύρια οµάδα de novo µεθυλτρανσφερασών Μάλιστα έχει 
αποδειχτεί ότι η DRM1 αποτελεί de novo µεθυλτρανσφεράση του καπνού και 
µάλιστα µεθυλιώνει τις κυτοσίνες που εντοπίζονται στις αλληλουχίες CpΗpΗ και  
CpΗpG (Wada et al., 2003).   

Επίσης η οµάδα της µεθυλτρανσφεράσης MET1, η οποία είναι οµόλογη µε την 
Dnmt1 των θηλαστικών. O ρόλος της MET1 είναι η διατήρηση της µεθυλίωσης στις 
αλληλουχίες CpG χωρίς ωστόσο να αποκλείεται ότι µπορεί να δρα και ως de novo 
µεθυλτρανσφεράση υπό ορισµένες συνθήκες. Έχει µάλιστα ειπωθεί ότι είναι 
απαραίτητη για τη διατήρηση της µεθυλίωσης που έχει επαχθεί από RdDM (Aufsatz 
et al., 2002). 

Τέλος η οµάδα των χρωµοµεθυλασών (chromomethylases, CMT), οι οποίες είναι 
µεθυλτρανσφεράσες που διαθέτουν περιοχή πρόσδεσης σε χρωµατίνη 
(chromodomain). Στο Arabidopsis έχουν βρεθεί τρία γονίδια που κωδικεύουν 
χρωµοµεθυλάσες, τα CMT1, CMT2 και CMT3. Ωστόσο µόνο τα δύο από αυτά 
κωδικεύουν λειτουργικές πρωτεΐνες, τα CMT2 και CMT3. Οµόλογα γονίδια έχουν 
βρεθεί και σε άλλα φυτικά είδη, ωστόσο δεν έχουν εντοπιστεί σε άλλους 
οργανισµούς. Έτσι πιστεύουµε ότι αυτή η οικογένεια µεθυλτρανσφερασών υπάρχει 
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µόνο στα φυτά (Bartee et al., 2001). Η CMT3 είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της 
µεθυλίωσης στις αλληλουχίες CpNpG (Lindroth et al., 2001). Ωστόσο για την 
οικογένεια των χρωµοµεθυλασών έχει προταθεί ότι πιθανώς να είναι αυτές που 
παίζουν τον κύριο ρόλο στο µηχανισµό του RdDM. Πιο συγκεκριµένα έχει ειπωθεί 
ότι ενδεχοµένως τα siRNAs να προσδένονται στην περιοχή πρόσδεσης της 
χρωµατίνης (chromodomain) των χρωµοµεθυλασών και κατευθύνουν το ένζυµο στις 
οµόλογες περιοχές του φυτικού DNA (Matzke et al., 2001). Αυτή η υπόθεση 
στηρίζεται στην παρατήρηση ότι το chromodomain της  ΜΟF, που είναι ακετυλάση 
των ιστονών της δροσόφιλας αλληλεπιδρά µε RNA µόρια. Συνεπώς είναι πιθανό τα 
chromodomains να διαθέτουν αυτή την ιδιότητα αλληλεπίδρασης µε RNA µόρια 
(Akhtar A., 2000).  

 
 

 1.6 ∆ηµιουργία γενετικά τροποποιηµένων φυτών ανθεκτικών στις ιϊκές µολύνσεις 
 
Οι αρχικές προσπάθειες για τη δηµιουργία γενετικά τροποποιηµένων φυτών 

ανθεκτικών σε ιώσεις περιοριζόταν στην εισαγωγή στο γένωµα του φυτού γονιδίου 
που κωδικεύει πρωτεΐνη του ιού (Abel et al., 1986). Αργότερα διαπίστωσαν ότι 
µπορεί να επιτευχθεί η δηµιουργία ανθεκτικών φυτών µε την εισαγωγή τµήµατος του 
ιϊκού γονιδίου, είτε σε sense είτε σε antisense προσανατολισµό και συνεπώς δεν 
απαιτείται η παραγωγή λειτουργικής πρωτεΐνης (Lindbo et al., 1992). Μετά όµως την 
κατανόηση της σηµασίας των δίκλωνων µορίων RNA στην ενεργοποίηση του 
µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης, οι ερευνητές οδηγήθηκαν στη δηµιουργία 
κατασκευών που έφεραν ταυτόχρονα την θετικής (sense) και αρνητικής (antisense) 
πολικότητας αλληλουχία. Μεταξύ αυτών παρεµβάλλεται ένα ξένο τµήµα DNA 
(spacer) που προσδίδει σταθερότητα στην κατασκευή. Η παραπάνω κατασκευή 
ονοµάζεται τύπου φουρκέτας (hairpin ή panhandle κατασκευή). Κατά την µεταγραφή 
αυτής της κατασκευής παράγονται µόρια RNA που µετατρέπονται σε δίκλωνα λόγω 
της συµπληρωµατικότητας των δύο ανεστραµµένων επαναλήψεων και συνεπώς 
επάγεται ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης. Εποµένως όταν ο ιός εισβάλλει στο 
φυτό, ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης είναι ενεργοποιηµένος και δέχεται 
αµέσως επίθεση από το ενζυµικό σύµπλοκο της RISC. Αυτό εξασφαλίζει πολύ 
υψηλότερα επίπεδα ανθεκτικότητας σε σύγκριση µε την εισαγωγή µόνο sense ή 
antisense προσανατολισµού αλληλουχίας (Waterhouse et al., 1998; Smith et al., 
2000). 

 
 

1.7 Η δηµιουργία γενετικά τροποποιηµένων φυτών καπνού που εκφράζουν 
dsRNA οµόλογο του γενώµατος του ιού του µωσαϊκού της αγγουριάς (Οι CMV 
σειρές) 
 
Το εργαστήριο µας επίσης προέβη στη δηµιουργία γενετικά τροποποιηµένων 

φυτών καπνού που εκφράζουν δίκλωνο µόριο RNA που είναι οµόλογο του 3’ 
τµήµατος του RNA 3 του ιού του µωσαϊκού της αγγουριάς (Cucumber mosaic virus, 
CMV). Το 3’ τµήµα του RNA 3 του CMV κωδικεύει την καψιδιακή πρωτεΐνη αυτού 
(Kalantidis et al., 2002).  

Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε για τον µετασχηµατισµό των φυτών φέρει ένα 
cDNA τµήµα του γονιδίου της καψιδιακής πρωτεΐνης του CMV σε sense και 
antisense προσανατολισµό. Από το cDNA τµήµα έχει αφαιρεθεί το κωδικόνιο 
έναρξης AUG. Οι δύο ανάστροφες επαναλήψεις διαχωρίζονται από ένα άλλο τµήµα 
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DNA (spacer) µεγέθους 1444bp που προέρχεται από τον βακτηριοφάγο λ και 
χρησιµοποιήθηκε για να εξασφαλίσει τη σταθερότητα της κατασκευής. Η εν λόγω 
κατασκευή εισήχθη σε δυο πλασµιδιακούς φορείς, τον PART27 και τον pATC940. 
Στον µεν πρώτο είναι υπό τον έλεγχο του εκκινητή 35S του CaMV και στο δεύτερο 
είναι υπό τον έλεγχο του ονοµαζόµενου “Super” εκκινητή. Στη συνέχεια φυτά καπνού 
Nicotiana tabacum ανατολικής ποικιλίας Μπασµάς µετασχηµατίστηκαν µέσω 
Αγροβακτηρίων που έφεραν είτε τον PART27 είτε τον pATC940. Έτσι τα 
διαγονιδιακά φυτά που δηµιουργήθηκαν παράγουν δίκλωνα µόρια RNA τα oποία 
υφίστανται αποδόµηση από τον µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης µέσω RNA. 
Εποµένως όταν εισβάλλει ο CMV στο διαγονιδιακό φυτό, ο µηχανισµός της 
γονιδιακής σίγησης έναντι του ιϊκού RNA είναι ήδη ενεργοποιηµένος και συνεπώς το 
φυτό αντιµετωπίζει άµεσα τον ιό. 

Τα διαγονιδιακά φυτά που δηµιουργήθηκαν κατατάχτηκαν σε τρεις οµάδες µε 
βάση την ανταπόκριση τους στην µόλυνση µε CMV. Φυτά ευαίσθητα, που πρόκειται 
για τα φυτά που παρουσίασαν συµπτώµατα µετά από µόλυνση µε τον CMV. Ωστόσο 
η πλειοψηφία των ευαίσθητων φυτών εµφάνισε συµπτώµατα ηπιότερα απ΄ ότι τα 
φυτά αγρίου τύπου. Φυτά µε φαινότυπο “ανάρρωσης” (recovery), τα οποία 
εµφάνισαν συµπτώµατα µετά από µόλυνση µε τον CMV, αλλά σε µεταγενέστερα 
στάδια ανάπτυξης δεν παρουσίασαν συµπτώµατα. Φυτά ανθεκτικά τα οποία δεν 
εµφάνισαν καθόλου συµπτώµατα και όταν χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα από αυτά για 
την µόλυνση φυτών αγρίου τύπου, τότε αυτά παρέµειναν αµόλυντα. 

Μελετήθηκε η Τ0 και η Τ1 και βρέθηκε ισχυρή συσχέτιση µεταξύ της 
ανθεκτικότητας και της παρουσίας των siRNAs. ∆ηλαδή τα φυτά στα οποία 
ανιχνευόταν siRNAs ήταν ανθεκτικά έναντι του CMV. Ενώ τα φυτά στα οποία δεν 
ανιχνευόταν τα siRNAs ήταν ευαίσθητα. Συνεπώς η παρουσία των siRNAs µπορεί να 
αποτελέσει µοριακό δείκτη για την ανθεκτικότητα των γενετικά τροποποιηµένων 
φυτών που εκφράζουν dsRNA οµόλογο ενός µέρους του ιϊκού γενώµατος. Επίσης δεν 
παρατηρήθηκαν διαφορές ως προς την ανθεκτικότητα µεταξύ των διαγονιδιακών 
σειρών που έφεραν τον εκκινητή 35S και αυτών που έφεραν τον “Super” εκκινητή. 
Επίσης η αντίδραση του φυτού έναντι της ιϊκής µόλυνσης δεν εξαρτάται µόνο από 
την µεταγραφή του διαγονιδίου, καθώς σε ορισµένα διαγονιδιακά φυτά ανιχνεύεται 
υψηλή συγκέντρωση του mRNA του διαγονιδίου αλλά ωστόσο δεν ανιχνεύονται 
siRNAs και δεν είναι ανθεκτικά. Επίσης υπάρχουν διαγονιδιακά φυτά στα οποία δεν 
ανιχνεύτηκαν ούτε το µετάγραφο του διαγονιδίου ούτε τα siRNAs και ήταν 
ευαίσθητα έναντι της ιϊκής µόλυνσης. Συνεπώς δεν γνωρίζουµε εάν σ΄ αυτά το 
διαγονίδιο µεταγράφεται αλλά σε τόσο χαµηλό βαθµό που δεν είναι δυνατή η 
ανίχνευση του µεταγράφου και των siRNAs ή εάν έχει υποστεί µεταγραφική 
γονιδιακή σίγηση (TGS). Επίσης παρατηρήθηκε ότι αυξάνεται η πιθανότητα 
ανάπτυξης ανθεκτικότητας και ανίχνευσης των siRNAs µε την αύξηση του αριθµού 
των αντιγράφων του διαγονιδίου, γεγονός που είναι αναµενόµενο. Ωστόσο δεν 
γνωρίζουµε εάν η αυξηµένη παραγωγή των siRNAs οφείλεται σε ένα συγκεκριµένο 
γονιδιακό τόπο ή εάν οφείλεται στην συνεργατική δράση των περισσότερων του ενός 
ενθεµάτων. 

Επιπλέον βρέθηκε ότι σε θερµοκρασία 32°C η συγκέντρωση των siRNAs είναι 
µεγαλύτερη σε σύγκριση µε την συγκέντρωση τους στους 25°C. Όπως επίσης 
βρέθηκε ότι η συγκέντρωση των siRNAs αυξάνεται κατά την ανάπτυξη του φυτού 
από το στάδιο των 5 φύλλων στο στάδιο των 7 φύλλων. Ενώ µετά από αυτό το στάδιο 
η συγκέντρωση των siRNAs στο φυτό παραµένει σταθερή. Συνεπώς τόσο η 
θερµοκρασία όσο και το στάδιο ανάπτυξης επιδρούν στην συγκέντρωση των siRNAs. 
Αργότερα επιβεβαιώθηκε ότι η θερµοκρασία επιδρά στον µηχανισµό της γονιδιακής 
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σίγησης από τον Szittya και τους συνεργάτες του (2003). Αυτοί βρήκαν ότι ο 
µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης παρεµποδίζεται στις χαµηλές θερµοκρασίες και η 
συγκέντρωση των siRNAs µειώνεται δραµατικά. Ενώ αντίθετα µε την αύξηση της 
θερµοκρασίας ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης ενεργοποιείται και η 
συγκέντρωση των siRNAs αυξάνεται σταδιακά. Αυτή η διαπίστωση έρχεται να 
εξηγήσει το γεγονός ότι τα φυτά είναι πιο ευαίσθητα στις ιϊκές προσβολές όταν 
επικρατούν χαµηλές θερµοκρασίες σε σύγκριση µε όταν επικρατούν υψηλές 
θερµοκρασίες, κάτι που έχει παρατηρηθεί από παλιά. Προφανώς η ευαισθησία που 
παρουσιάζουν τα φυτά στις χαµηλές θερµοκρασίες έναντι των ιών οφείλεται στην 
µειωµένη αποτελεσµατικότητα του µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης.  

Μια από τις διαγονιδιακές σειρές που χαρακτηρίστηκε ως ανθεκτική ήταν η 
CMV28, η οποία είχε περισσότερα από δυο αντίγραφα του διαγονιδίου. Αυτή 
επέδειξε πολύ υψηλό επίπεδο ανθεκτικότητας τόσο έναντι φυλών του CMV που 
ανήκουν στον τύπο Ι όσο και έναντι φυλών που ανήκουν στον τύπο ΙΙ. Επίσης 
παρουσίαζε πολύ υψηλή συγκέντρωση των siRNAs στην Τ1 και στην Τ2 γενιά, ενώ 
ανιχνεύτηκαν µόνο ίχνη του mRNA του διαγονιδίου γεγονός που οφείλεται στην 
ταχεία αποδόµηση του από το µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης. Επίσης στην Τ2 
γενιά παρατηρήθηκε ότι οι σειρές που επέδειξαν ανθεκτικότητα ήταν αυτές όπου 
ανιχνεύτηκαν siRNAs. Συνεπώς η ανθεκτικότητα κληρονοµείται µαζί µε τη 
δυνατότητα παραγωγής siRNAs σε ανιχνεύσιµη συγκέντρωση.  

Το γεγονός ότι ορισµένες σειρές είναι ανθεκτικές έναντι του CMV ενώ άλλες είναι 
ευαίσθητες παρά το ότι φέρουν το ίδιο διαγονίδιο προκάλεσε πολλά ερωτήµατα. 
Πιθανώς αυτή η διαφοροποίηση της συµπεριφοράς των διαγονιδιακών σειρών να 
οφείλεται στην θέση ένθεσης του διαγονιδίου, δηλαδή εάν έχει εντεθεί σε ενεργή 
µεταγραφική περιοχή ή όχι. Ωστόσο αυτό δεν φαίνεται να είναι ο µόνος παράγοντας 
που επιδρά στην ανταπόκριση του διαγονοδιακού φυτού έναντι της ιϊκής µόλυνσης 
καθώς υπήρχαν σειρές στην Το γενιά όπου ενώ ανιχνευόταν το µετάγραφο σε υψηλή 
συγκέντρωση εντούτοις ήταν ευαίσθητα και δεν ανιχνευόταν siRNAs. Αυτό σηµαίνει 
ότι ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης δεν είναι λειτουργικός σε ορισµένες σειρές 
για άγνωστους λόγους. Επίσης η διαφοροποίηση που παρουσιάζουν οι σειρές πιθανώς 
να οφείλεται σε µεθυλίωση της κωδικής περιοχής ή του εκκινητή του διαγονιδίου. Ή 
πιθανώς να οφείλεται σε κάποιο άλλο άγνωστο παράγοντα. Ενώ θα πρέπει να έχουµε 
υπόψη µας  ότι και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες και το στάδιο ανάπτυξης επιδρούν 
στον µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης συνεπώς και στον φαινότυπο που 
εµφανίζουν µετά από µόλυνση του φυτού µε CMV. Εµείς θελήσαµε να απαντήσουµε 
σ΄ αυτά τα ερωτήµατα µελετώντας τους απόγονους της Τ4 γενιάς της σειράς CMV28.  

