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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Οι ριβονουκλεάσες αποτελούν μια ομάδα ενζύμων που συμμετέχουν σε μια πληθώρα 

διαδικασιών σε όλους τους οργανισμούς από τους ιούς έως τους ανώτερους ευκαρυώτες. Η 

λήξη της μεταγραφής, η ωρίμανση και επιδιόρθωση των μεταγράφων αλλά και ο 

μηχανισμός της RNA σίγησης αποτελούν μερικά από τα μονοπάτια στα οποία προεξέχοντα 

ρόλο επιτελεί αυτή η ομάδα ενζύμων. Ανάλογα με τη θέση δράσης τους πάνω στο 

υπόστρωμα αλλά και κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά τους κατηγοριοποιούνται σε 

διάφορες οικογένειες μεταξύ των οποίων είναι και η υποοικογένεια Enhancer of RNA 

interference-1 (ERI-1). Οι πρωτεΐνες τη ομάδας αυτής είναι 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες και 

ανήκουν στην ευρύτερη οικογένεια των DEDDh νουκλεασών, στην οποία μεταξύ άλλων 

ανήκουν και οι βακτηριακές ολιγοριβονουκλεάση και RNase T. Οι Eri-1 πρωτεΐνες είναι 

συντηρημένες στους ευκαρυώτες στους οποίους δρα ο μηχανισμός της RNA σίγησης, από 

το νηματώδη σκώληκα έως το ποντίκι, τον άνθρωπο, τη δροσόφιλα, τον 

Schizosaccharomyces pombe αλλά και τα φυτά. Συμμετέχουν σε διάφορες διαδικασίες όπως 

είναι η αποικοδόμηση των μικρών παρεμβαλλόμενων RNA (siRNA), δρώντας κατά αυτόν 

τον τρόπο στο μονοπάτι της RNA σίγησης, η ωρίμανση και αποικοδόμηση των ιστονικών 

μεταγράφων αλλά και η ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού RNA. Το Eri-1 ομόλογο (ERI-1-Like-

1, ERIL1) του φυτού Arabidopsis thaliana έχει χλωροπλαστιδιακή στόχευση ενώ φυτά 

Nicotiana benthamiana που υπερεκφράζουν το διαγονίδιο παρουσιάζουν χλωρωτικούς 

φαινοτύπους, με χλωροπλάστες που μοιάζουν προπλαστίδια . Από μοριακή ανάλυση των 

διαγονιδιακών αυτών σειρών προέκυψε ότι τα χλωροπλαστιδιακά μετάγραφα 

παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου.  

Στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η περαιτέρω μελέτη της δράσης του Eri-1 ομολόγου 

στα φυτά (ERI-1-Like-1, ERIL) και συγκεκριμένα στα φυτά-μοντέλα Arabidopsis thaliana και 

Nicotiana benthamiana. Αρχικά, και λόγω της παρουσίας δύο παραλόγων γονιδίων στο 

είδος N. benthamiana, κλωνοποιήθηκαν τα μετάγραφα όπου και διαπιστώθηκε ότι από το 

ένα παράλογο γονίδιο προκύπτουν με εναλλακτικό μάτισμα δύο ισομορφές. Προκειμένου 

να μελετηθεί η επίδραση του εναλλακτικού ματίσματος στον ενδοκυττάριο εντοπισμό της 

παραγόμενης πρωτεΐνης, πραγματοποιήθηκαν πειράματα υπερέκφρασης της 

συγκεκριμένης γονιδιακής θέσης συντηγμένης με την πρωτεΐνη αναφοράς Green 

Fluorescent Protein, όπου με συνεστιακή μικροσκοπία διαπιστώθηκε ο χλωροπλαστιδιακός 

εντοπισμός. Η χλωροπλαστιδιακή στόχευση της πρωτεΐνης διαπιστώθηκε και με ανάλυση 
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τύπου western σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα χλωροπλαστών. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε ο 

χαρακτηρισμός των σειρών που παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα της συγκεκριμένης 

πρωτεΐνης με αναλύσεις τύπου northern και western. Αυτές οι σειρές μαζί με σειρές 

υπερέκφρασης του διαγονιδίου οι οποίες είχαν χαρακτηριστεί από προηγούμενες μελέτες 

αποτέλεσαν τα εργαλεία για τη μελέτη της δράσης της υπό μελέτης πρωτεΐνης. Οι σειρές με 

έντονη καταστολή παρουσίαζαν μειωμένα επίπεδα χλωροφυλλών σε σχέση με φυτά αγρίου 

τύπου ενώ από μελέτες ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σε τομές φύλλων φυτών 

N.benthamiana με καταστολή των ERIL1 γονιδίων διαπιστώθηκαν ότι οι χλωροπλάστες 

παρουσίαζαν παρεκκλίνουσα ανατομία. Από μοριακή ανάλυση τύπου northern φυτών με 

καταστολή και υπερέκφραση του ERIL1 διαπιστώθηκαν παρεκκλίνοντα πρότυπα στην 

ωρίμανση των ριβοσωμικών μεταγράφων του χλωροπλάστη υποδεικνύοντας τη συμμετοχή 

της πρωτεΐνης στην ωρίμανση αυτών των μεταγράφων. Επιπλέον, με ανοσοκατακρήμνιση 

διαπιστώθηκε ότι η πρωτεΐνη συγκατακρημνίζεται εκτός των ριβοσωμικών μεταγράφων και 

με ορισμένα άλλα χλωροπλαστιδιακά νουκλεϊκά οξέα υποδεικνύοντας κάποιο πιθανό ρόλο 

στην ωρίμανση αυτών. Τέλος, με παροδική υπερέκφραση της πρωτεΐνης σε αναπτυγμένα 

φύλλα N. benthamiana παρατηρήθηκε επίδραση της στην αποικοδόμηση του ώριμου 4.5S 

rRNA. Τέλος, πραγματοποιήθηκαν πειράματα προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος της υπό 

μελέτης πρωτεΐνης στο μηχανισμό της RNA σίγησης. Από αυτά δεν διαπιστώθηκε κάποια 

επίδραση στο μονοπάτια που μελετήθηκαν, ενώ μόνο τα φυτά που υπερεκφράζουν την 

πρωτεΐνη παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα συγκεκριμένων miRNA. Συνολικά, από τα 

πειράματα της παρούσας μελέτης συμπεραίνεται ότι η πρωτεΐνη ERIL1 δρα στην ωρίμανση 

των ριβοσωμικών χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων και στην αποικοδόμηση του 4.5S rRNA 

ενώ δεν φαίνεται να έχει κάποιο ρόλο στα μονοπάτια της RNA σίγησης που μελετήθηκαν.  
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ABSTRACT 

Ribonucleases are involved in a variety of processes in all organisms, from viruses to higher 

eukaryotes performing essential roles in RNA transcription termination, maturation, editing, 

splicing and RNA silencing. Depending on their mode of action and some intrinsic 

characteristics they are grouped in several families one of which is the subfamily Enhancer of 

RNA interference-1 (ERI-1). Proteins of this group are 3’-5’ exoribonucleases belonging to 

the larger family of DEDDh nucleases in which the bacterial oligoribonuclease and RNase T 

are also members. ERI-1, a protein conserved in eukaryotes from the nematode to mouse, 

humans, drosophila, fission yeast and plants participates in various processes. These include 

degradation of siRNAs thus acting as suppressors of RNAi 3’ end trimming of the short 5.8S 

rRNA and degradation of histone mRNA. Arabidopsis thaliana Eri-1 homologue (ERI-1-Like-1, 

ERIL1) is targeted to the chloroplast. Nicotiana benthamiana transgenic lines overexpressing 

AtERIL1 present chlorotic phenotypes with abnormal plastid anatomy which resemble 

proplastids. Molecular analysis of these transgenic lines revealed low levels of chloroplasrtic 

transcripts compared to wild type plants.  

Aim of this work was to further study the role of Eri-1 plant homologue in the model plants 

A. thaliana and N. benthamiana. Initially, and due to the presence in N. benthamiana of two 

genetic loci coding for ERIL1, sequencing of the different transcripts was conducted which 

revealed that two differentially spliced forms arise from one of the two paralogue loci. In 

order to investigate the role of alternative splicing in subcellular localization of the protein, 

the genetic locus was fused to the reporter gene Green Fluorescent Protein and the 

construct was overexpressed in N. benthamiana leaves. Confocal analysis on protoplasts 

prepared from these tissues revealed its chloroplastic localization. The above result was also 

verified by western blot of chloroplastic extracts using an ERIL1 specific antibody. Next, the 

transgenic lines of both model plants with reduced expression levels where characterized by 

northern and western blot. The suppression lines had reduced chlorophyll content while 

transmission electron microscopy on leaf section from these N.benthamiana lines revealed 

abnormal chloroplast anatomy compared to wild type plants. In order to investigate a 

probable impact of ERIL1 on the chloroplast transcriptome, northern analysis was conducted 

from total RNA extracted from lines that overexpress and suppress ERIL1. The analysis 

showed a pronounced effect on the ribosomal RNAs suggesting an impact on the maturation 

process of these transcripts. Additionally to the above, immunoprecipitaion assays implied a 

role of ERIL1 also on some other chloroplastic transcripts. Transient overexpression of ERIL1 
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on fully expanded leaves followed by northern blot analysis revealed a role in the 

degradation of chloroplastic 4.5S rRNA. Lastly, the role of ERIL1 on RNA silencing was 

studied. From these experiments no apparent impact of ERIL1 in the accumulation of 

exogenous and viroid derived siRNAs could be concluded with the exception of specific 

miRNAs which overaccumulated in the transgenic plants that overexpressed the transgene. 

Altogether it can be concluded that ERIL1 participates in the maturation of the chloroplastic 

ribosomal RNAs and in the degradation of 4.5S rRNA while it has no effect on the RNA 

silencing pathways studied in this work.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Ο έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης των οργανισμών διαδραματίζει καίριο ρόλο στην 

αύξηση και ανάπτυξη τους καθώς και στην προσαρμογή τους στις συνθήκες του 

περιβάλλοντος στο οποίο αναπτύσσονται. Μεταξύ των σημείων-κλειδιών που καθορίζουν 

τη μοίρα του συγκεκριμένου κυττάρου (Εικόνα 1.1), αποτελεί και ο μεταβολισμός των 

ριβονουκλεϊκών οξέων (RNA). Σε όλα τα βασίλεια, από τα αρχαία μέχρι τους ευκαρυώτες, 

έχουν εξελιχθεί πολυάριθμα και σύνθετα μονοπάτια ελέγχου των μεταγράφων ώστε να 

εξασφαλίζεται η παραγωγή λειτουργικών μεταγράφων αλλά και η αποικοδόμηση εκείνων 

που είτε δεν είναι λειτουργικά είτε έχουν επιτελέσει το ρόλο τους μέσα στο κύτταρο. 

Προεξέχοντα ρόλο στο μονοπάτι μεταβολισμού των ριβονουκλεϊκών οξέων κατέχει μια 

ομάδα ενζύμων, οι ριβονουκλεάσες.  

 

 

Εικόνα 1.1. Απλοποιημένο σχεδιάγραμμα των σημείων ελέγχου της γονιδιακής έκφρασης ενός 
ευκαρυωτικού κυττάρου. Για τη σωστή ανάπτυξη και αύξηση ενός κυττάρου η γονιδιακή έκφραση 
βρίσκεται υπό συνεχή έλεγχο. Έτσι, το κύτταρο ελέγχει το είδος των πρωτεϊνών που θα παράγει 
ελέγχοντας το είδος και τη συχνότητα μεταγραφής ενός γονιδίου (1), τις τροποποιήσεις σε επίπεδο 
μεταγράφου (2), τη μεταφορά των μεταγράφων από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (3), την 
επιλεκτική αποικοδόμηση των μεταγράφων (4), την μετάφρασή τους (5) και τέλος την μετα-
μεταφραστική τροποποίηση των πρωτεϊνών (6). Εικόνα τροποποιημένη από 
http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/garland/ecb.php. 
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Μετά την αρχική ταυτοποίηση και τον χαρακτηρισμό τους στο βακτήριο Escherichia coli 

πληθώρα μετέπειτα ερευνών οδήγησε στην αναγνώριση ομολόγων ριβονουκλεασών σε όλα 

τα βασίλεια και στον προσδιορισμό της δράσης τους στα διάφορα στάδια της ζωής ενός 

μεταγράφου όπως π.χ. η παύση της μεταγραφής, η ωρίμανση του, η RNA επιδιόρθωση 

(RNA editing), το RNA μάτισμα, η αποικοδόμηση του καθώς και στο μονοπάτι της RNA 

σίγησης. Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς η παρουσία των ριβονουκλεασών δεν 

περιορίζεται στο κυτταρόπλασμα αλλά απαντώνται σε όλα τα διαμερίσματα ενός κυττάρου 

(πυρήνας, κυτταρόπλασμα, μιτοχόνδρια και χλωροπλάστες). 

Οι ριβονουκλεάσες κατηγοριοποιούνται σε δύο ομάδες ανάλογα με το σημείο δράσης τους 

πάνω στο μετάγραφο. Οι ενδοριβονουκλεάσες κόβουν εσωτερικούς φωσφοδιεστερικούς 

δεσμούς ενώ οι εξωριβονουκλεάσες αφαιρούν μονονουκλεοτίδια από τις αλυσίδες των 

ριβονουκλεϊκών οξέων στο 3’ ή 5’ άκρο (3’ και 5’ εξωριβονουκλεάσες, αντίστοιχα). Το τελικό 

προϊόν της δράσης τους είναι ώριμα, λειτουργικά μόρια RNA ή μονονουκλεοτίδια τα οποία 

χρησιμοποιούνται σε νέους κύκλους σύνθεσης RNA. Στην Εικόνα 1.2 παρουσιάζονται οι 

αντιπροσωπευτικές ριβονουκλεάσες του E.coli.  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι ενδο- και εξωριβονουκλεάσες συμμετέχουν μεταξύ 

άλλων και στο μονοπάτι της RNA σίγησης, με το οποίο οι περισσότεροι ευκαρυώτες 

ρυθμίζουν την έκφραση ενδογενών και εξωγενών γονιδίων. Η παραγωγή των δραστικών 

RNA μορίων, η κοπή των μεταγράφων-στόχων όπως και η καταστολή του μονοπατιού της 

RNA σίγησης ρυθμίζεται και από ριβονουκλεάσες.  
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Εικόνα 1.2. Αντιπροσωπευτικά δενδρογράμματα των ενδοριβονουκλεασών (α) και 
εξωριβονουκλεασών (β) του βακτηρίου Escherichia coli. Η αναπαράσταση είναι βασισμένη στην 
αλληλουχία των αμινοξέων κάθε ενζύμου μετά από στοίχιση πολλαπλών αλληλουχιών με τη χρήση 
του προγράμματος CLUSTAL (Thompson et al., 1997). Σε κάθε ένζυμο παρουσιάζεται το μήκος του 
(αριθμός αμινοξέων) και οι κύριες επικράτειες αυτού. Εικόνα βασισμένη στους (Arraiano et al., 
2010).    
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1.1. TΟ MΟΝΟΠΑΤΙ TΗΣ RNA ΣΙΓΗΣΗΣ  

 

1.1.1. Σύντομη ιστορική αναδρομή στην RNA σίγηση 

Πριν την ανακάλυψη του μονοπατιού της RNA σίγησης υπήρχαν αναφορές σχεδόν ένα 

αιώνα πριν, για δράση ενός άγνωστου μηχανισμού που προσδίδει αντιική προστασία στα 

διασυστηματικά νεαρά φύλλα μολυσμένου καπνού (Wingard, 1928). Συγκεκριμένα, 

παρατηρήθηκε ότι ενώ τα φυτά καπνού που μολύνθηκαν με τον ιό της διακτυλιδιωτής 

κηλίδας του καπνού (Τobacco ringspot virus, TRV) παρουσίαζαν τα χαρακτηριστικά 

συμπτώματα στα ήδη ανεπτυγμένα φύλλα, κάτι τέτοιο δεν συνέβαινε στα νεαρά 

διασυστηματικά φύλλα. Ο ερευνητής απέδωσε το φαινόμενο αυτό σε κάποια μορφή 

ανοσίας που αποκτούν τα διασυστηματικά φύλλα.   

Στις αρχές τις δεκαετίας του 1990, πάλι στο χώρο των φυτών και με την έλευση των 

εργαλείων της βιοτεχνολογίας, παρατηρήθηκαν φαινόμενα που δεν μπορούσαν να 

εξηγηθούν με τις τότε γνώσεις. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι γενετικά τροποποιημένα 

φυτά σε ορισμένες περιπτώσεις δεν εξέφραζαν το διαγονίδιο ενώ σε άλλες, ακόμα και το 

ενδογενές γονίδιο, η αλληλουχία του οποίου είχε χρησιμοποιηθεί για την τροποποίηση, 

έπαυε να εκφράζεται [για ανασκόπηση βλ. (Flavell, 1994)]. Το πιο χαρακτηριστικό 

παράδειγμα αποτελεί η υπερέκφραση του γονιδίου της συνθάσης της χαλκόνης στην 

πετούνια που οδήγησε στη σίγηση του ενδογενούς γονιδίου σε ορισμένα διαγονιδιακά 

φυτά και κατά συνέπεια τον αποχρωματισμό των πετάλων του άνθους αυτών (Εικόνα 1.3) 

(Napoli et al., 1990).  

 

Εικόνα 1.3. Χρωματισμός των πετάλων πετούνιας σε φυτά αγρίου τύπου και σε τρεις 
διαγονιδιακές σειρές που υπερεκφράζουν το γονίδιο συνθάσης της χαλκόνης. Τροποποιημένη 
εικόνα από (Napoli et al., 1990). 
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Πλήθος ερευνών την περίοδο εκείνη περιέγραφαν διαφορετικές πλευρές του ίδιου 

φαινομένου. Έτσι για παράδειγμα, η καταστολή στην έκφραση παρατηρούνταν λόγω 

υπερέκφρασης αλληλουχιών συμπληρωματικών σε ενδογενή γονίδια (Ecker and Davis, 

1986; Smith et al., 1988) ή λόγω χρήσης κοινού υποκινητή σε δύο διαγονίδια που 

χρησιμοποιήθηκαν για την ταυτόχρονη τροποποίηση φυτού (Matzke et al., 1989). Επίσης, 

υπήρχαν αναφορές ανθεκτικότητας φυτών σε ιούς όταν τα φυτά είχαν διαγονίδια με 

αλληλουχίες του ιού (Lindbo et al., 1993; Abel et al., 1986) ή αντιθέτως παρατηρούνταν 

καταστολή ενδογενών γονιδίων όταν φυτά μολύνονταν με τροποποιημένους ιούς που 

περιείχαν φυτικές αλληλουχίες στο γονιδίωμα τους (Kumagai et al., 1995). 

Τελικά, από τις παραπάνω και πολλές ακόμη μελέτες και σε άλλους οργανισμούς, έγιναν 

κατανοητά στο τέλος της δεκαετίας του 1990 τα σημεία-κλειδιά του μονοπατιού της RNA 

σίγησης (Fire et al., 1998; Hamilton and Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000), με το 

βραβείο Νόμπελ Ιατρικής 2006 να απονέμεται στους Andrew Fire και Craig Mello για την 

ανακάλυψη του τρόπου δράσης του μηχανισμού αυτού (Fire et al., 1998).  

 

1.1.2. Ο μηχανισμός της RNA σίγησης 

Το φαινόμενο της RNA σίγησης απαντάται στους περισσότερους ευκαρυώτες από τα 

θηλαστικά, τις μύγες, το νηματώδη σκώληκα, τα φυτά, τα άλγη και σε ορισμένους μύκητες 

[για ανασκόπηση βλ (Ghildiyal and Zamore, 2009)] ενώ όπως έγινε γνωστό τα τελευταία 

δέκα περίπου χρόνια, και μερικοί προκαρυώτες διαθέτουν ένα σύστημα με ομοιότητες στην 

RNA σίγηση των ευκαρυωτών (CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) (Barrangou et al., 2007; Brouns et al., 2008). Ο βασικός μηχανισμός της RNA 

σίγησης (Εικόνα 1.4) ξεκινά με τη δράση μιας ομάδας ενδονουκλεασών, των Dicer, πάνω σε 

δίκλωνα μόρια RNA (double stranded RNA, dsRNA) των οποίων η προέλευση περιγράφεται 

παρακάτω, με αποτέλεσμα τη δημιουργία μικρού μεγέθους δίκλωνων μορίων RNA (small 

RNAs, sRNAs). Στη συνέχεια, μία από τις δύο αλυσίδες του δίκλωνου sRNA ενσωματώνεται 

σε ένα σύμπλοκο πρωτεϊνών (RNA Ιnduced Silencing Complex, RISC) κύριο στοιχείο του 

οποίου είναι οι πρωτεΐνες Αργοναύτες (Αrgonaute, AGO), κατευθυνοντάς το σε 

συμπληρωματικά μόρια RNA. 

Η δράση του συμπλόκου RISC πάνω στα RNA-στόχους μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα την 

πέψη του RNA-στόχου, την καταστολή της μετάφρασής του ή τη δημιουργία επιγενετικών 

αλλαγών σε συμπληρωματικές περιοχές του γονιδιώματος [για ανασκόπηση βλ. 
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(Baulcombe, 2004; Vaucheret, 2006; Ghildiyal and Zamore, 2009; Moazed, 2009)]. Όταν τα 

sRNA χρησιμοποιούνται για πέψη ή καταστολή της μετάφρασης του RNA-στόχου το 

φαινόμενο ονομάζεται μετα-μεταγραφική σίγηση (Post Transcriptional Gene Silencing, 

PTGS) ενώ όταν κατευθύνουν επιγενετικές αλλαγές στο γονιδίωμα με συνέπεια καταστολή 

της έκφρασης του γονιδίου, το φαινόμενο ονομάζεται μεταγραφική σίγηση (Transcriptional 

Gene Silencing, TGS).  

 

1.1.2.1. Πηγές δίκλωνων πρόδρομων μορίων RNA στα φυτά 

Οι κύριες πηγές επιμήκων δίκλωνων μορίων RNA (dsRNA) στα φυτά ποικίλουν (Εικόνα 

1.4Α). Οι ανάστροφες επαναλήψεις (Inverted repeat, IR) λόγω διπλασιασμού και 

αναστροφής αποτελούν συχνές πηγές παραγωγής dsRNA και συμβαίνουν είτε σε 

ενδογενείς γονιδιακές θέσεις είτε σε διαγονίδια. Μια άλλη πηγή αποτελούν τα 

αλληλεπικαλυπτόμενα ή συμπληρωματικά μετάγραφα. Τα αλληλεπικαλυπτόμενα γονίδια 

αποτελούν στην Αραβίδοψη, τη δροσόφιλα και στον άνθρωπο το 7%, 17% και 27% των 

γονιδίων, αντίστοιχα (Zhang et al., 2006; Henz et al., 2007). dsRNA παράγονται επίσης από 

γονιδιακές θέσεις που κωδικοποιούν τα μικρά RNA (microRNA, miRNA) (βλ. παρακάτω). 

Τέλος, μία άλλη κατηγορία παράγεται με τη δράση των RNA κατευθυνόμενων RNA 

πολυμερασών (RNA dependent RNA polymerase, RDR) οι οποίες, αρχικά, περιγράφηκαν 

από ιολόγους και στη συνέχεια αναγνωρίστηκαν και στη συνέχεια σε άλλους οργανισμούς 

όπως στα φυτά (Schiebel et al., 1998; Dalmay et al., 2000; Mourrain et al., 2000), στο 

μύκητα Neurospora crassa (Cogoni and Macino, 1999), στο C. elegans (Smardon et al., 2000), 

στον μύκητα Saccharomyces pombe (Volpe et al., 2002) και στο πρωτόζωο Tetrahymena 

thermophila (Lee and Collins, 2007) ενώ στα θηλαστικά και στα έντομα δεν έχουν βρεθεί 

κανονικού τύπου RDRs. Τα ένζυμα αυτά χρησιμοποιούν παρεκκλίνοντα/ ανώμαλα 

μετάγραφα (π.χ. από μεταθετά στοιχεία) ή ιικές αλληλουχίες ως εκμαγεία για την 

παραγωγή dsRNA.  

1.1.2.2. Οι κύριες πρωτεΐνες του μηχανισμού της RNA σίγησης στα φυτά 

DICER-LIKE (DCL) 

Οι πρωτεΐνες της ομάδας των DICER-LIKE (DCL), που ανήκουν στην ομάδα των RNase III 

ενδονουκλεασών, δρουν πάνω σε επιμήκη δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) ή σε πρόδρομα 

μόρια miRNA (pre-miRNA) με αποτέλεσμα την παραγωγή των μικρών δίκλωνων μορίων 

RNA (sRNA) μεγέθους 20-24 νουκλεοτιδίων. Χαρακτηριστικό αποτύπωμα της δράσης των 
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ενζύμων αυτών είναι τα δύο προεξέχοντα νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο των sRNA με μία 

φωσφορική ομάδα στο 5’ άκρο και μια υδροξυλομάδα στο 3’ άκρο.  

 

 

Εικόνα 1.4. Τα βασικά στοιχεία του μονοπατιού της RNA σίγησης στα φυτά. Τα δίκλωνα 
συμπληρωματικά μόρια RNA αποτελούν τα πρόδρομα μόρια από τα οποία παράγεται η πλειονότητα 
των sRNA. Αυτά μπορεί να προέρχονται είτε από μεταγραφή ενδογενών αλληλουχιών (π.χ. MIRNA 
γονίδια, ανάστροφες επαναλήψεις λόγω διπλασιασμού (Inverted Repeats, IR, trans-
συμπληρωματικές αλληλουχίες (TAS αλληλουχίες) είτε από εξωγενείς αλληλουχίες (π.χ. ιοί, ιοειδή, 
μεταθετά στοιχεία) είτε, τέλος, από τη δράση των RNA κατευθυνόμενων RNA πολυμερασών (RNA 
directed RNA polymerases, RDRs) πάνω σε παρεκκλίνοντα/ ανώμαλα μετάγραφα. Αυτά τα δίκλωνα 
μόρια αποτελούν στόχους μιας ομάδας ενδονουκλεασών, των Dcr (DCL στα φυτά), από τη δράση των 
οποίων παράγονται τα μικρά δίκλωνα μόρια RNA (sRNAs). Μία από τις δύο αλυσίδες αυτών 
ενσωματώνεται στις πρωτεΐνες AGO και τις καθοδηγούν στην εύρεση του RNA-στόχου. Με τη δράση 
του παραπάνω συμπλόκου πάνω στα μετάγραφα-στόχους επιτυγχάνεται μια ποικιλία γεγονότων 
(αποικοδόμηση μεταγράφου, καταστολή της μετάφρασής του, μεθυλίωση του DNA και τροποποίηση 
ιστονών) που ως τελικό σκοπό έχουν τη ρύθμιση έκφρασης της συγκεκριμένης αλληλουχίας.  
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Πρώτη αναφορά της δράσης των ενζύμων αυτής της οικογένειας έγινε το 2001 σε 

κυτταρικές σειρές S2 δροσόφιλας, όπου και έγινε γνωστό ότι το ένζυμο που δημιουργεί τα 

siRNA είναι διαφορετικό από εκείνο του συμπλόκου RISC (Bernstein et al., 2001). Οι 

πρωτεΐνες αυτής της ομάδας περιλαμβάνουν μια DEAD-box, helicase-C επικράτεια, την 

DUF283 επικράτεια με άγνωστη λειτουργία, μια PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE (PAZ) 

επικράτεια, δύο RNase-III επικράτειες και μια επικράτεια πρόσδεσης σε δίκλωνα μόρια RNA 

(dsRBD) (Εικόνα 1.5). Ορθόλογα αυτού του γονιδίου αναγνωρίστηκαν σε όλους τους 

οργανισμούς που λειτουργεί ο μηχανισμός της RNA σίγησης (Cerutti and Casas-Mollano, 

2006). Ειδικότερα στα φυτά παρουσιάζεται ο μεγαλύτερος αριθμός γονιδίων που 

κωδικοποιούν για τις DCL, με την Αραβίδοψη (Schauer et al., 2002) και τη N. benthamiana 

(Nakasugi et al., 2013) να έχουν τέσσερα γονίδια ενώ το ρύζι έχει οχτώ παράλογα γονίδια 

στο γονιδίωμά του (Kapoor et al., 2008).   

Κάθε μία από τις φυτικές DCL χρησιμοποιούν διαφορετικά υποστρώματα παράγοντας 

διαφορετικού μεγέθους siRNAs. Το μήκος των μικρών RNA που παράγει κάθε DCL 

θεωρείται ότι καθορίζεται από την απόσταση μεταξύ της PAZ επικράτειας και των 

καταλυτικών περιοχών κάθε πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριμένα, η DCL1 παράγει τα miRNA 

χρησιμοποιώντας ως υποστρώματα τα αρχικά (primary-miRNA, pri-miRNA) και τα 

πρόδρομα (precursor miRNA, pre-miRNA) μετάγραφα των miRNA (Kurihara and Watanabe, 

2004; Dong et al., 2008) αλλά επίσης παράγει siRNA μεγέθους 20-22 nt από ανάστροφες 

επαναλήψεις (IR) και μη κωδικά μετάγραφα (Henderson et al., 2006; Hirsch et al., 2006). Oι 

DCL -2, -3 και -4 χρησιμοποιούν ως υποστρώματα επιμήκη, δίκλωνα, σχεδόν 

συμπληρωματικά μόρια RNA (dsRNA) παράγοντας siRNA μεγέθους 22, 24 και 21 

νουκλεοτιδίων, αντίστοιχα (Henderson et al., 2006). Αν και το ίδιο dsRNA μπορεί να 

αποτελέσει ένα εν δυνάμει υπόστρωμα και για τις τρεις παραπάνω DCL, φαίνεται ότι ο 

ενδοκυττάριος εντοπισμός της κάθε μιας, η διαθεσιμότητα τους στο συγκεκριμένο ιστό 

αλλά και κάποια δομικά χαρακτηριστικά του dsRNA μορίου είναι αυτά που καθορίζουν 

τελικά ποια DCL θα δράσει πάνω στο dsRNA και κατ’επέκταση το είδος των siRNA που θα 

παραχθούν και ο τρόπος δράσης τους (μεταγραφική ή μετα-μεταγραφική σίγηση) (Bologna 

and Voinnet, 2014).  
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Εικόνα 1.5. Οργάνωση των επικρατειών των βασικών ομάδων πρωτεϊνών που συμμετέχουν στο 
μονοπάτι της RNA σίγησης (Α) καθώς και ο ρόλος τους σε κάθένα από τα διαφορετικά στάδια του 
μηχανισμού (Β). Συντμήσεις: DCL = DICER-LIKE, RDR = RNA-dependent RNA polymerase, HEN1= HUA 
ENHANCER 1, AGO=ARGONAUTE, dsRBD = double-stranded- RNA-binding domain, dsRNA= double-
stranded RNA, DUF283 = domain of unknown function 283; LCD, La-motif-containing domain; MTase= 
methyltransferase, PAZ=PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE, PLD= PPIase-like domain, ssRNA= single-stranded 
RNA. Εικόνα βασισμένη στους (Bologna and Voinnet, 2014).  

 

ARGONAUTE (AGO) 

Οι πρωτεΐνες AGO, οι οποίες αποτελούν την καρδιά του μηχανισμού της RNA σίγησης, 

προσδένονται στα sRNA τα οποία και χρησιμοποιούν ως αλληλουχίες-οδηγούς για τη 

σίγηση της αλληλουχίας-στόχου. Αυτοί οι δύο παράγοντες, AGO και sRNAs, αποτελούν 

μέρος του συμπλόκου RISC. Πρώτη αναφορά στις AGO έγινε σε μελέτη στην A.thaliana, 

όπου και βρέθηκε ότι ελέγχει, με άγνωστο έως τότε τρόπο, την ανάπτυξη του φύλλου 

(Bohmert et al., 1998). Επειδή τα φυτά με μετάλλαξη αυτού του γονιδίου (ago1) εμφάνιζαν 

φύλλα που θύμιζαν τους ερευνητές ένα είδος καλαμαριού (Argonauta argo) ονόμασαν το 

γονίδιο ARGONAUTE. Αργότερα έγινε γνωστό ότι ο παραπάνω φαινότυπος προκαλούνταν 

λόγω διαταραχών στη βιογένεση των miRNA (Vaucheret et al., 2004). Το γονιδίωμα της 

Αραβίδοψης κωδικοποιεί για τα δέκα πρωτεΐνες AGO ενώ σε άλλους οργανισμούς ο 

αριθμός ποικίλει από ένα (S. pombe) έως 27 (C. elegans).  

Ομαδοποιούνται σε δύο κατηγορίες, τις AGO και τις Piwi, με τις τελευταίες να αποτελούν 

ένα ξεχωριστό κλάδο, χαρακτηριστικό των ζώων (Carmell et al., 2002). Οι AGO των 

ευκαρυωτικών οργανισμών [κάποια αρχαία και βακτήρια κωδικοποιούν AGO πρωτεΐνες 

(Cerutti and Casas-Mollano, 2006)] έχουν τέσσερεις κύριες επικράτειες (Εικόνα 1.5): μια 

αμινοτελική επικράτεια που εμφανίζει παραλλακτικότητα και οι πιο συντηρημένες PAZ, 

MIDI, και PIWI επικράτειες (Hutvagner and Simard, 2008),. Η PAZ επικράτεια προσδένει τα 

sRNA ενώ η PIWI έχει δράση RNase H για την κοπή των αλληλουχιών στόχων (Song et al., 

2004). Η λειτουργία της MIDΙ επικράτειας δεν είναι ακριβώς γνωστή, αλλά φαίνεται ότι 
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απαιτείται για τη σωστή κοπή του υποστρώματος ενώ περιέχει και μια θέση πρόσδεσης 5’ 

φωσφορικής ομάδας (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005).  

Αν και αρχικά προσδένουν τα δίκλωνα sRNA, στη συνέχεια απορρίπτεται η μία από τις δύο 

αλυσίδες (Matranga et al., 2005), συνήθως αυτή με την υψηλότερη θερμοδυναμική 

σταθερότητα στο 5’ άκρο της, η οποία ονομάζεται αλυσίδα-συνοδηγός. Η εναπομείνασα 

αλυσίδα (αλυσίδα-οδηγός) οδηγεί το σύμπλοκο στην εύρεση της συμπληρωματικής 

αλληλουχίας-στόχου (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Αποτέλεσμα της δράσης 

αυτού του συμπλόκου είναι η αποσταθεροποίηση του μεταγράφου-στόχου ή η καταστολή 

της μετάφρασης, με την πρώτη λειτουργία να είναι πιο συχνή στα φυτά σε σχέση με τη 

δεύτερη.  

Από μελέτες ανοσοκατακρήμνισης στα φυτά βρέθηκε ότι οι διαφορετικές AGO 

παρουσιάζουν επιλεκτικότητα όχι μόνο ως προς το μέγεθος των sRNA που προσδένουν 

αλλά και ως προς το είδος του νουκλεοτιδίου στο 5’ άκρο των sRNA (Mi et al., 2008; 

Montgomery et al., 2008a; Zhu et al., 2011). Έτσι, βρέθηκε ότι οι AGO -4, -6 και -9 

προσδένονται κυρίως σε 24-nt sRNA, οι AGO -1, -2, -5, -7 και -10 σε 21–22-nt sRNA ενώ οι 

AGO -7 and -10 προσδένονται σχεδόν αποκλειστικά στα miR390 και miR165/166, αντίστοιχα 

(Mi et al., 2008). Οι AGO -1, -2 και -5 εμφανίζουν προτίμηση για πρόσδεση σε sRNA των 

οποίων το 5’ άκρο τους είναι ουριδίνη, αδενοσίνη ή κυτοσίνη, αντίστοιχα, ενώ οι AGO -6 και 

-9 εμφανίζουν προτίμηση για αδενοσίνη στο 5’ άκρο των sRNA. Όμως, φαίνεται ότι 

υπάρχουν και επιπλέον παράγοντες που καθορίζουν την επιλεκτική πρόσδεση των sRNA 

στις AGO, όπως είναι για παράδειγμα οι αλληλεπιδράσεις με άλλες πρωτεΐνες ή και σημεία 

μη συμπληρωματικότητας του δίκλωνου sRNA (Montgomery et al., 2008a; Zhu et al., 2011).  

 

RNA εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (RDRs) 

Οι RNA εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (RDRs) αποτελούν την καρδιά του μηχανισμού 

ενίσχυσης της RNA σίγησης, δηλαδή της παραγωγής νέων, δευτερευόντων siRNAs. 

Σύμφωνα με το γενικότερο πλάνο δράσης τους, μονόκλωνα παρεκκλίνοντα/ ανώμαλα 

μόρια RNA αποτελούν τα υποστρώματα των RDR και, με ή χωρίς τη χρήση των αρχικών 

siRNA ως εκκινητές (Tang et al., 2003), παράγουν τη συμπληρωματική αλυσίδα αυτού του 

μονόκλωνου RNA. Κατά αυτόν τον τρόπο σχηματίζονται δίκλωνα μόρια RNA που με τη 

σειρά τους αποτελούν στόχους των DCL με αποτέλεσμα την παραγωγή των δευτερευόντων 

siRNA και την έναρξη ενός νέου κύκλου σίγησης του RNA-στόχου.  
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Το γονιδίωμα της Αραβίδοψης κωδικοποιεί για έξι RDRs εκ των οποίων η RDR -1, -2 και -6 

φέρουν το κανονικό καρβοξυτελικό καταλυτικό DLDGD μοτίβο των ευκαρυωτικών RDR ενώ 

οι υπόλοιπες τρεις να ανήκουν σε άλλο φυλογενετικό κλάδο (RDRγ) (Zong et al., 2009) και 

με άγνωστο μέχρι στιγμής ρόλο. Κάθε μία από τις υπόλοιπες RDR συμμετέχει σε 

διαφορετικό μονοπάτι της σίγησης ενδογενών γονιδίων ενώ όλες φαίνεται να 

διαδραματίζουν ρόλους στην αντιική προστασία με τις RDR -1 και -6 να δρουν στο μονοπάτι 

της μετα-μεταγραφικής σίγησης και την RDR2 να δρα κυρίως στη μεταγραφική σίγηση. [(για 

ανασκόπηση βλ. (Voinnet, 2008)].  

 

HUA ENHANCER 1 (HEN1) 

Ένα χαρακτηριστικό των φυτικών sRNA είναι η παρουσία μιας μεθυλομάδας στο 3’ άκρο 

τους. Η τροποποίηση αυτή αν και αρχικά εντοπίστηκε στα φυτικά miRNA (Yu et al., 2005) 

στη συνέχεια βρέθηκε ότι αποτελεί γενικότερο γνώρισμα όλων των φυτικών sRNA 

διαδραματίζοντας προστατευτικό ρόλο από την αποικοδόμησή τους (Li et al., 2005; Yang et 

al., 2006b). Το ένζυμο υπεύθυνο για αυτή την τροποποίηση είναι μια μεθυλοτρανσφεράση, 

η HUA ENHANCER 1 (HEN1), αποτελούμενη από πέντε δομικές περιοχές (Εικόνα 1.5) εκ των 

οποίων οι τέσσερεις αλληλεπιδρούν με τα sRNA (Huang et al., 2009). Απουσία της HEN1 σε 

φυτά Αραβίδοψης οδηγεί σε μείωση πληθυσμού sRNA, τα οποία παρουσιάζουν και 

αυξημένο μέγεθος σε σχέση με εκείνα που απαντώνται σε φυτά αγρίου τύπου, λόγω της 

ουριδιλίωσής τους στο 3’ άκρο τους (Li et al., 2005), Αυτή η ουριδιλίωση, η οποία αργότερα 

βρέθηκε ότι οφείλεται σε μία νουκλεοτιδική τρανσφεράση (HEN1 SUPPRESSOR1, HESO1) 

(Ren et al., 2012; Zhao et al., 2012), οδηγεί στην αποσταθεροποίηση των μη μεθυλιωμένων 

sRNA και κατά συνέπεια στην αποικοδόμησή τους πιθανόν μέσω δράσης μιας 3’-5’ 

εξωριβονουκλεάσης. Κατά αυτόν τον τρόπο η HEN1 συμμετέχει ως σταθεροποιητικός 

παράγοντας σε όλα τα επιμέρους μονοπάτια της RNA σίγησης. 

 

1.1.2.3. Τα διαφορετικά είδη sRNA στα φυτά 

Αποτέλεσμα της δράσης των DCL στα υποστρώματά τους είναι η παραγωγή ενός 

πληθυσμού μικρού μεγέθους μορίων RNA (για ανασκόπηση βλ. (Martinez de Alba et al., 

2013; Bologna and Voinnet, 2014). Ανάλογα με την πηγή προέλευσης των sRNA αυτά 

διαχωρίζονται σε ενδογενή και εξωγενή των οποίων τα χαρακτηριστικά περιγράφονται 
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συνοπτικά παρακάτω ενώ η βιογένεσή τους και οι κύριες πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε 

αυτό το μονοπάτι παραγωγής και δράσης τους απεικονίζονται στις Εικόνα 1.6 και 1.7. 

1.1.2.3.1. Ενδογενή sRNA  

miRNAs 

Τα miRNA στα φυτά μεταγράφονται από την Πολυμεράση ΙΙ (Polymerase II, Pol II) (Xie et al., 

2005) σχηματίζοντας δομές φουρκέτας χωρίς πλήρη συμπληρωματικότητα (Reinhart et al., 

2002). Από αυτά τα πρόδρομα μόρια miRNA (primary RNA, pri-miRNA) με δύο διαδοχικές 

πέψεις από την DCL1 και με τη συμμετοχή μιας ομάδας πρωτεϊνών, μεταξύ των οποίων και 

οι πρωτεϊνες SERRATE (SE), HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) και DAWDLE (DDL) (Lobbes et al., 

2006; Dong et al., 2008; Yu et al., 2008) παράγονται, αρχικά, τα πρωταρχικά miRNA 

(precursor miRNA, pre-miRNA) και στη συνέχεια τα δίκλωνα miRNA. Μετά την 

σταθεροποίηση των δίκλωνων miRNA με την προσθήκη μεθυλομάδας στο 3’ άκρο από την 

HEN1 (Li et al., 2005; Yang et al., 2006b) ,η πρωτεΐνη HASTY1 τα μεταφέρει από τον πυρήνα 

στο κυτταρόπλασμα (Park et al., 2005). 

Στο κυτταρόπλασμα μία από τις δύο αλυσίδες, προσδένεται συνήθως στην AGO1 

(Vaucheret et al., 2004) ενώ η αλυσίδα συνοδηγός (miRNA*) συνήθως αποικοδομείται αν 

και κάποια miRNA* φαίνεται να έχουν λειτουργικό ρόλο (Devers et al., 2011). Το σύμπλοκο 

καθοδηγούμενο από το ώριμο miRNA βρίσκει το μετάγραφο-στόχο το οποίο και 

αποικοδομεί (Baumberger and Baulcombe, 2005) ή και σε ορισμένες περιπτώσεις προκαλεί 

μεταφραστική καταστολή (Brodersen et al., 2008). Σε αντίθεση με τα ζώα, όπου 

συμπληρωματικότητα έως και επτά νουκλεοτίδια μεταξύ miRNA και στόχου είναι αρκετή 

για δράση του συμπλόκου (Brennecke et al., 2005), στα φυτά απαιτείται υψηλός βαθμός 

συμπληρωματικότητας (Schwab et al., 2006). Στην Εικόνα 1.6Α παρουσιάζεται το μονοπάτι 

βιογένεσης και δράσης των miRNA στα φυτά.  

Αν και τα περισσότερα miRNA είναι μεγέθους ~21 nt, σε μελέτες στην Αραβίδοψη και στο 

ρύζι βρέθηκε ότι από ορισμένα pri-miRNA μετά τη δράση της DCL3 και όχι της DCL1 

παράγονται miRNA μεγέθους 24nt (long miRNAs, lmiRNAs). Μετά τη βιογένεσή τους αυτά 

τα lmiRNA ακολουθούν το μονοπάτι των hc-siRNA (βλ. παρακάτω) και οδηγούν στη 

μεθυλίωση του DNA και τη συνακόλουθη τροποποίηση της χρωματίνης στα σημεία-στόχους 

του γονιδιώματος (Vazquez et al., 2008; Chellappan et al., 2010; Wu et al., 2010; Zhang et 

al., 2010).  
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Τέλος, και σε ότι αφορά το ρόλο των miRNA στα φυτά, αυτός σχετίζεται με τις αναπτυξιακές 

διαδικασίες και την απόκριση σε αβιοτικές και βιοτικές καταπονήσεις. Φυτά Αραβίδοψης 

με διαταραχές στο μονοπάτι παραγωγής των miRNA (π.χ. dcl1, ago1, hyl1) εμφανίζουν ένα 

εύρος αναπτυξιακών διαταραχών, οι οποίες ανάλογα με το βαθμό καταστολής του 

μονοπατιού, ποικίλουν από θνησιμότητα στο στάδιο του εμβρύου έως προβληματική 

ανάπτυξη των φύλλων (Park et al., 2002; Schauer et al., 2002; Han et al., 2004). 

 

ta-siRNAs (trans-acting siRNAs) 

Αυτή η ομάδα siRNA παράγεται κατόπιν μεταγραφής TAS γονιδιακών θέσεων από την Pol II. 

Στην Αραβίδοψη μέχρι στιγμής έχουν περιγραφεί οχτώ τέτοιες γονιδιακές θέσεις οι οποίες 

ομαδοποιούνται σε τέσσερεις οικογένειες (TAS 1-4) (Howell et al., 2007) με την TAS3 

γονιδιακή θέση να είναι η πιο συντηρημένη στα φυτά (Axtell et al., 2006). Το βιοσυνθετικό 

τους μονοπάτι περιλαμβάνει τη δράση ενός συμπλόκου AGO-miRNA πάνω στο TAS 

μετάγραφο με αποτέλεσμα την κοπή του μεταγράφου από το οποίο με τη δράση της RDR6 

και της SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3 (SGS3), η οποία σταθεροποιεί το τμήμα το 

μεταγράφου, την παραγωγή dsRNA (Allen et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005). Tο 

παραγόμενο dsRNA αποτελεί στόχο της DCL4 με αποτέλεσμα τη δημιουργία siRNA 

μεγέθους 21 nt (δευτερογενή siRNA) (Allen et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005). Τα ta-siRNA 

προσδεδεμένα στην AGO1 ή AGO7 στοχεύουν για κοπή μετάγραφα διαφορετικά από αυτά 

από τα οποία προήλθαν (in trans) (Vazquez et al., 2004; Montgomery et al., 2008b). Στην 

Εικόνα 1.6Β παρουσιάζεται το μονοπάτι βιογένεσης και δράσης των ta-siRNA.  

Αρκετά miRNA σχετίζονται με την παραγωγή των ta-siRNA. Έτσι, το miR173 προσδεδεμένο 

στην AGO1 έχει ως στόχο τα TAS1 και TAS2 , τα οποία κόβει σε ένα σημείο (Yoshikawa et al., 

2005) ενώ το miR390 προσδεδεμένο στην AGO7 στοχεύει τα TAS3 μετάγραφα (Axtell et al., 

2006). Στη συγκεκριμένη περίπτωση και σε αντίθεση με τη δράση του miR173, το σύμπλοκο 

miR390-AGO7 προσδένεται σε δύο σημεία του TAS3 μεταγράφου (3’ και 5’ άκρο του) 

παρ’ολο που τελικά κόβει σε ένα σημείο (στο 3’ άκρο) (Axtell et al., 2006).  

Τέλος, σε ο,τι αφορά τον ρόλο των ta-siRNA, αυτός φαίνεται ότι σχετίζεται με αναπτυξιακές 

διαδικασίες. Έτσι, για παράδειγμα τα ta-siRNA που παράγονται από την TAS3 γονιδιακή 

θέση επηρεάζουν την πολικότητα των φύλλων ρυθμίζοντας τον μεταγραφικό παράγοντα 

Auxin Response Factor 3 (ARF3), ο οποίος με τη σειρά του ρυθμίζει την πολικότητα των 

φύλλων. Αυτό επιτυγχάνεται με τη διάχυση των ta-siRNA από το πάνω μέρος των φύλλων, 
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όπου και παράγονται, προς το κάτω μέρος δημιουργώντας μια διαβάθμιση στη 

συγκέντρωσή τους (Chitwood et al., 2009; Schwab et al., 2009).  

 

siRNAs προερχόμενα από ανάστροφες επαναλήψεις 

Ορισμένες γονιδιακές θέσεις στα φυτά παράγουν μετάγραφα σε δομές φουρκέτας 

παρόμοιες με εκείνες των πρόδρομων μορίων miRNA αλλά πολύ μεγαλύτερα σε μέγεθος 

(Dunoyer et al., 2007; Dunoyer et al., 2010). Επίσης, τα χαρακτηριστικά τους και οι 

παράγοντες που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση των siRNA από αυτά μοιάζουν με τις 

εξωγενείς κατασκευές σε δομή φουρκέτας, που χρησιμοποιούνται για την καταστολή 

γονιδίων με τη μέθοδο του RNAi (Wesley et al., 2001; Fusaro et al., 2006; Dunoyer et al., 

2007; Dunoyer et al., 2010). Από εκτενή μελέτη σε δύο γονιδιακές θέσεις στην Αραβίδοψη, 

IR71 και IR2039, βρέθηκε ότι παράγονται μετάγραφα με δομή φουρκέτας μεγέθους 6,5 και 

3 kb, αντίστοιχα, από τα οποία, με τη δράση των τριών DCL (DCL-4, -2 και 3) προκύπτουν 

όλα τα μεγέθη siRNA (21-, 22- και 24- nt) (Εικόνα 1.6Γ) (Dunoyer et al., 2007; Dunoyer et al., 

2010). Λόγω των ελάχιστων μελετών που έχουν γίνει σχετικά με τα siRNA που προκύπτουν 

από ενδογενείς ανάστροφες επαναλήψεις ο βιολογικός ρόλος αυτών δεν είναι γνωστός 

αλλά πιθανολογείται ότι συμμετέχουν στην προσαρμογή των φυτών σε περιβαλλοντικές 

καταπονήσεις (Dunoyer et al., 2010).   
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Εικόνα 1.6. Σχηματική απλοποιημένη απεικόνιση του μονοπατιού βιογένεσης και δράσης των 
διαφόρων κατηγοριών ενδογενών sRNA στα φυτά. Α. Τα MIRNA γονίδια μεταγράφονται από την 
Pol ΙΙ με αποτέλεσμα την παραγωγή ενός πρόδρομου μορίου miRNA. Σε αυτό η DCL1 μαζί με τις SE, 
HYL1 και DDL παράγουν τα δίκλωνα miRNA ~ 21 νουκλεοτιδίων τα οποία μεθυλιώνονται από τη 
HEN1. Μία από τις δύο αλυσίδες προσδένεται στις πρωτεΐνες AGO και τις καθοδηγούν σε 
αποικοδόμηση του μεταγράφου-στόχου ή σε καταστολή της μετάφρασής του. Β. Τo μονοπάτι 
βιογένεσης των ta-siRNA ξεκινά με τη δράση του συμπλόκου miRNA-AGO στα TAS μετάγραφα με 
αποτέλεσμα αυτά να αποτελούν υποστρώματα για τη δράση της RDR6 με τη βοήθεια της SGS3 και 
κατ’επέκταση την παραγωγή ενός δίκλωνου μορίου. Αυτό με τη σειρά του αποτελεί στόχο της DCL4, 
η δράση της οποίας οδηγεί στην παραγωγή των δίκλωνων ta-siRNA τα οποία μεθυλιώνονται από την 
HEN1. Μία από τις δύο αλυσίδες προσδένεται στις πρωτεΐνες AGO και τις καθοδηγούν σε 
αποικοδόμηση του μεταγράφου-στόχου in trans. Γ. Αποτέλεσμα της μεταγραφής ενδογενών 
ανάστροφων επαναλήψεων είναι η παραγωγή μεταγράφων σε δομή φουρκέτας, τα οποία 
αποτελούν στόχους των DCL (DCL-2, -3, -4). Κατά αυτόν τον τρόπο παράγονται τα IR-siRNA τα οποία 
και πάλι μεθυλιώνονται από την HEN1 και οδηγούν στην αποικοδόμηση των μεταγράφων στόχων 
μετά από πρόσδεση στις AGO πρωτεΐνες. Δ. Τα nat-siRNA προκύπτουν από τη δράση των DCL (DCL-2, 
-3, -4) στη συμπληρωματική περιοχή δύο μεταγράφων που προέκυψαν από μεταγραφή και των δύο 
αλυσίδων μιας γονιδιακής θέσης. Όπως και στις παραπάνω περιπτώσεις, τα nat-siRNA μετά την 
παραγωγή τους μεθυλιώνονται από την HEN1 και καθοδηγούν τις AGO στην καταστολή του στόχου 
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τους. Ε. Σε ετεροχρωματικές περιοχές η Pol IV παράγει μονόκλωνο μετάγραφο το οποίο 
μετατρέπεται σε δίκλωνο RNA με τη δράση της RDR2. Ακολουθεί η παραγωγή των hc-siRNA μετά τη 
δράση της DCL3 τα οποία μετά τη μεθυλίωσή τους από την HEN1 καθοδηγούν την AGO4 στην οικεία 
ετεροχρωματική περιοχή. Εκεί το σύμπλοκο δρα πάνω στο μετάγραφο της Pol V, το οποίο 
προέρχεται από την ίδια ετεροχρωματική περιοχή, συνδέεται με μια σειρά άλλων πρωτεϊνών και 
τελικά προκαλείται μεταγραφική σίγηση. 

