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Εισαγωγή 

 

    Η έρευνα στον τοµέα της αλληλεπίδρασης φυτών και ιοειδών έχει αποδώσει 

σηµαντική πληροφορία για τον τρόπο µε τον οποίο τα ιοειδή κινούνται και 

πολλαπλασιάζονται µέσα στο φυτό αλλά και για τους µηχανισµούς που 

χρησιµοποιούν τα φυτά-ξενιστές προκειµένου να εντοπίσουν και να 

καταπολεµήσουν τα ιοειδή. Στις στρατηγικές που έχουν αναπτυχθεί από τα 

φυτά για το σκοπό αυτό, καθοριστικό ρόλο παίζουν πρωτεινικοί παράγοντες 

των φυτών, οι οποίοι αλληλεπιδρούν άµεσα µε το RNA των ιοειδών και µε τον 

τρόπο αυτό εµπλέκονται σε κρίσιµα στάδια του κύκλου ζωής τους. Στην 

εργασία αυτή ασχολούµαστε µε µια τέτοια πρωτείνη, τη Virp1, η οποία 

αναγνωρίζει και προσδένεται στο RNA του ιοειδούς PSTVd (Potato Spindle 

Tuber Viroid).  

 

Η πρωτείνη Virp1 

 

   Η πρωτείνη Virp1, αποµονώθηκε στο εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας 

Φυτών, του Πανεπιστηµίου Κρήτης, ύστερα από σάρωση c-DNA βιβλιοθήκης 

από φύλλα τοµατιάς, χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτή το RNA του PSTVd (E. 

Martinez, 2000). Κατά τη διαδικασία αυτή, αποµονώθηκαν κλώνοι 

διαφορετικού µεγέθους, όµως όλοι από αυτούς φάνηκε ότι κωδικοποιούν 

τµήµατα της Virp1 πρωτείνης. Ο µεγαλύτερος από τους κλώνους που 

αποµονώθηκαν αποτελείται περίπου από 2400 νουκλεοτίδια, ενώ ο µικρότερος 

αποτελείται περίπου από 1400 νουκλεοτίδια. 

    Η πρωτείνη Virp1, προσδένεται στο RNA του ιοειδούς PSTVd και η 

αλληλεπίδραση αυτή έχει ειδικότητα ως προς την αλληλουχία που 

αναγνωρίζεται. Οι αλληλουχίες που αναγνωρίζει η Virp1 στο ιοειδές  έχει 

φανεί ότι παίζουν κάποιον επιπλέον λειτουργικό ρόλο για το ιοειδές. Είναι 

πιθανό να χρησιµεύουν κυρίως για την αναγνώριση από την  Virp1 ή ίσως και 

από άλλους παράγοντες του ξενιστή. 
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Παρά το γεγονός ότι η πρωτείνη Virp1 αποµονώθηκε σαν RNA-binding 

πρωτείνη, δεν αναγνωρίζεται στην αλληλουχία της κανένα από τα γνωστά 

µοτίβα αναγνώρισης RNA ( RNA Recognition Motif ), όπως είναι το arginine-

rich µοτίβο, το RGG box, το hnRNP K homology µοτίβο,  το µοτίβο δακτύλων 

ψευδαργύρου (Zn)  και το double stranded RNA binding µοτίβο, τα οποία είναι 

χαρακτηριστικά σε ορισµένες αλληλεπιδράσεις RNA-πρωτεινών, εάν η 

αλληλουχία ελεγχθεί µε προγράµµατα αναγνώρισης πρωτεινικών µοτίβων. Oι 

πρωτείνες που προσδένουν RNA, έχουν συνήθως αρθρωτή (modular) δοµή που 

µοιάζει µε αυτή των µεταγραφικών παραγόντων. Συνήθως  περιέχουν ένα ή 

περισσότερα µοτίβα αναγνώρισης RNA όπως είναι αλληλουχίες πλούσιες σε 

γλυκίνη/ αργινίνη ή σε λυσίνη (Kenan et al., 1991; Fukami, Kobayashi et 

al.,1993). Ωστόσο, παρά την απουσία κάποιου µοτίβου αναγνώρισης RNA, η 

Virp1 έχει την ικανότητα πρόσδεσης στο RNA  του ιοειδούς και στο καρβοξυ-

τελικό της άκρο, βρίσκουµε µια περιοχή 40 αµινοξικών καταλοίπων µε υψηλό 

ποσοστό σερίνης. Στη Virp1 που περιέχει µια περιοχή πρόσδεσης RNA θα είχε 

ενδιαφέρον ο χαρακτηρισµός ενός καινούργιου µοτίβου αναγνώρισης RNA 

καθώς επίσης και η ταυτοποίηση δευτεροταγών RNA δοµών που 

αλληλεπιδρούν µε τη Virp1. Στην εικόνα που ακολουθεί, φαίνονται οι 

λειτουργικές περιοχές της Virp1. 
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Μετα-µετα γραφική τροποποίηση της Virp1 

 

   Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας σάρωσης της βιβλιοθήκης έκφρασης της 

τοµατιάς, εντοπίστηκαν τέσσερεις κλώνοι που αποτελούσαν διαφορετικά 

ανοιχτά πλαίσια διαβάσµατος, τα a, b, c, d. Αυτά έδειχναν µια ασυνήθιστη 

οργάνωση στην 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή (3’ UTR).  

Και οι τέσσερεις UTRs έχουν κοινή την αλληλουχία των πρώτων 341bp. Το 

UTRa φαίνεται να είναι µια πιο κοντή εκδοχή του UTRb, ενώ τα UTRb, UTRc 

και UTRd, εµφανίζουν µια αλληλεπικαλυπτόµενη περιοχή των 695 bp. Θα 

µπορούσαµε να πούµε ότι αυτές οι τέσσερεις UTRs, σχετίζονται µεταξύ τους 

ανά ζεύγη. Οι διαφορές που εντοπίζονται στην 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή, 

αποκαλύπτουν την ύπαρξη ενός πολύπλοκου µοτίβου µορίων RNA, το οποίο 

πιθανώς ελέγχεται αναπτυξιακά. Τα είδη αυτά του m-RNA, είναι πιθανό να 

εµπλέκονται σε διαδικασίες που ελέγχουν την αποτελεσµατικότητα της 

µετάφρασης ή και τη στθερότητα του µηνύµατος κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης είτε προωθώντας τη γρήγορη αποδόµηση του µηνύµατος, είτε 

ενισχύοντας τη µετάφραση, σε κρίσιµες φάσεις της ανάπτυξης. 

 

Η περιοχή bromodomain της Virp1 

 

  Μια συντηρηµένη περιοχή που εντοπίζεται στη Virp1, είναι µια ακολουθία 

110 αµινοξικών καταλοίπων τα οποία χαρακτηρίζονται ως bromodomain και 

είναι χαρακτηριστικά σε πολλούς ευκαρυωτικούς µεταγραφικούς παράγοντες 

(Jeanmougin et al., 1997). Τα bromodomains απαντώνται σε πολλούς 

οργανισµούς, από τη Drosophila και το ποντίκι, εώς τον άνθρωπο και συνήθως 

βρίσκονται µέσα στις πρωτείνες, είτε µοναχικά, είτε σε ζεύγη, είτε σε 

πολλαπλά αντίτυπα. Η θέση στην οποία βρίσκονται µέσα στις πρωτείνες, δεν 
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είναι σταθερή. Η λειτουργική σηµασία των bromodomains, δεν είναι απολύτως 

ξεκάθαρη. Ωστόσο, υπάρχει ένα πλήθος ενδείξεων και πειραµατικών 

δεδοµένων, τα οποία υποστηρίζουν ότι οι πρωτείνες που περιέχουν 

bromodomains, εµπλέκονται στη ρύθµιση της µεταγραφής. Στη βιβλιογραφία 

αναφέρονται περιπτώσεις πρωτεινών µε bromodomains, οι οποίες παίζουν 

ρόλο στη µεταγραφική διαδικασία, και µάλιστα κατά τρόπο τέτοιο που 

υποδηλώνει ότι πιθανώς, τα bromodomains σχετίζονται µε αλληλεπιδράσεις µε 

τη χρωµατίνη (Syntichaki et al., 2000). Η συντήρηση περιοχών όπως τα  

bromodomains κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, δείχνει ότι έχουν µια γενική και 

κοινή στους διάφορους οργανισµούς λειτουργία. Το µοτίβο των  

bromodomains, θα µπορούσε να είναι η επιφάνεια πάνω στην οποία θα 

πραγµατοποιούνταν αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεινών, επηρεάζοντας µε τον 

τρόπο αυτό, τη συγκρότηση ή τη λειτουργικότητα πολυπαραγοντικών 

συµπλόκων τα οποία σχετίζονται µε την ενεργοποίηση της µεταγραφικής 

διαδικασίας (Haynes et al., 1992).  

    Σε ότι αφορά τη Virp1, στοιχεία όπως η παρουσία σινιάλων πυρηνικού 

εντοπισµού (nuclear localization signals, NLSs) ή πειραµατικά δεδοµένα που 

δείχνουν ότι η Virp1, επηρεάζει τη µεταγραφή (Α.Ε. Μartinez, 2000), 

ενισχύουν τη θεωρία ότι η πρωτείνη αυτή συµµετέχει στο σχηµατισµό 

µεταγραφικών συµπλόκων. Η Virp1 πιθανώς µεσολαβεί σε δυό στάδια της 

µεταγραφής,  στον ανασχηµατισµό χρωµατίνης/έναρξη µεταγραφής, και στη 

συνέχεια της µεταγραφικής διαδικασίας/επιµήκυνσης του µεταγράφου. Με 

κάποιον παρόµοιο µηχανισµό, είναι δυνατόν το RNA του ιοειδούς PSTVd, να 

επάγει τροποποιήσεις στη λειτουργικότητα της πρωτείνης και συνακόλουθα να 

ξεκινάει ένα µονοπάτι αντιδράσεων και αλληλεπιδράσεων, που έχουν τελικό 

στόχο να διευκολυνθεί η µολυσµατική ικανότητα του παθογόνου. Ο 

µηχανισµός µε τον οποίο υποστηρίζεται η µολυσµατική ικανότητα του 

ιοειδούς δεν είναι γνωστός. Ωστόσο, το γεγονός ότι η πρόσδεση της Virp1στο 

RΝΑ του ιοειδούς είναι εξαρτώµενη από την αλληλουχία, και επιπλέον 

υπάρχει ένδειξη για συµµετοχή στη διαδικασία της µεταγραφής, λόγω της 
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ύπαρξης της περιοχής bromodomain, θα µπορούσε να στηρίξει την υπόθεση 

ότι η Virp1 συµµετέχει στη διαδικασία πολλαπλασιασµού του PSTVd.  

 

Green Fluorescent Protein (GFP) 

 

   Η πράσινη φθορίζουσα πρωτείνη (Green Fluorescent Protein), προέρχεται 

από τη µέδουσα Aequorea victoria. Ανακαλύφθηκε το 1962 (Shimomura et al), 

όταν κατά την αποµόνωση µιας πρωτείνης από τη µέδουσα αυτή, παρατήρησαν 

πως υπήρχε µια άλλη πρωτείνη η οποία έδινε ένα ζωηρό πράσινο χρώµα στα 

διαλύµατα, κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία.  

 

Φυσικοχηµικές ιδιότητες της GFP 

 

   Η οµάδα που έκανε αρχικά την παρατήρηση της ύπαρξης της GFP, δυό 

χρόνια αργότερα δηµοσίευσε τη GFP πρωτείνη µαζί µε  πληροφορίες σχετικές 

µε το φάσµα εκποµπής της και από τότε ξεκίνησε η έρευνα σχετικά µε τις 

φυσικοχηµικές ιδιότητες της GFP. 

Η πρωτείνη GFP διαθέτει µια χρωµοφόρο οµάδα, την p-υδροξυ-βενζυλιδεν-

ιµιδαζολινόνη, η οποία σχηµατίζεται από τα αµινοξικά κατάλοιπα 65-67 

(Prasher D.C. et al.,1992), (Cody C.V. et al., 1993). Τα κατάλοιπα αυτά είναι 

σερίνη, τυροσίνη, γλυκίνη στη φυσική πρωτείνη. Με µια σειρά φυσικοχηµικών 

αλληλεπιδράσεων πραγµατοποιείται η βιοσύνθεση της χρωµοφόρου οµάδας 

της GFP και µόνο τότε το µόριο αποκτά ικανότητα απορρόφησης και 

φθορισµού.  
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Σχηµατική αναπαράσταση των 
αντιδράσεων µε τις οποίες 
πραγµατοποιείται 
η βιοσύνθεση της χρωµοφόρου 
οµάδας της GFP. 

 

   Ο µηχανισµός αυτός, χρειάζεται ατµοσφαιρικό οξυγόνο, το οποίο είναι 

απαραίτητο για την ανάπτυξη του φθορισµού (Heim R et al., 1994), ( Rei B.G. 

et al., 1997), (Innoye S. Et al., 1997). To οξυγόνο είναι απαραίτητο γιατί 

καταλύει µε αφυδρογόνωση τους α,β δεσµούς στο αµινοξικό κατάλοιπο 66 και 

µε τον τρόπο αυτό συµµετέχει στο σχηµατισµό της χρωµοφόρου οµάδας. 

 

Φάσµατα εκποµπής της GFP και το µετάλλαγµα S65T. 