Επιλέξαµε τις Τ4 διαγονιδιακές σειρές που έχουν προέλθει από την Το σειρά 
CMV28, καθώς ορισµένες από αυτές ήταν οµοζυγωτές συνεπώς όλος ο πληθυσµός 
µιας Τ4 σειράς θα είχε το ίδιο γενετικό υπόβαθρο, γεγονός που θα µας διευκόλυνε 
στην µελέτη µας. Επιπλέον το γεγονός ότι όλες οι Τ4 σειρές που επιλέξαµε να 
µελετήσουµε προέρχονται από τον ίδιο Το γονέα θα µας επιτρέψει να εντοπίσουµε 
πιθανές διαφορές των αντιγράφων του διαγονιδίου ως προς την έκφραση τους και ως 
προς τις επιγενετικές τροποποιήσεις που έχουν υποστεί, όταν πλέον έχουν 
διαχωριστεί στην Τ4 γενιά. Επίσης ορισµένες Τ4 σειρές ήταν ανθεκτικές ενώ άλλες 
ήταν ευαίσθητες. Αυτό θα µας επέτρεπε την συγκριτική µελέτη αυτών και πιθανώς 
την εύρεση του παράγοντα που ευθύνεται για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας από 
ορισµένες σειρές και όχι από άλλες. Εµείς επικεντρωθήκαµε στη ανάλυση της 
µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής και του εκκινητή του διαγονιδίου τόσο ευαίσθητων 
σειρών όσο και ανθεκτικών, έτσι ώστε να µελετήσουµε την πιθανή συσχέτιση της 
ανθεκτικότητας µε τη µεθυλίωση. Έως τώρα γνωρίζουµε ότι η  ανθεκτικότητα 
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σχετίζεται µε το µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης και µάλιστα υπάρχει στενή 
συσχέτιση µε τη συγκέντρωση των siRNAs. Ωστόσο γνωρίζουµε ότι ο µηχανισµός 
της γονιδιακής σίγησης σχετίζεται µε τη µεθυλίωση του γονιδίου στόχου, συνεπώς 
γεννάτε το εύλογο ερώτηµα: σχετίζεται η ανθεκτικότητα µε το επίπεδο µεθυλίωσης 
του διαγονιδίου? Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο να απαντήσει σ΄ αυτό το 
ερώτηµα. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ
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2.1 Υπόστρωµα Murashige & Skoog (MS medium) 
 

Χρησιµοποιήθηκε για την βλάστηση των σπόρων των διαγονιδιακών  φυτών 
καπνού και για τα πρώτα στάδια ανάπτυξης τους (ως ότου γίνει η επιλογή τους από το 
αντιβιοτικό επιλογής – περίπου στο στάδιο των τεσσάρων φύλλων) το υπόστρωµα 
Murashige & Skoog, το οποίο αποτελείται από τα εξής: 

Μακροστοιχεία 
CaCl2   2.99   mM 
KH2PO4   1.25   mM 
KNO3 18.79   mM 
MgSO4   1.50   mM 
NH4NO3  20.61  mM 
 
Μικροστοιχεία 
CoCl2.6H2O   0.11  µM 
CuSO4.5H2O   0.10  µΜ 
H3BO3   0.10  mM 
KI   5.00  µΜ 
MnSO4.H2O   0.10  mM 
Na2MoO4.2H2O   1.03  µΜ 
ZnSO4.7H2O 29.91  µΜ 
 
Βιταµίνες 
Γλυσίνη 26.64  mM 
Μυο-Ινοσιτόλη   0.56  mM 
Νικοτινικό οξύ   4.06  mM 
Πυριδοξίνη HCl  2.43   mM 
Θειαµίνη HCl  0.30   mM 
 

Επιπλέον προσθέτεται  FeNaEDTA σε συγκέντρωση 0.10 mM. Ρυθµίζεται το PH 
στο 5.8 και προσθέτεται agar 8 gr/lt. Ακολουθεί αποστείρωση και προσθήκη του 
αντιβιοτικού επιλογής, που στη συγκεκριµένη περίπτωση είναι η καναµυκίνη σε 
συγκέντρωση 100 mgr/lt. To MS υπόστρωµα «απλώνεται» σε τρυβλία petri υπο 
στείρες συνθήκες. 

 
 

 2.2 Απολύµανση των σπόρων, σπορά και µεταφύτευση των σποροφύτων 
 

Οι σπόροι του καπνού που πρόκειται να απλωθούν στο MS υπόστρωµα 
απολυµαίνονται µε πλύσιµο τους σε 10% χλωρίνη για 10 λεπτά. Ακολουθούν τρεις 
πλύσεις µε αποστειρωµένο νερό ώστε να αποµακρυνθούν τα κατάλοιπα της χλωρίνης. 
Στη συνέχεια απλώνονται στο MS υπόστρωµα. Όλες οι παραπάνω διαδικασίες 
γίνονται υπό στείρες συνθήκες. Στη συνέχεια τα τρυβλία petri σφραγίζονται µε 
parafilm και τυλίγονται µε αλουµινόχαρτο για να επικρατεί υψηλή υγρασία και 
σκοτάδι εντός αυτών, συνθήκες που ευνοούν την βλάστηση των σπόρων. Μετά την 
βλάστησή των σπόρων αποµακρύνεται το αλουµινόχαρτο και τα τρυβλία 
τοποθετούνται σε συνθήκες υψηλού φωτισµού. Στο στάδιο των τεσσάρων φύλλων, 
οπότε έχει γίνει πλέον η επιλογή των µετασχηµατισµένων φυτών, µεταφυτεύονται σε 
µικρού µεγέθους γλάστρες µε τύρφη και τοποθετούνται στο θερµοκήπιο. Αρχικά τα 
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γλαστράκια είναι καλυµµένα µε διαφανή σακουλάκια ώστε να αναπτύσσεται το 
νεαρό φυτάριο σε περιβάλλον µε υψηλή σχετική υγρασία, τα οποία αργότερα 
αποµακρύνονται. Η ανάπτυξη των φυτών συνεχίζεται εντός του θερµοκηπίου του 
τµήµατος βιολογίας υπο ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκρασίας. Κατά τη διάρκεια της 
ηµέρας η θερµοκρασία είναι 23οC και κατά τη διάρκεια της νύχτας είναι 19 οC. 

 
 

2.3 Αποµόνωση φυτικού DNA 
 
0,5-1gr φυτικού ιστού (φύλλα) λειοτριβείται σε υγρό άζωτο και µεταφέρεται σε 

πλαστικούς σωλήνες (falcon) των 30ml, όπου προσθέτονται 15ml διαλύµατος 
εκχύλισης (100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 500 mM NaCl , 10 mM β-
µερκαπτοαιθανόλη). Στη συνέχεια προσθέτονται 2ml 10% SDS, ανακινείται το 
δείγµα και τοποθετείται  στους 65°C για 10 λεπτά. Μετά προσθέτονται 5 ml οξικού 
καλίου 5M, αναδεύεται το δείγµα και αφήνεται για τουλάχιστον 20 λεπτά στους 0°C. 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 15 λεπτά και το υπερκείµενο 
µεταφέρεται σε καινούργιο falcon των 50ml, το οποίο περιέχει 10 ml ισοπροπανόλη, 
αφού διυλιστεί  µε γάζα «miracloth». Το δείγµα αναδεύεται και αφήνεται στους -
20°C για 20 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3.500 rpm για 30 λεπτά και η 
πελέτα αφήνεται να στεγνώσει. Η πελέτα επαναδιαλύεται σε 700 µl TE ( 50mM Tris, 
10 mM EDTA pH 8) και µεταφέρεται σε δοχείο των 1,5 ml. Αφού το δείγµα 
φυγοκεντρηθεί για να καθίσουν τα αδιάλυτα συστατικά, το υπερκείµενο µεταφέρεται 
σε νέο δοχείο και ακολουθεί καθαρισµός µε την προσθήκη ίσου όγκου ουδέτερης 
φαινόλης και φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 10 λεπτά. Συλλέγεται το 
υπερκείµενο και ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου:ισοαµυλικής 
αλκοόλης (24:1) για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα φαινόλης και φυγοκέντρηση 
στις 13000 rpm για 10 λεπτά. Συλλέγεται το υπερκείµενο, προστίθεται 1/15 του 
όγκου οξικό νάτριο 3Μ και 2,5 όγκοι απόλυτης αιθανόλης, ανακινείται το δείγµα και 
φυγοκεντείται για 10 λεπτά στις 13000 rpm. Η πελέτα πλένεται µε 70% αιθανόλη, 
αφήνεται να στεγνώσει και επαναδιαλύεται σε 400µl ΤΕ. Προστίθεται 1µl Rnase (10 
mg/ml) και επωάζεται το δείγµα στους 37°C για 15 λεπτά. 

 Στη συνέχεια για να εξασφαλιστεί µεγαλύτερη καθαρότητα του DNA 
προστίθενται 400µl διαλύµατος CTAB 2% (0,2Μ Τris/Cl pH 7,5-8, 0,05 NaEDTA, 
2M NaCl, 2% CTAB), ανακινείται το δείγµα και ακολουθεί επώαση στους 65°C για 
15 λεπτά. Ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου:ισοαµυλικής αλκοόλης 
(24:1) και φυγοκέντρηση του µίγµατος στις 13000rpm για 10 λεπτά. Συλλέγεται το 
υπερκείµενο και ακολουθεί κατακρήµνιση του DNA µε απόλυτη αιθανόλη και 
πλύσιµο της πελέτας µε 70% αιθανόλη. Αφού στεγνώσει η πελέτα, επαναδιαλύεται σε 
100µl αποστειρωµένου νερού. Η παραπάνω διαδικασία αποµόνωσης του φυτικού 
DNA βασίζεται στο πρωτόκολλο του Dellaporta µε κάποιες τροποποιήσεις.  

 
 

2.4 Ανάλυση κατά Southern για την ανάλυση της µεθυλίωσης της κωδικής 
περιοχής του διαγονιδίου 
 
 Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση της µεθυλίωσης της κωδικής 

περιοχής του διαγονιδίου βασίζεται σε περιοριστικά ένζυµα που είναι ευαίσθητα στην 
µεθυλίωση και ακολουθεί ανάλυση κατά Southern των δειγµάτων DNA που έχουν 
υποβληθεί σε πέψη. Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος των 
ισοσχιζοµερών ενζύµων MspI και HpaII, τα οποία παρουσιάζουν ευαισθησία στην 
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µεθυλίωση. Ωστόσο πραγµατοποιείται πέψη µε τα ένζυµα SacI και XbaI των 
δειγµάτων DNA πριν την υποβολή τους σε πέψη µε τα ένζυµα MspI και HpaII, για 
λόγους που αναφέρονται στο κεφάλαιο «Αποτελέσµατα». 

 
2.4.1 Πέψεις γενωµικού DNA και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 
Περίπου 30 µgr γενωµικού DNA υπόκειται σε πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα 

SacI και XbaI. Το ένζυµο XbaI έχει µια θέση αναγνώρισης στην αρχή της κατασκευής 
τύπου φουρκέτας (pan handle ή hairpin κατασκευή) που φέρουν τα διαγονιδιακά 
φυτά και το SacI έχει µια θέση αναγνώρισης στο τέλος της εν λόγω κατασκευής. Έτσι 
η πλήρης πέψη µε τα παραπάνω ένζυµα απελευθερώνει ολόκληρο το διαγονίδιο, 
µεγέθους 2767bp. Η αντίδραση πέψης αποτελείται από το DNA, το διάλυµα δράσης  
που είναι κατάλληλο και για τα δύο ένζυµα (µε βάση τις συστάσεις της εταιρείας) σε 
τελική συγκέντρωση  1x, BSA σε τελική συγκέντρωση 1x  και 150 units από κάθε 
ένζυµο. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 600µl. Η αντίδραση πραγµατοποιείται 
στους 37°C για 4 ώρες. Όταν ολοκληρωθεί ο χρόνος επώασης, αφαιρείται από κάθε 
δείγµα  µια µικρή ποσότητα για να ελεγχθεί ηλεκτροφορητικά η επιτυχία της πέψης. 
Εφόσον είναι επιτυχής ακολουθεί κατακρήµνιση του DNA µε απόλυτη αιθανόλη, 
πλύσιµο της πελέτας µε 70% αιθανόλη, στέγνωµα αυτής και επαναδιάλυση σε 
αποστειρωµένο νερό. Στη συνέχεια µοιράζουµε το διάλυµα σε τρία δοχεία. Στο ένα 
εισάγεται το 1/5 του διαλύµατος και στα άλλα δύο εισάγονται τα 2/5 του διαλύµατος. 
Το µεν πρώτο θα το χρησιµοποιηθεί για ανάλυση κατά Southern για να ελεγχθεί εάν 
η πέψη του γενωµικού DNA µε τα ένζυµα SacI και XbaΙ ήταν πλήρης. Ενώ στα άλλα 
δύο µέρη θα ακολουθήσει δεύτερη πέψη µε τα ένζυµα MspI και HpaII. Στα δείγµατα 
που πρόκειται να ακολουθήσει πέψη µε MspI ή HpaII προστίθεται το κατάλληλο 
διάλυµα δράσης του ενζύµου σε τελική συγκέντρωση 1x και αποστειρωµένο νερό 
έτσι ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 200µl (συνυπολογίζοντας και τον 
όγκο του ενζύµου που πρόκειται να προστεθεί) και αφήνονται overnight στους 4°C. 
Τα δείγµατα που πρόκειται να κοπούν µε MspI ή HpaII υποβάλλονται σ’ αυτή τη 
διαδικασία για να χαλαρώσει η δοµή του DNA και να είναι ευκολότερη η πρόσβαση 
των εν λόγω ενζύµων στη θέση αναγνώρισης τους. Την επόµενη µέρα προσθέτονται 
100 units του ενζύµου MspI ή HpaII στο αντίστοιχο δείγµα και η αντίδραση 
πραγµατοποιείται για 7 ώρες στους 37°C. Μετά το τέλος της αντίδρασης µειώνεται ο 
όγκος της σε λυοφιλοποητή  και τα δείγµατα είναι πλέον έτοιµα να ηλεκτροφορηθούν 
σε πήκτωµα αγαρόζης πυκνότητας ανάλογα µε το µέγεθος των ζωνών που 
αναµένονται. Το πήκτωµα αγαρόζης περιλαµβάνει βρωµιούχο εθίδιο. Επίσης µαζί µε 
τα δείγµατα φορτώνονται και δύο µάρτυρες, µε βάση τους οποίους θα προσδιοριστεί 
το µέγεθος των ζωνών που θα ανιχνευτεί. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε τάση 20 Volts 
για περισσότερο από 12 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την ολοκλήρωση της 
ηλεκτροφόρησης η πηκτή φωτογραφίζεται υπό UV ακτινοβολία µαζί µε ένα χάρακα 
για να είναι γνωστό το ύψος στο οποίο έτρεξε η κάθε ζώνη του µάρτυρα. 

 
 

2.4.2 Τριχοειδής µεταφορά του DNA σε νάϋλον µεµβράνη 
 
Η πηκτή υπόκειται στους ακόλουθους χειρισµούς για να είναι δυνατή η τριχοειδής 

µεταφορά των µορίων DNA στη µεµβράνη: τοποθετείται σε διάλυµα 0,2 Ν HCl  και 
αναδεύεται για 10 λεπτά. Στη συνέχεια η πηκτή τοποθετείται σε διάλυµα 1,5 Μ NaCl 
και 0,5 Ν ΝαΟΗ για 45 λεπτά υπό ανάδευση. Κατόπιν γίνεται ρύθµιση  του pH µε 
τοποθέτηση της πηκτής σε διάλυµα 1 Μ Tris pH 7,4 και 1,5 M NaCl για 30 λεπτά υπό 
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ανάδευση. Το διάλυµα αλλάζεται και η πηκτή αναδεύεται για άλλα 15 λεπτά στο 
παραπάνω διάλυµα. Κατόπιν τοποθετείται σε διάλυµα 10x SSC για 10 λεπτά και 
ακολουθεί τοποθέτηση της σε κατάλληλη συσκευή για τριχοειδή µεταφορά των 
µορίων DNA σε νάϋλον µεµβράνη (Nytran-N). Το διάλυµα µεταφοράς είναι 10x SSC 
και η µεµβράνη εµβαπτίζεται σε 2x SSC προτού τοποθετηθεί επάνω στο πήκτωµα. Η 
διαδικασία µεταφοράς αφήνεται για 12 ώρες. Όταν ολοκληρωθεί, η µεµβράνη 
πλένεται σε διάλυµα 2x SSC για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα αγαρόζης και 
στεγνώνεται. Μετά υπόκειται στην επίδραση UV ακτινοβολίας ενέργειας 60.000 
µJoules για να µονιµοποιηθούν τα µεταφερόµενα µόρια DNA επάνω στη µεµβράνη. 
Επίσης µετά το τέλος της διαδικασίας µεταφοράς το πήκτωµα βάφεται µε βρωµιούχο 
εθίδιο και φωτογραφίζεται υπό UV ακτινοβολία για να εκτιµηθεί η απόδοση της 
µεταφοράς. Στη συνέχεια η µεµβράνη φυλάσσεται σε ασφαλές µέρος ως ότου 
υβριδοποιηθεί µε το κατάλληλο ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή. 

 
 
2.5 Ανάλυση της µεθυλίωσης του εκκινητή 
 
Η ανάλυση της µεθυλίωσης του εκκινητή βασίστηκε επίσης σε ένζυµα ευαίσθητα 

στη µεθυλίωση και σε ηλεκτροφορητική ανάλυση των πέψεων. Με τη διαφορά ότι η 
ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήγµα πολυακρυλαµίδης και ακολούθησε ηλεκτροµεταφορά 
των µορίων DNA στη µεµβράνη.  

Περίπου 40-50µgr DNA υπόκειται σε ταυτόχρονη πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα 
BamHI και XbaI, τα οποία διαθέτουν θέσεις αναγνώρισης στην αρχή και στο τέλος 
του «mas» τµήµατος του εκκινητή αντίστοιχα. Ακολουθεί και δεύτερη πέψη µε τα 
ισοσχιζοµερή ένζυµα MspI και HpaII, τα οποία διαθέτουν θέση αναγνώρισης εντός 
του «mas» τµήµατος.   Η διαδικασία που ακολουθείται είναι ακριβώς η ίδια µε αυτή 
που περιγράφηκε για την ανάλυση της µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής µε τη 
διαφορά ότι τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται σε αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαµίδης, λόγω του ότι τα µεγέθη των ζωνών που αναµένεται να 
ανιχνευτούν είναι πολύ µικρά. Η συγκέντρωση της ακρυλαµίδης στο πήκτωµα είναι   
6%. Η ακρυλαµίδη που χρησιµοποιείται είναι µείγµα µόνο και δις-ακρυλαµίδη σε 
αναλογία 38:2. Η πηκτή αποτελείται από 6% ακρυλαµίδη, 8Μ ουρία, 0.5x TBE και ο 
όγκος συµπληρώνεται µε νερό ως τα 60ml. Προστίθεται 250µl APS 10% και 50µl 
TEMED για τον πολυµερισµό της ακρυλαµίδης. 

Τα δείγµατα DNA που θα ηλεκτροφορηθούν αναµιγνύονται µε ίσο όγκο 
διαλύµατος φόρτωσης και βράζονται για 5 λεπτά. Αµέσως µετά τοποθετούνται στο 
πάγο. Μαζί ηλεκτροφορούνται και δυο µάρτυρες. Το διάλυµα φόρτωσης αποτελείται 
από 95% φορµαµίδη, 1mM EDTA pH 8, 0.1% κυανού της βρωµοφαινόλης και 0.1% 
κυανού του ξυλενίου. Αφού τα πηγάδια της πηκτής ξεπλυθούν από τα υπολείµµατα 
της ουρίας, τα δείγµατα φορτώνονται και ηλεκτροφορούνται σε σταθερή ένταση 
ρεύµατος 40mA, τάση 800V και υπό θερµοκρασία 50-55οC.  Όταν ολοκληρωθεί η 
ηλεκτροφόρηση, το πήκτωµα βάφεται µε βρωµιούχο εθίδιο και φωτογραφίζεται υπό 
UV ακτινοβολία µαζί µε ένα χάρακα για να είναι είναι εφικτός ο προσδιορισµός του 
µεγέθους των ζωνών που θα ανιχνευτούν. 