 

nat-siRNAs (natural antisense siRNAs) 

Τα nat-siRNA, μεγέθους 21- και 24 nt, σε αντίθεση με τα υπόλοιπα siRNA προκύπτουν από 

τον υβριδισμό, σε συμπληρωματικές περιοχές, μεταγράφων τα οποία προέκυψαν από δύο 

ξεχωριστά γεγονότα μεταγραφής. Η συμπληρωματικότητα αυτών των RNA οφείλεται είτε 

σε μεταγραφή των αντίθετων αλυσίδων της ίδιας γονιδιακής θέσης (cis-NAT-siRNAs) είτε 

από τον υβριδισμό περιοχών μεταγράφων που προέκυψαν από διαφορετικές γονιδιακές 

θέσεις (trans-NAT-siRNAs). Μέχρι στιγμής μόνο τα cis-NAT-siRNAs έχουν περιγραφεί στα 

φυτά ενώ τα trans-NAT-siRNAs αποτελούν ένα πιθανό σενάριο (Axtell, 2013).  

Αν και όπως αναφέρθηκε παραπάνω το 7% των γονιδίων της Αραβίδοψης αποτελούν, 

δυνητικά, περιοχές επικαλυπτόμενης μεταγραφής (Moazed, 2009), μόνο 84 τέτοια ζεύγη 

έχουν αναφερθεί μέχρι στιγμής (Zhang et al., 2012) με τις μελέτες για τη βιογένεση των nat-

siRNA και το ρόλο τους να περιορίζονται σε τρεις (Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et 

al., 2006; Ron et al., 2010). Από αυτές τις μελέτες φαίνεται ότι τα nat-siRNA διαδραματίζουν 

ρόλο στις καταπονήσεις και στην ανάπτυξη των φυτών. Έτσι, για παράδειγμα βρέθηκε ότι 

σε φυτά Αραβίδοψης που μεγαλώνουν σε συνθήκες υψηλής αλατότητας, προκύπτουν nat-

siRNA μεγέθους 24nt από την αλληλεπικαλυπτόμενη μεταγραφή στις γονιδιακές θέσεις 

At5g62530 (P5CDH) και At5g62520 (SRO5). Τα παραγόμενα 24 nt nat-siRNA με τη σειρά 

τους οδηγούν στην παραγωγή δευτερογενών (βλ. παρακάτω) siRNA μεγέθους 21 nt από το 

μετάγραφο P5CDH με αποτέλεσμα τη μείωση της συσσώρευσής του (Borsani et al., 2005). 

Λόγω των διαφορετικών βιοσυνθετικών μονοπατιών των nat-siRNA που περιγράφηκαν σε 

κάθε μελέτη (διαφορετικές κατηγορίες RDR, DCL και άλλων παραγόντων απαιτούνται ανά 

περίπτωση) η κατηγοριοποίηση των nat-siRNA ως ξεχωριστή ομάδα είναι υπό διερεύνηση 

(Bologna and Voinnet, 2014). Στην Εικόνα 1.6Δ παρουσιάζεται το μονοπάτι βιογένεσης και 

δράσης των nat-siRNA.  
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hc-siRNAs (Heterochromatin-Associated siRNAs) 

Τα hc-siRNA, μεγέθους 24 nt, προέρχονται από ανάστροφες ή εν σειρά επαναλήψεις, 

μεταθετών στοιχείων και από μεθυλιωμένες περιοχές του γονιδιώματος. Αποτέλεσμα της 

δράσης τους είναι η ετεροχρωματοποίηση της χρωματίνης είτε λόγω μεθυλίωσης του DNA 

είτε λόγω μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων (μεθυλίωση, ακετυλίωση) των ιστονών. Οι 

παραπάνω τροποποιήσεις έχουν ως αποτέλεσμα τη μεταγραφική σίγηση των γονιδίων [για 

ανασκόπηση βλ. (Matzke and Mosher, 2014)].  

Το μονοπάτι βιογένεσης των hc-siRNA (Εικόνα 1.6Ε) ξεκινά με τη μεταγραφή μη κωδικών 

μεταγράφων από την πολυμεράση ΙV (Pol IV) (Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005), 

ακολουθούμενη από τη δράση της RDR2 πάνω στο μετάγραφο και την παραγωγή dsRNA τα 

οποία με τη σειρά τους μετατρέπονται σε 24 nt siRNA λόγω της δράσης της DCL3 (Chan et 

al., 2004; Daxinger et al., 2009). Αυτά μεταφέρονται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα 

(Ye et al., 2012) όπου και προσδένονται στις AGO [AGO -4 (κυρίως), αλλά και AGO -6 και -9] 

(Zheng et al., 2007; Havecker et al., 2010; Olmedo-Monfil et al., 2010). Το σύμπλοκο με τη 

σειρά του εισέρχεται στον πυρήνα (Ye et al., 2012) και οδηγεί σε σίγηση της θέσης-στόχου. 

Βασικό ρόλο στη γονιδιακή σίγηση διαδραματίζει η Pol V η οποία βρέθηκε ότι μεταγράφει, 

ανεξάρτητα από την Pol ΙV, περιοχές του γονιδιώματος μεταξύ των γονιδίων καθώς και 

ετεροχρωμαικές περιοχές (Kanno et al., 2005). Σε αυτά τα μετάγραφα προσδένεται το 

σύμπλοκο AGO-hc-siRNA (Wierzbicki et al., 2009) με αποτέλεσμα την επιστράτευση μιας 

ομάδας ενζύμων που με τη σειρά τους προκαλούν μεθυλίωση της γονιδιακής θέσης και την 

τροποποίηση των ιστονών [βλ ανασκόπηση (Law and Jacobsen, 2010)]. Η μεθυλίωση 

συντελείται στις κυτοσίνες της συγκεκριμένης γονιδιακής θέσης σε όλα τα είδη 

αλληλουχιών που την περιλαμβάνουν (CG, CHG και CHH, όπου G γουανίνη και H αδενίνη, 

θυμίνη ή γουανίνη) (Zilberman et al., 2004; Teixeira et al., 2009). Εκτός από τους παραπάνω 

παράγοντες μια ομάδα άλλων πρωτεϊνών συμμετέχουν στο μονοπάτι βιογένεσης των hc-

RNA που περιγράφονται αναλυτικά αλλού (βλ. ανασκόπηση (Matzke and Mosher, 2014). 

To μονοπάτι της μεταγραφικής σίγησης διαδραματίζει ποικίλους ρόλους από τον έλεγχο 

των μεταθετών στοιχείων, την απόκριση σε βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις έως και την 

μεταφορά πληροφοριών σε απομακρυσμένα όργανα (cell non-autonomous pathway) [για 

ανασκόπηση βλ (Matzke and Mosher, 2014)]. Στην Αραβίδοψη, μεταλλάξεις γονιδίων που 

συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης hc-siRNA δεν έχουν κάποια επίδραση στη 

μορφολογία του φυτού παρά μόνο στη ρύθμιση της άνθισης (Ito et al., 2011). Το ίδιο, όμως, 

δεν συμβαίνει στο καλαμπόκι, αφού εκτός από καθυστέρηση στην άνθιση, ανωμαλίες στη 
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σωστή λειτουργία αυτού του μονοπατιού οδηγούν επίσης και σε νανισμό (Alleman et al., 

2006; Erhard et al., 2009; Stonaker et al., 2009). 

 

1.1.2.3.2. Εξωγενή sRNA 

Εκτός από τα sRNA τα οποία προέρχονται από πρόδρομα μόρια του φυτού ο μηχανισμός 

της RNA σίγησης στοχεύει και πρόδρομα μόρια από εξωγενείς αλληλουχίες όπως είναι τα 

διαγονίδια και οι ιικές αλληλουχίες. Η βιογένεσή τους και οι κύριες πρωτεΐνες που 

συμμετέχουν σε αυτό το μονοπάτι παραγωγής και δράσης τους απεικονίζονται στην Εικόνα 

1.7.  

 

siRNA προερχόμενα από διαγονίδια 

Αυτού του τύπου τα siRNA προέρχονται είτε από τη μεταγραφή διαγονιδίων που οδηγεί σε 

παρεκκλίνοντα μετάγραφα, τα οποία με τη σειρά τους αναγνωρίζονται από τις RDR του 

φυτού με αποτέλεσμα την παραγωγή dsRNA (Sense-PTGS, S-PTGS), είτε από μεταγραφή 

ανάστροφων επαναλήψεων (IR-PTGS) (Beclin et al., 2002), οι οποίες χρησιμοποιούνται στη 

βιοτεχνολογία φυτών για να προκαλέσουν RNA σίγηση ενδογενών ομόλογων αλληλουχιών. 

Στην πρώτη περίπτωση (S-PTGS) τα παρεκκλίνοντα μετάγραφα των διαγονιδίων 

μετατρέπονται σε dsRNA από τη δράση της RDR6 υποβοηθούμενη από την SGS3 (Dalmay et 

al., 2000; Mourrain et al., 2000) και της ελικάσης SDE3 (Dalmay et al., 2001). Και στις δύο 

περιπτώσεις τα dsRNA που παράγονται αποτελούν στόχους των DCL -4, -2 και -3 (με αυτή 

την ιεραρχική σειρά) με αποτέλεσμα τη δημιουργία siRNA μεγέθους 21, 22 και 24 nt, 

αντίστοιχα, αν και κυρίαρχο ρόλο φαίνεται να διαδραματίζει η DCL4 (Dunoyer et al., 2005). 

Τα παραγόμενα siRNA μετά τη μεθυλίωσή τους από την HEN1 (Boutet et al., 2003) 

προσδένονται στην AGΟ1 με αποτέλεσμα τη μετα-μεταγραφικής σίγηση (Fagard et al., 

2000; Morel et al., 2002; Baumberger and Baulcombe, 2005) ή στην AGO4 προκαλώντας 

μεταγραφική σίγηση (Chan et al., 2004). Στις Εικόνα 1.7Α και Β παρουσιάζεται το μονοπάτι 

βιογένεσης και δράσης των siRNA.  

 

vsiRNAs (virus derived siRNAs) 

Ένας από τους ρόλους του φαινομένου της RNA σίγησης είναι η αντιική άμυνα [για 

ανασκόπηση βλ. (Ding and Voinnet, 2007; Csorba et al., 2009)]. Τα vsiRNA προκύπτουν από 
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τη δράση του μηχανισμού σίγησης σε dsRNA τα οποία μπορεί να προέρχονται στην 

περίπτωση των RNA ιών από δίκλωνα ενδιάμεσα πρόδρομα μόρια (Molnar et al., 2005) ή 

στους DNA ιούς από μερικώς επικαλυπτόμενα μετάγραφα τα οποία προκύπτουν από 

ταυτόχρονη μεταγραφή αντίθετων αλυσίδων του γονιδιώματος του ιού (Pooggin, 2013). 

Παρ’όλο που και οι τέσσερις DCL σχετίζονται άμεσα ή έμμεσα (DCL1) με την RNA σίγηση 

των ιών πιο σημαντικό ρόλο στην αντιική προστασία διαδραματίζει η DCL4 ακολουθούμενη 

από την DCL2 και την DCL3 (Blevins et al., 2006; Deleris et al., 2006; Garcia-Ruiz et al., 2010). 

Τα vsiRNA μεγέθους 21, 22 και 24 nt προσδένονται κυρίως στις AGO -1, -2 και -7 (Morel et 

al., 2002; Qu et al., 2008; Harvey et al., 2011; Jaubert et al., 2011; Wang et al., 2011) 

οδηγώντας στη σίγηση του ιού ενώ από τις RDR, οι RDR -1, -2 και -6 είναι υπεύθυνες για την 

ενίσχυση του μηχανισμού (Mourrain et al., 2000; Yang et al., 2004; Schwach et al., 2005; 

Donaire et al., 2008; Qu et al., 2008; Wang et al., 2010). Στις Εικόνα 1.7Γ και Δ 

παρουσιάζεται το μονοπάτι βιογένεσης και δράσης των vsiRNA. 

Προκειμένου οι ιοί να ξεπεράσουν την, οφειλόμενη στην RNA σίγηση, αντιική άμυνα του 

φυτού κωδικοποιούν για πρωτεΐνες οι οποίες δρουν, με ποικίλους τρόπους, ως καταστολείς 

της RNA σίγησης του ξενιστή τους. Οι κύριες στρατηγικές που χρησιμοποιούνται από τους 

ιούς για την καταστολή της RNA σίγησης αφορούν την πρόσδεση σε επιμήκη dsRNA, την 

πρόσδεση ή και αποικοδόμηση siRNA και την αλληλεπίδραση με πρωτεΐνες του μηχανισμού 

(π.χ. AGO1). Με τους παραπάνω τρόπους παρεμποδίζουν την παραγωγή siRNAs ή τον 

σχηματισμό του συμπλόκου RISC ή τέλος, την μεταγραφική τους σίγηση (DNA ιοί) [για 

ανασκόπηση βλ. (Burgyan and Havelda, 2011; Pumplin and Voinnet, 2013)]. 

Εκτός από τους ιικούς καταστολείς της RNA σίγησης, πρωτεΐνες με παρόμοια λειτουργία 

κωδικοποιούνται και από τους ίδιους τους οργανισμούς στους οποίους δρα το μονοπάτι της 

RNA σίγησης.  
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Εικόνα 1.7. Σχηματική απλοποιημένη απεικόνιση του μονοπατιού βιογένεσης και δράσης των 
διαφόρων κατηγοριών εξωγενών sRNA στα φυτά. Α. Αποτέλεσμα της μεταγραφής εξωγενών 
ανάστροφων επαναλήψεων είναι η παραγωγή μεταγράφων σε δομή φουρκέτας, τα οποία 
αποτελούν στόχους των DCL (DCL -2, -3, -4). Κατά αυτόν τον τρόπο παράγονται τα IR-siRNA τα οποία 
και πάλι μεθυλιώνονται από την HEN1 και οδηγούν στην αποικοδόμηση των μεταγράφων στόχων 
μετά από πρόσδεση στις AGO πρωτεΐνες. Β. Τα ανώμαλα μετάγραφα των διαγονιδίων μετατρέπονται 
σε dsRNA από τη δράση της RDR6 υποβοηθούμενη από την SGS3 και αποτελούν στόχους των DCL. 
Όπως και στην παραπάνω περίπτωση, μεθυλιώνονται από την HEN1 και καθοδηγούν τις AGO στην 
καταστολή του στόχου τους (διαγονιδίου και ομόλογου ενδογενούς γονιδίου). Γ & Δ. Τα siRNA που 
προέρχονται από ιούς αποτελούν το αποτέλεσμα δράσης των DCL -4, -2. -3. Αυτά όπως και σε όλες 
τις περιπτώσεις των sRNA μεθυλιώνονται από την HEN1 ενώ με τη δράση των RDR -1, -2 και -6 πάνω 
στο αποικοδομημένο, από τη δράση του συμπλόκου vsiRNA και AGΟ, ιικό μετάγραφο οδηγούν σε 
ενίσχυση του μηχανισμού σίγησης.  
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1.1.3. Ενδογενείς καταστολείς της RNA σίγησης 

Αν και έχει γίνει αναφορά σε διάφορες ενδογενείς πρωτεΐνες με αρνητική επίδραση στο 

μηχανισμό της RNA σίγησης, στην πλειονότητά τους δεν μπορούν να χαρακτηριστούν ως 

γνήσιοι καταστολείς της RNA σίγησης γιατί η επίδρασή τους σε αυτό το μονοπάτι είναι 

έμμεση και δεν αντικατοπτρίζει την κύρια δράση τους. Ωστόσο, παρακάτω γίνεται μια 

σύντομη αναφορά στην κατασταλτική τους δράση στο μηχανισμό της RNA σίγησης.  

Η πρώτη αναφορά μιας ενδογενούς φυτικής πρωτεΐνης με δράση καταστολέα της RNA 

σίγησης αφορά την πρωτεΐνη REGULATOR OF GENE SILENCING –CALMODULIN-LIKE (rgs-

CaM) (Anandalakshmi et al., 2000) η οποία ανήκει στην οικογένεια των CaM (Calmodulin) 

πρωτεϊνών που προσδένουν ιόντα ασβεστίου μέσω ενός συντηρημένου EF-hand μοτίβου 

[για ανασκόπηση βλ. (DeFalco et al., 2010; Bender and Snedden, 2013)]. Φυτά καπνού που 

υπερέκφραζαν την rgs-CaM παρουσίαζαν παρόμοια επίδραση στο μονοπάτι της RNA 

σίγησης με εκείνα που δημιουργούνταν από την υπερέκφραση του καταστολέα της RNA 

σίγησης helper component-proteinase (Hc-Pro) του ιού χαραγών του καπνού (Tobacco etch 

virus, TEV) (Anandalakshmi et al., 2000). Όμως, περαιτέρω μελέτες πάνω στη δράση αυτής 

της πρωτεΐνης, της οποίας η έκφραση επάγεται από ιική μόλυνση (Anandalakshmi et al., 

2000; Nakahara et al., 2012), έδειξαν ότι ο ρόλος της rgs-CaM στα φυτά είναι η αντιική 

άμυνα (Nakahara et al., 2012). Πιο συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη αυτή 

αλληλεπιδρά με ιικούς καταστολείς της RNA σίγησης οι οποίοι δρουν μέσω της πρόσδεσής 

τους σε dsRNA καθιστώντας αυτά ως στόχους για αποικοδόμηση μέσω αυτοφαγίας 

(Nakahara et al., 2012). 

Άλλη μια αναφορά δράσης ενδογενή καταστολέα της RNA σίγησης αφορά την RNase L 

inhibitor της Αραβίδοψης (AtRNL1) (Braz et al., 2004; Sarmiento et al., 2006), ορθόλογο της 

ABCE1 η οποία συμμετέχει σε ένα πλήθος βιολογικών λειτουργιών όπως π.χ. η 

παρεμπόδιση της RNase L ριβονουκλεάσης, η έναρξη και λήξη της μετάφρασης κ.α. [ για 

ανασκόπηση βλ. (Kerr, 2004)]. H AtRNL1 αρχικά θεωρήθηκε πιθανός καταστολέας της RNA 

σίγησης αφού βρέθηκε ότι η έκφρασή της αυξάνεται σε φυτά στα οποία επάγεται η RNA 

σίγηση (Braz et al., 2004) κάτι που, όμως, δεν επιβεβαιώθηκε σε μετέπειτα μελέτη 

(Sarmiento et al., 2006). Σε πειράματα αγροεμποτισμού βρέθηκε να έχει κάποια (ήπια) 

επίδραση στην RNA σίγηση και για αυτό το λόγο θεωρήθηκε ως καταστολέας αυτού του 

μονοπατιού (Sarmiento et al., 2006). Ρόλος ως καταστολέα της RNA σίγησης αποδόθηκε και 

στην ABCE1 (Karblane et al., 2015) όμως παρ’όλα αυτά μέχρι στιγμής δεν έχει βρεθεί ποια 
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είναι η δράση αυτής και της AtRNL1 όσον αφορά το μονοπάτι της RNA σίγησης και πιθανόν 

τα αποτελέσματα της δράσης τους σε αυτό το μονοπάτι να είναι έμμεσα.  

Μια άλλη ομάδα πρωτεϊνών που οδηγεί σε επαγωγή της μετα-μεταγραφικής σίγησης 

σχετίζεται με το μονοπάτι αποικοδόμησης των παρεκκλίνοντων μεταγράφων (non sense 

mediated decay, NMD) (Souret et al., 2004; Herr et al., 2006; Gy et al., 2007; Moreno et al., 

2013; Zhang et al., 2015). Μειωμένη έκφραση αυτών των πρωτεϊνών σε μεταλλάγματα 

φυτών Αραβίδοψης αλλά και του νηματώδη σκώληκα (Domeier et al., 2000) οδηγεί σε μη 

φυσιολογική λειτουργία του μηχανισμού αποικοδόμησης ανώμαλων μεταγράφων. Αυτό 

έχει ως αποτέλεσμα τα ανώμαλα μετάγραφα να εκτρέπονται για αποικοδόμηση στο 

μονοπάτι της μετα-μεταγραφικής σίγησης παράγοντας siRNA, τα οποία με τη σειρά τους 

προκαλούν την υποβάθμιση των ενδογενών στόχων τους και κατ’επέκταση φαινοτυπικές 

ανωμαλίες στον οργανισμό (Zhang et al., 2015). Όμως, παρ’ολο που μερικές από αυτές τις 

πρωτεΐνες χαρακτηρίστηκαν, αρχικά, ως καταστολείς της RNA σίγησης ίσως ο ρόλος τους να 

είναι έμμεσος μιας και δεν δρουν στην αποικοδόμηση των siRNA ή μέσω της 

αλληλεπίδρασής τους με κάποια από τις πρωτεΐνες του μηχανισμού της σίγησης.  

Μία ομάδα πρωτεϊνών που συμμετέχει στην αποικοδόμηση των μονόκλωνων miRNA, 

δρώντας κατά αυτόν τον τρόπο ως ρυθμιστής του miRNA μονοπατιού της RNA σίγησης είναι 

οι 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες SMALL RNA DEGRADING NUCELASE (SDN) (Ramachandran and 

Chen, 2008). Στην Αραβίδοψη βρέθηκαν ότι υπάρχουν τέσσερα γονίδια που κωδικοποιούν 

για αυτού του τύπου τις εξωριβονουκλεάσες οι οποίες πιθανόν να έχουν επικαλυπτόμενη 

δράση αφού απαιτείται η ταυτόχρονη καταστολή και των τεσσάρων σε φυτά Αραβίδοψης 

προκειμένου να αυξηθεί η συσσώρευση των miRNA-στόχων τους (Ramachandran and Chen, 

2008). 

Ένας από τους πλέον μελετημένους ρυθμιστές της καταστολής της RNA σίγησης είναι η 3΄-

5΄εξωριβονουκλεάση, η Enhanced RNAi 1 (Eri-1), η δράση της οποίας αναφέρθηκε πρώτη 

φορά στο νηματώδη σκώληκα Caenorhabditis elegans (Kennedy et al., 2004). Περαιτέρω 

μελέτες έδειξαν ότι πρόκειται για μια πρωτεΐνη συντηρημένη ανάμεσα στους ευκαρυώτες 

που διαθέτουν τον μηχανισμό της RNA σίγησης, από το νηματώδη σκώληκα μέχρι το 

ποντίκι, τον άνθρωπο αλλά και τα φυτά (βλ παρακάτω) και με ποικίλη δράση που δεν 

περιορίζεται μόνο στην RNA σίγηση.  

Έτσι, βρέθηκε ότι η Eri-1 στο ζωικό βασίλειο εκτός από τη συμμετοχή στην αποικοδόμηση 

των μικρών παρεμβαλλόμενων μορίων RNA (Kennedy et al., 2004; Buhler et al., 2006; Iida et 
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al., 2006), δρα στην περικοπή (trimming) του 3’ άκρου του 5,8S ριβοσωμικού RNA (rRNA) 

(Ansel et al., 2008; Gabel and Ruvkun, 2008) καθώς και στην αποικοδόμηση των ιστονικών 

mRNA (Dominski et al., 2003; Hoefig et al., 2013). Στα φυτά η πρωτεΐνη αυτή, η οποία βάσει 

των κανόνων ονοματολογίας των φυτών ονομάστηκε από την ομάδα μας ENHANCED RNAi-

1-LIKE-1 (ERIL-1) διαθέτει στο αμινοτελικό της άκρο ένα πεπτίδιο σινιάλο που την οδηγεί 

στον χλωροπλάστη (Schumacher, 2009) όπου και πιθανόν συμμετέχει στο μονοπάτι 

βιογένεσης των ριβοσωμικών RNA (Schumacher, 2009; Helm, 2011; Βαμβακά, 2011). Στην 

Εικόνα 1.8 παρουσιάζεται η στοίχιση των μελών της οικογένειας των Eri-1 πρωτεϊνών.  

 

1.1.3.1. Πρώτη αναφορά δράσης της Eri-1 ως καταστολέα της RNA σίγησης 

Ο ρόλος της Eri-1 στην RNA σίγηση προέκυψε μετά από μεταλλαξογένεση στο νηματώδη 

σκώληκα με σκοπό την εύρεση μεταλλάξεων που οδηγούν σε αυξημένη σίγηση στους 

νευρώνες του ζώου (Kennedy et al., 2004), στους οποίους έχει δειχθεί ότι η RNA σίγηση 

είναι περιορισμένη (Tavernarakis et al., 2000; Timmons et al., 2001). Με in vitro πειράματα 

οι ερευνητές έδειξαν ότι η Eri-1 κόβει δύο νουκελοτίδια από το 3’ άκρο δίκλωνων siRNA 

καθιστώντας τα μη λειτουργικά για ενσωμάτωση στο σύμπλοκο RISC. Ο Τα ζώα με 

μετάλλαξη σε αυτό το γονίδιο (eri-1) παρουσιάζουν φαινότυπο παρόμοιο με τα ζώα αγρίου 

τύπου με τη διαφορά τη στειρότητα σε υψηλές θερμοκρασίες. Το γονίδιο CeEri-1 

κωδικοποιεί για δύο ισομορφές, eri-1a και eri-1b, οι οποίες εκφράζονται σε παρόμοια 

επίπεδα στις γονάδες και σε κάποιες περιοχές του νευρικού συστήματος ενώ ενδοκυττάρια 

εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα (Kennedy et al., 2004). Αργότερα βρέθηκε ότι ενώ και οι 

δύο ισομορφές συμμετέχουν στην ωρίμανση του 5.8 S ριβοσωμικού RNA (rRNA), μόνο η Εri-

1b συμμετέχει στο μονοπάτι της RNA σίγησης (Gabel and Ruvkun, 2008).  
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Εικόνα 1.8. Στοίχιση μελών της Eri-1 οικογένειας σε επίπεδο αμινοξέων. Η στοίχιση έγινε με τη 
χρήση του προγράμματος Clustal W. Τα αμινοξέα της DEDDh επικράτειας υποδεικνύονται με σκίαση 
ενώ τα αμινοξέα στο αμινοτελικό άκρο της AtERIL1 που βρίσκονται στο πράσινο πλαίσιο 
αντιστοιχούν στο πεπτίδιο σινιάλο για χλωροπλαστιδιακή στόχευση της πρωτεΐνης.  

 

 

1.1.3.2. Χαρακτηριστικά των Eri-1 πρωτεϊνών 

Οι πρωτεΐνες Eri-1 είναι 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες και ανήκουν στην οικογένεια των DEDDh 

νουκλεασών, μέλη της οποίας είναι και οι βακτηριακές ολιγοριβονουκλεάση και η RNase T 

[για ανασκόπηση βλ. (Zuo and Deutscher, 2001)]. Το ενεργό κέντρο των πρωτεϊνών της 

ομάδας αυτής αποτελείται από τρία μοτίβα στα οποία υπάρχουν τέσσερα συντηρημένα 

αμινοξικά κατάλοιπα (Aσπαραγινικό, Γλουταμικό, Aσπαραγινικό, Aσπαραγινικό, DEDD) και 

μία ιστιδίνη (Η) στο μοτίβο ΙΙΙ (μοτίβο I:D-x-E; μοτίβο II: D; μοτίβο III: H-x(4)-D) (Zuo and 

Deutscher, 2001). Το μοτίβο ΙΙΙ με το κατάλοιπο της ιστιδίνης ονομάστηκε μοτίβο exoIIΙε, 

σύμφωνα με το ιδρυτικό μέλος αυτής της οικογένειας των νουκλεασών, την υπομονάδα ΙΙΙε 

της βακτηριακής DNA πολυμεράσης (Barnes et al., 1995). 

Η παρουσία της ιστιδίνης, που διαφοροποιεί τις παραπάνω πρωτεΐνες από τις πρωτεΐνες 

της οικογένειας DEDDy, οι οποίες φέρουν μια τυροσίνη στο μοτίβο ΙΙΙ (Zuo and Deutscher, 

2001), έχει ως αποτέλεσμα την αποπροτωνίωση μορίων νερού παρουσία ιόντων μαγνησίου 

(Mg+2), μεταρέποντάς τα σε νουκλεόφιλα μόρια, τα οποία με τη σειρά τους αποκόπτουν το 

τελικό ολιγοριβονουκλεοτίδιο του φωσφοδιεστερικού δεσμού (Cheng and Patel, 2004). Οι 
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Eri-1 πρωτεΐνες συχνά αναφέρονται ως ξεχωριστή υποοικογένεια των DEDDh νουκλεασών, 

την ERI-1_3’hExo_like (CDD domain cd06133). Τα τέσσερα συντηρημένα όξινα αμινοξέα 

και η ιστιδίνη δημιουργούν μία «θήκη» όπου τοποθετούνται μόνο ένα έως δύο 

νουκλεοτίδια γεγονός που εξηγεί την χαμηλή ενεργότητα των Eri-1 σε dsRNA μόρια σε 

αντίθεση με την αποτελεσματικότητα που παρατηρείται σε 3’ μονόκλωνα μόρια RNA 

(Dominski et al., 2003; Kennedy et al., 2004). Εκτός από την EXOIII επικράτεια τα 

περισσότερα μέλη των Eri-1 ομολόγων διαθέτουν την επικράτεια SAF-box, Acinus, PIAS 

(SAP) (Kipp et al., 2000) για την πρόσδεση νουκλεϊκών οξέων, (Kupsco et al., 2006; 

Tomoyasu et al., 2008) η απουσία της οποίας, όμως, δεν εκμηδενίζει την ενεργότητα των 

Eri-1 αλλά οδηγεί σε μειωμένη δράση τους (Kupsco et al., 2006; Ansel et al., 2008; Hoefig et 

al., 2013).  

 

1.1.3.3. Ο ρόλος των Eri-1 πρωτεϊνών 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η Eri-1 στους διάφορους οργανισμούς συμμετέχει εκτός από 

την RNA σίγηση και σε άλλα μονοπάτια που αφορούν την αποικοδόμηση RNA 

υποστρωμάτων όπως είναι η ωρίμανση των ιστονικών μεταγράφων και του 5.8 S rRNA (για 

ανασκόπηση βλ. (Thomas et al., 2014). Παρακάτω αναφέρεται η δράση της Eri-1 στα 

διάφορα μονοπάτια ο οποίος συνοψίζεται στην Εικόνα 1.9. 

 

1.1.3.3.1. Επίδραση στην RNA σίγηση 

Πληθώρα μελετών σε οργανισμούς-μοντέλα του ζωικού βασιλείου πρότειναν το ρόλο της 

Eri-1 ως ρυθμιστικό παράγοντα στη συσσώρευση συγκεκριμένων τύπων sRNAs και 

κατ’επέκταση στην RNA σίγηση. Ωστόσο, η επίδρασή της φαίνεται να διαφέρει μεταξύ των 

οργανισμών-μοντέλων που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη του ρόλου της Eri-1 ενώ μέχρι 

στιγμής δεν έχει γίνει κάποια αναφορά για άμεση in vivo δράση της Eri-1 στα siRNA. 

 

C. elegans 

eri-1 μεταλλαγμάτα του C. elegans τρεφόμενα με βακτήρια Ε.coli που εξέφραζαν dsRNA για 

ορισμένες ενδογενείς γονιδιακές θέσεις του ζώου (π.χ. lin-1, dpy-13, myo-2, unc-22 κ.α.) 

παρουσίασαν φαινότυπο παρόμοιο με εκείνο που παρατηρείται όταν τα γονίδια αυτά 

σιγούνται. Επιπλέον, επειδή τα παραπάνω γονίδια δεν εκφράζονται στους νευρώνες του 

ζώου φαίνεται ότι η ενίσχυση του μηχανισμού της RNA σίγησης στα eri-1 ζώα δεν 
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περιορίζεται στους νευρώνες, όπου και δρα η Eri-1, αλλά οδηγεί σε πιο γενικευμένη 

επίδραση σε όλο τον οργανισμό (Kennedy et al., 2004). Το ίδιο όμως δεν παρατηρήθηκε για 

κάποια άλλα γονίδια (unc-13, unc-17, unc-25 και unc-47) τα οποία δεν σιγήθηκαν 

αποτελεσματικά στα eri-1 ζώα μετά από παροχή εξωγενών dsRNA (Kennedy et al., 2004). 

Τέλος, όταν τα eri-1 μεταλλάγματα τράφηκαν με Ε.coli που εξέφραζαν dsRNA του pos-1 

γονιδίου παρατηρήθηκαν ελαφρώς αυξημένα επίπεδα pos-siRNA (Kennedy et al., 2004).  

Σε μία άλλη μελέτη των επιδράσεων της Eri-1 στα ενδογενή siRNA παρατηρήθηκε μείωση 

στη συσσώρεση συγκεκριμένων ενδογενών siRNA, προερχόμενα από το γονίδιο K02E2.6, 

γονιδιακή θέση του χρωμοσώματος Χ (X cluster), και από τα μικρά μη κωδικά RNA (tiny non 

coding RNA, tncRNA) με ταυτόγχρονη αύξηση στην έκφραση των γονιδίων-στόχων τους 

(Εικόνα 1.9A) (Duchaine et al., 2006). Στην ίδια μελέτη διαπιστώθηκε ότι η Eri-1 δεν επιδρά 

στη βιογένεση των miRNA αν και φαίνεται ότι στα eri-1 ζώα εκτός από τα ώριμα miRNA 

παρουσιάζονται miRNA με αυξημένο μέγεθος (~1-3 nt) (Duchaine et al., 2006). Παρόμοιες 

μελέτες έδειξαν ότι στα eri-1 ζώα τα επίπεδα ορισμένων ενδογενών siRNA (26G siRNAs 

σχετιζόμενα με την σπερματογένεση) μειώθηκαν με παράλληλη αύξηση των αντίστοιχων 

mRNA-στόχων τους (Asikainen et al., 2007; Gent et al., 2009; Pavelec et al., 2009). Επιπλέον, 

έχει δειχθεί ότι τα eri-1 μεταλλάγματα παρουσιάζουν ελαφρώς αυξημένη ανθεκτικότητα σε 

ιική μόλυνση πιθανόν λόγω της αυξημένης συσσώρευσης των siRNA που προέρχονται από 

τον ιό και κατ’επέκταση την αύξηση της απόκρισης της RNA σίγησης έναντι του ιού (Schott 

et al., 2005; Wilkins et al., 2005). 

Εκτός από την επίδραση που μπορεί να έχει η πρωτεΐνη Eri-1 πάνω σε sRNA, ο ρόλος της 

στο μονοπάτι της RNA σίγησης ενισχύεται και λόγω της αλληλεπίδρασής της με την 

πρωτεϊνη Dicer (Dcr). Σε πειράματα ανοσοκατακρήμνισης στο C. elegans και προκειμένου 

να αναγνωριστούν συμπαράγοντες της Dcr, βρέθηκε οτί η Eri-1 μαζί με άλλες τρεις 

πρωτεΐνες, (μια RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση (RRF-3), την Eri-3 και την Eri-5) 

αλληλεπιδρά με την Dcr (Simmer et al., 2002). 

Μέχρι στιγμής δεν έχει διευκρινιστεί ο μηχανισμός δράσης της Eri-1 στη βιογένεση των 

συγκεκριμένων ενδογενών siRNA. Πιθανόν, η απουσία της Eri-1 στο C. elegans έχει ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση των παραγόντων (βλ. παρακάτω) που συμμετέχουν στο 

ίδιο RNAi μονοπάτι και την εκτροπή τους σε άλλα RNAi μονοπάτια (ενίσχυση μονοπατιού 

σίγησης λόγω εξωγενών αλληλουχιών) (Lee and Collins, 2007). Εναλλακτικά, η απουσία της 

μπορεί να οδηγεί σε μη ομαλή ωρίμανση κάποιων siRNA με αποτέλεσμα αυτά να χάνουν 

την δράση τους ως παράγοντες της RNA σίγησης και να οδηγούνται σε αποικοδόμηση. 
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Θηλαστικά (ποντίκι/ άνθρωπος): 

Σε αντίθεση με τον ρόλο της Eri-1 στο C. elegans, στο ποντίκι έχει δειχθεί ότι η απουσία της 

Eri-1 οδηγεί σε συσσώρευση των miRNA (Εικόνα 1.9B) (περίπου διπλασιασμός των 

επιπέδων) χωρίς να έχει κάποια επίδραση στα επίπεδα των ενδογενών siRNA (Thomas et 

al., 2012). H επίδραση της Eri-1 των θηλαστικών στο μονοπάτι της RNA σίγησης έχει δειχθεί 

με έμμεσο τρόπο. Έτσι, έχει δειχθεί ότι υπερέκφραση του Eri-1 ομολόγου του ανθρώπου 

(3’hExo) σε HeLa κυτταρικές σειρές οδηγεί σε παρεμπόδιση λειτουργίας ενός μονοπατιού 

μεταγραφικής σίγησης μεταγράφων με πρώιμα σινιάλα λήξης της μετάφρασης (non- sense-

mediated transcriptional gene silencing, NMTGS) στο οποίο πιθανόν συμμετέχουν siRNA 

παραγόμενα από αυτά τα μετάγραφα (Buhler et al., 2005). Επίσης, παρατηρήθηκε 

αυξημένη έκφραση της Eri-1 του ποντικιού (meri-1) μετά από εξωγενή παροχή siRNA (Hong 

et al., 2005; Bian et al., 2011) λόγω αυξημένης μεταγραφής και μετάφρασης (Bian et al., 

2011).  

 

S. pombe 

Στον μύκητα S. pombe η Eri-1 συμμετέχει στη μεταγραφική σίγηση δρώντας ως ρυθμιστής 

των παραγόμενων από ετεροχρωματικές περιοχές siRNA (Εικόνα 1.9Γ). Συγκεκριμένα, η 

απουσία της Eri-1 στο μύκητα οδηγεί σε αύξηση της ετεροχρωματοποίησης σε 

συγκεκριμένες θέσεις (Buhler et al., 2006; Iida et al., 2006) λόγω της συσσώρευσης siRNA 

που παράγονται από αύτες τις περιοχές (Iida et al., 2006). Υπό κανονικές συνθήκες τα 

ετεροχρωματικά siRNA δρουν in cis, δηλαδή στοχεύουν μόνο τις περιοχές από τις οποίες 

δημιουργούνται, όμως απουσία της Eri-1 δρουν και in trans, στοχεύοντας, με λιγότερο 

αποτελεσματικό τρόπο, και άλλες ομόλογες περιοχές του γονιδιώματος (Buhler et al., 

2006). Η συσσώρευση siRNA από ετεροχρωματικές θέσεις σε eri-1 μεταλλάγματα καθώς και 

η αποτελεσματική αποικοδόμηση siRNA in vitro (Iida et al., 2006) υποδεικνύουν ότι πιθανόν 

η SpEri-1 δρα αποικοδομώντας τα siRNA. Παρ’όλα αυτά δεν αποκλείεται κάποιος άλλος 

τρόπος δράσης της αφού από πειράματα υποκυττάριου εντοπισμού της έχει δειχθεί ότι 

στοχεύεται στο κυτταρόπλασμα (Iida et al., 2006) και όχι στον πυρήνα, όπου και δρα ο 

μηχανισμός ετεροχρωματοποίησης μέσω siRNA.  

 

Drosopila melanogaster 

Αν και ομόλογο γονίδιο της Eri-1 υπάρχει και στη Δροσόφιλα (Snipper) ο ρόλος της δεν έχει 

μελετηθεί διεξοδικά. Συγκεκριμένα, με in vitro πειράματα βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη αυτή 

μπορεί να αφαιρέσει τα 3’ προεξέχοντα νουκλεοτίδια από dsRNA ή dsDNA με δράση και σε 
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μικρού μεγέθους μονόκλωνα υποστρώματα RNA/DNA υποδεικνύοντας το ρόλο της ως 

νουκλεάση χωρίς κάποια προτίμηση όσον αφορά το είδος του υποστρώματος (Kupsco et 

al., 2006). Ωστόσο, in vivo δεν φάνηκε να έχει κάποια επίδραση στο μονοπάτι της RNA 

σίγησης ή στη γενικότερη ανάπτυξη του οργανισμού (Kupsco et al., 2006). Όμως, στη 

συγκεκριμένη μελέτη δεν χρησιμοποιήθηκαν σειρές που οδηγούν σε απουσία όλων των 

ισομορφών της Snipper με αποτέλεσμα τα αποτελέσματα να μην αντικατοπτρίζουν τον 

πραγματικό της ρόλο όπως άλλωστε φανερώνουν πειράματα που πραγματοποιούνται στο 

εργαστήριο μας (Αλεξιάδης Α. Προσωπική επικοινωνία).  

 

Από όλα τα παραπάνω είναι φανερό πως η Eri-1 σε καθένα από τους μελετημένους 

οργανισμούς ρυθμίζει διαφορετικού είδους μικρά μόρια RNA πιθανόν αφαιρώντας τα 

ελεύθερα 3’ νουκλεοτίδια (3’ overhangs) από τα δίκλωνα sRNA καθιστώντας τα μη 

λειτουργικά για ενσωμάτωση στα σύμπλοκα που οδηγούν σε σίγηση. Κατά αυτό τον τρόπο 

τα sRNA-στόχοι της Eri-1, μετά τη δράση της αποικοδομούνται με γρήγορο ρυθμό λόγω 

δράσης άλλων νουκλεασών (Thomas et al., 2014).   

 

 

1.1.3.3.2. Επίδραση στα ριβοσωμικά μετάγραφα  

Αν και ο ρόλος της Eri-1 στη ρύθμιση των sRNA φαίνεται να διαφέρει μεταξύ των 

οργανισμών-μοντέλων στους οποίους μελετήθηκε, δεν συμβαίνει το ίδιο με το ρόλο που 

διαδραματίζει στην ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού RNA (rRNA) (Εικόνα 1.9Δ). Έτσι, η 

απουσία της Eri-1 από τον νηματώδη σκώληκα, τον S. pombe και το ποντίκι οδηγεί σε 

συσσώρευση πρόδρομων μορίων του 5.8S rRNA με προεξέχοντα 2-8 νουκλεοτίδια στο 3’ 

άκρο (Iida et al., 2006; Ansel et al., 2008; Gabel and Ruvkun, 2008). Η ωρίμανση αυτή 

φαίνεται να συμβαίνει μετά το σχηματισμό του δίκλωνου 5.8S- 28S rRNA (Ansel et al., 2008) 

και τουλάχιστον στο S. pombe και C. elegans η όλη διαδικασία πιθανολογείται ότι 

πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα όπου και εντοπίζεται η Eri-1 (Kennedy et al., 2004; 

Iida et al., 2006; Gabel and Ruvkun, 2008). Επιπλέον, με πειράματα ανοσοκατακρήμνισης 

και ανάλυσης πολυσωμάτων δείχθηκε ότι η Eri-1 στο ποντίκι και στον άνθρωπο είναι 

προσδεδεμένη στις ώριμες ριβοσωμικές μονάδες, σε mRNA που είναι προσδεδεμένα σε 

80S μονοσώματα και σε μικρότερο βαθμό στα πολυσώματα (Εικόνα 1.9Δ) (Ansel et al., 

2008). Ωστόσο, μέχρι στιγμής δεν είναι γνωστός ο ρόλος της εκεί. Μια πιθανή εξήγηση 

αφορά το ρόλο στη ρύθμιση της μετάφρασης μέσω της δράσης της σε ορισμένα sRNA τα 
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οποία προσδεδεμένα στα mRNA-στόχους προκαλούν καθυστέρηση της μετάφρασης, όπως 

είναι τα miRNA (Ansel et al., 2008).  

 
1.1.3.3.3. Επίδραση στα μετάγραφα των ιστονών 

Πριν γίνει γνωστή η επίδραση της Eri-1 στο μονοπάτι της RNA σίγησης, είχε προηγηθεί 

αναφορά της λειτουργίας της ως εξωνουκλεάση (3’hExo) σε κυτταρικές σειρές δρώντας 

στην ωρίμανση του 3’ άκρου ιστονικών μεταγράφων (Dominski et al., 2003) (Εικόνα 1.9 Ε). 

Από αυτή και επόμενες μελέτες βρέθηκε ότι η 3’hExo αναγνωρίζει μια συγκεκριμένη 

αλληλουχία 3’ πρεοεξέχοντων νουκλεοτιδίων (ACCCA) στο 3’ άκρο των ιστονικών mRNA, το 

οποίο σχηματίζει δομή φουρκέτας και ότι δρα μαζί με την Stem Loop Binding Protein (SLBP) 

(Wang et al., 1996; Dominski et al., 1999) στην ωρίμανση αυτών των μεταγράφων (Dominski 

et al., 2003; Yang et al., 2006a). Συγκεκριμένα, αφαιρεί δύο από τα πέντε παραπάνω 

νουκλεοτίδια (Hoefig et al., 2013), χωρίς όμως να είναι γνωστός ο λειτουργικός ρόλος αυτής 

της ωρίμανσης. Μελέτη της κρυσταλλικής δομής αυτού του συμπλόκου έδειξε ότι οι δύο 

πρωτεϊνες, SLBP και Eri-1, δεν έρχονται σε άμεση επαφή και ότι η πρόσδεση της μιας πάνω 

στη μία μεριά της φουρκέτας του 3’ άκρου του μεταγράφου αλλάζει τη δομή οδηγώντας σε 

πρόσδεση της δεύτερης πρωτεΐνης (Tan et al., 2013).  

Πέρα από την ωρίμανση των ιστονικών μεταγράφων, περαιτέρω μελέτες έδειξαν ότι η Eri-1 

μαζί με άλλους συμπαράγοντες (βλ. παρακάτω) συμμετέχει και στην αποικοδόμηση των 

ολιγοουριδιλιωμένων 3’ άκρων αυτών στο τέλος της S φάσης του κυτταρικού κύκλου και ότι 

ακόμα και η παρουσία πολύ μικρών ποσοτήτων της πρωτεΐνης (10-20%) είναι επαρκής για 

αυτή τη δράση (Εικόνα 1.9Ε) (Hoefig et al., 2013). Επίσης, με πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης βρέθηκε ότι η LSm1 (Like Sm), μέλος του συμπλόκου Lsm1-7, καθώς 

και η ελικάση Upf1 συγκατακρημνίζονται με την Eri-1 και ότι η αλληλεπίδραση της πρώτης 

με την Eri-1 είναι άμεση, ενώ η αλληλεπίδραση της Upf1 με την Eri-1 είναι έμμεση αφού 

απαιτείται η παρουσία του RNA υποστρώματος προκειμένου να αλληλεπιδράσουν (Hoefig 

et al., 2013). Εκτός από τον παραπάνω μηχανισμό αποικοδόμησης των ιστονικών 

μεταγράφων, φαίνεται ότι και κάποιος άλλος, λιγότερο αποτελεσματικός, μηχανισμός 

λειτουργεί αφού απουσία της Eri-1 παρατηρήθηκε μείωση κατά δύο φορές της ποσότητας 

των ιστονών στο τέλος της S φάσης (Hoefig et al., 2013).  

Σύμφωνα, με το προτεινόμενο μοντέλο δράσης της Eri-1 στο μονοπάτι αποικοδόμησης των 

ιστονικών mRNA (Hoefig et al., 2013; Thomas et al., 2014), στο τέλος της S φάσης μια 

Terminal Uridine Transferase (TUTase) προσθέτει ουριδίνες στο 3’ άκρο των ιστονών. H 

ουρά ουριδινών οδηγεί στην πρόσδεση της Eri-1 και του συμπλόκου Lsm1-7 με αποτέλεσμα 
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την σταδιακή αποικοδόμηση του 3’ άκρου με τη δράση της Eri-1. Για αυτή την 

αποικοδόμηση ίσως να είναι απαραίτητη η δράση μιας ελικάσης, της Upf1, η οποία 

«ξετυλίγει» τη δομή φουρκέτας του 3’ άκρου μετατρέποντάς τη σε μονόκλωνο RNA το 

οποίο αποικοδομείται από την Eri-1. Παράλληλα, η πρόσδεση του συμπλόκου Lsm1-7 

οδηγεί στην αφαίρεση της καλύπτρας του 5’ άκρου και στην αποσταθεροποίηση του. Αυτή 

η δράση της Eri-1 στην αποικοδόμηση ουριδιλιωμένων ιστονικών μεταφράφων αφήνει 

ανοιχτό το ενδεχόμενο δράσης της Eri-1 και σε άλλα RNA υποστρώματα που έχει δειχθεί ότι 

ουριδινιλιώνονται, όπως για παράδειγμα τα miRNA (Heo et al., 2008; Jones et al., 2009; Ren 

et al., 2012; Zhao et al., 2012).  