 

      Η αγρίου τύπου GFP πρωτείνη από την A.Victoria, έχει το πιο πολύπλοκο 

φάσµα από όλες τις GFP. Εµφανίζει ένα µέγιστο διέγερσης στα 395nm, το 

οποίο είναι τρεις φορές µεγαλύτερου πλάτους από το ελάχιστο διέγερσης που 

συµβαίνει στα 475nm. Σε κανονικά διαλύµατα, διέγερση στα 395nm, δίνει 

εκποµπή µε µέγιστο στα 508nm, ενώ διέγερση στα 475nm συνεπάγεται 

µέγιστο εκποµπής στα 503nm (Heim R et al., 1994). To γεγονός ότι το µέγιστο 

εκποµπής εξαρτάται από το µήκος κύµατος της διέγερσης, δείχνει ότι 

υπάρχουν δύο χηµικά διακριτά είδη µορίων GFP, εκ των οποίων το ένα 

περιέχει αποπρωτονιωµένη ή ανιονική χρωµοφόρο οµάδα, ενώ το άλλο έχει 

πρωτονιωµένη ή ουδέτερη χρωµοφόρο οµάδα. H συνύπαρξη ουδέτερων και 

ανιονικών χρωµοφόρων που δίνουν τελικά δύο διαφορετικά µέγιστα στο 

φάσµα της αγρίου τύπου GFP, έχει µερικά πλεονεκτήµατα αλλά και αρκετά 

µειονεκτήµατα στις βιολογικές εφαρµογές. Αν ο φθορισµός της GFP πρόκειται 
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να ανιχνευτεί µε γυµνό µάτι, τότε η διέγερση µε UV είναι βολική γιατί δεν τη 

βλέπουµε. Ωστόσο, µπορεί να προκαλέσει ζηµιά στο µάτι και έτσι κρίνεται 

απαραίτητη η χρησιµοποίηση ενός παρεµποδιστικού φίλτρου. Η διέγερση της 

πρωτείνης στα 475nm θα µείωνε σηµαντικά αυτό το πρόβληµα, αλλά δε θα 

ήταν το ίδιο αποτελεσµατική, γιατί µόνο το 15% της πρωτείνης µε την 

ανιονική χρωµοφόρο, θα απορροφούσε σε αυτό το µήκος κύµατος (Yokoe H et 

al., 1996). Για το λόγο αυτό σχεδιάστηκαν µεταλλάγµατα της GFP µε 

επιθυµητές ιδιότητες. Ανάµεσα σε αυτά ήταν τα µεταλλάγµατα GFP µε 

φαινολικά ανιόντα στη χρωµοφόρο οµάδα. Αυτά έγιναν γρήγορα πολύ 

δηµοφιλή γιατί συνδύαζαν έντονη λάµψη φθορισµού µε φάσµατα εκποµπής 

που έδιναν µέγιστο σε βολικά µήκη κύµατος. Το µετάλλαγµα που 

χρησιµοποιήθηκε περισσότερο είχε αντικατάσταση της σερίνης 65 από 

θρεονίνη, ή αλλιώς S65T (Heim R et al., 1995). Στο S65T µετάλλαγµα, το 

µέγιστο εκποµπής είναι περίπου στα 470-475nm. Στην εργασία αυτή, 

χρησιµοποιήθηκε το GFP µετάλλαγµα S65T.  

 

Εφαρµογές της GFP 

 

    Η πρώτη εφαρµογή της GFΡ, ήταν η ανίχνευση της γoνιδιακής έκφρασης in 

vivo στο νηµατώδη Caenorabditis elegans. Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε 

ευρέως σαν γονίδιο reporter αλλά και σα σηµαντής κυττάρων. Από τις 

εφαρµογές του φάνηκε ότι χρειάζεται να βρίσκεται κάτω από έναν ισχυρό 

υποκινητή έτσι ώστε να δώσει επίπεδα έκφρασης ικανά για να είναι 

ανιχνεύσιµος, ιδιαίτερα µάλιστα σε κύτταρα θηλαστικών και για το λόγο αυτό, 

στα περισσότερα δηµοσιευµένα παραδείγµατα, έχουν χρησιµοποιηθεί ιικοί 

υποκινητές, όπως του  CaMV, SV40 κ.α. 

   Οι πιο συνηθισµένες και επιτυχείς εφαρµογές του GFP, είναι οι χιµαιρικές 

κατασκευές  που έχουν κυρίως σα στόχο τον εντοπισµό πρωτεινών καθώς και 

την περαιτέρω παρακολούθηση τους µέσα σε ζωντανούς ιστούς. Η στρατηγική 

που ακολουθείται, είναι το γονίδιο gfp, να συντηχθεί µε το γονίδιο που µας 

ενδιαφέρει διατηρώντας το σωστό πλαίσιο διαβάσµατος, και η χίµαιρα που θα 
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προκύψει να εκφραστεί µέσα στο κύτταρο ή πιο γενικά, τον οργανισµό που 

µελετάται. Το ιδανικό αποτέλεσµα είναι να προκύψει µια χιµαιρική πρωτείνη η 

οποία θα διατηρεί τις ιδιότητες αλλά και τον εντοπισµό της, µόνο που πλέον θα 

φθορίζει. Το GFP χρησιµοποιήθηκε για να σηµάνει επιτυχώς σχεδόν όλα τα 

κυτταρικά οργανίδια όπως τον πυρήνα, το ενδοπλασµατικό δίκτυο, το σύστηµα 

Golgi, διάφορα εκκριτικά κυστίδια, µιτοχόνδρια, υπεροξειδιοσώµατα 

κ.λ.π.(Tsien R, 1998). Από αυτό προκύπτει το συµπέρασµα ότι το µέγεθος και 

το σχήµα του GFP, καθώς και τα διαφορετικά pH και οξειδοαναγωγικά 

δυναµικά του κυττάρου, δε θέτουν εµπόδια στην έκφραση και τη 

λειτουργικότητα του GFP σε διάφορες περιοχές µέσα στο κύτταρο. 

 

Ο φορέας pAVA321 

 

   Οι χιµαιρικές κατασκευές ανάµεσα στο GFP και διάφορες πρωτείνες, 

αποτελούν ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο σε ερευνητικά πεδία που 

ασχολούνται µε στόχευση πρωτεινών. Η διαδεδοµένη χρησιµοποίηση τέτοιων 

κατασκευών, οδήγησε στο σχεδιασµό φορέων  µε ειδικά χαρακτηριστικά που 

διευκολύνουν τη δηµιουργία χιµαιρικών πρωτεινών. Στην εργασία αυτή 

χρησιµοποιήθηκε ένας τέτοιος φορέας, o pAVA321 (Α. G. von Arnim et al., 

1998). 

   Ο pAVA321 ανήκει σε µια σειρά φορέων κλωνοποίησης οι οποίοι 

διευκολύνουν την έκφραση χιµαιρικών πρωτεινών µε το GFP, σε φυτικά 

κύτταρα. Η σειρά των φορέων αυτών είναι σχεδιασµένη κατά τέτοιο τρόπο που 

επιτρέπει τη σύντηξη των πρωτεινών, τόσο στο αµινο-τελικό, όσο και στο 

καρβοξυ-τελικό άκρο του GFP. O pAVA321 αποτελείται από το διπλό 35S 

υποκινητή του CaMV, τον ενισχυτή της µετάφρασης  από τον TEV, την 

κωδική περιοχή του mgfp4 (S65T) (Haseloff et al., 1997) και την 35S 

αλληλουχία τερµατισµού της µετάφρασης από τον CaMV. Επιπλέον έχει το 

γονίδιο επιλογής µε ανθεκτικότητα στην αµπικιλλίνη και τέλος το στοιχείο 

ColE1, από την Ε.coli, που του επιτρέπει να πολλαπλασιάζεται σε υψηλό 

αριθµό αντιγράφων. Ο φορέας pAVA321, επιτρέπει µε την κατασκευή 
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χιµαιρικών πρωτεινών, την οπτικοποίηση σηµασµένων µε φθορισµό 

πρωτεινών, σε υψηλά επίπεδα ανάλυσης, τόσο σε πειράµατα παροδικής 

έκφρασης του διαγονιδίου, όσο και σε σταθερά µετασχηµατισµένα 

διαγονιδιακά φυτά.  

 

Πλασµιδιακοί φορείς και µεταµόρφωση 

 

    Οι πλασµιδιακές κατασκευές που παρουσιάζονται στην εργασία αυτή 

προορίζονταν να µεταµορφώσουν φυτά µε τη χρήση του Agrobacterium  

tumefaciens. Για να συνδεθούν µε τις κατασκευές τα στοιχεία εκείνα που θα τις 

καθιστούσαν ικανές να εισέλθουν στο Αγροβακτήριο, να πολλαπλασιαστούν 

σε αυτό, να εκφραστούν στο φυτό καθώς και να γίνει επιλογή των 

µεταµορφωµένων βακτηρίων και φυτών, χρησιµοποιήθηκαν δύο δυαδικοί 

φορείς: O φορέας pGreen00 και ο φορέας pART27. 

 

Ο δυαδικός φορέας pGreen 

     Η σειρά των δυαδικών Ti φορέων pGreen είναι σχεδιασµένη κατά τέτοιο 

τρόπο ώστε να ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις πολλαπλών διαδικασιών 

µετασχηµατισµού, για διάφορα φυτικά είδη. Το σύστηµα των φορέων αυτών, 

επιτρέπει πολλούς συνδυασµούς κασσετών επιλογής και γονιδίων 

ανθεκτικότητας και παράλληλα προσφέρει ένα µεγάλο εύρος επιλογών σε 

θέσεις περιορισµού στο αριστερό και το δεξί Τ-DNA άκρο. Αυτό οφείλεται 

στο ότι η σειρά αυτή των φορεών είναι βασισµένη στους πλασµιδιακούς 

φορείς pBluescript. 
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    Ο φορέας pGreen00, είναι ένας δυαδικός φορέας σχεδιασµένος έτσι ώστε να 

να µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε πολλές εφαρµογές (Hellens R. Et al., 2000). 

Λόγω των απαιτήσεων για µεταφορά συνεχώς µεγαλύτερων τµηµάτων DNA 

σε φυτά ο φορέας σχεδιάστηκε να είναι µικρός και παράλληλα να µπορεί να 

πολλαπλασιάζεται µε µεγάλο αριθµό αντιγράφων σε E.coli και µικρό αριθµό 

αντιγράφων σε  A. tumefaciens.  
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O βασικός φορέας pGreen0000, έχει µέγεθος 3.304 kb και φέρει το γονίδιο 

επιλογής για ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη. Ο φορέας αυτός δεν περιέχει 

επιλογή για µετασχηµατισµό φυτών, αλλά υπάρχουν ειδικά σχεδιασµένες 

κασσέτες, οι οποίες µπορούν εύκολα να κλωνοποιηθούν στο LB ή στο RB, 

δίνοντας µε τον τρόπο αυτό ένα µεγάλο βαθµό ευελιξίας στην κατασκευή του 

Τ- DNA.  

 

O δυαδικός φορέας pART27 

 

   Ο φορέας pART27 είναι ένας δυαδικός φορέας που αποτελείται από δύο 

λειτουργικά µέρη: I) το σκελετό που περιλαµβάνει µια περιοχή έναρξης της 

αντιγραφής της E.coli (ColEI), µια για το Aγροβακτήριο (RK2) και το γονίδιο 

ανθεκτικότητας στη σπεκτινοµυκίνη (SpcR) και τη στρεπτοµυκίνη (StrR) T17 

για επιλογή σε E.coli και A.tumefaciens. II) την περιοχή Τ-DNA που βρίσκεται 

µεταξύ των δεξιών και αριστερών άκρων και περιλαµβάνει το γονίδιο lacΖ για 

επιλογή σε µέσο µε β-γαλακτοσιδάση και το χιµερικό γονίδιο ανθεκτικότητας 

στην καναµυκίνη (KmR) (nopaline synthase promoter-neomycine 

phosphotransferase gene-nopaline synthase terminator) που προσδίδουν 

ανθεκτικότητα στα µετασχηµατισµένα φυτικά κύτταρα. 

Σχηµατική αναπαράσταση του δυαδικού 
φορέα pART27 
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    Το σύστηµα των δυαδικών φορέων αποτελείται από δύο πλασµιδία. Το ένα 

φέρει την περιοχή του Τ-DNA του A.tumefaciens και το άλλο τα γονίδια vir.  

Με τη µέθοδο της τριγονικής σύζευξης ο φορέας  pART27 µεταφέρεται σε ένα 

στέλεχος A.tumefaciens που περιέχει πλασµίδιο µόνο µε τα vir γονίδια. 

Προκειµένου να γίνει η µόλυνση του πληγωµένου φυτού ενεργοποιούνται τα 

γονίδια vir (µέσω ανίχνευσης φαινολικών µορίων στο περιβάλλον του 

βακτηρίου, τα οποία προέχονται από από τα πληγωµένα φυτικά κύτταρα), το 

Τ-DNA αποκόβεται µεταξύ του δεξιού και του αριστερού άκρου και ένα 

µονόκλωνο DNA καλυµµένο µε VIR πρωτείνες, µεταφέρεται από το βακτήριο 

στο φυτικό κύτταρο και ενσωµατώνεται στο γένωµα. Στη συνέχεια ο 

υποκινητής 35S µπορεί να επάγει τη µεταγραφή του ενθέµατος και εποµένως 

επιτρέπει την επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο µε 

καναµυκίνη. 