Ακολουθεί ηλεκτρο-µεταφορά (electro-blotting) του DNA από τη πηκτή 
πολυακρυλαµίδης σε νάϋλον µεµβράνη. ∆ηλαδή πραγµατοποιείται η µεταφορά των 
νουκλεϊκών οξέων µέσω ηλεκτρικού πεδίου και βασίζεται στη κίνηση των 
νουκλεϊκών οξέων από τον αρνητικό προς το θετικό πόλο. Αυτή γίνεται σε σταθερή 
ένταση ρεύµατος 40mA, τάση περίπου 10V, σε θερµοκρασία 4οC και για 12 ώρες. 
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Ακολουθεί ξέπλυµα της µεµβράνης µε 2x SSC, στέγνωµα αυτής και υπόκειται στην 
επίδραση UV ακτινοβολίας ενέργειας 60.000 µJoules.  

 
 

2.6 Υβριδοποίηση 
 
Η µεµβράνη στην οποία έχουν µεταφερθεί και µονιµοποιηθεί τα µόρια DNA 

τοποθετείται σε κύλινδρο υβριδοποίησης µε το διάλυµα προϋβριδοποίησης για 
περίπου 2 ώρες στους 60°C, υπό ανάδευση. Το διάλυµα προϋβριδοποίησης 
αποτελείται από 5x SSC, 1% SDS, 250µgr/ml tRNA και 1x Denhards. Μετά την 
προϋβριδοποίηση προστίθεται στο ίδιο διάλυµα ο ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής και 
ακολουθεί η υβριδοποίηση για περίπου 12 ώρες υπό τις ίδιες συνθήκες µε την 
προϋβριδοποίηση. Ακολουθεί αποµάκρυνση του διαλύµατος υβριδοποίησης και  
πλύσιµο της µεµβράνης για 5 λεπτά µε 2x SSC, για 20 λεπτά µε 2x SSC και 0,2% 
SDS και τέλος για 10 λεπτά µε 0,2x SSC και 0,2% SDS. Ακολουθεί πλαστικοποίηση 
της µεµβράνης και τοποθετείται σε µεταλλική θήκη (κασέτα) µαζί µε το φιλµ για 
έκθεση. Η κασέτα τοποθετείται στους -80°C για 5-7 ηµέρες έως ότου εµφανιστεί το 
φιλµ. 

 
 

2.7 Παρασκευή ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή µέσω in vitro αντιγραφής. 
 
Η σύνθεση του ανιχνευτή γίνεται µε την πολυµεριστική δράση του τµήµατος 

Klenow της DNA πολυµεράσης Ι και ως εκκινητές χρησιµοποιούνται τυχαία οκτα-
νουκλεοτίδια (Random Primers). Επίσης ως µήτρα αντιγραφής χρησιµοποιείται 
τµήµα DNA ταυτόσηµο µε αυτό που θέλουµε να ανιχνεύσουµε και για τη 
ραδιοσήµανση χρησιµοποιείται [γ-32P]CTP και [γ-32P]ATP. Το µείγµα αντίδρασης 
περιλαµβάνει 10µΜ dGTP, 10µΜ dTTP, 1x διαλύµατος τυχαίων εκκινητών, 50ngr 
DNA (template), 40 units ενζύµου Klenow, 5mCi/ml [γ-32P]CTP και 5mCi/ml [γ-
32P]ATP. Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 50µl, στους 37οC για 1 ώρα. 
Όταν ολοκληρωθεί η αντίδραση προσθέτονται 5µl διαλύµατος τερµατισµού και 
αυξάνεται ο όγκος στα 100µl. Ο ανιχνευτής αποµονώνεται στη συνέχεια µε στήλη 
χρωµατογραφίας διήθησης. Η στήλη παρασκευάζεται σε υάλινες πιπέτες Pasteur, που 
στο κάτω µέρος κλείνεται η οπή µε υαλόνηµα. Μέσα στη στήλη προσθέτονται 
σφαιρίδια αγαρόζης (Bio-Gel ® A-0,5m gel, BIORAD) µέχρι η στάθµη του Bio-Gel 
να φτάσει 1cm κάτω από την κορυφή της pasteur. Μετά προσθέτονται 5µl ειδικής 
χρωστικής και η στήλη ξεπλύνεται µε 1Χ ΤΕ. Αφού η στήλη καθαριστεί από τη 
χρωστική τοποθετείται στο πρώτο από µία σειρά 10 αποστειρωµένων δοχείων των 1,5 
ml. Στη συνέχεια τοποθετείται ο ανιχνευτής στο πάνω µέρος της στήλης και 
προσθέτονται 400µl 1X TE. Αφού περάσουν από την κολόνα, µεταφέρεται η στήλη 
στο επόµενο δοχείο και προσθέτονται άλλα 100µl ΤΕ 1Χ. Η διαδικασία συνεχίζεται 
ως και το δέκατο δοχείο. Τα ραδιενεργά µόρια RNA βγαίνουν νωρίτερα από τη στήλη 
σε σχέση µε τα ελεύθερα ραδιενεργά νουκλεοτίδια και συνήθως συγκεντρώνονται 
στο 4ο-7ο δοχείο. Τέλος, µετράται η ενεργότητα του ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή σε 
ειδική συσκευή (scintillation counter) σε cpm και υπολογίζεται η ποσότητα που 
πρέπει να προστεθεί στο διάλυµα υβριδοποίησης  ώστε να υπάρχουν 500.000-
1.200.000 cpm/ml διαλύµατος υβριδοποίησης. 
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2.8 Αποµόνωση φυτικού RNA 
 
0.5-1 gr φυτικού ιστού λειοτριβείται σε υγρό άζωτο και µεταφέρεται σε πλαστικό 

σωλήνα (falcon) των 15ml. Σ’ αυτά προστίθεται  οµογενοποιηµένο διάλυµα (µε 
θέρµανση) 5 ml όξινης φαινόλης και 5 ml διαλύµατος εκχύλισης RNA (0,1M LiCl, 
100mM Tris-HCl PH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS). Προστίθεται 5ml 
χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη (24/1), γίνεται ισχυρή ανάδευση και το δείγµα 
φυγοκεντρείται στις 3.300 rpm για 30 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο 
αποστειρωµένο falcon και προστίθεται ίσος όγκος ουδέτερης φαινόλης. Πάλι τα 
δείγµατα φυγοκεντρούνται για 15 λεπτά στις 3300 rpm. Το υπερκείµενο µεταφέρεται 
ξανά σε νέο αποστειρωµένο falcon και τα υπολείµµατα της φαινόλης 
αποµακρύνονται µε προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης 
(24:1) και φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13300 rpm. Το υπερκείµενο µεταφέρεται 
σε νέο falcon, προστίθεται 1/15 όγκου οξικό νάτριο 3Μ και 2,5 όγκοι κρύας 
απόλυτης αιθανόλης. Το δείγµα ανακινείται και αφήνεται στους –20οC για 10 λεπτά. 
Μετά φυγοκεντρείται για 30 λεπτά στις 3300 rpm για να κατακρηµνιστούν τα 
νουκλεϊκά οξέα. Η πελέτα πλένεται µε 70% αιθανόλη και αφού στεγνώσει 
επαναδιαλύεται σε 100µl Η20. 

 
 

2.9 Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση του µεταγραφόµενου διαγονιδίου 
 
Περίπου 10-15µgr συνολικού RNA που αποµονώθηκε από το διαγονιδιακό φυτό 

ηλεκτροφορούνται σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης 1.2%. Η αποδιατακτική πηκτή 
αποτελείται από 1x MOPS, 1.6% (w/w) φορµαλδεύδη και 1.2% αγαρόζη. Ο όγκος 
συµπληρώνεται µε αποστειρωµένο νερό έτσι ώστε ο τελικός όγκος να είναι 100ml. 

Τα δείγµατα που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν αναµειγνύονται µε ίσο όγκο 
διαλύµατος φόρτωσης και βράζονται για 4 λεπτά. Αµέσως µετά τοποθετούνται σε 
πάγο ως ότου φορτωθούν. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε σταθερή τάση 
100V για 4-5 ώρες. Το διάλυµα φόρτωσης αποτελείται από 1x MOPS pH 7, 50% 
formamide deionized, 8% φορµαλδεΰδη και 0.02% µπλε της βρωµοφαινόλης.   

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται ως ότου το διάλυµα φόρτωσης φτάσει στα ¾ 
της πηκτής. Στη συνέχεια η πηκτή υπόκειται σε χρώση µε βρωµιούχο εθίδιο για 5 
λεπτά και µετά αποµακρύνεται η χρωστική µε πλύσιµο της πηκτής σε αποστειρωµένο 
νερό δύο φορές από 20 λεπτά. Βεβαίως η χρώση των νουκλεϊκών οξέων διατηρείται. 
Έτσι ελέγχεται η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται 
τριχοειδής µεταφορά των νουκλεϊκών οξέων σε µεµβράνη νάϋλον όπως ακριβώς 
περιγράφηκε στην ανάλυση κατά Southern. Η µεµβράνη υπόκειται στην επίδραση 
UV ακτινοβολίας ενέργειας 120.000 µJoules για να µονιµοποιηθούν τα 
µεταφερόµενα µόρια RNA επάνω στη µεµβράνη. 

Η υβριδοποίηση της µεµβράνης πραγµατοποιείται όπως περιγράφηκε στην 
παράγραφο 2.6 µε µόνη διαφορά ότι η θερµοκρασία προϋβριδοποίησης και 
υβριδοποίησης είναι 65 οC. 

 
 

2.10 Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση των siRNAs 
 
Περίπου 15-20 µgr ολικού RNA που αποµονώνoνται από το φυτό 

ηλεκτροφορούνται σε αποδιατακτικό πήγµα πολυακρυλαµίδης. Η συγκέντρωση της 
ακρυλαµίδης στο πήκτωµα είναι 12%. Η ακρυλαµίδη που χρησιµοποιείται είναι 
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µείγµα µόνο και δις-ακρυλαµίδη σε αναλογία 38:2. Η πηκτή αποτελείται από 12% 
ακρυλαµίδη, 7Μ ουρία, 0.5x TBE και ο όγκος συµπληρώνεται µε νερό ως τα 60ml. 
Προσθέτονται 250µl APS 10% και 50µl TEMED για τον πολυµερισµό της 
ακρυλαµίδης. Η ουρία προστίθεται γιατί έχει την ιδιότητα να αποδιατάσει τις 
δίκλωνες µορφές των RNA µορίων. 

Τα δείγµατα RNA που θα ηλεκτροφορηθούν αναµιγνύονται µε ίσο όγκο 
διαλύµατος φόρτωσης και βράζονται για 5 λεπτά. Αµέσως µετά τοποθετούνται στο 
πάγο. Το διάλυµα φόρτωσης αποτελείται από 95% φορµαµίδη, 1mM EDTA pH 8, 
0.1% κυανού της βρωµοφαινόλης και 0.1% κυανού του ξυλενίου. Αφού τα πηγάδια 
της πηκτής ξεπλυθούν από τα υπολείµµατα της ουρίας, τα δείγµατα φορτώνονται και 
ηλεκτροφορούνται σε σταθερή ένταση ρεύµατος 40mA, τάση 800V και υπό 
θερµοκρασία 50-55οC.  Όταν ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση, το πήκτωµα βάφεται 
µε βρωµιούχο εθίδιο και φωτογραφίζεται υπό UV ακτινοβολία για να ελεγχθεί η 
επιτυχία της ηλεκτροφόρησης και για να εκτιµηθεί η ποσότητα του RNA που 
φορτώθηκε από κάθε δείγµα  

Ακολουθεί τριχοειδής µεταφορά των siRNA µορίων από την πηκτή της 
πολυακρυλαµίδης στη µεµβράνη. Η πηκτή τοποθετείται σε διάλυµα 10x SSC για 10 
λεπτά και ακολουθεί τοποθέτηση της σε κατάλληλη συσκευή για την τριχοειδής 
µεταφορά των siRNA µορίων σε νάϋλον µεµβράνη (Nytran-N). Το διάλυµα 
µεταφοράς είναι 10x SSC και η µεµβράνη εµβαπτίζεται σε 2x SSC προτού 
τοποθετηθεί επάνω στο πήκτωµα. Η διαδικασία µεταφοράς αφήνεται για 12 ώρες. 
Όταν ολοκληρωθεί, η µεµβράνη πλένεται σε διάλυµα 2x SSC για να αποµακρυνθούν 
τα υπολείµµατα αγαρόζης και στεγνώνεται. Μετά υπόκειται στην επίδραση UV 
ακτινοβολίας ενέργειας 120.000 µJoules για να µονιµοποιηθούν τα µεταφερόµενα 
µόρια RNA επάνω στη µεµβράνη. Επίσης µετά το τέλος της διαδικασίας µεταφοράς 
το πήκτωµα βάφεται µε βρωµιούχο εθίδιο και φωτογραφίζεται υπό UV ακτινοβολία 
για να εκτιµηθεί η απόδοση της µεταφοράς. Στη συνέχεια η µεµβράνη φυλάσσεται σε 
ασφαλές µέρος ως ότου υβριδοποιηθεί µε το κατάλληλο ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή. 

Η υβριδοποίηση της µεµβράνης πραγµατοποιείται όπως περιγράφηκε στην 
παράγραφο 2.6 µε µόνη διαφορά ότι η θερµοκρασία προϋβριδοποίησης και 
υβριδοποίησης είναι 53 οC. 

 
 

2.11 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
 
1,5 ml από καλά αναπτυγµένη καλλιέργεια στο κατάλληλο αντιβιοτικό, 

φυγοκεντρείται σε δοχείο των 1,5 ml και η πελέτα επαναδιαλύεται σε 100µl 
διαλύµατος I (50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA). Στη συνέχεια 
προσθέτονται 200 µl φρέσκου διαλύµατος ΙΙ (0,2 Ν NaOH, 1% SDS), αναδεύεται το 
διάλυµα και τοποθετείται για 5 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια προσθέτονται 150 µl 
κρύου διαλύµατος ΙΙΙ (3Μ οξικό κάλιο, 11,5% καθαρό οξικό οξύ), αναδεύεται το 
µείγµα και φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 3200 rpm. Η υδατική φάση µεταφέρεται 
σε νέο δοχείο και γίνεται καθαρισµός µε την προσθήκη ίσου όγκου ουδέτερης 
φαινόλης και αποµάκρυνση στη συνέχεια των φαινολικών υπολειµµάτων µε την 
προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου:ισοαµυλικής αλκοόλης (24/1). Ακολουθεί 
κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων µε την προσθήκη 1/15 του όγκου οξικό νάτριο 
3Μ και 2,5 όγκους απόλυτη αιθανόλη. Στη συνέχεια πλένεται η πελέτα µε 70% 
αιθανόλη και αφού στεγνώσει επαναδιαλύεται σε νερό. 
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2.12 Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε θερµικό σοκ 
 

Σε 100 µl δεκτικών κυττάρων (JM83 ή DH5a) προστίθεται το µίγµα της 
αντίδρασης της λιγάσης ή κάποιο πλασµίδιο, το µίγµα ανακινείται ελαφρά. και 
τοποθετείται στο πάγο για 20 λεπτά. Στη συνέχεια µεταφέρεται στους 40οC για 1 
λεπτό και πάλι στο πάγο για 3 λεπτά. Κατόπιν προσθέτονται 400µl θρεπτικού µέσου 
LΒ και το µίγµα ανακινείται στους 37 οC για 45-60 sec. Το µίγµα απλώνεται σε 
τρυβλία petri που περιέχουν στερεό LB και το κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής και 
επωάζονται στους 37 οC για περίπου 16 ώρες. Στη συνέχεια επιλέγονται αποικίες από 
το τρυβλίο και εµβολιάζονται σε 5 ml υγρού θρεπτικού µέσου LB στο οποίο έχει 
προστεθεί το κατάλληλο αντιβιοτικό. Η καλλιέργεια επωάζεται για 16 ώρες στους 37 
οC και ακολουθείται η διαδικασία αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA.  

 
 

2.13 Πέψη πλασµιδιακού DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 
 
Οι ενδονουκλεάσες περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για τις πλασµιδιακές 

κατασκευές αναφέρονται αναλυτικά στο κεφάλαιο «Αποτελέσµατα». Οι 
περιοριστικές πέψεις έγιναν σύµφωνα µε τις συστάσεις και τα πρωτόκολλα της 
εκάστοτε εταιρείας προκειµένου να υπάρχουν οι βέλτιστες συνθήκες δράσης του 
ενζύµου. 

 
 

2.14 Αποµόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης 
 
Η ανάλυση τµηµάτων DNA που πρόκειται να αποµονωθούν γίνεται 

ηλεκτροφορητικά σε πήκτωµα αγαρόζης κατάλληλης πυκνότητας. Οι ζώνες του 
πηκτώµατος µε το DNA κόβονται µε λεπίδα και στη συνέχεια το DNA καθαρίζεται 
και αποµονώνεται ακολουθώντας τη διαδικασία που περιγράφεται στο εγχειρίδιο 
GENECLEAN III της εταιρείας BIO 101. Η µέθοδος βασίζεται στην δέσµευση του 
DNA σε ειδικά σφαιρίδια γυαλιού. Πρόκειται για µια διαδικασία που χρησιµοποιούµε 
τόσο για την αποµόνωση του DNA που θα χρησιµοποιηθεί ως µήτρα σε in vitro 
αντιγραφή  όσο και για την αποµόνωση τµηµάτων DNA που θα χρησιµοποιηθούν σε 
αντιδράσεις σύνδεσης (ligation). 