 

1.1.3.3.4. Η ERIL1 στα φυτά 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω και τα φυτά κωδικοποιούν για μια ομόλογη πρωτεϊνη, την 

ENHANCED RNAI-LIKE-1 (ERIL1) (Schumacher, 2009; Helm, 2011; Βαμβακά, 2011). Από 

βιοπληροφορική ανάλυση με τη χρήση του προγράμματος BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) αναζητήθηκαν στο γονιδίωμα της Arabidopsis 

thaliana γονίδια που να κωδικοποιούν για ομόλογες πρωτεϊνες της Eri-1 του C. elegans 

(CeEri-1). Η ανάλυση αυτή οδήγησε στον εντοπισμό 11 πιθανών στόχων. Το γονίδιο με τη 

χαμηλότερη τιμή E (γονιδιακή θέση ID: At3g15140) έχει 25% ομοιότητα (identity) σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο με τη CeEri-1 και φέρει τη χαρακτηριστική ERI-1_3’hExo_like 

επικράτεια. Ο δεύτερος πιθανός στόχος ανήκει στην οικογένεια των POLBc πρωτεϊνών (CDD 

επικράτεια cl10023) ενώ ο τρίτος στόχος αντιστοιχεί σε μια πολυνουκλεοτιδική  
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Εικόνα 1.9. Περίληψη των διαφόρων μονοπατιών δράσης της Eri-1. Α. Στο C. elegans η ισομορφή 
Eri-1b σχηματίζει σύμπλοκο με την Dcr και την RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση RRF-3 και 
επηρεάζει τη συσσώρευση με άγνωστο τρόπο ορισμένων ενδογενών siRNA. Β. Επίδραση της Eri-1 
στο μονοπάτι βιογένεσης των miRNA στο ποντίκι. Γ. Στο S. pombe η Eri-1 επιδρά αρνητικά σε siRNΑ 
τα οποία λειτουργούν στο μονοπάτι των μεταγραφικής σίγησης μέσω ετεροχρωματοποίησης 
γονιδιακών θέσεων. Η απουσία της οδηγεί στην αύξηση της ετεροχρωματοποίησης τόσο των in cis 
όσο και των in trans γονιδιακών θέσεων στόχων τους. Δ. Η Eri-1 συμμετέχει στην ωρίμανση του 5.8S 
rRNA αφαιρώντας κάποια προεξέχοντα νουκλεοτίδια από το 3’ άκρο του. Μετά από αυτή τη δράση 
παραμένει προσδεδεμένη με την 80S μονάδα και σε περιορισμένο βαθμό με τα πολυσώματα. Ε. Στα 
θηλαστικά η Eri-1 αφαιρεί δύο νουκλεοτίδια από το 3’ άκρο των ιστονικών μεταγράφων 
συμμετέχοντας έτσι στην ωρίμανσή τους. Επίσης, στο τέλος της S φάσης του κυτταρικού κύκλου η 
φυσιολογική διαδικασία ουριδινιλίωσης των ιστονικών μεταγράφων οδηγεί στην πρόσδεση της Eri-1, 
του LSm1-7 συμπλόκου καθώς και της Upf1 ελικάσης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αποικοδόμηση 
των ιστονικών μεταγράφων. Εικόνα τροποποιημένη από (Thomas et al., 2014). 
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τρανσφεράση που περιέχει το χαρακτηριστικό DEDDh μοτίβο αλλά όχι την ERI- _3’hExo_like 

επικράτεια. Ο δεύτερος πιθανός στόχος ανήκει στην οικογένεια των POLBc πρωτεϊνών (CDD 

επικράτεια cl10023) ενώ ο τρίτος στόχος αντιστοιχεί σε μια πολυνουκλεοτιδική 

τρανσφεράση που περιέχει το χαρακτηριστικό DEDDh μοτίβο αλλά όχι την ERI-

1_3’hExo_like επικράτεια και επιπλέον παρουσιάζει πολύ χαμηλή κάλυψη με την CeEri-1 

(10%). Οι υπόλοιποι στόχοι της αναζήτησης με BLAST έχουν πολύ υψηλές τιμές E και 

ανήκουν σε διαφορετικές οικογένειες από τις Eri-1 πρωτεΐνες. Βάσει της βιοπληροφορικής 

ανάλυσης οι ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η γονιδιακή θέση At3g15140 

αποτελεί το ομόλογο της ERI-1 στην Αραβίδοψη (ΑtERIL1) και ότι ομόλογές της υπάρχουν 

σε διάφορα άλλα φυτικά είδη, όπως π.χ. στη Ν. benthamiana, στον καπνό, στην τομάτα 

κ.α., με ομολογία σε πρωτεϊνικό επίπεδο από 57-63%.  

Με στοίχιση της ΑtERIL1 με τις Εri-1 πρωτεΐνες από άλλους οργανισμούς (ποντίκι, 

άνθρωπος, Δροσόφιλα, S.pombe και C.elegans) γίνεται φανερό ότι οι κυριότερες ομοιότητες 

αντιστοιχούν στην περιοχή της EXOIII επικράτειας ενώ τα καρβοξυτελικά και αμινοτελικά 

άκρα παρουσίαζουν τη μεγαλύτερη απόκλιση (Εικόνα 1.8). Επιπλέον, η AtERIL1 δεν φέρει 

στο αμινοτελικό άκρο τη SAP επικράτεια, κάτι που επίσης ισχύει και για την Snipper (το Εri-

1 ομόλογο της Δροσόφιλα) (Kupsco et al., 2006). Στη θέση της SAP επικράτειας υπάρχει 

πεπτίδιο σινιάλο που βάσει βιοπληροφορικών προγραμμάτων οδηγεί την πρωτεΐνη στο 

χλωροπλάστη (Schumacher, 2009; Helm, 2011). Από μελέτη συνεστιακής μικροσκοπίας 

όπου χρησιμοποιήθηκαν πλασμιδιακές κατασκευές της AtERIL1 συντηγμένη με την 

πρωτεΐνη αναφοράς GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) διαπιστώθηκε ότι πράγματι η 

πρωτεΐνη εντοπίζεται στους χλωροπλάστες ενώ σε κύτταρα με λίγους χλωροπλάστες η 

πρωτεΐνη παραμένει στο κυτταρόπλασμα (Schumacher, 2009; Helm, 2011). 

Για τη μελέτη του ρόλου της πρωτεΐνης αυτής στα φυτά δημιουργήθηκαν φυτά των ειδών 

A. thaliana (AtERILox) και N. benthamiana που υπερεκφράζουν το γονίδιο AtERIL1 (NbERILox) 

(Helm, 2011) και φυτά N. benthamiana που καταστέλλουν με τη μέθοδο του RNAi το 

ενδογενές γονίδιο (NbERILi) (Βαμβακά, 2011) αν και οι περισσότερες μελέτες 

πραγματοποιήθηκαν σε φυτά του είδους N. benthamiana.  

Οι διαγονιδικές σειρές NbERILox ανάλογα με το βαθμό υπερέκφρασης του διαγονιδίου 

παρουσιάζουν διαφορετικούς φαινοτύπους. Το ένα άκρο περιλαμβάνει φυτά με ανάπτυξη 

και βιολογικό κύκλο παρόμοιο με τα φυτά αγρίου τύπου (WT) αλλά με ήπια χλώρωση στα 

φύλλα (σειρά ERIL10ox) ή με φύλλα με λευκές και πράσινες περιοχές (σειρά ERIL8ox) (Helm, 

2011). To άλλο άκρο περιλαμβάνει φυτά με περιορισμένη ανάπτυξη, μικρού μεγέθους 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

38 
 

φύλλα, με σημαντική μείωση στα επίπεδα χλωροφυλλών που σε ορισμένες περιπτώσεις 

είχαν έντονα χλωρωτικό ή ακόμα και λευκό χρώμα (Helm, 2011). 

Οι χλωροπλάστες των φυτών αυτών παρουσιάσαν παρεκκλίνουσα ανατομία και 

μορφολογία σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου (Helm, 2011) ενώ έντονες διαφοροποιήσεις 

παρατηρήθηκαν και σε μοριακό επίπεδο σε ότι αφορά το πρότυπο μεταγράφων γονιδίων 

που δρουν στο χλωροπλάστη με ιδαίτερη επίδραση στα ώριμα 5S και 4.5SrRNA (Helm, 

2011). Λόγω της έντονης επίδρασης της υπερέκφρασης της AtERIL1 στα ριβοσωμικά RNA 

και δεδομένου του ρόλου των Eri-1 ομολόγων στην ωρίμανση του 5.8S rRNA 

κλωνοποιήθηκαν τα άκρα αυτών και διαπιστώθηκαν παρεκκλίσεις σε σχέση με τα άκρα των 

μεταγράφων σε φυτά αγρίου τύπου (Helm, 2011). Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι τα 3’ 

άκρα του 5S rRNA έφερε επιπλεόν νουκλεοτίδια (A/CC) (5/8 κλωνους). 

Παρά τον χλωροπλαστιδιακό εντοπισμό της AtERIL1, πραγματοποιήθηκαν πειράματα για 

πιθανή συμμετοχή της στο μονοπάτι της RNA σίγησης στις NbERIL1ox διαγονιδιακές σειρές. 

Διασταύρωση των σειρών αυτών με την ασταθή σειρά 6.4 [υπερεκφράζει την GFP αλλά 

στοχαστικά ξεκινά η καταστολή της GFP λόγω της δράσης του μονοπατιού της RNA σίγησης 

(Kalantidis et al., 2006) δεν οδήγησε στην καταστολή της σίγησης στους απογόνους 

υποδεικνύοντας ότι δεν συμμετέχει στο μονοπάτι της διασυστημικής ή μικρής έκτασης 

σίγησης [για ανασκόπηση βλ. (Kalantidis et al., 2008)]. Επίσης, από πειράματα 

αγροεμποτισμού σε διαγονιδιακά φυτά που εκφράζουν σταθερά την GFP (16C) (Ruiz et al., 

1998) στα οποία εκφράστηκε παροδικά η AtERIL1 μαζί με επαγωγέα της σίγησης του 

διαγονιδίου δεν παρατηρήθηκε μακροσκοπικά κάποια επίδραση στην έναρξη στη RNA 

σίγησης συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα (άδειο πλασμίδιο μαζί με τον επαγωγέα). 

Αντιθέτως, η πρωτεϊνη P19 του Cymbidium ringspot virus που είναι γνωστός καταστολέας 

της RNA σίγησης (Lakatos et al., 2004) στο ίδιο πείραμα κατέστειλε τη σίγηση του 

διαγονιδίου (Schumacher, 2009). Επιπλέον των παραπάνω πειραμάτων διεξήχθησαν και 

άλλα πειράματα από οποία όμως δεν μπορεί να προκύψει ξεκάθαρο αποτέλεσμα λόγω 

απουσίας κάποιων μαρτύρων ή επαναλήψεων και τα οποία αποτέλεσαν και μέρος της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής. 

Όσον αφορά τις διαγονιδιακές σειρές για την καταστολή του γονιδίου (NbERILi), για τη 

δημιουργία τους κλωνοποιήθηκε εξ’αρχής η αλληλουχία της NbERIL1 (Βαμβακά, 2011), 

αφού την περίοδο εκείνη δεν υπήρχαν οι διαθέσιμες πληροφορίες για το γονιδίωμα της 

N.benthamiana. Οι σειρές αυτές δεν χαρακτηρίστηκαν, κάτι που αποτελεί στόχο της 

παρούσας διατριβής, και δεν μελετήθηκε διεξοδικά ο ρόλος της ERIL1 σε αυτές. Επίσης, 

περιορiσμένες είναι οι γνώσεις μας σε ότι αφορά το ρόλου της ERIL1 στο άλλο φυτό 
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μοντέλο A. thaliana, κάτι που επίσης αποτέλεσε στόχο της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής. Μετά το πέρας της εισαγωγής θα αναφερθούν συνολικά οι στόχοι της παρούσας 

εργασίας. 

 

Λόγω της εμπλοκής του φυτικού Eri-1 ομολόγου στη λειτουργία του χλωροπλάστη, στις 

παρακάτω παραγράφους αναφέρονται οι μέχρι τώρα γνωστοί παράγοντες που επιδρούν 

στις μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις στο χλωροπλάστη με έμφαση στην ομάδα των 

ριβονουκλεασών που συμμετέχουν σε αυτό το μονοπάτι.  

 

 

1.2. ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΣΤΟ ΧΛΩΡΟΠΛΑΣΤΗ 

Σύμφωνα με τη θεωρία της ενδοσυμβίωσης (Mereschkowsky, 1905; Margulis, 1970), οι 

χλωροπλάστες, τα φωτοσυνθετικά όργανα φυτών και φυκών, αποτελούν απογόνους των 

κυανοβακτηρίων. Πολλά από τα γονίδια αυτών των χλωροπλαστιδιακών προγόνων, κατά τη 

διάρκεια τη εξέλιξης μεταφέρθηκαν στον πυρήνα των φυτικών οργανισμών (Martin et al., 

2002). Έτσι, πολλά από τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα του χλωροπλάστη αποτελούν μωσαϊκά 

πρωτεϊνών που εκφράζονται από πυρηνικά και χλωροπλαστιδιακά γονίδια. Επιπλέον, αν 

και οι χλωροπλάστες διαθέτουν το δικό τους γονιδίωμα (~120 γονίδια) από το οποίο 

μεταγράφονται κωδικά και μή κωδικά μετάγραφα (mRNA, rRNA και tRNA), η γονιδιακή 

έκφραση σε αυτά τα οργανίδια δεν είναι αυτόνομη διαδικασία αλλά ρυθμίζεται από 

πυρηνικά γονίδια σε διάφορα επίπεδα ένα από τα οποία αφορά τις μετα-μεταγραφικές 

τροποποιήσεις. 

Τα χλωροπλαστιδιακά μετάγραφα, τα περισσότερα εκ των οποίων μεταγράφονται ως 

πολυκιστρονικά πρόδρομα μόρια, από τη στιγμή της μεταγραφής τους ως την ωρίμανσή 

τους υφίστανται μια σειρά τροποποιήσεων για τις οποίες κύριο ρόλο διαδραματίζουν 

πρωτεΐνες που εκφράζονται από πυρηνικά γονίδια. Οι τροποποιήσεις αυτές αφορούν την 

ωρίμανση των 5’ και 3’ άκρων τους, την RNA επιδιόρθωση (RNA editing), το RNA μάτισμα 

(RNA splicing) και τέλος την ανακύκλωση των νουκλεοτιδίων (RNA turnover) (Εικόνα 1.10 Α 

& Β) [για ανασκόπηση βλ. (Monde et al., 2000; Stern et al., 2010)]. Φυτά με μεταλλάξεις σε 

αυτό το μονοπάτι παρουσιάζουν μια σειρά φαινοτύπων, από σχεδόν κανονική ανάπτυξη 

έως θνησιμότητα σε πρώιμα στάδια (Bollenbach et al., 2003; Bollenbach et al., 2005; Tillich 

et al., 2009; Walter et al., 2010; Sharwood et al., 2011; Manavski et al., 2012; Stoppel et al., 

2012), γεγονός που υποδεικνύει τη διαφορετική επίδραση κάθε σταδίου στην ανάπτυξη του 
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φυτού υπογραμμίζοντας, παράλληλα, και το γενικότερο ρόλο της σωστής λειτουργίας 

αυτού του μονοπατιού στην αναπτυξη του φυτού.  

Μεταξύ των παραγόντων που συμμετέχουν στις μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις των 

RNA μορίων του χλωροπλάστη είναι οι πρωτεΐνες PPR (Pentatricopeptide repeat), και οι 

ριβονουκλεάσες (έξω- και ενδονουκλεάσες). Στις παρακάτω παραγράφους αναφέρεται εν 

συντομία ο ρόλος των PPR στις μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις ενώ πιο αναλυτικά 

περιγράφεται ο ρόλος των ριβονουκλεασών με ιδιαίτερη έμφαση στη δράση των 3’ 

εξωριβονουκλεασών.  

 

1.2.1. PPR πρωτεΐνες 

Οι PPR πρτωτεΐνες χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενός μοτίβου 35 αμινοξέων το οποίο 

επαναλαμβάνεται εν σειρά έως και 30 φορές (Small and Peeters, 2000) και κατατάσσονται 

σε πολλές υποομάδες ανάλογα με την αλληλουχία του PPR μοτίβου και την παρουσία ενός 

καρβοξυτελικού μοτίβου (Lurin et al., 2004). Στο γονιδίωμα των φυτών κωδικοποιούνται 

πάνω από 450 πρωτεΐνες (O'Toole et al., 2008) που ανήκουν στην οικογένεια των PPR 

πρωτεϊνών, με τη φυσιολογική τους λειτουργία, βάσει των μέχρι τώρα ερευνών, να 

εντοπίζεται στους χλωροπλάστες και στα μιτοχόνδρια (Saha et al., 2007). Ο ρόλος τους 

σχετίζεται με την RNA επιδιόρθωση, το μάτισμα, τη σταθεροποίηση των μεταγράφων και τη 

μετάφρασή τους, διαδικασίες που πιθανόν να επιτυγχάνονται μέσω άμμεσης 

αλληλεπίδρασης του PPR μοτίβου με μια συγκεκριμένη αλληλουχία του RNA-στόχου [για 

ανασκόπηση βλ. (Schmitz-Linneweber and Small, 2008)]. Όμως, μέχρι στιγμής δεν είναι 

γνωστό με ποιον τρόπο δρουν (π.χ ως πλατφόρμες για την πρόσδεση άλλων πρωτεϊνών; 

αλλάζοντας τη δομή του RNA στόχου; προστατεύοντας το RNA-στόχο κτλ) και ποια είναι η 

βάση της αναγνώρισης συγκεκριμένων RNA αλληλουχιών από αυτές.  
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Εικόνα 1.10. Σχηματική απεικόνιση των πιθανών μονοπατιών ωρίμανσης (Α) και αποικοδόμησης 
(Β) των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων. Α. Πολλά γονίδια στον χλωροπλάστη μεταγράφονται 
ταυτόχρονα από έναν υποκινητή (βέλος) με αποτέλεσμα την παραγωγή ενός πολυκιστρονικού 
μεταγράφου που έχει στο 3’ άκρο του μια ανάστροφη επανάληψη σε δομή φουρκέτας, αν και 
ορισμένα πολυκιστρονικά μετάγραφα φέρουν ανάστροφες επαναλήψεις και μεταξύ των γονιδίων. 
Καθεμία PPR/TPR πρωτεΐνη αναγνωρίζει συγκεκριμένη αλληλουχία στο μετάγραφο. Έχει προταθεί 
πως η RNase J δρα ως ενδονουκλεάση και ως 5’-3’ εξωριβονουκλεάση με κύριο ρόλο τον καθορισμό 
των 5’ άκρων των μεταγράφων. Η ενδονουκλεάση RNase E/G κόβει είτε ενδιάμεσα στο πρόδρομο 
μόριο είτε κοντά στο 5’ άκρο αυτού. Ο κύριος ρόλος της 3’-5’ εξωνουκλεάσης PNPase είναι η 
αφαίρεση νουκλεοτιδίων από τα 3’ άκρα των μεταγράφων, διαδικασία που εμποδίζεται από 
δευτεροταγείς δομές των RNA μορίων. Παράγοντες σταθεροποίησης με εξειδίκευση ως προς την 
αλληλουχία (μερικοί εκ των οποίων είναι PPR ή TPR πρωτεΐνες) προστατεύουν τα 5’ ώριμα άκρα των 
μεταγράφων από αποικοδόμηση λόγω δράσης της RNase J. Την ίδια λειτουργία πιθανόν να ασκούν 
και οι PPR/TPR πρωτεΐνες για την προστασία των 5’ ή 3’ άκρων  των μεταγράφων από την RNase J ή 
PNPase, αντίστοιχα. Β. Οι ενδονουκλεάσες RNase J, RNase E, and CSP41a/b θεωρείται ότι δρουν σε 
μη δομημένες περιοχές ή μεταξύ περιοχών πρόσδεσης πρωτεϊνών. Για την προσθήκη ουράς 
πλούσιας σε αδενίνη από την PNPase ή από μία πολυ(Α) πολυμεράση στα 3’άκρα όπου υπάρχει μια 
PPR πρωτεΐνη απαιτείται 5’-3’ αποικοδόμηση ή ένας νέος κύκλος δράσης ενδονουκλεασών. Οι 
PNPase και RNaseII σε σπάνιες περιπτώσεις μπορούν να ξεπεράσουν ισχυρές δευτερογενείς δομές 
στο 3’ άκρο. Σε αντίθετη περίπτωση σταματούν και ακολουθεί δεύτερος κύκλος δράσης 
ενδονουκλεασών. Εικόνα τροποποιημένη από Stern et al., 2010. 
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1.2.2. Ριβονουλεάσες 

1.2.2.1. Ενδοριβονουκλεάσες 

Μέχρι στιγμής πέντε ενδοριβονουκλεάσες με δράση στο χλωροπλάστη έχουν αναγνωριστεί, 

η RNase E/G, η RNase J, η CSP41a, η CSP41b και η miniRNaseIII. Η RNase E/G που 

κωδικοποιείται στην Αραβίδοψη από τη γονιδιακή θέση At2g04270 και εντοπίζεται κυρίως 

στο στρώμα του χλωροπλάστη (Mudd et al., 2008; Schein et al., 2008) παρουσιάζει 

ομολογία 37% και 34% με τις βακτηριδιακές RNase E και RNase G, αντίστοιχα. Φυτά 

Αραβίδοψης όπου απουσιάζει η RNase E/G μπορούν να ολοκληρώσουν το βιολογiκό τους 

κύκλο, όμως, παρουσιάζουν χλώρωση και μειωμένη ανάπτυξη σε σχέση με τα φυτά αγρίου 

τύπου ο (Walter et al., 2010). Επιπλέον, στα φυτά αυτά παρουσιάζεται συσσώρευση 

κάποιων πρόδρομων μεταγράφων μεγάλου μοριακού βάρους υποδεικνύοντας το ρόλο της 

στην κατεργασία αυτών των μεταγράφων (Walter et al., 2010) ενώ φαίνεται ότι η δράση της 

παρεμποδίζεται από έντονα δομημένα μετάγραφα (Schein et al., 2008). 

H RNase J (At5g63420) φαίνεται να είναι απαραίτητη για την επιβίωση φυτών Αραβίδοψης 

αφού μόνο ετεροζύγωτα φυτά knock-out επιβιώνουν παρουσιάζοντας, όμως, απόρριψη 

των 25% των σπόρων τους ενώ τα ομοζύγωτα knock-out έμβρυα δεν επιβιώνουν 

υποδεικνύοντας το ρόλο της στην εμβρυογέννεση (Chen et al., 2015). Επιπλέον, δείχθηκε 

ότι η RNase J, η οποία πιθανόν λειτουργεί και ως 5’-3’ εξωριβονουκλεάση, έχει ως βασικό 

ρόλο την αποικοδόμηση συμπληρωματικών σε κωδικά μετάγραφα αλληλουχιών, η 

συσσώρευση των οποίων οδηγεί σε μειωμένη μετάφραση των κωδικών μεταγράφων 

(Sharwood et al., 2011). Τέλος, από πειράματα συνδυασμένης καταστολής της RNase J και 

ορισμένων PPR πρωτεϊνών, οι οποίες προσδεδεμένες στο 5’ άκρο των μεταγράφων-στόχων 

τους το σταθεροποιούν, δείχθηκε ότι η RNase J δρα στην ωρίμανση των 5’ άκρων τους με 

τις συγκεκριμένες PPR πρωτεΐνες να δρούν ως εμπόδια στην περαιτέρω κατεργασία (Luro et 

al., 2013).  

Η CSP41a (Chloroplast Stemloop binding Protein of 41 kDa) απομονώθηκε, αρχικά, από 

χλωροπλάστες σπανακιού όπου και δείχθηκε με in vitro πειράματα, η δράση της ως 

ενδοριβονουκλεάση ενώ προτάθηκε και η πρόσδεσή της σε δομές φουρκέτας στο 3’άκρο 

μεταγραφημάτων (Yang et al., 1996). Περαιτέρω πειράματα έδειξαν ότι η CSP41a 

λειτουργεί ως μη ειδική ενδοριβονουκλεάση ενώ λόγω της μειωμένης αποικοδόμησης των 

RNA μεταγράφων σε φυτά καπνού με καταστολή της δράσης της, προτάθηκε η συμμετοχή 

της στην έναρξη της αποικοδόμησης των χλωροπλαστιδιακών μεταγραφημάτων. 
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Μεταλλάγματα Αραβίδοψης τα οποία δεν εκφράζουν την CSP41a δεν παρουσιάζουν 

διαφορές στην ανάπτυξη σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου (Beligni and Mayfield, 2008). 

Μεταλλάγματα για την CSP41b αναπτύσσονται κανονικά, όμως, παρουσιάζουν χλώρωση 

στα ώριμα φύλλα (Bollenbach et al., 2009) ενώ όταν απουσιάζουν και οι δύο παραπάνω 

ενδονουκλεάσες, αρχικά, αναφέρθηκε ότι τα φυτά δεν επιβιώνουν (Beligni and Mayfield, 

2008). Όμως, μετέπειτα μελέτες έδειξαν ότι τέτοια φυτά είναι βιώσιμα (Qi et al., 2012). Τα 

μεταλλάγματα csp41a και csp41b όπως και τα διπλά μεταλλάγματα csp41a/csp41b 

παρουσιάζουν αύξηση στη συσσώρευση πρόδρομων μορίων του 23S rRNA (Beligni and 

Mayfield, 2008) και μείωση του ώριμου 5S rRNA (Beligni and Mayfield, 2008; Bollenbach et 

al., 2009). Επίσης, βρέθηκε ότι οι CSP41a και CSP41b επηρεάζουν τη μεταγραφή και τη 

μετάφραση κάποιων χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων (Bollenbach et al., 2009) κάτι που 

πιθανόν να αποτελεί δευτερογενές αποτέλεσμα οφειλόμενο στη μειωμένη σταθερότητα 

των μεταγράφων απουσία των δύο αυτών πρωτεϊνών (Qi et al., 2012). Επιπλέον, οι CSP41a 

και CSP41b αλληλεπιδρούν in vivo και συνδέονται με τα ριβοσώματα (Bollenbach et al., 

2009) ενώ η απουσία της CSP41b οδηγεί σε μείωση των επιπέδων των CSP41a μεταγράφων 

(Qi et al., 2012). 

Στην Αραβίδοψη υπάρχουν τρεις γονιδιακοί τόποι που κωδικοποιούν για RNase III τύπου 

ενδονουκλεάσες οι οποίες έχουν χλωροπλαστιδιακή στόχευση. Από αυτές μόνο οι RCN3 και 

RCN4 έχουν δράση ενδονουκλεάσης (Hotto et al., 2015) ενώ η RNC1 δεν έχει τέτοια δράση 

και διαδραματίζει ρόλο στο μάτισμα χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων που φέρουν 

ιντρόνια της ομάδας ΙΙ (Watkins et al., 2007). Οι RCN3 (At1g55140) και RCN4 (At3g13740), 

που έχουν δράση παρόμοια με την miniRNase III του Bacillus subtilis (Redko et al., 2008), 

παρουσιάζουν επικαλυπτόμενη δράση. Τα rcn3 και rcn4 μεταλλάγματα στην Αραβίδοψη 

έχουν ανάπτυξη παρόμοια με φυτά αγρίου τύπου ενώ τα διπλά μεταλλάγματα rcn3/4 

παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα χλωροφυλλών και ανάπτυξη. Σε μοριακό επίπεδο αυτές 

οι ενδοριβονουκλεάσες φαίνεται ότι εμπλέκονται στην ωρίμανση του 23S-4.5S rRNA ενώ 

απουσία τους παρατηρείται συσσώρεση του πρόδορομου μορίου και μείωση του ώριμου 

4.5S rRNA. Παράλληλα οι RCN3 και RCN4 πιθανόν εμπλέκονται στην αποικοδόμηση των 

ιντρονίων αφού απουσία τους παρατηρείται συσσώρεσυση τέτοιων πληθυσμών (Hotto et 

al., 2015).  
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1.2.2.2. Εξωνουκλεάσες 

Μέχρι στιγμής δύο είναι οι γνωστές 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες που συμμετέχουν στον 

μεταβολισμό των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων, η ριβονουκλεάση R (RNR1) και 

πολυνουκλεοτιδική φωσφορυλάση (polynucleotide phosphorylase, PNPase). 

 

RNR1 

H RNR1 ανήκει στην RNR οικογένεια των 3’-5’ εξωριβονουκλεασών. Τα δύο μέλη αυτή της 

οικογένειας στο E. Coli, η RNase II και RNase R παρουσιάζουν μη ειδική, ως προς το 

υπόστρωμα, υδρολυτική εξωριβονουκλεοτιδική δράση, αποικοδομώντας τα 3’ άκρα των 

μεταγράφων κατά συνεχή τρόπο (processive manner), με την RNase R, σε αντίθεση με την 

RNase II, να μπορεί να δράσει και σε δομημένα υποστρώματα (Cheng and Deutscher, 2005).  

Η ομόλογή τους στα φυτά αρχικά βρέθηκε ότι συμμετέχει στην ωρίμανση του 3’ άκρου του 

μιτοχονδριακού atp9 mRNA (Perrin et al., 2004b). Όμως, περαιτέρω μελέτες έδειξαν ότι 

στοχεύεται και στους χλωροπλάστες (Kishine et al. 2004). Φυτά Αραβίδοψης στα οποία 

απουσιάζει η RNR1 είναι χλωρωτικά και αδυνατούν να μεγαλώσουν χωρίς την εξωγενή 

προσθήκη σακχαρόζης (Bollenbach et al., 2005) ενώ μοριακά παρουσιάζουν προβληματική 

ωρίμανση των χλωροπλαστιδιακών rRNA (Kishine et al., 2004; Bollenbach et al., 2005; 

Germain et al., 2012). Συγκεκριμένα, απουσία της RNR1 τα 3’ άκρα των 16S, 23S και 5S rRNA 

είχαν επιπλέον νουκλοτίδια στο 3’ άκρο τους (5-12, 10-15 nt και 10, αντίσtοιχα), 

(Bollenbach et al., 2005). Επιπλέον, σε αυτά τα μεταλλάγματα παρατηρήθηκε μεγάλη 

μείωση των επιπέδων των ώριμων 4.5S και 5S rRNA και συσσώρευση του πρόδορομου 

δικιστρονικού μορίου 23S-4.5S rRNA και του 5S- tRNAArg (Bollenbach et al., 2005). 

Περαιτέρω μελέτες αναφορικά με το ρόλο της RNR1 στα φυτά υπέδειξαν τη γενικότερη 

συμμετοχή της στην ομοιόσταση των μεταγράφων του χλωροπλάστη αφού τα άκρα των 

μελετημένων mRNA παρουσίαζαν επιπλέον νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο τους καθώς και 

διαφορετικά πρότυπα κατεργασίας σε σχέση με τα αντίστοιχα φυτών αγρίου τύπου 

(Germain et al., 2012). Έτσι, τα μετάγραφα (mRNA και rRNA) απουσία της RNR1 δεν 

ωριμάζουν σωστά με αποτέλεσμα να οδηγούνται στην αποικοδόμησή τους. Επιπλέον, αν 

και αρχικά προτάθηκε ότι το φυτικό ομόλογο της οικογένειας των RNR1 

εξωριβονουκελασών έχει παρόμοιο ρόλο με την RNase R του E.coli (Bollenbach et al., 2005), 

μετέπειτα μελέτες έδειξαν ότι μάλλον πρόκειται για μια εξωριβονουκλεάση τύπου RNase II, 

αφού in vivo (Germain et al. 2012) και in vitro (Sharwood et al. 2011) αδυνατεί να 

αποικοδομήσει RNA με δευτερογενή δομή.  
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PNPase 

Το δεύτερο μέχρι στιγμής γνωστό ένζυμο που συμμετέχει στην κατεργασία των RNA των 

χλωροπλαστών είναι η PNPase, η οποία είναι μια φωσφορυλιωτική 3’-5’ εξωνουκλεάση. Η 

PNPase του E. coli αποτελεί σημαντικό παράγοντα στην αποικοδόμηση των mRNA (Donovan 

and Kushner, 1986; Coburn et al., 1999).Το ένζυμο αυτό έχει διπλό ρόλο, αφού μπορεί να 

δράσει και ως 3’-5’ εξωριβονουκλεάση και ως πολυ (Α) πολυμεράση προσθέτοντας 

ετεροπολυμερικές ουρές πλούσιες σε αδενίνη στα μετάγραφα (Mohanty and Kushner, 

2000).  

Το γονιδίωμα της Αραβίδοψης κωδικοποιεί για δύο ισομορφές με τη μία να εντοπίζεται 

στους χλωροπλάστες και την άλλη στα μιτοχόνδρια. Ενώ η μιτοχονδριακή PNPase 

(mtPNPase) είναι απαραίτητη για την επιβίωση του φυτού, συμμετέχοντας στην ωρίμανση 

και αποικοδόμηση των μεταγράφων του μιτοχονδρίου (Perrin et al., 2004a; Holec et al., 

2006; Marchive et al., 2009), φυτά Αραβίδοψης με μετάλλαξη στην χλωροπλαστιδιακή 

ισομορφή της (cpPNPase) μπορούν να ολοκληρώσουν τον βιολογικό τους κύκλο παρά την 

ανώμαλη ανάπτυξή τους (Marchive et al., 2009). Η cpPNPase, όπως και η βακτηριιακή 

ομόλογή της, έχει διττό ρόλο αφού σε χλωροπλάστες από σπανάκι δείχθηκε ότι λειτουργεί 

και ως 3’-5’ εξωνουκλεάση αλλά και ως πολυ(Α) πολυμεράση (Yehudai-Resheff et al., 2001). 

Φυτά Αραβίδοψης με μεταλλάξεις στην cpPNPase συσσωρεύουν πρόδορομα μόρια mRNA 

μεταγράφων και 23S rRNA (Walter et al., 2002; Germain et al., 2011; Germain et al., 2012) 

με προεξέχοντα άκρα στο 3’ άκρο τους (Walter et al., 2002). 

 

Στην Αραβίδοψη έχει δειχθεί ότι διπλά μεταλλάγματα ως προς την RNR1 και την cpPNPase 

δεν μπορούν να μεγαλώσουν πέρα από το στάδιο του εμβρύου ενώ διπλά μεταλλάγματα 

με μειωμένη δράση της cpPNPase επιβιώνουν (Germain et al. 2012). Σε αυτές τις σειρές τα 

πρότυπα των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων διέφεραν ανάλογα με τα επίπεδα της 

cpPNPase. Το γεγονός αυτό, μαζί με την ανάλυση των 3’ ακρων των χλωροπλαστιδιακών 

μεταγράφων σε αυτά τα διπλά μεταλλάγματα, οδήγησαν τους ερευνητές να προτείνουν ότι 

οι δύο εξωριβονουκλεάσες συνεργάζονται στο μονοπάτι μεταβολισμού των 

χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων (Germain et al., 2012). 
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1.3. ΣΤΟΧΟΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η μελέτη του ρόλου της ERIL1 στην 

κατεργασία των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων αλλά και στo μονοπάτι της RNA σίγησης. 

Για το σκοπό αυτό αρχικά πραγματοποιήθηκε χαρακτηρισμός των διαγονιδιακών σειρών Ν. 

benthamiana με καταστολή της έκφρασης του ενδογενούς γονιδίου NbERIL1 που 

δημιουργήθηκαν από τη Βαμβακά Ε. (Βαμβακά, 2011) καθώς και τον μεταλλαγμάτων eril1 

Αραβίδοψης. Ακολούθησε επιβεβαίωση της στόχευσης της NbERIL1 στο χλωροπλάστη με 

συνεστιακή μικροσκοπία, μοριακή μελέτη που αφορούσε τα πρότυπα των 

χλωροπλαστιδιακων μεταγράφων στις διαγονιδιακές σειρές των ειδών N. benthamiana και 

Arabidopis thaliana, την αλληλεπίδραση της NbERIL1 με χλωροπλαστιδιακά μετάγραφα με 

εφαρμογή ανοσοκατακρήμνισης και τέλος η επίδραση της ERIL1 στο μονοπάτι της RNA 

σίγησης.  

 

Συνοπτικά, μελετήθηκαν τα παρακάτω: 

 Η έκφραση του NbERIL1 σε ιστούς φυτών N.benthamiana αγρίου τύπου,  

 Ο υποκυττάριος εντοπισμός του NbERIL1, 

 Ο χαρακτηρισμός σειρών Α.thaliana με καταστολή και υπερέκφραση του AtERIL1, 

 Ο χαρακτηρισμός σειρών Ν.benthamiana με καταστολή του NbERIL1, 

 Η επίδραση της ERIL1 σε ορισμένα μονοπάτια της RNA σίγησης, 

 Η επίδραση της ERIL1 στην ωρίμανση των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων και 

 Η αλληλεπίδραση της ERIL1 με άλλους συμπαράγοντες 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκαν 

φυτά των ειδών Nicotiana benthamiana και Arabidopsis thaliana (οικότυπος Columbia).  

2.1.1. Ν. benthamiana  

Για την επιλογή των διαγονιδιακών φυτών του είδους N. benthamiana με καταστολή του 

γονιδίου NbERIL1 που προέκυψαν από γενετική τροποποίηση (Βαμβακά, 2011), σπόροι του 

είδους απολυμαίνονταν με προσθήκη 1 ml 10% χλωρίνη εμπορίου για 10 λεπτά και 

ακολουθούσαν τρία διαδοχικά ξεπλύματα με 1 ml αποστειρωμένο νερό. Στη συνέχεια οι 

σπόροι τοποθετούνταν σε τρυβλία Petri (~50 σπόροι/ τρυβλίο) που περιείχαν στερεό 

υπόστρωμα ΜS (Murashige & Skoog, Πίνακας 2.1) με την κατάλληλη συγκέντρωση (100 

μg/ml) αντιβιοτικού επιλογής, που στην προκειμένη περίπτωση ήταν η καναμυκίνη. Εκτός 

από σπόρους διαγονιδιακών φυτών στα τρυβλία MS με καναμυκίνη τοποθετούνταν και 

σπόροι N. benthamiana αγρίου τύπου (WT) ως αρνητικοί μάρτυρες ενώ παράλληλα σπόροι 

WT τοποθετούνταν σε τρυβλία MS χωρίς αντιβιοτικά επιλογής. Όλη η παραπάνω 

διαδικασία διεξάγονταν σε τράπεζα νηματοειδούς ροής ώστε να εξασφαλιστούν στείρες 

συνθήκες. Τα τρυβλία με τους σπόρους αφού σφραγίζονταν με πάραφιλμ, τοποθετούνταν 

για μια μέρα στο σκοτάδι και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε θαλάμους ανάπτυξης φυτών 

με σταθερές συνθήκες φωτός και θερμοκρασίας (16 ώρες φωτοπερίοδο, 100μmol·m_2 s_1, 

230C).  

Περίπου τρεις βδομάδες μετά την σπορά στα τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα οι αρνητικοί 

μάρτυρες νεκρώνονταν. Τότε καταγράφονταν ο αριθμός σπόρων της κάθε διαγονιδιακής 

σειράς που είχε βλαστήσει καθώς και εκείνων που είχαν επιζήσει. Στη συνέχεια 

ακολουθούσε περίοδος σκληραγώγησης των φυταρίων κατά την οποία τα φυτάρια 

μεταφυτεύονταν σε μικρές γλάστρες με χώμα καλυμμένα με μεμβράνη και μεταφέρονταν 

στο θερμοκήπιο. Διαδοχικά η μεμβράνη ανοιγόταν ώστε να εγκλιματιστούν τα φυτάρια στις 

νέες συνθήκες. Μετά τη σκληραγώγηση και όταν έφταναν στο στάδιο των τεσσάρων 

κανονικών φύλλων μεταφυτεύονταν σε γλάστρες με υπόστρωμα αποτελούμενο από χώμα: 

τύρφη: περλίτη σε αναλογία 2: 1: 0,5 αντίστοιχα καθώς και πλήρες λίπασμα (12-12-7) 

(Nitrophoska, EurochemAgro).  
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Πίνακας 2.1. Σύσταση στερεού υποστρώματος θρεπτικού MS 

Συστατικά Ποσότητα 

Μακροστοιχεία (Phytotechnology Laboratories) 4,23 g/l  
Μικροστοιχεία (Phytotechnology Laboratories) 0.100 g/l 
Βιταμίνες (Phytotechnology Laboratories) 0.103 g/l 
Phytagel Agar (Sigma) 8 g/l 

*ρύθμιση του pH=5,6 με KOH 

Για τη καλλιέργεια φυτών που δεν χρειαζόταν η διεξαγωγή της διαδικασίας επιλογής, 

σπόροι τοποθετούνταν απ’ευθείας σε μικρές γλάστρες με χώμα, αραιώνονταν ώστε να 

παραμείνουν 1-2 φυτά ανά μικρό γλαστράκι και όταν αναπτύσσονταν επαρκώς τα φυτάρια 

μεταφέρονταν σε μεγαλύτερες γλάστρες με το μίγμα χώματος που αναφέρθηκε παραπάνω.  

 

2.1.2. Α.thaliana 

Για την καλλιέργεια φυτών του είδους A.thaliana σπόροι τοποθετούνταν σε μικρές 

γλάστρες με μίγμα χώματος: βερμικουλλίτη σε αναλογία 1:1, αντίστοιχα και τοποθετούνταν 

για 2-3 μέρες στο σκοτάδι στους 40C, ώστε να σπάσει ο λήθαργος. Στη συνέχεια 

μεταφέρονταν σε θάλαμο ανάπτυξης με σταθερές συνθήκες φωτός και θερμοκρασίας (16 

ώρες φωτοπερίοδο, 120μmol·m_2 s_1, 230C). Τα φυτά ποτίζονταν με διαβροχή του χώματος 

από το κάτω μέρος της γλάστρας με ¼ υγρό MS. 

 

2.2. ΔΙΑΦΟΡΕΣ TΕΧΝΙΚΕΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

2.2.1. Πηκτή αγαρόζης  

Για την παρασκευή πηκτής αγαρόζης, 0,8-2% αγαρόζη (Invitrogen) διαλύονταν με θέρμανση 

σε φούρνο μικροκυμάτων σε κατάλληλο όγκο 0.5 Χ TBE (0.11 M Tris, 90mM Βορικό Οξύ, 2,5 

mM EDTA, pH=8.0). Στη συνέχεια προσθέτονταν βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 

0,01% (β/ο) και τοποθετούνταν σε κατάλληλο δοχείο για τη δημιουργία της πηκτής. Μετά 

τη φόρτωση των δειγμάτων στην πηκτή ακολουθούσε ηλεκτροφόρηση σε διάλυμα 0.5 Χ 

ΤΒΕ με εφαρμογή ρεύματος (5V/ cm της απόστασης των ηλεκτροδίων της συσκευής). Τα 

νουκλεϊκά οξέα φωτογραφίζονταν κάτω από UV ακτινοβολία.  

 

 



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

49 
 

2.2.2. Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

Για τον πολλαπλασιασμό τμημάτων DNA εφαρμόστηκε η αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυμεράσης με τη χρήση του ενζύμου Taq (Minotech) ή Kapa Hi-Fi (Kapa Biosystems) και 

σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών. Η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών 

στο υπόστρωμα (Τa) υπολογίζονταν κάθε φορά με τη χρήση του προγράμματος 

OligoAnalyzer. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη παρουσιάζονται 

στο Παράρτημα Ι. 

 

2.2.3. Απομόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης 

Για την απομόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε το κιτ “NucleoSpin®Gel and 

PCR Clean-up” (Macherey-Nagel). 

 

2.2.4. Αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης (Reverse transcription, rt) 

2-5 μg από ολικό RNA μετατρέπονταν σε συμπληρωματικό DNA (complementary DNA, 

cDNA) με τη χρήση του ενζύμου PrimeScript™ (Takara Clontech) και σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. Ως εκκινητές χρησιμοποιούνταν είτε τυχαία εξαμερή (Invitrogen) είτε ο 

oligod(T) (Invitrogen ή Μικροχημεία, IMBB).  

 

2.2.5. Καλλιέργεια Βακτηρίων 

Τα βακτήρια (E.coli στέλεχος DH10B ή αγροβακτήρια, στέλεχος C58C1) αναπτύσσονταν σε 

θρεπτικό υπόστρωμα LB (1% τρυπτόνη, 1% NaCl και 0,5% εκχύλισμα από ζυμομύκητα) με τα 

κατάλληλα κάθε φορά αντιβιοτικά. Για καλλιέργεια σε στερεό υπόστρωμα τοποθετούνταν 

στο LB και 0,7%. αγάρ-αγάρ (Sigma). Τα βακτήρια αναπτύσσονταν στους 370C ενώ τα 

αγροβακτήρια στους 280C.  

 

2.2.6. Περιοριστικές πέψεις 

Για την πέψη DNA 1-10 μg υποστρώματος επωάζονταν με κατάλληλες μονάδες ενζύμου 

(συνήθως 5-10 U) για τουλάχιστον δύο ώρες στη θερμοκρασία ενεργότητας κάθε ενζύμου 
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και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Τα περιοριστικά ένζυμα που 

χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από τις εταιρείες Minotech και NEB (New England Biolabs).  

 

2.2.7. Αντίδραση λιγάσης (ligation) 

Για τις αντιδράσεις λιγάσης ο πλασμιδιακός φορέας και το προϊόν που επρόκειτο να 

ενσωματωθεί στον φορέα αναμιγνύονταν σε αναλογία συνήθως 1:3 και μετά την προσθήκη 

της λιγάσης (T4 DNA ligase, Promega) και του κατάλληλου διαλύματος το μίγμα 

τοποθετούνταν για 16 ώρες στους 40C.  

 

2.2.8. Κλωνοποιήσεις τύπου Gateway® (Invitrogen) 

Για κλωνοποιήσεις τύπου Gateway® (Invitrogen) ακολουθούνταν οι οδηγίες του 

κατασκευαστή με τη χρήση του κιτ “Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix” (Invitrogen). Εν 

συντομία, η προς υπερέκφραση αλληλουχία κλωνοποιούνταν, αρχικά, στον πλασμιδιακό 

φορέα-“δότη” pENTRTM3C (Invitrogen) και στη συνέχεια ακολουθούσε αντίδραση 

ανασυνδυασμού μεταξύ του παραπάνω πλασμιδίου και του φορέα-“προορισμού” 

παρουσία του ενζύμου LR ClonaseTM II (Invitrogen). Oι πλασμιδιακές κατασκευές που 

δημιουργήθηκαν στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται στο Παράρτημα IΙ.  
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2.2.9. Μετασχηματισμός βακτηρίων  

2.2.9.1. Μετασχηματισμός βακτηρίων E.coli 

100 μl DH10B βακτηρίων προς μεταμόρφωση ξεπάγωναν στον πάγο και αφού 

αναμιγνύονταν με την κατάλληλη ποσότητα πλασμιδίου (0,1 ng από πλασμίδιο ή 5/10 μl 

από την αντίδραση λιγάσης) επωάζονταν για 30 λεπτά στον πάγο. Ακολουθούσε επώαση 

για 90 δευτερόλεπτα στους 420C και κατόπιν δύο λεπτά στον πάγο. Στο μίγμα, μετά την 

προσθήκη 900 μl LB ακολουθούσε επώαση για μία ώρα με διαρκή ανάδευση στους 370C. 

Μετά την πάροδο της μιας ώρας τα βακτήρια φυγοκεντρούνταν για δύο λεπτά στα 2.000 g, 

μέρος του υπερκειμένου απομακρύνονταν και μετά την επαναδιάλυση του ιζήματος, το 

μίγμα απλώνονταν σε τρυβλία Petri που περιείχε στερεό υπόστρωμα LB και τα κατάλληλα 

αντιβιοτικά.  
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2.2.9.2. Μετασχηματισμός Αγροβακτηρίων  

100 μl αγροβακτηρίων επεξεργασμένων προς μεταμόρφωση ξεπάγωναν στον πάγο και 

αφού αναμιγνύονταν με την κατάλληλη ποσότητα πλασμιδίου (συνήθως 5 μg πλασμιδίου), 

τοποθετούνταν για δευτερόλεπτα σε υγρό άζωτο. Ακολουθούσε επώαση για 30 λεπτά 

στους 370C. Στο μίγμα, μετά την προσθήκη 900 μl LB ακολουθούσε επώαση για δύο ώρες με 

διαρκή ανακίνηση στους 280C. Μετά την πάροδο της επώασης τα αγροβακτήρια 

φυγοκεντρούνταν για δύο λεπτά στα 2.000 g, μέρος του υπερκειμένου απομακρύνονταν και 

μετά την επαναδιάλυση του ιζήματος, το μίγμα απλώνονταν σε τρυβλία Petri που περιείχαν 

στερεό υπόστρωμα LB και τα κατάλληλα αντιβιοτικά.  

 

2.2.10. Παρασκευή χημικώς ικανών προς μεταμόρφωση βακτηρίων  

2.2.10.1. Παρασκευή χημικώς ικανών προς μεταμόρφωση βακτηρίων E.coli 

Μία μοναδιαία αποικία βακτηρίων που είχαν απλωθεί σε τρυβλίο Petri με στερεό LB 

τοποθετούνταν σε υγρό LB στους 370C για 16 ώρες με έντονη ανακίνηση. Δύο ml από αυτή 

την προκαλλιέργεια τοποθετούνταν σε 250 ml LB και επωάζονταν στους 370C με έντονη 

ανακίνηση μέχρι η οπτική πυκνότητα να φτάσει ~0,6 (2-3 ώρες). Τα βακτήρια 

φυγοκεντρούνταν για 10 λεπτά στα 210 g στους 40C, το υπερκείμενο απομακρύνονταν, το 

ίζημα επαναδιαλύονταν σε 60 ml Διαλύματος 1 θερμοκρασίας 40C (30 mM CH3COOK, 100 

mM RbCl, 50 mM MnCl2 4H2O, 10 mM CaCl2 2H2O, 15% ο/ο γλυκερόλη. pH=5,8 με CH3COOΗ) 

και επωάζονταν στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολουθούσε νέα φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 

210 g στους 40C, απομάκρυνση του υπερκειμένου και επαναδιάλυση του ιζήματος σε 8 ml 

Διαλύματος 2 θερμοκρασίας 40C (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2 2 H2O, 10 mM RbCl, 15% ο/ο 

γλυκερόλη, pH= 6.5 με ΚΟΗ). Το μίγμα μοιράζονταν σε eppendorf ανά 100 μl, 

τοποθετούνταν σε υγρό άζωτο και στη συνέχεια στους -800C.  

2.2.10.2. Παρασκευή χημικώς ικανών προς μεταμόρφωση αγροβακτηρίων  

Μία μοναδιαία αποικία βακτηρίων (C58C1) που είχαν απλωθεί σε τρυβλίο Petri με στερεό 

LB τοποθετούνταν σε υγρό LB που περιείχε το αντιβιοτικό ριφαμπικίνη (100 μg/ml) στους 

280C για 16 ώρες με έντονη ανακίνηση. Δύο ml από αυτή την προκαλλιέργεια 

τοποθετούνταν σε 50 ml LB με ριφαμπικίνη και επωάζονταν στους 280C με έντονη 

ανακίνηση μέχρι η οπτική πυκνότητα να φτάσει ~0,6 (~6 ώρες). Τα αγροβακτήρια 

φυγοκεντρούνταν για 10 λεπτά στα 210 g στους 40C, το υπερκείμενο απομακρυνόταν και το 

ίζημα επαναδιαλυόταν σε 1 ml κρύου Διαλύματος 1 (20 mM CaCl2, pH=5,7). Το μίγμα 
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μοιράζονταν σε eppendorf ανά 100 μl, τοποθετούνταν σε υγρό άζωτο και στη συνέχεια 

στους -800C.  

 

2.2.11. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια 

2.2.11.1. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια σε μικρή κλίμακα (mini-

prep) 

Για τη διαδικασία απομόνωσης πλασμιδιακού DNA από βακτήρια σε μικρή κλίμακα 

ακολουθούνταν το πρωτόκολλο αλκαλικής λύσης σύμφωνα με τους Sambrook et al. 