 
Σκοπός της εργασίας 

 
    Θέλοντας να διερευνήσουµε το ρόλο της πρωτείνης Virp1 στο κύτταρο, 

αλλά και σε συνδυασµό µε τη µόλυνση από το ιοειδές PSTVd, αποφασίσαµε 

το σχεδιασµό µιας χιµαιρικής κατασκευής της Virp1 µε τη GFP. Η στρατηγική 

που ακολουθείται, είναι το γονίδιο της GFP, να συντηχθεί µε το γονίδιο της  

Virp1, διατηρώντας το σωστό πλαίσιο διαβάσµατος, και η χίµαιρα που θα 

προκύψει να εκφραστεί µέσα στα κύτταρα σταθερά µετασχηµατισµένων φυτών 

N.benthamiana. Ο στόχος µας είναι, ο εντοπισµός µε µικροσκοπική 

παρατήρηση στα φυτά αυτά της χιµαιρικής πρωτείνης, η οποία θα διατηρεί τις 

ιδιότητες και τον εντοπισµό της, και επιπλέον θα φθορίζει. Στη συνέχεια, θα 

µπορούσε να γίνει παρακολούθηση της χιµαιρικής πρωτείνης µετά από 

µόλυνση του φυτού µε το ιοειδές PSTVd. Στην περίπτωση αυτή, θα είχε 

ενδιαφέρον µε βάση τα όσα γνωρίζουµε µέχρι στιγµής για τη Virp1, να 

παρατηρήσουµε αν κατά τη µόλυνση µε το ιοειδές, η πρωτείνη οδηγείται σε 

άλλες θέσεις µέσα στο φυτό. 
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Υλικά και Μέθοδοι 
 
 

Υλικά 

  
 
Ένζυµα   

 

� Περιοριστικά ένζυµα (Minotech, New England Biolabs) 

� Τροποποιητικά ένζυµα DNA και πολυµεράσες: 

T4 λιγάση, αλκαλική φωσφατάση (Calf intestinal alkaline phosphatase, CIP),   

DNA πολυµεράση I Klenow fragment (Klenow DNA pol), Taq DNA 

πολυµεράση. 

  

 
Ρυθµιστικά διαλύµατα ενζύµων 

 
     Χρησιµοποιήθηκαν τα παρεχόµενα από τον προµηθευτή ρυθµιστικά διαλύµατα 

που συνόδευαν τα αντίστοιχα ένζυµα.  

 
Νουκλεοτίδια 

 
� ∆εσοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) (dATP, dTTP dGTP, dCTP) 

 
 
 

Θρεπτικά µέσα βακτηρίων  

 
 
LB(Luria Bertani): 1lt  10g bactotryptone, 5g bacto-yeast extract, 10g NaCl και 

15g άγαρ για το στερεό µέσο. 

 
 

Θρεπτικά µέσα ιστοκαλλιέργειας     

 
� MS (Murashige Scoog,1962) 
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Mικροστοιχεία            (mg/l) 
1000X 

Μακροστοιχεία   (g/l) 
10x 

Βιταµίνες          (mg/l) 
1000x 

CoCl2.6H2O                    0.025 NH4NO3                16.5 Γλυκίνη                   2 
CuSO4.5H2O                  0.025 KNO3                      19 Μυοινοσιτόλη        100 
FeNaEDTA                      36.7 CaCl2.2H2O            4.4 Νικοτινικό οξύ        0.5 
H3BO3              6.20  MgSO4.7H2O         3.7 Πυριδοξίνη HCl      0.5 
KI                                     0.83 KHPO4                  1.7 Θυαµίνη HCl          0.1 
MnSO4                             16.9    
Na2MoO4.7H2O               16.9   
ZnSO4.7H2O                      8.6   

 
 

 

� Μέσο καλλογένεσης: MS συµπληρωµένο µε 1.6 βενζυλ-αµινοπουρίνη (ΒΑΡ) 

(1mg/l), ναφθαλιν-οξικό οξύ (ΝΑΑ) (0.1mg/l)  και µε 100mg/l καναµυκίνη, 

250mg/l  σεφοταξίµη. 

� Μέσο ριζογένεσης: MS συµπληρωµένο µε 100mg/l καναµυκίνη, 250mg/l  

σεφοταξίµη. 

�  

Βακτηριακά στελέχη και ανθεκτικότητες σε αντιβιωτικό 
 

 

 Στέλεχος                    Οργανισµός Ανθεκτικότητα   Αναφορά 
DH5α                              Ε.coli  *                   Sambrook et al. 1989 
JM83                               E.coli  *                    Vieira and Messing 1982 
LBA4404                 A.tumefaciens Rf R                 Hoekema et al. 1983 
HB101:PRK 2013   A.tumefaciens kmR                   Ditta et al. 1980     

 
 

 

 

 

 

*Εξαρτάται από το πλασµίδιο που εισάγεται 
 
 

Πλασµιδιακοί φορείς 

Στέλ ε χο ς                        
Οργαν ισµό ς  

Ανθεκτ ι κότη τα                
Αναφορά  

pBS (pBluescript)           E.coli Amp                                Stratagene, 1997 
pART27                  E.coli/A.tumefaciens Km/Spr/Str                           Gleave, 1992 
pAVA321                      E.coli Amp                        A.G.von Arnim, 1998 
pGREEN00                   E.coli Tetr                              R.P. Hellens, 2000 
pGEM-t-easy                 E.coli Amp                                   Promega, 1997 
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Μέθοδοι 

 

Παρασκευή δεκτικών κυττάρων για µετασχηµατισµό βακτηριακών κυττάρων 

Ε.coli. 

 

∆εκτικά για µετασχηµατισµό χαρακτηρίζονται τα βακτηριακά κύτταρα τα οποία 

έχουν τροποποιηθεί κατάλληλα ώστε η κυτταρική τους µεµβράνη να γίνει 

περισσότερο διαπερατή στην εισχώρηση πλασµιδιακού DNA. Συγκεκριµένα: 

Βάζουµε να αναπτυχθεί 12-16 ώρες, καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων 

στελέχους DH5α σε 100 ml LB (για 1lt διαλύµατος : 10g bacto-tryptone, 5g bacro-

yeast extract, 10g NaCl)  και την αφήνουµε να αναδεύεται στους 37οC. 

  Σε φλάσκα δύο λίτρων βάζουµε 50 ml LB και µολύνουµε µε 200µl από την 

παραπάνω καλλιέργεια. Επωάζουµε τα κύτταρα αναδευόµενα στους 37ο C, µέχρι η 

οπτική τους   πυκνότητα στα 560nm να γίνει 0,450. 

� Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στου 4ο C για 5 λεπτά, στις 2500 rpm. 

� Eπαναιωρούµε τα κύτταρα σε 20 ml διαλύµατος TFBI (100mM 

RbCl2,50mM MnCl2,   30mM CH3COOK, 10mM CaCl2, 87 % γλυκερόλη, 

ρύθµιση του pH στο 5.8 µε αραιό  CH3COOH). 

� Επωάζουµε για 20 λεπτά στον πάγο. 

� Φυγοκεντρούµε ξανά στους 4οC για 5 λεπτά, στις 2500 rpm. 

� Eπαναιωρούµε τα βακτήρια σε 3 ml διαλύµατος TFBII (0.2 % MOPS, 10mM 

RbCl2, 87% γλυκερόλη, ρύθµιση του pH στο 7.0 µε NaOH 1M). 

� Επωάζουµε για 10 λεπτά στον πάγο.  Το βακτηριακό αιώρηµα, µοιράζεται σε 

κλάσµατα των 200µl και διατηρείται στους – 80οC. 

H ποιότητα των δεκτικών κυττάρων θεωρείται καλή όταν η απόδοσή τους είναι 

µεγαλύτερη από την ανάπτυξη 106 µετασχηµατισµένων αποικιών/ 1µg DNA.  
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Πέψη DNA µε περιοριστικά ένζυµα. 

 

Για να είναι δυνατή η κλωνοποίηση τµήµατος  DNA σε πλασµιδιακό φορέα, ειναι 

απαραίτητη η πέψη του µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα που δηµιουργούν 

άκρα συµβατά µε αυτά που έχουν επιλεγεί για το φορέα. Μετά την επιλογή των 

κατάλληλων ενζύµων, πραγµατοποιείται η αντίδραση της πέψης µε τα ρυθµιστικά 

διαλύµατα και στις θερµοκρασίες που υποδεικνύουν οι κατασκευάστριες εταιρείες. 

Είναι σηµαντικό ο όγκος του ενζύµου να µην ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου 

αντίδρασης, γιατί η γλυκερόλη στην οποία διατηρούνται τα ένζυµα, µπορεί αν 

βρεθεί σε µεγάλες συγκεντρώσεις να µειώσει σηµαντικά την ενεργότητά τους. 

 

 

Έκλουση γραµµικών τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης. 

 

 

    Μετά την ηλεκτροφόρηση των υδρολυµένων µορίων DNA σε πήκτωµα 

αγαρόζης, κόβονται µε νυστέρι οι κατάλληλες ζώνες που πρόκειται να 

κλωνοποιηθούν. Η έκλουση γίνεται µε κατάλληλο εµπορικό kit της εταιρείας ΒΙΟ 

101, ( GENECLEAN II, GENECLEAN III σύµφωνα µε τον κατάλογο BIO 101, 

1999/2000 Guide to Protocols Procedures). Με χρησιµοποιήση του kit 

επιτυγχάνεται δέσµευση των γραµµικών µορίων DNA σε σφαιρίδια πυριτολίθου, σε 

συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης χαοτροπικού άλατος. 

Συγκεκριµένα τα κοµµάτια αγαρόζης που περιέχουν το DNA,  θερµαίνονται µέσα 

σε διάλυµα ΝαΙ, όπου γίνεται υδρόλυση των υδρογονοδεσµών των σακχάρων µέσα 

στο πολυµερές, µε αποτέλεσµα να ελευθερώνεται το DNA και να δεσµεύεται από 

τα σφαιρίδια πυριτολίθου (EZ-GLASSMILK), που προστίθενται κατόπιν στο 

µίγµα. 

Τα σφαιρίδια µε τα δεσµευµένα µόρια  DNA ξεπλένονται στη συνέχεια µε διάλυµα 

NEW WASH, το οποίο περιέχει αιθανόλη και αποµακρύνει τα άλατα. 
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Τελικά το DNA εκλούεται µε διάλυµα το οποίο έχει χαµηλή συγκέντρωση άλατος, 

όπως νερό ή διάλυµα Τris-EDTA 10 mM. 

 

Αντίδραση λιγάσης: ένθεση συγκεκριµένου τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό 

φορέα. 

 

    Για να πραγµατοποιηθεί κλωνοποίηση ενός τµήµατος DNA σε κατάλληλο 

πλασµιδιακό φορέα, γίνεται αντίδραση σύνδεσης (ligation), σε θερµοκρασία 

δωµατίου για τρεις ώρες ή στους 16οC για 12-16 ώρες, χρησιµοποιώντας τα 

παρακάτω αντιδραστήρια: 

� 50-80ng φορέα 

� ποσότητα ενθέτου η οποία καθορίζεται από την αναλογία µορίων φορέα ως 

προς τα µόρια ενθέτου. 

� 1x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης (10x : 0.5 Tris, pH 7.4, 0.1M MgCl2, 0.1M 

DTT,10mM spermidine, 10mM ATP, 1mg/ml BSA). 

� 1µl T4 DNA λιγάση (3-5 units) 

� H2O µέχρι τελικού όγκου αντίδρασης 15µl. 

 

 

Mετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli µε πλασµιδιακό φορέα. 

 

 

Ο µετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli πραγµατοποιείται έτσι ώστε σε 

κατάλληλο στέλεχος ικανών κυττάρων να ενθέσουµε το πλασµίδιο που παρέχει το 

κοµµάτι του DNA που µας ενδιαφέρει. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται ως 

εξής: 

∆ιατηρούµε 100µl δεκτικών κυττάρων, για κάθε µετασχηµατισµό, για µικρό 

χρονικό διάστηµα στον πάγο µέχρι να ξεπαγώσουν από τους –80οC στους οποιούς 

φυλάσσονταν. 
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Υλικά και µέθοδοι 

Προσθέτουµε 10µl από το επιθυµητό DNA εφόσον αυτό βρίσκεται σε 

συγκέντρωση 1ng/µl, ανακατεύουµε µε τα κύτταρα και τα αφήνουµε στον πάγο για 

30 λεπτά. 

Ακολουθεί θερµικό σοκ των κυττάρων σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 42οC, για 90 

δευτερόλεπτα. 

Αφήνουµε τα κύτταρα στον πάγο περίπου 2 λεπτά να κρυώσουν και προσθέτουµε 

στη συνέχεια 300µl LB (Luria Bertani medium) και τα επωάζουµε στους 37οC για 

50 λεπτά. Απλώνουµε τα κύτταρα σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 

επιλεκτικό µέσο (αντιβιωτικό), ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που επιλέξαµε. 

Επωάζουµε τα κύτταρα στους 37οC για 16-20 ώρες. 

 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας µε τη µέθοδο της αλκαλικής 

λύσης κυττάρων. 

 

 

   Από βακτηριακές αποικίες που έχουµε επιλέξει µετά το µετασχηµατισµό, 

αποµονώνουµε µικρή ποσότητα DNA για να ελέγξουµε αν είναι επιτυχηµένη η 

κλωνοποίηση του ενθέτου στον πλασµιδιακό φορέα. Η διαδικασία που 

ακολουθείται είναι η εξής: 

Ετοιµάζουµε καλλιέργειες σε 3ml LB µε το κατάλληλο επιλεκτικό µέσο και τις 

επωάζουµε ολονύκτια στους 37ο C. 

Την επόµενη µέρα, µεταφέρουµε σταδιακά σε σωλήνες ependorff τα 4.5ml της 

καλλιέργειας και φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 5 λεπτά. Το 0.5 ml καλλιέργειας 

που µένει, το διατηρούµε µε ίσο όγκο γλυκερόλης στους –20οC. 