 
 

2.15 Κλωνοποίηση ενθεµάτων µέσω της αντίδρασης σύνδεσης 
 
Τα τµήµατα DNA που αποµονώνονται από την πηκτή αγαρόζης ενσωµατώνονται 

στο πλασµίδιο µέσω µιας αντίδρασης σύνδεσης (ligation). Βεβαίως για να είναι 
εφικτή η σύνδεση θα πρέπει τα κοµµάτια DNA να έχουν συµβατά άκρα, κάτι που 
επιτυγχάνεται µε την επιλογή των κατάλληλων ενζύµων περιορισµού. Στις 
αντιδράσεις σύνδεσης χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο Τ4 λιγάση και η µοριακή αναλογία 
φορέα:ένθεµα ήταν 1:3. Το µίγµα αντίδρασης περιέχει επίσης 1mM ATP, το 
κατάλληλο διάλυµα δράσης του ενζύµου και ο συνολικός όγκος αντίδρασης είναι 10 
ή 15 µl. Η αντίδραση πραγµατοποιείται στους 16οC για περισσότερο από 3 ώρες. 
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Αποτελέσµατα 
 

3.1 Κατά Southern ανάλυση των απογόνων της Τ4 γενιάς της σειράς CMV28  
 
Οι διαγονιδιακές σειρές της Τ4 γενιάς που προέρχονται από την σειρά CMV28 

ονοµάστηκαν CMV28Α1, CMV28Α2, CMV28Β1, CMV28Β2, CMV28C, CMV28D 
και CMV28E. Αποµονώθηκε γενωµικό DNA από αυτές τις σειρές και υποβλήθηκε σε 
πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο XbaI, το οποίο διαθέτει µια θέση αναγνώρισης στην 
αρχή της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου. Συνεπώς η πέψη µε αυτό το ένζυµο θα 
προσδιορίσει τον αριθµό των αντιγράφων.  
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Εικόνα 2. Ανάλυση κατά Southern των ακόλουθων DNA δειγµάτων: 
 
1. CMV28A1/ XbaI                           M1: λBsteII 
2. CMV28A2/ XbaI                           M2: λPstI 
3. CMV28B1/ XbaI                           WT: φυτό αγρίου τύπου 
4. CMV28B2/ XbaI 
5. CMV28C/ XbaI 
6. CMV28D/ XbaI 
7. CMV28E/ XbaI 
8. WT/ XbaI

Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA
ειδικό για το CMV-CP τµήµα 
ι σειρές CMV28Α1, CMV28Α2, CMV28Β2 και CMV28E έχουν 2 ή 
σσότερα αντίγραφα του διαγονιδίου. Ενώ οι σειρές CMV28Β1, CMV28C και 
V28 D έχουν ένα αντίγραφο. Κατά την ανάπτυξη των σποροφύτων της Τ4 γενιάς 
πόστρωµα MS που φέρει το αντιβιοτικό επιλογής δεν παρατηρήθηκε διάσχιση 
πληθυσµού σε καµία από τις σειρές. Συνεπώς οι σειρές που φέρουν µόνο ένα 
γραφο είναι µε βεβαιότητα οµοζυγωτές. Ενώ όσον αφορά τις σειρές µε 
σσότερα από δυο αντίγραφα, ενδέχεται κάποια από τα αντίγραφα να είναι σε 
ζυγωτή κατάσταση.  Πιθανώς σε οµοζυγωτή κατάσταση είναι τα αντίγραφα που 
στοιχούν στις ζώνες που έχουν µεγαλύτερη ένταση από τις υπόλοιπες. 

3.2 Η αντίδραση των διαγονιδιακών σειρών µετά από υποβολή τους σε 
ηχανική µόλυνση µε τον ιό του µωσαϊκού της αγγουριάς (CMV) 

 
ι σειρές CMV28Α2, CMV28Β2, CMV28D και CMV28E παρουσιάζουν 
κτικότητα έναντι του CMV µετά την υποβολή τους σε µηχανική µόλυνση. Οι 
ές CMV28Β1 και CMV28C παρουσιάζουν ευαισθησία έναντι του CMV. Ενώ η 
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σειρά CMV28A1 χαρακτηρίζεται ως «µέτριας» ανθεκτικότητας γιατί µόνο ένα µέρος 
του πληθυσµού της παρουσιάζει ανθεκτικότητα. Οι παραπάνω αντιδράσεις των 
διαγονιδιακών σειρών έναντι του CMV παρατηρήθηκαν όταν υποβλήθηκαν σε 
µηχανική µόλυνση κατά τη διάρκεια του Χειµώνα και της Άνοιξης. Επίσης και οι 
προγονοί τους στην Τ3 γενιά παρουσίασαν την ίδια αντίδραση. Ωστόσο όταν 
υποβλήθηκαν σε µηχανική µόλυνση κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού, τότε προς 
έκπληξη µας όλες οι σειρές παρουσίασαν ευαισθησία, άλλες σε µεγαλύτερο και άλλες 
σε µικρότερο βαθµό. Συµπτώµατα παρουσίασαν το 20% των φυτών της σειράς 
CMV28A2 και CMV28B2, το 60% των φυτών της σειράς CMV28A1, το 100% των 
φυτών της σειράς CMV28B1, CMV28C και CMV28D και το 80% των φυτών της 
σειράς CMV28E, στην οποία όµως τα συµπτώµατα ήταν πολύ ελαφριά. Είναι πιθανό 
αυτή η διαφορετική συµπεριφορά των διαγονιδιακών φυτών να οφείλεται σε 
περιβαλλοντικούς παράγοντες, στην συγκέντρωση του ιϊκού µολύσµατος που 
χρησιµοποιήθηκε ή σε κάποιο άλλο άγνωστο παράγοντα.   

Επίσης παρατηρούµε στην εικόνα 2 ότι οι διαγονιδιακές σειρές CMV28Α2, 
CMV28Β2, CMV28D και CMV28E που φέρουν το αντίγραφο µεγέθους 4 Kb  είναι 
αυτές που παρουσιάζουν ανθεκτικότητα. Ενώ και η σειρά CMV28A1 φέρει το 
αντίγραφο των 4Kb και είναι πιθανό το φυτό της σειράς CMV28A1 που 
χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα ανάλυση να ήταν ανθεκτικό. Εποµένως ενδέχεται η 
παρουσία του αντιγράφου των 4 Kb να είναι χαρακτηριστική της ανθεκτικότητας των 
διαγονιδιακών φυτών της σειράς CMV28. 

 
 
3.3 Ανάλυση της µεθυλίωσης µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων 
ευαίσθητων στη µεθυλίωση και ανάλυση κατά Southern 

 
Μια κλασική µέθοδος που χρησιµοποιείται για την ανάλυση της µεθυλίωσης του 

DNA βασίζεται σε περιοριστικά ένζυµα που είναι ευαίσθητα στη µεθυλίωση. Ως 
ευαίσθητα στη µεθυλίωση χαρακτηρίζονται τα ένζυµα που αδυνατούν να κόψουν στη 
θέση αναγνώρισης τους όταν αυτή είναι µεθυλιωµένη. Ακολουθεί ανάλυση κατά 
Southern των δειγµάτων DNA που έχουν υποβληθεί σε πέψη και υβριδισµός µε 
ανιχνευτή που είναι συµπληρωµατικός του τµήµατος του DNA που περιλαµβάνει τη 
θέση αναγνώρισης του ενζύµου. Συνήθως επιλέγονται ζεύγη ισοσχιζοµερών ενζύµων 
που διαφέρουν ως προς την ευαισθησία τους στη µεθυλίωση έτσι ώστε να είναι 
δυνατό να εκτιµηθεί εάν το πρότυπο ζωνών που προκύπτει οφείλεται σε µεθυλίωση 
της θέσης αναγνώρισης των ισοσχιζοµερών ή σε παρεµπόδιση της πέψης του DNA 
από κάποιο άλλο παράγοντα, πέραν της µεθυλίωσης.  

Ένα κλασσικό ζεύγος ισοσχιζοµερών ενζύµων που χρησιµοποιείται είναι το MspI 
και το HpaII, τα οποία αναγνωρίζουν την αλληλουχία CCGG. Η µεθυλίωση στην 
εσωτερική κυτοσίνη της θέσης αναγνώρισης CCGG παρεµποδίζει µόνο το 
περιοριστικό ένζυµο HpaII. Ενώ η µεθυλίωση στην εξωτερική κυτοσίνη της θέσης 
αναγνώρισης παρεµποδίζει και τα δυο ένζυµα, MspI και HpaII. 

Συνεπώς όπως φαίνεται από το σχήµα 1, όταν η θέση αναγνώρισης δεν είναι 
µεθυλιωµένη τότε η πέψη µε τα ένζυµα MspI  και HpaII δίνει το ίδιο πρότυπο ζωνών 
του αναµενόµενου µεγέθους. Όταν είναι µεθυλιωµένη η εσωτερική κυτοσίνη της 
αλληλουχίας CCGG τότε η πέψη µε το ένζυµο HpaII δίνει ζώνες µεγαλύτερου 
µεγέθους απ’ ότι η πέψη µε το ένζυµο MspI. Ενώ όταν είναι µεθυλιωµένη η 
εξωτερική κυτοσίνη ή και οι δύο κυτοσίνες της αλληλουχίας CCGG τότε και τα δυο 
ένζυµα δίνουν το ίδιο πρότυπο ζωνών αλλά µεγαλύτερου µεγέθους από το 
αναµενόµενο. 
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Τέλος µια άλλη µέθοδος που έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα είναι η δισουλφιδική 
µέθοδος. Αυτή η µέθοδος παρουσιάζει τη µεθυλίωση όλης της περιοχής που έχει 
επιλεχτεί και όχι µόνο µιας θέσης. Ωστόσο είναι τεχνικά δύσκολη, µε υψηλό 
οικονοµικό κόστος και δεν είναι πάντα αξιόπιστη. Έτσι επιλέξαµε στην παρούσα 
εργασία να βασιστούµε στην χρήση ενζύµων ευαίσθητων στην µεθυλίωση και σε 
ανάλυση κατά Southern, καθώς αποτελεί µια γρήγορη µέθοδο, δίνει τόσο την 
ποιοτική όσο και την ποσοτική διάσταση της µεθυλίωσης και αποτελεί µια µέθοδο 
χωρίς ιδιαίτερα υψηλό οικονοµικό κόστος.  

 
 
3.4  Η επιλογή των περιοριστικών ενζύµων για την ανάλυση της µεθυλίωσης 
της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου των CMV28 σειρών 
 
Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η ανάλυση της µεθυλίωσης του τµήµατος της 

κατασκευής τύπου φουρκέτας που µεταγραφόµενο σχηµατίζει δίκλωνο RNA, καθώς 
είναι αναµενόµενο ότι η de novo µεθυλίωση συµβαίνει κατεξοχήν σ΄ αυτή την 
περιοχή, χωρίς ωστόσο να αποκλείεται η διασπορά της στις γειτονικές περιοχές. Τα 
CMV-CP τµήµα της κατασκευής τύπου φουρκέτας διαθέτουν θέση αναγνώρισης των 
εν ενζύµων MspI και HpaII. Έτσι επιλέγει αυτό το ζεύγος ισοσχιζοµερών για την 
µελέτη της µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου.  

Οι αρχικές προσπάθειες για την ανάλυση της µεθυλίωσης των διαγονιδιακών 
σειρών µε τα ένζυµα MspI και HpaII ήταν ανεπιτυχείς, καθώς για άγνωστους λόγους 
παρεµποδιζόταν η πέψη του γενωµικού DNA από τα παραπάνω ένζυµα, όπως 
φαίνεται στην εικόνα  3.  

   Μ    1      2     3      4     5     6     7     8 
  

  
 
 
 
Εικόνα 3 . Πέψεις γενωµικών DNA από τις CMV28 σειρές µε το ένζυµο HpaII 

(αριθ. 1-4) και µε το ένζυµο MspI (αριθ. 5-8). 
 
Οπότε θεωρήθηκε ότι οι αποµονώσεις του γενωµικού DNA περιείχαν φυτικούς 

παράγοντες π.χ πολυσαγχαρίτες που παρεµπόδιζαν την δράση των περιοριστικών 
ενζύµων. Γι΄ αυτό δοκιµάστηκαν διάφοροι µέθοδοι αποµόνωσης του φυτικού DNA 
για την εξασφάλιση καθαρού DNA. Η πιο αποτελεσµατική ήταν η προσθήκη στη 
µέθοδο “Dellaporta” του βήµατος CTAB. Τότε βελτιώθηκε η πέψη από το ένζυµο 
MspI, ωστόσο το ένζυµο HpaII εξακολουθούσε να αδυνατεί να κόψει το φυτικό 
DNA. Αυτό δηµιούργησε προβληµατισµό και οδήγησε στην υπόθεση ότι τo ένζυµο 
MspI και ιδίως το HpaII παρουσιάζουν εν γένει δυσκολίες στην δράση τους. Η 
επόµενη σκέψη που έγινε ήταν ότι έπρεπε να υποβοηθηθεί η δράση των 
περιοριστικών ενζύµων. Ένας πιθανός τρόπος θα ήταν το γενωµικό DNA να έχει 
διασπαστεί σε τµήµατα µε την δράση κάποιου ή κάποιων ενζύµων, πριν την υποβολή 
του σε πέψη από τα ένζυµα MspI και HpaII. Ενδεχοµένως έτσι να είναι πιο εύκολη η 
πρόσβαση των παραπάνω ενζύµων στις θέσεις αναγνώρισης τους στο γενωµικό DNA.  

Τα ένζυµα που επιλέχτηκαν να χρησιµοποιηθούν για την πέψη του φυτικού DNA 
πριν την πέψη µε τα ένζυµα MspI και HpaII, ήταν τα XbaI και SacI  τα οποία 
διαθέτουν θέση αναγνώρισης στην αρχή και στο τέλος της κατασκευής τύπου 
φουρκέτας αντίστοιχα. Επιλέχτηκαν αυτά καθώς αφενός διαθέτουν θέση κοπής στην 
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hp-CMV κατασκευή οπότε θα είναι γνωστό το µέγεθος των ζωνών που αναµένεται 
και αφετέρου διαθέτουν µόνο µια θέση αναγνώρισης στην κατασκευή, γεγονός που 
θα διευκολύνει την ανάλυση των αποτελεσµάτων.  

 
 
3.5 Το αναµενόµενο πρότυπο ζωνών από την ανάλυση της µεθυλίωσης της 
κωδικής περιοχής του διαγονιδίου των CMV28 σειρών. 

 
Οι διαγονιδιακές σειρές “CMV28” φέρουν κατασκευή τύπου φουρκέτας του 3’ 

τµήµατος του γονιδίου της καψιδιακής πρωτεΐνης του CMV. Η εν λόγω κατασκευή 
φέρει ένα cDNA τµήµα του CMV µεγέθους 541 bp σε sense κατεύθυνση και ένα 
cDNA τµήµα του CMV µεγέθους 740 bp σε antisense κατεύθυνση. Το sense τµήµα 
είναι οµόλογο της 3’ περιοχής του antisense τµήµατος. Οι δυο ανεστραµµένες 
επαναλήψεις διαχωρίζονται από ένα ξένο τµήµα DNA (spacer) µεγέθους 1444 bp, το 
οποίο προέρχεται από τον βακτηριοφάγο λ.  

Τα ένζυµα XbaI και SacI διαθέτουν θέσεις αναγνώρισης στην αρχή και στο τέλος 
της κατασκευής τύπου φουρκέτας, αντίστοιχα. Συνεπώς πέψη του pATC940-hpCMV 
ή των CMV28 σειρών µε τα παραπάνω ένζυµα αφαιρεί όλη την κατασκευή τύπου 
φουρκέτας.  Οι ανεστραµµένες επαναλήψεις διαθέτουν µια θέση αναγνώρισης των 
MspI και HpaII. Eνώ ο “spacer” διαθέτει 14 θέσεις αναγνώρισης των MspI και HpaII. 
Μετά από πλήρη πέψη του pATC940-hpCMV ή των CMV28 σειρών µε τα ένζυµα 
SacI, XbaI και MspI ή HpaII, αναµένονται τέσσερις ζώνες που είναι οµόλογες µε το 
CMV τµήµα (Σχήµα 2). Πρόκειται για τις ακόλουθες: 

• Η 163 bp ζώνη που προέρχεται από το sense τµήµα του cDNA τµήµατος του 
CMV. 

• Η 579 bp ζώνη που προέρχεται από το sense τµήµα του cDNA τµήµατος του 
CMV και περιλαµβάνει ένα τµήµα του “spacer”. 

• Η 429 bp ζώνη που προέρχεται από το antisense τµήµα του cDNA τµήµατος 
του CMV και περιλαµβάνει ένα τµήµα του “spacer”. 

• H 336 bp ζώνη που προέρχεται από το antisense τµήµα του cDNA τµήµατος 
του CMV. 

Τα παραπάνω µεγέθη ζωνών έχουν επιβεβαιωθεί µε ανάλυση κατά Southern του 
πλασµιδιακού DNA του pATC940-hpCMV µετά από πέψη του µε τα ένζυµα SacI, 
XbaI και MspI ή HpaII (Εικόνα 4, δείγµα 71h). Η ακρίβεια του µεγέθους των ζωνών 
επιβεβαιώθηκε και µε ανάλυση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης. 

Ωστόσο εάν κάποιες από τις θέσεις αναγνώρισης των ενζύµων είναι µεθυλιωµένη 
τότε οι ζώνες που θα παρουσιαστούν δεν θα είναι του αναµενόµενου µεγέθους. Έτσι 
εάν η θέση 163 bp είναι µεθυλιωµένη, είτε στην εξωτερική είτε στην εσωτερική 
κυτοσίνη τότε το ένζυµο HpaII παρεµποδίζεται και συνεπώς θα ληφθεί µια ζώνη 
µεγέθους 742 bp. Εάν η θέση 2431 bp είναι µεθυλιωµένη τότε θα ληφθεί µια ζώνη 
µεγέθους 765 bp από την πέψη µε το εν λόγω ένζυµο (Πίνακας 1). Ωστόσο εάν 
υπάρχει µεθυλίωση στον “spacer”, τότε θα ληφθούν άλλα µεγέθη ζωνών από αυτά 
που αναφέραµε, αναλόγως µε το ποιες θέσεις του spacer έχουν µεθυλιωθεί.  
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Σχήµα 2. Η κατασκευή τύπου φουρκέτας της καψιδιακής πρωτεΐνης (CP) του

CMV υπό τον έλεγχο του  “Super” εκκινητή στον µετασχηµατισµένο φορέα
pATC940.  Φαίνονται οι θέσεις κοπής των ενζύµων XbaI, SacI, MspI και HpaII.
Πάνω από τα βέλη διπλής κατεύθυνσης ( ) φαίνονται τα µεγέθη των τµηµάτων
που είναι οµόλογα του CMV-CP τµήµατος και αναµένονται µετά από πλήρη πέψη
του pATC940-hpCMV µε τα ένζυµα XbaI, SacI και MspI ή HpaII. Επίσης
αναγράφονται εντός παρενθέσεων (…) οι θέσεις κοπής των παραπάνω ενζύµων.  