(Sambrook et al., 1987). Συνοπτικά, 1,5 ml καλλιέργειας βακτηρίου φυγοκεντρούνταν για 30 

δευτερόλεπτα στα 12.000 g, το υπερκείμενο απομακρύνονταν και το ίζημα επαναδιαλυόταν 

με έντονη ανάδευση σε 100 μl Διαλύματος 1 (50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris-HCL, pH=8, 10 

mM EDTA, pH=8). Ακολουθούσε προσθήκη 150 μl Διαλύματος 2 (0,2 Ν ΝαΟΗ, 1% SDS), ήπια 

ανάμιξη με αναστροφή, προσθήκη 200 μl Διαλύματος 3 (5 Μ οξικό κάλιο, 20% ο/ο οξικό 

οξύ), ήπια ανάμιξη και επώαση για πέντε λεπτά στον πάγο. Το μίγμα φυγοκεντρούνταν για 

πέντε λεπτά στα 12.000 g και το υπερκείμενο συλλέγονταν προσεκτικά και αναμιγνυόταν με 

δύο όγκους αιθανόλης. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 12.000 g, 

απομάκρυνση του υπερκειμένου, ξέπλυμα του ιζήματος με 70% αιθανόλη και πεντάλεπτη 

φυγοκέντρηση στα 12.000 g. To υπερκείμενο απομακρυνόταν και το ίζημα, αφού στέγνωνε 

από την περίσσεια αιθανόλης, επαναδιαλυόταν σε περίπου 30 μl αποστειρωμένου νερού. 

Όλες οι φυγοκεντρήσεις πραγματοποιούνταν σε θερμοκρασία δωματίου.  

 

2.2.11.2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια σε μεγάλη κλίμακα (midi-

prep) 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια σε μεγάλη κλίμακα χρησιμοποιήθηκε 

το κιτ “NucleoBond® Xtra Midi / Maxi” (Macherey Nagel) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.  

 

2.2.12. Καθαρισμός νουκλεϊκών οξέων με φαινόλη 

Συχνά, κατά την απομόνωση DNA ή RNA με τα πρωτόκολλα εκχύλισης (βλ. παρακάτω) 

παραμένουν κάποιες πρωτεΐνες ή άλλοι μεταβολίτες και συνεπώς απαιτείται ο περαιτέρω 
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καθαρισμός τους με φαινόλη. Κατά το πρωτόκολλο αυτό ίσος όγκος από τα διαλυμένα σε 

νερό νουκλεϊκά οξέα αναμιγνύεται με ίσο όγκο μίγματος ουδέτερης φαινόλης/ 

χλωροφορμίου και ακολουθεί φυγοκέντρηση για πέντε λεπτά στα 12.000 g. Η υδατική 

φάση συλλέγεται προσεκτικά, αναμιγνύεται με ίσο όγκο χλωροφορμίου: ισοαμυλικής 

αλκοόλης (24:1 αντίστοιχα). και ακολουθεί φυγοκέντρηση για πέντε λεπτά στα 12.000 g. Το 

υπερκείμενο συλλέγεται και ακολουθεί προσθήκη 1/10 του όγκου οξικό οξύ (3 Μ, pH=5,2) 

και 2,2 όγκους αιθανόλης θερμοκρασίας 40C. Μετά από ανάμιξη το μίγμα τοποθετείται 

στους -200C για τουλάχιστον μία ώρα ή στους -800C για 15 λεπτά ώστε να κατακρημνιστούν 

τα νουκλεϊκά οξέα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στα 12.000 g, απομάκρυνση του 

υπερκειμένου, ξέπλυμα του ιζήματος με 70% αιθανόλη, νέα σύντομη φυγοκέντρηση, 

στέγνωμα του ιζήματος και επαναδιάλυση του ιζήματος στον κατάλληλο όγκο. Όλες οι 

φυγοκεντρήσεις πραγματοποιούνται σε θερμοκρασία δωματίου ή στους 40C. Για καθαρισμό 

γενωμικού DNA η αναμίξεις γίνονται με ήπια ανακίνηση ώστε να διατηρηθεί η ακεραιότητα 

του DNA.  

 

 

2.3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 

2.3.1. Γρήγορο πρωτόκολλο απομόνωσης DNA 

Με το πρωτόκολλο αυτό (openwetware.org/wiki/Arabidopsis_gDNA_isolation) 

απομονώνεται σε σύντομο χρονικό διάστημα (~30 λεπτά) μικρή ποσότητα DNA που δεν 

είναι πλήρως απαλλαγμένο από πρωτεΐνες ή δευτερογενείς μεταβολίτες και 

χρησιμοποιείται μόνο για διαγνωστικούς σκοπούς με τη μέθοδο της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR).  

Αρχικά, συλλέγονταν σε eppendorf ένας φυλλικός δίσκος από κάθε φυτό, τοποθετούνταν 

σε υγρό άζωτο και θρυμματίζονταν με τη βοήθεια ενός ρύγχους πιπέτας. Ακολουθούσε 

προσθήκη 400μl του διαλύματος εκχύλισης (200 mM Tris-Cl pH=7.5, 250 mM NaCl, 25 mM 

EDTA pH=8.0, 0.5 % SDS) και συνεχίζονταν η ομογενοποίηση. Τα δείγματα φυγοκεντρούνταν 

για πέντε λεπτά στα 13.000 g ώστε να απομακρυνθούν τα κυτταρικά θραύσματα από το 

υπόλοιπο εκχύλισμα. 300 μl από το υπερκείμενο συλλέγονταν προσεκτικά και 

αναμιγνυόταν με ίσο όγκο ισοπροπανόλης. Ακολουθούσε ήπια ανάμιξη και φυγοκέντρηση 

στα 13.000 g για 10 λεπτά ώστε να κατακρημνιστούν τα νουκλεϊκά οξέα. Το υπερκείμενο 

απομακρύνονταν, το ίζημα ξεπλένονταν με 500 μl 70% αιθανόλη και ακολουθούσε 

http://openwetware.org/wiki/Arabidopsis_gDNA_isolation
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φυγοκέντρηση στα 13.000 g για 5λεπτά, απομάκρυνση του υπερκειμένου, στέγνωμα του 

ιζήματος και επαναδιάλυσή του σε 100 μl αποστειρωμένο νερό. Όλες οι φυγοκεντρήσεις 

πραγματοποιούνταν σε θερμοκρασία δωματίου. Για διεξαγωγή PCR χρησιμοποιούνταν ~1 

μl από το παραπάνω δείγμα ως υπόστρωμα.  

2.3.2. Πρωτόκολλο απομόνωσης DNA με CTAB 

Με το πρωτόκολλο αυτό απομονώνεται μεγάλη ποσότητα καλής ποιότητας γενωμικού DNA 

απαλλαγμένο από RNA, πρωτεΐνες και άλλους μεταβολίτες και μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

για διάφορες αναλύσεις όπως για ανάλυση κατά Southern, PCR και οπουδήποτε αλλού.  

Αρχικά, 1 gr ομογενοποιημένου με υγρό άζωτο δείγματoς επωάζονταν με 4 ml διαλύματος 

εκχύλισης CTAB (2% CTAB, 100 mM Trsi pH=8,0, 20 mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% PVP-40) στο 

οποίο προσθέτονταν 0,2% β-μερκαπτοαιθανόλη και 50 μl πρωτεϊνάση Κ (0,3 mg/ml). Το 

ομογενοποίημα επωαζόταν για μία ώρα στους 650C με διαρκή ανακίνηση. Ακολουθούσε 

προσθήκη 10 μl RNase Α (Promega) και επώαση στους 370C ώστε να αποικοδομηθεί το RNA 

και κατόπιν φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 12.000 g για την απομάκρυνση των κυτταρικών 

θραυσμάτων. Το υπερκείμενο συλλέγονταν προσεκτικά και αναμιγνυόταν με ήπια 

ανάδευση με ίσο όγκο χλωροφορμίου: ισοαμυλικής αλκοόλης αναλογίας 24:1, αντίστοιχα. 

Το μίγμα φυγοκεντρούνταν για 10 λεπτά στα 12.000 g και το υπερκείμενο συλλέγονταν και 

αναμιγνυόταν με ήπια ανάδευση με 0,8 όγκους ισοπροπανόλης. Ακολουθούσε 

φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στα 12.000 g ώστε το DNA να μείνει ως ίζημα στο κάτω μέρος 

του eppendorf. Το υπερκείμενο απομακρυνόταν και η πελλέτα ξεπλένονταν με 500 μl 70% 

αιθανόλης και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στα 13.000 g για πέντε λεπτά, απομάκρυνση 

του υπερκειμένου, στέγνωμα του ιζήματος και επαναδιάλυσή του σε ποσότητα 

αποστειρωμένου νερού ανάλογα με την ποσότητα του ιζήματος (~40 μl/ 500 mg αρχικού 

ιστού). Όλες οι φυγοκεντρήσεις πραγματοποιούνταν σε θερμοκρασία δωματίου. Τα 

δείγματα φωτομετρούνταν σε σπεκτροφωτόμετρο (ND-1000, NanoDrop) ώστε να εκτιμηθεί 

η συγκέντρωσή τους και στη συνέχεια ένα μέρος τους ηλεκτροφορούνταν σε 1% πηκτή 

αγαρόζης ώστε να εκτιμηθεί η ποιότητα του απομονωμένου DNA.  
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2.4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ RNA 

Για την απομόνωση RNA χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του Trizol (Chomczynski and Sacchi, 

1987). 

100 mg φυτικού ιστού λυοφιλοποιούνταν σε υγρό άζωτο και τοποθετούνταν σε 1 ml του 

αντιδραστηρίου Trizol (Πίνακας 2.2). Ακολουθούσε έντονη ανάμιξη και τοποθέτησή του για 

περίπου 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα μίγματα φυγοκεντρούνταν στα 12.000 g 

για 10 λεπτά και παραλαμβάνονταν το υπερκείμενο. Σε αυτό προσθέτονταν 200 μl 

χλωροφορμίου και ακολουθούσε έντονη ανάμιξη, επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 

10 λεπτά και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 12.000 g. Μετά τη φυγοκέντρηση 

παραλαμβάνονταν η διαφανής υδατική φάση και αφού προσθέτονταν 250 μl 

ισοπροπανόλης και 250 μl άλατα (0.8M κιτρικό νάτριο -1.2M NaCl) ακολουθούσε πάλι 

έντονη ανάμιξη, επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά και φυγοκέντρηση για 10 

λεπτά στα 12.000 g με στόχο την κατακρήμνιση του RNA. Το υπερκείμενο απομακρύνονταν 

και στο ίζημα προσθέτονταν 1 ml 70% αιθανόλης και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στα 

12.000 g για πέντε λεπτά. Το ίζημα επαναδιαλυόταν σε 40 μl αποστειρωμένου νερού ενώ η 

συγκέντρωσή του μετρούνταν στο σπεκτροφωτόμετρο (ND-1000, NanoDrop).  

Για δείγματα τα οποία επρόκειτο να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση μικρού μεγέθους 

μορίων RNA, η κατακρήμνιση του RNA πραγματοποιούνταν με προσθήκη 500 μl 

ισοπροπανόλης και επώαση για μια ώρα στους -800C. Τα επόμενα βήματα 

πραγματοποιούνταν όπως αναφέρονται παραπάνω. Με αυτό τον τρόπο τα μικρού 

μεγέθους μόρια RNA κατακρημνίζονται πιο αποτελεσματικά.  

Όμως, πολλές φορές μετά την απομόνωση RNA με τη μέθοδο του Trizol από ιστούς που 

είναι πλούσιοι σε δευτερογενείς μεταβολίτες (όπως είναι τα φύλλα του N.benthamiana) το 

RNA δεν είναι απόλυτα καθαρό. Έτσι, όταν τα δείγματα πρόκειται να χρησιμοποιηθούν για 

ανάλυση τύπου northern ακολουθούσε καθαρισμός με φαινόλη και χλωροφόρμιο που 

αναφέρθηκε παραπάνω. Σκοπός αυτού του καθαρισμού των δειγμάτων RNA είναι η 

απομάκρυνση υπολειμμάτων πρωτεϊνών ή άλλων μεταβολιτών τα οποία δημιουργούν 

προβλήματα στη σωστή μέτρηση της συγκέντρωσης του RNA αλλά και στον τρόπο που 

ηλεκτροφορούνται τα δείγματα στην πηκτή. 
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Πίνακας 2.2. Σύσταση του Trizol 

Σύσταση Τελική συγκέντρωση 

Ουδέτερη φαινόλη, pH=7,0 38 % 
Guanidine thiocyanate 0.8M 
Ammonium thiocyanate 0.4M 
Sodium acetate pH=5,0 0.1M 
Γλυκερόλη 5% 

 

 

2.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΥΠΟΥ ΝORTHERN 

Η ανάλυση τύπου northern είναι μια τεχνική αποτελεί το ανάλογο της ανάλυσης κατά 

Southern για την ανίχνευση διαφορών σε επίπεδο RNA μεταξύ των δειγμάτων. Εν συντομία, 

δείγματα RNA ηλεκτροφορούνται κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες, μεταφέρονται σε 

νάιλον μεμβράνη, υβριδοποιούνται με έναν επισημασμένο ανιχνευτή και το αποτέλεσμα 

αποτυπώνεται σε φιλμ ή με τη χρήση κατάλληλου μηχανήματος.  

 

2.5.1. Ηλεκτροφόρηση κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

Το πρώτο βήμα για τη ανάλυση τύπου northern είναι η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων RNA 

κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες ώστε τα δείγματα να διαχωριστούν βάσει μεγέθους και 

όχι βάσει δομής, αφού σε αντίθεση με το DNA το RNA τείνει να σχηματίζει δευτεροταγείς 

δομές. Ανάλογα με το μέγεθος των RNA που θέλουμε να ανιχνεύσουμε χρησιμοποιούμε 

αποδιατακτικό πήκτωμα αγαρόζης (μεγέθη έως ~100 νουκλεοτίδια) ή πολυακρυλαμίδης 

(μεγέθη 500-20 νουκλεοτίδια).  

 

2.5.1.1. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

και αποτύπωση  

Για το διαχωρισμό δειγμάτων RNA σε πηκτή αγαρόζης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

στα δείγματα προσθέτονταν ποσότητα της κατάλληλης χρωστικής (Πίνακας 2.3), 

επωάζονταν για πέντε λεπτά στους 1000C, τοποθετούνταν για δύο λεπτά στον πάγο 

ηλεκτροφορούνταν σε πηκτή αγαρόζης (Πίνακας 2.3) σε 1Χ διάλυμα MOPS με 

φορμαλδεϋδη (Πίνακας 2.3) στα 110V. H περιεκτικότητα της πηκτής σε αγαρόζη διέφερε 

ανά περίπτωση ανάλογα με το μέγεθος των RNA που χρειαζόταν να ανιχνευτεί. Παράλληλα 
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με τα δείγματα ηλεκτροφορούνταν και ο δείκτης μοριακών μεγεθών (High/ low range RNA 

ladder, Fermentas) 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης (περίπου μέχρι η χρωστική bromophenol blue να 

φτάσει τρία cm από το κάτω άκρο της πηκτής) η πηκτή πλένονταν μια φορά για δύο λεπτά 

με απιονισμένο νερό ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια φορμαλδεϋδης και η πηκτή 

φωτογραφιζόταν κάτω από UV. Ακολουθούσαν άλλα δύο πλυσίματα με απιονισμένο νερό 

με ήπια ανάδευση για 10 λεπτά και κατόπιν η πηκτή εξισορροπούνταν σε διάλυμα 10X SSC 

(Πίνακας 2.3) για 10 λεπτά με ήπια ανακίνηση. Στη συνέχεια η πηκτή τοποθετούνταν 

ανάποδα πάνω σε ένα διηθητικό χαρτί Whatman το οποίο είχε προηγουμένως διαβραχεί με 

διαλύμα 2Χ SSC. Πάνω στην πηκτή αγαρόζης τοποθετήθηκαν κατά σειρά μια θετικά 

φορτισμένη νάιλον μεμβράνη(NYTRAN®N, 0.45μm) (Whatman), τρία διηθητικά χαρτιά 

Whatman, απορροφητικά χαρτιά και βάρος (500gr/ 100cm2 πηκτής) (Εικόνα 2.1). Η 

παραπάνω διάταξη αποσκοπεί στη μεταφορά του RNA, μέσω της τριχοειδούς κίνησης του 

διαλύματος 10x SSC, από την πηκτή στη μεμβράνη όπου και προσκολλάται,. 

Μετά από 16 ώρες η μεμβράνη στην οποία είχαν προσκολληθεί τα RNA εμβαπτίζονταν σε 

2Χ SSC και αφήνονταν να στεγνώσει. Στη συνέχεια και προκειμένου τα δείγματα RNA να 

προσκολληθούν μόνιμα στη μεμβράνη, η μεμβράνη τοποθετούνταν στο μηχάνημα 

διασύνδεσης Stratalinker® (Stratagene) όπου και εφαρμόζονταν ενέργεια 1200 mJ. Για την 

επιβεβαίωση καλής μεταφοράς η μεμβράνη επωαζόταν για μερικά λεπτά σε διάλυμα 

χρωστικής (0,03% methylene blue, 0,3M οξικό οξύ Ph=5,2). Η μεμβράνη χρησιμοποιούνταν 

για υβριδισμό με τον κατάλληλο ανιχνευτή (βλ. παρακάτω).  

 

Πίνακας 2.3. Σύσταση αντιδραστηρίων για την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης κάτω από 
αποδιατακτικές συνθήκες και ανάλυση τύπου northern. 

Αντιδραστήριο Σύσταση 

5Χ χρωστική 40 µl 0,5 M EDTA, pH 8.0,·360 µl 37% formaldehyde, 
1 ml 100% glycerol, 1542 µl formamide,·2 ml 10 x 
MOPS, 0,25% β/ο xylene cyanol και 0,25% β/ο 
bromophenol blue, συμπληρώνουμε με ddH2O έως 5 
ml 

10Χ MOPS 200 mM MOPS, 50 mM CH3COONa, 10 mM EDTA, 
pH=7 με ΝaOH 

Αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης 1X MOPS, 0.7% φορμαλδεϋδη, 0,035μg βρωμιούχο 
αιθίδιο /ml πηκτής, αγαρόζη (1,2-1,4% (β/ο)) 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 1X MOPS, 0.7% φορμαλδεϋδη 
20Χ SSC 3 M NaCl, 0,3 M κιτρικό οξύ, pH=7,0 
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Εικόνα 2.1. Σχηματική απεικόνιση της διάταξης για τη μεταφορά των δειγμάτων RNA από την πηκτή 

αγαρόζης στη μεμβράνη. 

 

2.5.1.2. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες και αποτύπωση  

Η πηκτή πολυακρυλαμίδης περιέχει κατάλληλη ποσότητα ακρυλαμίδης (acrylamide: bis-

acrylamide 38:2, αντίστοιχα) ανάλογα με την απαιτούμενη πυκνότητα της πηκτής, 7Μ ουρία 

και 1Χ ΤΒΕ. Για τον πολυμερισμό της ακρυλαμίδης προστίθεται 0,357% APS (Ammonium 

persulfate) και 0,043% TEMED. Η πηκτή αφού πολυμεριστεί στην συσκευή (περίπου μία 

ώρα), μπορεί να χρησιμοποιηθεί άμεσα ή να διατηρηθεί σε θερμοκρασία δωματίου για δύο 

μέρες με την προϋπόθεση ότι είναι καλυμμένη με εμποτισμένα με νερό χαρτιά και οικιακή 

μεμβράνη για την αποφυγή αφυδάτωσης. Πριν τη χρήση της η πηκτή προθερμαίνεται για 

τουλάχιστον μισή ώρα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και αφαιρείται η περίσσεια ουρίας 

από τα πηγάδια. 

Για το διαχωρισμό δειγμάτων RNA σε πηκτή πολυακρυλαμίδης κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες στα δείγματα προσθέτονταν ποσότητα της κατάλληλης χρωστικής (Πίνακας 2.4), 

επωάζονταν για πέντε λεπτά στους 1000C, τοποθετούνταν για δύο λεπτά στον πάγο και 

ηλεκτροφορούνταν σε 1Χ ΤΒΕ (Πίνακας 2.4) στα 20mA αρχικά (~30 λεπτά) και στη συνέχεια 

στα 45 mA στη συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης (Owl, Thermo Scientific). H 

περιεκτικότητα της πηκτής σε πολυακρυλαμίδη διέφερε ανά περίπτωση ανάλογα με το 

μέγεθος των RNA που χρειαζόταν να ανιχνευτεί. Παράλληλα με τα δείγματα 

ηλεκτροφορούνταν και δείκτης μοριακών μεγεθών. 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης (περίπου μέχρι η χρωστική bromophenol blue να 

φτάσει στο κάτω μέρος της πηκτής) η πηκτή επωαζόταν με βρωμιούχο αιθίδιο για 10 λεπτά 

και κατόπιν φωτογραφίζονταν κάτω από UV. Ακολουθούσε ένα πλύσιμο με απιονισμένο 

Βάρος 
 
 
 
Απορροφητικά χαρτιά 
Χαρτί Whatman 
Νάιλον μεμβράνη 
Πηκτή αγαρόζης 
Χαρτί Whatman 
Γέφυρα πάνω από δοχείο με 
διάλυμα 5Χ SSC 
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νερό με ήπια ανάδευση για 10 λεπτά και κατόπιν η πηκτή εξισορροπούνταν σε κρύο 

διάλυμα 1Χ ΤΒΕ για 10 λεπτά με ήπια ανάδευση. Στη συνέχεια η πηκτή τοποθετούνταν 

πάνω σε τέσσερα διηθητικά χαρτιά Whatman τα οποία είχαν προηγουμένως διαβραχεί με 

διαλύμα 1Χ ΤΒΕ. Πάνω στην πηκτή αγαρόζης τοποθετούνταν κατά σειρά μια θετικά 

φορτισμένη νάιλον μεμβράνη (NYTRAN®N, 2μm) (Whatman) και άλλα τέσσερα διηθητικά 

χαρτιά Whatman. Η όλη διάταξη στήνονταν στη συσκευή Semi Dry Midi unit (Thermo 

Scientific) όπου και εφαρμόζονταν 2mA/ cm2 επιφάνειας της μεμβράνης για 35 λεπτά.  

Στη συνέχεια η μεμβράνη στην οποία προσκολλήθηκαν τα RNA εμβαπτίζονταν σε 2Χ SSC και 

αφηνόταν να στεγνώσει. Προκειμένου τα δείγματα RNA να προσκολληθούν μόνιμα στη 

μεμβράνη, η μεμβράνη τοποθετούνταν στο μηχάνημα διασύνδεσης Stratalinker® 

(Stratagene) όπου και εφαρμόζονταν ενέργεια 1200 mJ. Για την επιβεβαίωση καλής 

μεταφοράς η μεμβράνη επωαζόταν για μερικά λεπτά σε διάλυμα χρωστικής (0,03% 

methylene blue, 0,M οξικό οξύ ph=5,2). Η μεμβράνη χρησιμοποιούνταν για υβριδισμό με 

τον κατάλληλο ανιχνευτή (βλ. παρακάτω). 

 

2.5.2. Υβριδισμός  

2.5.2.1. Υβριδισμός για μεγάλου μοριακού βάρους RNA 

Για μεγάλου μοριακού βάρους RNA η διαδικασία υβριδισμού γινόταν σύμφωνα με τους 

(Germain et al., 2012). Αρχικά η μεμβράνη επωάζονταν για τουλάχιστον μία ώρα σε 

διάλυμα προϋβριδισμού (Πίνακας 2.5) σε θερμοκρασία ανάλογα με το είδος του ανιχνευτή 

που χρησιμοποιούνταν (55-650C). Στη συνέχεια προσθέτονταν ο επισημασμένος ανιχνευτής 

(βλ παρακάτω) και πραγματοποιούνταν ο υβριδισμός για 16 ώρες. Ακολουθούσαν δύο 

ξεπλύματα των 15 λεπτών στη θερμοκρασία που πραγματοποιούνταν ο υβριδισμός με τα 

διαλύματα 1 και 2 (Πίνακας 2.5) και κατόπιν διαβροχή της μεμβράνης σε 25mM διαλύματος 

φωσφορικών (ph=6,8), το οποίο παρασκευάστηκε σύμφωνα με τους Sambrook et al. 

(Sambrook et al., 1987). Η υγρή μεμβράνη σφραγίζονταν σε νάιλον σακουλάκια, 

τοποθετούνταν σε ειδική κασέτα με φιλμ ακτίνων-Χ (AGFA). Η κασέτα με τη μεμβράνη 

τοποθετούνταν στους -800C για χρόνο που προσδιορίζονταν κάθε φορά εμπειρικά με βάση 

τον αριθμό κρούσεων. Ακολουθούσε εμφάνιση του φιλμ σε σκοτεινό θάλαμο με το 

εμφανιστικό Curix 60 (Agfa).  
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Πίνακας 2.4. Σύσταση αντιδραστηρίων για την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαμίδης κάτω από 
αποδιατακτικές συνθήκες 

Αντιδραστήριο Σύσταση 

2Χ χρωστική 80% φορμαμίδη, 10 mM EDTA pH=8, 1 mg/ml 
bromophenol blue, 1 mg/ ml xylene cyanol 

5Χ ΤΒΕ 1,1 M Tris, 900mM Βορικό Οξύ, 25 mM EDTA, pH=8.0 

 

2.5.2.2. Υβριδισμός για μικρού μοριακού βάρους RNA 

Αρχικά, η μεμβράνη επωάζονταν για τουλάχιστον μία ώρα σε διάλυμα προϋβριδισμού 

(διάλυμα Church, Πίνακας 2.5) σε θερμοκρασία ανάλογα με το μέγεθος των προς ανίχνευση 

μορίων RNA (500C για RNA μεγέθους ~25nt). Στη συνέχεια προσθέτονταν ο επισημασμένος 

ανιχνευτής (βλ παρακάτω) και πραγματοποιούνταν ο υβριδισμός για 16 ώρες. 

Ακολουθούσαν δύο ξεπλύματα των 30 λεπτών στη θερμοκρασία που πραγματοποιούνταν ο 

υβριδισμός με το διάλυμα 1 (Πίνακας 2.5) και ένα ξέπλυμα των 10 λεπτών με το διάλυμα 2 

(Πίνακας 2.5) και κατόπιν διαβροχή της μεμβράνης σε 2X SSC. Η υγρή μεμβράνη 

σφραγιζόταν σε νάιλον σακουλάκια, τοποθετούνταν σε ειδική κασέτα με φιλμ ακτίνων-Χ 

(AGFA). Η κασέτα με τη μεμβράνη τοποθετούνταν στους -800C για χρόνο που 

προσδιορίζονταν κάθε φορά εμπειρικά με βάση τον αριθμό κρούσεων. Ακολουθούσε 

εμφάνιση του φιλμ σε σκοτεινό θάλαμο με το εμφανιστικό Curix 60 (Agfa).  

 

2.5.3. Δημιουργία ραδιενεργώς σημασμένου ανιχνευτή 

Ως ανιχνευτές χρησιμοποιήθηκαν είτε ολιγονουκλεοτίδια είτε προϊόντα PCR για κάθε 

γονίδιο. Σε κάθε περίπτωση τα παραπάνω υποστρώματα επισημαίνονταν ραδιενεργώς.  

 

2.5.3.1. Σήμανση ολιγονουκλεοτιδίων 

Η σήμανση ολιγονουκλεοτιδίων πραγματοποιούνταν με την προσθήκη [γ-32P]ATP στο 5’ 

άκρο αυτών με τη χρήση της T4 polynucleotide kinase (PNK, NEB). Συγκεκριμένα, 10 pmol 

ολιγονουκλεοτιδίου, το οποίο προηγουμένως είχε αποδιαταχθεί με βρασμό για πέντε 

λεπτά, αναμιγνύονταν με 20 μονάδες ενζύμου PNK, 1Χ διάλυμα της PNK και 5 μl [γ-32P]ATP 

(ISOTOP) σε τελικό όγκο 50 μl και η αντίδραση επωάζονταν για μία ώρα στους 370C. Τα 

ραδιενεργώς επισημασμένα ολιγονουκλεοτίδια διαχωρίζονταν από το μη ενσωματωμένο 

[γ-32P]ATP με πέρασμα από κολώνες MicroSpin™ G-25 (Bio-Rad). Τα καθαρισμένα 
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ολιγονουκλεοτίδια βράζονταν για πέντε λεπτά, τοποθετούνταν για δύο λεπτά στον πάγο και 

στη συνέχεια στο διάλυμα υβριδισμού.  

 

2.5.3.2. Σήμανση προϊόντων PCR 

100 ng προϊόντος PCR το οποίο προηγουμένως είχε αποδιαταχθεί με βρασμό για πέντε 

λεπτά, αναμιγνυόταν με 1 μl από μη επισημασμένα νουκλεοτίδα (0.5 M GTP,TTP και ΑTP), 1 

μl τυχαίων εκκινητών (3μg/μl, Invitrogen), 20 μονάδες ενζύμου Klenow (Minotech), 1x 

διάλυμα Klenow (125 mM Tris‐HCl pH 6.8, 12,5 mM MgCl2, 25 mM β‐mercaptoethanol) και 5 

μl [α-32P]CTP. Η αντίδραση επωάζονταν για μία ώρα στους 370C. Στη συνέχεια τα 

ραδιενεργώς επισημασμένα προϊόντα διαχωρίζονταν από μη ενσωματωμένο [α-32P]CTP με 

πέρασμα από κολώνες MicroSpin™ G-25 (Bio-Rad). Τα καθαρισμένα προϊόντα βράζονταν για 

πέντε λεπτά, τοποθετούνταν για δύο λεπτά στον πάγο και στη συνέχεια μεταφέρονταν στο 

διάλυμα υβριδισμού. 

 

 

2.6. ΕΦΑΡΜΟΓΗ 3’ RACE (RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS) RT-PCR  

Για την ενίσχυση των 3’ άκρων cDNA ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο 3’ RACE RT-PCR. 

2.6.1. Φωσφορυλίωση του 5’ άκρου τροποποιημένου εκκινητή 

20 μM του τροποποιημένου εκκινητή (ATCGTCACAACAAATGGCATddC) φωσφορυλιώνονταν 

παρουσία 20 U PNK (NEB) και 1Χ διαλύματος RNA λιγάσης (Promega) σε τελικό όγκο 10 μl 

με επώαση για 30 λεπτά στους 370C.  

 

Πίνακας 2.5. Σύσταση διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για τον υβριδισμό μεγαλό- και 
μικρομοριακών RNA 

Διαλύματα Μεγάλου μεγέθους RNA Μικρού μεγέθους RNA 

Προϋβριδισμού  250 mM ΝαPi pH=6.8, 7% SDS, 
1X Denhardt’s, 1X tRNAs 

5 X SSC, 7% SDS, 20 mM ΝαPi 
pH=6.8, 1x Denhardt’s  

Διάλυμα ξεπλύματος 1 40 mM NaPi pH=6.8, 5% SDS 2x SSC/0.3 % SDS 
Διάλυμα ξεπλύματος 2 40 mM NaPi pH=6.8, 1% SDS 1x SSC/0.3 % SDS 
   
10 X Denhardt’s 1% BSA, 1% PVP-40, 1% Ficoll  
10 x tRNAs 10 mg/ml tRNAs  
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2.6.2. Αντίδραση λιγάσης μεταξύ του φωσφορυλιωμένου τροποποιημένου εκκινητή 

και του ολικού RNA 

Πέντε μg ολικού RNA βράζονταν για πέντε λεπτά και επωάζονταν στον πάγο για άλλα δύο 

λεπτά. Στο RNA προσθέτονταν 5 μl DMSO, διάλυμα RNA λιγάσης σε τελική συγκέντρωση 1Χ, 

o φωσφορυλιωμένος εκκινητής, 10 U RNaseOUT (Invitrogen) και 10 U RNA λιγάση 

(Promega) σε τελικό όγκο 50 μl. Η αντίδραση επωάζονταν για 30 λεπτά στους 370C.  

 

2.6.3. Αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης 

10 μl από την αντίδραση λιγάσης και 10 μM του αντίστροφου τροποποιημένου εκκινητή 

(GATGCCATTTGTTGTGACGAT) επωάζονταν για 10 λεπτά στους 700C και τοποθετούνταν 

κατ’ευθείαν στον πάγο. Ακολουθούσε η αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης όπως 

περιγράφηκε στην §2.4. 

 

2.6.4. PCR 

Τέσσερα μl από την αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης χρησιμοποιούνταν ως 

υπόστρωμα σε PCR η οποία περιγράφηκε στην §2.2. Ως εκκινητές χρησιμοποιούνταν ο 

εμπρόσθιος εκκινητής από το υπό πολλαπλασιασμό cDNA και ο ανάστροφος 

τροποποιημένος εκκινητής. Η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών στο υπόστρωμα 

υπολογίζονταν κάθε φορά με τη χρήση του προγράμματος OligoAnalyzer. Τα προϊόντα της 

αντίδρασης ηλεκτροφορούνταν σε πηκτή αγαρόζης, η επιθυμητή ζώνη κόβονταν από την 

πηκτή και ακολουθούσε καθαρισμός με το κιτ «NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up» 

(Macherey-Nagel). Το καθαρισμένο προϊόν στέλνονταν για αλληλούχηση. 

 

 

2.7. ΠΟΣΟΤΙΚΗ PCR (QUANTITATIVE PCR, qPCR) 

Για τη διεξαγωγή qPCR πέντε μg από ολικό RNA απαλλαγμένο από DNA μεταγράφονταν με 

τις συνθήκες που περιγράφηκαν στην § 2.4. Το παραγόμενο cDNA αραιώνονταν 1:3 και από 

αυτό χρησιμοποιούνταν 7 μl ως υπόστρωμα για την πραγματοποίηση της qPCR με τη χρήση 

του κιτ “KAPA SYBRRFAST qPCR Kit” (KapaBiosystems). Η αντίδραση εκτός από το 
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υπόστρωμα περιείχε 1X του Kapa Master Mix, 0.2 μM εκκινητές με τελικό όγκο στα 20 μl. Οι 

συνθήκες τις αντίδρασης ήταν οι ακόλουθες:  αποδιάταξη στους 950C για 3 δευτερόλεπτα, 

υβριδισμός εκκινητών στο υπόστρωμα και πολλαπλιασμός υποστρώματος στους 60 ή 620C 

(ανάλογα με τους εκκινητές). Η αντίδραση διεξάγονταν στο μηχάνημα CFX ConnectTM Real-

Time PCR (BioRad). Η ανάλυση έγινε σύμφωνα με (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002).  

 

 

2.8. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΣΩΜΑΤΩΝ  

Για την ανάλυση πολυσωμάτων ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο της Barkan (Barkan, 1998). 

Συγκεκριμένα, σε 400 mg ομογενοποιημένου ιστού προσθέτονταν ένα ml διαλύματος 

εκχύλισης πολυσωμάτων (Πίνακας 2.6) και συνεχίζονταν η ομογενοποίηση μέχρι να 

ξεπαγώσει ο ιστός. Στη συνέχεια και για την απομάκρυνση των κυτταρικών τοιχωμάτων το 

ομογενοποίημα διηθούνταν μέσα από γυάλινη παστέρ πιπέττα στην οποία είχε 

προηγουμένως εφαρμοστεί μικρή ποσότητα υαλόμαλλου. Το υγρό συλλέγονταν και 

επωάζονταν για 10 λεπτά στον πάγο. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση για πέντε λεπτά στους 

40C στα 12.000 g και συλλογή του υπερκειμένου. Προσθέτονταν 20% sodium deoxycholate 

σε ποσότητα ίση με το 1/20 του όγκου του υπερκειμένου και το μίγμα επωάζονταν για 

πέντε λεπτά στον πάγο. Ακολουθούσε νέα φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στους 40C στα 

12.000 g και συλλογή του υπερκειμένου.  

500 μl από το υπερκείμενο τοποθετούνταν σε 8,8 ml στήλης διαβαθμιζούμενης 

συγκέντρωσης σακχαρόζης (Πίνακας 2.7) και ακολουθούσε υπερφυγοκέντρηση για 65 

λεπτά στους 40C στα 242.704 g σε ρότορα TH641 (Sorval). Μετά την υπερφυγοκέντρηση 

συλλέγονταν προσεκτικά 410 μl από την κορυφή της στήλης μέχρι τον πάτο και 

τοποθετούνταν σε χωριστά eppendorf. Ακολουθούσε απομόνωση του RNA με χρήση 

φαινόλης όπως περιγράφηκε στην § 2.12. Το απομονωμένο RNA επαναδιαλύονταν σε 30 μl 

αποστειρωμένου νερού. Τέσσερα μl από αυτό χρησιμοποιούνταν για ανάλυση τύπου 

northern και υβριδισμό όπως περιγράφηκε στην παράγραφο §5.  
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Πίνακας 2.6. Σύσταση διαλυμάτων απομόνωσης πολυσωμάτων 

Διαλύματα Σύσταση  

Διάλυμα εκχύλισης πολυσωμάτων  0.2 M Tris-HCl, pH 9, 0.2 M KC1, 35 mM 
MgC12,25 mM EGTA, 0.2 M sucrose, 1% Triton X-
100. Φιλτράρισμα μέσω 0,22 μm φίλτρου, 
μοίρασμα σε 1,5 ml eppendorf και αποθήκευση 
στους -20

0
C.  

Προσθήκη λίγο πριν τη χρήση ηπαρίνης 0.5 
mg/ml (από 100 mg/ml stock), β-
mercaptoethanol έως 100 mM, χλρωαμφενικόλη 
έως 100 μg/ml, και κυκλοεξαμίδιο έως 25/μg/ml. 

10X polysome gradient salts: 0.4 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.2 M KCI, 0.1 M MgCl2. 
Φιλτράρισμα μέσω 0,22 μm φίλτρου και 
αποθήκευση στους -20

0
C.  

 

Πίνακας 2.7. Συνταγή για την προετοιμασία 25 στηλών των 8,8 ml διαβαθμιζούμενης συγκέντρωσης 
σακχαρόζης 

 % σακχαρόζης 
Stock διαλύματα 15% 30% 40% 55% 

70% σακχαρόζης 6,3 13 17 24 
10X polysome gradient salts 3 3 3 3 
ddH2O 20,5 14 10 3,3 
Ηπαρίνη 100 mg/ml (μl) 150 150 150 150 
Χλωραμφενικόλη (50 mg/ml σε αιθανόλη (μl) 60 60 60 60 
κυκλοεξαμιδο (10 mg/ml σε νερό) (μl) 75 75 75 75 

*τα παραπάνω διαλύματα σακχαρόζης φυλάσσονται στους -20
0
C. Η ηπαρίνη, χλωραμφενικόλη και 

το κυκλοεξαμίδιο προστίθενται λίγο πριν τη χρήση. 
 

 
 
Για τη δημιουργία της στήλης διαβαθμιζούμενης συγκέντρωσης σακχαρόζης 2,2 ml από 

55% σακχαρόζη τοποθετείται στον πάτο από το corex και τοποθετείται στους -800C. Αφού 

παγώσει τοποθετείται πάνω από αυτό 2,2 ml 40% σακχαρόζης και τοποθετείται στους -

800C. Η ίδια διαδικασία ακολουθείται με τα 30% και 15% διαλύματα σακχαρόζης. Μόλις 

ετοιμαστεί η στήλη και τη μέρα πριν τη χρήση η στήλη τοποθετείται στους 40C ώστε να 

ξεπαγώσουν τα διαλύματα σταδιακά.  

 

 

2.9. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΦΥΤΙΚΟ ΙΣΤΟ 

Για την απομόνωση ολικών πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς περίπου 200 mg 

λυοφιλοποιημένου ιστού ομογενοποιούνταν με έντονη ανάδευση με περίπου 500 μl 

διαλύματος εκχύλισης πρωτεϊνών (Πίνακας 2.8) και φυγοκεντρούνταν για 30 λεπτά στα 
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13.000 g στους 40C. Το υπερκείμενο συλλέγονταν προσεκτικά και χρησιμοποιούνταν για τις 

περαιτέρω αναλύσεις.  

 

 

2.10. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΥΠΟΥ WESTERN 

Για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών η κατάλληλη ποσότητα πρωτεΐνης κάθε δείγματος 

αναμιγνυόταν με την 6Χ χρωστική (Πίνακας 2.9), βράζονταν για πέντε λεπτά και 

τοποθετούνταν στα πηγάδια πηκτής πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 12% (Πίνακας 2.9) σε 

συσκευές κάθετης ηλεκτροφόρησης mini-Protean (Bio-Rad) όπου και διαχωρίζονταν με 

εφαρμογή τάσης 100V μέχρι η χρωστική να φτάσει στο κάτω μέρος της πηκτής. Η σύσταση 

του διαλύματος ηλεκτροφόρησης περιγράφεται στον Πίνακας 2.9.  

Για τη μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νικτροκυττατίνης Protran (Whatman), η 

πηκτή ξεπλένονταν με απιονισμένο νερό και εξισορροπούνταν για 10 λεπτά στο διάλυμα 

αποτύπωσης (Πίνακας 2.9). Στη συνέχεια τοποθετούνταν πάνω στη συσκευή Semi Dry Midi 

unit (Thermo Scientific) κατά σειρά: τέσσερα διαβρεγμένα με το διάλυμα αποτύπωσης 

διηθητικά χαρτιά Whatman, η πηκτή, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, τέσσερα διαβρεγμένα 

με το διάλυμα αποτύπωσης διηθητικά χαρτιά Whatman, το καπάκι της συσκευής και βάρος. 

Για τη μεταφορά εφαρμόζονταν 2,4 mA/ cm2 πηκτής για μία ώρα. Για την επιβεβαίωση 

καλής μεταφοράς η μεμβράνη μετά από μια πλύση με απιονισμένο νερό επωαζόταν για 

μερικά λεπτά σε διάλυμα χρωστικής Ponceau (Πίνακας 2.9). 

 

Για τον υβριδισμό της μεμβράνης με το αντίσωμα, η μεμβράνη αρχικά τοποθετούνταν σε 

διάλυμα προϋβριδισμού για τουλάχιστον μία ώρα με συνεχή ανάδευση και ακολουθούσε 

ένα πλύσιμο για 15 λεπτά με διάλυμα πλύσης (Πίνακας 2.9). Στη συνέχεια η μεμβράνη 

επωάζονταν για μία ώρα με διαρκή ανακίνηση στο διάλυμα που περιείχε το πρωτογενές 

αντίσωμα (Πίνακας 2.9) και ακολουθούσαν τρεις πλύσεις των πέντε λεπτών με διάλυμα 

πλύσης. Ακολουθούσε επώαση για άλλη μια ώρα με το δευτερογενές αντίσωμα 

ακολουθούμενο από άλλες τρεις πλύσεις των πέντε λεπτών με διάλυμα πλύσης. 
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Πίνακας 2.8. Σύσταση του διαλύματος εκχύλισης ολικών πρωτεϊνών από φυτικό ιστό. 

Stock Τελική συγκέντρωση 

Tris-HCl pH=8 100 mM 
NaCl 200 mM 
mM EDTA, pH=8,0 1 mM 
MgCl2  3 mM 
Γλυκερόλη 10% 
DTT* 1 mM 
PMSF* 10 μg/μl 
Μίγμα παρεμποδιστών πρωτεασών* (Sigma)  1:100 αραίωση 

*προσθήκη λίγο πριν τη χρήση 

 

 

Πίνακας 2.9. Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών και την 
ανάλυση τύπου western.  

Διαλύματα Σύσταση 

6Χ χρωστική 375 mM TRIS-HCL Ph= 6.8, 40% γλυκερόλη, 5% 
SDS, 1% β/ο bromophenol bue 

Πηκτή ηλεκτροφόρησης Stacking gel: 125 mM Tris-Cl, pH=6,8/ 5% (w/v) 
ακρυλαμίδη (29:1)/ 0.1 % (w/v) SDS/ TEMED/ 
APS 
Resolving gel: 375 mM Tris-Cl, pH=8,8/ 12% (w/v) 
ακρυλαμίδη (29:1)/ 0.1 % (w/v) SDS/ TEMED/ 
APS 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 125 mM Tris, 96 mM Glycine, 0.5 % (w/v) SDS 
Διάλυμα αποτύπωσης 25 mM Tris, 150 mM Glycine, 20 % (v/v) 

Μεθανόλη 
Ponceau 0.2% w/v Ponceau, 3% v/v οξικό οξύ 
1Χ TBS 0.15 M NaCl, 20 mM Tris--- pH=7.6 
Διάλυμα προϋβριδισμού 5% σκόνη γάλακτος (Régilait) σε 1ΧTBS 
Διάλυμα αντισώματος 1% σκόνη γάλακτος (Régilait) σε 1ΧTBS και 

κατάλληλη αραίωση του αντισώματος* 
Διάλυμα πλύσης 1xTBS +0.1% Tween-20 

*το αντίσωμα α-ERIL και το εμπορικό αντίσωμα a-rabbit (Promega) χρησιμοποιήθηκαν με αραίωση 
1:10.000.  

 

 

 

Για την εμφάνιση του σήματος των προς ανίχνευση πρωτεϊνών προσθέτονταν το διάλυμα 

ανίχνευσης ECL (Pierce) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η μεμβράνη 

τοποθετούνταν σε ειδική κασέτα με φιλμ ακτίνων-Χ (Agfa) και ακολουθούσε εμφάνιση του 

φιλμ σε σκοτεινό θάλαμο με το εμφανιστικό Curix 60 (Agfa).  
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2.11. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΧΛΩΡΟΠΛΑΣΤΕΣ 

 

2.11.1. Μέθοδος 1 

Για την απομόνωση χλωροπλαστών φύλλα από φυτά που βρίσκονταν στο στάδιο των 6-8 

φύλλων συλλέγονταν την ίδια μέρα και ομογενοποιούνταν (χωρίς υγρό άζωτο) σε κρύο 

διάλυμα ομογενοποίησης (50 mM HEPES-KOH, pH=8, 1mM EDTA-Na pH=8, 330mM 

Sorbitol). Κατόπιν το ομογενοποίημα διηθούνταν μέσα από τρεις στρώσεις γάζας και 

ακολουθούσε φυγοκέντρηση 10 λεπτά στα 1.300 g στους 40C. Το ίζημα που περιείχε τους 

χλωροπλάστες επαναδυαλυόταν σε πέντε όγκους 6Χ χρωστικής για πρωτεΐνες, βράζονταν 

για 10 λεπτά και το υπερκείμενο που περιείχε τις πρωτεΐνες των χλωροπλαστών 

χρησιμοποιούνταν για ανάλυση τύπου western.  

 

2.11.2. Μέθοδος 2  

20 gr από φυτάρια ομογενοποιούνταν με 300 ml διαλύματος 1Χ GB (330 mM σορβιτόλη, 

50mM Hepes-KOH pH8.0, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 0.25% β/ο BSA) σε 

μπλέντερ (1 Χ 5 δευτερόλεπτα στην αργή ταχύτητα, 2 Χ 5 δευτερόλεπτα στη γρήγορη 

ταχύτητα) και το ομογενοποίημα διηθούνταν με πέρασμα από τρεις στρώσεις γάζας. 

Ακολουθούσε φυγοκέντρηση για έξι λεπτά στα 1000 g, απομάκρυνση υπερκειμένου και 

ήπια επαναδιάλυση του ιζήματος που περιείχε τους χλωροπλάστες με τη χρήση μαλακού 

πινέλου σε 25 ml διαλύματος HS (330 mM σορβιτόλη, 50mM Hepes-KOH pH= 8.0). 

Ακολουθούσε νέα φυγοκέντρηση στα 1.000 g για έξι λεπτά, αφαίρεση του υπερκειμένου 

και προσθήκη στο ίζημα 400 µl EX buffer (2 mM DTT, 30 mM HEPES KOH pH=8, 80 mM 

MgOAc 4H2O). Σε αυτό το διάλυμα διαλύονταν οι χλωροπλάστες με πέρασμα μέσα από 

σύριγγα ινσουλίνης τουλάχιστον 40 φορές. Το μίγμα φυγοκεντρούνταν για 30 λεπτά στα 

14.000 g. Το υπερκείμενο αντιστοιχεί στο στρώμα των χλωροπλαστών ενώ το ίζημα στις 

μεμβράνες. Όλες οι φυγοκεντρήσεις πραγματοποιούνταν στους 40C. Το υπερκείμενο 

χρησιμοποιούνταν για την ανοσοκατακρήμνιση (βλ. παρακάτω)  
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2.12. ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ  

Για την ανοσοκατακρήμνιση χρησιμοποιούνταν περίπου 500 μg πρωτεΐνης από το 

υπερκείμενο χλωροπλαστών. Σε αυτό προσθέτονταν δύο όγκοι από το διάλυμα 

συνανοσοκατακρήμνισης (Co-IP, 1.5ml 5M NaCl, 1 ml 1M Tris-HCl pH=7.5, 100μl 1M MgCl2, 

250μl Np-40, αναστολείς πρωτεασών) και 5 μl (5mg/ml) αντισώματος a-ERIL1 (Βλατάκης, 

2010) και τo μίγμα επωάζονταν για τουλάχιστον μία ώρα στους 40C με συνεχή ανάδευση.  

Κατόπιν προσθέτονταν 25 μl μαγνητικών σφαιριδίων (Protein A/G, Milipore) τα οποία 

προηγουμένως είχαν ξεπλυθεί σύντομα με διάλυμα Co-IP και συνεχίζονταν η ανάμιξη για 

άλλη μία ώρα. Σε αυτά τα σφαιρίδια προσκολλάται το αντίσωμα και συνεπώς η προς 

απομόνωση πρωτεΐνη με τους συμπαράγοντές της. Στη συνέχεια το μίγμα τοποθετούνταν 

σε μαγνητικό σταντ ώστε να κολλήσουν τα μαγνητικά σφαιρίδια και ακολουθούσαν τρία 

ξεπλύματα με 500 μl διαλύματος Co-IP. Μετά τα ξεπλύματα τα σφαιρίδια επαναδιαλυόταν 

σε 100 μl διαλύματος Co-IP το οποίο χρησιμοποιούνταν για απομόνωση RNA με τη μέθοδο 

της φαινόλης που περιγράφηκε στην § 2.4. Απομόνωση RNA πραγματοποιούνταν κάθε 

φορά και από την ποσότητα του υπερκειμένου πριν το πρώτο πλύσιμο.  

Από κάθε βήμα της διαδικασίας παραλαμβάνονταν κάποια ποσότητα η οποία 

χρησιμοποιούνταν για ανάλυση τύπου western ώστε να εκτιμηθεί η αποτελεσματικότητα 

της μεθόδου.  

Το απομονωμένο RNA των σφαιριδίων και του υπερκειμένου χρησιμοποιήθηκε για 

υβριδισμό με μικροσυστοιχίες. Αυτές οι μικροσυστοιχίες περιείχαν όλα τα γονίδια του 

χλωροπλάστη ενώ η όλη διαδικασία υβριδισμού στις μικροσυστοιχίες πραγματοποιήθηκε 

στο εργαστήριο του καθηγητή Schmitz-Linneweber (Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο 

Humboldt, Βερολίνο). 

. 