Μετά από κάθε φυγοκέντρηση, αφαιρούµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα 

κύτταρα σε 100µl διαλύµατος Ι (solution I), και επωάζουµε για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

Προσθέτουµε 200µl διαλύµατος II (solution II), αναδεύουµε προσεκτικά και 

επωάζουµε στον πάγο για 5 λεπτά. 
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Υλικά και µέθοδοι 

Προσθέτουµε 150µl διαλύµατος ΙΙΙ (solution III) και αφήνουµε για άλλα 5 λεπτά 

στον πάγο. Tα συστατικά των 3 διαλυµάτων είναι τα εξής: 

 

Solution I 25mM 

Tris_HCl 

10mM EDTA H2O µέχρι 50ml 

 pH 8.0 1M pH 8.0 (0.5M)  

Solution II 0.2 M NaOH 

(1M) 

1% SDS  H2O µέχρι 50ml 

    

Solution III 30mM 

CH3COOK 

5.75 ml 

CH3COOH 

H2O µέχρι 50 ml 

 5M pH 5.2   

 

 

Στη συνέχεια φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 30 λεπτά στους 4οC στις 13000 rpm. 

Mετά το τέλος της φυγοκέντρησης, συλλέγουµε το υπερκείµενο και προσθέτουµε 

σε αυτό, ίσο όγκο φαινόλης-χλωροφορµίου, αναδεύουµε έντονα (vortex) και 

φυγοκεντρούµε για µισή ώρα στις 13000rpm στους 4οC. 

 Συλλέγουµε το υπερκείµενο και προσθέτουµε 1ml απόλυτης αιθανόλης και 

φυγοκεντρούµε στις ίδιες συνθήκες για 5 λεπτά. 

Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο προσεκτικά έτσι ώστε να µη διαταράξουµε την 

πελέττα και στη συνέχεια την ξεπλένουµε µε 1ml αιθανόλης 70%. 

Επαναλµβάνουµε φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και 

στεγνώνουµε το ίζηµα στον αέρα. 

Τέλος επαναδιαλύουµε το ίζηµα του DNA σε ΤΕ ή νερό µε ριβονουκλεάση Α 

100µg/µl. 

 Για να ελέγξουµε αν στον πλασµιδιακό φορέα που χρησιµοποιήσαµε, έχει 

κλωνοποιηθεί το επιθυµητό ένθεµα, τέµνουµε το ανασυνδυασµένο DNA µε τα 

κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα , και ελέγχουµε µε ηλεκτροφόρηση το µοτίβο των 

ζωνών που προκύπτει. 
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Υλικά και µέθοδοι 

 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µεγάλης κλίµακας µε τη χρήση κολώνας 

Qiagen. 

 

 

   Κάθε φορά που ήταν απαραίτητη η αποµόνωση µεγάλης ποσότητας DNA από 

βακτηριακή καλλιέργεια και µάλιστα σε κατάσταση υψηλής καθαρότητας, 

χρησιµοποιήθηκε κολώνα Qiagen (tip 100 cat. No 12145), µε την οποία 

επιτυγχάνεται πολύ µεγαλύτερη αποδοτικότητα  σε σχέση µε τη παραλαβή DNA µε 

τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης και επίσης µεγαλύτερη καθαρότητα στο DNA που 

αποµονώνεται. Η διαδικασία πουακολουθούµε είναι η εξής: 

Ετοιµάζουµε καλλιέργειες 50 ή 100 ml LB µε το κατάλληλο επιλεκτικό µέσο και 

τις επωάζουµε ολονύκτια στους 37οC. 

Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 30 λεπτά σε ψυχόµενη φυγόκεντρο στις 3000 rpm. 

Αφαιρούµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε την πελλέτα των κυττάρων σε 4ml 

διαλύµατος Ρ1, στο οποίο έχουµε προσθέσει ριβονουκλεάση. 

Προσθέτουµε 4ml διαλύµατος Ρ2, αναδεύουµε προσεκτικά και αφήνουµε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. 

Προσθέτουµε 4ml κρύου διαλύµατος Ρ3, ανακατεύουµε ήπια και επωάζουµε στον 

πάγο για 15 λεπτά.  

Τα συστατικά των χρησιµοποιούµενων, παρουσιάζονται στον πίνακα που 

ακολουθεί. 
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Υλικά και µέθοδοι 

 

P1  (20ml)     25mM Tris-HCl              10mM EDTA                    100µg/µl Rnase A 

                     pH 8.0 1M                      pH 8.0  (0.5M)                                (10mg/ml) 

 

P2   (50ml)      0.2M NaOH (1M)           1% SDS 

 

 

P3  (50ml)      30ml CH3COOK            5.75ml CH3COOH 

                           5M pH 5.2 

 

 

Το διάλυµα φυγοκεντρείται για 20 λεπτά στους4οC, στις 10000rpm. 

Μεταφέρουµε σε καινούργιο σωλήνα το υπερκείµενοκαι φυγοκεντρούµε στις ίδιες 

συνθήκες για ακόµα 20 λεπτά. 

Συγχρόνως, εξισορροπούµε την κολώνα Qiagen προσθέτωντας 4ml διαλύµατος 

QBT,  το οποίο αφήνουµε να περάσει µε τη  βαρύτητα. 

Προσθέτουµε στην κολώνα το υπερκείµενο της δεύτερης φυγοκέντρησης και το 

αφήνουµε να περάσει απ΄την κολώνα µε τη βαρύτητα. Το πλασµιδιακό DNA 

συγκρατείται µέσα στην κολώνα.  

Ξεπλένουµε την κολώνα δύο φορές µε 10ml διαλύµατος QC. 

Εκλούουµε το DNA, προσθέτοντας στην κολώνα 5ml διαλύµατος QF. 

Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν στο στάδιο αυτό, αποτελούνται από τα εξής 

συστατικά: 

 

QBT (100ml): 750mM NaCl (5M), 50mM MOPS pH 7.0, 15% EtOH, 0.15% Triton  

Χ-100 

 

QC   (100ml):  1M NaCl  (5M),  50mM MOPS pH 7.0, 15% EtOH 

 

 

QF   (100ml): 1.25M NaCl (5M), 50mM Tris-HCl pH 8.0, 15% EtOH 
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Υλικά και µέθοδοι 

 

  Aκολουθεί  κατακρήµνιση του DNA µε 0.7 του όγκου ισοπροπανόλη και 

φυγοκέντρηση για 30 λεπτά, στους 40C, στις 10000 rpm. 

Aφαιρούµε προσεκτικά το υπερκείµενο και ξεπλένουµε το ίζηµα µε 70% παγωµένη 

αιθανόλη. 

Φυγοκεντρούµε ξανά στις ίδιες συνθήκες για 10 λεπτά, αποµακρύνουµε το 

υπερκείµενο και στεγνώνουµε την πελλέτα του DNA στον αέρα. 

Επαναδιαλύουµε το DNA σε 100-200µl H2O ή ΤΕ, ανάλογα µε την ποσότητα του 

DNA που αποµονώθηκε. 

 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

 

 

     H αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, είναι µια αντίδραση που επιτρέπει µε  

µεγάλη ευαισθησία τον πολλαπλασιασµό σε πολλά αντίγραφα, ενός µόνο 

κοµµατιού DNA. Aνάλογα µε το υπόστρωµα, τους υποκινητές και γενικά τις 

συνθήκες που χρησιµοποιούµε µεταβάλλεται και η αποτελεσµατικότητα της 

αντίδρασης. Ωστόσο, µπορεί να περιγραφεί ένα γενικό  πρωτόκολλο που 

ακολουθήθηκε,  το οποίο επιδέχεται τροποποιήσεις έτσι ώστε να µεγιστοποιηθεί η 

απόδοση  της αντίδρασης σε κάθε περίπτωση.  

Έτσι έχουµε: 

Σε µια αντίδραση τελικού όγκου 50µl: 

� Υπόστρωµα DNA:        10 ng 

� ∆ιάλυµα PCR 10x:         2 mM 

� Eκκινητές:                    περίπου 10pΜ από καθένα (από την  MWG ή ΙΜΒΒ-

ΙΤΕ  

� MgCl2:                            2 mM 

� DNTPs:                           2 mΜ από καθένα 

� Taq DNA πολυµεράση:  1 unit 

� Η2Ο:                               µέχρι τελικού όγκου. 
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Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε σωλήνες eppendorf των 1.5 ml, στους οποίους 

µόλις βάλουµε το µίγµα της αντίδρασης, προσθέτουµε µια σταγόνα paraffin oil. 

Για µια αντίδραση πραγµατοποιούµε περίπου 25-35 κύκλους χρησιµοποιώντας  

παρακάτω προφίλ θερµοκρασιών: 

Αποδιάταξη του DNA:             96oC ,15 sec. Στο στάδιο αυτό µπορεί να παραταθεί 

ο  αρχικός χρόνος. 

Υβριδοποίηση των εκκινηττών: 55οC, 30 sec. 

Eπιµήκυνση των εκκινητών:      72οC, 1.5 min. 

Tελικό στάδιο επιµήκυνσης:      72οC, 5 min. 

 

H αντίδραση σταµατάει στους 4οC. 

 

 

Μέθοδος τριγονικής σύζευξης 

 

Η µέθοδος τριγονικής σύζευξης που περιγράφεται από τους Horsch ( Horsch et al., 

1985) και Drapper ( Drapper et al., 1988) χρησιµοποιείται για τη σύζευξη των 

µετασχηµατισµένων πλασµιδιακών φορέων από τα στελέχη της E.coli  στο A. 

tumefaciens.  

Προκειµένου να επιτευχθεί αυτό, ο φορέας pART27 που περιέχει το προς µεταφορά 

τµήµα DNA, γονίδια-µάρτυρες ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη και 

στρεπτοµυκίνη/ σπεκτινοµυκίνη καθώς και τα Αριστερό και ∆εξιό όριο του Τ-

DNA, εισάγεται στο στέλεχος-βοηθό που περιέχει το πλασµίδιο-βοηθό pRK2013. 

Αυτό προσδίδει στο κύτταρο ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη και την ικανότητα να 

µεταφέρει το pART27 και τον εαυτό του στο Αγροβακτήριο µέσω σύζευξης. Το 

pRK2013 δε µπορεί να αναπαραχθεί στο Αγροβακτήριο και έτσι δε διατηρείται στα 

αναδιπλασιαζόµενα βακτήρια. Τα συζευγµένα κύτταρα, επιλέγονται µε βάση την 

ανθεκτικότητα τόσο στην καναµυκίνη/ στρεπτοµυκίνη/ σπεκτινοµυκίνη, όσο και 

στη ριφαµπικίνη (που προσδίδεται από µεταλλαγή σε γονίδιο του γενώµατος του 

αγροβακτηρίου). 
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  Η διαδικασία της µεθόδου είναι η ακόλουθη: Κύτταρα των δύο στελεχών  E.coli 

επωάζονται στους 370C σε 3ml LB+ Km (50mg/ml) για >12 h, ενώ το στέλεχος του 

A. tumefaciens LBA 4404 επωάζεται στους 280C σε 3ml LB+Rf, επίσης για >12h, 

θερµοκρασία  που είναι η βέλτιστη για την ανάπτυξη του βακτηρίου και που 

επιτρέπει την έκφραση των γονιδίων vir. Στη συνέχεια, 100µl από την κάθε 

καλλιέργεια αναµιγνύονται σε σωλήνα eppendorf  και σταγόνες όγκου 10µl, 

ρίχνονται σε τριβλία µε LB. Το τριβλίο επωάζεται για > 12h  στους 280C. Με τη 

χρήση στείρας στεφάνης συλλέγονται κύτταρα και διαλύονται σε 500 µl LB, 100 µl 

εκ των οποίων απλώνονται σε στερεό µέσο LB+Km/Rf και επωάζονται για δύο 

µέρες στους 280C. 

 

 

 

Μετασχηµατισµός φυλλικών δίσκων µέσω αγροβακτηρίου 

 
 
 

    Νεαρά φύλλα από Nicotiana benthamiana αποκόπτονται από το µίσχο και 

αφήνονται σε διάλυµα 70% αιθανόλης για 2 min. Τα φύλλα αποστειρώνονται σε 

µείγµα 10% ενεργού χλωρίου και 0.1 % Tween 20 για 10 min και πλένονται 3 φορές 

µε αποστειρωµένο H2O. Στη  συνέχεια αποκόπτονται φυλλικοί δίσκοι διαµέτρου  

~5mm µέσα σε τριβλίο που περιέχει υγρό MS χωρίς ορµόνες και αντιβιοτικά. Για 

κάθε µετασχηµατισµό, χρησιµοποιούνται περίπου 50 φυλλικοί δίσκοι. Η 

καλλιέργεια του Αγροβακτηρίου (~20 ml) στο οποίο έχει εισαχθεί η επιθυµητή 

κατασκευή, φυγοκεντρείται για 5 min στις 3500 rpm (2330g  σε κεφαλή KUBOTA) 

και η βακτηριακή πελλέττα επαναδιαλύεται σε 5 ml MS. Οι φυλλικοί δίσκοι 

µπαίνουν στο κυτταρικό εναιώρηµα και προστίθεται MS µέχρι τελικού όγκου 50ml. 

Εναλλακτικά, η συνεπώαση µπορεί να γίνει σε στείρο γυάλινο τριβλίο. Οι δίσκοι 

και τα Αγροβακτήρια συνεπωάζονται σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 min µε 

συχνή ανάδευση.  