 
Επίσης γνωρίζουµε ότι και το ένζυµο MspI παρεµποδίζεται από την µεθυλίωση

όταν αυτή εντοπίζεται στη εξωτερική κυτοσίνη της θέσης αναγνώρισης. Συνεπώς εάν
είναι µεθυλιωµένη µόνο η εσωτερική κυτοσίνη του CCGG τότε η πέψη µε το ένζυµο
MspI θα δώσει τις ζώνες των 163 bp, 579 bp, 429 bp και 336 bp. Όµως εάν είναι
µεθυλιωµένη η εξωτερική κυτοσίνη τότε η πέψη µε το MspI θα δώσει τις ίδιες ζώνες
µε αυτές που δίνει η πέψη µε το HpaII, αλλά µεγαλύτερου µεγέθους από αυτές που
θα παρουσιαζόταν εάν δεν υπήρχε µεθυλίωση. 

 
Καµία 

µεθυλίωση 
Μεθυλίωση στη 

θέση 163 
Μεθυλίωση στη 

θέση 2431 
148 bp 148 bp 
579 bp 

727 bp 
579 bp 

429 bp 429 bp 

336 bp 336 bp 
765 bp 

 
Πίνακας 1. Τα µεγέθη των ζωνών της πέψεως του γενωµικού DNA των CMV28

σειρών µε τα ένζυµα SacI, XbaI και HpaII που αναµένονται όταν δεν υπάρχει
µεθυλίωση ή όταν υπάρχει στη θέση 163 ή στη θέση 2431. Βεβαίως εφόσον δεν
υπάρχει µεθυλίωση στην περιοχή του “spacer”. 

 
 
3.6. Ανάλυση της µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου των

διαγονιδιακών σειρών CMV28 
 
Η ανάλυση της µεθυλίωσης των διαγονιδιακών σειρών CMV28C και CMV28D

πραγµατοποιήθηκε δυο φορές κατά την παρούσα εργασία. Η πρώτη
πραγµατοποιήθηκε κατά το µήνα ∆εκέµβριο και ονοµάστηκε Smet 2/12/03 και η
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επόµενη πραγµατοποιήθηκε κατά το µήνα Ιούλιο και ονοµάστηκε Smet 7/7/04. Οι 
σειρές CMV28A1, CMV28B1 και CMV28E αναλύθηκαν επίσης δυο φορές. Η πρώτη 
πραγµατοποιήθηκε  στις αρχές του Μαρτίου και ονοµάστηκε Smet 4/3/04 και η 
επόµενη πραγµατοποιήθηκε στα τέλη του µηνός Ιουνίου και ονοµάστηκε ως Smet 
29/6/04.  

 
3.6.1. Ανάλυση της µεθυλίωσης των σειρών CMV28C και CMV28D 
 
Στο Southern Smet 2/12/03 (εικόνα 4) αναλύεται η µεθυλίωση των σειρών 

CMV28 C και CMV28 D. Όσον αφορά τη σειρά CMV28 D ανιχνεύεται η ζώνη των 
579 bp και 429 bp και στις δύο πέψεις, το µέγεθος των οποίων επιβεβαιώνεται από τη 
σύγκριση µε τις ζώνες του pATC940-hpCMV/ SacI+XbaI+MspI. Επιπλέον 
ανιχνεύεται και στις δύο πέψεις µια ζώνη που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 700 
bp. Αυτή η ζώνη κατά πάσα πιθανότητα ότι οφείλεται σε µεθυλίωση των θέσεων 
αναγνώρισης των ενζύµων MspI και HpaII της περιοχής του spacer όταν δεν είναι 
µεθυλιωµένες οι θέσεις των εν λόγω ενζύµων στα CMV-CP τµήµατα.  Πρόκειται για 
µεθυλίωση της εξωτερικής κυτοσίνης καθώς η ζώνη εντοπίζεται και στις δυο πέψεις, 
χωρίς βεβαίως να αποκλείεται ότι και η εσωτερική κυτοσίνη είναι µεθυλιωµένη στις 
ίδιες θέσεις. Ενώ στην πέψη µε το HpaII εντοπίζεται µια επιπλέον ζώνη που το 
µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 805-1093 bp και προτείνεται ότι προέρχεται από 
ταυτόχρονη µεθυλίωση στις θέσεις των MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων και του 
spacer και πρόκειται για εσωτερική µεθυλιώση καθώς ανιχνεύεται µόνο στην πέψη µε 
το HpaII. 

Συνεπώς σε ένα υψηλό ποσοστό των κυττάρων δεν υπάρχει µεθυλίωση στις θέσεις 
MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων. Οι ζώνες 148 bp και 336 bp δεν ανιχνεύονται 
πιθανώς λόγω µη επαρκούς ποσότητας DNA που αναλύθηκε. Ωστόσο σ΄ ένα 
ποσοστό των κυττάρων οι θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων είναι 
µεθυλιωµένες στην εσωτερική κυτοσίνη. Στις γειτνιάζουσες προς τα CMV-CP 
τµήµατα περιοχές του spacer ανιχνεύεται µεθυλίωση στις εσωτερικές και στις 
εξωτερικές κυτοσίνες των θέσεων MspI/HpaII.  

Όσον αφορά τη σειρά CMV28 C ανιχνεύεται η ζώνη που το µέγεθος της εκτιµάται 
ότι είναι 805-1093 bp και προτείνεται ότι προέρχεται από ταυτόχρονη µεθυλίωση στις 
θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων και του spacer. Πρόκειται για µεθυλίωση 
της εξωτερικής κυτοσίνης των εν λόγω θέσεων, καθώς η παραπάνω ζώνη ανιχνεύεται 
και στις δύο πέψεις, χωρίς να αποκλείεται η µεθυλίωση και της εσωτερικής κυτοσίνης 
αυτών. Επίσης ανιχνεύεται µια οµάδα µη διαχωριζοµένων ζώνων (smear) που το 
µέγεθος τους κυµαίνεται από 429 bp ως 579 bp ή λίγο µεγαλύτερο. Προτείνεται ότι 
αυτή η οµάδα των µη διαχωριζοµένων ζωνών οφείλεται σε µεθυλίωση των θέσεων 
MspI/HpaII του spacer όταν οι θέσεις MspI/HpaII εντός των CMV-CP τµηµάτων δεν 
είναι µεθυλιωµένες. Επίσης µε προσεκτική παρατήρηση αντιλαµβάνεται κανείς ότι 
στην πέψη µε MspI η οµάδα των µη διαχωριζοµένων ζωνών  “κινείται” προς τα κάτω, 
ενώ στην πέψη µε το HpaII “κινείται” προς τα επάνω, γεγονός που δείχνει ότι 
υπάρχει εσωτερική µεθυλίωση στις θέσεις MspI/HpaII του spacer. Συνεπώς σ΄ ένα 
ποσοστό των κυττάρων οι παραπάνω θέσεις δεν είναι καθόλου µεθυλιωµένες. Ενώ σ΄ 
ένα υψηλό ποσοστό των κυττάρων οι θέσεις MspI /HpaII των CMV-CP τµηµάτων 
είναι µεθυλιωµένες στην εξωτερική κυτοσίνη, χωρίς να αποκλείεται και η ύπαρξη 
µεθυλίωσης στην εσωτερική κυτοσίνη αυτών.   

Η συγκριτική µελέτη της κατάστασης µεθυλίωσης των δυο παραπάνω σειρών 
δείχνει ότι η σειρά CMV28C παρουσιάζει υψηλότερο επίπεδο µεθυλίωσης σε 
σύγκριση µε την σειρά CMV28D, καθώς στο CMV28C οι υψηλές ζώνες είναι οι πιο 
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έντονες απ’ ότι οι χαµηλές, ενώ στο  CMV28D οι χαµηλές ζώνες είναι πιο έντονες 
απ΄ ότι οι υψηλές. Επίσης το επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης είναι υψηλότερο στην 
σειρά CMV28C απ’ ότι στην σειρά CMV28D, καθώς η σειρά CMV28C παρουσιάζει 
µικρότερες διαφορές στο πρότυπο ζωνών µεταξύ των δυο πέψεων σε σύγκριση µε τη 
σειρά CMV28 D. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    C      C               D     D 
  MspI HpaII       MspI HpaII 

Μ1   Μ2     1      2     3      4     5      6             7              7 1 h Εικόνα 4 . Ανάλυση κατά Southern (Smet 
2/12/03) των ακόλουθων DNA δειγµάτων:
 
1. CMV28C/ SacI+XbaI 
2. CMV28C/ SacI+XbaI+MspI 
3. CMV28C/ SacI+XbaI+HpaII 
4. CMV28D/ SacI+XbaI 
5. CMV28D/ SacI+XbaI+MspI 
6. CMV28D/ SacI+XbaI+HpaII 
7. pATC940-hpCMV /SacI+XbaI+MspI 
71 h.  pATC940-hpCMV /SacI+XbaI+MspI
        µετά από µια ώρα έκθεση. 
 
M1 : λBstEII 
M2 : λPstI 
 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή 
ειδικό για το CMV-CP τµήµα. 

 
 

805-1093 bp 805-1093 bp  

(+) CMV-CP (-) CMV-CP 
 
 
 
 
                       

 

 

M  

SacI 
(2767) 

 

Σχήµα 3. Σχηµατική απεικόνιση των ζωνών που ανιχνεύοντα
µεθυλίωσης των CMV28C και CMV28D στο Southern Smet 2/12/03
αντιστοιχεί στη ζώνη της ανάλυσης Smet 2/12/03 που έχει αριστερά 
ιδίου χρώµατος. 
 

Στο Smet 7/7/04 (εικόνα 5) αναλύεται επίσης η µεθυλίωση των σ
και CMV28 D. Στη σειρά CMV28C ανιχνεύεται η ζώνη που 
εκτιµάται ότι είναι 805-1093 bp και πιθανώς περικλείει δυο 
διαχωρίστηκαν. Προτείνεται ότι προέρχεται από ταυτόχρονη µεθυλί
MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων και του spacer. Επίσης ανιχν
που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 579-702bp και προτείνεται ότ
µεθυλίωση των θέσεων MspI/HpaII στην περιοχή του spacer, 
MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων δεν είναι µεθυλιωµένες. Οι π
των 805-1093 bp και 579-702 bp ανιχνεύονται και στις δυο πέψεις συ

 

    MspI /
HpaII 
XbaI
(0) 
 

 spI /
HpaII 
    
     (742)                  MspI / HpaII                   (2002) 
          (837)                                              (1911) 
 (1087)                  (1727) 

    
                                                   
spacer

674 bp
 704 bp
579bp
 429 bp
ι στην ανάλυση 
. Το κάθε βέλος 
της κουκίδα του 

ειρών CMV28 C 
το µέγεθος της 
ζώνες που δεν 
ωση των θέσεων 
εύεται µια ζώνη 
ι προέρχεται από 
όταν οι θέσεις 
αραπάνω ζώνες 
νεπώς πρόκειται 
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για εξωτερική µεθυλίωση των θέσεων MspI/HpaII του spacer και των CMV-CP 
τµηµάτων, χωρίς να αποκλείεται η µεθυλίωση και της εσωτερικής κυτοσίνης αυτών. 
Επίσης στην πέψη µε το MspI ανιχνεύεται µια ζώνη που εκτιµάται ότι είναι η 579 bp. 
Το γεγονός ότι ανιχνεύεται µόνο στην πέψη µε το MspI σηµαίνει ότι µια από τις 
θέσεις MspI/HpaII  163 και MspI/HpaII  742   ή και οι δυο θέσεις φέρουν εσωτερική 
µεθυλίωση σ ΄ένα ποσοστό των κυττάρων. Εποµένως στη σειρά CMV28C σ΄ ένα 
ποσοστό των κυττάρων οι θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων είναι 
µεθυλιωµένες στην εξωτερική ή στην εσωτερική κυτοσίνη. Ενώ σ΄ ένα ποσοστό των 
κυττάρων οι παραπάνω θέσεις δεν είναι µεθυλιωµένες. 

 
 
 

 
 
 

805-1093 bp 805-1093 bp  

                   (2002)  
(742) MspI / HpaII                    

          (837)                                               
 (1087)                         (1911) 
                                                             (1727) 

(+) CMV-CP (-) CMV-CP 
674 bp 704 bp 

 
 429 bp 579bp 
 

 
 
 
 

704 

Εικόνα 5. Ανάλυση κατά Southern (Smet
7/7/04) των ακόλουθων DNA δειγµάτων:
 
1. CMV28C/ SacI+XbaI+MspI 
2. CMV28D/ SacI+XbaI+MspI 
3. WT/ SacI+XbaI+MspI 
4. CMV28C/ SacI+XbaI+HpaII 
5. CMV28D/ SacI+XbaI+HpaII 
6. WT/ SacI+XbaI+HpaII 
7. pATC940-hpCMV/ SacI+XbaI+MspI 
 
 M1 : λPstI 
 M2 : λBstEII 
 WT: αγρίου τύπου φυτό N. tabaccum 
 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή 
ειδικό για το CMV-CP τµήµα. 

    MspI / 
HpaII 

SacI 
(2767) 

XbaI 
(0) 
    MspI / 
HpaII 

704 bp 
674 bp 

   C        D               C       D 
MspI  MspI           HpaII HpaII

spacer

 M1  M2     1      2      3      4      5     6             7      

 Σχήµα 4. Σχηµατική απεικόνιση των ζωνών που ανιχνεύονται στην ανάλυση 
µεθυλίωσης των CMV28C και CMV28D στο Southern Smet 7/7/04. Το κάθε βέλος 
αντιστοιχεί στη ζώνη της ανάλυσης Smet 7/7/04 που έχει αριστερά της κουκίδα του 
ιδίου χρώµατος. 

 
Ωστόσο συγκρίνοντας το Smet 2/12/03 µε το Smet 7/7/04 διαπιστώνεις ότι το 

συνολικό επίπεδο µεθυλίωσης της σειράς CMV28C αυξήθηκε σηµαντικά καθώς δεν 
παρατηρείται αυτό το smir ζωνών από 429-579 bp που ανιχνεύθηκε στην 
προηγούµενη ανάλυση. Η µόνη µικρή ζώνη που ανιχνεύθηκε στην ανάλυση Smet 
7/7/04 είναι η 579 bp. Αντιθέτως δεν παρατηρείται ουσιαστική διαφορά στο επίπεδο 
εξωτερικής µεθυλίωσης της σειράς CMV28C µεταξύ των δυο αναλύσεων. Στην 
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ανάλυση Smet 7/7/04 οι υψηλές ζώνες ανιχνεύονται και στις δυο πέψεις µε MspI και 
HpaII και έχουν την ίδια ένταση, κάτι που παρατηρήθηκε και στην ανάλυση Smet 
2/12/03. Επίσης και στις δυο αναλύσεις παρατηρείται διαφοροποίηση µεταξύ των δύο 
πέψεων στις χαµηλές ζώνες. Συνεπώς ο βαθµός διαφοροποίησης του πρότυπου ζωνών 
των δυο πέψεων της σειράς CMV28C είναι ο ίδιος στις δυο αναλύσεις. Με λίγα λόγια 
το συνολικό επίπεδο µεθυλίωσης της σειράς CMV28C είναι αυξηµένο στην ανάλυση 
που έγινε τον Ιούλιο σε σύγκριση µε το ∆εκέµβριο αλλά το επίπεδο εξωτερικής 
µεθυλίωσης διατηρήθηκε στο ίδιο υψηλό επίπεδο.  

Όσον αφορά την ανάλυση µεθυλίωσης της σειράς CMV28 D, ανιχνεύεται η ζώνη 
που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 805-1093, η ζώνη που το µέγεθος της 
εκτιµάται ότι είναι 579-702 bp και περικλείει δυο ζώνες, τις 674 bp και 704 bp, και 
µια ζώνη που εκτιµάται ότι είναι η 429 bp. Το αξιοσηµείωτο σ΄ αυτή την ανάλυση 
είναι ότι δεν ανιχνεύεται η ζώνη 579 bp, που είχε ανιχνευτεί στην ανάλυση Smet 
2/12/03 και µάλιστα η ένταση των υψηλών ζωνών είναι πολύ εντονότερη σε 
σύγκριση µε την ανάλυση Smet 2/12/04. Συνεπώς παρατηρείται µια θεαµατική 
αύξηση του επιπέδου µεθυλίωσης της σειράς CMV28D στην ανάλυση που 
πραγµατοποιήθηκε τον Ιούλιο σε σύγκριση µε αυτή που πραγµατοποιήθηκε τον 
∆εκέµβριο. Επιπλέον µειώθηκαν οι διαφορές µεταξύ των πέψεων MspI και HpaII της 
σειράς CMV28 D στην ανάλυση Smet 7/7/04 σε σύγκριση µε την ανάλυση Smet 
2/12/03, γεγονός που σηµαίνει ότι αυξήθηκε το επίπεδο της εξωτερικής µεθυλίωσης.  

Επίσης αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι οι δυο σειρές δεν εµφανίζουν 
σηµαντικές διάφορες στο πρότυπο ζωνών που παρουσιάζουν στην ανάλυση Smet 
7/7/04 , σε αντίθεση µε την ανάλυση Smet 2/12/03. Αυτό είναι αποτέλεσµα του ότι 
αυξήθηκε το επίπεδο µεθυλίωσης της σειράς CMV28D. Ωστόσο η σειρά CMV28C 
συνεχίζει να παρουσιάζει λίγο υψηλότερο επίπεδο µεθυλίωσης σε σύγκριση µε τη 
σειρά CMV28D. 

 
          ∆εκέµβριος                 Ιούνιος  
Επίπεδο 

µεθυλίωσης 
∆ιαφοροποίηση 
των πέψεων µε 
MspI και HpaII    

Επίπεδο 
µεθυλίωσης 

∆ιαφοροποίηση 
των πέψεων µε 
MspI και HpaII    

CMV28 C Μέτριο Μικρή Υψηλό Μικρή 
CMV28 D Μέτριο Μεγάλη Υψηλό Μικρή 

 
Πίνακας 2 .Το επίπεδο συνολικής µεθυλίωσης και η διαφοροποίηση του πρότυπου 

ζωνών των πέψεων µε MspI και HpaII των σειρών CMV28 C και CMV28 D στις 
αναλύσεις Smet 2/12/03 (∆εκέµβριος) και Smet 29/6/04 (Ιούνιος). 