 

2.13. ΜΕΤΡΗΣΗ ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΗΣ 

Για τη μέτρηση χλωροφυλλών, σε 100 mg λυοφιλοποιημένο ιστό προσθέτονταν περίπου 

πέντε mg ΜgCO3 και τρία ml μεθανόλης και ακολουθούσε έντονη ανάμιξη. Το μίγμα 

ζεσταίνονταν για 10 λεπτά στους 700C και ακολουθούσε φυγοκέντρηση για πέντε λεπτά στα 

3.000 g. Το υπερκείμενο συλλέγονταν σε δοχείο συλλογής ενώ στο ίζημα προσθέτονταν ίδια 
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με παραπάνω ποσότητα μεθανόλης και επαναλαμβανόταν η παραπάνω διαδικασία μέχρι ο 

ιστός να αποκτήσει λευκό χρώμα. Ο συνολικός όγκος από κάθε δείγμα καταγράφονταν και 

οι μετρήσεις για χλωροφύλλες πραγματοποιούνταν με μέτρηση σε φωτόμετρο στα 665 και 

650 nm. Από τις μετρήσεις αυτές προέκυπταν οι συγκεντρώσεις (mg/l εκχύλισης) της 

χλωροφύλλης α και β σύμφωνα με τους παρακάτω τύπους: 

Chla= 16.5 x A665 – 8.3 x A650 

Chlb=33.8 x A650 – 12.5 x A665  

 

 

2.14. ΑΓΡΟΕΜΠΟΤΙΣΜΟΣ 

Για τη διαδικασία του αγροεμποτισμού καλλιέργεια αγροβακτηρίων μετασχηματισμένη με 

το κατάλληλο πλασμίδιο καλλιεργούνταν για 16 ώρες με έντονη ανακίνηση στους 280C. 

Ακολουθούσε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 210 g στους 40C. Το ίζημα μετά την 

απόρριψη του υπερκειμένου επαναδιαλυόταν σε ίδιο όγκο με την αρχική καλλιέργεια 

θρεπτικού υποστρώματος ΜΜΑ (1Χ MS, 10 mM MES pH=5,6 και 200 μM ακετοσυριγγόνη) 

και επωαζόταν για τουλάχιστον μία ώρα στους 280C με έντονη ανάδευση. Ακολουθούσε 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 210 g στους 40C, πλύσιμο του ιζήματος με 10 mM MgCl2 

(όγκος ίσος με το μισό της αρχικού όγκου της καλλιέργειας) και νέα φυγοκέντρηση. Η 

διαδικασία επαναλαμβάνονταν ακόμη μια φορά. Το ίζημα επαναδιαλυόταν στην κατάλληλη 

ποσότητα 10 mM MgCl2, ακολουθούσε μέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε φωτόμετρο 

(600 nm) και αραίωση της καλλιέργειας στην επιθυμητή οπτική πυκνότητα (συνήθως 0,3-

0,5).  

Το μίγμα τοποθετούνταν σε σύριγγα ινσουλίνης και εμποτίζονταν στα φύλλα των φυτών. 

Σημασία έχει τα φύλλα των φυτών να βρίσκονται σε σπαργή και τα φυτά να μην έχουν 

ποτιστεί τις τελευταίες οχτώ ώρες πριν τον εμποτισμό.   
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2.15. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΩΝ ΚΑΙ ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ 

Φύλλα φυτών N. benthamiana τεμαχίζονταν με χειρουργικό νυστέρι σε λεπτές λωρίδες και 

επωάζονταν για οχτώ ώρες με ήπια ανακίνηση σε διάλυμα πρωτοπλαστών (MS pH 5.7, 0.4 

M σουκρόζη, 2 mM CaCl2, 25 mM MES, 10 mg/ml cellulase, and 5mg/ml macerozyme) ώστε 

να αποικοδομηθούν τα κυτταρικά τοιχώματα και να ελευθερωθούν οι πρωτοπλάστες. Τo 

αιώρημα πρωτοπλαστών μετά από φυγοκέντρηση στα 100 g για πέντε λεπτά 

επαναδιαλυόταν σε κάταλληλο όγκο διαλύματος επαναδιάλυσης (MS pH 5.7, 0.4 M 

σακχαρόζης, 2 mM CaCl2, 25 mM MES).  

Οι πρωτοπλάστες στην κατάλληλη αραίωση τοποθετούνταν σε αντικειμενοφόρο πλάκα και 

χρησιμοποιούνταν για συνεστιακή μικροσκοπία με το μηχάνημα Leica SP1. Για τη διέγερση 

της GFP και της χλωροφύλλης χρησιμοποιήθηκε μήκος κύματος 488 και 568 nm, αντίστοιχα. 

Η εκπομπή της GFP καταγράφηκε στα 500-560 nm ενώ της χλωροφύλλης στα 660-755 nm.  

 

 

2.16. ΜΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΦΥΛΛΙΚΩΝ ΤΟΜΩΝ ΓΙΑ ΟΠΤΙΚΗ ΚΑΙ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ 

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ  

Για τη μονιμοποίηση φυτικού ιστού, φύλλα τεμαχίζονταν με χειρουργικό νυστέρι σε μικρές 

τομές μεγέθους 1 x 1 cm περίπου. 3-4 από αυτές τις τομές τοποθετούνταν σε eppendorf το 

οποίο περιείχε ένα ml διαλύματος μονιμοποίησης (2% glutaraldehyde και 2% 

paraformaldehyde σε 0.1 M cacodylate) και αφού αναμιγνυόταν ήπια, τοποθετούνταν με 

ανοιχτά τα καπάκια σε κώδωνα όπου εφαρμοζόταν κενό για πέντε λεπτά. Τα δείγματα 

αναμιγνυόταν με ήπιο τρόπο ξανά και η διαδικασία επαναλαμβανόταν άλλες δύο φορές. 

Τέλος, τα δείγματα αφήνονταν στο κενό για περίπου 10 ώρες στους 40C. Mετά την 

μονιμοποίηση οι φυτικές τομές βρίσκονταν στον πάτο του eppendorf, ένδειξη ότι η 

μονιμοποίηση ήταν επιτυχής. Η περαιτέρω μεταχείριση των δειγμάτων διεξήχθη από το 

προσωπικό του εργαστηρίου μικροσκοπίας του Τμήματος Βιολογίας του Πανεπιστημίου 

Κρήτης.   

Για την οπτική μικροσκοπία χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο Eclipse E800 (Nikon) ενώ για την 

μικροσκοπία ηλεκτρονικής διέλευσης χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο JEM 2100 (JEOL) με 

λειτουργία στα 80kV.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΔΥΟ ΠΑΡΑΛΟΓΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ NbERIL1 

Στη N. benthamiana υπάρχουν δύο γενετικοί τόποι που κωδικοποιούν για την NbERIL1 σε 

αντίθεση με την Αραβίδοψη στο γονιδίωμα της οποίας υπάρχει μόνο μία γονιδιακή θέση 

που κωδικοποιεί για την AtERIL1 (Helm, 2011). Αν και η κωδική περιοχή είχε προηγουμένως 

κλωνοποιηθεί (Βαμβακά, 2011) θεωρήθηκε σκόπιμο για τις μετέπειτα μελέτες (βλ. 

παρακάτω) να κλωνοποιηθούν χωριστά τα δύο διαφορετικά γονίδια. 

Για το σκοπό αυτό, αρχικά, η κωδική περιοχή της NbERIL1 χρησιμοποιήθηκε σε 

βιοπληροφορική ανάλυση με το πρόγραμμα BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

ώστε να βρεθούν ομόλογες αλληλουχίες στο γονιδίωμα του φυτού N.benthamiana στη 

βάση δεδομένων Sol genomic network (http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl). Από 

την αναζήτηση προέκυψαν δύο EST (NbS00012304g0025.1 και NbS00030751g0003.1, 

ΝbERIL1-1 και NbERIL1-2, αντίστοιχα) τα οποία παρουσίαζαν 95% ομολογία (E-value=0) με 

το mRNA του ΝbERIL1-1 να έχει ένα κενό περίπου 50 nt στην κωδική περιοχή ενώ οι 

μεγαλύτερες διαφορές εντοπίστηκαν στα 5’ και στα 3’ UTR τους (Εικόνα 3.1). Στη συνέχεια 

και με βάση τις παραπάνω αλληλουχίες, σχεδιάστηκαν εκκινητές ώστε να ενισχυθούν με rt-

PCR τα δύο παραπάνω μετάγραφα (ΝbERIL1-1: εκκινητές #60-61; ΝbERIL1-2: εκκινητές #64-

65, Παράρτημα Ι). Από την ανάλυση των προϊόντων της rt-PCR εκτός των αναμενόμενων 

προϊόντων και για το μετάγραφο ΝbERIL1-2 εντοπίστηκε μία επιπλέον ζώνη μικρότερη του 

αναμενόμενου μεγέθους (Εικόνα 3.2A). Για να διαπιστωθεί αν αυτή η ζώνη αντιστοιχεί 

πραγματικά στην ΝbERIL1-2 και δεν αποτελεί παραπροϊόν της PCR πραγματοποιήθηκε 

ημιεστιασμένη PCR και παρατηρήθηκε ότι όντως πρόκειται για ένα δεύτερο μετάγραφο 

(Εικόνα 3.2B). Τα προϊόντα των αρχικών rt-PCR κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pGEM®-T easy 

(Promega) και αλληλουχήθηκαν. 

Από την ανάλυση των κλωνοποιημένων αλληλουχιών (Εικόνα 3.3) και προέκυψαν τα 

παρακάτω συμπεράσματα: 
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Εικόνα 3.1. Στοίχιση τύπου Clustal W των αλληλουχιών (EST) των δύο παραλόγων γονιδίων της NbERIL1 
(NbERIL1-1 και NbERIL1-2) που είναι κατατεθειμένα στη βάση δεδομένων Sol Genomic Network 
(solgenomics.net/tools/blast/index.pl) με την κωδική περιοχή της NbERIL1 που κλωνοποιήθηκε σε 
προηγούμενη μελέτη (Βαμβακά, 2011). Οι δύο αλληλουχίες παρουσιάζουν 95% ομολογία με τις κυριότερες 
διαφορές να παρουσιάζονται στο 3’ UTR ενώ η NbERIL1-1 παρουσιάζει ένα κενό ~50 nt μέσα στην κωδική της 
περιοχή. Με κόκκινη σκίαση παρουσιάζονται οι περιοχές ομοιότητας των τριών αλληλουχιών. Η στοίχιση έγινε 
με το πρόγραμμα BioEdit με τη χρήση των βασικών παραμέτρων (default settings).  

 

 

Εικόνα 3.2. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων rt-PCR για τον πολλαπλασιασμό των μεταγράφων των 
γενετικών τόπων NbERIL1. Α. Τα προϊόντα της rt-PCR με τα διαφορετικά ζεύγη εκκινητών για καθένα 
από τα μετάγραφα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1,2%. Από την PCR για το μετάγραφο 
NbERIL1-2 ενισχύθηκαν δύο ζώνες. Για να διαπιστωθεί αν η δεύτερη ζώνη δεν είναι παραπροϊόν της 
PCR πραγματοποιήθηκε ημι-εστιασμένη PCR τα προϊόντα της οποίας αναλύθηκαν σε 1,6% πηκτή 
αγαρόζης (Β) όπου και επιβεβαιώθηκε ότι πράγματι πρόκειται για προϊόν που προκύπτει από το 
μετάγραφο NbERIL1-2.  
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i. Το μετάγραφο ΝbERIL1-1 δεν έχει το κενό των 50 nt όπως έχει το μετάγραφο που 

είναι κατατεθειμένο στη βάση δεδομένων Sol genomic network. Αυτό μπορεί να 

οφείλεται είτε σε λάθος κατά τη συναρμολόγηση των αλληλουχιών μετά την 

υψηλού βάθους αλληλούχηση είτε σε γενετική διαφορά μεταξύ της ποικιλίας της N. 

benthamiana που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη και αυτής που 

χρησιμοποιήθηκε από τη Sol genomic network, παρ' ότι δεν είναι γνωστό εάν έχουν 

χρησιμοποιηθεί περισσότερες των μία ποικιλιών για πειραματικούς σκοπούς 

διεθνώς.   

ii. από το γονίδιο ΝbERIL1-2 με μάτισμα προκύπτουν δύο ισομορφές, η ΝbERIL1-2a 

και ΝbERIL1-2b, εκ των οποίων η δεύτερη δεν περιέχει το δεύτερο εξώνιο.  

iii. Οι μεγαλύτερες διαφορές μεταξύ των τριών μεταγράφων παρατηρούνται στο 3’ 

UTR ενώ λόγω της θέσης του 5’ εκκινητή (βρίσκεται στο τέλος του 5’UTR) δεν 

μπορούμε να συμπεράνουμε την ομολογία στο 5’ UTR. Αντιθέτως, η κωδική 

περιοχή παρουσιάζει υψηλό ποσοστό ομοιότητας (95% ομοιότητα; E value=0; 

Blastn αλγόριθμος). 

iv. Από την βιοπληροφορική ανάλυση των προβλεπόμενων πρωτεϊνικών αλληλουχιών 

(http://web.expasy.org/translate/) των τριών μεταγράφων της NbERIL1 προκύπτει 

ότι και οι τρεις ομαδοποιούνται στην οικογένεια των ERI-1_3’hExo_like (CDD 

domain cd06133) πρωτεϊνών. Όμως, ενώ η NbERIL1-1 έχει και τα τρία μοτίβα των 

ομολόγων (Ι, ΙΙ και ΙΙΙ) η ΝbERIL1-2a δεν φέρει το μοτίβο ΙΙΙ ενώ η ισομορφή 

ΝbERIL1-2b δεν φέρει το μοτίβο Ι.  

v. Η ομολογία σε πρωτεϊνικό επίπεδο ξεπερνά το 90%, με την ΝbERIL1-2a και NbERIL1-

2b να εμφανίζουν 96% (E value = 0; 94% κάλυψη αλληλουχίας; blastp αλγόριθμος) 

και 91% (E value = 9e-98; 47% κάλυψη αλληλουχίας; blastp αλγόριθμος) ομοιότητα 

με την NbERIL1-1, αντίστοιχα και 90% ομοιότητα μεταξύ τους (E value = 5e-79; 44% 

κάλυψη αλληλουχίας; blastp αλγόριθμος). 

vi. Με βάση το βιοπληροφορικό πρόγραμμα ενδοκυττάριου εντοπισμού ChloroP 

(Emanuelsson et al., 1999) οι πρωτεΐνες NbERIL1-1 και NbERIL1-2a προβλέπεται να 

στοχεύονται στους χλωροπλάστες ενώ η NbERIL1-2b δεν έχει κάποιο προτεινόμενο 

ενδοκυττάριο στόχο. Αντιθέτως, τα προγράμματα Target P (Emanuelsson et al., 

2007) και WoLFPSORT (Horton et al., 2007) προβλέπουν κυρίως μιτοχονδριακό και 
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δευτερευόντως χλωροπλαστιδιακό εντοπισμό των NbERIL1-1 και NbERIL1-2a ενώ 

για την NbERIL1-2b προβλέπεται κυρίως κυτταροπλασματική στόχευση.  

 

Εικόνα 3.3. Στοίχιση τύπου Clustal W των κλωνοποιημένων αλληλουχιών (EST) των τριών NbERIL1 
μεταγράφων (NbERIL1-1, NbERIL1-2a και NbERIL1-2b) με την κωδική περιοχή της (A) καθώς και των 
πρωτεϊνικών αλληλουχιών (Β). Α. Οι μεγαλύτερες διαφορές παρουσιάζονται στο 3’ UTR ενώ η 
ισομορφή NbERIL1-2b έχει ένα κενό που αντιστοιχεί στο δεύτερο εξώνιο του γονιδίου. Με κόκκινη 
σκίαση παρουσιάζονται οι περιοχές ομοιότητας των τριών αλληλουχιών. Β. Οι προβλεπόμενες 
πρωτεϊνικές αλληλουχίες παρουσιάζουν υψηλό βαθμό ομοιότητας (κόκκινη σκίαση) ενώ στα γκρι 
πλαίσια παρουσιάζονται τα συντηρημένα κατάλοιπα της DEDDh επικράτειας. Η στοίχιση έγινε με το 
πρόγραμμα BioEdit και με τη χρήση των βασικών παραμέτρων.  
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3.2. ΑΝΑΛΥΣΗ EΚΦΡΑΣΗΣ TΗΣ NbERIL1 

Από μελέτη δεδομένων μικροσυστοιχιών στην Αραβίδοψη (Winter et al., 2007) προκύπτει 

ότι η AtERIL1 εκφράζεται σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια του φυτού αλλά σε χαμηλά 

επίπεδα με ελαφρώς αυξημένη έκφραση στους εμποτισμένους σπόρους του φυτού (Εικόνα 

3.4Α & Παράρτημα V). Προκειμένου να μελετηθεί η έκφραση των NbERIL1 μεταγράφων στο 

είδος Ν.benthamiana απομονώθηκε RNA από πλήρως αναπτυγμένα φύλλα, 

νεοεκτπυσσόμενα φύλλα, φυτάρια, ρίζες και άνθη και ακολούθησε η δημιουργία 

συμπληρωματικού cDNA με ανάστροφη μεταγραφή. Αυτά τα cDNA από τα διάφορα 

δείγματα χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα για τη διεξαγωγή ημι-ποσοτικής PCR με 

εκκινητές που ενισχύουν και τα δύο μετάγραφα των παράλογων γονιδίων NbERIL1 

(εκκινητές #76-77). Σε όλα τα δείγματα και προκειμένου να επιβεβαιωθεί η τοποθέτηση 

ίσης αρχικής ποσότητας υποστρώματος χρησιμοποιήθηκε η ουβικιτίνη (UBQ10) (εκκινητές 

#78-79) ως γονίδιο αναφοράς.  

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών (Εικόνα 3.4Β & Γ) συμπεραίνεται ότι τα 

μετάγραφα NbERIL1 εκφράζονται σε όλα τα δείγματα αλλά σε χαμηλά επίπεδα σε σχέση με 

το γονίδιο αναφοράς (το NbERIL1 προϊόν από την PCR ενισχύεται με ~6 κύκλους διαφορά 

σε σχέση με το μετάγραφο UBQ10 , 24ο κύκλο και 18ο κύκλο αντίστοιχα). Επιπλέον τα 

μεγαλύτερα επίπεδα παρουσιάζονται σε φυτάρια 20 ημερών και τα χαμηλότερα στις ρίζες 

φυτών N.benhtamiana.  

 

3.3. ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΟΣ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΤΗΣ NbERIL1 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η ERIL1 στην Αραβίδοψη έχει ένα αμινοτελικό πεπτίδιο 

σινιάλο που οδηγεί την πρωτεΐνη στο χλωροπλάστη (Schumacher, 2009; Helm, 2011). 

Προκειμένου να διευκρινιστεί ο ενδοκυττάριος εντοπισμός των ομολόγων της AtERIL1 του 

φυτού N.benthamiana ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία. Ο γονιδιακός τόπος της 

NbERIL1-2b από την οποία προκύπτουν οι δύο ισομορφές κλωνοποιήθηκε (εκκινητές: # 65 

και # 73) και στο καρβοξυτελικό της άκρο τοποθετήθηκε η αλληλουχία που κωδικοποιεί για 

το γονίδιο αναφοράς GFP (ERIL1-2:GFP). Η επιλογή του γονιδιακού τόπου του NbERIL1-2 

έγινε ώστε να μελετηθεί αν και οι δύο ισομορφές που προκύπτουν από μάτισμα έχουν 

παρόμοιο πρότυπο στόχευσης.  



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

76 
 

 

Εικόνα 3.4. Έκφραση των επιπέδων των ERIL1 μεταγράφων στα φυτά Α.thaliana (A) και 
Ν.benthamiana (B & Γ). Α. Εικόνα από Geneinvestigator V3 στην οποία παρουσιάζεται η έκφραση 
του γονιδίου ΑtERIL1 (γονιδιακή θέση At3G15140) όπως προέκυψε από επεξεργασία δεδομένων 
μικροσυστοιχιών. Το γονίδιο εκφράζεται σε χαμηλά επίπεδα αλλά σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια του 
φυτού με μεγαλύτερη έκφραση στους εμποτισμένους σπόρους. Β & Γ. Ανάλυση έκφρασης των 
μεταγράφων των παράλογων γονιδίων NbERIL1 σε διάφορους ιστούς φυτών Ν.benthamiana αγρίου 
τύπου. Ημι-ποσοτική PCR εφαρμόστηκε σε cDNA που προήλθε από ρίζες, φυτάρια 20 ημερών, 
πλήρως αναπτυγμένα φύλλα, νεοεκπτυσσόμενα φύλλα και άνθη με χρήση εκκινητών για τα γονίδια 
NbERIL1 και NbUBQ10. Η NbUBQ10 χρησιμοποιήθηκε ώστε να διασφαλιστεί η χρήση ίδιας 
ποσότητας υποστρωμάτων σε όλα τα δείγματα. Για την ποσοτικοποίηση των επιπέδων 
χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Quantity One της Bio-Rad. Οι αριθμοί αντιστοιχούν στην σχετική 
αναλογία των επιπέδων NbERIL1 προς NbUBQ10. Για την εξασφάλιση της απουσίας επιμόλυνσης 
από γενωμικό DNA πραγματοποιήθηκε PCR για τα NbERIL1 σε δείγματα στα οποία έγινε αντίστροφη 
μεταγραφή με (+RT) ή χωρίς (-RT) την παρουσία του ενζύμου της αντίστροφης μεταγραφάσης. (Γ).  
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Η όλη κατασκευή εκφράστηκε υπό τον ισχυρό συστατικό υποκινητή 35S του ιού του 

μωσαϊκού του κουνουπιδιού (Cauliflower Mosaic Virus, CaMV) (35S::ERIL1-2gen:GFP) με 

αγροεμποτισμό σε φύλλα N.benthamiana. Πέντε μέρες μετά τον αγροεμποτισμό τα φύλλα 

συλλέχθηκαν, απομονώθηκαν οι πρωτοπλάστες και μελετήθηκε ο εντοπισμός της 

πρωτεΐνης με τη μέθοδο της συνεστιακής μικροσκοπίας (Εικόνα 3.5 A & B). Ως θετικός 

μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν πρωτοπλάστες από φύλλα που εμποτίστηκαν με την 

πλασμιδιακή κατασκευή 35S::AtERIL1gen:GFP (Εικόνα 3.5 Γ). Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκαν 

ως αρνητικοί μάρτυρες πρωτοπλάστες από φύλλα που εμποτίστηκαν μόνο με 35S::GFP 

(Εικόνα 3.5 Δ) ή φύλλα εμποτισμένα με διάλυμα χωρίς αγροβακτήριο (Εικόνα 3.5 Ε).   

Το κόκκινο χρώμα αντιστοιχεί στους χλωροπλάστες λόγω του αυτοφθορισμού της 

χλωροφύλλης, το πράσινο στη GFP ενώ το πορτοκαλί σε περιοχές όπου επικαλύπτονται τα 

δύο σήματα. Έτσι, λοιπόν, έκφραση μόνο της GFP σε πρωτοπλάστες οδηγεί σε 

κυτταροπλασματικό εντοπισμό της (Εικόνα 3.5Δ) ενώ σε πρωτοπλάστες φύλλων αγρίου 

τύπου όπου δεν υπερεκφράζεται κάποια πρωτεΐνη ανιχνεύεται μόνο ο αυτοφθορισμός της 

χλωροφύλλης (Εικόνα 3.5Ε). Όσον αφορά τον ενδοκυττάριο εντοπισμό της NbERIL1-

2gen:GFP, από τα αποτελέσματα της συνεστιακής μικροσκοπίας προκύπτει ότι η έκφραση 

της εντοπίζεται κυρίαρχα στους χλωροπλάστες με ελάχιστες ποσότητες να ανιχνεύονται στο 

κυτταρόπλασμα (Εικόνα 3.5Α). Η εικόνα αυτή συμφωνεί απόλυτα με το πρότυπο 

εντοπισμού που παρουσιάζει και η ομόλογή της στην Αραβίδοψη (AtERIL1-2gen:GFP) όπως 

έχει δειχθεί από προηγούμενες μελέτες (Schumacher, 2009; Helm, 2011) αλλά και στην 

παρούσα εργασία (Εικόνα 3.5Γ).  

Επιπλέον, η ERIL1 δεν φαίνεται να εστιάζεται κάπου συγκεκριμένα σε αυτά τα οργανίδια 

αφού το σήμα είναι διάχυτο εντός των χλωροπλαστών. Παρόμοιο διάχυτο πρότυπο 

παρουσιάζει σε αντίστοιχα πειράματα και η 3’ εξωριβονουκλεάση RNR1 (Kishine et al., 

2004) ενώ η ενδονουκλεάση mini RNase III έχει πιο στοχευμένο πρότυπο που πιθανόν να 

αντιστοιχεί στα νουκλεοειδή του χλωροπλάστη (Hotto et al., 2015).  

Τέλος, σε πρωτοπλάστες που έχουν λίγους χλωροπλάστες η NbERIL1-2gen:GFP εκτός από 

αυτό το οργανίδιο εντοπίζεται και στο κυτταρόπλασμα (Εικόνα 3.5Β) κάτι που έχει δειχθεί 

και για την ΑtERIL1-2gen:GFP σε προηγούμενες μελέτες (Schumacher, 2009; Helm, 2011). 

Δύο είναι οι πιθανές εξηγήσεις για την κυτταροπλασματικό εντοπισμό των ERIL1. Είτε στη 

φύση η πρωτεΐνη εντοπίζεται και στο κυτταρόπλαμα σε κύτταρα με περιορισμένο αριθμό 

πλαστιδίων είτε ο παρατηρούμενος κυτταροπλασματικός εντοπισμός είναι αποτέλεσμα των 

υψηλών επιπέδων έκφρασης λόγω του ισχυρού υποκινητή 35S σε συνδυασμό με τον 
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μειωμένο αριθμό των οργανιδίων-στόχων στα συγκεκριμένα κύτταρα. Λαμβάνοντας, όμως, 

υπ'όψιν μας τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης του συγκεκριμένου γονιδίου (βλ. παρακάτω) 

ίσως το δεύτερο σενάριο να είναι πιο πιθανό και η στόχευση της πρωτεΐνης να είναι μόνο 

χλωροπλαστιδιακή.  

 

 

Εικόνα 3.5. Φωτογραφίες συνεστιακής μικροσκοπίας σε πρωτοπλάστες φύλλων Ν.benthamiana 
μετά από αγροεμποτισμό με διάφορες πλασμιδιακές κατασκευές προκειμένου να μελετηθεί ο 
ενδοκυττάριος εντοπισμός της ΝbERIL1-2. Η έκφραση της NbERIL1-2

gen
:GFP οδηγεί σε ισχυρό 

εντοπισμό της πρωτεΐνης στους χλωροπλάστες (Α) αφού η συγχώνευση του φάσματος που 
αντιστοιχεί στον αυτοφθορισμό της χλωροφύλλης (κόκκινο) και εκείνου που αντιστοιχεί στην GFP 
(πράσινο) οδηγεί σε πορτοκαλί φθορισμό. Σε κύτταρα με λίγους χλωροπλάστες η πρωτεΐνη 
εντοπίζεται διάχυτη και στο κυτταρόπλασμα (Β). Παρόμοιος χλωροπλαστιδιακός εντοπισμός 
παρατηρείται και σε πρωτοπλάστες όπου εκφράζεται η ομόλογη πρωτεΐνη της Αραβίδοψης 
συντηγμένη με την GFP (AtERIL1

gen
:GFP) (Γ). Αντιθέτως, όταν η GFP εκφράζεται μόνη της εντοπίζεται 

διάχυτη στο κυτταρόπλασμα (Δ). Στους πρωτοπλάστες από φύλλα τα οποία εμποτίστηκαν μόνο με 
διάλυμα ανιχνεύεται μόνο ο αυτοφθορισμός της χλωροφύλλης (Ε).  
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Παρά τα παραπάνω, ορισμένες φορές παρατηρούνται λανθασμένα αποτελέσματα 

ενδοκυττάριου εντοπισμού λόγω της συγχώνευσης των υπό μελέτη πρωτεϊνών με 

πρωτεΐνες αναφοράς, όπως είναι η GFP. Προκειμένου να αποκλειστεί αυτό το ενδεχόμενο, 

απομονώθηκαν χλωροπλάστες από φύλλα φυτών αγρίου τύπου N.benthamiana και οι 

πρωτεΐνες αυτών των οργανιδίων χρησιμοποιήθηκαν για ανάλυση τύπου western με χρήση 

του πολυκλωνικού α-ERIL1 ορού, ο οποίος δημιουργήθηκε έναντι της EXOIII επικράτειας της 

ERIL1 (Βλατάκης, 2010). Από τα αποτελέσματα της ανάλυσης επιβεβαιώθηκε ο 

χλωροπλαστιδιακός εντοπισμός της υπό μελέτης πρωτεΐνης (Εικόνα 3.6). Πιο συγκεκριμένα, 

ανιχνεύτηκε σήμα που αντιστοιχεί στην ERIL1 στις πρωτεΐνες από το χλωροπλαστιδιακό 

κλάσμα ενώ μόνο ένα αχνό μη ειδικό σήμα, που αντιστοιχεί σε μεγαλύτερο από το 

αναμενόμενο μέγεθος, ανιχνεύτηκε σε εκχυλίσματα ολικών πρωτεϊνών. Επιπλέον, θα 

πρέπει να αναφερθεί ότι λόγω των πολύ χαμηλών επιπέδων της πρωτεΐνης η ανίχνευση του 

σήματος έγινε ~20-30 λεπτά μετά την τοποθέτηση του αντιδραστηρίου ανίχνευσης 

αντισωμάτων. Τέλος, και σε ό,τι αφορά το α-ERIL1 αντίσωμα θα πρέπει να αναφερθεί ότι η 

εξειδίκευσή του ως προς την ανίχνευση της συγκεκριμένης πρωτεΐνης επιβεβαιώνεται από 

πειράματα ανάλυσης τύπου western στις διαγονιδιακές σειρές που υπερεκφράζουν ή 

καταστέλλουν το υπό μελέτη γονίδιο (βλ. παρακάτω).  

 

Εικόνα 3.6. Χλωροπλαστιδιακός εντοπισμός της NBERIL1 με διεξαγωγή ανάλυση τύπου western. 
Πρωτεΐνες από ολικά εκχυλίσματα φύλλων (100μg) και πρωτεϊνικά εκχυλίσματα χλωροπλαστών από 
φυτά αγρίου τύπου Ν. benthamiana αναλύθηκαν σε πηκτή 12% SDS-PAGE, μεταφέρθηκαν σε 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και επωάστηκαν με τον πολυκλωνικό ορό α-ERIL1. Σήμα ειδικό ως προς 
την NbERIL1 ανιχνεύτηκε στα χλωροπλαστιδιακά εκχυλίσματα ενώ σε ολικές πρωτεΐνες εμφανίστηκε 
ένα μη ειδικό σήμα. Το σύμβολο αντιστοιχεί σε αυξανόμενες ποσότητες χλωροπλαστιδιακών 
πρωτεϊνών που χρησιμοποιήθηκαν στο συγκεκριμένο πείραμα (1Χ, 2Χ και 3Χ).  
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Από τα παραπάνω πειράματα συνεστιακής μικροσκοπίας και ανάλυσης τύπου western 

προκύπτει ότι η NbERIL, όπως και η ομόλογή της στην Αραβίδοψη (Schumacher, 2009; 

Helm, 2011), μετά την μετάφρασή της στο κυτταρόπλασμα μεταφέρεται στους 

χλωροπλάστες. 

 

3.4. ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΦΥΤΩΝ A.thaliana ΚΑΙ N.benthamiana ΜΕ 

ΜΕΙΩΜΕΝΑ ΕΠΙΠΕΔΑ ERIL1 

3.4.1. A. thaliana 

Για να μελετηθεί ο ρόλος της AtERIL1 σε φυτά Αραβίδοψης χρησιμοποιήθηκαν δύο 

διαγονιδιακές σειρές οι οποίες φέρουν ενθέσεις T-DNA (insertion lines) του αγροβακτηρίου 

στη γονιδιακή θέση At3G15140 που κωδικοποιεί για την υπό μελέτη πρωτεΐνη. Πρόκειται 

για τις έτοιμες σειρές SALK_079265.37.85 (N679861) και SAIL_770_C02.v1 (N834430) οι 

οποίες αγοράστηκαν από το Ευρωπαϊκό Κέντρο Συλλογής Αραβίδοψης (European 

Arabidopsis Stock Center). Με βάση τα στοιχεία της βάσης δεδομένων, η πρώτη σειρά 

[SALK_079265.37.85 (N679861)] που ονομάστηκε eril1-1, περιέχει την ένθεση μεταξύ του 

υποκινητή και της 5’ μη μεταφραζόμενης περιοχής του γονιδίου (Εικόνα 3.7Α). Είναι 

ομοζύγωτη ως προς την ένθεση και παρ’όλο που περιέχει το γονίδιο NPTII που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη αυτό έχει σιγηθεί με αποτέλεσμα τα φυτά να μην 

παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό. Η δεύτερη σειρά 

[SAIL_770_C02.v1 (N834430)], που ονομάστηκε eril1-2, περιέχει την ένθεση στο ιντρόνιο 

μεταξύ δεύτερου και τρίτου εξωνίου (Εικόνα 3.7Α), είναι ετεροζύγωτη ως προς την ένθεση 

και παρουσιάζει ανθεκτικότητα στο φυτοφάρμακο BASTA λόγω της παρουσίας του γονιδίου 

Bar (phosphinothricin acetyl transferase) που προσδίδει ανθεκτικότητα στο φυτοφάρμακο.  

Επειδή η ένθεση του T-DNA στη σειρά eril1-2 είναι σε ετεροζύγωτη κατάσταση και 

προκειμένου να επιλεχθούν φυτά για περαιτέρω πειράματα ομοζύγωτα ωε προς την 

ένθεση ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία. Απομονώθηκε γενωμικό DNA με το 

γρήγορο πρωτόκολλο εκχύλισης DNA και χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για την 

διεξαγωγή μιας σειράς PCR. Αυτές αφορούν την ενίσχυση των γονιδίων AtERIL1 (εκκινητές # 

80-81; #82-42), BAR (#83-84) και ουβικουτίνης (AtUBI, εκκινητές # 85-86). Κατά αυτόν τρόπο 

στα φυτά, ομοζύγωτα ως προς την ένθεση, δεν θα ενισχύονταν το γονίδιο AtERIL1 λόγω της 

παρουσίας ~ 800 bp ενώ θα ενισχύονταν το γονίδιο BAR. Το γονίδιο AtUBI χρησιμοποιήθηκε 
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ώστε να διαπιστωθεί ότι σε όλες τις περιπτώσεις η απομόνωση gDNA από τα διάφορα φυτά 

ήταν επιτυχής. Τα προϊόντα της PCR αναλύθηκαν σε πηκτή αγαρόζης (Εικόνα 3.7Β) όπου και 

διαπιστώθηκε ότι τα δείγματα #2 και #3 είναι ομοζύγωτα ως προς την ένθεση αφού σε 

αυτά δεν ενισχύθηκαν τα προϊόντα που αντιστοιχούν στο γονίδιο AtERIL1 ενώ και στα δύο 

ενισχύθηκε μέρος του γονιδίου BAR (για το δείγμα #3 δεν είναι τόσο εμφανές το 

συγκεκριμένο προϊόν, όμως με ανάλυσή του σε άλλη πηκτή αυτό ήταν ορατό). Τα δείγματα 

#5-7 φαίνεται ότι είναι ετεροζύγωτα ως προς την ένθεση αφού σε αυτά ενισχύεται μέρος 

του γονιδίου BAR αλλά και το AtERIL1. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ένα φυτό αγρίου 

τύπου (WT). Σε όλα τα δείγματα η απομόνωση του gDNA ήταν επιτυχής όπως 

διαπιστώνεται από την ενίσχυση μέρος του γονιδίου AtUBI. Από τα φυτά που αναλύθηκαν 

συλλέχθηκαν σπόροι από το δείγμα #2 και με παρόμοια διαδικασία διαπιστώθηκε ότι όλοι 

οι απόγονοι του είναι ομοζύγωτοι ως προς την ένθεση (Εικόνα 3.7Γ).  

Στη συνέχεια ακολούθησε μελέτη έκφρασης των AtERIL1 μεταγράφων σε φυτά αγρίου 

τύπου, στις σειρές eril1-1 και eril1-2 καθώς και στην σειρά που υπερεκφράζει το γονίδιο 

AtERIL1 υπό τον ισχυρό υποκινητή 35S του ιού του μωσαϊκού του κουνουπιδιού (CaMV) 

(35S::AtERIL1) (σειρά AtERIL2ox) η οποία δημιουργήθηκε σε προηγούμενη μελέτη (Helm, 

2011) (Εικόνα 3.7Δ). Για το σκοπό αυτό απομονώθηκε RNA και δημιουργήθηκε το 

συμπληρωματικό DNA (cDNA) με την μέθοδο της ανάστροφης μεταγραφής το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για τον πολλαπλασιασμό του μεταγράφου AtERIL1 

(εκκινητές # 80-81). Παράλληλα πραγματοποιήθηκε από τα ίδια υποστρώματα 

πολλαπλασιασμός μέρος του μεταγράφου AtUBI (εκκινητές # 85-86) ώστε να διαπιστωθεί η 

επιτυχής σύνθεση cDNA. Τέλος, και προκειμένου να εξασφαλιστεί η απουσία επιμόλυνσης 

από γενωμικό DNA πραγματοποιήθηκε PCR για το μετάγραφο AtUBI σε δείγματα στα οποία 

έγινε ανάστροφη μεταγραφή χωρίς την παρουσία του ενζύμου της ανάστροφης 

μεταγραφάσης (-RT). Τα προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης όπου και 

διαπιστώθηκε ότι και οι δύο σειρές με τις T-DNA ενθέσεις, eril1-1 και eril1-2, εκφράζουν το 

μετάγραφο αλλά σε χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου, με την σειρά 

eril1-2 να παρουσιάζει τα χαμηλότερα επίπεδα (Εικόνα 3.7Δ). Αντιθέτως, η σειρά που 

υπερεκφράζει το γονίδιο, AtERIL2ox, εκφράζει διπλάσια ποσότητα μεταγράφου σε σχέση με 

φυτά αγρίου τύπου (Εικόνα 3.7Δ).  

Τέλος, μελετήθηκαν τα επίπεδα της πρωτεΐνης στις παραπάνω σειρές με ανάλυση τύπου 

western και τη χρήση του αντισώματος της ERIL1 (Εικόνα 3.7Ε). Για το σκοπό αυτό και λόγω 

των χαμηλών επιπέδων έκφρασης του AtERIL1 απομονώθηκαν πρωτεΐνες από 
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χλωροπλαστιδιακά εκχυλίσματα φυτών αγρίου τύπου (WT) και των σειρών eril1-1 και eril1-

2 ενώ για τη μελέτη των επιπέδων των σειρών που υπερεκφράζουν το γονίδιο 

απομονώθηκαν πρωτεΐνες από ολικά εκχυλίσματα φύλλων. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 

3.7Ε οι σειρές eril1-1 και eril1-2 εξακολουθούν να εκφράζουν την πρωτεΐνη AtERIL1 κάτι 

που συνάδει με τα αποτελέσματα της ημι-ποσοτικής PCR (Εικόνα 3.7Δ) ενώ οι σειρές που 

υπερεκφράζουν το γονίδιο (ERIL2ox και ERIL4ox) συσσωρεύουν υψηλά επίπεδα της 

πρωτεΐνης.  

 

Εικόνα 3.7. Μοριακός χαρακτηρισμός των φυτών A.thaliana με μειωμένα και αυξημένα επίπεδα 
AtERIL1. Α. Σχηματική απεικόνιση του γονιδίου AtERIL1 όπου παρουσιάζονται και οι θέσεις ένθεσης 
του T-DNA των σειρών eril1-1 και eril1-2. Τα μαύρα πλαίσια αντιστοιχούν στα εξώνια ενώ οι γραμμή 
ανάμεσά τους στα ιντρόνια. Β. Επιλογή ομόζυγων φυτών της σειράς eril1-2 με την εφαρμογή PCR. 
gDNA που απομονώθηκε από διαφορετικά φυτά της σειράς αυτής χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα 
για την ενίσχυση του γονιδίου AtERIL1 (gERIL1), του γονιδίου AtERIL1 μαζί με τον υποκινητή (gERIL1 
+ promoter), μέρος του γονιδίου BAR και μέρος του γονιδίου της ουβικουτίνης (AtUBI). Τα προϊόντα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης. Τα δείγματα #2 και #3 είναι ομοζύγωτα ως προς την ένθεση 
αφού σε αυτά ανιχνεύεται το γονίδιο BAR αλλά δεν ανιχνεύεται το γονίδιο AtERIL1. Γ. Στο γενωμικό 
DNA των απογόνων του φυτού #2 δεν ανιχνεύεται προϊόν που αντιστοιχεί στο γονίδιο AtERIL1. Δ. 
Ημι-ποσοτική PCR όπου παρουσιάζονται τα επίπεδα του μεταγράφου AtERIL1 στις ΕRIL1 
διαγονιδιακές σειρές. Οι σειρές eril1-1 και eril1-2 παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα του μεταγράφου 
ενώ η σειρά που υπερεκφράζει το γονίδιο AtERIL1 (AtERIL2

ox
) παρουσιάζει διπλάσια επίπεδα 

έκφρασης σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου. Ε. Αποτελέσματα ανάλυσης τύπου western όπου 
παρουσιάζονται τα επίπεδα της πρωτεΐνης AtERIL1 στις διαγονιδιακές σειρές. Ολικές πρωτεΐνες από 
φύλλα φυτών αγρίου τύπου (WT) και δύο σειρών που υπερεκφράζουν το γονίδιο AtERIL1 (AtERIL2

ox
 

και AtERIL4
ox

) καθώς και πρωτεΐνες από εκχυλίσματα χλωροπλαστών φυτών αγρίου τύπου (WT) και 
των σειρών eril1-1 και eril1-2 αναλύθηκαν σε πηκτή SDS-PAGE (12%) και μετά τη μεταφορά τους σε 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επωάστηκαν με τον ορό α-ERIL1.  
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Όσον αφορά τους φαινοτύπους των διαγονιδιακών σειρών (Εικόνα 3.8) τα φυτά της σειράς 

ERIL2ox παρουσιάζουν ήπια χλώρωση στα φύλλα η οποία είναι πιο έντονη στα 

νεοεκπτυσσόμενα φύλλα (Εικόνα 3.8 Α-Δ) με ανάπτυξη παραπλήσια επίπεδα με τα φυτά 

αγρίου τύπου. Η σειρά eril1-1 παρουσιάζει παραπλήσια ανάπτυξη με τα φυτά αγρίου τύπου 

ενώ η σειρά eril1-2 εμφανίζει ήπια καθυστέρηση στην ανάπτυξη καθώς και χλώρωση στα 

φύλλα (Εικόνα 3.8 A-Γ). Προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί ο χλωρωτικός φαινότυπος των 

διαγονιδιακών σειρών eril1-2 και ERIL2ox εφαρμόστηκε εκχύλιση χλωροφυλλών με οργανικό 

διαλύτη και μετρήθηκαν τα επίπεδα των χλωροφυλλών α και β (Εικόνα 3.8 Ε). Και οι δύο 

σειρές παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική μείωση των επιπέδων και των δύο 

χλωροφυλλών σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου με την σειρά ERIL2ox να εμφανίζει τα 

χαμηλότερα επίπεδα.  

Από όλα τα παραπάνω, συμπεραίνουμε ότι οι σειρές eril1-1 και eril1-2 εξακολουθούν να 

εκφράζουν την AtERIL1 με τη σειρά eril1-2 να έχει τα χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με 

φυτά αγρίου τύπου παρουσιάζοντας καθυστέρηση στην ανάπτυξη. Αντιθέτως, οι σειρές 

ERIL2ox και ERIL4ox συγκεντρώνουν υψηλά επίπεδα της πρωτεΐνης ERIL1 με τη σειρά ERIL2ox 

να εμφανίζει τα υψηλότερα επίπεδα.  

 

Εικόνα 3.8. Φαινότυποι των φυτών A.thaliana με παρεκκλίνοντα από το φυσιολογικό επίπεδα του 
AtERIL1. Οι διαγονιδικές σειρές συγκρίνονται με φυτά αγρίου τύπου σε διάφορα αναπτυξιακά 
στάδια: Α. φυτάρια Αραβίδοψης ηλικίας 10 ημερών, Β. Φυτά Αραβίδοψης 25 ημερών και Γ. Το όγδοο 
φύλλο φυτών ηλικίας 25 ημερών. Δ. Σύγκριση φυτού αγρίου τύπου και της σειράς ERIL2

ox
 όπου 

παρουσιάζεται η χλώρωση φύλλων ιδιαίτερα στα νεοεκπτυσσόμενα φύλλα και Ε. Τα επίπεδα των 
χλωροφυλλών α και β σε φυτά αγρίου τύπου και στις σειρές eril1-2 και ERIL2

ox
.  
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3.4.2. Ν.benthamiana 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή στο εργαστήριο δημιουργήθηκαν διαγονιδιακές σειρές 

N.benthamiana για την καταστολή του ενδογενούς γονιδίου NbERIL1 με τη μέθοδο του 

RNAi (Βαμβακά, 2011). Πιο συγκεκριμένα, φυλλικοί δίσκοι φυτών αγρίου τύπου 

επιμολύνθηκαν με αγροβακτήριο (Agrobacterium tumefaciens, στέλεχος C58C1) το οποίο 

έφερε πλασμιδιακή κατασκευή αποτελούμενα μεταξύ άλλων από τα εξής: α) T-DNA 

τμήματα για την ενσωμάτωση των αλληλουχιών στο γονιδίωμα του φυτού, β) τον 35S 

υποκινητή του CaΜV, γ) μια ανάστροφη επανάληψη μέρους του NbERIL1-1 μεταγράφου, η 

οποία περιλαμβάνει όλη την κωδική περιοχή και μέρος της 5’ και 3’ μη μεταφραζόμενης 

περιοχής του και δ) το γονίδιο επιλογής φωσφοτρανσφεράση της νεομυκίνης (NEOMYCIN 

PHOSPHOTRANSFERASE, NPTII) που προσδίδει αντοχή στην καναμυκίνη. Οι διαγονιδιακές 

σειρές που προέκυψαν δεν χαρακτηρίστηκαν στα πλαίσια της μεταπτυχιακής εργασίας 

(Βαμβακά 2011), κάτι που αποτέλεσε στόχο της παρούσας διδακτορικής διατριβής.  

Προκειμένου να προσδιοριστεί ο αριθμός των ενθέσεων κάθε διαγονδιακής σειράς, σπόροι 

(~50-100) από την Τ0 γενιά τοποθετήθηκαν σε υπόστρωμα MS το οποίο περιείχε το 

αντιβιοτικό επιλογής καναμυκίνη. Φυτά που δεν εκφράζουν το γονίδιο NPTII δεν επιζούν 

στο συγκεκριμένο υπόστρωμα επιλογής. Έτσι, με τη μέτρηση των επιζώντων φυταρίων από 

το σύνολο των σπόρων που τοποθετήθηκαν στο υπόστρωμα μπορεί να προσδιοριστεί ο 

αριθμός των ενθέσεων με βάση τη μενδελική γενετική. Τα αποτελέσματα από αυτά τα 

πειράματα συνοψίζονται στον Πίνακας 3.1. Από τα αποτελέσματα της ανάλυσης 

παρατηρήθηκε ότι στις σειρές # 2, 9, 11, 12, 18, 19,20, 23, 24, 33, 34, 37, 39, 44 και 45 

υπάρχει μία ένθεση του διαγονιδίου, στις σειρές # 3, 10, 13, 17, 28, 35, 40 δύο ενθέσεις και 

στις υπόλοιπες τρεις ενθέσεις. 

Μετά την ανάπτυξη σε υπόστρωμα επιλογής, περίπου 15 φυτά από κάθε σειρά 

μεταφυτεύτηκαν σε χώμα και ακολούθησε μακροσκοπική φαινοτυπική παρατήρηση των 

φυτών κάθε σειράς σε σύγκριση με φυτά αγρίου τύπου. Σκοπός ήταν η καταγραφή κάποιων 

πιθανών παρεκκλίνοντων χαρακτηριστικών σε φυτά κάθε σειράς καθώς και της γενικότερης 

τάσης ανάπτυξης της κάθε σειράς. Ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε την καταγραφή πιθανής 

χλώρωσης των φύλλων, μιας και οι σειρές αυτές δυνητικά καταστέλλουν ένα γονίδιο με 

δράση στο χλωροπλάστη. Τα αποτελέσματα της φαινοτυπικής ανάλυσης συνοψίζονται στον 

Πίνακας 3.2. Τα πιο κοινά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που καταγράφηκαν αφορούν την 

χλώρωση των φύλλων, άλλοτε σε ολόκληρο το φυτό και άλλοτε μόνο στα κατώτερα φύλλα, 

η καθυστερημένη ανάπτυξη και τέλος η παρουσία δύο κύριων βλαστών. Όμως, έχοντας 
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υπ'όψιν μας ότι στο θερμοκήπιο οι συνθήκες δεν είναι ακριβώς οι ίδιες σε όλα τα σημεία 

αυτού και ότι στην Τ1 γενιά τα διαγονιδιακά φυτά παρουσιάζουν λόγω της γενετικής 

τροποποίησης αστάθεια στο γονιδίωμά τους, τα παραπάνω χαρακτηριστικά αποτελούν 

μόνο ενδείξεις προβληματικής ανάπτυξης οι οποίες πιθανόν να μην ανταποκρίνονται πάντα 

σε προβλήματα λόγω δυσλειτουργίας στην έκφραση του γονιδίου-στόχου. 

 

Πίνακας 3.1. Αναλογία διάσχισης των σπόρων της Τ0 γενιάς μετά από επιλογή σε κατάλληλο αντιβιοτικό 
επιλογής καθώς και ο αριθμός των ενθέσεων με βάση το κριτήριο χ

2
. 

Διαγονιδιακές 
σειρές 

Αναλογία 
επιζώντων: μη 

επιζώντων 

X
2
 

Μία 
ένθεση 

(3:1) 

X
2
 

Δύο 
ενθέσεις 

(15:1) 

X
2
 

Τρεις 
ενθέσεις 

(63:1) 

Αριθμός 
ενθέσεων 

# 2 6,1:1 3,22 5,1 49,6 1 

#3 7,2:1 3,59 2,48 30.17 2 

# 4 43,0:1 12,12 1,19 0,14 3 

# 7 37,0:1 10,14 0,85 0,27 3 

# 8 33,0:1 8,82 0,63 0,42 3 

# 9 3,0:1 0 26,4 156,5 1 

# 10 12,7:1 6,83 0,08 8,84 2 

# 11 3,2:1 0.031 22.17 134.28 1 

# 12 2,5:1 0,29 35,61 197,95 1 

# 13 8,0:1 3,7 1,45 20,98 2 

# 17 18,0:1 7.9 0,07 3.31 2 

# 18 3,2:1 0,02 11,09 67.14 1 

# 19 3,1:1 0.008 23.06 139.06 1 

# 20 4,3:1 0,73 10,16 10,16 1 

# 22 2,5:1 0,21 32,03 179.78 1 

# 23 2,0:1 1,22 41,83 214,59 1 

# 24 4,5:1 1,58 14.47 106,68 1 

# 28 27,5:1 14.05 0,73 1,41 2 

# 33 3,1:1 0,007 25,46 151.52 1 

# 34 3,8:1 0,38 15,79 103,43 1 

# 35 19,0:1 8.53 0,11 3,03 2 

# 37 3,8:1 0,38 15,79 103,43 1 

# 39 3,1:1 0.008 23.06 139.06 1 

# 40 16,0:1 9.94 0,01 6,15 2 

# 44 4,3:1 0,73 10,16 10,16 1 

# 45 2,6:1 0,15 28,47 158,52 1 
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Πίνακας 3.2. Φαινοτυπική ανάλυση των φυτών κάθε διαγονιδιακής σειράς. 