Το πλεονάζον υγρό αποµακρύνεται από τους δίσκους χρησιµοποιώντας 

αποστειρωµένο χαρτι Whatmann. Στη συνέχεια αυτοί τοποθετούνται σε τριβλία µε 
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στερεό MS συµπληρωµένο µε τις ορµόνες ανάπτυξης του καπνού 1,6 βενζυλ-

αµινοπουρίνη (ΒΑΡ) (1mg/l)  και ναφτιλ-οξικό οξυ (ΝΑΑ) (0,1mg/l) και 

επωάζονται στο θάλαµο ανάπτυξης υπό 16 h φως (240), 8 h σκοτάδι (180) για 2 

ηµέρες. Oι παραπάνω αναλογίες ορµονών ευνοούν την καλλογένεση καθώς και την 

επιµήκυνση του βλαστού. Μετά την πάροδο των δύο ηµερών οι δίσκοι ξεπλένονται 

από τα Αγροβακτήρια µέσα σε υδατικό διάλυµα του αντιβιοτικού σεφατοξίµη (Cf) 

(500mg/ml)  το οποίο αναστέλλει την ανάπτυξη των υπολειπόµενων βακτηρίων και 

τέλος τοποθετούνται σε MS+km/Cf µέσο προς επιλογή των µετασχηµατισµένων 

αναγεννηµένων φυτικών κυττάρων
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Αποτελέσµατα 

Αποτελέσµατα 

Σχεδιασµός του χιµαιρικού γονιδίου gfp-virp1 

 

  Στην εργασία αυτή, στόχος ήταν η δηµιουργία του χιµαιρικού γονιδίου gfp-

virp1, ενός γονιδίου δηλαδή, το οποίο θα διατηρούσε τις ιδιότητες της 

πρωτείνης Virp1 σε συνδυασµό µε το GFP, το οποίο θα προσέδιδε στην 

πρωτείνη µας την ικανότητα να φθορίζει κάτω από φωτεινή ακτινοβολία σε 

συγκεκριµένα µήκη κύµατος. Για το σκοπό αυτό χρειάστηκε να συνδυαστεί το 

γονίδιο gfp, µε την κωδική περιοχή του γονιδίου της πρωτείνης Virp1. Για το 

gfp γονίδιο, χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας pAVA321, o oποίος 

περιγράφεται στο κεφάλαιο της εισαγωγής. 

Στην εικόνα (1) φαίνεται η περιοχή του πολυσυνδέτη του φορέα.  

 

 

 

Ο

τ

Ο

α
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Εικ.1 Σχηµατική αναπαράσταση της περιοχής του πολυσυνδέτη στα άκρα του γονιδίου gfp

στο φορέα pAVA 321.  
ι θέσεις οι οποίες επιλέχθηκαν για υποκλωνοποίηση της κωδικής περιοχής 

ου γονιδίου virp1, ήταν οι BglII και XbaI. 

 φορέας pAVA 321 επωάστηκε µε τα περιοριστικά ένζυµα BglII και XbaI. H 

ντίδραση περιορισµού ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 

εριεκτικότητας 0.7%. Ο γραµµοποιηµένος φορέας pAVA321, αποµονώθηκε 

πό το πήκτωµα αγαρόζης, µε τη χρήση των αντιδραστηρίων του 
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GENECLEAN III (BIO 101), ακολουθώντας τις οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρίας. 

 

Αποµόνωση της κωδικής περιοχής του γονιδίου της Virp1 

 

   Η κωδική περιοχή του γονιδίου της Virp1, αποµονώθηκε από το φορέα 

pBSX1. Στον φορέα αυτό βρισκόταν κλωνοποιηµένος ο πλήρης κλώνος της 

Virp1, από τον A.E. Martinez. Η αποµόνωση του θραύσµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR). 

Για την πραγµατοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, 

σχεδιάστηκαν κατάλληλοι εκκινητές, τέτοιοι που να αποµονώνουν µόνο την 

κωδική περιοχή του γονιδίου της Virp1, εισάγοντας παράλληλα, δύο νέες 

θέσεις περιορισµού. Οι θέσεις αυτές ήταν ικανές για να διευκολύνουν την 

περαιτέρω υποκλωνοποίηση του κοµµατιού, στο φορέα του gfp. Συγκεκριµένα 

οι θέσεις αυτές ήταν BclI στο 5’µέρος και XbaI στο 3’ µέρος της κωδικής 

περιοχής της Virp1.  

 

 
X1 BclI  

            V irp1  3’ 

X1 Rev XbaI 

 
5’  

 

 

 

 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν, ήταν οι εξής: 

X1 BclI 

5’ GCG TGA TCA ATG GCA TCC GCC GTC TTA 3’ 

 

X1 Rev XbaI 

5’ GGGG TCT AGA CTC AAG AGT GTG CAC ATC AGC 3’ 
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    Aπό την ανάλυση µέσω ηλεκτροφόρησης του προιόντος της PCR, µαζί µε το 

αναµενόµενο θραύσµα, παρτηρήθηκε η ύπαρξη ενός µικρότερου 

υποπροιόντος,. Για να διαπιστωθεί εάν υπάρχουν συνθήκες οι οποίες ευνοούν 

ή παρεµποδίζουν το σχηµατισµό του υποπροιόντος αυτού, δοκιµάστηκαν 

παραλλαγές στο πρωτόκολλο της αντίδρασης, σε ό,τι αφορούσε τις 

θερµοκρασίες annealing, καθώς και στη συγκέντρωση του MgCl2. 

Συγκεκριµένα, η αντίδραση επαναλήφθηκε σε εύρος θερµοκρασιών 470-510C 

και 620-670C. Η συγκέντρωση του MgCl2, δοκιµάστηκε ανά 0.5mM από 

1.5mM-1.0mM, δηλαδή σε έξι διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

 

 

                                  

  

 
Ανάλυση µε 
ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωµα 
αγαρόζης της  
PCR σε 470C 

 

 

PCR µε 
συγκεντ
6: MgCl
4.0mM 

 

Τελικά, συγκρίνοντας την εικόνα του προιόντος που παίρναµε

αντίδραση, το πρωτόκολλο της PCR που ακολουθήσαµε ήταν το εξή
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λBstEII         PCR προιόν
 λBstEII          PCR προιόν
λBstEI       1               2             3           4               5             6 
διαφορετικές 
ρώσεις MgCl2 1-
2 1.5mM-

 από κάθε 
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7’     940C 

30’’  940C 

30’’  510C 5 κύκλοι 

2’     720C 

  

30’’  940C 

30’’  670C 30 κύκλοι 

2’     720C 

 

10’   720C 

 

Η παραπάνω αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε συγκέντρωση ΜgCl2 2mM. 

Το PCR προιόν, αποµονώθηκε από το πήκτωµα αγαρόζης µε τη χρήση των 

αντιδραστηρίων του GENECLEAN III (BIO 101), ακολουθώντας τις οδηγίες 

της κατασκευάστριας εταιρίας. 

Στη συνέχεια ποσοτικοποιήθηκε µε ανάλυση σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% και 

κατόπιν κλωνοποίηθηκε σε γραµµοποιηµένο φορέα pGEM-t-easy. Το ένθεµα 

συγκολλήθηκε στο φορέα µε αντίδραση λιγάσης Τ4. Η αντίδραση 

χρησιµοποιήθηκε για να µετασχηµατίσει ικανά κύτταρα E.coli του στελέχους 

JΜ 83, και η επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων έγινε σε τριβλία µε 

LB+ Amp. Από τις ανθεκτικές αποικίες αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA, µε 

τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης. Για να ελεγχθεί αν η συγκόλληση ήταν 

επιτυχής, τα πλασµίδια επωάστηκαν µε BclI και XbaI  (εικ.3) 

 

λBstEII
 1 2 3 4 5 6 7 
28

1.8 kb µέγεθος ενθέµατος 

     

Eικ 3.   1. άκοπο πλασµίδιο 2. πέψη µε BclI 3-7 

 διαφορετικές αποικίες επωασµένες µε BclI/XbaI  
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Οι κλώνοι  που έδωσαν το σωστό πρότυπο περιορισµού, αναλύθηκαν 

περεταίρω µε αλληλούχιση (sequencing), µε τους εκκινητές SP6 και Τ7. Tα 

πρότυπα του χρωµατογράµµατος που έδωσε η αλληλούχιση, επεξεργάστηκαν 

µε το λογισµικό πρόγραµµα DNAman, και από εκεί βρήκαµε τον κλώνο που 

είχε τη µεγαλύτερη οµολογία µε την αρχική αλληλουχία της Virp1. Στον 

κλώνο αυτό έγινε περεταίρω ανάλυση µέσω αλληλούχισης µε τους εκκινητές 

X1Virp E και Χ1Virp C (εικ.4) 

 
Virp C 

 

 

              V irp1  5’ 3’ 

 
Virp E Εικ.4 

 

 

 

Στη συνέχεια ο ίδιος κλώνος χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση του ενθέµατος 

κατόπιν επωάσεως µε τα περιοριστικά ένζυµα BclI και XbaI. Το αποµονωµένο 

πλέον θραύσµα της κωδικής περιοχής της Virp1 υποκλωνοποιήθηκε στο 

γραµµοποιηµένο φορέα pAVA321. 

Η συγκόλληση του ενθέµατος στο φορέα, πραγµατοποιήθηκε µε αντίδραση 

λιγάσης Τ4. Στη συνέχεια, ακολούθησε µετασχηµατισµός ικανών κυττάρων 

E.coli JM83. Tα µετασχηµατισµένα κύτταρα, επιλέχθηκαν σε τριβλία 

LB+Amp. Από τις ανθεκτικές αποκίες αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA µε τη 

µέθοδο της αλκαλικής λύσης.  

Η αντίδραση συγκόλλησης ελέγχθηκε µε πέψεις περιορισµού, 

χρησιµοποιώντας τα ένζυµα EcoRI, BamHI καθώς και διπλή πέψη 

περιορισµού µε BamH και HindIII. 

Στο χάρτη που ακολουθεί σηµειώνοται οι παραπάνω θέσεις περιορισµού. 
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1

pAVA321Virp1

6582bp

gfp

Virp1

HindIII (688)

HindIII (3211)
BamHI (2788)BamHI (3522)

BamHI (4349)

EcoRI (700)

EcoRI (1466)

 

Τα προιόντα των αντιδράσεων αναλύθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης  1% (εικ. 5 ) 

 
άκοπο 
πλασµίδιο 

άκοπο 
πλασµίδιο  λBstEII λBstEII -EcoRI -BamHI -BamHI/HindIII 

 
Εικ.5 Ανάλυση της αντίδρασης περιορισµού σε πήκτωµα αγαρόζης. Τα µεγέθη των 
θραυσµάτων περιορισµού είναι τα αναµενόµενα.  
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Τα πρότυπα των θραυσµάτων µετά την αντίδραση περιορισµού ήταν τα 

αναµενόµενα και πλέον είχε ολοκληρωθεί η δηµιουργία της χιµαιρικής 

κατασκευής gfp-virp1. 

 

 

Mεταφορά της χιµαιρικής κατασκευής gfp-virp1, σε δυαδικό φορέα 

κατάλληλο για µετασχηµατισµό φυτών µέσω Αγροβακτηρίου. 

 

 

Η κατασκευή gfp-virp1, θα έπρεπε να µεταφερθεί στη συνέχεια σε κάποιο 

δυαδικό φορέα κατάλληλο για µετασχηµατισµό φυτών µέσω Αγροβακτηρίου. 

Αρχικά επιλέχθηκε ο φορέας pGreen00 (Hellens R. et al.). Για να είναι δυνατή 

στη συνέχεια η επιλογή των  µετασχηµατισµένων φυτών, θα έπρεπε στον 

φορέα pGreen, να κλωνοποιήσουµε µια κασσέτα επιλογής µε µάρτυρα 

επιλογής. Έτσι, επιλέχθηκε η κασσέτα nos-kan, η οποία έφερε γονίδιο επιλογής 

µε ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη (εικ. 6 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Λόγω του σχεδιασµού τη

εύκολα στον pGreen, στη θ

 

nnooss--kkaann

  

p

ς,

έσ
11222200 bbp
 η παραπάνω κασσέτα n

η HpaI (εικ. 7) 
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Εικ. 6 Η κασσέτα επιλογής nos-kan, ειδικά σχεδιασµένη µε δύο EcoRV θέσεις 
στα άκρα που διευκολύνουν περεταίρω κλωνοποίηση, στις θέσεις HpaI ή StuI, 
του βασικού pGreen00. 
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Αποτελέσµατα 

 

 

 

 
Εικ. 7 Χάρτης του pGreen00. Η κασσέτα nos-kan υποκλωνοποιήθηκε στη 
θέση HpaI.  