 
 
3.6.2. Ανάλυση της µεθυλίωσης των σειρών CMV28A1, CMV28B1 και 

CMV28E 
 
Στο Smet 4/3/04 (εικόνα 6) αναλύεται η µεθυλίωση των σειρών CMV28A1, 

CMV28B1 και CMV28E. Όσον αφορά τη σειρά CMV28A1 παρατηρείται µια ζώνη 
που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 805-1093 bp, η οποία είναι ιδιαίτερη έντονη 
στην πέψη µε το HpaII, ενώ στην πέψη µε το MspI µόλις που είναι ανιχνεύσιµη. 
Προτείνεται ότι προέρχεται από ταυτόχρονη µεθυλίωση των θέσεων MspI/HpaII των 
CMV-CP τµηµάτων και µεθυλίωση των θέσεων MspI/HpaII που είναι στην περιοχή 
του spacer. Πρόκειται για µεθυλίωση κατεξοχήν εσωτερική καθώς η ζώνη είναι 
ιδιαίτερα έντονη στην πέψη µε το HpaII, ενώ σ΄ ένα ποσοστό των κυττάρων υπάρχει 
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και εξωτερική µεθυλίωση καθώς η εν λόγω ζώνη είναι ανιχνεύσιµη και στην πέψη µε 
το MspI. Επίσης ανιχνεύεται µια ζώνη που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι 579-702 
bp και πρόκειται για δυο ζώνες, τις 674 bp και 704 bp που δεν έχουν διαχωριστεί. 
Προτείνεται ότι οφείλεται σε µεθυλίωση εντός του spacer όταν οι θέσεις του 
MspI/HpaII εντός των CMV-CP τµηµάτων δεν είναι µεθυλιωµένες. Πρόκειται 
κατεξοχήν για εξωτερική µεθυλίωση στις θέσεις MspI/HpaII του spacer καθώς αυτή η 
διπλή ζώνη ανιχνεύεται και στις δύο πέψεις. Επίσης στην πέψη µε το MspI 
ανιχνεύεται µια ζώνη που το µέγεθος της εκτιµάται ότι είναι  520 bp  και προτείνεται 
ότι προέρχεται από µεθυλίωση της θέσης MspI/HpaII 2002 όταν δεν υπάρχει 
µεθυλίωση στη θέση 2431. Επίσης ανιχνεύεται η ζώνη των 429 bp και στις δυο 
πέψεις, συνεπώς σε ένα ποσοστό των κυττάρων δεν υπάρχει µεθυλίωση στη θέση 
2431. Καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι οι  θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP 
τµηµάτων είναι µεθυλιωµένες σε ένα ποσοστό των κυττάρων και είναι µεθυλιωµένες 
κυρίως στην εσωτερική κυτοσίνη. Ενώ σ΄ ένα ποσοστό των κυττάρων δεν είναι 
καθόλου µεθυλιωµένες. Ενώ οι θέσεις στον spacer είναι µεθυλιωµένες και στην 
εσωτερική και στην εξωτερική κυτοσίνη. 

Όσον αφορά τη σειρά CMV28B1 παρατηρούνται οι ζώνες που ανιχνεύτηκαν και 
στο CMV28A1. Ωστόσο δεν υπάρχουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των πέψεων µε 
MspI και HpaII της σειράς CMV28C. Συνεπώς η σειρά CMV28B1 παρουσιάζει 
υψηλότερο επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης  τόσο στις θέσεις MspI/HpaII των CMV-
CP τµηµάτων όσο και του spacer σε σύγκριση µε την σειρά CMV28A1. Ωστόσο το 
συνολικό επίπεδο µεθυλίωσης της σειράς CMV28B1 κυµαίνεται στο ίδιο επίπεδο µε 
τη σειρά CMV28A1.  

Όσον αφορά τη σειρά CMV28E ανιχνεύεται η ζώνη των 805-1093 bp, η οποία 
είναι ιδιαίτερα έντονη και στις δύο πέψεις, εποµένως οι θέσεις MspI/HpaII των 
CMV-CP τµηµάτων και του spacer είναι µεθυλιωµένες στην εξωτερική κυτοσίνη 
χωρίς να αποκλείεται και µεθυλίωση στην εσωτερική κυτοσίνη. Επίσης παρατηρείται 
η διπλή ζώνη των 579-702 bp και στις δυο πέψεις, η οποία προέρχεται από 
µεθυλίωση στην περιοχή του spacer όταν οι θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP 
τµηµάτων δεν είναι µεθυλιωµένες. Πρόκειται για εξωτερική µεθυλίωση  καθώς 
ανιχνεύεται και στις δύο πέψεις, ωστόσο παρατηρείται µια µικρή διαφορά στην 
µορφή αυτής της διπλής ζώνης, κάτι που δεικνύει την ύπαρξη και εσωτερικής 
µεθυλίωσης. Επίσης ανιχνεύεται η ζώνη των 429 bp και στις δυο πέψεις, συνεπώς σ΄ 
ένα ποσοστό των κυττάρων η θέση MspI/HpaII 2431 δεν είναι µεθυλιωµένη. Ωστόσο 
η ένταση της ζώνης των 429 bp είναι µεγαλύτερη στην πέψη µε το MspI, συνεπώς σ΄ 
ένα ποσοστό των κυττάρων η θέση 2431 ή η 2002 είναι µεθυλιωµένη στην εσωτερική 
κυτοσίνη. Συνεπώς διαπιστώνουµε ότι οι  θέσεις MspI/HpaII των CMV-CP τµηµάτων 
είναι µεθυλιωµένες σε ένα ποσοστό των κυττάρων και είναι µεθυλιωµένες στην 
εσωτερική ή/καί στην εξωτερική κυτοσίνη. Ενώ σ΄ ένα ποσοστό των κυττάρων δεν 
είναι καθόλου µεθυλιωµένες.  

Από τη σύγκριση του πρότυπου ζωνών που παρουσιάζουν οι σειρές CMV28A1, 
CMV28B1 και CMV28E στην παρούσα ανάλυση µεθυλίωσης, συµπεραίνουµε ότι 
και οι τρεις σειρές παρουσιάζουν υψηλό επίπεδο µεθυλίωσης και δεν υπάρχει 
ουσιαστική διαφορά µεταξύ τους ως προς το επίπεδο της συνολικής µεθυλίωσης. 
Ωστόσο διαφέρουν ως προς το επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης. Έτσι όλες οι σειρές 
εµφανίζουν υψηλό επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης, ωστόσο η σειρά CMV28B1 
εµφανίζει το υψηλότερο, ενώ οι σειρές CMV28A1 και CMV28E εµφανίζουν 
χαµηλότερο επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης καθώς παρουσιάζουν διαφορές µεταξύ 
των πέψεων µε MspI και HpaII. 
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Εικόνα 6. Ανάλυση µεθυλίωσης Smet 
4/3/04 των ακόλουθων DNA δειγµάτων: 
 
1. pATC940-hpCMV/ SacI+XbaI+MspI
2. CMV28A1/ SacI+XbaI+MspI  
3. CMV28A1/ SacI+XbaI+HpaII 
4. CMV28B1/ SacI+XbaI+MspI 
5. CMV28B1/ SacI+XbaI+HpaII 
6. CMV28E / SacI+XbaI+HpaII 
7. CMV28E / SacI+XbaI+MspI 
 
M1: λBsteII 
M2: λPstI 
 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή 
ειδικό για το CMV-CP τµήµα. 
 

                               A1     A1       B1      B1       E       E 
                                   MspI  HpaII  MspI  HpaII  HpaII MspI  

 
 
 
 805-1093 bp 805-1093 bp 
 

(+) CMV-CP (-) CMV-CP 
 
 
 

                  (2002) 
(743) MspI / HpaII                    

          (837)                                               
 (1087)                         (1911) 
                                                             (1727) 

 

 

SacI 
(2767) 

 

 

 
Σχήµα 5. Σχηµατική απεικόνιση των ζωνών που ανιχνεύονται στ

µεθυλίωσης των σειρών CMV28A1, CMV28B1 και CMV28E στο So
4/3/04. Το κάθε βέλος αντιστοιχεί στη ζώνη της ανάλυσης Smet 4/3/
αριστερά της κουκίδα του ιδίου χρώµατος. 
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Εικόνα 7. Ανάλυση κατά Southern 
Smet 29/6/04 των ακόλουθων DNA 
δειγµάτων: 
 
1. CMV28A1/ SacI+XbaI+MspI 
2. CMV28B1/ SacI+XbaI+MspI 
3. CMV28E/ SacI+XbaI+MspI 
4. CMV28A1/ SacI+XbaI+HpaII 
5. CMV28B1/ SacI+XbaI+HpaII 
6. CMV28E/ SacI+XbaI+HpaII 
7. pATC940-hpCMV/ SacI+XbaI+MspI
 
M1: λPstI 
M2: λBsteII 
 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA
ανιχνευτή ειδικό για το CMV-CP
τµήµα. 
 

  Α1     Β1      Ε       Α1     Β1     Ε    
MspI  MspI  MspI  HpaII  HpaII  HpaII 

 
 
 

805-1093 bp 805-1093 bp 

(+) CMV-CP (-) CMV-CP 
 

                  (2002) 
(744)                MspI / HpaII                    

          (837)                                               
 (1087)                         (1911) 
                                                             (1727)  

 

SacI 
(2767) 

 

 

 
Σχήµα 6. Σχηµατική απεικόνιση των ζωνών που ανιχνεύονται 

εθυλίωσης των σειρών CMV28A1, CMV28B1 και CMV28E στο 
/3/04. Το κάθε βέλος αντιστοιχεί στη ζώνη της ανάλυσης Smet 4
ριστερά της κουκίδα του ιδίου χρώµατος. 

 
Στο Smet 29/6/04 (εικόνα 7) αναλύεται η µεθυλίωση των σειρώ

MV28 B1 και CMV28 Ε.   Στη σειρά CMV28 A1 ανιχνεύονται οι 
νιχνεύτηκαν στο Smet 4/3/04 µε µόνη εξαίρεση την µη ανίχνευση 
20 bp. Ωστόσο έχει αυξηθεί σηµαντικά το επίπεδο της εξωτερικ
αθώς έχουν µειωθεί οι διαφορές στο πρότυπο των ζωνών που προκ
νζυµα MspI και HpaII. Μάλιστα πρόκειται για πολύ υψηλό επίπε
εθυλίωσης τόσο στην περιοχή των CMV-CP τµηµάτων όσο και στ
pacer. Συνεπώς το συνολικό επίπεδο µεθυλίωσης διατηρείται σε υψη
υξήθηκε σηµαντικά το επίπεδο της εξωτερικής µεθυλίωσης. 
Η σειρά CMV28 B1 δεν παρουσιάζει διαφορές στο πρότυπο ζωνώ

ύγκριση µε την ανάλυση Smet 4/3/04. Συνεπώς διατηρεί το υ
υνολικής µεθυλίωσης όπως επίσης και το υψηλό επίπεδο εξωτερικ
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τόσο στην περιοχή του spacer όσο και στην περιοχή των CMV-CP τµηµάτων. Το 
αξιοσηµείωτο σ΄ αυτή τη σειρά είναι η µη µεταβολή της µεθυλίωσης των MspI / 
HpaII θέσεων.  

Η σειρά CMV28 E διατηρεί το ίδιο πρότυπο ζωνών µε αυτό της ανάλυσης Smet 
4/3/04, αλλά έχει αυξηθεί το επίπεδο εξωτερικής µεθυλίωσης καθώς δεν 
παρατηρούνται ουσιαστικές διαφορές µεταξύ των δύο ενζύµων. Συνεπώς και αυτή η 
σειρά διατηρεί το υψηλό επίπεδο µεθυλίωσης αλλά έχει αυξηθεί το επίπεδο της 
εξωτερικής µεθυλίωσης.  

Συµπεραίνουµε ότι το συνολικό επίπεδο µεθυλίωσης των σειρών CMV28 A1, 
CMV28 B1 και CMV28 Ε διατηρείται στα ίδια υψηλά επίπεδα και στις δυο 
αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν τον Μάρτιο και τον Ιούνιο. Ωστόσο 
παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στο επίπεδο της εξωτερικής µεθυλίωσης στις 
σειρές CMV28A1 και CMV28E στην ανάλυση του Ιουνίου. 

 
 

 

               Μάρτιος                 Ιούνιος  
Επίπεδο 

µεθυλίωσης 
∆ιαφοροποίηση 
των πέψεων µε 
MspI και HpaII    

Επίπεδο 
µεθυλίωσης 

∆ιαφοροποίηση 
των πέψεων µε 
MspI και HpaII   

CMV28 A1 Υψηλό Μεγάλη Υψηλό Μικρή 
CMV28 B1 Υψηλό Μικρή Υψηλό Μικρή 
CMV28 E Υψηλό Μεγάλη Υψηλό Μικρή 

Πίνακας 3. Το επίπεδο συνολικής µεθυλίωσης και η διαφοροποίηση του πρότυπου 
ζωνών των πέψεων µε MspI και HpaII των σειρών CMV28 A1, CMV28 B1 και 
CMV28 Ε στην ανάλυση Smet 4/3/04 (Μάρτιος) και Smet 29/6/04 (Ιούνιος) σε 
σύγκριση µ’ αυτή του Μαρτίου. 
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3.7  Η δοµή του “Super” εκκινητή των διαγονιδιακών σειρών CMV28 
 
Οι διαγονιδιακές σειρές “CMV28” έχουν προέλθει από γενετικό µετασχηµατισµό 

φυτών καπνού µε τον µετασχηµατισµένο φορέα pATC940, στον οποίο η κατασκευή 
τύπου φουρκέτας του 3’ τµήµατος του γονιδίου της καψιδιακής πρωτεΐνης του CMV 
βρίσκεται υπό τον έλεγχο του εκκινητή (Aocs)3AmasPmas (Ni et al., 1995; He et al., 
1996). Στην παρούσα εργασία ονοµάζεται ως “Super” εκκινητής.  

Ο “Super” εκκινητής αποτελείται από τρεις διαδοχικές επαναλήψεις των 
αλληλουχιών του ενεργοποιητή (upstream activator sequences, uas) του γονιδίου της 
συνθάσης της οκταπίνης (octapine synthase, ocs) και από ένα αντίγραφο των  
αλληλουχιών του ενεργοποιητή (uas) και του εκκινητή της συνθάσης της µαννοπίνης 
(mannopine synthase, mas). Η T-DNA περιοχή του pATC940 παρουσιάζεται στο 
σχήµα 7, όπου φαίνεται και η δοµή του “Super” εκκινητή. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

nos 
prom. 

          NPT II Nos 
Term. 

Ocs 
uas 

Ocs 
uas 

Ocs 
uas 

Mas 
Uas-prom. 

Nos 
Term. 

Hind III 
EcoR I 
BamH I

Pst I 
Sph I 
Hind III 
EcoR I 
BamH I 

 Not I
 Sac I

 Xba 

 
 
 
Σχήµα 7. Σχηµατική αναπαράσταση του Τ-DNA του pATC940, όπου 

παριστάνεται το γονίδιο της ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη (NPT II) και ο 
εκκινητής που αποτελείται από τρεις διαδοχικές επαναλήψεις του τµήµατος ocs-uas 
και από το τµήµα mas uas-promoter. Επίσης παριστάνονται οι θέσεις αναγνώρισης 
των περιοριστικών ενζύµων που υπάρχουν στον εκκινητή. Τέλος παριστάνονται τα 
ένζυµα που διαθέτουν θέσεις αναγνώρισης στον πολυσυνδέτη του φορέα και 
πρόκειται για τα ένζυµα XbaI, NotI και SacI. Τα ένζυµα XbaI και SacI είναι αυτά που 
χρησιµοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση της κατασκευής τύπου φουρκέτας (hp-
CMV) στον παραπάνω φορέα.   :Σ΄ αυτές τις θέσεις υπάρχουν θέσεις αναγνώρισης 
για τα ένζυµα: HindIII, EcoRI και BamHI  
 

Ωστόσο παρόλο που γνωρίζαµε την δοµή του εκκινητή, δεν γνωρίζαµε την 
νουκλεοτιδική αλληλουχία των τµηµάτων από τα οποία αποτελείται, ούτε και 
υπήρχαν δεδοµένα που να µας δίνουν µε ακρίβεια την αλληλουχία του εκκινητή. 
Αυτό που ήταν ωστόσο γνωστό είναι τα µεγέθη των τµηµάτων από τα οποία 
απαρτίζεται ο Super εκκινητής. Το mas τµήµα είναι 386 bp και το ocs τµήµα είναι 
217 bp (Ni et al., 1995). Συνεπώς ήταν απαραίτητη η αλληλούχιση του εκκινητή για 
να είναι εφικτή η ανάλυση µεθυλίωσης αυτού στα διαγονιδιακά φυτά. Έτσι κρίθηκε 
απαραίτητη η κλωνοποίηση των ocs και mas τµηµάτων του εκκινητή στον 
πλασµιδιακό φορέα pBluescript ΙΙ KS +/-, ώστε να ακολουθήσει η αλληλούχιση 
αυτών. 
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3.8. Κλωνοποίηση των τµηµάτων ocs και mas του εκκινητή στον πλασµιδιακό 
φορέα pBluescript 

 
Η πλήρης πέψη του πλασµιδιακού DNA του µη µετασχηµατισµένου φορέα 

pATC940 µε τα περιοριστικά ένζυµα SacI και BamHI, απέδωσε δυο ζώνες. Η µια 
ήταν περίπου 450 bp και πρόκειται για το mas τµήµα και η άλλη ήταν περίπου 200 bp 
και πρόκειται για το ocs τµήµα του εκκινητή (εικόνα 8). Το γεγονός ότι το µέγεθος 
του mas τµήµατος είναι λίγο µεγαλύτερο από αυτό που αναφέρει ο Ni και οι 
συνεργάτες του (1995) οφείλεται στις περιοχές του πολυσυνδέτη που φέρει στα άκρα 
του το mas τµήµα. Ακολούθησε αποµόνωση του DNA των mas και ocs τµηµάτων 
από το πήκτωµα της αγαρόζης µε τη χρήση του Kit BIO101 GeneClean. Στη συνέχεια 
έγινε αντίδραση σύνδεσης των mas και ocs τµηµάτων µε τον φορέα pBluescript ΙΙ KS 
+/-, οποίος ήταν κοµµένος µε τα κατάλληλα ένζυµα. Ο φορέας pBluescript που 
χρησιµοποιήθηκε στην αντίδραση σύνδεσης µε το mas τµήµα ήταν κοµµένος µε τα 
ένζυµα BamHI και SacI. Ενώ ο φορέας pBluescript που χρησιµοποιήθηκε στην 
αντίδραση σύνδεσης µε το ocs τµήµα ήταν κοµµένος µε το ένζυµο BamHI και τα 
άκρα του είχαν αποφωσφορυλιωθεί µε τη δράση του ενζύµου αλκαλική φωσφατάση 
(CIP). Το DNA των κοµµένων µε τα κατάλληλα ένζυµα φορέων αποµονώθηκε από 
το πήγµα αγαρόζης µε τη χρήση του Kit BIO101 GeneClean.  
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Εικόνα 8. Ηλεκτοφορητική ανάλυση της πέψ

και BamHI σε πήγµα αγαρόζης 1.2 %. Φαίνον
του λ φάγου από το ένζυµο PstI. 