Διαγονιδιακή 
σειρά 

Τ1 γενιά Τ2 γενιά 

 
Γενικός Φαινότυπος Χλώρωση 

 
# 2 Οριζόντια ανάπτυξη βλαστού (ένα 

φυτό) 
- - 

# 3 Δύο κύριοι βλαστοί Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

Ήπια χλώρωση - 

# 4 - Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

- 

# 7 Δύο κύριοι βλαστοί από τη βάση του 
φυτού 

Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

# 8 - - - 
# 9 - Ήπια χλώρωση στο 50% 

των φυτών 
- 

# 10 - Ήπια χλώρωση στο 20% 
των φυτών 

- 

# 11 - Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

- 

# 12 Επιμηκυσμένα φύλλα στο στάδιο 
των 6 φύλλων (δύο φυτά)  

Ήπια χλώρωση μόνο σε 
αυτά τα δύο φυτά 

- 

# 13 Δύο κύριοι βλαστοί (3 φυτά) - Ήπια χλώρωση 
# 17 Δύο κύριοι βλαστοί από τη βάση του 

φυτού (3 φυτά) 
Ήπια χλώρωση στο 50% 
των φυτών 

Μέτρια χλώρωση 

# 18 Δύο κύριοι βλαστοί (ένα φυτό) - - 
# 19 Τρείς κύριοι βλαστοί (ένα φυτό) και 

δύο κύριοι βλαστοί από τη βάση του 
φυτού στα υπόλοιπα φυτά  

Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

Ήπια χλώρωση 

# 20 Δύο φυτά παρουσιάζουν 
καθυστερημένη ανάπτυξη με 
επιμηκυσμένα φύλλα  

- Ήπια χλώρωση 

# 22 Καθυστερημένη ανάπτυξη, λεπτός 
βλαστός και μιρκότερα φύλλα  

Έντονη χλώρωση στο 100% 
των φυτών 

Ήπια χλώρωση - 

# 23 - - Ήπια χλώρωση 
# 24 - - Ήπια χλώρωση 

κατώτερων φύλλων- 
# 28 Δύο κύριοι βλαστοί μετά το 5

ο
 

φύλλο (ένα φυτό)  
Έντονη χλώρωση στο 100% 
των φυτών 

Ήπια χλώρωση 

# 33 - Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

- 

# 34 - Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

Ήπια χλώρωση 

# 35 - 30% of the plants exhibit 
chlorosis 

Ήπια χλώρωση 

# 37 -  Ήπια χλώρωση - 
# 39 Καθυστερημένη ανάπτυξη Μέτρια χλώρωση στο 40% 

των φυτών 
Μέτρια χλώρωση 

# 40 Οριζόντια ανάπτυξη βλαστού (ένα 
φυτό) 

- Ήπια χλώρωση 

# 41 Δύο κύριοι βλαστοί μετά το 5
ο
 

φύλλο (ένα φυτό) 
Έντονη χλώρωση (2/ 2 
φυτά) 

Ήπια χλώρωση - 

# 44 - Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

Ήπια χλώρωση στα 
κατώτερα φύλλα 

# 45 Δύο κύριοι βλαστοί από τη βάση του 
φυτού (ένα φυτό) 

- Ήπια χλώρωση 
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Για την περαιτέρω μελέτη αυτών των σειρών επιλέχθηκαν με βάση το φαινότυπο τρία φυτά 

(αδέρφια) από κάθε σειρά, συλλέχθηκαν ξεχωριστά σπόροι από κάθε φυτό (Τ1 σπόροι) και 

ακολούθησε ξανά η διαδικασία επιλογής τους από υπόστρωμα με καναμυκίνη και 

μεταφύτευση σε χώμα. Και στην Τ2 γενιά πραγματοποιήθηκε μακροσκοπικός φαινοτυπικός 

έλεγχος. Στον Πίνακας 3.2 παρουσιάζεται μόνο η χλώρωση που καταγράφηκε για κάθε 

σειρά αφού δεν παρατηρήθηκε κάποια άλλη ιδιαίτερη φαινοτυπική παρέκκλιση σε σχέση 

με φυτά αγρίου τύπου, πέρα από κάποια ελαφρώς καθυστερημένη ανάπτυξη ορισμένων 

σειρών.  

Για την μοριακή ανάλυσή των σειρών αυτών αρχικά μελετήθηκε αν από την ανάστροφη 

επανάληψη που φέρουν παράγονται siRNAs εναντίον του NbERIL1 με ανάλυση τύπου 

northern. Πιο συγκεκριμένα, απομονώθηκε RNA από τα φυτά αυτά και αφού αναλύθηκε σε 

αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης 15%, μεταφέρθηκε σε νάιλον μεμβράνη. Η μεμβράνη 

επωάστηκε με ραδιενεργώς επισημασμένο ανιχνευτή, ο οποίος αντιστοιχούσε σε μέρος του 

ΝbERIL1 (εκκινητές # 87-88). Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα των υβριδισμών η 

σειρές 39, 7, 17, 2 και 44 παρουσιάζουν τα μεγαλύτερα επίπεδα siRNA για τα μετάγραφα 

NbERIL1. 

Για να μελετηθούν στις σειρές 2 (ERIL2.1i), 7 (ERIL7.2i) και 39 (ERIL39.2i) τα επίπεδα 

καταστολής των γονιδίων NbERIL1-1 και NbERIL1-2 σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου 

εφαρμόστηκε ποσοτική PCR (Εικόνα 3.9). Επιπλέον για τις σειρές ERIL7.2i και ERIL7.2i τα 

επίπεδα της πρωτεΐνης μελετήθηκαν και με την εφαρμογή ανάλυσης τύπου western με τη 

χρήση του πολυκλωνικού ορού a-ERIL1 (Εικόνα 3.9). Όπως παρατηρήθηκε υπάρχει 

συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων παραγωγής siRNA στις παραπάνω σειρές και των επιπέδων 

των μεταγράφων των NbERIL1-1 και NbERIL1-2 (σύγκριση Εικόνα 3.9Α και Β). Επιπλέον, 

παρατηρείται ότι παρά τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης σε αυτές τις σειρές εξακολουθεί και 

παράγεται ποσότητα πρωτεΐνης όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.9Δ.  

Τέλος, και σε ότι αφορά τους φαινοτύπους των παραπάνω σειρών χαρακτηριστικές 

φωτογραφίες αυτών παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.10Α. Τα φυτά αυτά ολοκληρώνουν 

κανονικά το βιολογικό τους κύκλο αλλά με ήπια καθυστέρηση ενώ ο χλωρωτικός 

φαινότυπος είναι πιο έντονος στη σειρά με τα μεγαλύτερα επίπεδα καταστολής των 

NbERIL1 μεταγράφων. Επιπλέον, στην Εικόνα 3.10Β παρουσιάζεται συγκριτική φωτογραφία 

δύο σειρών (ERIL7ox και ERIL8ox) με τα υψηλότερα επίπεδα υπερέκφρασης του διαγονιδίου 

AtERIL1 (Helm, 2011) καθώς και τα επίπεδα των χλωροφυλλών σε αυτές τις σειρές σε σχέση 

με φυτά αγρίου τύπου Εικόνα 3.10Γ.  
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Εικόνα 3.9. Μοριακός χαρακτηρισμός των διαγονιδιακών σειρών που N.benthamiana που 
δυνητικά καταστέλλουν την έκφραση των παράλογων γονιδίων NbERIL1. Α. Επίπεδα siRNA που 
προέρχονται από την ανάστροφη επανάληψη του NbERIL1 με ανάλυση τύπου northern. 50 μg ολικού 
RNA αναλύθηκαν σε αποδιατατκική πηκτή ακρυλαμίδης 15%, μεταφέρθηκαν σε νάιλον μεμβράνη 
και επωάστηκαν με ραδιενεργό ανιχνευτή που αντιστοιχεί σε μέρος του γονιδίου NbERIL1. B. 
Ποσοτική PCR για την μελέτη των επιπέδων των μεταγράφων NbERIL1-1 και NbERIL1-2. Πέντε μg 
ολικού RNA χωρίς παρουσία γενωμικού DNA χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή 
συμπληρωματικού DNA το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή ποσοτικής PCR. Ως γονίδια 
αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια L23 και F-Box. Γ. Aνάλυση τύπου western πρωτεϊνών από 
εκχυλίσματα χλωροπλαστών από φυτά αγρίου τύπου και τις σειρές ERIL7.2

i
 και ERIL39.2

i
 με τη χρήση 

του. Οι πρωτεΐνες αναλύθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή SDS-PAGE (12%), μεταφέρθηκαν σε 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και επωάστηκαν με το αντίσωμα a-ERIL1. Το σύμβολο υποδεικνύει 
αυξανόμενη ποσότητα πρωτεϊνών από φυτά αγρίου τύπου (1x, 2x και 3x).  
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Εικόνα 3.10. Φαινότυποι των φυτών N.benthamiana με παρεκκλίνοντα από το φυσιολογικό 
επίπεδα του ERIL1. Α. Σύγκριση των φαινοτύπων των σειρών ERIL2.1

i
, ERIL7.2

i
 και ERIL39.2

i
 με φυτό 

αγρίου τύπου, Β. Σύγκριση φυτών που υπερεκφράζουν το γονίδιο ERIL1 (σειρές ERIL7
ox

 και ERIL8
ox

), 
της σειράς με τη μεγαλύτερη καταστολή των NbERIL1 μεταγράφων (ERIL39.2

i
) και φυτού αγρίου 

τύπου (WT). Με κόκκινο βέλος υποδεικνύονται τα φύλλα τα οποία παρουσιάζονται σε μεγέθυνση 
δίπλα από την αντίστοιχη σειρά. Γ. Τα επίπεδα των χλωροφυλλών α και β σε φυτά αγρίου τύπου και 
στις σειρές ERIL7

ox
, ERIL39.2

i
.  

 

3.4.2.1. Οπτική και ηλεκτρονική μικροσκοπία φυτών με καταστολή των NbERIL1 

επιπέδων 

Για να μελετηθεί αν οι χλωρωτικοί φαινότυποι που παρατηρήθηκαν στις διαγονιδιακές 

σειρές με καταστολή των NbERIL1 επιπέδων (σειρές ERILi) σχετίζονται με διαφορές στην 

ανατομία του φύλλου ή/και των χλωροπλαστών, τομές φύλλων (όγδοο φύλλο) από τα φυτά 

αυτά και από φυτά αγρίου τύπου χρησιμοποιήθηκαν για οπτική και ηλεκτρονική 

μικροσκοπία (Εικόνα 3.11). Ένα τυπικό φύλλο φυτών αγρίου τύπου αποτελείται από την 

άνω επιδερμίδα, το μεσόφυλλο και την κάτω επιδερμίδα. Το μεσόφυλλο αποτελείται από 

το εξής στοιχεία α) δρυφακτοειδές παρέγχυμα, με κύτταρα επιμήκη κάθετα στην 

επιδερμίδα τα οποία βρίσκονται κοντά μεταξύ τους αλλά δεν εφάπτονται, β) το σπογγώδες 

παρέγχυμα με κύτταρα ακανόνιστου σχήματος τοποθετημένα σε μεγάλες αποστάσεις και 
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τέλος γ) από τους μεσοκυττάριους χώρους οι οποίοι στο σπογγώδες παρέγχυμα 

καταλαμβάνουν μεγαλύτερο χώρο από τα ίδια τα κύτταρα. Σε ορισμένα σημεία 

παρατηρούνται στρόγγυλα μικρά κύτταρα τα οποία αποτελούν τα κύτταρα του αγγειακού 

ιστού. Όπως παρατηρήθηκε από τις εικόνες του οπτικού μικροσκοπίου και οι δύο σειρές 

ERILi δεν έχουν κάποιες διαφορές σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου.  

Όσον αφορά τους χλωροπλάστες η δομή τους αποτελείται από μια διπλή μεμβράνη, την 

εξωτερική και την εσωτερική, ενώ στο εσωτερικό τους υπάρχουν πιεσμένες μεμβρανώδεις 

μονάδες που ονομάζονται θυλακοειδή και οι οποίες συστοιχούνται σε σωρούς που 

ονομάζονται γκράνα. Μεταξύ των μεμβρανικών αυτών δομών υπάρχει το στρώμα, όπου 

βρίσκεται το DNA και τα ριβοσώματα καθώς και κρύσταλλοι αμύλου αλλά και λιπίδια. 

Όπως παρατηρήθηκε από τις φωτογραφίες ηλεκτρονικής μικροσκοπίας οι χλωροπλάστες 

της σειράς ERIL7.2i ενώ έχουν παραπλήσια δομή με αυτή των χλωροπλαστών αγρίου τύπου, 

έχουν πιο πεπλατυσμένα γκράνα. Παρόμοια εικόνα παρατηρήθηκε σε προηγούμενες 

μελέτες στις πράσινες περιοχές φυτών που υπερεκφράζουν το γονίδιο AtERIL1 όπου το 

γονίδιο είναι σιγημένο λόγω του φαινομένου της συγκαταστολής (Schumacher, 2009; Helm, 

2011). Πιο μεγάλη παρέκκλιση παρουσιάζουν οι χλωροπλάστες της σειράς ERIL39.2i όπου 

παρατηρήθηκαν ανοργάνωτα θυλακοειδή ενώ απουσιάζουν τα γκράνα. Σε ακραίες 

περιπτώσεις παρατηρήθηκαν χλωροπλάστες όπου υπήρχε μόνο στρώμα και οι οποίοι σε 

επόμενο στάδιο διαρρηγνύονται.  

Από τα παραπάνω συμπεραίνεται ότι η χλώρωση που παρατηρείται σε φυτά με καταστολή 

των NbERIL1 μεταγράφων οφείλεται σε ανωμαλίες στη δομή των χλωροπλαστών. Πιθανόν 

στα αρχικά στάδια τα θυλακοειδή στοιχίζονται σε μεγαλύτερο βαθμό σχηματίζοντας 

πεπλατυσμένα γκράνα που στη συνέχεια οδηγούν σε ρήξη των θυλακεοειδών με τελικό 

αποτέλεσμα την πλήρη αποδιοργάνωση των δομών του χλωροπλάστη και τελικά τη ρήξη 

των μεμβρανών που περιβάλλουν το οργανίδιο.  

 

Έχοντας, λοιπόν, τις παραπάνω σειρές καταστολής στα δύο φυτά μοντέλα καθώς και τις 

σειρές που υπερεκφράζουν το υπό μελέτη γονίδιο διεξήχθησαν μια σειρά πειραμάτων για 

τη μελέτη του ρόλου του ERIL1 στο χλωροπλάστη αλλά και στα διάφορα μονοπάτια της RNA 

σίγησης.  
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Εικόνα 3.11. Οπτική και ηλεκτρονική μικροσκοπία σε τομές φύλλων φυτών αγρίου τύπου και των 
σειρών ERIL7.2

i
 και ERIL39.2

i
 που εκφράζουν μειωμένα επίπεδα των NbERIL1 μεταγράφων. Η 

ανατομία του φύλλου των δύο ERIL
i
 σειρών δεν παρουσιάζουν κάποια διαφοροποίηση σε σχέση με 

φυτά αγρίου τύπου αφού διαθέτουν δομημένο δρυφακτοειδές και σπογγώδες παρέγχυμα. Οι 
χλωροπλάστες των φυτών αγρίου τύπου διαθέτουν ένα πλήρως δομημένο σύστημα θυλακοειδών 
σχηματίζοντας διακριτά γκράνα. Στη σειρά ERIL7.2i παρατηρείται η παρουσία θυλακοειδών αλλά 
εμφανίζουν πεπλατυσμένα γκράνα ενώ στη σειρά ERIL39.2

i
 τα θυλακοειδή είναι αποδιοργανωμένα 

και σε ορισμένες περιπτώσεις παρατηρούνται χλωροπλάστες που έχουν μόνο στρώμα και καθόλου 
θυλακοειδή. Συντμήσεις: αε = άνω επιδερμικά κύτταρα, κδπ = κύτταρα δρυφακτοειδούς 
παρεγχύματος, κσπ= κύτταρα σπογγώδους παρεγχύματος, χλ= χλωροπλάστες, κε= κάτω επιδερμικά 
κύτταρα, α= αγγειακά κύτταρα, μ= μιτοχόνδριο, κτ= κυτταρικό τοίχωμα, πμ= πλασματική μεμβράνη, 
αμ= άμυλο, θ= θυλακοειδή, γ= γκράνα.  

 

 

3.5. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ERIL1 ΣΤΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΤΗΣ RNA ΣΙΓΗΣΗΣ 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή κάποιες από τις ERI-1 πρωτεΐνες επιδρούν στο μονοπάτι 

της RNΑ σίγησης (Kennedy et al., 2004; Buhler et al., 2006; Iida et al., 2006). Αν και όπως 

δείχθηκε παραπάνω και από προηγούμενες μελέτες (Schumacher, 2009; Helm, 2011) η 

πρωτεΐνη ERIL1 στα φυτά στοχεύεται στους χλωροπλάστες, οργανίδια στα οποία δεν 

εδρεύουν οι πρωτεΐνες του μηχανισμού της RNA σίγησης, μικρές ποσότητες που πιθανόν να 

παραμένουν στο κυτταρόπλασμα μπορεί δυνητικά να επηρεάζουν αυτό το μονοπάτι. Για να 

μελετηθεί μια τέτοια επίδραση στα διάφορα μονοπάτια της RNA σίγησης 

πραγματοποιήθηκε μια σειρά πειραμάτων.  
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3.5.1. Επίδραση της ERIL1 στο μονοπάτι της μετα-μεταγραφικής σίγησης 

Το μονοπάτι της μετα-μεταγραφικής σίγησης αφορά την παραγωγή siRNA είτε λόγω 

παραγωγής παρεκκλίνοντων/ ανώμαλων μεταγράφων είτε λόγω μεταγραφής ανάστροφων 

επαναλήψεων με αποτέλεσμα τη σίγηση συμπληρωματικών αλληλουχιών-στόχων των 

siRNA. Προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος της ERIL1 σε αυτό το μονοπάτι ακολουθήθηκαν 

δύο προσεγγίσεις. 

Η πρώτη προσέγγιση αφορά την παροδική υπερέκφραση ή καταστολή του ERIL1 σε 

περιοχές του ίδιου φύλλου φυτών Ν.benthamiana της σειράς 16C που εκφράζει σταθερά 

την πρωτεΐνη GFP (Ruiz et al., 1998) με παράλληλη υπερέκφραση ενός επαγωγέα της 

σίγησης του διαγονιδίου GFP (Εικόνα 3.12Α). Τα πειράματα αυτά είναι αντίστοιχα με εκείνα 

που χρησιμοποιούνται για την καταγραφή της δράσης ως καταστολέων ιικών πρωτεϊνών. 

Πιο συγκεκριμένα, ίσοι όγκοι αγροβακτηρίων (Agrobacterium tumefaciens, στέλεχος C58C1) 

που έφεραν τον επαγωγέα της σίγησης του GFP διαγονιδίου (35S:GFPhp) αναμίχθηκαν με 

αγροβακτήρια που έφεραν πλασμίδια για την υπερέκφραση του AtERIL1 (35S:AtERIL1gen) ή 

την καταστολή των εδνογενών NbERIL1 μεταγράφων (35S:NbERIL1hp). Στα πειράματα ως 

αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε αγροβακτήριο που έφερε άδειο πλασμίδιο ενώ ως 

θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε αγροβακτήριο που έφερε πλασμίδιο για την 

υπερέκφραση του καταστολής της RNA σίγησης P19 του ιού της δακτυλιωτής κηλίδας των 

ειδών Cymbidium (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) (35:P19-CymRSV). Και στις δύο 

περιπτώσεις τα αγροβακτήρια αναμίχθηκαν με αγροβακτήρια που έφεραν το 35S:GFPhp 

πλασμίδιο. Η πρωτεΐνη P19 έχει δειχθεί ότι δρα ως καταστολέας της RNA σίγησης μέσω της 

δέσμευσης των siRNA με αποτέλεσμα να παρεμποδίζει η πρόσδεσή τους στο σύμπλοκο 

RISC ενώ παράλληλα αυξάνει την σταθερότητα αυτών των siRNA (Lakatos et al., 2004). Σε 

κάθε περίπτωση τα μείγματα αγροβακτηρίων εμποτίστηκαν σε διαφορετικές περιοχές του 

ίδιου φύλλου φυτών 16C ενώ πραγματοποιήθηκαν δύο βιολογικές επαναλήψεις.  

Η καταγραφή πιθανής αλλαγής στην έκφραση της GFP διαπιστώθηκε μακροσκοπικά με τη 

χρήση φορητής λάμπας υπεριωδών ακτίνων UV. Κάτω από UV ακτινοβολία οι περιοχές των 

φύλλων που εκφράζουν τη GFP έχουν έντονο πράσινο χρώμα ενώ οι περιοχές όπου το 

διαγονίδιο έχει σιγηθεί είναι κόκκινες λόγω του αυτοφθορισμού της χλωροφύλλης. 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι κατά τη σίγηση της GFP παρουσιάζεται ένας κόκκινος δακτύλιος 

γύρω από την περιοχή του αγροεμποτισμού γεγονός που υποδεικνύει την έναρξη της 

εξάπλωσης του φαινομένου της σίγησης στις γειτονικές περιοχές και στη συνέχεια σε όλο 

το φυτό (Himber et al., 2003; Kalantidis et al., 2008).  
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Κάτω από τις συγκεκριμένες συνθήκες δεν διαπιστώθηκε κάποια μεταβολή στην επαγωγή 

της σίγησης του GFP στις περιοχές που υπερεκφράστηκαν ή σιγήθηκαν τα ERIL1 μετάγραφα 

αφού ο χαρακτηριστικός κόκκινος δακτύλιος εμφανίστηκε ταυτόχρονα με την περιοχή του 

αρνητικού μάρτυρα. Σε αντίθεση, η υπερέκφραση του καταστολέα P19 κατέστειλε την 

έναρξη της σίγησης. Τα παραπάνω αποτελέσματα αποτελούν επανάληψη μακροσκοπικών 

παρατηρήσεων που πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο (Schumacher, 2009).  

Για να μελετηθεί σε μοριακό επίπεδο η επίδραση της απορρύθμισης της έκφρασης του 

ERIL1 στα GFP προερχόμενα siRNA, πέντε μέρες μετά τον αγροεμποτισμό συλλέχθηκε ιστός 

και χρησιμοποιήθηκε για την εκχύλιση ολικού RNA. Αυτό χρησιμοποιήθηκε για την 

διεξαγωγή μιας σειράς πειραμάτων με σκοπό α) την διαπίστωση με ανάλυση τύπου 

northern της επιτυχούς υπερέκφρασης του AtERIL1 και του P19, β) τη μελέτη με ποσοτική 

PCR της καταστολής των ενδογενών μεταγράφων NbERIL1, γ) την μελέτη με ανάλυση τύπου 

northern των επιπέδων της GFP και δ) την μελέτη με ανάλυση τύπου northern των 

επιπέδων των siRNA προερχόμενων από το GFP.  

Από τα παραπάνω πειράματα, τα οποία συνοψίζονται στην Εικόνα 3.12 Β & Γ, 

διαπιστώνεται η επιτυχής υπερέκφραση των AtERIL1 και του P19 καθώς και η καταστολή 

των ενδογενών μεταγράφων NbERIL1-1 και NbERIL1-2 (Εικόνα 3.12Β). Επιπλέον και σε ότι 

αφορά τα επίπεδα των GFP μεταγράφων και των siRNA, φαίνεται ότι τόσο η καταστολή όσο 

και η υπερέκφραση της ERIL1 δεν έχουν κάποια εμφανή επίπτωση στη συσσώρευσή τους 

μιας και τα πρότυπά τους είναι παραπλήσια με τον αρνητικό μάρτυρα. Σε αντίθεση με τα 

παραπάνω και σε συμφωνία με τη δράση της πρωτεΐνης P19 του ιού CymRSV ως 

καταστολέα της RNA σίγησης, τα επίπεδα των siRNA που προέρχονται από το GFP 

μετάγραφο είναι αυξημένα λόγω της προστασίας τους από την συγκεκριμένη πρωτεΐνη 

(Silhavy et al., 2002). Επιπλέον, τα επίπεδα του GFP μεταγράφου είναι αυξημένα στις 

περιοχές του φύλλου όπου υπερεκφράστηκε η πρωτεΐνη αυτή λόγω της παρεμπόδισης της 

πρόσδεσης των siRNA στο σύμπλοκο RISC και κατ’επέκταση την αποικοδόμηση των GFP 

μεταγράφων. 

Παρόμοια πειράματα αγροεμποτισμού διεξήχθησαν στις διαγονιδιακές σειρές ERIL39.2i 

(καταστολή ERIL1) και ERIL8ox (υπερέκφραση ERIL1) καθώς και σε φυτά αγρίου τύπου 

(Εικόνα 3.12Δ). Στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν αγροβακτήρια που φέρουν το 

35S:GFPhp πλασμίδιο ώστε να μελετηθούν τυχόν διαφορές στη συσσώρευση siRNA 

προερχόμενων από την έκφραση αυτής της ανάστροφης επανάληψης. Όπως και 

παραπάνω, πέντε μέρες μετά τον αγροεμποτισμό συλλέχθηκε ιστός ο οποίος 
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χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση ολικού RNA και την διεξαγωγή των απαραίτητων 

υβριδισμών. Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών (Εικόνα 3.12Δ) δεν 

διαπιστώνεται κάποια τάση ως προς το πρότυπο των siRNA. Οι διαφορές που εμφανίζονται 

αντικατοπτρίζουν την έκφραση αυτή καθ’αυτή των πλασμιδίων κατά τον αγροεμποτισμό 

λόγω των διαφορετικών γενετικών υποβάθρων των φυτών και όχι την επίδραση στο 

μονοπάτι της μετα-μεταγραφικής σίγησης. Αυτό διαπιστώθηκε μακροσκοπικά από τον 

αγροεμποτισμό σε μια μικρή περιοχή των φύλλων κάθε σειράς και αγροβακτηρίου που 

περιείχε μόνο πλασμίδιο για την υπερέκφραση της GFP.  

 

3.5.2. Επίδραση της ERIL1 στη συσσώρευση siRNA προερχόμενα από το ιοειδές 

PSTVd  

Τα ιοειδή είναι μικρού μεγέθους (~ 260-460 nt) μη κωδικά RNA παθογόνα, που προκαλούν 

φυτικές ασθένειες μεγάλης οικονομικής σημασίας [για ανασκόπηση βλ. (Tabler and Tsagris, 

2004; Tsagris et al., 2008; Katsarou et al., 2015)]. Αυτά τα γυμνά μόρια RNA πιθανόν 

χρησιμοποιούν το μηχανισμό της RNA σίγησης ώστε να προκαλέσουν παθογένεια στο φυτό 

[για ανασκόπηση βλ. (Sano et al., 2010; Pallas et al., 2012)] ενώ κατά την μόλυνση 

παράγονται μεγάλες ποσότητες siRNA προερχόμενα από το ιοειδές (viroid derived siRNAs, 

vd-siRNAs) μεγέθους 21-24 nt (Papaefthimiou et al., 2001) που μπορούν με ευκολία να 

ανιχνευτούν με ανάλυση τύπου northern. Το ιοδειδές των ατρακτοειδών κονδύλων της 

πατάτας (Potato spindle tuber viroid, PSTVd) της οικογένεια Pospiviroidae, μολύνει φυτά της 

οικογένειας Solanaceae στην οποία ανήκει το είδος N.benthamiana.  

Προκειμένου να μελετηθεί αν η υπερέκφραση ή καταστολή του ERIL1 έχει κάποια επίδραση 

στη συσσώρευση των vd-siRNA, φύλλα φυτών N.benthamiana μολυσμένα με το ιοειδές 

PSTVd χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση σειράς αγροεμποτισμών. Πιο 

συγκεκριμένα, 20 μέρες μετά την μόλυνση με το ιοειδές πραγματοποιήθηκε σε φύλλα 

τριών μολυσμένων φυτών υπερέκφραση με αγροεμποτισμό της ΑtERIL1. Ως αρνητικός και 

θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε πλασμίδιο για υπερέκφραση της GFP και τoυ 

καταστολέα της RNA σίγησης P19, αντίστοιχα. Πέντε μέρες μετά τον αγροεμποτισμό 

συλλέχθηκαν οι ιστοί και το ολικό RNA που απομονώθηκε από αυτούς χρησιμοποιήθηκε 

για ανάλυση τύπου northern και υβριδισμό με τους κατάλληλους ανιχνευτές.  
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Εικόνα 3.12. Επίδραση της υπερέκφρασης ή καταστολής των ERIL1 μεταγράφων στο μονοπάτι της 
μετα-μεταγραφικής σίγησης. Α. Απεικόνιση του τρόπου που πραγματοποιήθηκε ο αγροεμποτισμός 
με τα διαφορετικά αγροβακτήρια σε φύλλα φυτών 16C. Β. Αποτελέσματα ποσοτικής PCR στα οποία 
παρουσιάζεται η μείωση των επιπέδων των NbERIL1 μεταγράφων στις περιοχές όπου εμποτίστηκε 
πλασμίδιο που περιείχε κατασκευή για την καταστολή της έκφρασης των NbERIL1 (ΝbERIL1

hp
). Γ. 

Αποτελέσματα ανάλυση τύπου northern με χρήση διαφορετικών ραδιενεργά επισημασμένων 
ανιχνευτών. Πρώτα δύο πλαίσια: 30 μg ολικού RNA αναλύθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή 
ακρυλαμίδης (15%) και μετά την μεταφορά τους σε νάιλον μεμβράνη επωάστηκαν με ανιχνευτή για 
την ανίχνευση των siRNA που προέρχονται από το GFP (GFP siRNAs). Για την διαπίστωση 
ισοφόρτωσης των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το πυρηνικό μικρό RNA U6. Επόμενα τέσσερα 
πλαίσια: πέντε μg από ολικό RNA αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%) και μετά την 
μεταφορά σε νάιλον μεμβράνη επωάστηκαν με ραδιενεργούς ανιχενυτές για την διαπίστωση των 
επιπέδων των GFP μεταγράφων (GFP), της υπρέκφρασης του AtERIL1 και του P19. Η ισοφόρτωση και 
ακεραιότητα των RNA δειγμάτων υποδεικνύεται από την εικόνα του βρωμιούχου αιθιδίου (Et-Br). Δ. 
Φυτά N.benthamiana αγρίου τύπου (WT), ERIL39.2

i
 και ERIL8

ox
 αγροεμποτίστηκαν με αγροβακτήριο 

για την έκφραση του GFP ως ανάστροφη επανάληψη (GFP
hp

). Η ανάλυση τύπου northern 
πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφηκε παραπάνω.  
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Στην Εικόνα 3.13 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των υβριδισμών καθώς και η αναλογία 

των τίτλων του ιοειδούς προς τα επίπεδα των vd-siRNA σε κάθε μεταχείριση. Τα επίπεδα 

του τίτλου του ιοειδούς διαφέρουν σε κάθε μολυσμένο φυτό φαινόμενο που συχνά 

απαντάται σε παρόμοιες μολύνσεις και πιθανόν να οφείλεται στα καλύτερη μόλυνση 

κάποιων φυτών από το ιοειδές λόγω μικρών διαφορών στο αναπτυξιακό στάδιο των φυτών. 

Επιπλέον, διαφορές στα επίπεδα του ιοειδούς απαντώνται και μεταξύ των περιοχών του 

ίδιου φύλλου κάτι που πιθανόν να οφείλεται σε διαφορά του σταδίου μόλυνσης 

προχωρώντας από τη βάση του φύλλου προς το άκρο του. Προκειμένου αυτές οι διαφορές 

να εξομαλυνθούν μεταξύ τους ώστε να μελετηθεί η επίδραση της υπερέκφρασης των 

συγκεκριμένων πρωτεϊνών ως προς τα vd-siRNA έγινε εξομάλυνση των λόγων αρχικά ως 

προς τα γονίδια αναφοράς (U6 για τα vd-siRNA και 18S για τον τίτλο του ιοειδούς) και στη 

συνέχεια μεταξύ τους (τίτλος ιοειδούς/ vd-siRNA) (Γράφημα Εικόνα 3.13Α). Από την 

ανάλυση των αποτελεσμάτων φαίνεται ότι η πρωτεΐνη P19 αυξάνει την συσσώρευση των 

vd-siRNA ενώ τόσο η υπερέκφραση της ERIL1 όσο και της GFP δεν παρουσιάζουν 

στατιστικώς σημαντικές διαφορές.  

 

3.5.3. Επίδραση της ERIL1 στα επίπεδα των miRNA 

Τέλος, ελέγχθηκε αν η υπερέκφραση ή καταστολή της ERIL έχει κάποια επίδραση στο 

μονοπάτι των miRNA. Για το σκοπό αυτό φύλλα από φυτά του ίδιου αναπτυξιακού σταδίου 

φυτών αγρίου τύπου, ERIL39.2i και ERIL7ox χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση ολικού 

RNA το οποίο χρησιμοποιήθηκε για βόρεια αποτύπωση και υβριδισμό για την ανίχνευση 

των miRNA -167, -159 και -156. Κατά παρόμοιο τρόπο μελετήθηκαν τα επίπεδα των miR167 

και miR159 σε φυτά Αραβίδοψης αγρίου τύπου και των σειρών eril1-2 και ERIL2ox. Από τη 

μελέτη των αποτελεσμάτων (Εικόνα 3.13Β) φαίνεται ότι και στα δύο φυτικά είδη, οι σειρές 

με μειωμένα επίπεδα του ERIL1 παρουσιάζουν παρόμοια επίπεδα miRNA με εκείνα των 

φυτών αγρίου τύπου. Αντιθέτως, οι σειρές που υπερεκφράζουν το γονίδιο ERIL1 έχουν 

αυξημένα επίπεδα (διπλάσια) miRNA σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου.  

 

Από όλα τα παραπάνω πειράματα που διεξήχθησαν προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος της 

ERIL1 στην RNA σίγηση συμπεραίνεται ότι δεν φαίνεται να παρουσιάζει κάποια επίδραση 

στη συσσώρευση siRNA είτε αυτά παράγονται από ανάστροφες επαναλήψεις είτε από 

αλληλουχίες του ιοειδούς. Όσον αφορά το μονοπάτι βιογένεσης miRNA, και για τα 

συγκεκριμένα miRNA, τα φυτά που υπερεκφράζουν το γονίδιο συσσωρεύουν διπλάσια 

επίπεδα των συγκεκριμένων miRNA.  
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Εικόνα 3.13. Επίδραση της ERIL1 στα επίπεδα των siRNA προερχόμενων από το ιοειδές (Α) και των 
miRNA (B). A. Η υπερέκφραση τoυ AtERIL σε φυτά μολυσμένα με το ιοειδές PSTVd δεν παρουσιάζει 
κάποια επίδραση στα επίπεδα των vd-siRNA ενώ η υπερέκφραση του καταστολέα της RNA σίγησης 
οδηγεί στη συσσώρευσή τους. Πρώτα δύο πλαίσια: 25 μg ολικού RNA αναλύθηκε σε αποδιατακτική 
πηκτή ακρυλαμίδης (15%) και αφού μεταφέρθηκε σε νάιλον μεμβράνη επωάστηκαν με ανιχνευτή για 
την ανίχνευση των siRNA που προέρχονται από το PSTVd (vd- siRNAs). Για την διαπίστωση 
ισοφόρτωσης των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το πυρηνικό μικρό RNA U6. Επόμενα δύο πλαίσια: 
τρία μg από ολικό RNA από τις διάφορες μεταχειρίσεις αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή 
αγαρόζης (1,4%) και μετά την μεταφορά σε νάιλον μεμβράνη και επωάστηκε με ραδιενεργούς 
ανιχνευτές για την διαπίστωση των τίτλων του ιοειδούς (PSTVd). Για την ισοφόρτωση των RNA 
δειγμάτων η ίδια μεμβράνη μετά την απομάκρυνση του ανιχνευτή, επωάστηκε με μέρος του 18S 
rRNA. Επόμενα δύο πλαίσια: πέντε μg από ολικό RNA αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης 
(1,2%) και μετά την μεταφορά σε νάιλον μεμβράνη επωάστηκαν με ραδιενεργούς ανιχνευτές για την 
διαπίστωση των επιπέδων των AtERIL1 και P19 μεταγράφων. Γράφημα: Για την ποσοτικοποίηση των 
λόγων PSTVD/vd-siRNA κάθε μεταχείρισης χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Image J. Σε κάθε 
περίπτωση τα δείγματα αρχικά κανονικοποιήθηκαν με τα αντίστοιχα γονίδια αναφοράς (vd-siRNAs 
με U6 και PSTVd με 18S rRNA). Β. Επίπεδα miRNA σε διαγονιδιακές σειρές Αραβίδοψης και 
N.benthamiana που υπερεκφράζουν ή καταστέλλουν τα επίπεδα των ERIL1. 25 μg ολικού RNA 
αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης (15%) και ακολουθήθηκε η διαδικασία που 
περιγράφηκε παραπάνω.  
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3.6. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ERIL1 ΣΤΑ ΧΛΩΡΟΠΛΑΣΤΙΔΙΑΚΑ ΜΕΤΑΓΡΑΦΑ 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, οι ERI-1 πρωτεΐνες στους οργανισμούς που μέχρι 

στιγμής μελετήθηκαν, από το ποντίκι έως το νηματώδη σκώληκα και τον S.pombe 

διαδραματίζουν ρόλο στην ωρίμανση του 5.8S rRNA (Iida et al., 2006; Ansel et al., 2008; 

Gabel and Ruvkun, 2008). Επιπλέον, ένα άλλο μέλος της οικογένειας των DEDDh 

ριβονουκλεασών, η RNase T του E.coli, συμμετέχει μεταξύ άλλων και στην ωρίμανση του 23 

και 5S rRNA του βακτηρίου (Li and Deutscher, 1995; Li et al., 1999). Πειράματα που 

διεξήχθησαν στο εργαστήριο στα φυτά που υπερεκφράζουν την ERIL1 έδειξαν ότι στις 

λευκές περιοχές των φύλλων αυτών τα 4.5S και 5S rRNA του χλωροπλάστη σχεδόν 

απουσιάζουν (Helm, 2011). Στο χλωροπλάστη, τα 16S, 23S, 4.5S and 5S rRNAs 

μεταγράφονται ως ένα πρόδρομο μόριο από το οποίο με την δράση ριβονουκλεασών 

προκύπτουν τα ώριμα μετάγραφα.  

3.6.1. Επίδραση στα rRNA του χλωροπλάστη 

Με σκοπό την πιο διεξοδική μελέτη της επίδρασης της ERIL1 στα ριβοσωμικά του 

χλωροπλάστη τόσο στις σειρές καταστολής όσο και στις σειρές υπερέκφρασης των δύο 

φυτών μοντέλων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκαν μια 

σειρά υβριδισμών. Συγκεκριμένα, ολικό RNA εκχυλίστηκε από νεοεκπτυσσόμενα φύλλα 

νεαρών φυτών N. benthamiana αγρίου τύπου και των σειρών καταστολής (ERILi) καθώς και 

από χλωρωτικά φύλλα της σειράς ERIL7ox η οποία παρουσιάζει τα μεγαλύτερα επίπεδα 

έκφρασης του διαγονιδίου. Οι υβριδισμοί πραγματοποιήθηκαν με ανιχνευτές για καθένα 

από τα τέσσερα χλωροπλαστιδιακά rRNA (Εικόνα 3.14).  

Η σειρά ERIL7ox παρουσίασε σημαντικές διαφορές στα πρότυπα όλων των rRNA όπως 

φάνηκε από τους υβριδισμούς αλλά και από τη χρώση βρωμιούχου αιθιδίου (Εικόνα 3.14Β 

& Δ). Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε συσσώρευση του δικιστρονικού πρόδρομου μορίου 

23S-4.5S rRNA (3,2 kb) καθώς και του πρόδρομου 16S rRNA (16S και περιοχή μεταξύ 

γονιδίων) ενώ τα ώριμα μετάγραφα των 4.5S και 5S rRNA σχεδόν απουσίαζαν. Διαταραχές 

στην ωρίμανση των ριβοσωμικών παρατηρήθηκαν και στις άλλες δύο σειρές με υψηλά 

επίπεδα υπερέκφρασης του AtERIL1 (Εικόνα 3.14Δ). 

Στις σειρές ERILi παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των ώριμων 4.5S και 5S rRNA καθώς και 

ανώμαλο πρότυπο των 23S και 16S rRNA σε σύγκριση με φυτά αγρίου τύπου (Εικόνα 

3.14Β). Πιο συγκεκριμένα, ο υβριδισμός με τον 23S rRNA ανιχνευτή φανέρωσε τη 

συσσώρευση ενός μεγάλου πρόδρομου μορίου που αντιστοιχεί στο 23S-4.5S rRNA 
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πρόδρομο μόριο (3,2 kb) στη σειρά με τη μεγαλύτερη καταστολή (ERIL39.2i). Σε αυτή τη 

σειρά το ίδιο πρόδρομο μόριο παρουσιάστηκε όταν στους υβριδισμούς χρησιμοποιήθηκε 

ως ανιχνευτής για το 4.5S rRNA ενώ αντιθέτως παρατηρήθηκε μειωμένη συσσώρευση του 

ώριμου 4.5S όχι μόνο στη σειρά ERIL39.2i αλλά και στις άλλες δύο σειρές καταστολής 

(Εικόνα 3.14Β). Το πρότυπο του 16S rRNA παρουσίασε λιγότερο ανώμαλο πρότυπο. Στη 

σειρά ERIL39.2i παρατηρήθηκε συσσώρευση ενός ενδιάμεσου πρόδρομου του 16S rRNA 

(16S και περιοχή μεταξύ γονιδίων). Τέλος, εκτός από μειωμένη συσσώρευση του ώριμου 

4.5S rRNA παρατηρήθηκε και μείωση του ώριμου 5S rRNA και μάλιστα και στις δύο 

περιπτώσεις η μείωση των επιπέδων τους ήταν ανάλογη με τα υπολειπόμενα επίπεδα 

έκφρασης του NbERIL1.  

Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στα ERIL1 μεταλλάγματα φυτών Αραβίδοψης 

(Εικόνα 3.14Γ). Συγκεκριμένα, το δικιστρονικό μετάγραφο 23S-4.5S (3.2 kb) παρουσίασε 

συσσώρευση κυρίως στη σειρά ERIL2ox ακολουθούμενο από τη σειρά με τα χαμηλότερα 

επίπεδα ERIL1 (eril1-2). Επιπροσθέτως, και σε συμφωνία με τα αποτελέσματα των 

αντίστοιχων αποτελεσμάτων που παρατηρήθηκαν στις διαγονιδιακές σειρές 

N.benthamiana τα επίπεδα των ώριμων 5S και 4.5S rRNAs ήταν μειωμένα σε σχέση με φυτά 

αγρίου τύπου.  

Δεδομένου των παραπάνω αλλαγών που παρατηρήθηκαν στα πρότυπα των 

χλωροπλαστιδιακών ριβοσωμικών μεταγράφων στις ERIL1 διαγονιδιακές σειρές και έχοντας 

υπ' όψιν μας μελέτες των ERI-1 ομολόγων που έδειξαν ότι η απουσία της πρωτεΐνης οδηγεί 

στη συσσώρευση πρόδρομων μορίων του 5.8S rRNA με προεξέχοντα 2-8 νουκλεοτίδια στο 

3’ άκρο (Iida et al., 2006; Ansel et al., 2008; Gabel and Ruvkun, 2008) θεωρήθηκε σκόπιμη η 

αλληλούχηση των 3’ άκρων των 16S, 23S, 4.5S και 5S rRNA. Για το σκοπό αυτό 

πραγματοποιήθηκε 3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) RT-PCR για όλα τα 

παραπάνω μετάγραφα σε φυτά N.benthamiana αγρίου τύπου και της σειράς καταστολής 

ERIL39.2i. Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων της αλληλούχησης (Παράρτημα ΙΙI) δεν 

εντοπίστηκαν διαφορές ως προς τα 3’άκρα των παραπάνω μεταγράφων.  

Όμως, παρά την ομοιομορφία των 3’ άκρων, κατά την διεξαγωγή της 3’ RACE RT-PCR στη 

σειρά ERIL39.2i παρατηρήθηκε για το 4.5S rRNA μετάγραφο η παρουσία μιας ζώνης 

μεγαλύτερης από το ώριμο μετάγραφο η οποία δεν ανιχνεύτηκε σε φυτά αγρίου τύπου 

(Εικόνα 3.14Ε). Προκειμένου να αποκλειστεί το ενδεχόμενο αυτή η ζώνη να ανιχνεύεται στη 

σειρά ERIL39.2i λόγω ποσοτικών διαφορών στο υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε για την 

διεξαγωγή της PCR, πραγματοποιήθηκε ημιποσοτική PCR χρησιμοποιώντας την ουβικουτίνη 
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(εκκινητές # 89-90) ως γονίδιο αναφοράς (Εικόνα 3.14Ε). Το μετάγραφο εντοπίστηκε μόνο 

στη σειρά ERIL39.2i και όχι στο φυτό αγρίου τύπου. Από την αλληλούχηση αυτών των 

μεταγράφων (Παράρτημα III) βρέθηκε ότι η ζώνη αυτή αντιστοιχεί σε πρόδρομο μόριο του 

4.5S rRNA το οποίο εκτείνεται 174 nt από το ώριμο μετάγραφο και περιέχει ένα μη κωδικό 

RNA (Nicotiana tabacum chloroplastic small RNA-3, ntc-3) το οποίο σε προηγούμενες 

μελέτες έχει βρέθηκε ότι συσσωρεύεται σε χλωροπλάστες καπνού (Lung et al., 2006). 

Επιπλέον των παραπάνω, και προκειμένου να μελετηθεί αν το παρεκκλίνων πρότυπο του 

πρόδρομου 23S-4.5S rRNA μορίου μεταβάλει το πρότυπο των ριβοσωμάτων ολικά 

εκχυλίσματα φύλλων από φυτά WT and ERIL39.2i φυγοκεντρήθηκαν μέσα από στήλη 

βαθμιδωτής συγκέντρωσης σακχαρόζης (15-55%). Συλλέχθηκαν 12 κλάσματα από τα οποία 

απομονώθηκε ολικό RNA και το οποίο χρησιμοποιήθηκε για υβριδισμό με ραδιενεργό 

ανιχνευτή για τον εντοπισμό του 4.5S rRNA. 

Από τα αποτελέσματα του υβριδισμού (Εικόνα 3.15) παρατηρούμε ότι στα δείγματα του 

φυτού ERIL39.2i την παρουσία μιας επιπλέον ζώνης (αστερίσκος) σε όλα τα κλάσματα 

καθώς επίσης και την μείωση της αναλογίας ώριμου/ πρόδρομο μόριο 4.5S rRNA στα 

κλάσματα #4-12.  

 

Συνολικά όλα τα παραπάνω πειράματα υποδεικνύουν τη συμμετοχή της ERIL1 στην 

κατεργασία των ριβοσωμικών μεταγράφων του χλωροπλάστη παρουσιάζοντας πιο έντονη 

επίδραση στη συσσώρευση των ώριμων 5S και 4.5S rRNA καθώς και στην ωρίμανση του 

δικοστρονικού 23S-4.5S πρόδρομου μορίου. Επιπλέον, οι αλλαγές που εντοπίστηκαν 

φαίνεται να οδηγούν σε αλλαγές στη στοιχειομετρία των πολυσωμάτων στους 

χλωροπλάστες του ERIL39.2i, επηρεάζοντας πιθανόν τη μεταφραστική ικανότητα των 

πολυσωμάτων και κατά συνέπεια την παραγωγή πρωτεϊνών που εκφράζονται στο 

οργανίδιο.  
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Εικόνα 3.14. Επίδραση της ERIL1 στα ριβοσωμικά μετάγραφα του χλωροπλάστη. Α. Σχηματική 
απεικόνιση του αρχικού πολυκιστρονικού μεταγράφου του χλωροπλαστιδιακού γονιδίου rrn όπου 
παρουσιάζεται η θέση των ανιχνευτών που χρησιμοποιήθηκαν κατά τους υβριδισμούς καθώς και τα 
ενδιάμεσα μετάγραφα που παράγονται κατά την κατεργασία του αρχικού προδρόμου μορίου. Β. 
Υβριδοποιήσεις των διαγονιδιακών σειρών Ν.benthamiana που καταστέλλουν (ERIL2.1i, ERIL7.2i και 
ERIL39.2i) και υπερεκφράζουν (ERIL7

ox
) το γονίδιο ERIL1 με ανιχνευτές για κάθε γονίδιο. Γ. 

Υβριδοποιήσεις των διαγονιδιακών σειρών Α.thaliana με μετάλλαξη (eril1-1 και eril1-2) και 
υπερέκφραση (ERIL2ox) για το γονίδιο ERIL1, με ανιχνευτές για κάθε γονίδιο και Δ. Υβριδοποιήσεις 
των διαγονιδιακών σειρών Ν.benthamiana που υπερεκφράζουν (ERIL7

ox
, ERIL8

ox
 και ERIL10

ox
) το 

γονίδιο ERIL1 με ανιχνευρές για κάθε γονίδιο. Σε όλες τις περιπτώσεις 1 μg ολικού RNA αναλύθηκε 
σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%) και αφού μεταφέρθηκε σε νάιλον μεμβράνη 
χρησιμοποιήθηκε για τους υβριδισμούς. Ε. Σε cDNA από φυτά αγρίου τύπου και της σειράς ERIL39.2i 
χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή 3’-RACE PCR με εμπρόσθιο εκκινητή συγκεκριμένο για το 4.5S 
rRNA. Τα βέλη υποδεικνύουν την συσσώρευση της επιπλέον ζώνης στη σειρά ERIL39.2i. Ημι-
ποσοτική PCR πραγματοποιήθηκε με τη χρήση εκκινητών συγκεκριμένων για τον NbUBI ώστε να 
μελετηθεί η ισοφόρτωση των δειγμάτων (κάτω πλαίσιο). Ntc-3: Nicotiana tabacum chloroplastic 
small RNA-3. 
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Εικόνα 3.15. Ανάλυση πολυσωμάτων από ολικά εκχυλίσματα φυτών N.benthamiana και ERIL39.2
i
. 

Α. Σχηματική απεικόνιση μιας τυπικής στήλης σακχαρόζης διαβαθμιζούμενης συγκέντρωσης. Το 
ολικό φυτικό εκχύλισμα τοποθετείται στην κορυφή μιας τέτοιας στήλης, και μετά την 
υπερφυγοκέντρηση της στήλης παραλαμβάνονται 12 κλάσματα από την κορυφή μέχρι τον πυθμένα 
της στήλης. Β. Ολικό RNA από τα παραπάνω κλάσματα καθώς και από το αρχικό ολικό φυτικό 
εκχύλισμα των δύο φυτών αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%) και μετά τη 
μεταφορά σε νάιλον μεμβράνη υβριδοποιήθηκε με ραδιενεργό ανιχνευτή για τον εντοπισμό του 4.5S 
rRNA.  