 

 

 

Aποµόνωση της κασσέτας   35S : gfp-virp1: terminator από τον pAVA321 

 

 

      Στη συνέχεια ακολούθησε υποκλωνοποίηση της κασσέτας gfp-virp1, µαζί 

µε το διπλό 35S υποκινητή και την περιοχή 35S terminator. στο δυαδικό φορέα 

pGreen nos-kan. Για να πραγµατοποιηθεί η υποκλωνοποίηση αυτή, έπρεπε 

αρχικά να αποσπαστεί η κασσέτα gfp-virp1 από το φορέα pΑVΑ321, µαζί µε 

το διπλό 35S υποκινητή και την terminator  αλληλουχία. H αποµόνωση της 

κασσέτας πραγµατοποιήθηκε µε τριπλή πέψη περιορισµού στο πλασµίδιο 

pAVA321 gfp-virp1, µε τα ένζυµα NotI, SalI και PvuI. Η NotI και η SalI 

αποµονώνουν την κασσέτα 35S : gfp-virp1: terminator από τον υπόλοιπο 

φορέα, ενώ η PvuI κόβει µέσα στο φορέα µε αποτέλεσµα να γίνεται καλύτερος 
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διαχωρισµός των προιόντων περιορισµού, όταν αυτά αναλυθούν µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα  αγαρόζης. Τα αναµενόµενα µεγέθη των 

θραυσµάτων περιορισµού, ήταν τα εξής: 

� 3.4 kb, µήκος ένθετου 35S : gfp-virp1: terminator     

� 1.4kb 

� 0.9kb 

Η αντίδραση περιορισµού ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 

περιεκτικότητας 0.9% (εικ.8  ) 

 
-NotI   -NotI /-SalI    -NotI/-SalI/ -PvuI 
      1            2           3             4           5  

λBsteII 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Eικ. 8 Ανάλυση της αντίδρασης περιορισµού: 
µάρτυρας  µεγέθους, 1. πέψη µε NotI, 2. δ. πέψη 
µε NotI/SalI, 3-5. τ.πέψη µε NotI/SalI/PvuI  

Το πρότυπο των ζωνών από την αντίδραση περιορισµού ήταν σωστό, οπότε 

ακολούθησε αποµόνωση του ενθέµατος από το πήκτωµα αγαρόζης, µε τη 

χρήση των αντιδραστηρίων του GENECLEAN III (BIO 101), ακολουθώντας 

τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας. Το προιόν µετά τον καθαρισµό του 

από το πήκτωµα αγαρόζης, ελέγχθηκε εκ νέου µε ηλεκτροφόρηση, έτσι ώστε 

να εκτιµηθεί η ποσότητα του. 
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Γραµµοποιήση του δυαδικού φορέα  pGreen nos-kan και αντίδραση 

αποφωσφορυλίωσης (CIP). 

 

  Για τη γραµµοποίηση του δυαδικού φορέα pGreen nos-kan, 

πραγµατοποιήθηκε αντίδραση περιορισµού µε το ένζυµο Hpa I. Το προιόν της 

αντίδρασης περιορισµού ελέγχθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

και ακολούθησε καθαρισµός από το µίγµα της αντίδρασης µε φαινόλη και 

CHCl3. Ακολούθησε αντίδραση αποφωσφορυλίωσης, όπου τα ελεύθερα µόρια 

φωσφόρου που δηµιουργήθηκαν στα ανοιγµένα από την HpaI  άκρα του 

πλασµιδίου, αποκόπηκαν µε δράση του ενζύµου αλκαλική φωσφατάση (CIP) 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του καταλόγου της New England Biolabs, 199./. 

Κατόπιν, αφού ελέγχθηκε ο γραµµοποιηµένος pGreen nos-kan, 

πραγµατοποιήθηκε αντίδραση συγκόλλησης του ενθέµατος 35S : gfp-virp1: 

terminator  µε το φορέα pGreen nos-kan. Η συγκόλληση πραγµατοποιήθηκε µε 

αντίδραση λιγάσης Τ4. Στη συνέχεια, ακολούθησε µετασχηµατισµός ικανών 

κυττάρων E.coli JM83. Tα µετασχηµατισµένα κύτταρα, επιλέχθηκαν σε 

τριβλία LB+Km. Από τις ανθεκτικές αποικίες αποµονώθηκε πλασµιδιακό 

DNA µε τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης. Η αντίδραση συγκόλλησης 

ελέγχθηκε µε πέψεις περιορισµού, χρησιµοποιώντας τα ένζυµα BglII, NdeI, 

NcoI, SalI, καθώς και διπλές πέψεις περιορισµού µε BamHI/ SalI και BglII/ 

HindIII.  

Οι αναµενόµενες ζώνες περιορισµού ήταν : 

¾ BglII: 3.9 kb, 2.3 kb, 2.1 lb 

¾ NdeI: 7.7 kb, 0.66 kb 

¾ NcoI: 6.6 kb, 1.4 kb, 0.37 kb 

¾ SalI: 8.3 kb 

¾ BamHI/ SalI: 4.7 kb, 2.1 kb, 0.8 kb, 0.7 kb 

¾ BglII/ Hind III: 3.9 kb, 2.0 kb, 1.6 kb, 0.47 kb, 0.27 kb 

 

Στον παρακάτω χάρτη φαίνονται  οι θέσεις περιορισµού µε τα ένζυµα τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν. 

 34



Αποτελέσµατα 

pGren00gfpVirp1
gfpgfp

BglII(534) SalI(798)

HindIII(813)

NcoI(1726)

NdeI(1954)

8366bp

Virp1Virp1

NdeI(2615)

BglII(2860)
NcoI(3140)

HindIII(3337)
NcoI(3511)

BglII(4965)

 

Οι αντιδράσεις περιορισµού ελέγχθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης περιεκτικότητας 1%. Το πρότυπο των ζωνών που πήραµε, ήταν 

σύµφωνο µε τα µεγέθη που περιµέναµε από τις αντιδράσεις περιορισµού. Το 

µοτίβο των προιόντων της αντίδρασης περιορισµού, φαίνεται στην εικόνα που 

ακολουθεί. 

 
λΒstEII 1      2          3         4        5         6       7 

  

 

 

 

 

 

 

   

    

 

Eικ. 9 Ανάλυση της αντίδρασης περιορισµού: 
µάρτυρας µεγέθους και πέψεις µε :1. BglII, 2. 
ΝdeI, 3. NcoI, 4. SalI, 5. BamHI/SalI, 6. BglII, 
7. BglII/HindIII   

Ο κλώνος ο οποίος έδωσε σε όλες τις περιπτώσεις το σωστό πρότυπο 

περιορισµού, επιλέχθηκε για µέθοδο τριγονικής σύζευξης µαζί µε: α) Το 

στέλεχος E.coli που περιείχε το πλασµίδιο-βοηθό pJIC-Sa Rep, και β) το 
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στέλεχος Α.tumefaciens LBA 4404, του οποίου το Τi πλασµίδιο, περιείχε µόνο 

τη vir περιοχή. Πριν πραγµατοποιηθεί η συνεπώαση των τριών καλλιεργειών, 

έπρεπε να µετασχηµατιστούν δεκτικά κύτταρα E.coli µε το πλασµίδιο-βοηθό 

pJIC-Sa Rep. Στο σηµείο αυτό, λόγω προβληµάτων στο µεγάλωµα των 

κυττάρων, η διαδικασία καθυστέρησε αρκετά αφού δοκιµάστηκαν 

επανηλειµένως διάφορες συνθήκες στο µεγάλωµα των κυττάρων, το οποίο 

τελικά δεν επιτεύχθηκε. 

Έτσι, επιλέχθηκε νέος δυαδικός φορέας για την υποκλωνοποίηση της κασσέτας   

35S : gfp-virp1: terminator  και αυτός ήταν ο pART27.  

 

Υποκλωνοποίηση της κασσέτας 35S : gfp-virp1: terminator  στο δυαδικό 

φορέα pART27 

 
O pART27 επωάστηκε µε ένζυµο περιορισµού NotI, και στη συνέχεια αφού 

ελέγχθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης για να διαπιστωθεί αν 

έχει πλήρως γραµµοποιηθεί, καθαρίστηκε από το µίγµα της αντίδρασης 

περιορισµού µε φαινόλη και CHCl3. Aκολούθησε γέµισµα των προεξεχόντων 

άκρων του pART27 µετά την πέψη µε NotI, µε αντίδραση που καταλήθηκε 

από το θραύσµα Klenow της DNA pol. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 

αποφωσφορυλίωση των ανοιγµένων από την NotI, άκρων του πλασµιδίου.  

Η κασσέτα 35S : gfp-virp1: terminator  αποµονώθηκε από τον pGreen nos-kan, 

κατόπιν αντίδρασης περιορισµού µε τα ένζυµα ΝotI και  SalI.  Ακολούθησε 

αντίδραση µε το θραύσµα Klenow, έτσι ώστε να γεµίσουν τα προεξέχοντα 

άκρα του ενθέµατος για να διευκολυνθεί η υποκλωνοποίηση στον pART27.  Η 

συγκόλληση του ενθέµατος στο φορέα, πραγµατοποιήθηκε µε αντίδραση 

λιγάσης Τ4. Στη συνέχεια, ακολούθησε µετασχηµατισµός ικανών κυττάρων 

E.coli JM83.  
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Tα µετασχηµατισµένα κύτταρα, επιλέχθηκαν σε τριβλία LB+ Km. Από τις 

ανθεκτικές αποικίες αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA µε τη µέθοδο της 

αλκαλικής λύσης. Tα πλασµίδια των ανθεκτικών αποικιών ελέγχθηκαν κατόπιν 

µε αντίδραση περιορισµού µε ΒamHI.  

Οι αναµενόµενες ζώνες περιορισµού ήταν : 

 

¾ 11.0 kb 

¾   2.3 kb 

¾   0.7 kb 

 

H αντίδραση περιορισµού αναλύθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης  0.6% (εικ.11 ) 
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 λBstEII -BamHI   -BamHI 

Εικ.11 Ανάλυση της αντίδρασης περιορισµού: 
µάρτυρας µεγέθους, κλώνος 2 –ΒamHI, 
κλώνος 3 –BamHI. Και οι δύο κλώνοι δίνουν 
το σωστό πρότυπο περιορισµού. 

 

    

 

    Ο κλώνος 3 επιλέχθηκε για τριγονική µέθοδο σύζευξης µαζί µε: α) Το 

στέλεχος E.coli που περιείχε το πλασµίδιο-βοηθό pRK2013, και β) το στέλεχος 

Α.tumefaciens LBA 4404, του οποίου το Τi πλασµίδιο, περιείχε µόνο τη vir 

περιοχή. Κάποιες από τις µετασχηµατισµένες αποικίες των Αγροβακτηρίων, 

επωάστηκαν σε υγρό µέσο LB+Km/ Rif, και τα πλασµίδιά τους 

(µετασχηµατισµένα pART27) αποµονώθηκαν µε τη µέθοδο της αλκαλικής 

λύσης. Ο αριθµός όµως των πλασµιδίων που έχει κάθε κύτταρο αγροβακτηρίου 

είναι µικρός επειδή αυτά διπλασιάζονται µε πολύ πιο αργούς ρυθµούς απ’ότι 

τα E.coli, οπότε τελικά δεν καταλήγουµε να αποµονώνουµε αρκετό DNA, το 

οποίο µετά την πέψη να είναι ορατό σε πήκτωµα αγαρόζης. Για να διαπιστωθεί 

λοιπόν η επιτυχία της εισαγωγής, ένα µέρος της αποµόνωσης επανεισάγεται σε 

E.coli και ελέγχεται µε τις ίδιες διαδικασίες. Συγκεκριµένα, στην περίπτωση 

αυτή, πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις περιορισµού µε τα ένζυµα EcoRI, 

BamHI και SalI. Aνάλογα µε τα µεγέθη των θραυσµάτων από περιορισµό που  

πήραµε ελέγξαµε αν έχουµε τους σωστούς κλώνους και επιπλέον, µε ποιά 
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κατεύθυνση µπήκε η κασσέτα 35S : gfp-virp1: terminator , στο δυαδικό φορέα 

pART27. 

Η καλλιέργεια του µετασχηµατισµένου Αγροβακτηρίου που επιλέξαµε, 

χρησιµοποιήθηκε για µετασχηµατισµό φυλλικών δίσκων N.benthamiana.
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∆ηµιουργία διαγονιδιακών φυτών N. benthamiana µε την κατασκευή 

pART2735S : gfp-virp1: terminator 

 
Οι καλλιέργειες των A. tumefaciens  που  είχαν µετασχηµατιστεί µε την κατασκευή 

pART27 gfp-virp1, χρησιµοποιήθηκαν για τη µεταµόρφωση 60-70 φυλλικών δίσκων 

νεαρών φύλλων N.bethamiana. Η διαδικασία περιγράφεται στο κεφάλαιο των υλικών και 

µεθόδων. Η αλλαγή των τριβλίων µε το ίδιο θρεπτικό µέσο, γινόταν αρχικά κάθε 7 ηµέρες 

και µετά από τις τρεις πρώτες αλλαγές κάθε 14 µέρες. Οι αδιαφοροποίητοι κάλλοι άρχισαν 

να εµφανίζονται 2-3 εβδοµάδες µετά τη µεταµόρφωση. Κάθε φυλλικός δίσκος έδωσε κατά 

µέσο όρο δύο διαφορετικούς κάλλους, καθένας από τους οποίους αποτελούσε και 

διαφορετικό συµβάν αναγέννησης. Οι κάλλοι διαχωρίζονταν απο το υπόλοιπο φύλλο και 

συνέχιζαν να αναπτύσσονται αυτόνοµα στο ίδιο θρεπτικό µέσο. Προοδευτικά άρχισε η 

διαφοροποίηση των ιστών και αναπτύχθηκαν βλαστοί και φυλλάρια. Οι κάλλοι που έφεραν 

τα φυτάρια µεταφέρθηκαν σε δοχεία ιστοκαλλιέργειας (pots), µε µεγαλύτερη 

χωρητικότητα στο ίδιο θρεπτικό µέσο, 6-7 εβδοµάδες µετά από το µετασχηµατισµό, 

προκειµένου να ευνοηθεί η ανάπτυξή τους. 

Τελικά από κάθε κάλλο που συνιστούσε διαφορετικό γεγονός αναγέννησης, 

αποκόπηκαν 3-4 φυτάρια που αποτελούνταν από διαµορφωµένο βλαστό και φύλλα και 

µεταφέρθηκαν σε ξεχωριστά η κάθε οµάδα δοχεία, µε το ίδιο µέσο, χωρίς όµως ορµόνες. 