 
Το προϊόν της κάθε αντίδρασης σύ

µετασχηµατισµό δεκτικών κυττάρων E. c
καλλιέργειας LB που περιείχε αµπικιλλίνη (αν
στους 37 οC overnight, επιλογή αποικιών και κ
αµπικιλλίνη (100mg/ml). Στη συνέχεια πραγµα
DNA από τις καλλιέργειες και πέψη µε τα κ
ήταν επιτυχής η ένθεση των mas και ocs τµηµ
της αντίδρασης σύνδεσης του mas τµήµατος

 

S

 

Mas τµήµα
 
Ocs τµήµα 
264 bp
247 bp
εως του pATC940 από τα ένζυµα SacI 
ται τα µεγέθη των ζωνών της πέψεως 

νδεσης χρησιµοποιήθηκε για τον 
oli. Ακολούθησε επώαση στερεής 
τιβιοτικό επιλογής για το pBluescript) 
αλλιέργεια αυτών σε υγρό µέσο LB µε 
τοποιήθηκε αποµόνωση πλασµιδιακού 
ατάλληλα ένζυµα για να ελεγχθεί εάν 
άτων στον pBluescript. Για τον έλεγχο 
 µε τον pBluescript έγινε πέψη του 

47



πλασµιδιακού DNA µε τα περιοριστικά ένζυµα SacI και PstI. Το ένζυµο PstI διαθέτει 
θέση αναγνώρισης στον πολυσυνδέτη του pBluescript, η οποία διατηρείται µετά την 
αποµάκρυνση του τµήµατος SacI-BamHI από αυτόν. Η πέψη απέδωσε ζώνη µεγέθους 
περίπου 450 bp (εικόνα 9), που είναι το αναµενόµενο µέγεθος. Ενώ για τον έλεγχο 
της αντίδρασης σύνδεσης του ocs τµήµατος µε τον pBluescript, πραγµατοποιήθηκε 
πέψη του πλασµιδιακού DNA µε το ένζυµο BamHI. Η πέψη απέδωσε ζώνη µεγέθους 
200 bp που είναι το αναµενόµενο µέγεθος (εικόνα 9). Στη συνέχεια έγινε 
αλληλούχιση των ocs και mas τµηµάτων. 

   
 

Εικόνα 9. Ηλε
το ένζυµο BamH
πέψεως µε τα έν
τµήµα. Όπως φαί
pBluescript. 
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ητική ανάλυση σε πήγµα αγαρόζης 2.2 % 1) της πέψεως µε 

luescript στο οποίο εντέθηκε το ocs τµήµα και 2) της 
I και PstI  του pBluescript στο οποίο εντέθηκε το mas 
ν επιτυχής η κλωνοποίηση των τµηµάτων ocs και mas στον 

λογίας για την ανάλυση της µεθυλίωσης του εκκινητή 
σειρών CMV28 

κινητή διαθέτει µια θέση αναγνώρισης για το ζεύγος των 
spI/HpaII. Έτσι αποφασίστηκε ότι το ζεύγος αυτό θα 

ανάλυση µεθυλίωσης του εκκινητή των διαγονιδιακών 
λογία που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα ανάλυση είναι 
A των διαγονιδιακών σειρών CMV28 µε τα περιοριστικά 
α οποία διαθέτουν θέσεις αναγνώρισης στην αρχή και στο 
ου εκκινητή αντίστοιχα (σχήµα 7). Ακολουθεί  η πέψη µε 
    
τιδική αλληλουχία του mas τµήµατος που είναι πλέον 
ου pATC940 ή των διαγονιδιακών σειρών CMV28 µε τα 
αποδίδει µια ζώνη µεγέθους 467 bp οµόλογη του mas 
του τµήµατος µε το ένζυµο MspI ή HpaII αποδίδει δυο 
ς είναι 181 bp και 286 bp. Συνεπώς εάν αυτή η θέση δεν 
 ανιχνευτούν δυο ζώνες, οι 181 bp και 286 bp. Ενώ εάν 
την εσωτερική είτε στην εξωτερική κυτοσίνη τότε θα 
ους 467 bp στην πέψη του γενωµικού DNA µε το ένζυµο 
υµο MspI θα αποδώσει τη ζώνη των 467 bp µόνο στην 
λιωµένη η εξωτερική κυτοσίνη. Σε κάθε άλλη περίπτωση 
ς 181 bp και 286 bp. 
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Επειδή τα µεγέθη των ζωνών που αναµένονται από την ανάλυση της µεθυλίωσης 
της περιοχής του εκκινητή είναι µικρά, προτιµήθηκε η ηλεκτροφορητική ανάλυση 
των δειγµάτων να γίνει σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 6% και όχι σε πήγµα αγαρόζης 
ώστε να εξασφαλιστεί η καλή ανάλυση των αναµενόµενων ζωνών. 

 
 

Καµία µεθυλίωση Μεθυλίωση 
181 bp 
286 bp 467 bp 

 
 
 
 
Πίνακας 4. Τα µεγέθη των ζωνών της πέψεως του γενωµικού DNA των CMV28 

σειρών µε τα ένζυµα BamHI, XbaI και HpaII που είναι οµόλογα µε το mas τµήµα, τα 
οποία αναµένονται όταν δεν υπάρχει µεθυλίωση ή όταν υπάρχει µεθυλίωση της 
θέσεως MspI/HpaII του mas τµήµατος. 

 
 

3.10. Ανάλυση της µεθυλίωσης της περιοχής του εκκινητή (promoter) των 
διαγονιδιακών σειρών CMV28 

 
Η ανάλυση της µεθυλίωσης των σειρών CMV28B1 και CMV28C επιτεύχθηκε µε 

ηλεκτροφόρηση  των πέψεων µε τα ένζυµα BamHI, XbaI και MspI ή HpaII του DNA 
των παραπάνω σειρών σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 6%. Στις εικόνες 10 και 11 
φαίνεται η αυτοραδιογραφία της ανάλυσης της µεθυλίωσης του εκκινητή των σειρών 
CMV28B1 και CMV28C όπου χρησιµοποιήθηκε DNA ανιχνευτής οµόλογος του mas 
τµήµατος.  

Η ζώνη που προκύπτει από την πέψη του γενωµικού DNA των σειρών CMV28C 
και CMV28B1 µε τα ένζυµα BamHI και XbaI είναι του αναµενόµενου µεγέθους (467 
bp). Ενώ η επιπλέον πέψη των παραπάνω δειγµάτων είτε µε το ένζυµο MspI είτε µε 
το HpaII δίνει δυο ζώνες οµόλογες του mas τµήµατος, τις 286 bp και 181bp. 
Πρόκειται για τις ζώνες που αναµένονται όταν δεν είναι µεθυλιωµένη η θέση 
αναγνώρισης των ενζύµων MspI και HpaII του mas τµήµατος του εκκινητή. Συνεπώς 
η θέση MspI/HpaII του mas  τµήµατος του εκκινητή δεν είναι µεθυλιωµένη στις 
σειρές CMV28B1 και CMV28C, οι οποίες δεν είναι ανθεκτικές. 

 
 
   1               2              3  

 

467 bp Εικόνα 10. Aνάλυση της µεθυλίωσης του
εκκινητή της σειράς CMV28B1. 
 

1. CMV28Β1/ BamHI + XbaI + MspI 
2. CMV28Β1/ BamHI + XbaI + HpaII 
3. CMV28Β1/ BamHI + XbaI  

 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή ειδικού
για το mas τµήµα. 

286 bp 

181 bp 
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         1               2           3 

 

Εικόνα 11. Aνάλυση της µεθυλίωσης του
εκκινητή της σειράς CMV28C 
 

1. CMV28C/ BamHI + XbaI  
2. CMV28C/ BamHI + XbaI + HpaII 
3. CMV28C/ BamHI + XbaI + MspI 

 
Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή ειδικό
για το mas τµήµα. 

467 bp 

286 bp 

181 bp 

 
 
Ωστόσο επειδή η ηλεκτοφορητική ανάλυση των DNA δειγµάτων και η 

ηλεκτροµεταφορά τους στην νάυλον µεµβράνη παρουσίαζε τεχνικές δυσκολίες 
επιχειρήθηκε η ηλεκτροφορητική ανάλυση σε πήγµα αγαρόζης πυκνότητας 1.4 %. 
Αυτή η µέθοδος εφαρµόστηκε στην ανάλυση µεθυλίωσης του εκκινητή της σειράς 
CMV28D. Όπως φαίνεται στην εικόνα 12 , ανιχνεύτηκε η  ζώνη του αναµενόµενου 
µεγέθους (467 bp) στην ανάλυση του DNA δείγµατος που είχε υποβληθεί σε πέψη µε 
τα ένζυµα BamHI και XbaI. Ωστόσο ανιχνεύτηκαν και ζώνες µεγαλύτερου µεγέθους, 
πιθανώς λόγω µη πλήρης πέψης του γενωµικού DNA. Ενώ στην ανάλυση των DNA 
δειγµάτων που υποβλήθηκαν σε πέψη επιπλέον µε το ένζυµο MspI ή HpaII, 
ανιχνεύτηκαν τρεις ζώνες. Οι δύο από αυτές είναι αναµενόµενου µεγέθους (286 bp 
και 181 bp). H επιπλέον ζώνη που ανιχνεύτηκε πιθανώς οφείλεται στην µη πλήρη 
κοπή των θέσεων BamHI και XbaI που υπάρχουν στην αρχή και στο τέλος του mas 
τµήµατος, όπως φαίνεται στη διαδροµή 1 της εικόνας 12.          

εκ

 

 
M1 M2 1 2 3 
 

 
286 bp 
 
181 bp

 
 
Συνεπώς η θέση αναγνώρισης των εν
κινητή της σειράς CMV28D δεν είναι µ
Εικόνα 12. Ανάλυση κατά Southern των
ακόλουθων DNA δειγµάτων: 
 

1. CMV28D/ BamHI + XbaI  
2. CMV28D/ BamHI + XbaI + MspI 
3. CMV28D/ BamHI + XbaI  + HpaII 
 
M1: λPstI 
M2: λBsteII 

 
Υβριδισµός µε DNA ανιχνευτή ειδικό για το
mas τµήµα του εκκινητή. 
467 bp
ζύµων MspI και HpaII στο mas τµήµα του 
εθυλιωµένη. 
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3.11. Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση του µετάγραφου στις 
διαγονιδιακές σειρές CMV28 µετά την µόλυνση τους µε τον ιό της πατάτας Υ 
(PVY) 

 
Στις διαγονιδιακές σειρές  CM8Β1 και CMV28C δεν έχει καταστεί δυνατό να 

ανιχνευτεί το µετάγραφο του διαγονιδίου και τα siRNAs που παράγονται από την 
πιθανή αποδόµηση αυτού. Αυτή η παρατήρηση γέννησε το ερώτηµα εάν η µη 
ανίχνευση του µεταγράφου οφείλεται στο ότι το διαγονίδιο µεταγράφεται σε πολύ 
µικρό βαθµό και επιπλέον τα λίγα µετάγραφα αποδοµούνται από το µηχανισµό της 
γονιδιακής σίγησης µε συνέπεια να µην είναι δυνατή η ανίχνευσή τους ή οφείλεται 
στο ότι το διαγονίδιο δεν µεταγράφεται οπότε έχει υποβληθεί στο µηχανισµό του 
TGS. Στην προσπάθεια µας να απαντήσουµε σ΄ αυτό το ερώτηµα αποφασίσαµε να 
µολύνουµε φυτά από τις παραπάνω διαγονιδιακές σειρές µε τον ιό Υ της πατάτας 
(Potato virus Y, PVY), ο οποίος φέρει τον καταστολέα HC-Pro του µηχανισµού της 
γονιδιακής σίγησης. Ο HC-Pro αποτελεί έναν από τους πιο ισχυρούς καταστολείς της 
γονιδιακής σίγησης (Anandalakshmi et al., 1998) και ενδεχοµένως εάν ο HC-Pro 
καταστείλει το µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης να είναι δυνατή πλέον η ανίχνευση 
του µεταγράφου που συντίθεται σε µικρό βαθµό καθώς θα παρεµποδιστεί η 
αποδόµηση του. 

Φυτά από τις διαγονιδιακές σειρές CMV28B1και CMV28C υποβλήθηκαν σε 
µηχανική µόλυνση µε τον ιό PVY. Όπως επίσης φυτά από την σειρά CMV28E και 
φυτά αγρίου τύπου ως µάρτυρες της όλης διαδικασίας. Όλα τα φυτά που 
υποβλήθηκαν σε µηχανική µόλυνση παρουσίασαν συµπτώµατα της µόλυνσης από 
τον PVY. Έγινε ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση του µετάγραφου του 
διαγονιδίου σε δείγµατα ολικού RNA τόσο από φυτά µολυσµένα µε τον PVY όσο και 
από φυτά µη µολυσµένα. Όπως φαίνεται από την εικόνα 13 ανιχνεύτηκε το 
µετάγραφο µόνο στην σειρά CMV28E. Ενώ δεν κατέστη δυνατό να ανιχνευτεί το 
µετάγραφο σε φυτά των σειρών CMV28B1και CMV28C που είχαν µολυνθεί µε τον 
PVY. Το αξιοπερίεργο είναι η ανίχνευση πολλών ζωνών  στο CMV28E, κάτι που 
πιθανώς οφείλεται στο ότι το µετάγραφο αποδοµείται από την Dicer και προκύπτουν 
τµήµατα ποικίλων µεγεθών.   

 

 
 1 2 3 4 5 6 7
 

Εικόνα 13 . Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση 
του µετάγραφου στις ακόλουθες σειρές: 
 

1. Αγρίου τύπου φυτό µολυσµένο από PVY 
2. Φυτό της σειράς CMV28B1 
3. Φυτό της σειράς CMV28B1 µολυσµένου µε PVY 
4. Φυτό της σειράς CMV28C 
5. Φυτό της σειράς CMV28C µολυσµένου µε PVY 
6. Φυτό της σειράς CMV28E 
7. Φυτό της σειράς CMV28E µολυσµένου µε PVY 

 
Υβριδισµός µε DNA ανιχνευτή ειδικό για το CMV-CP 
τµήµα. 
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3.12. Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση του µετάγραφου στις 
διαγονιδιακές σειρές CMV28 µετά την µόλυνση τους µε τον ιό CMV 

 
Η επόµενη προσπάθεια για την ανίχνευση του µετάγραφου στις διαγονιδιακές 

σειρές CMV28B1 και CMV28C ήταν η µόλυνση φυτών από τις παραπάνω σειρές µε 
τον ιό του µωσαϊκού της αγγουριάς (CMV), οποίος φέρει τον καταστολέα 2b του 
µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης. Στη συνέχεια έγινε ανάλυση κατά Northern για 
την ανίχνευση του µετάγραφου του διαγονιδίου σ΄ αυτά. Η λογική που οδήγησε σ΄ 
αυτή την προσπάθεια ήταν η ίδια µ΄ αυτή που περιγράφηκε προηγουµένως.  

 
 
 

 

1     2     3      4     5     6     7      8     9   10 

 Wt   Wt  B1  B1   C    C    D   D      E    E 
          Inf.        Inf.        Inf.       Inf.          Inf   

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Ωστόσ

µετάγραφ

 

   Εικόνα 14 . Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση του µετάγραφου του 
διαγονιδίου σε δείγµατα ολικού RNA από τα ακόλουθα φυτά: 
 
1. Φυτό αγρίου τύπου  
2. Φυτό αγρίου τύπου µολυσµένο µε CMV 
3. Φυτό της σειράς CMV28Β1 
4. Φυτό της σειράς CMV28Β1µολυσµένο µε CMV 
5. Φυτό της σειράς CMV28C 
6. Φυτό της σειράς CMV28Cµολυσµένο µε CMV  
7. Φυτό της σειράς CMV28D 
8. Φυτό της σειράς CMV28D που έχει υποβληθεί σε µηχανική µόλυνση µε τον 
ιό CMV 
9. Φυτό της σειράς CMV28Ε 
10. Φυτό της σειράς CMV28Ε που έχει υποβληθεί σε µηχανική µόλυνση µε 
τον ιό CMV 
 
Υβριδοποίηση µε DNA ανιχνευτή ειδικό για τον “spacer” της hp-CMV 
κατασκευής

ο όπως φαίνεται στην εικόνα 14 και πάλι δεν επιτεύχθη η ανίχνευση του 
ου του διαγονιδίου στις σειρές CMV28B1 και CMV28C. Όπως φαίνεται 
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στην εικόνα 14, ανιχνεύτηκε ένα πλήθος ζωνών στο RNA που προέρχεται από φυτό 
της σειράς CMV 28D είτε αυτό είχε υποβληθεί σε µηχανική µόλυνση είτε όχι και σε 
φυτό της σειράς CMV28Ε που είχε υποβληθεί σε µηχανική µόλυνση. Η εικόνα που 
παρουσιάζει το φυτό της σειράς CMV28E οφείλεται σε αποδόµηση του RNA. Επίσης 
ανιχνεύτηκαν δυο αχνές ζώνες στο RNA που προέρχεται από το CMV28C που είχε 
µολυνθεί µε τον ιό του CMV οι οποίες δεν προέρχονται από το µετάγραφο. Αυτές 
οφείλονται σε οµολογία µεταξύ του ιού του CMV και του “spacer” που 
χρησιµοποιήθηκε ως ανιχνευτής, κάτι που προέκυψε από αναλύσεις που 
πραγµατοποίθηκαν και δεν παρουσιάζονται  εδώ. 

 
 

3. 13. Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση των siRNAs που προέρχονται 
από την αποδόµηση του µετάγραφου του διαγονιδίου 

 
Το γεγονός ότι οι διαγονιδιακές σειρές CMV28 και ιδίως οι σειρές CMV28C και 

CMV28D παρουσίασαν αύξηση του επιπέδου µεθυλίωσης κατά τη διάρκεια του 
καλοκαιριού σε σύγκριση µε την περίοδο του Χειµώνα δηµιούργησε προβληµατισµό 
ως προς τους παράγοντες που πιθανώς ευθύνονται για αυτή την αλλαγή. Έτσι 
θελήσαµε να εξετάσουµε εάν οι αλλαγές στο επίπεδο της µεθυλίωσης συνοδεύτηκαν 
από αλλαγές στον µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης καθώς πρόκειται για δυο 
αλληλοσυνδεόµενους µηχανισµούς.  Τα siRNAs αποτελούν την πιο αξιόπιστη ένδειξη 
της λειτουργίας του µηχανισµού της γονιδιακής σίγησης και γι΄ αυτό θελήσαµε να 
µελετήσουµε εάν υπήρξαν αλλαγές στην σύνθεση τους κατά τη διάρκεια του έτους.   
 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 

   Εικόνα 15. Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση των siRNAs που προέρχονται από την
αποδόµηση του µετάγραφου του διαγονιδίου hp-CMV. Το ολικό RNA που αναλύθηκε
προέρχεται από τις διαγονιδιακές σειρές CMV28B1, CMV28C και CMV28D και εξήχθη από τα
φυτά κατά το µήνα ∆εκέµβριο, Απρίλιο και Ιούνιο.  
 