 

 

3.6.2. Επίδραση της παροδικής υπερέκφρασης της ERIL1 στα 4.5S και 23S rRNA του 

χλωροπλάστη 

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της υπερέκφρασης της ERIL1 σε ήδη 

διαμορφωμένους χλωροπλάστες πραγματοποιήθηκε αγροεμποτισμός σε φύλλα φυτών 

N.benthamiana αγρίου τύπου με αγροβακτήρια που περιείχαν πλασμίδια για την 

υπερέκφραση των AtERIL1 και GFP μεταγράφων, με το τελευταίο να χρησιμοποιείται ως 

αρνητικός μάρτυρας. Για να αποκλειστούν διαφορές που μπορεί να οφείλονται στο 

αναπτυξιακό στάδιο του φύλλου, το μισό φύλλο αγροεμποτίστηκε με το AtERIL1 και το 

άλλο μισό με το GFP. Επτά μέρες μετά τον αγροεμποτισμό συλλέχθηκαν οι ιστοί και 

πραγματοποιήθηκε σειρά υβριδισμών με ανιχνευτές για το 23S και 4.5S rRNA (Εικόνα 3.16). 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

103 
 

Επιπλέον, και προκειμένου να εξακριβωθεί η έκφραση του διαγονιδίου πραγματοποιήθηκε 

ανάλυση τύπου western σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα χλωροπλαστών από τους παραπάνω 

ιστούς με τη χρήση του a-ERIL1 ορού (Εικόνα 3.16Γ). Από τα αποτελέσματα των υβριδισμών 

δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στο πρότυπο του 23S rRNA μεταξύ των μεταχειρίσεων. 

Αντιθέτως, παρατηρήθηκε μείωση συσσώρευσης του 4.5S rRNA κατά την υπερέκφραση της 

ERIL1. Τα παραπάνω πειράματα υποδεικνύουν ότι η ERIL1 συμμετέχει και στην 

αποικοδόμηση του ώριμου 4.5SrRNA μεταγράφου και ότι η δράση της στην ωρίμανση του 

πρόδρομου 23S-4.5S rRNA πιθανόν να απαιτεί συμπαράγοντες που εκφράζονται σε πρώιμα 

στάδια της διαφοροποίησης των πλαστιδίων σε χλωροπλάστες.  

 

Εικόνα 3.16. Επίδραση της παροδικής έκφρασης της ERIL1 στην αποικοδόμηση του 4.5S rRNA. 
Μισό φύλλο αγροεμποτίστηκε με πλασμιδιακή κατασκευή για την υπερέκφραση της GFP και το 
υπόλοιπο μισό με πλασμιδιακή κατασκευή για την υπερέκφραση της ΑtERIL1 (Α). 1 μg από τους 
ιστούς αυτούς αναλύθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%), μεταφέρθηκε σε νάιλον 
μεμβράνη και υβριδίστηκε με ανιχνευτές για το 23S και 4.5S rRNA (B). Για την επιβεβαίωση της 
έκφρασης της AtERIL1, πρωτεΐνες από χλωροπλάστες που απομονώθηκαν από τα φύλλα που 
αγροεμποτίστηκαν, αναλύθηκαν σε SDS-PAGE (12%), μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
και επωάστηκαν με το a-ERIL1 αντίσωμα (Γ).    

 

 

3.6.3. Επίδραση σε άλλα χλωροπλαστιδιακά μετάγραφα 

Επίσης, μελετήθηκε η επίδραση της ERIL1 στην κατεργασία άλλων χλωροπλαστιδιακών 

μεταγράφων σε φυτά N.benthamiana που υπερεκφράζουν ή καταστέλουν το γονίδιο ERIL. 

Για το σκοπό αυτό πραγματοποίηθηκαν υβριδισμοί για δύο άλλες χλωροπλαστιδιακές 

ομάδες γονιδίων τις psbB και το psaB οι οποίες, μεταξύ άλλων ομάδων γονιδίων, έχει 

δειχθεί ότι επηρεάζονται από τις 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες που δρουν στο χλωροπλάστη, 
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την RNR1 και την PNPase (Germain et al., 2011; Germain et al., 2012). Από τα αποτελέσματα 

των υβριδισμών διαπιστώθηκε μια δραματική μείωση των επιπέδων όλων των μεταγράφων 

στα φυτά που υπερεκφράζουν την ERIL1 (ERIL7ox) ενώ στα φυτά που καταστέλλουν την 

ERIL1, παρατηρήθηκαν μικρές διαφορές στην κατεργασία των πρόδρομων μορίων με τη 

σειρά ERIL39.2i να παρουσιάζει ήπια μείωση στη συσσώρευσή τους χωρίς όμως να 

επηρεάζεται το πρότυπό τους (Εικόνα 3.17).  

 

 

 

Εικόνα 3.17. Επίδραση της ERIL1 στα μετάγραφα των ομάδων γονιδίων psbB (A & B) και psaB (Γ & 
Δ) του χλωροπλάστη. Α & Γ. Σχηματική απεικόνιση του αρχικού πολυκιστρονικού μεταγράφου του 
χλωροπλαστιδιακού γονιδίου psbB και psaB, αντίστοιχα, όπου παρουσιάζεται η θέση των ανιχνευτών 
που χρησιμοποιήθηκαν κατά τους υβριδισμούς καθώς και τα ενδιάμεσα μετάγραφα που παράγονται 
κατά την κατεργασία του αρχικού προδρόμου μορίου. Β & Δ.. Υβριδοποιήσεις των διαγονιδιακών 
σειρών Ν.benthamiana που καταστέλλουν (ERIL2.1i, ERIL7.2i και ERIL39.2i) και υπερεκφράζουν 
(ERIL7

ox
) το γονίδιο ERIL1 με ανιχνευτές για κάθε γονίδιο. Σε όλες τις περιπτώσεις 1 μg από ολικό 

RNA αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%) και αφού μεταφέρθηκε σε νάιλον 
μεμβράνη χρησιμοποιήθηκε για τους υβριδισμούς. 
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3.6.4. Ανοσοκατακρήμνιση της ERIL1 με πιθανά υποστρώματα 

Προκειμένου να βρεθούν τα πιθανά υποστρώματα της ERIL1 πραγματοποιήθηκε 

ανοσοκατακρήμνιση της ERIL1 από χλωροπλαστιδιακά εκχυλίσματα φυτών N.benthamiana 

που υπερεκφράζουν το AtERIL (σειρά ERIL8ox) με τη χρήση του a-ERIL1 αντισώματος (Εικόνα 

3.18Α-Γ). Τα υποστρώματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν για τον υβριδισμό τους με 

μικροσυστοιχίες οι οποίες περιείχαν αλληλοεπικαλυπτόμενα μέρη όλου του 

χλωροπλαστιδιακού γονιδιώματος ενώ για τη διαπίστωση της επιτυχούς 

ανοσοκατακρήμνισης της πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε ανάλυση τύπου western. Ως 

αρνητικός μάρτυρας σε αυτά τα πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρησιμοποιήθηκε ορός 

για μια άλλη χλωροπλαστιδιακή πρωτεΐνη, την PPR50. Όπως φαίνεται στο διάγραμμα της 

Εικόνα 3.18Γ μαζί με την ERIL1 συγκατακρημνίζονται συγκεκριμένα χλωροπλαστιδιακά 

νουκλεϊκά οξέα σε πολύ υψηλότερο βαθμό σε σχέση με την πρωτεΐνη PPR50 που 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. Πιο αναλυτικά, νουκλεϊκά οξέα που αντιστοιχούν με 

ριβοσωμικά γονίδια αποτελούν πιθανούς συμπαράγοντες της ERIL1 επιβεβαιώνοντας τα 

αποτελέσματα των υβριδισμών που παρουσιάστηκαν στις παραπάνω παραγράφους. 

Επίσης, φαίνεται ότι πιθανοί στόχοι της ERIL1 αποτελούν και συγκεκριμένα tRNA του 

χλωροπλάστη (tRNA –Y, -D, -E, -V, -I, -H). 

Τα παραπάνω πειράματα, όμως, αποτελούν μόνο ενδείξεις της αλληλεπίδρασης της ERIL1 

με τα παραπάνω γονίδια αφού αποτελέσματα από τέτοιου είδους πειράματα πρέπει να 

επιβεβαιωθούν και με μία τουλάχιστον διαφορετική μέθοδο. Έτσι, στο μέλλον θεωρείται 

σκόπιμη η επανάληψη πειραμάτων ανοσοκατακρήμνισης και η μελέτη των συμπαραγόντων 

με ανάλυση τύπου northern με τη χρήση ανιχνευτών συγκεκριμένων για τα παραπάνω 

μετάγραφα-στόχους.  

Κατά παρόμοιο τρόπο πραγματοποιήθηκε μια πρώτη προσπάθεια εύρεσης πρωτεϊνών που 

πιθανόν να αλληλεπιδρούν με την ERIL1 (Εικόνα 3.18 Δ-Ε και Παράρτημα IV). Συγκεκριμένα, 

πραγματοποιήθηκε ανοσοκατακρήμνιση της ERIL1 από χλωροπλαστιδιακά εκχυλίσματα 

φυτών N.benthamiana αγρίου τύπου και οι πρωτεΐνες από το έκλουσμα αναλύθηκαν σε 

πηκτή SDS-PAGE (12%) και βάφηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου. Δύο ζώνες από το δείγμα 

και το μάρτυρα αναλύθηκαν στο Εργαστήριο Πρωτεϊνικής Ανάλυσης του Ινστιτούτου 

Βιοτεχνολογίας και Μοριακής Βιολογίας. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παρουσιάζονται 

στο Παραρτημα ΙV. Δυστυχώς, πολλές πρωτεΐνες που παρουσιάζονται εμπλουτισμένες στο 

δείγμα ERIL1 δεν είναι χαρακτηρισμένες και στο μέλλον προτείνεται η επανάληψη του 

παραπάνω πειράματος σε φυτά Αραβίδοψης ώστε να διευκολυνθεί η μετέπειτα ανάλυση 
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των αποτελεσμάτων μιας και η αλληλούχηση του γονιδιώματος αυτού του φυτού είναι 

πλήρης και πολλές πρωτεΐνες χαρακτηρισμένες, σε αντίθεση με το φυτό N.benthamiana.  

 

 

 

Εικόνα 3.18. Αποτελέσματα ανασοκατακρήμνισης. Α. Σχηματική απεικόνιση του τρόπου με τον 
οποίο πραγματοποιήθηκαν τα πειράματα ανασοκατακρήμνισης. Ολικά εκχυλίσματα χλωροπλαστών 
επωάστηκαν με το αντίσωμα a-ERIL1 και μετά την πραγματοποίηση των κατάλληλων πλύσεων το 
έκλουσμα χρησιμοποιήθηκε για περαιτέρω μελέτες. Β. Δυτική αποτύπωση όπου παρουσιάζεται η 
επιτυχής ανοσοκατακρήμνιση της ERIL1 από χλωροπλάστες φυτών ERIL8

ox
. Γ. Τα νουκλεϊκά οξέα από 

την ανοσοκατακρήμνισης χρησιμοποιήθηκαν για τον υβριδισμό τους με μικροσυστοιχία 
χλωροπλαστιδιακών γονιδίων. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στο διάγραμμα. Δ. Ανάλυση τύπου 
western όπου παρουσιάζεται η επιτυχής ανοσοκατακρήμνιση της ERIL1 από χλωροπλάστες φυτών 
N.benthamiana αγρίου τύπου. Ε. Οι πρωτεΐνες από την ανοσοκατακρήμνιση αναλύθηκαν σε SDS-
PAGE (12%) και μετά από χρώση νιτρικού αργύρου κόπηκαν συγκεκριμένες ζώνες (πλαίσια) οι οποίες 
χρησιμοποιήθηκαν για φασματοφωτομετρία μαζών.  
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3.6.5. Παρουσία της ERIL1 στις ριβοσωμικές υπομονάδες 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή οι ERI-1 ομόλογες του νηματώδη σκώληκα και του 

ποντικιού φαίνεται να είναι προσδεδεμένες στις ώριμες ριβοσωμικές υπομονάδες, στα 80S 

μονοσώματα και σε μικρότερο βαθμό στα πολυσώματα (Ansel et al., 2008). Προκειμένου να 

μελετηθεί αν η ERIL1 παρουσιάζει παρόμοιο εντοπισμό, ολικά εκχυλίσματα φύλλων από 

ERIL8οx φυγοκεντρήθηκαν μέσα από στήλη διαβαθμιζόμενης συγκέντρωσης σακχαρόζης 

(15-55%) ενώ μέρος από αυτά τα εκχυλίσματα επωάστηκε με EDTA και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκε σε αντίστοιχη στήλη σακχαρόζης. Η προσθήκη του EDTA στα δείγματα είχε 

ως σκοπό την αποσύνδεση των συμπλόκων λειτουργώντας έτσι ως μάρτυρας για την σωστή 

διεξαγωγή της διαδικασίας. Από τις παραπάνω στήλες συλλέχθηκαν 13 κλάσματα από τα 

οποία απομονώθηκε το RNA, ενώ οι πρωτεΐνες από κάθε κλάσμα χρησιμοποιήθηκαν για 

ανάλυση τύπου western. Από τα αποτελέσματα της παραπάνω διαδικασίας (Εικόνα 3.19) 

παρατηρείται ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται στα κλάσματα #2-4 που αντιστοιχούν σε ώριμες 

ριβοσωμικές μονάδες. Η προσθήκη του EDTA είχε, όπως αναμένονταν, ως αποτέλεσμα την 

αποδέσμευση των συμπλόκων και κατά συνέπεια τον εντοπισμό της ERIL1 στο κλάσμα #1. Η 

όλη διαδικασία, όμως, δεν έχει επαναληφθεί ώστε να επιβεβαιωθεί ο εντοπισμός της ERIL1 

σε αυτά τα κλάσματα ενώ δεν πραγματοποιήθηκε επώαση των μεμβρανών με αντίσωμα 

μιας πρωτεΐνης που δεν προσδένεται σε πολυσώματα (π.χ. Rubisco) και μιας που αποτελεί 

μέρος των ριβοσωμάτων (π.χ.CSP41a) που θα χρησίμευαν ως αρνητικός και θετικός 

μάρτυρας, αντίστοιχα.  

 

Εικόνα 3.19. Ανάλυση πολυσωμάτων από ολικά εκχυλίσματα φυτών N.benthamiana και ERIL8
ox

. 
Ολικό φυτικά εκχύλισμα χωρίς προσθήκη EDTA (-EDTA) ή με την προσθήκη EDTA (+EDTA) 
φυγοκεντρήθηκε σε στήλη διαβαθμιζούμενης συγκέντρωσης σακχαρόζης (15-55%) και 
παρελήφθησαν 13 κλάσματα. Ολικές πρωτεΐνες από τα κλάσματα αυτά αναλύθηκαν σε πηκτή SDS-
PAGE (12%) και αφού μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νικτροκυτταρίνης ακολούθησε επώαση με το 
αντίσωμα a-ERIL1. Από τα κλάσματα αυτά απομονώθηκε RNA και ηλεκτροφορήθηκε σε 
αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (1,2%).  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Οι χλωροπλάστες ως απόγονοι των κυανοβακτηρίων έχουν διατηρήσει κάποια 

χαρακτηριστικά των προκαρυωτών προγόνων τους όπως είναι η μεταγραφή 

πολυκιστονικών πρόδρομων μορίων. Ωστόσο, και σε αντίθεση με ό,τι συμβαίνει στους 

προκαρυωτικούς οργανισμούς, αυτά τα πρόδρομα μόρια, υφίστανται μια σειρά από 

τροποποιήσεις μέχρι τη δημιουργία πλήρως λειτουργικών μεταγράφων. Σε αυτό το 

μονοπάτι κατεργασίας και μεταβολισμού των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων δρουν 

μεταξύ άλλων και οι 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες, οι οποίες εκφράζονται από πυρηνικής 

προέλευσης γονίδια. Ενώ στους προκαρυώτες δρουν τέσσερεις 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες 

(PNPase, RNase R, RNase II and RNase T) (Zuo and Deutscher, 2001), στους χλωροπλάστες 

μέχρι στιγμής έχουν χαρακτηριστεί μόνο δύο ένζυμα με τέτοια δράση, η ριβονουκλεάση R 

(RNR1/II) (Bollenbach et al., 2005; Germain et al., 2012) και η πολυνουκλεοτιδική 

φωσφορυλάση (PNPase) (Yehudai-Resheff et al., 2001; Walter et al., 2002; Germain et al., 

2011; Germain et al., 2012).  

Από την παρούσα και προηγούμενες μελέτες στο ίδιο εργαστήριο (Schumacher, 2009; 

Helm, 2011) φαίνεται ότι στοχεύεται στο χλωροπλάστη και μια άλλη 3’-5’ 

εξωριβονουκλεάση, η ENHANCED RNAi-1-LIKE-1 (ERIL1). Τα δεδομένα που προέρχονται από 

πειράματα σύντηξης της πρωτεΐνης αναφοράς GFP τόσο στην ομόλογη της Αραβίδοψης 

(Schumacher, 2009; Helm, 2011) όσο και σε εκείνη του φυτού N. benthamiana (παρούσα 

μελέτη) υποδεικνύουν τον εντοπισμό της στο χλωροπλάστη. Όμως, τα παραπάνω δεδομένα 

έρχονται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα των Narsai et al. (Narsai et al., 2011) οι οποίοι 

χρησιμοποιώντας παρόμοια μέθοδο για τον εντοπισμό μιας σειράς πυρηνικά 

εκφραζόμενων πρωτεϊνών της Αραβίδοψης μεταξύ των οποίων και η ERIL1, έδειξαν ότι 

εντοπίζεται στα μιτοχόνδρια. Δεδομένου ότι τέτοιου είδους πειράματα μερικές φορές 

οδηγούν σε λανθασμένα αποτελέσματα, στην παρούσα εργασία ο χλωροπλαστιδιακός 

εντοπισμός της υπό μελέτης πρωτεΐνης επιβεβαιώθηκε και με δυτική αποτύπωση από 

εκχύλισμα χλωροπλαστών.  

Επιπλέον των παραπάνω κατά την παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε ότι στο είδος 

Ν.benthamiana του οποίου το γονιδίωμα κωδικοποιεί για δύο ERIL1 γονίδια, το ένα 

παράλογο γονίδιο, NbERIL1-2, με εναλλακτικό μάτισμα παράγει δύο ισομορφές. Η μία από 

τις δύο αν και δεν φέρει ένα εξώνιο από βιοπληροφορική ανάλυση φαίνεται ότι παράγει 
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λειτουργική πρωτεΐνη. Το εναλλακτικό μάτισμα είναι φαινόμενο που παρατηρείται σε 

ποσοστό έως και 61% στην Αραβίδοψη, με το ποσοστό αυτό πιθανόν να αυξάνεται σε 

διαφορετικά στάδια ανάπτυξης και κάτω από διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης (Marquez 

et al., 2012). Αποτέλεσμα της λειτουργίας του μηχανισμού αυτού είναι είτε η αύξηση του 

αριθμού των παραγόμενων πρωτεϊνών στον οργανισμό είτε η παραγωγή μεταγράφων με 

πρώιμα κωδικόνια λήξης τα οποία εκτρέπονται στο μονοπάτι αποικοδόμησης των 

παρεκκλίνοντων μεταγράφων (non sense mediated decay, NMD). Ο ρόλος του 

εναλλακτικού ματίσματος αφορά στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης και στην 

προσαρμογή σε βιοτικές και βιοτικές καταπονήσεις ενώ διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση των κιρκαδικών ρυθμών [για ανασκόπηση βλ. (Syed et al., 2012; Filichkin et al., 

2015)]. Με τα δεδομένα της παρούσας μελέτης δεν μπορεί να αποδοθεί κάποιος ρόλος για 

την εναλλακτική ισομορφή του NbERIL1-2. Μια ανάλυση έκφρασης των δύο ισομορφών 

στους ιστούς του φυτού και σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια καθώς και η μελέτη των 

κιρκαδικών ρυθμών των μεταγράφων ίσως να υποδείκνυε κάποιο λειτουργικό ρόλο. 

Επιπλέον και σε ότι αφορά το ρόλο των δύο ισομορφών, πειράματα για τη μελέτη 

σχηματισμού ετεροδιμερών μεταξύ των πρωτεϊνών που προέρχονται από τις δύο 

ισομορφές του NbERIL1-2, [π.χ. με τη μέθοδο Bimolecular fluorescence complementation 

(BiFC)] ίσως να φανέρωναν κάποια λειτουργικότητα. Τέλος, και σε ότι αφορά τον 

ενδοκυττάριο εντοπισμό των δύο ισομορφών, χρησιμοποιήθηκε ο γονιδιακός τόπος του 

συγκεκριμένου γονιδίου συντηγμένος με την πρωτεΐνη αναφοράς GFP ώστε το εναλλακτικό 

μάτισμα να πραγματοποιηθεί στο φυτό. Από τα πειράματα συνεστιακής μικροσκοπίας στα 

παρατηρήθηκε χλωροπλαστιδιακός εντοπισμός της/ των ισομορφών.  

 

4.1. Επίδραση της ERIL1 στο μηχανισμό της RNA σίγησης 

Τα μέλη της ERI-1 οικογένειας, στην οποία ανήκει και η ERIL-1, έχει δειχθεί ότι δουν ως 

ρυθμιστές στο μονοπάτι της RNA σίγησης. Στο νηματώδη σκώληκα, τα eri-1 μεταλλάγματα 

παρουσίασαν αυξημένη ευαισθησία στο RNAi ενώ δείχθηκε με in vitro πειράματα ότι η 

πρωτεΐνη μπορεί να αποικοδομήσει τα 3’ προεξέχοντα άκρα των siRNA (Kennedy et al., 

2004). Ίδια δράση αναφορικά με την αποικοδόμηση των siRNA παρουσιάστηκε και για το 

ομόλογο της πρωτεΐνης του ανθρώπου την Thex1/3’hExo με in vitro πειράματα (Kennedy et 

al., 2004). Περαιτέρω μελέτες υπέδειξαν ένα πιθανό ρόλο της ERI-1 ως αρνητικό ρυθμιστή 

της RNA σίγησης στο νηματώδη σκώληκα, στον S.pombe και στο ποντίκι (Hong et al., 2005; 

Buhler et al., 2006; Iida et al., 2006) χωρίς μέχρι στιγμής να έχει εξακριβωθεί ο μηχανισμός 
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της in vivo δράση της ως καταστολέας. Επιπλέον, φαίνεται ότι η επίδραση της ERI-1 στα 

διάφορα είδη sRNA διαφέρει μεταξύ των οργανισμών χωρίς την ύπαρξη ενός ενιαίου 

μοντέλου δράσης [για ανασκόπηση βλ. (Thomas et al., 2014)]. 

Προκειμένου να μελετηθεί η δράση του φυτικού ERI-1 ομολόγου στα διάφορα μονοπάτια 

της RNA σίγησης πραγματοποιήθηκαν μια σειρά πειραμάτων. Για να μελετηθεί ο ρόλος της 

στο μονοπάτι της τοπικής και διασυστηματικής σίγησης [για ανασκόπηση βλ. (Voinnet, 

2005; Kalantidis et al., 2008; Melnyk et al., 2011; Mermigka et al., 2015) διαγονιδιακά φυτά 

Ν.benthamiana που υπερεκφράζουν το γονίδιο AtERIL1 (Helm, 2011) διασταυρώθηκαν με 

την ασταθή, ως προς την έκφραση του GFP διαγονιδίου, σειρά 6.4 (Kalantidis et al., 2006). Η 

σειρά αυτή εκφράζει τη GFP αλλά κατά στοχαστικό τρόπο σιγεί το διαγονίδιο σε τοπικό και 

διασυστηματικό επίπεδο. Τα διπλά ομόζυγα φυτά της διασταύρωσης δεν παρουσίασαν 

διαφορές ως προς τη σίγηση του GFP διαγονιδίου σε σχέση με τη σειρά 6.4 (Schumacher, 

2009). Έτσι, τόσο τα 6.4 φυτά όσο και τα φυτά που προέκυψαν από τη διασταύρτωση της 

6.4 με την σειρά ERILox με παρατήρηση κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία παρουσίασαν 

κόκκινες μεσονεύριες περιοχές, χαρακτηριστικό της διασυστηματικής σίγησης του 

διαγονιδίου της GFP καθώς και κόκκινες μικρές κυκλικές περιοχές ενδεικτικές της τοπικής 

σίγησης (Schumacher, 2009).  

Για τη μελέτη του μονοπατιού της μετα-μεταγραφικής σίγησης διεξήχθησαν πειράματα 

παροδικής συνέκφρασης δύο πλασμιδιακών κατασκευών. Αυτού του είδους τα πειράματα  

χρησιμοποιούνται κατά κόρον στην εύρεση δράσης καταστολέα ιικών πρωτεϊνών (Brigneti 

et al., 1998). Σε φυτά 16C που υπερεκφράζουν σταθερά την GFP (Ruiz et al., 1998) φύλλα 

αγροεμποτίστηκαν με μίγματα αγροβακτηρίων για την έκφραση ενός επαγωγέα της RNA 

σίγησης και για την έκφραση ή καταστολή της ERIL1 (Schumacher, 2009). Ως επαγωγέας 

χρησιμοποιήθηκε είτε το ίδιο το διαγονιδίο (GFP) (Sense-PTGS) είτε μέρος του GFP σε 

ανάστροφη επανάληψη (IR-PTGS) και μελετήθηκε μακροσκοπικά η σίγηση της GFP. Σε κάθε 

περίπτωση οι περιοχές στις οποίες μαζί με τον επαγωγέα υπερεκφράστηκε ή σιγήθηκε η 

ERIL1 δεν παρουσίασαν κάποια επίδραση στην έναρξη και εξάπλωση της RNA σίγησης της 

GFP (Schumacher, 2009).  

Τα παραπάνω πειράματα επαναλήφθηκαν στην παρούσα μελέτη συνοδευόμενα με 

μοριακή ανάλυση των επιπέδων τόσο των siRNA προερχόμενων από τα GFP μετάγραφα 

όσο και για τα ίδια τα GFP μετάγραφα. Σε κάθε περίπτωση δεν παρουσιάστηκαν διαφορές 

σε μοριακό επίπεδο με τα επίπεδα των siRNA και των GFP μεταγράφων να είναι παρόμοια 

με τον αρνητικό μάρτυρα. Επιπλέον, έχοντας διαγονιδιακές σειρές Ν.benthamiana που 
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υπερεκφράζουν και καταστέλλουν την ERIL1, πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

αγροεμποτισμού με αγροβακτήρια για την υπερέκφραση μέρους του GFP σε ανάστροφη 

επανάληψη. Και σε αυτή την περίπτωση η μοριακή ανάλυση δεν έδειξε μια συγκεκριμένη 

τάση και οι μόνες διαφορές που παρατηρήθηκαν οφείλονται στην έκφραση του πλασμιδίου 

στα διαγονιδιακά φυτά παρά στην επίδραση της ERIL σε κάποιο στάδιο του μηχανισμού της 

μετα-μεταγραφικής σίγησης.  

Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν μετά από παροδική υπερέκφραση της ERIL1 σε 

φυτά αγρίου τύπου μολυσμένα με το ιοειδές PSTVd. Όπως και παραπάνω, δεν 

παρουσιάστηκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές ως προς τα επίπεδα των siRNA 

προερχόμενα από το ιοδειδές (vi-siRNA) σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα. Τα 

αποτελέσματα αυτά έρχονται σε αντίθεση με προηγούμενα αποτελέσματα παρόμοιων 

πειραμάτων (Schumacher, 2009). Όμως, θα πρέπει να αναφερθεί ότι τα προηγούμενα 

πειράματα δεν περιείχαν επαναλήψεις ενώ δεν πραγματοποιήθηκε μοριακή ανάλυση των 

επιπέδων του τίτλου του ιοειδούς ώστε να γίνει η κανονικοποίηση των επιπέδων των vd-

siRNA.  

Σε αυτό το σημείο πρέπει να αναφερθεί ότι μετά από ιική μόλυνση διαγονιδιακών φυτών 

που υπερεκφράζουν την ERIL1 παρατηρήθηκε υπερευαισθησία, με υψηλούς τίτλους ιού να 

συσσωρεύονται στα φυτά αυτά σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου ενώ πολλά από τα 

διαγονιδιακά φυτά εμφάνισαν υψηλή θνησιμότητα (Schumacher, 2009). Αυτή η 

υπερευαισθησία θα εξηγούσε μια πιθανή συμμετοχή της ERIL1 στο μονοπάτι της RNA 

σίγησης αφού η RNA σίγηση συμμετέχει στην αντιική άμυνα των φυτών [για ανασκόπηση 

βλ. (Ding and Voinnet, 2007; Csorba et al., 2009)]. Όμως, δεδομένου των έντονων 

αναπτυξιακών διαταραχών που παρουσιάζουν αυτά τα διαγονιδιακά φυτά η επιβολή 

οποιασδήποτε καταπόνησης (βιοτικής και αβιοτικής) έχει έντονες επιπτώσεις στην 

ανάπτυξη αλλά και στη επιβίωση του φυτού γενικότερα. Έτσι, έχει παρατηρηθεί 

επανειλημμένα κατά την παρούσα εργασία ότι η υπερβολική ή ελλιπής άρδευση 

καθυστερούν την ανάπτυξη αυτών των φυτών σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με 

φυτά αγρίου τύπου ή ακόμη οδηγούν στη θνησιμότητά τους. Συνεπώς, η υπερευαισθησία 

που παρατηρήθηκε μετά από ιική μόλυνση πιθανόν αντικατοπτρίζει αυτή τη γενικότερη 

ευαισθησία της σειράς αυτής. 

Τέλος, και σε ότι αφορά το μονοπάτι βιογένεσης των miRNA τα πειράματα της παρούσας 

εργασίας φανερώνουν ότι η καταστολή του ενδογενούς γονιδίου ERIL1 τόσο σε φυτά 

Αραβίδοψης όσο και σε φυτά Ν.benthamiana δεν έχει κάποια επίδραση στη συσσώρευση 
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των ώριμων miRNA που μελετήθηκαν. Το ίδιο, όμως, δεν παρατηρήθηκε σε διαγονιδιακά 

φυτά που υπερεκφράζουν την ERIL1 όπου παρατηρήθηκε διπλασιασμός των επιπέδων 

τους. Αυτή η επίδραση πιθανόν αντικατοπτρίζει ένα δευτερεύον αποτέλεσμα που 

προέρχεται από την αποκλίνουσα ανάπτυξη αυτών των φυτών σε σχέση με τα φυτά αγρίου 

τύπου μιας και τα miRNA συμμετέχουν σε αναπτυξιακά μονοπάτια των φυτών (Park et al., 

2002; Schauer et al., 2002; Han et al., 2004) ή να αποτελεί μια παρεκκλίνουσα από τη 

φυσιολογική κατάσταση λόγω αυτής καθ’αυτής της υπερέκφρασης του διαγονιδίου. 

Συνολικά, όλα τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με τον χλωροπλαστιδιακό 

εντοπισμό της υπό μελέτης πρωτεΐνης. Σε αυτά τα οργανίδια δεν δρουν οι πρωτεΐνες του 

μηχανισμού της RNA σίγησης, οι οποίες εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα 

[για ανασκόπηση βλ. (Baulcombe, 2004; Bologna and Voinnet, 2014)]. Επιπλέον, φαίνεται 

ότι στους χλωροπλάστες δεν λειτουργεί κάποιος παρόμοιος, της RNA σίγησης, μηχανισμός 

αφού σε διαγονιδιακά φυτά που εκφράζουν συμπληρωματικά χλωροπλαστιδιακά 

μετάγραφα δεν παρατηρήθηκε μειωμένη συσσώρευση των RNA-στόχων ή των πρωτεϊνών 

που προέρχονται από τα μετάγραφα-στόχους των συμπληρωματικών αλληλουχιών 

(Hegeman et al., 2005; Hotto et al., 2010).  

Επίσης, θα πρέπει να αναφερθεί ότι με βάση φυλογενετική ανάλυση τα ERI-1 ομόλογα 

κατηγοριοποιούνται σε δύο ομάδες (Tomoyasu et al., 2008). Ενώ και οι δύο ομάδες έχουν 

τη χαρακτηριστική ERI‐1_3’hExo_like EXOIII επικράτεια με υψηλό βαθμό συντήρησης μόνο 

η μία ομάδα (ομάδα Ι) φέρει τη SAP επικράτεια για πρόσδεση σε νουκλεϊκά οξέα. Σε αυτή 

την ομάδα ανήκουν όλες οι ERI-1 ομόλογες οι οποίες έχει αναφερθεί ότι παρουσιάζουν 

επίδραση στο μηχανισμό της σίγησης. Η δεύτερη ομάδα περιέχει μεταξύ άλλων την ERI-1 

ομόλογη της Δροσόφιλα (Snipper) (Tomoyasu et al., 2008) αλλά και την φυτική ERI-1 

ομόλογη (Schumacher, 2009). Μέχρι στιγμής δεν έχει επιβεβαιωθεί in vivo δράση της 

Snipper ως ρυθμιστής της RNA σίγησης (Kupsco et al., 2006) αν και όπως αναφέρθηκε στο 

εισαγωγικό κομμάτι δεν χρησιμοποιήθηκαν σειρές που οδηγούν σε απουσία όλων των 

ισομορφών της Snipper. Αν όντως ισχύουν τα παραπάνω αποτελέσματα για τη Snipper και 

βάσει των αποτελεσμάτων της παρούσας και προηγούμενων μελετών (Schumacher, 2009), 

παρουσιάζει εξελικτικό ενδιαφέρον η απουσία της δράσης της ομάδας ΙΙ αυτών των 

πρωτεϊνών στο μονοπάτι της RNA σίγησης.  

Επιπλέον των παραπάνω, θα πρέπει να σημειωθεί ότι μόνο στα φυτά όλα τα sRNA είναι 

μεθυλιωμένα στην 2’ υδροξυλομάδα του 3’ τελικού νουκλεοτιδίου, τροποποίηση που τα 

προστατεύει από αποικοδόμηση (Li et al., 2005; Yu et al., 2005) ενώ στο ζωικό βασίλειο 
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μόνο τα PIWI αλληλεπιδρώντα μικρά RNA (PIWI-interacting RNAs, piRNAs) φέρουν τη 

συγκεκριμένη μεθυλίωση [για ανασκόπηση βλ. (Weick & Miska, 2014)]. Στα φυτά μέχρι 

στιγμής ρυθμιστικός ρόλος στο μονοπάτι της RNA σίγησης έχει αναφερθεί για μια 

οικογένεια of 3’-5’ εξωριβονουκλεασών που ονομάζεται SMALL RNA DEGRADING NUCLEASE 

1-3 (SDN1-3), οι οποίες συμμετέχουν στο μεταβολισμό των miRNA (Ramachandran and 

Chen, 2008).  

 

4.2. Συμμετοχή της ERIL1 στην ανάπτυξη του χλωροπλάστη 

Από τα δεδομένα που αφορούν τη μορφολογία των χλωροπλαστών στα φυτά που 

υπερεκφράζουν (Helm, 2011) και καταστέλλουν το ERIL1 (παρούσα εργασία) παρατηρήθηκε 

ότι στην πρώτη περίπτωση οι χλωροπλάστες μοιάζουν με αδιαφοροποίητα πλαστίδια ενώ 

στη δεύτερη περίπτωση μοιάζουν με γεροντοπλάστες. Βάσει αυτών των δεδομένων μια 

ενδιαφέρουσα υπόθεση θα αφορούσε ένα πιθανόν ρόλο της ERIL1 στην καταστολή της 

διαφοροποίησης των πλαστιδίων σε χλωροπλάστες σε περιοχές του φυτού με 

αδιαφοποποίητα κύτταρα. Σύμφωνα με δεδομένα μικροσυστοιχιών της Αραβίδοψης 

(Winter et al., 2007) (Παράρτημα ΙV), τα μεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου 

AtERIL1 απαντώνται στα μεριστώματα, εμβαπτισμένους σπόρους καθώς και σε γαμετικά 

κύτταρα (γύρη και ωάρια), τα οποία αντιστοιχούν σε αδιαφοροποίητα κύτταρα. Επειδή η 

συλλογή τέτοιων ιστών έχει κάποιες τεχνικές δυσκολίες, η χρήση των κυτταρικών σειρών 

καπνού BY-2 (Nagata et al., 1992) που είναι αδιαφοροποίητα κύτταρα ίσως να αποτελεί 

καλή εναλλακτική για τη μελέτη του ρόλου της ERIL1 στη διαφοροποίηση των πλαστιδίων.  

 

4.2.1. Η ERIL1 διαδραματίζει ρόλο στη σωστή κατεργασία των 

χλωροπλαστιδιακών ριβοσωμικών μεταγράφων  

Τα ώριμα ριβοσωμικά μετάγραφα στο χλωροπλάστη προκύπτουν από τη μεταγραφή ενός 

μεγάλου προδρόμου μορίου ακολουθούμενη από τη δράση μιας σειράς ενζύμων μεταξύ 

των οποίων προεξέχοντα ρόλο διαδραματίζουν οι ενδο- και εξωριβονουκλεάσες. Ο τρόπος 

που πραγματοποιείται η παραπάνω διαδικασία διαφέρει από την ωρίμανση του 

πρόδρομου μορίου που παρατηρείται στο E.coli. Στο βακτήριο αυτό, τα πρόδρομα 16S και 

23S rRNA προκύπτουν από το πρόδρομο 30S rRNA μετά τη δράση της RNase IIΙ, η οποία 

κόβει τη δίκλωνη δομή φουρκέτας που δημιουργείται κατά των υβριδισμό των 5’ και 3’ 
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άκρων του. Ακολουθεί μια δεύτερη ενδονουκλεοτιδική πέψη από την RNase E με 

αποτέλεσμα τη δημιουργία 3’ προεξέχοντων άκρων στο 23S rRNA το οποίο κόβεται από την 

RNase T και μερικώς από την RNase PH (Li et al., 1999). Αυτή η ωρίμανση του 3’ άκρου του 

23S rRNA φαίνεται ότι λαμβάνει χώρα στα ριβοσώματα αφού σε κύτταρα στα οποία 

απουσιάζει η RNase T συσσωρεύονται ριβοσώματα με μη ώριμα 23S rRNA (Li et al., 1999).  

Στο χλωροπλάστη το πρόδρομο μόριο αποτελείται κατά σειρά από το 16S rRNA, τα tRNA 

ισολευκίνης και αλανίνης (tRNA I και tRNA A), τα 23S, 4,5S και 5S rRNA και τέλος το tRNA 

αργινίνης (tRNA R). Με βάση τις μέχρι στιγμής μελέτες, αρχικά από τη δράση 

ενδονουκλεασών RNase P και RNase Z (Canino et al., 2009; Gobert et al., 2010) στο αρχικό 

μετάγραφο προκύπτουν τα πρόδρομα μόρια των tRNA, το 16S και 5S rRNA και το 

δικιστονικό 23S-4.5S rRNA. Τα ώριμα tRNA παράγονται από τη δράση των RNase P και 

RNase Z (Canino et al., 2009; Gobert et al., 2010) ενώ τα 3’άκρα των πρόδρομων 16S και 5S 

rRNA αφαιρούνται από τις 3’-5’εξωριβονουκλεάσες RNR1 (Bollenbach et al., 2005), και/ή 

την PNPase (Yamamoto et al., 2000; Walter et al., 2002). Για την ωρίμανση των 5’ και 3’ 

άκρων των tRNA δρουν οι ενδονουκλεάσες RNase P (Gobert et al., 2010) και RNase Z 

(Canino et al., 2009), αντίστοιχα, ενώ για την ωρίμανση των 5’ άκρων των 16S πιθανόν να 

συμμετέχει η RNase J (Gobert et al., 2010)ή/και η mini RNase III (Hotto et al., 2015) ενώ για 

την ωρίμανση των 3’ άκρων δρα η RNR1 (Bollenbach et al., 2005).  

Η δημιουργία των ώριμων 23S και 4.5S rRNAs συντελείται, όπως και στο E.coli, στο 

ριβόσωμα (Leal-Klevezas et al., 2000). Όμως, μέχρι στιγμής δεν είναι ακριβώς γνωστός ο 

τρόπος ωρίμανσης αυτού του πρόδρομου μορίου. Η δευτεροταγής δομή του δικιστονικού 

μορίου 23S-4.5S rRNA παραμένει ασαφής. Βάσει προγραμμάτων πρόβλεψης τα 5’ 

προεξέχοντα άκρα του 23S σχηματίζουν με τα 3’ προεξέχοντα άκρα του 4.5S rRNA μια μικρή 

περιοχή συμπληρωματικότητας με δομή φουρκέτας μεγέθους περίπου 13 νουκλεοτιδίων 

(Massenet et al., 1987; MacKay, 1981) όπου και πιθανόν να δρα η ενδονουκελάση mini 

RNase III (Hotto et al., 2015). Αποτέλεσμα αυτής της κοπής είναι η παραγωγή προεξέχοντων 

άκρων μεγέθους δύο νουκλεοτιδίων μεταξύ του 5’ άκρου του 23S και του 3’ άκρου του 4.5S 

rRNA (Hotto et al., 2015). Επιπλέον, και πριν από αυτή την ενδονουκλεοτιδική κοπή η mini 

RNase III φαίνεται ότι δρα στην περιοχή μεταξύ 4.5S-5S rRNA αφού απουσία της 

συσσωρεύονται πρόδρομα μόρια 4.5S rRNA (Hotto et al., 2015).  

Ανωμαλίες στη συσσώρευση του πρόδρομου 23S-4.5S rRNA μορίου έχουν αναφερθεί και σε 

μια σειρά άλλων μεταλλαγμάτων ως προς χλωροπλαστιδιακές πρωτεΐνες όπως για την 3’-5 

εξωριβονουκλεάση RNR1 (Bollenbach et al., 2005), τις DCL (DEFECTIVE CHLOROPLAST AND 
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LEAF-MUTABLE ) (Bellaoui et al., 2003) και DAL (DIFFERENTIATION AND GREENING-LIKE) 

(Bisanz et al., 2003) οι οποίες δεν ανήκουν σε κάποια από τις χαρακτηρισμένες οικογένειες 

πρωτεϊνών, και την PRBP (PLASTID RNA BINDING PROTEIN). Παρ’όλα αυτά προς το παρόν 

δεν είναι ξεκάθαρο αν αυτή η συσσώρευση είναι το αποτέλεσμα άμεσης ή έμμεση 

επίδρασης αυτών των μεταλλάξεων.  

Η ERIL1 φαίνεται ότι συμμετέχει σε αυτό το μονοπάτι ωρίμανσης των ριβοσωμικών 

μεταγράφων του χλωροπλάστη αφού μεταλλάγματα ως προς το γονίδιο αυτό 

παρουσιάζουν ανώμαλο πρότυπο κατεργασίας καθώς και συσσώρευση του δικιστρονικού 

23S-4.5S rRNA μορίου ενώ τέλος εμφανίζουν μειωμένα επίπεδα ώριμων 5S και 4.5S rRNA 

μεταγράφων. Παρ’όλο που εκ πρώτης όψεως η υπερέκφραση και η καταστολή της ERIL1 

στις διαγονιδιακές σειρές οδηγούν σε παρόμοια πρότυπα συσσώρευσης αυτών των 

μεταγράφων, κάτι τέτοιο απεικονίζει το τελικό αποτέλεσμα διαφορετικών διαδικασιών που 

πραγματοποιούνται στον χλωροπλάστη. Έτσι, τα υψηλά επίπεδα της ERIL1 στον 

χλωροπλάστη οδηγούν σε μη ειδική αποικοδόμηση των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων 

μεταξύ των οποίων είναι και τα ριβοσωμικά. Τα υπολειπόμενα μετάγραφα, όπως αυτά 

παρουσιάζονται με βόρεια αποτύπωση, πιθανόν αντιστοιχούν στις πράσινες νησίδες των 

φύλλων όπου βάσει προηγούμενης μελέτης (Schumacher, 2009) το διαγονίδιο έχει σιγηθεί. 

Έτσι, στα φυτά με τα υψηλότερα επίπεδα της ERIL1 (σειρά ERIL7ox) που έχουν φύλλα με 

ελάχιστες πράσινες περιοχές τα πρότυπα των ριβοσωμικών παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη 

απόκλιση σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου ενώ στο άλλο άκρο, η σειρά με τη χαμηλότερη 

έκφραση (σειρά ERIL10ox), της οποίας τα φύλλα είναι πράσινα άλλα παρουσιάζουν 

χλώρωση (Helm, 2011), τα πρότυπα προσεγγίζουν εκείνα των φυτών αγρίου τύπου. 

Μία εναλλακτική υπόθεση αφορά την αναποτελεσματική αποικοδόμηση από την ΕRIL1 των 

υποστρωμάτων που παρουσιάζουν έντονη δευτεροταγή δομή, όπως το 16S και 23S rRNA 

ενώ αντιθέτως μικρότερα μετάγραφα χωρίς έντονη δευτεροταγή δομή, όπως το 5S και 4.5S 

rRNA, σχεδόν απουσιάζουν. Αυτά είτε στοχεύονται απευθείας από την ERIL1 όπως δείχθηκε 

στην παρούσα εργασία από τα πειράματα αγροεμποτισμού για το ώριμο 4.5S rRNA ή/και 

αποικοδομούνται από την εν σειρά δράση και των τριών 3’-5’ χλωροπλαστιδιακών 

εξωριβονουκλεασών (RNR1, PNPase και ERIL1) μετά την προσθήκη, χωρίς την παρουσία 

εκμαγείου (untemplated), νουκλεοτιδίων στα 3’ άκρα των μεταγράφων από την PNPase. 

Όσον αφορά το τελευταίο σενάριο η παρουσία στα 3’ άκρα των 5S rRNA μεταγράφων 

καταλοίπων κυτοσίνης (Helm, 2011) πιθανόν να καθυστερεί τη δράση της ERIL1, ιδιότητα 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

116 
 

που αναφέρθηκε με in vitro μελέτες για την βακτηριδιακή ομόλογή της, RNase T (Hsiao et 

al., 2011). 

Όσον αφορά το πρότυπο των ριβοσωμικών στα φυτά της σειράς με την ισχυρή καταστολή 

της ERIL (σειρά ERIL39.2i), φαίνεται ότι λόγω των χαμηλών επιπέδων της πρωτεΐνης 

παρεμποδίζεται η σωστή ωρίμανση του πρόδρομου 16S rRNA καθώς και του 23-4.5S rRNA 

με αποτέλεσμα τη συσσώρευσή τους, ιδιαίτερα του τελευταίου. Επιπλέον, τα χαμηλά 

επίπεδα των ώριμων 4.5S και 5S rRNAs πιθανόν να οφείλονται στην αναποτελεσματική 

ωρίμανσή τους, οδηγώντας τα στην είσοδο στο μονοπάτι αποικοδόμησής τους. 

Εναλλακτικά, τα ώριμα 4.5S και 5S rRNAs που δεν μπορούν να ενσωματωθούν στο 

ριβόσωμα λόγω των αλλαγών στη στοιχειομετρία τους οδηγούνται πιο γρήγορα στην 

αποικοδόμησή τους. Όλα τα παραπάνω προβλήματα οδηγούν σε προβληματικό ή μειωμένο 

σχηματισμό των ριβοσωμικών μονάδων και κατ’επέκταση σε μειωμένη μετάφραση.  

Επιπλέον των παραπάνω, στα φυτά με την ισχυρή καταστολή της ERIL1 παρατηρήθηκε 

συσσώρευση του πρόδρομου 23S-4.5S rRNA, κάτι που αναφέρθηκε και για την 3’-5 

εξωριβονουκλεάση RNR1 (Bollenbach et al., 2005) ενώ για την ενδονουκλεάση mini RNase 

III παρατηρήθηκε συσσώρευση του πρόδρομου 4.5S rRNA (Hotto et al., 2015). Σε αυτά τα 

πρόδρομα μόρια περιλαμβάνεται ένα μικρού μεγέθους μη κωδικό RNA (small non coding 

RNA, sncRNA), το ntc-3 (Nicotiana tabacum chloroplastic small RNA-3). Σύμφωνα με 

προηγούμενες μελέτες το ntc-3 συσσωρεύεται στους χλωροπλάστες του καπνού (Lung et 

al., 2006) αλλά και στα πλαστίδια της ρίζας της Αραβίδοψης (Marker et al., 2002). Το 

γεγονός ότι πολλά από αυτά τα μικρά μη κωδικά RNA είναι συντηρημένα μεταξύ των 

αγγειόσπερμων και επιπλέον δεν κατανέμονται τυχαία μέσα στο χλωροπλαστιδιακό 

γονιδίωμα αλλά βρίσκονται στα άκρα γονιδίων όπου βρίσκονται θέσεις πρόσδεσης των PPR 

πρωτεϊνών, φανερώνει κάποιο είδος λειτουργικότητας που πιθανόν να σχετίζεται με 

βιοτικές καταπονήσεις (Ruwe and Schmitz-Linneweber, 2012).  

Επιπλέον των παραπάνω μικρών μη κωδικών μορίων RNA έχουν αναγνωριστεί σε 

χλωροπλάστες με αλληλούχηση υψηλού βάθους και άλλα μη κωδικά μόρια RNA (~107) 

μεγέθους 48 - 1.300 νουκλεοτιδίων, η πλειονότητα των οποίων προέρχονται από 

συμπληρωματικές περιοχές γονιδίων ενώ λίγα (12) προέρχονται από περιοχές μεταξύ 

γονιδίων (Hotto et al., 2011). Επιπλέον, τα πρότυπα συσσώρευσής τους διαφέρουν σε 

μεταλλάγματα Αραβίδοψης στα οποία απουσιάζουν οι γνωστές ριβονουκλεάσες, PNPase, 

RNR1, RNAse E και RNase J, γεγονός που υποδηλώνει κάποιο είδος εξειδίκευσης μεταξύ 

κάθε μιας από τις παραπάνω ριβονουκλεάσες και συγκεκριμένου μη κωδικού RNA (Hotto et 
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al., 2011). Παρόμοια τάση, ως προς τη συσσώρευση χλωροπλαστιδιακής προέλευσης μη 

κωδικών RNΑ που είναι συμπληρωματικά με κωδικές περιοχές, αναφέρθηκε και σε μελέτες 

βαθιάς αλληλούχησης του κινέζικου φασκόμηλου (Salvia miltiorrhiza) (Chen et al., 2014). Αν 

και ο βιολογικός ρόλος όλων αυτών των μη κωδικών RNA που εντοπίστηκαν στις παραπάνω 

μελέτες δεν είναι πλήρως διευκρινισμένος, φαίνεται ότι πιθανόν να εμπλέκονται στην 

σταθεροποίηση των κωδικών μεταγράφων (Hotto et al., 2011).  