Αυτό το στάδιο είναι το κύριο στάδιο επιλογής, αφού τα φυτάρια πρέπει να επιβιώσουν 

αυτοτελώς στην Km, ενώ όσο βρίσκονταν στον υπόλοιπο κάλλο υπήρχε περίπτωση να 

επιβιώνουν επειδή γειτονικά σε αυτά κύτταρα διασπούσαν την Km και δηµιουργούσαν 

έτσι µια περιοχή, όπου δεν ασκούνταν πίεση από το αντιβιoτικό για µετασχηµατισµένα 

κύτταρα. 

 Μετά από 1-2 εβδοµάδες στα δοχεία, τα φυτάρια είχαν αναπτύξει ρίζες και 

µπορούσαν να µεταφερθούν σε χώµα. Αρχικά παρέµειναν σκεπασµένα µε διαφανή 

πλαστικά καλύµµατα, και τοποθετήθηκαν στο θάλαµο σταθερών συνθηκών, προκειµένου 

να γίνει ο εγκλιµατισµός στις συνθήκες περιβάλλοντος. Τέσσερεις µέρες περίπου 

αργότερα, τα καλύµµατα αποκόπτονταν στις άκρες τους και έτσι τα φυτά εκτίθονταν στην 
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υγρασία και θερµοκρασία του περιβάλλοντος. Αφού δεν παρατηρήθηκε σηµαντική 

νέκρωση, τα φυτά µεταφέρθηκαν στο θερµοκήπιο για το τελευταίο στάδιο εγκλιµατισµού. 

Εκεί τελικά αφαιρέθηκαν τελείως τα καλύµµατα και τα φυτά µετά από περίπου 5 ηµέρες 

και συνολικά 4-5 µήνες από τη µεταµόρφωση, ήταν έτοιµα για περαιτέρω 

παρακολούθηση.  

 

Ονοµατολογία 

  Κάθε γεγονός µεταµόρφωσης που έδωσε τελικά πλήρως ανεπτυγµένα φυτά, 

αποτελούσε µια σειρά στην οποία δόθηκε ένας αριθµός από 1-15. Τα φυτά που 

προέρχονταν από την ίδια σειρά, έχουν αύξοντες αριθµούς που αντιστοιχούν στην 

αρχική αρίθµηση των βλαστών που είχαν αποσπαστεί από τους κάλλους. 

Κάποια φυτά, έχουν προκύψει από ριζοβολία τµηµάτων ενός βλαστού που κόπηκε σε 

2-3 τµήµατα πολύ νωρίς, και αυτά έχουν την ίδια ονοµασία µεταξύ τους και επιπλέον 

ένα δείκτη a, b, c. Ο δείκτης αυτός υποδηλώνει σε πόσα µέρη είχε κοπεί ο αρχικός 

βλαστός. 

 

∆ιαγονιδιακά φυτά µεταµορφωµένα µε την 35S : gfp-virp1: terminator 

κατασκευή 

 

    Από 70 περίπου αρχικούς φυλλικούς δίσκους, προέκυψαν συνολικά 42 φυτά που 

ανήκαν σε 15 διαφορετικές σειρές. 

Στον πίνακα που ακολουθεί φαίνονται συνοπτικά οι διαφορετικές σειρές και τα 

επιµέρους φυτά. 
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Αριθµός σειράς Ονοµασία φυτού Αριθµός σειράς Ονοµασία φυτού 
        
1 A1, A1a  A2, A2a 8 A28  A34 
        
2 A4, A4a A6, A6a, A7, A7a 9 A41  A44a 
        
3 A8, A8a A9, A9a A10 10 B1, B1a, B1b, B1c  B3 
        
4 A11, A11a 11 C2 
        
5 A12  A13, A13a  A14a 12 C3 
        
6 A18  A19a 13 C4  C5 
        
7 A23  A24  A26 14 C6 
        
8 A28  A34 15 C7  C8 
        
9 A41  A44a     

 

 

Στα φυτά αυτά, όπως ήταν ο αρχικός µας στόχος, θέλαµε να παρατηρήσουµε α) αν 

υπάρχει φθορισµός όπως ήταν αναµενόµενο λόγω του GFP και β) αν ο φθορισµός 

αυτός είναι πιο εντοπισµένος σε σύγκριση µε άλλα διαγονιδιακά GFP φυτά που θα 

χρησιµοποιούσαµε ως control. 

Από τα µετασχηµατισµένα GFP: Virp1 φυτά, κόπηκαν φύλλα τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν για µικροσκοπική παρατήρηση. Περίπου από όλες τις σειρές 

εξετάστηκαν δείγµατα ενώ χρησιµοποιήθηκαν και  διαγονιδιακά GFP φυτά καθώς και 

φυτά αγρίου τύπου σαν control. 

Στον πίνακα που ακολουθεί, περιγράφονται τα φυτά που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

 

 

 

 



Αποτελέσµατα 
 

Eίδος ∆ιαγονίδιο 
    

Ν.benthamiana gfp- ER targetted 
Ν.benthamiana gfp 
Ν.benthamiana gfp-virp1 
Ν.benthamiana W.T 

 

 

   Τα φυτά µε το διαγονίδιο gfp-ER targetted, ήταν µια ευγενική προσφορά από το 

εργαστήριο του Dr. D. Baulcombe ενώ τα φυτά µε το gfp καθώς και τα W.T. ήταν 

προσφορά του ∆ρ. Καλαντίδη και της Α. Μπούτλα. 

Τα φυτά αυτά χρησιµοποιήθηκαν για µικροσκοπική παρατήρηση κάτω από φωτεινή 

ακτινοβολία µήκους 400-500 nm σε οπτικό µικροσκόπιο. Από κάθε φυτό εξετάστηκαν 

κυρίως νεαρά φύλλα και σε κάθε φύλλο εξετάστηκαν διαφορετικές περιοχές. 

Συγκεκριµένα παρατηρήσαµε τις ακραίες περιοχές των φύλλων όπου κυρίαρχη δοµή ήταν 

τα τριχίδια καθώς και άλλες περιοχές του ελάσµατος των φύλλων όπου παρατηρήσαµε το 

µεσαίο νεύρο αλλά και τις λεπτότερες δευτεροβάθµιες, τριτοβάθµιες ή ακόµα και τέταρτης 

τάξης ηθµαγγειώδεις δεσµίδες. 

Για την λήψη φωτογραφιών από το οπτικό µικροσκόπιο χρησιµοποιήθηκε ενσωµατωµένη 

ψηφιακή κάµερα. 

 

 
 

 

 

 

-A    W.T 
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C  N.bethamiana gfp-virp1  A1 D    N.bethamiana gfp-virp1  A44 

 

 

 

 

F     N.bethamiana gfp-virp1  A12 E   N.bethamiana gfp-virp1  A4a 

 

 

 
 
 
 

Εικόνα 12 Α-F. Φωτογραφίες φύλλων φυτών control και διαγονιδιακών φυτών gfp, 

gfp-virp1 N.benthamiana : A. W.T N.benthamiana, Β. gfp-ER targetted 

N.benthamiana, C-F. gfp-virp1 N.benthamiana. 
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  Όλα τα φυτά στα οποία έγινε µικροσκοπική παρατήρηση, εξετάστηκαν κάτω από 

ακριβώς ίδιες συνθήκες φωτισµού. Μελετώντας τα φυτά µας στο µικροσκόπιο, η 

πρώτη παρατήρηση ήταν ότι υπάρχει φθορισµός, όπως ήταν αναµενόµενο εφόσον 

εισάγαµε διαγονίδιο που είχε και το gfp. 

Όπως φαίνεται και στις παραπάνω εικόνες, το φυτό αγρίου τύπου, τοποθετηµένο 

κάτω από UV ακτινοβολία στο µικροσκόπιο, µας έδωσε µια πολύ σκοτεινή εικόνα, 

σχεδόν κενή από οποιοδήποτε σήµα. Ωστόσο, αν το παρατηρήσουµε καλύτερα και 

όσο είναι δυνατό µε τη δεδοµένη ανάλυση και πιστότητα των φωτογραφιών, 

µπορούµε να διακρίνουµε πάρα πολύ χαµηλά επίπεδα αυτοφθορισµού, τα οποία 

δίνουν αµυδρό πράσινο χρώµα. Με την εικόνα αυτή, είχαµε ένα πολύ καλό control 

για να συγκρίνουµε τόσο τα gfp φυτά, όσο και αυτά που µετασχηµατίσαµε µε το 

διαγονίδιο gfp-virp1.  

    Τα gfp φυτά (εργαστήριο Dr. D. Baulcombe) κάτω από UV ακτινοβολία, έδωσαν 

όπως φαίνεται στην εικόνα 12 Β, ζωηρό πράσινο χρώµα, το οποίο εντοπιζόταν σε 

ολόκληρη την επιφάνεια του φύλλου. Στην περίπτωση αυτή, είχαµε έντονο φθορισµό 

στην περιοχή των νεύρων, άλλα και σε όλο το µεσόφυλλο. Στα φυτά αυτά ήταν 

αναµενόµενο να εκπέµπεται φθορισµός σε όλη την επιφάνεια του φύλλου, µια και το 

γονίδιο gfp που χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό τους είχε στόχο τo 

ενδοπλασµατικό δίκτυο και εποµένως θα περιµέναµε να το δούµε σε κάθε δοµή από 

την οποία απαρτίζεται το φύλλο.  

     Έχοντας σα σηµείο αναφοράς τα παραπάνω φυτά ελέγχου, παρατηρήσαµε τα δικά 

µας διαγονιδιακά φυτά µε το διαγονίδιο gfp-virp1.  Η αρχική µας υπόθεση ήταν ότι 

χρησιµοποιώντας τη GFP σαν δείκτη για τη Virp1, θα µπορούσαµε κατά πάσα 

πιθανότητα να παρατηρήσουµε αν η Virp1 εντοπίζεται σε συγκεκριµένες θέσεις. Αν 

ίσχυε αυτό και σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι τα gfp φυτά ελέγχου, έδιναν 

φθορισµό παντού, θα περιµέναµε µια εικόνα όπου ο φθορισµός θα ήταν 

εντοπισµένος. Από αυτή θα µπορούσαµε να κάνουµε υποθέσεις για τον εντοπισµό της 

ενδογενούς Virp1 και περαιτέρω να προσεγγίσουµε θεωρητικά και πειραµατικά τη 

λειτουργία της. 
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Πράγµατι, όπως φαίνεται στις εικόνες 12 C-F, σε φύλλα διαγονιδιακών φυτών gfp-

virp1 N.benthamiana, o φθορισµός εκπέµπεται κυρίως στην περιοχή των νεύρων. 

Ταυτόχρονα, το µεσόφυλλο παραµένει σκοτεινό και η εικόνα δε µας θυµίζει τα gfp 

φυτά ελέγχου. Ασφαλώς µε την ένδειξη αυτή δε µπορέσαµε να αποκλείσουµε την 

εκποµπή φθορισµού και στο µεσόφυλλο σε ορισµένες περιπτώσεις, αλλά και εκεί ο 

φθορισµός ήταν κατά πολύ ασθενέστερος από τα φυτά ελέγχου. Μια άλλη 

πληροφορία που πήραµε από τη µελέτη των φυτών στο µικροσκόπιο, ήταν ότι στα 

gfp-virp1 N.benthamiana φυτά, δεν παρατηρήθηκε φθορισµός στα κύτταρα της 

επιδερµίδας. Το στοιχείο αυτό ήταν µια επιπλέον διαφορά από τα gfp φυτά ελέγχου, 

όπου είχαµε εκποµπή φθορισµού στα κύτταρα της επιδερµίδας. 

Στην εργασία αυτή, µια και η GFP συντήχθηκε µε τη Virp1, υποθέτουµε ότι ο 

φθορισµός της χιµαιρικής πρωτείνης, εκπέµπεται από το σηµείο όπου εντοπίζεται 

κανονικά, η ενδογενής Virp1. 

    Θέλοντας να εντοπίσουµε τη χιµαιρική πρωτείνη µε ανοσοαποτύπωση, κάναµε 

Western σε δείγµατα που προέρχονταν από εκχύλιση πρωτεινών από τα φυτά gfp-

virp1 N.benthamiana. Σαν δείγµατα ελέγχου, χρησιµοποιήθηκαν, καθαρισµένη Virp1 

πρωτείνη, καθώς και πρωτεινικό εκχύλισµα από τα GFP-φυτά του Dr. D. Baulcombe. 

Tα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν, ήταν anti-Virp1 και anti-GFP. Ο εντοπισµός 

της χιµαιρικής πρωτείνης µε Western, δεν ήταν δυνατός. Είναι πιθανό, λόγω του 

εντοπισµού της χιµαιρικής πρωτείνης στην περιοχή των νεύρων, να απαιτούταν µια 

πιο ευαίσθητη µέθοδος εκχύλισης, ή ένας διαφορετικός χειρισµός των ιστών, έτσι 

ώστε να µην αποµακρυνθεί η πρωτείνη που µας ενδιαφέρει µε την πελλέττα του 

ιζήµατος. 
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Συζήτηση 

 

    H πρωτείνη Virp1 αποµονώθηκε από τοµατιά, σαν πρωτείνη που 

προσδένεται µε RNA  κατόπιν σάρωσης c-DNA βιβλιοθήκης του φυτού αυτού. 