1.   CMV28B1 – ∆εκέµβριος 
2. CMV28C – ∆εκέµβριος 
3. CMV28D – ∆εκέµβριος 
4. CMV28B1 – Απρίλιος 
5. CMV28C – Απρίλιος 
6. CMV28D – Απρίλιος 
7. CMV28B1 – Ιούνιος 
8. CMV28C – Ιούνιος 
9. CMV28D – Ιούνιος 
 

Η ανάλυση έγινε σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 12% και η µεταφορά στη µεµβράνη έγινε
τριχοειδώς. Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή ειδικό για το CMV-CP τµήµα. To ποσό του
ολικού RNA που φορτώθηκε ήταν όσο το δυνατόν ισόποσο 
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     1         2           3           4           5           6           7           8          9        

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   Εικόνα 16. Ανάλυση κατά Northern για την ανίχνευση των siRNAs που προέρχονται από
την αποδόµηση του µετάγραφου του διαγονιδίου hp-CMV. Το ολικό RNA που αναλύθηκε
προέρχεται από τις διαγονιδιακές σειρές CMV28Α1  και CMV28E και εξήχθη από τα φυτά
κατά το µήνα ∆εκέµβριο, Απρίλιο, Ιούνιο και Αύγουστο. 
 

1. CMV28Α1 - ∆εκέµβριος 
2. CMV28Ε - ∆εκέµβριος 
3. CMV28Α1 - Απρίλιος 
4. CMV28Ε - Απρίλιος 
5. CMV28Α1 - Ιούνιος 
6. CMV28Ε - Ιούνιος 
7. CMV28Α1 - Αύγουστος 
8. CMV28Ε - Αύγουστος 
9. WT 
 

Η ανάλυση έγινε σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 12% και η µεταφορά στη µεµβράνη έγινε
τριχοειδώς. Η υβριδοποίηση έγινε µε DNA ανιχνευτή ειδικό για το CMV-CP τµήµα.  
To ποσό του ολικού RNA που φορτώθηκε ήταν όσο το δυνατόν ισόποσο. 
 
 

Όπως φαίνεται στις παραπάνω εικόνες 15 και 16 δεν ανιχνεύτηκαν siRNAs στις 
σειρές CMV28Β1 και CMV28C, κάτι που είχε διαπιστωθεί και στην γενιά Τ2 των εν 
λόγω σειρών. Μάλιστα δεν ανιχνεύτηκαν σε καµία εποχή. Αντιθέτως ανιχνεύτηκαν 
τα siRNAs στις σειρές CMV28A1, CMV28D και CMV28E και παρατηρήθηκε 
αύξηση της συγκέντρωσης τους κατά τη µετάβαση από το Χειµώνα στο Καλοκαίρι. 
Αυτό είναι αναµενόµενο καθώς ο Kalantidis et al. (2002) έχουν δείξει ότι η 
συγκέντρωση των siRNAs είναι µεγαλύτερη στους 320C σε σύγκριση µε τους 250C, 
κάτι µάλιστα που αποδείχτηκε στην Τ1 γενιά των CMV28 φυτών. Αυτό 
επιβεβαιώθηκε αργότερα από το Szittya και τους συνεργάτες του (2003), οι οποίοι 
απέδειξαν ότι οι υψηλές θερµοκρασίες ενεργοποιούν πιο αποτελεσµατικά το 
µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης µε συνέπεια την αύξηση της συγκέντρωσης των 
siRNAs.  Συνεπώς εάν δεχτούµε την υπόθεση ότι τα siRNAs είναι υπεύθυνα για την 
µεθυλίωση των οµόλογων περιοχών του γενώµατος, τότε η αυξηµένη µεθυλίωση του 
διαγονιδίου κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού ενδεχοµένως οφείλεται στην 
αυξηµένη συγκέντρωση των siRNAs. 
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 4. Συζήτηση 
 
Στην παρούσα εργασία αναλύθηκε η µεθυλίωση των θέσεων αναγνώρισης των 

ενζύµων MspI και HpaII της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου στους Τ4  απογόνους 
της διαγονιδιακής σειράς CMV28. Το πρώτο συµπέρασµα που εξάγεται από αυτή την 
ανάλυση είναι ότι ανιχνεύτηκε µεθυλίωση των κυτοσινών των θέσεων αναγνώρισης 
των ενζύµων MspI και HpaII τόσο των CMV-CP τµηµάτων όσο και της περιοχής του 
“spacer”. Με άλλα λόγια ανιχνεύτηκε µεθυλίωση τόσο στην περιοχή που σχηµατίζει 
δίκλωνο RNA κατά την µεταγραφή όσο και στην περιοχή που σχηµατίζει λούπα. 
Συνεπώς είτε υπήρξε διασπορά της µεθυλίωσης από την περιοχή των CMV-CP 
τµηµάτων προς την περιοχή του spacer είτε η µεθυλίωση που ανιχνεύτηκε αποτελεί 
τυχαίο γεγονός. Η δεύτερη υπόθεση δεν αληθεύει καθώς η µεθυλίωση που 
ανιχνεύτηκε στις διαγονιδιακές σειρές CMV28 και ιδίως στις σειρές CMV28A1, 
CMV28B1 και CMV28E είναι επαναλήψηµη. Aνιχνεύτηκε το ίδιο πρότυπο ζωνών µε 
µικρές διαφορές και στις τρεις σειρές και επαναλήφθηκε σε δυο διαφορετικές 
αναλύσεις, τις Smet 4/3/04 και Smet 29/6/04. Ενώ και οι σειρές CMV28C και 
CMV28D στην ανάλυση Smet7/7/04 παρουσιάζουν το ίδιο πρότυπο ζωνών µε µικρές 
διαφορές σε σύγκριση µε τις παραπάνω σειρές. Συνεπώς η µεθυλίωση που 
ανιχνεύεται δεν αποτελεί ένα τυχαίο γεγονός καθώς παρουσιάζει επαναληψιµότητα. 

Επίσης ένα άλλο στοιχειό που προκύπτει από την παρούσα µελέτη είναι ότι οι 
περιβαλλοντικοί παράγοντες επιδρούν στην µεθυλίωση, καθώς παρατηρήθηκε 
δραµατική αύξηση του επιπέδου της µεθυλίωσης στις σειρές CMV28C και CMV28D 
στην ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε το καλοκαίρι (Smet 7/7/04) σε σύγκριση µε 
αυτή που πραγµατοποιήθηκε το Χειµώνα (Smet 2/12/03). Ενώ και οι σειρές 
CMV28A1, CMV28B1 και CMV28E παρουσίασαν αύξηση του επιπέδου της 
εξωτερικής µεθυλίωσης, δηλαδή αυξήθηκε ο αριθµός των αλληλουχιών CCGG που η 
εξωτερική κυτοσίνη τους είναι µεθυλιωµένη στην ανάλυση που πραγµατοπoιήθηκε το 
καλοκαίρι (Smet 29/6/04) σε σύγκριση µε αυτή που πραγµατοποιήθηκε την Άνοιξη 
(Smet 4/3/04). Μια πιθανή εξήγηση γι΄ αυτό το φαινόµενο είναι ότι εάν τα siRNAs 
είναι όντως υπεύθυνα για τη µεθυλίωση των οµόλογων περιοχών DNA τότε η 
αυξηµένη παραγωγή τους κατά τη µετάβαση από το χειµώνα προς την άνοιξη είναι 
υπεύθυνη για την πιο πυκνή µεθυλίωση των οµόλογων περιοχών τους. Ωστόσο στην 
σειρά CMV28C η οποία παρουσίασε αύξηση του επιπέδου µεθυλίωσης, δεν έχουν 
ανιχνευτεί siRNAs. Συνεπώς οι περιβαλλοντικές συνθήκες επιδρούν σε κάποιο άλλο 
παράγοντα του µηχανισµού της µεθυλίωσης, ο οποίος παραµένει άγνωστος.   

Όσον αφορά τη συσχέτιση µεταξύ της ανθεκτικότητας και του επιπέδου της 
µεθυλίωσης, οι σειρές που µπορούν να συγκριθούν είναι οι CMV28C και CMV28D 
οι οποίες αναλύθηκαν ταυτόχρονα και οι οποίες έχουν µόνο ένα αντίγραφο του 
διαγονιδίου, συνεπώς οι ζώνες που ανιχνεύονται προέρχονται µόνο από αυτό το 
αντίγραφο. Στην ανάλυση Smet 2/12/04 η σειρά CMV28C παρουσιάζει υψηλότερο 
επίπεδο µεθυλίωσης σε σύγκριση µε τη σειρά CMV28D. Αυτή η ανάλυση 
πραγµατοποιήθηκε σε µια περίοδο που τα φυτά της σειράς CMV28C παρουσίαζαν 
σταθερά ευαισθησία, ενώ τα φυτά της σειράς CMV28D παρουσίαζαν σταθερά 
ανθεκτικότητα. Επίσης η σειρά CMV28B1 και η σειρά CMV28E εξετάστηκαν µαζί 
στην ανάλυση Smet 4/3/04 και η CMV28B1 παρουσιάζει υψηλότερο επίπεδο 
εξωτερικής µεθυλίωσης από την CMV28E. Αυτό σηµαίνει ότι το ποσοστό των 
αλληλουχιών CCGG που είναι µεθυλιωµένη η εξωτερική κυτοσίνη είναι υψηλότερο 
στη σειρά CMV28E σε σύγκριση µε τη σειρά CMV28B1. Η παραπάνω ανάλυση 
πραγµατοποιήθηκε σε µια περίοδο που τα φυτά της σειράς CMV28Β1 παρουσίαζαν 
ευαισθησία, ενώ τα φυτά της σειράς CMV28Ε παρουσίαζαν ανθεκτικότητα.  Η σειρά 
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CMV28B1 έχει ένα αντίγραφο του διαγονιδίου, όµως  η σειρά CMV28E έχει τέσσερα 
αντίγραφα του διαγονιδίου, συνεπώς οι ζώνες που ανιχνεύονται προέρχονται τόσο 
από τα αντίγραφα που δεν συντελούν στην ανθεκτικότητα του φυτού όσο και από τα 
αντίγραφα που είναι υπεύθυνα για την ανθεκτικότητα των φυτών. Συνεπώς είναι 
πιθανόν οι χαµηλές ζώνες που ανιχνεύονται στο CMV28E να προέρχονται από το 
αντίγραφο που προσδίδει ανθεκτικότητα. Εποµένως παρατηρούµε ότι οι 
ευαίσθητες σειρές παρουσιάζουν υψηλότερο ποσοστό µεθυλίωσης σε σύγκριση 
µε τις ανθεκτικές σειρές. Άρα διαφαίνεται µια συσχέτιση µεταξύ της 
ανθεκτικότητας και της µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής του διαγονιδίου. 
Ωστόσο απαιτείται περαιτέρω µελέτη. 

Το γεγονός ότι οι διαγονιδιακές σειρές προς έκπληξη µας παρουσίασαν άλλη 
ανταπόκριση έναντι του CMV κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού, δεν µας επιτρέπει 
να εξάγουµε συµπεράσµατα για τη συσχέτιση της µεθυλίωσης και της 
ανθεκτικότητας από τις αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια του 
καλοκαιριού. Ωστόσο κάτι που αξίζει να σηµειωθεί είναι ότι η σειρά CMV28D 
παρουσίασε δραµατική αύξηση του επιπέδου της µεθυλίωσης κατά τη διάρκεια του 
καλοκαιριού, ενώ και οι υπόλοιπες σειρές παρουσίασαν αύξηση του επιπέδου 
µεθυλίωσης αλλά σε µικρότερο βαθµό. Αυτό σηµειώθηκε σε µια περίοδο που τα φυτά 
επέδειξαν ευαισθησία έναντι του CMV. Έτσι γεννάται το ερώτηµα εάν το αυξηµένο 
επίπεδο µεθυλίωσης συσχετίζεται µε η ευαισθησία που επέδειξαν τα φυτά. Αυτό 
αποτελεί ένα αναπάντητο ερώτηµα. Πάντως δεν φαίνεται να συσχετίζεται καθώς ο 
µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης ο οποίος συνδέεται µε το µηχανισµό της 
µεθυλίωσης συνεχίζει να είναι λειτουργικός κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού στα 
ανθεκτικά φυτά και µάλιστα σε µεγαλύτερο βαθµό καθώς αυξήθηκε η συγκέντρωση 
των siRNAs, όπως ήταν αναµενόµενο. Επιπλέον η ευαισθησία έναντι του CMV που 
παρουσίασαν όλες οι διαγονιδιακές σειρές πιθανότατα δεν σχετίζεται µε 
περιβαλλοντικούς παράγοντες, γιατί θα αναµενόταν το αντίστροφο, δηλαδή ενίσχυση 
της ανθεκτικότητας κατά τη διάρκεια των υψηλών θερµοκρασιών του καλοκαιριού. 
Συνεπώς η αλλαγή που παρουσίασαν οι διαγονιδιακές σειρές στην συµπεριφορά τους 
κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού οφείλεται σε άγνωστους λόγους. 

Επίσης στην παρούσα εργασία διαπιστώθηκε ότι αντίγραφα του ίδιου 
διαγονιδίου που είχαν εντεθεί σε διαφορετικό γονιδιακό τόπο και που προέρχονται 
από τον ίδιο αρχικό γονέα, παρουσιάζουν διαφοροποίηση ως προς την έκφραση τους 
και ως προς το επίπεδο µεθυλιωσής τους. Οι σειρές CMV28C και CMV28D φέρουν  
ένα αντίγραφο του διαγονιδίου, το οποίο έχει εντεθεί σε διαφορετικό γονιδιακό τόπο 
και τα οποία προέρχονται από τον ίδιο αρχικό Το γονέα. Στην σειρά CMV28C δεν 
ανιχνεύτηκε το µετάγραφο του διαγονιδίου ούτε τα siRNAs, ενώ αντιθέτως στη σειρά 
CMV28D ανιχνεύτηκαν. Επίσης το αντίγραφο της σειράς CMV28C παρουσιάζει 
υψηλότερα επίπεδο µεθυλίωσης σε σύγκριση µε το αντίγραφο της σειράς CMV28D. 
Συνεπώς ενώ οι σειρές CMV28C και CMV28D φέρουν το ίδιο διαγονίδιο, εντούτοις 
διαφέρουν ως προς την έκφραση του διαγονιδίου και ως προς το επίπεδο µεθυλίωσης 
της κωδικής περιοχής αυτού. Έτσι καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι ο γονιδιακός 
τόπος όπου έχει εντεθεί το διαγονίδιο επιδρά στην έκφραση αυτού και στις 
επιγενετικές τροποποιήσεις που υφίσταται, χωρίς ωστόσο να παραβλέπουµε ότι 
και άλλοι παράγοντες  επιδρούν στους εν λόγω µηχανισµούς.   

Επιπλέον στην παρούσα εργασία αναλύθηκε η µεθυλίωση των θέσεων 
αναγνώρισης των ενζύµων MspI και HpaII του εκκινητή του διαγονιδίου. Αυτό που 
διαπιστώθηκε είναι ότι ο εκκινητής δεν φέρει µεθυλίωση στη θέση MspI/HpaII τόσο 
στις σειρές στις οποίες δεν ανιχνεύεται το µετάγραφο (CMV28B1 και CMV28C) όσο 
και στις σειρές στις οποίες ανιχνεύεται (CMV28D). Αυτό δηµιουργεί προβληµατισµό 
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καθώς θα αναµέναµε ότι στις σειρές όπου δεν ανιχνεύεται το µετάγραφο, το 
διαγονίδιο να έχει υποστεί µεταγραφική σίγηση (TGS) και εποµένως ο εκκινητής να 
είναι µεθυλιωµένος. Ωστόσο µπορούν να γίνουν ορισµένες υποθέσεις για την 
εξήγηση αυτής της παρατήρησης. Πρώτον µπορεί ένα υψηλό ποσοστό των κυτοσινών 
της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του εκκινητή να είναι µεθυλιωµένο αλλά να µην 
είναι µεθυλιωµένη η θέση που µελετάµε. ∆εύτερον, µπορεί να πρόκειται για µια από 
τις λίγες περιπτώσεις TGS που δεν συνοδεύεται από µεθυλίωση του εκκινητή. Τέλος 
ενδέχεται το διαγονίδιο να µεταγράφεται σε πολύ µικρό βαθµό και να µην 
ανιχνεύεται το µεταγράφω του. Ωστόσο θεωρώ ότι είναι λίγες οι πιθανότητες η 
τελευταία  υπόθεση να είναι σωστή. Το πιθανότερο είναι να ισχύει µια από τις 
υπόλοιπες υποθέσεις. 

Από την παρούσα ερευνητική εργασία ανέκυψαν τα ακόλουθα: πρώτον, οι 
συνθήκες του περιβάλλοντος θα πρέπει να λαµβάνονται υπ΄ όψιν κατά την ανάλυση 
της µεθυλίωσης, καθώς επιδρούν στον µηχανισµό της. Συνεπώς θα πρέπει σε κάθε 
εποχή να επαναλαµβάνεται η ανάλυση της µεθυλίωσης για 2 ή 3 φορές ώστε να 
µπορούν να εξαχθούν αξιόπιστα συµπεράσµατα. ∆εύτερον, διαφαίνεται να υπάρχει 
συσχέτιση της ανθεκτικότητας έναντι ιϊκής µόλυνσης που παρουσιάζουν  
διαγονιδιακά φυτά που συνθέτουν δίκλωνο RNA που είναι οµόλογο µε µέρος του 
ιϊκού γενώµατος, µε το επίπεδο της µεθυλίωσης του διαγονιδίου. Ωστόσο απαιτείται 
περαιτέρω µελέτη. Τέλος, φαίνεται ότι ο γονιδιακός τόπος όπου εισάγεται το 
διαγονίδιο επιδρά στην έκφραση αυτού. 
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