H Virp1 αλληλεπιδρά µε ειδικό τρόπο µε τα ιοειδή και επιπλέον φέρει σινιάλα 

πυρηνικού εντοπισµού (Α. Ε. Martinez, 2000). Θέλοντας να διερευνήσουµε το 

ρόλο της πρωτείνης στο κύτταρο, αλλά και σε συνδυασµό µε τη 

µολυσµατικότητα του ιοειδούς, σχεδιάσαµε µια χιµαιρική πρωτείνη της Virp1 

µε το GFP. H χιµαιρική κατασκευή, µεταφέρθηκε σε δυαδικό φορέα 

κατάλληλο για µετασχηµατισµό φυτών µέσω Αγροβακτηρίου. Mε τη χρήση 

του φορέα αυτού και ακολουθώντας ένα πρωτόκολλο για σταθερό 

µετασχηµατισµό φυτών N.benthamiana, δηµιουργήσαµε διαγονιδιακές σειρές 

των φυτών, οι οποίες έφεραν το διαγονίδιο gfp-virp1. Τα φυτά αυτά τα 

µελετήσαµε στο µικροσκόπιο θέλωντας να εντοπίσουµε από ποιές  θέσεις 

εκπέµπεται ο φθορισµός, και αν αυτό µπορεί να µας δώσει πληροφορίες για 

τον εντοπισµό της ενδογενούς Virp1 στο φυτό. Συγκριτικά µε τα διαγονιδιακά 

φυτά, παρατηρήθηκαν και φυτά ελέγχου, τα οποία ήταν αγρίου τύπου 

N.benthamiana, αλλά και N.benthamiana, µετασχηµατισµένη µόνο µε gfp 

διαγονίδιο. Η µικροσκοπική παρατήρηση, µας έδωσε σαφή εικόνα ότι στα gfp-

virp1 φυτά, εντοπίζουµε φθορισµό, ο οποίος προέρχεται από την περιοχή των 

νεύρων. Στα φυτά αγρίου τύπου, είχαµε ελάχιστο αυτοφθορισµό, τόσο που σε 

πρώτη µατιά δεν ήταν καν εµφανής, ενώ στα GFP φυτά ελέγχου, 

παρατηρήσαµε φθορισµό, σε όλη την επιφάνεια του δείγµατος. Αυτό σηµαίνει 

ότι σε όλες τις δοµές του ιστού που εξετάσαµε, είχαµε έκφραση της  GFP 

πρωτείνης. Η εικόνα δεν ήταν η ίδια στην περίπτωση των gfp-virp1 φυτών. Θα 

ήταν αναµενόµενο, µια και το γονίδιο της GFP, δε φέρει σινιάλα εντοπισµού, 

στα φυτά αυτά, να εκπέµπεται φθορισµός από τις θέσεις όπου πρωταρχικά θα 

είχαµε έκφραση και εντοπισµό της Virp1 πρωτείνης. Η εκποµπή φθορισµού 

στα φυτά αυτά από την περιοχή των νεύρων έδινε σαφώς πολύ διαφορετική 

εικόνα από τα φυτά ελέγχου και είχε το δυναµικό να στηρίξει  την αρχική µας 

υπόθεση. 
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   Η περίπτωση της Virp1 πρωτείνης είναι αρκετά πολύπλοκη, αφού απ’ότι έχει 

φανεί µέχρι τώρα, πρόκειται για έναν πρωτεινικό παράγοντα ο οποίος 

εµπλέκεται σε κρίσιµα στάδια του κύκλου ζωής του φυτού, και συγχρόνως, µε 

ένα τρόπο που δεν έχει διευκρινιστεί, συµµετέχει και στον κύκλο ζωής του 

ιοειδούς PSTVd από το οποίο το φυτό, προσβάλλεται. Η διακυτταρική κίνηση 

και η συστεµική µεταφορά του RNA έχει θεωρηθεί πολύ σηµαντικός 

µηχανισµός στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, σε θεµελιώδεις βιολογικές 

λειτουργίες του φυτού,αλλά και στις αλληλεπιδράσεις φυτών και παθογόνων 

(Ding et al., 1999). Σε όλες αυτές τις διαδικασίες, είναι απαραίτητη η 

παρουσία πρωτεινικών παραγόντων και άλλων µορίων, τα οποία διακινούνται 

µέσα από ένα πολύ καλά οργανωµένο δίκτυο, τα πλασµοδέσµατα. 

   Τα πλασµοδέσµατα είναι κανάλια κυτταροπλάσµατος τα οποία 

σχηµατίζονται στα ανώτερα φυτά προκειµένου να εξασφαλιστεί η 

διακυτταρική επικοινωνία. Μέσα από το δίκτυο των πλασµοδεσµάτων, 

κινούνται µόρια, πρωτείνες και ριβονουκλεοπρωτεινικά σύµπλοκα, τα οποία 

συµβάλλουν στη ρύθµιση αναπτυξιακών και άλλων φυσιολογικών 

διαδικασιών. Ο συνδυασµός πρωτογενών και δευτερογενών πλασµοδεσµάτων 

ανάµεσα σε µεριστωµατικούς και ώριµους ιστούς, δηµιουργεί ένα δίκτυο, του 

οποίου κύρια λειτουργία είναι η διακίνηση θρεπτικών και ‘πληροφοριακών’ 

µακροµορίων (Haywood et al., 2002). Kατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του 

φυτού, πραγµατοποιούνται δραµατικές αλλαγές στη δοµή και τη λειτουργία 

των πλασµοδεσµικών συνδέσεων, και δηµιουργούνται νέα δίκτυα που 

ονοµάζονται συµπλασµικές περιοχές. Η συµπλασµική αποµόνωση επιτρέπει 

σε οµάδες κυττάρων να ακολουθήσουν ξεχωριστά αναπτυξιακά προγράµµατα 

(Lucas et al., 1993; Ding et al., 1997; Zambryski and Crawford, 2000; Pfluger 

and Zambryski, 2001). To πώς οι συµπλασµικά αποµονωµένες περιοχές 

επικοινωνούν µεταξύ τους, δεν είναι γνωστό. Μια πιθανότητα είναι µέσω 

σινιάλων (Clark, 2001) ή µέσω συµπλασµικής κίνησης ειδικών µορίων µέσω 

των πλασµοδεσµάτων (Ιtaya A. et al., 2002). Mια πολύ σηµαντική 

συµπλασµική περιοχή, είναι το σύµπλοκο των ηθµώδων κυττάρων, στα 

συνοδά κύτταρα του φλοιώµατος. Τα στοιχεία του ηθµώδους κυττάρου, 
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συνενώνονται για να σχηµατίσουν µια σειρά ηθµοσωλήνων, που συνδέουν µε 

ένα εξαιρετικό δίκτυο, τους βλαστούς, τα φύλλα και τις ρίζες. Οι θρεπτικές 

ουσίες µεταφέρονται από το ένα στο άλλο µέσω διατρήσεων που ονοµάζονται 

ηθµώδεις πλάκες. Η µεταφορά ουσιών στο φλοίωµα µέσω του συµπλόκου 

αυτού, είναι θεµελιώδης για πολλές λειτουργίες, όπως είναι η ανάπτυξη του 

άνθους, η κυκλοφορία σινιάλων που σχετίζονται µε άµυνα, αλλά και η 

µετακίνηση των ιών µέσα στους φυτικούς ξενιστές τους. Ωστόσο, παρά τη 

συµπλασµική αποµόνωση, οι φυτικοί ιοί, µπορούν να µετακινούνται εντός και 

εκτός του συµπλόκου αυτού, έτσι ώστε να εξαπλωθούν συστεµικά στο φυτό 

(Carrington et al., 1996; Gilbertson and Lucas, 1996; Ghoshroy et al., 1997; 

Nelson and Van Bel, 1998). Στην περίπτωση των ιοειδών, η συστεµική 

µόλυνση, λόγω του ότι τα περισσότερα πολλαπλασιάζονται στον πυρήνα, 

περιλαµβάνει είσοδο στον πυρήνα, έξοδο, διακυτταρική κίνηση και µεταφορά 

µέσω φλοιώµατος (Ding et al., 1999). Για το λόγο αυτό, το RNA των ιοειδών 

χρειάζεται να αλληλεπιδρά άµεσα µε κυτταρικούς παράγοντες του ξενιστή, 

τόσο για τον πολλαπλασιασµό του, όσο και για τις διαδικασίες µεταφοράς. 

Όλα τα στοιχεία για τα πλασµοδέσµατα, δείχνουν ότι υπάρχει µια ειδικότητα 

ως προς το ποιά µόρια µπορούν να διαπεράσουν το δίκτυο που αυτά 

δηµιουργούν, και σε πολλές περιπτώσεις όπου είναι απαραίτητη η µεταφορά 

τέτοιων µορίων, µεσολαβούν ειδικές πρωτείνες οι οποίες διευκολύνουν ή 

επιτρέπουν τη διαδικασία µεταφοράς. Πολλές ενδείξεις συνηγορούν στο ότι η 

Virp1 µπορεί να παίζει έναν τέτοιο ρόλο. Ο εντοπισµός της χιµαιρικής 

πρωτείνης GFP-Virp1 στην περιοχή των νεύρων, µπορεί να αποτελέσει ένα 

επιπλέον κοµµάτι στη βάση που θα στηρίξει τη θεωρία αυτή.   

H Virp1 επιπλέον, λόγω της ικανότητάς της να αλληλεπιδρά µε το RNA του 

PSTVd µε ειδικό ως προς την αλληλουχία τρόπο, είναι ένας καλός υποψήφιος 

κυτταρικός παράγοντας ο οποίος µπορεί συµµετέχει στη διαδικασία 

µετακίνησης του ιοειδούς (Ε. Μανιατάκη 2000), δηµιουργώντας ένα 

ριβονουκλεοπρωτεινικό σύµπλοκο που µετακινείται µέσω των 

πλασµοδεσµάτων. Αν ισχύει µια τέτοια θεωρία, σύµφωνα µε την οποία η 

Virp1 παίζει ρόλο σε µετακίνηση µέσω πλασµοδεσµάτων ή γενικότερα µέσω 
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φλοιώµατος, τότε θα ήταν αναµενόµενο ή θα στήριζε τη θεωρία αυτή, ο 

εντοπισµός της πρωτείνης στην περιοχή των ηθµαγγειωδών δεσµίδων.  

Από την άλλη, η διάρθρωση των λειτουργικών περιοχών της Virp1, και πιο 

συγκεκριµένα η περιοχή bromodomain, δείχνει ότι η πρωτείνη αυτή θα 

µπορούσε να λειτουργεί σα µεταγραφικός παράγοντας ή να εµπλέκεται σε 

σύµπλοκα που ρυθµίζουν τη γονιδιακή έκφραση. Όπως αναφέρθηκε και στην 

εισαγωγή, η Virp1 θα µπορούσε να µεσολαβεί ανάµεσα στο στάδια 

ανασχηµατισµού της χρωµατίνης/έναρξη της µεταγραφής και στην 

επιµήκυνση του µεταγράφου. Σε ότι αφορά το RNA του PSTVd, θα µπορούσε 

αυτό να λειτουργεί ως ενεργοποιητής για τη Virp1, και ίσως επιπλέον ως 

τροποποιητής της  πρωταρχικής λειτουργίας της, και έτσι να ξεκινάει ένα 

µονοπάτι αντιδράσεων οι οποίες τελικά προάγουν τη µόλυνση στον ξενιστή. 

Με τον ένα ή τον άλλο τρόπο, βοηθώντας στη µεταφορά ή τον 

πολλαπλασιασµό του ιοειδούς µέσα στο φυτό, η Virp1 είναι σίγουρο ότι 

εµπλέκεται σε κρίσιµα στάδια του κύκλου ζωής του και πιθανότατα και ο 

ρόλος της σαν ενδογενής πρωτείνη, αφορά εξίσου σηµαντικά στάδια των 

βιολογικών λειτουργιών.  

 

Μελλοντικές προοπτικές 

 

   Γενικά, για τη µελέτη της Virp1, η χιµαιρική κατασκευή µε το GFP 

δηµιουργεί ένα υλικό που µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε πολλαπλές εφαρµογές. 

Το GFP σηµαίνει την πρωτείνη χωρίς να επηρεάζει τη λειτουργικότητά της και 

αυτό δίνει πλεονέκτηµα σε οποιαδήποτε στρατηγική ακολουθήσει κανείς για 

να προσεγγίσει πειραµατικά το ερώτηµα  'ποιά είναι η λειτουργία της Virp1 

πρωτείνης'. Με βάση τα δεδοµένα που έχουµε ως τώρα, η Virp1 συµµετέχει µε 

κάποιον τρόπο στον κύκλο ζωής του ιοειδούς. 

Στο µέλλον, θα είχε ενδιαφέρον να µελετήσει κανείς τα διαγονιδιακά gfp-virp1 

N.benthamiana φυτά, κατόπιν µολύνσεως µε το ιοειδές. Παρακολουθώντας τα 

φυτά στο µικροσκόπιο, όπως έγινε στην εργασία αυτή, θα  µπορούσαµε 

πιθανώς να δούµε διαφορετικό εντοπισµό της χιµαιρικής πρωτείνης, γεγονός 

 50



Συζήτηση 
 

το οποίο θα σήµαινε ότι η παρουσία του ιοειδούς, για κάποιο λόγο προκαλεί 

µετατόπιση της πρωτείνης. Ταυτόχρονα, θα ήταν απαραίτητο η 

παρακολούθηση αυτή να γίνει σε υποκυτταρικό επίπεδο, έτσι ώστε να 

συνδέσουµε την παρουσία της Virp1 µε συγκεκριµένα οργανίδια του 

κυττάρου, και να παρατηρήσουµε αν και πώς αυτή µεταβάλλεται, ανάλογα µε 

τις συνθήκες στις οποίες βρίσκεται το φυτό.  
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