Μεταξύ των παραπάνω μη κωδικών μεταγράφων είναι και συμπληρωματικές αλληλουχίες 

των 5S (AS5) (Hotto et al., 2010; Sharwood et al., 2011) και του ενδιάμεσου 4.5S 

μεταγράφου (as-4.5S-5S int) (Hotto et al., 2015), τα οποία συσσωρεύονται απουσία της 3’ 

εξωριβονουκλεάσης RNR1 και της ενδονουκλεάσης mini RNase IIΙ, αντίστοιχα. In vitro 

μελέτες για το ρόλο του AS5 υποδεικνύουν την εμπλοκή του στην ωρίμανση του 5S rRNA 

(Sharwood et al., 2011). Αυτό πιθανόν να επιτυγχάνεται μέσω του υβριδισμού του AS5 με 

το 5S rRNA, αποτρέποντας τo πρόδρομο 5S rRNA να πάρει την κατάλληλη δευτεροταγή 

δομή στο άκρο του που θα επέτρεπε την δράση μιας ενδονουκλεάσης και στη συνέχεια την 

ωρίμανσή του (Sharwood et al., 2011). Έτσι, παρουσία της RNR1 αποικοδομείται το AS5 με 

αποτέλεσμα την ωρίμανση του πρόδρομου 5S μεταγράφου. Από τη άλλη ο υβριδισμός του 

as-4.5S-5S int με την συμπληρωματική του αλληλουχία ίσως να οδηγεί στην δημιουργία 

θέσης αναγνώρισης για την mini RNase III (Hotto et al., 2015).  

Αν και στην παρούσα εργασία δεν έχει μελετηθεί η συσσώρευση αυτών των 

συμπληρωματικών μη κωδικών μεταγράφων σε φυτά με καταστολή της ERIL1 ένα πιθανό 

σενάριο αποτελεί η συμμετοχή της ERIL1 στα τελικά στάδια κατεργασίας των 3’ άκρων 

κοντά στη δομή φουρκέτας που δημιουργείται από τα δύο συμπληρωματικά μετάγραφα. 

Αυτή η υπόθεση στηρίζεται στα εξής δεδομένα: i) τόσο η βακτηριακή ομόλογή της, RNase T, 

όσο και τα ERI-1 ομόλογα αφαιρούν με αποτελεσματικό τρόπο τα δύο προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια από τα 3’ άκρα μεταγράφων με δευτεροταγή δομή ή από δίκλωνα 

υποστρώματα (Kennedy et al., 2004; Kupsco et al., 2006; Hsiao et al., 2011; Hoefig et al., 

2013) και ii) in vitro (Sharwood et al., 2011) και in vivo μελέτες (Germain et al., 2012) 

έδειξαν ότι η RNR1 δεν είναι αποτελεσματική στην αποικοδόμηση των 3’ άκρων κοντά σε 

δευτεροταγείς δομές.  
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4.2.2. Πιθανή συμμετοχή της ERIL1 στην κατεργασία των tRNA 

Από τα αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης διαπιστώθηκε η αλληλεπίδραση της ERIL1 

με ορισμένα tRNA του χλωροπλάστη υποδεικνύοντας κάποιο πιθανό ρόλο στην ωρίμανσή 

τους ή στον μεταβολισμό τους. Όμως, για τη διευκρίνιση του ρόλου της ERIL1 στα tRNA 

απαιτούνται πειράματα που αφορούν τόσο τα επίπεδα των συγκεκριμένων tRNA σε φυτά 

με καταστολή της ERIL1 καθώς και κλωνοποίηση των 3’ άκρων τους ώστε να διαπιστωθούν 

τυχόν αλλαγές. Σε αυτό το σημείο αξίζει να σημειωθεί ότι η βακτηριακή ομόλογη, RNase T, 

εκτός από της συμμετοχή της στην ωρίμανση του 23S rRNA του βακτηρίου έχει βρεθεί ότι 

συμμετέχει και στην αποικοδόμηση των tRNA (Deutscher et al., 1985).  

 

4.3. Προτεινόμενο Μοντέλο Δράσης 

Με βάση όλα τα παραπάνω προτείνεται το παρακάτω μοντέλο δράσης της ERIL1 στην 

κατεργασία του πρόδρομου μορίου των ριβοσωμικών μεταγράφων, η οποία απεικονίζεται 

στην Εικόνα 4.1. Μετά την αρχική κοπή του πρόδρομου μορίου από τις RNase P και RNase 

Z, και την παραγωγή των πρόδρομων tRNA, 16S, 23S-4.5S και 5S rRNA η ERIL1 συμμετέχει 

στην ωρίμανση του 3’ άκρου του 16S και του 5S rRNA πριν ή μετά τη δράση της RNR1. Όσον 

αφορά τη δράση της στο πρόδρομο 23S-4.5S rRNA δύο υποθέσεις μπορούν να γίνουν. Στη 

μία περίπτωση η παρουσία της οδηγεί σε αποικοδόμηση του as-4.5S-5S int επιτρέποντας το 

πρόδρομο μόριο να πάρει την κατάλληλη διευθέτηση ώστε στη συνέχεια με 

ενδονουκλεοτιδική πέψη να παραχθεί τα πρόδρομα 23S και 4.5S rRNA. Στο δεύτερο 

σενάριο η αφαίρεση κάποιων νουκλεοτίδιων κοντά στο δομημένο 3’ άκρο του 23S-4.5S 

rRNA επιτρέποντας την πρόσδεση παραγόντων για την κοπή του δικιστρονικού μορίου.  

 

Συμπερασματικά, και με βάση τα μέχρι στιγμής δεδομένα, ο ρόλος της ERIL1 στα φυτά 

συμφωνεί με τις λειτουργίες που έχουν αποδοθεί στα άλλα μέλη της DEDDh οικογένειας 

των εξωριβονουκλεασών. Η ERI-1 στο ποντίκι, το νηματώδη σκώληκα και το μύκητα 

S.pombe εκτός από τη συμμετοχή στο μονοπάτι της RNA σίγησης συμμετέχει στην τελική 

ωρίμανση του 5.8S rRNA (Ansel et al., 2008; Gabel and Ruvkun, 2008). Η ομόλογη του E.coli, 

RNase T, επίσης συμμετέχει στην ωρίμανση του 3’ άκρου του 23S και 5S rRNA (Li and 

Deutscher, 1995; Li et al., 1999). Επιπλέον, η ERIL1 πιθανόν να συμμετέχει και στην 

ωρίμανση ή/και αποικοδόμηση των tRNA, όπως έχει δειχθεί για την RNase T (Deutscher et 
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al., 1985), η οποία από πρόσφατη μελέτη αναφέρθηκε ότι συμμετέχει και για στην 

επιδιόρθωση του DNA (Hsiao et al., 2011). Συνολικά, η παρουσία και δράση της ERIL1 στο 

χλωροπλάστη συμπληρώνει ένα κομμάτι του πάζλ που αφορά το σύνθετο μονοπάτι 

κατεργασίας των χλωροπλαστιδιακών μεταγράφων.  

 

Εικόνα 4.1. Μοντέλο δράσης της ERIL1 στην κατεργασία του πρόδρομου μορίου του rRNA του 

χλωροπλάστη. Στο σχήμα απεικονίζεται η πιθανή θέση δράσης των μέχρι σήμερα γνωστών 

ριβονουκλεασών. Αρχικά, στο μετάγραφο δρουν οι ενδονουκλεάσες RNase P και RNase Z και μια 

άγνωστη ενδονουκλεάση με αποτέλεσμα την απελευθέρωση των tRNA και των 16S, 23S-4.5S και 5S 

rRNA. Το ώριμο 5’ άκρο του 16S πιθανόν προκύπτει από την πιθανή δράση της RNase J με δράση 5’-

3’ εξωριβονουκλεάσης και της ενδονουκλεάσης RNase P, ενώ για την ωρίμανση του 3’ άκρο φαίνεται 

ότι δρυν οι 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες ERIL1 και RNR1 και ίσως και η ενδονουκλεάση mini RNase III. 

Για την ωρίμανση του 3’ άρκου του 5S πιθανόν συμμετέχουν οι ERIL1 και RNR1. Τέλος, η ERIL1 είτε 

αποικοδομώντας το as 4.5S-5S είτε δρώντας απευθείας στο 3’ άκρο του 23S-4.5S πρόδορομου 

μορίου οδηγεί στην απελευθέρωση του 23S από το 4.5S rRNA, γεγονός που συμβαίνει με τη δράση 

κάποιας άγνωηστης ενδονουκλεάσης. Το πρόδρομο 4.5S rRNA υπόκειται σε περαιτέρω κατεργασία 

από την mini RNase III ενώ για την ωρίμανση του 3’ άκρου του 23S rRNA συμμετέχουν οι 3’ 

εξωριβονουκλεάσες RNR1 και PNPase. Άγνωστοι παράγοντες δρουν στην περαιτέρω κοπή του 23S 

στα σημεία που απεικονίζονται ως μαύρες γραμμές πάνω στο πρόδρομο μόριο. Εικόνα 

τροποποιημένη από (Hotto et al., 2015).  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι 

Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

 

Α.A Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

1 RM 1 psaB-Fw to clone a fragment of psaB  (PSI 
Chorophyll a apoprotein A2) 

100μM 55,5 21 
395 

GTACTTGTGATATTTCGGCAT 

2 RM 2 psaB-Rev 100μM 57,4 21 TGGTTTATCTCTCCAGCGAAT 

3 RM 3 
petDexon

-Fw 
to clone a fragment of petD exon 

(cyrochrome b6/f complex subunit 
IV) 

100μM 58,4 24 
275 

CTGTATTAAGAGCTAAATTGGCTA 

4 RM 4 
petDexon

-Rev 
100μM 55,5 21 TGAAACCATTAAAAGAACCCC 

5 RM 5 Rps14-fw 
to clone a fragment of rps14 

(ribosomal protein S14) 

100μM 55,5 21 
438 

AATTCTTATAGATCCATCCCC 

6 RM 6 
Rps14-

rev 
100μM 55,5 21 ATCAATACTACTATCGGAGTG 

7 RM 7 atpH-Fw to clone a fragment of atpH (ATPase 
synthase CF0 C subunit ) 

100μM 57,3 19 
224 

CACTGATTTCTGCCGCTTC 

8 RM 8 atpH-Rev 100μM 55,5 21 CGCAAATAAAAGTGCTAATGC 

9 RM 9 psbH-Fw to clone a fragment of psbH (PSI 
reaction center protein H) 

100μM 54,3 20 
222 

ATGGCTACACAAACTGTTGA 

10 RM 10 psbH-rev 100μM 54,7 22 CTAATTCATTGAAATTCCATCC 

11 RM 11 
petDintro

n-Fw 
to clone a fragment of petD intron 

100μM 56,5 22 
282 

CATGATCTGATTTGTAAGCCTA 

12 RM 12 
petDintro

n-Rev 
100μM 55,5 21 AATTCTTATAGATCCATCCCC 

13 RM 13 petB-Fw to clone a fragment of petB (PSII 
chlorophyll A apoprotein) 

100μM 56,5 22 
436 

ATACATAATGACTGAAGCCAAC 

14 RM 14 petB-Rev 100μM 57,4 21 TAAAGGCCCAGAAATACCTTG 

15 RM 15 
atpF 3’ 

exon -Fw 
to clone a fragment of atpF exon 
(ATPase synthase CF0 B subunit) 

100μM 56,7 20 247 GGGCTATTGAACAACTCGAA 
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Α/Α Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

16 RM 16 
atpF 3’ 
exon - 

Rev 
 

100μM 57,3 19 
 

GTTCCTAGAGCTCCTCGTA 

17 RM 17 
atpFintro

n-Fw 
to clone a fragment of atpF intron 

100μM 51,6 21 
259 

ATAAAATGATTTGAACCGCTT 

18 RM 18 
atpFintro

n-Rev 
100μM 52,8 22 TTTTATGAATGTAATGAGCCTA 

19 RM 19 atpI-Fw to clone a fragment of atpF exon 
(ATPase synthase CF0 A subunit) 

100μM 55,5 21 
417 

GTAAAACTCAAATTGGCGAAG 

20 RM 20 atpI-Rev 100μM 54,3 20 ATAATCCAAGGAGCATGACA 

21 RM 21 Qatpi-rev 
to be used  together with Fw for 

qPCR  
56,4 20 156 TTATATCATTCGTGGGTGCG 

22 RM 22 psbB-Fw to clone a fragment of psbB (PSII 
chlorophyll a apoprotein) 

100μM 58,4 24 
317 

ACTTCCAGCAAGAAATATATCGAA 

23 RM 23 psbB-Rev 100μM 57,4 21 TCTAAAAGGAACATCGGCTCT 

24 RM 24 
qpsbB-

Rev 
to be used  together with Fw for 

qPCR 
100μM 58,4 20 167 ATCCCCGTTATCCATTGAGC 

25 RM 25 
NbPOR -

Fw 
to clone a fragment of N. 

benthamiana 
PROTOCHLOROPHYLLIDE 

OXIDOREDUCTASE C 

100μΜ 55 20 
384 

TTCCAGCTCCAGTAAACACC 

26 RM 26 
NbPOR -

Rev 
100μΜ 55 20 ATGTGCCTCCAAAGCAAACC 

27 RM 27 
NbRNR1-

Fw to clone a fragment of 
N.benthamiana RNR1 

100μM 55 28 
400 

GCGGATCC ACTGCTGGAGTTCAAGAAGG 

28 RM 28 
NbRNR1-

Fw 
100μM 55 29 GCCTCGAG TCCATAAACAGGAGAAAGACC 

29 RM 29 
NtPAO-

Fw to clone a fragment of N. tabaccum 
pheophorbide A oxygenase 

100μM 54 20 
614 

GCACATCACAAGGTTACTGG 

30 RM 30 
NtPAO-

Fw 
100μM 54 21 GTATGTTGCTCGAATCTATCC 

31 RM 31 GFP-1 

to be used to identify gfp sequences 
with rapid method 

100μM 
 

10 
  

32 RM 32 GFP-2 100μM 
 

10 
  

33 RM 33 GFP-3 100μM 
 

10 
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Α/Α Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

34 RM 34 LAD1-1 

TO BE USED FOR HITAIL-PCR 
according to the paper 

:Biotechniques 43:649-656 (2007) 

81,6μM 
 

33 
 

- 
ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/A)N(G/C/A)NNNGGAA 

35 RM 35 LAD1-4 100μM 
 

34 
 

ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC (G/C/T) (G/A/T) N (G/C/T) 
NNNCGGT 

36 RM 36 AC1 100μM 
 

16 
 

ACGATGGACTCCAGAG 

37 RM 37 RB-0a 100μM 
 

32 
 

GCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAG 

38 RM 38 RB-1a 100μM 
 

48 
 

ACGATGGACTCCAGTCcggcc 
GGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCG 

39 RM 39 RB-1b 100μM 
 

33 
 

GGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTG 

40 RM 40 
(T) 

PRIMER 
to be used as primer for oligod(t) 

cDNA synthesis     
GCGGATCCCCCCTTTTTTTTTTTTTTTT 

41 RM 41 
( C ) 

PRIMER 

to be used for cloning 
immunoprecipitated RNAs together 

with (t) primer 
    

GCCTCGAGAATTCCCCCCCCCCCCC 

42 RM 42 
pet B 

intron Fw 
to clone fragment of petb intron 

100μM 56 
 

436 
AGTCATTCTATTTATTCAGG 

43 RM 43 
pet B 

intron rev 
100μM 55 

 
GACTTTCATCTCGTACAGC 

44 RM 44 

psbT-
psbN 

integener
ic region 

for end labeling of that refion, 
complement to 3' direction of psbT   

28 
 

GCTCAGTACTTCAACTGAGATAATGAAG 

45 RM45 trnfM for  end labeling of trnfM 
  

23 
 

AGCCTTGCGAGCTACCAAACTGC 

46 RM46 
trng-fM 

Fw to clone trnG-trnfM intergeneric 
region 

 
53,5 

23 
221 

CAAGATCCAAGATAAAGTAATTT 

47 RM47 
trng-fM 

Rev  
21 GTTTTGCCAAACTATTTTAGG 

48 RM48 
psaB-Fw 

2   
57,4 23 

 
TTGGATGGGTTACTTTTTATTGG 

49 RM49 
petDintro

n-Fw 2   
56,4 20 

 
CAATTAGAAGGTCTGAGACG 

50 RM50 atpI-Fw 2 
  

58,4 22 
 

GACTTTTCGGGAATATCTTAGC 

51 RM51 
23S rRNA 

Fw1 
to be used for 1st PCR  together with 

rRNA20 for cloning 23S 3'end  
57 19 194 GACAGTTCGGTCCATATCC 
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Α/Α Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

52 RM52 
23S rRNA 

Fw2 
to be used for 2nd PCR together with 

rRNA21 for cloning 23S 3'end  
60 18 143 CCGCCCGTCACACTATGG 

53 RM53 
16S rRNA 

Fw1 
to be used for 1st PCR  together with 

rRNA20 for cloning 16S 3'end  
59,6 17 88 GAGGGGGATGCCGAAGG 

54 RM54 
16S rRNA 

Fw2 
to be used for 2nd PCR together with 

rRNA21 for cloning 16S 3'end      

55 RM55 trnD end labelled probe 
  

22 
 

TTGACAGGGCGGTGCTCTGACC 

56 RM56 trnY (Tyr) end labelled probe 
  

21 
 

TACAGTCCGTCCCCATTAACC 

57 RM57 trnH (His) end labelled probe 
  

23 
 

TTCACAATCCACTGCCTTGATCC 

58 RM58 trnP (Pro) end labelled probe 
  

23 
 

GATTTGAACCTGTGACATTTTGT 

59 RM59 
NbEri-1-

qFw binds to 3'UTR of nbERIL-1 (outside 
hp) for qPCR od RNAi lines 

 
60 22 

169 
TCAGCAAAGCATCATACCCGCC 

60 RM60 
NbEri-1-

qRev  
59 24 GGTAAAACTCCACCAACTTAGTGC 

61 RM61 
NbERI-1-
Full-Fw 

binds to 5'UTR of nbERIL-1. to be 
used together with NbERI-1 qRev to 

amplify NbERI-1 
 

59 24 1259 TAATAGAGCACGACTCAGCAGTCA 

62 RM62 
NbEri-
2qFw 

binds to both Eri-1 genes 3'UTRs 
 

58 23 
 

GTTGTAATTGAGCTGGAGACTCG 

63 RM63 
NbEri-
2qFw2 binds to 3'UTR of nbERIL-2 (outside 

hp) for qPCR od RNAi lines 
 

59 24 
147 

GACTCGTTAGTTTCCTTTCCATCC 

64 RM64 
NbEri-2-

qRev  
61 22 TCCATTTGCCCTGAGCCCAACG 

65 RM65 
NbERI-2-
Full-Fw 

binds to 5'UTR of nbERIL-1. to be 
used together with NbERI-1 qRev to 

amplify NbERI-2 
 

62 24 1490 AGCTAATAGAGCCCGACTGAGCAG 

66 RM66 
NbTas3-

Fw to amplify tas3 precursor from 
N.benthamiana 

 
57,3 19 

228 
GGTGCTATCCTATCTGAGC 

67 RM67 
NbTas3-

Rev  
57,3 19 AGGAGAAGATGAGTTGGGC 

68 RM68 
NbERIL-1 

Fw 
BamHi 

to clone ERIL-1 to pENTRY3c with 
BamHI and XhoI sites and then to 

pB2GW7 

 
62 31 

916 

GCGGATCCCCAATGGCTACGGGATTTTGTAG 

69 RM69 
NbERIL-1 
Rev XhoI 

STOP 
 

58 30 GCCTCGAGCTAGTTATACAATGCGATCCTC 
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Α/Α Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

70 RM70 
NbERIL-1 
Rev XhoI 
w/oSTOP 

to clone ERIL-1 to pENTRY3c with 
BamHI and XhoI sites and then to 

pB7FWG2 (C-terminal fusion of GFP) 
 

64 35 908 GCCTCGAGTACAATGCGATCCTCAAAAAGATATTC 

71 RM71 
NbERIL-2 

Fw 
BamHI 

to clone ERIL-2 to pENTRY3c with 
BamHI and XhoI sites and then to 

pB2GW7 

 
61,8 32 

 
GCGGATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGG 

72 RM72 
NbERIL-2 
Rev   XhoI 

STOP 
 

58,4 30 
 

GCCTCGAGCCAATTATACAATGCGATCCTC 

73 RM73 
NbERIL-1 
Rev  XhoI 
w/oSTOP 

to clone ERIL-2 to pENTRY3c with 
BamHI and XhoI sites and then to 

pB7FWG2 (C-terminal fusion of GFP) 
 

64,7 
  

GCCTCGAGGAAACCTATACAATGCGATCCTC 

74 RM74 
NbERIL-2-
REV 1ST 

EXON to mutagenise NbERIL-2 short (w/o 
3rd exon) 

 
63,1 26 

 
TAGTGCACTTACCTTGAGCAAAATAG 

75 RM75 
NbERIL-2-

Fw 3rd 
EXON 

 
63,4 24 

 
TAGTGAGGCCGACAAAAATGCATG 

76 Eugenia 
Nbe-eri 

new-qRT 
F 

used for expression analysis of 
NbERIL1 (primers designed by 

Vamvaka; placed in Jutta's box with 
other primers) 

 
58 21 

 
AAGTTTGGCTGGGTGAACGTC 

77 Eugenia 
Nbe-eri 

new-qRT 
R 

 
58 21 

 
AAGGCCCTCCTCTTGTAGAAG 

78 Eugenia 
Nico-

UBQ_For 
used for the amplification of UBQ10 

(primers designed by Vamvaka; 
placed in Jutta's box with other 

primers) 

 
58 23 

 
GAGGTTGAATCTTCCGACACAAT 

79 Eugenia 
Nico-

UBQ_Rev  
58 23 

 
AACATAGGTGAGCCCACACTTAC 

80 
Heiko 
#41 

At-Eri-
Bam-F 

To generate an Arabidopsis-Eri PCR 
product with BamHI and NotI for 

cloning into pENTR-3C 

 
56 26 

2004 
GGATCCATGGCGTCCGCATTCTCTGC 

81 
Heiko 
#42 

At-Eri-
Not-R  

56 30 GCGGCCGCTTACTTGATCCTGTTCTTGAAG 

82 
Heiko 
#48 

Eri-Prom-
For 

To clone the At-Eri promoter region 
defined by the AGRIS database. 
Forward primer contains BamHI, 

  
27 

 
GGATCCGATCAGACATTTCTTGGACCG 

83 Fred Bar_For1 
qPCR pGREEN Barl  

59,4 20 
225 

AGTCAACCGTGTACGTCTCC 

84 Fred Bar_Rev1 
 

60 20 AACCCACGTCATGCCAGTTC 
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Α/Α Code Name Application Concentration Tm value Length Product length Sequence 

85 Jutta 
Ath-

UBQ_For 
amplifies part of AtUBI 

 
58 23 428 TAACCCTTGAGGTTGAATCATCC 

86 Jutta 
Ath-

UBQ_Rev  
58 23 

 
AACTCCTTCTTTCTGGTAAACGT 

87 Eugenia 
BamHI+E

RI FOR 
amplifies part of NbERIL1 

 
56 25 486 GGA TCC AAC CAT GGA CGT CGT CAA C 

88 Eugenia 
XhoI+ERI 

REV  
56 25 486 CTC GAG AGG GCA CCA TCA CTA AGC A 

89 Jutta 
Nico-

UBQ_For 
amplifies part of NbUBI 

 
59,6 23 

402 bp 
GAGGTTGAATCTTCCGACACAAT 

90 Jutta 
Nico-

UBQ_Rev  
60.0 23 AACATAGGTGAGCCCACACTTAC 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ 

 

Πλασμιδιακές κατασκευές και τα βήματα που ακολουθήθηκαν για τη δημιουργία τους. 

 

ERIL-1 cloning steps 

Primers for ERIL-1 

1. NbERIL-1-Fw: GCGGATCC CCAATGGCTACGGGATTTTGTAG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-1-Rev: GCCTCGAG CTAGTTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG TACAATGCGATCCTCAAAAAGATATTC 

Expected product size: 1+2=916 

              1+3= 908 

Amplified sequence: 

CTATTTCTTGCACCAAATATAGATTTGGTGCAGTGTCGTTGGAGATGGCCTAATAGAGCACGACTCA
GCAGTCACAAAACTCGCCACCGTATCCTTCATTTCTTCTTCAGGAAAACTCACTCCTCAAGGGAGCCG
TTTAATTCCAATGGCTACGGGATTTTGTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCGCCGG
TACTACCTTTTTCGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATCAGTATCTCCGCCTCTCGTTCTACCACCG
AAGAATCTACTTCTTCCCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACCCGTTGGAAGCCAACGTGTCTCTATT
TTACTCAAGGTAAGTGCACTAAGCTTATGCAAAATGCTGCGGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGA
GTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTTCCAGTTCTCCTAT
TTGATGCCAAAACCATGGACGTCGTCAACTTTTTCCATAGGTTTGTGAGGCCGACAAAAATGCATGA
AGACAGAATAAATGAATATATAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGA
TACAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGGGAACGTCAATTGTGG
AGAAATGAACCGGGCGGCTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAG
ACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGCAGGGACGAAATTGCCACCGTATTTCATGGAATGGATTA
ATTTGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGGG
AACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGTCATCACCTTGGAATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGT
ACTGCAACACATGCTTAGTGATGGTGCCCTTGTGCAAATCACAGCTAGAAGAAACCCTCATTCTCCTG
AAAAAGTTGAATATCTTTTTGAGGATCGCATTGTATAACTAGTTTCTTCTGAACCATTTTGTTATCACC
TAAACATTTTTAGATGTCCTTCCTCTTAATTTCTTCAAGTTGCAGTTGAGGTCTCTTGTATTCAGCAAA
GCATCATACCCGCCCATGCACTCCAACCCCTGCTAAGCAAAAAAGAAAAGTGAAGAAGGCAAAAGA
AAAAACCTATTGGTGGAGGCTTGCAACAGTGACTGTACATTAATATCATTTCCTTTCAATTGGTAGAC
TATGCACTAAGTTGGTGGAGTTTTACCATGAAAATCATCAACATTTCTTGGTTGGTTGGGCTGGTTTT
TTGGATTTGATCTCATTTGATAGTAGGCTACTATTAGTAGCATTTTGTTCTTTCTACTGGGAGGAACA
GCCTGACAGTAAGTTCTAATTGAGCTGGAGACTCGTTAGTTTTCCTTTCAATCCAAGACTTCCTTTGA
GTTGCAGTGAAGTACTCTCAACAGGGAAATTAACTATCCTTTTTGATGTACTTTTTCTATGACCAACA
GACATTAGGCTCAGGGCAAATGGATCCTTTCTTTTATCCCTTTTTG 
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Cloned region with restriction sites with stop codon 

GATCCCCAATGGCTACGGGATTTTGTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCGCCGGTA
CTACCTTTTTCGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATCAGTATCTCCGCCTCTCGTTCTACCACCGAA
GAATCTACTTCTTCCCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACCCGTTGGAAGCCAACGTGTCTCTATTTT
ACTCAAGGTAAGTGCACTAAGCTTATGCAAAATGCTGCGGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAG
TTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTTCCAGTTCTCCTATTT
GATGCCAAAACCATGGACGTCGTCAACTTTTTCCATAGGTTTGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAG
ACAGAATAAATGAATATATAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATA
CAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGGGAACGTCAATTGTGGAG
AAATGAACCGGGCGGCTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACT
AAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGCAGGGACGAAATTGCCACCGTATTTCATGGAATGGATTAATT
TGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGGGAAC
TCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGTCATCACCTTGGAATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACT
GCAACACATGCTTAGTGATGGTGCCCTTGTGCAAATCACAGCTAGAAGAAACCCTCATTCTCCTGAAA
AAGTTGAATATCTTTTTGAGGATCGCATTGTATAACTAGC 

 

+ 

+ 
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Cloned region with restriction sites without stop codon 

GATCCCCAATGGCTACGGGATTTTGTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCGCCGGTA
CTACCTTTTTCGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATCAGTATCTCCGCCTCTCGTTCTACCACCGAA
GAATCTACTTCTTCCCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACCCGTTGGAAGCCAACGTGTCTCTATTTT
ACTCAAGGTAAGTGCACTAAGCTTATGCAAAATGCTGCGGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAG
TTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTTCCAGTTCTCCTATTT
GATGCCAAAACCATGGACGTCGTCAACTTTTTCCATAGGTTTGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAG
ACAGAATAAATGAATATATAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATA
CAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGGGAACGTCAATTGTGGAG
AAATGAACCGGGCGGCTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACT
AAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGCAGGGACGAAATTGCCACCGTATTTCATGGAATGGATTAATT
TGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGGGAAC
TCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGTCATCACCTTGGAATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACT
GCAACACATGCTTAGTGATGGTGCCCTTGTGCAAATCACAGCTAGAAGAAACCCTCATTCTCCTGAAA
AAGTTGAATATCTTTTTGAGGATCGCATTGTAC 

 

 

 

 Digest PCR product with BamHI & XhoI & Phenol:chloroform & ethanol precipitation 

 Digest pENTRY 3C Dual Selection vector with BamHI & XhoI, cut band from gel & 
clean up 

 Ligation of digested PCR product with digested vector 

 Transform plasmid to DH10b competent cells (kanamycin), check for correct plasmid 
(digest with BamHI & XhoI )midi-prep & sent for sequencing 

 Clonase reaction of pENTRY3C:RNR1 to destination vector (pK7GWIWG(II)) 
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 Transform to DH10b competent cells (spectinomycin), check for correct plasmid 
(digest with XhoI – expected size 800bp), midi-prep & sent for sequencing 

 Transform to Agrobacterium tumefaciens C58S competent cells (spectinomycin), 
check for correct colonies, make glycerol stocks 

 

 

Sequencing results 

1. NbERIL-1-Fw: GCGGATCC CCAATGGCTACGGGATTTTGTAG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-1-Rev: GCCTCGAG CTAGTTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG TACAATGCGATCCTCAAAAAGATATTC 

ERI-1 STOP 

Eri-1 rev primer 

AACAAAACAAACAACAAACAACCATTCCAATTTACTATTCTAGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGT
GATATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTTTAAAGGAACCAATTCAGTCGACTGGATCCCCAA
TGGCTACGGGATTTTGTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCGCCGGTACTACCTTTT
TCGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATCAGTATCTCCGCCTCTCGTTCTACCACCGAAGAATCTACT
TCTTCCCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACCCGTTGGAAGCCAACGTGTCTCTATTTTACTCAAGGT
AAGTGCACTAAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGCTTAT
GCAAAATGCTGCGGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTG
GAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTTCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGACGTCGTCAA
CTTTTTCCATAGGTTTGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATATAGAAGGG
AAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCG
AGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGGGAACGTCAATTGTGGAGAAATGAACCGGGCGGCTGTCTAAATA
AAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGC
AGGGACGAAATTGCCACCGTATTTCATGGAATGGATTAATTTGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACA
AGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGGGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGTCATC
ACCTTGGAATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTGCAACACATGCTTAGTGATGGTGCCCT
TGTGCAAATCACAGCTAGAA 

PROTEIN TRANSLATION 

MATGFCRVPLLRRFLVSPPVLPFSYSLQPSRKISISASRSTTEESTSSLIQPTPSRTRWKPTCLYFTQGKCTKM
DDPMHIDKFNHNCSLELMQNAAGLKNLRQQELEYFLVLDLEGKVEILEFPVLLFDAKTMDVVNFFHRFV
RPTKMHEDRINEYIEGKYGKLGVDRVWHDTAIPFGEVIEQFEVWLGERQLWRNEPGGCLNKAAFVTCG
NWDLKTKVPQQCKVAGTKLPPYFMEWINLKDVFLNFYKRRAKGMLSMMRELQMPLLGSHHLGIDDAK
NIARVLQHMLSDGALVQITAR 
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ERI-1 W/O STOP 

Eri-1 rev primer 

AAAAAAAATGCCCCCTCGCGCGACAGGGTGTTCCCAAAAGAGGGGGCCCCCCCCCCCCCCCGGGGG
GCCCTTTGGGGAAAAAAGAAAGGGTGTCTCCAACCCCTTGTTTTTAAAAAACAAAGTGGGTTTGATT
GTGTATTTCTCCCCCTGGACGTAAGGGGAATGACGCAACAATCCCCATTTTTCTTTTGGCAAAGACCC
TTTCCTTTTAATATAAGGAAATTTCATTTTCATTTGGAAGAGGATTCCGGGTATTTTTTCCAACAATTTC
CCCCAACAAAACAAACCACCAACCACCATTCCAATTTACTATTCTAGTCGACCTGCAGGCGGCCGCAC
TAGTGATATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTTTAAAGGAACCAATTCAGTCGACTGGATCC
CCAATGGCTACGGGATTTTGTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCGCCGGTACTACC
TTTTTCGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATCAGTATCTCCGCCTCTCGTTCTACCACCGAAGAATC
TACTTCTTCCCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACCCGTTGGAAGCCAACGTGTCTCTATTTTACTCA
AGGTAAGTGCACTAAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGC
TTATGCAAAATGCTGCGGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGA
TTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTTCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGACGTCG
TCAACTTTTTCCATAGGTTTGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATATAGA
AGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAAGT
TATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGGGAACGTCAATTGTGGAGAAATGAACCGGGCGGCTGTCT
AAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAA
GTAGCAGGGACGAAATTGCCACCGTATTTCATGGAATGGATTAATTTGAAGGATGTGTTTTTGAACT
TCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGGGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGA
GTCATCACCTTGGAATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTGCAACACATGCTTAGTGATGG
TGCCCTTGTGCAAATCACAGCTAGAAGAAACCCTCATCTCTTGAAATAATGTTT 

MATGFCRVPLLRRFLVSPPVLPFSYSLQPSRKISISASRSTTEESTSSLIQPTPSRTRWKPTCLYFTQGKCTKM
DDPMHIDKFNHNCSLELMQNAAGLKNLRQQELEYFLVLDLEGKVEILEFPVLLFDAKTMDVVNFFHRFV
RPTKMHEDRINEYIEGKYGKLGVDRVWHDTAIPFGEVIEQFEVWLGERQLWRNEPGGCLNKAAFVTCG
NWDLKTKVPQQCKVAGTKLPPYFMEWINLKDVFLNFYKRRAKGMLSMMRELQMPLLGSHHLGIDDAK
NIARVLQHMLSDGALVQITARRNPHLLK- 
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ERIL-2 cloning steps 

Primers for ERIL-2       FULL 

1. NbERIL-2-Fw: GCGGATCC CTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-2 -Rev: GCCTCGAG CCAATTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG GGAAACCAATACAATGCGATCCTC 

Expected product size: 1+2=966 

              1+3= 972 

Amplified sequence: 

ATTTTCGCGTCAAACACATATTTGACCGAATGCCTACTAAAATCACTTTAGCTAATAGAGCCCGACTG
AGCAGTCACAAGACGCGCCACCTTATCCCTTCATTTCTTCAGGAAAACTCACTCCTCAAAGGAGCCGT
TTAATTCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGA
ACTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAA
GAATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTT
GCTCAAGGTAAGTGCACTAAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCT
TGAGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTG
CTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGA
TGTCGTCGACTTGTTCCATAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATAT
GTAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGA
GAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGC
TGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATG
CAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTG
AACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAG
GGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTG
ATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTG
AGGATCGCATTGTATAATTGGTTTCCACTGAACCATTTTTTTATCGCCTAAACTTTTTGGATATGATCT
AATTTGATAGTAGGCTACTATTAGTACCATTTTTTTTTCTTTCTACTGAGAGGAACAGCCTGACAATAA
GTTGTAATTGAGCTGGAGACTCGTTAGTTTCCTTTCCATCCAAGACTTCCTTTGAGTTGCAGTGAAGT
ACTGTCAACAGGGAAATTACCTATCCTTTTTGATGTACTGTTTCTATGACCAACAGACGTTGGGCTCA
GGGCAAATGGATCCTTTCTTTTATCCCTTTTTGTTCCTGAGTTTCTATCCTTTTCTCTGCAAAAGTGAGA
TTTGAGGAGGTTAGTGGCTCCTTTTCAGTAGATAGTTTCAGGATTAAGGCATATTTGAGTCGTTAAGT
CCTATGAGGCATGATTTCTATATGATTTTTATTTTTGGTATTATG 

 

 

Cloned region with restriction sites with stop codon 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTAAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTG
AGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCT
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TGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATG
TCGTCGACTTGTTCCATAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGT
AGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGA
AGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTG
TCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCA
AAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTGAA
CTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGG
AGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTGAT
GGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTGA
GGATCGCATTGTATAATTGC 
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Cloned region with restriction sites without stop codon 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTAAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTG
AGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCT
TGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATG
TCGTCGACTTGTTCCATAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGT
AGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGA
AGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTG
TCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCA
AAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTGAA
CTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGG
AGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTGAT
GGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTGA
GGATCGCATTGTATTGTTGGTTTCCC 
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ERIL-2 SMALL ISOFORM cloning steps 

Primers for ERIL-2       SMALL 

1. NbERIL-2-Fw: GCGGATCC CTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-2-REV 1ST EXON:  

2. NbERIL-2 -Rev: GCCTCGAG CCAATTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG GGAAACCAATACAATGCGATCCTC 

Expected product size: 1+2=763 

              1+3= 908 

Amplified sequence: 

ATTTTCGCGTCAAACACATATTTGACCGAATGCCTACTAAAATCACTTTAGCTAATAGAGCCCGACTG
AGCAGTCACAAGACGCGCCACCTTATCCCTTCATTTCTTCAGGAAAACTCACTCCTCAAAGGAGCCGT
TTAATTCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGA
ACTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAA
GAATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTT
GCTCAAGGTAAGTGCACTAAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATA
TGTAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGG
AGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGG
CTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAAT
GCAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTT
GAACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTA
GGGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACT
GATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTT
GAGGATCGCATTGTATAATTGGTTTCCACTGAACCATTTTTTTATCGCCTAAACTTTTTGGATATGATC
TAATTTGATAGTAGGCTACTATTAGTACCATTTTTTTTTCTTTCTACTGAGAGGAACAGCCTGACAATA
AGTTGTAATTGAGCTGGAGACTCGTTAGTTTCCTTTCCATCCAAGACTTCCTTTGAGTTGCAGTGAAG
TACTGTCAACAGGGAAATTACCTATCCTTTTTGATGTACTGTTTCTATGACCAACAGACGTTGGGCTC
AGGGCAAATGGATCCTTTCTTTTATCCCTTTTTGTTCCTGAGTTTCTATCCTTTTCTCTGCAAAAGTGAG
ATTTGAGGAGGTTAGTGGCTCCTTTTCAGTAGATAGTTTCAGGATTAAGGCATATTTGAGTCGTTAAG
TCCTATGAGGCATGATTTCTATATGATTTTTATTTTTGGTATTATG 

 

Cloned region with restriction sites with stop codon 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTAAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATG
TAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAG
AAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCT
GTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATG
CAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTG
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AACTTCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAG
GGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTG
ATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTG
AGGATCGCATTGTATAATTGC 

 

*** PRODUCES 2 ORF????  

 

WITHOUT 4 SPLICE-FLANKING NUCLEOTIDES (-3RD EXON) 

Primers for ERIL-2       SMALL 

1. NbERIL-2-REV 1ST EXON: TAGTGCACTTACCTTGAGCAAAATAG 

2. NbERIL-2-Fw 3rd EXON: TAGTGAGGCCGACAAAAATGCATG 

After mutagenesis use same primers as above 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTA 

AGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGCTTATGCAAAATGCT
GCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAA
GTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATGTCGTCGACTTGTTCCAT
AGGT 

TAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGTAGAAGGGAAATATGGAAAG
CTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAG
TTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGT
TACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGCAGGGATGAAATT
GCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACAAGAGGAGGGCC
AAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGCCATCACCTTGGGATAG
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ATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTGATGGTGCCCTTTTGCAAATTAC
AGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTGAGGATCGCATTGTATAATTGC 

CACTATAGTGAGGCC 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTATAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGTAGA
AGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAAGT
TATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTGTCT
AAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAA
GTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTGAACT
TCTACAAGAGGAGGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGA
GCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTGATG
GTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTGAG
GATCGCATTGTATAATTGC 

 

 OK 
EXPRESSION OF ERIL-2 SMALL 

PROTEIN  

MAKGFSRVPLLRRFLVSPPELPFLYSLQPSRKISISASLSTTEESTSSLIQPTPSRTRWKPTCLYFAQGKCTIVR
PTKMHEDRINEYVEGKYGKLGVDRVWHDTAIPFGEVIEQFEVWLGERQLWRNELGGCLNKAAFVTCGN
WDLKTKVPQQCKVAGMKLPPYFMEWINLKDVFLNFYKRRAKGMLSMMRELQMPLLGSHHLGIDDAK
NIARVLQHMQTDGALLQITARRNPRSPEKVEFLFEDRIV- 
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ALIGNMENT FULL AND SMALL (-ALL EXON2) 

 

 

 Digest PCR product with BamHI & XhoI & Phenol:chloroform & ethanol precipitation 

 Digest pENTRY 3C Dual Selection vector with BamHI & XhoI, cut band from gel & 
clean up 

 Ligation of digested PCR product with digested vector 

 Transform plasmid to DH10b competent cells (kanamycin), check for correct plasmid 
(digest with BamHI & XhoI )midi-prep & sent for sequencing 

 Clonase reaction of pENTRY3C:RNR1 to destination vector (pK7GWIWG(II)) 

 Transform to DH10b competent cells (spectinomycin), check for correct plasmid 
(digest with XhoI – expected size 800bp), midi-prep & sent for sequencing 

 Transform to Agrobacterium tumefaciens C58S competent cells (spectinomycin), 
check for correct colonies, make glycerol stocks 
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ERIL-2 cloning steps 

Primers for ERIL-2       FULL 

1. NbERIL-2-Fw: GCGGATCC CTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-2 -Rev: GCCTCGAG CCAATTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG GGAAACCAATACAATGCGATCCTC 

Expected product size: 1+2=916 

              1+3= 908 

Amplified sequence: 

GGTAAAAATTATTTTAGCCAACTCGCAGAGATTGAGAAAGAATAAGGAAAGATCAAAACTTTGTAAA
GGCTATACAATCTGTAATTTTATACTATATGGTCCAGTAATATAATAATATTAGAAAAAGCTTCACTCA
AAACCAGTGAATTTCCTAAAGAAAATAAATAATCCACTTTAAATGAGAAGATTTGGAATGTTACAAAT
TAATAAACATTTCTTATTAGTCCGTAGCTTGAATCTTAAAAATAAAATAAAGAAACGGCAACAAGAAT
TCTGTTATGAAACAATAAAAGAACAAGAGCAATATTGCAAAGAAAGAGAGAGAAATTCTTATTGAAT
TTTTGGGTGATTTACAATGGGGTAATACCCCTCTATTTATAGGAGGAAAAATAACTTAGCCTCAAAAT
AAAATTCTCGACAAGATACACATTCACCCTAATTAAAATTCTTAACAAACTCAATTATTATTTTTTCTTT
CATTTTTCAACTGTACATATTTTTAAAATTTTCGCGTCAAACACATATTTGACCGAATGCCTACTAAAA
TCACTTTAGCTAATAGAGCCCGACTGAGCAGTCACAAGACGCGCCACCTTATCCCTTCATTTCTTCAG
GAAAACTCACTCCTCAAAGGAGCCGTTTAATTCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTG
CGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAACTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGT
ATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAGAATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTC
GTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGCTCAAGGTAAGTGCACTAAGGTAATATACTTAACTTTCTAA
TACACACCTCTCTTGTAGCTATTCACTTGATTTCAACATTAGTACTTCCTCTAATCCTGTGATTAGTTTG
ACTTACTCACGGAGTTTTTAGATAATAGGAGAACTTTTAGAACTTGTAGTGGTAAATATGCCATCACA
TTTTTGAGGTTATAAGAGTTTTATAATATAAATTGAGAAGTTTAGGTTAAATTATTTTTAAATTTAGAA
AGATAGACTATGAAGGATATAGTGTCATATAATAGGGAGTATGTTTCTTAACTTCCCTTTTTTAAAAT
TGTATAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGCTTATGCAA
AATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAG
GGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATGTCGTCGACT
TGTTCCATAGGTCTGTTTCTTAGTTTTAGCATCCTGTTAAATGCAATATAACAGTCCTTGAGCTATCAT
TGCAAGTATGAAATTTGTGCTAATAGTCAACCATCATGATATGTTTTGGAAATAGATAATCCGGTAGC
AAACATGGGCTTGTGGACTCTTAAAGACCGATTTTATCTGCATCTTTTTGCAAGATAGGATGGAATAG
GTTGGTTACTTAATATTATGTGGAGTGGGATAGCCTCTGGATAGAGAGTAGAACTTCCCTCAGTGCA
AAACACAATCAAAATGATCATAGTGGATAGTTTGACTGGTCTGATATTTCTAGTGAAACATAAGTAG
GAAATTAAAGTAGGTAAAAATGCACTTCTCATGCTAATAGAGCTATTAACTTTGCGAGGATTTGCCTG
TGGAAATGAAAATTGAGTATGTATTCATAGCAATTTCTTAAAGAGGAAGGATAACATTGTAAAAGAT
TCAAGGAAACTTTCAAAAATATCTTGAAAGGGAATGCCACACATACTTTTCAAACCCACAACTGCGA
GGGAGTGGTGAACTCCATGTGGATTGAAAATTTGCAAGCGAAATAGCTGTCTGGAAAAGTCCTGGT
TCACATAGAAAGCAGAGGAAGAAAACAGAAACAAGGCTGATAGGATTTTAGAAAATTGAAGGATG
GGGAAGTTAGTCTTATCTTTTTAACATAGCATTTTCTTCTCTAGACTGTGTTGCTGACCAATTAGATCC
TTTAGCACAGTCAGTGAACTTCCCTAGCCATAACAAAAATAGGTGGCATTACCTTTTCTGGAAGACAC
ACTCAACCTTTATTTTATTTTATGCTGTGTGTAACATTGGGCAGTTTGATATGTATTTTCCACCATGAA
CTAGTGGCTTCTCGATGTAATCTATCATATCATATTGCTACTACATGAAGTGGAATAAGTCCATAGTA
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TTGATTGTATGACATCTTGACGTTTGTTACGTTGTTAGATTTTAACGTCTTGAACTTTTGTGAAAGACT
TTCTTTTTCTTATAGTTTGAACTTTTGTCTAAAACTATGTTTTGGTCCTGAAAATGTAATGATGTGTTTT
ATTGTCTATTTCTCATATTTGGTACTGCTACAGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGA
ATAAATGAATATGTAGAAGGGAAATATGGAAAGCTAGGAGTTGATCGGTATGGTATCTTCTATAGTA
GTTTAAAAAACTATTCAGCACTCGGTACTTGTGCCTCTTGCTTCTATATCAAGAACTGCAATGTAGTTG
CTTCACATGTTAAACTAGAAGCATGTCAGTCTATGTCTTTTAGTTCATTTCTTCATGTAAAGCAGTGTT
TTTCTCTTTTCTTGAATTATGTAACCGAAGAGCTTCAATGATAGTTCTTTCTTTGTAAAATGAAGATAT
GACAATTAGCATCAGCATAAAAATTATTGCCTAACGTCCACTGATTTGATTATCTGATGGGAGAACCC
TCTTGGCTTCTCATGAATCCCTATATTTCTGTCATGAACACCCGGTGAAGTGTTTCTTTTGGGTCTCAG
CTGTGTGTGCAGAGTCCATTATTGATTCCTTCCCTTTTTTCCATGAGAATAAGAATGTGGTCTTTGTGG
GTAGCTCCAGAGGTGTAGCTTTCCGTTGTGGCATCAATGTCACAGGTTAAGATATGTAAAGCAGCAT
GTAGGCTAAGGGTAAAGTTGTACACATATTTATCTTCCTGCACCCTGTAATATTACTATTATTATATGC
TGGACTACCTGCTAAATAAGCTTGTATGCTCGGAAAAAACTTACACTGAGAAAGTTAGCTATTGGAA
TTATATTAGGAATATCCAAATTTGTTGTTAAATCATCAACAACGGAAAGAAAATTTCATTTTTATATGT
TTTGGTGGTACACAATGGTGATTGCTATGTAGATTGATAGAAATTGGATCGCTATGCATGCTTAATTG
CTTATAGAATAATAGAAATTAATGCCAATTCATCCTCATTGACGTTGATGCATGCACCAGTTTTGCAA
CAATAGTTGATTCCTGGATCGGATGTTTAATGTTTTTCATTTGTATCTATGCCAATTCTTGTAGCGTCT
GGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAAGTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCA
ATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTGTCTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGGTGAGTTGTTGCA
ATGAAAGCATGAAATAATAAAAAATACTTCTGGATATGAAATATCAGTTGATGATTAAACTTTTTATT
AGACATTATAGTAAACAAGATGCAAACTGAATTGTTTGGGAAAAGTCATTTTGTTTTGTTGTGTCCTA
TATGGATGATTTGCAGATGCTCCTAACCCCTAACGCTACTTTCTTATGTTGGCACTTGTCACTAGTCAG
AAATTTCCTGTTTTTCGTTGTATTAGCCCTTCTTAGAGCTTTCCCTGTTTGGCGGCAAGAGCATCTTCA
CTTCTAAGGCAAAATTTGCATCGACATATTAGTTTGAAGGGTATATCATGATTTGGGACTTGCTTATT
GATGATTAGTATGTTATACTTGAATATCTTGCTTTTAAACCTTTCATTCATATTTGAGTATTAAAATAAT
ATTTTATTTTTTATCTCCATGTAAAAAAAAGGTAGGTGGTTAGGACATTTTTGGTATCATTTGCATTAT
AGAGTAGTATTAAATTTAAAAAAATTAAGACCAAGGTGCTAATGTCCACATTAAGTGTAAATATATA
GGAATCAACAGCGCAAGTAAATTCTTCTGAGTGGCTGAATTTTCAATTTGTATATGGTAGTGGGAAC
TGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATGCAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCA
TGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTGAACTTCTACAAGAGGAGGGTGAGTATGCAAACTTT
TAACAATGCCATTCTCTCATATTGATTTAGGAAATTTAGGTTTTCTCAACTTCTCTATTCCATCCCTCTT
CCTCTTTTTTTATACTTCCGGAAGAATAACCGAAGTATGGTTTTACTTCATTAATGGTAGGCCAAAGG
AATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGCCTTTGTTAGGGAGCCATCACCTTGGGATAGATGAT
GCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCACATGCAAACTGATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTA
GAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTGAATTTCTTTTTGAGGATCGCATTGTATAATTGGTTTCC
ACTGAACCATTTTTTTATCGCCTAAACTTTTTGGATATGATCTAATTTGATAGTAGGCTACTATTAGTA
CCATTTTTTTTTCTTTCTACTGAGAGGAACAGCCTGACAATAAGTTGTAATTGAGCTGGAGACTCGTT
AGTTTCCTTTCCATCCAAGACTTCCTTTGAGTTGCAGTGAAGTACTGTCAACAGGGAAATTACCTATC
CTTTTTGATGTACTGTTTCTATGACCAACAGACGTTGGGCTCAGGGCAAATGGATCCTTTCTTTTATCC
CTTTTTGTTCCTGAGTTTCTATCCTTTTCTCTGCAAAAGTGAGATTTGAGGAGGTTAGTGGCTCCTTTT
CAGTAGATAGTTTCAGGATTAAGGCATATTTGAGTCGTTAAGTCCTATGAGGCATGATTTCTATATGA
TTTTTATTTTTGGTATTATGCAGGCAATACTGCAATTTTTAGACTAATGCTTAGGCAGATTACAAGCAT
TCTAAATTCTATTAGCATAATTTCTAATTTATTGTGCAATGAAACGGTCCCAAAATTATGAATTACCTA
TGCTGATTTTATAGAAGTGTGTATCAAGAAGGTGACAGCATCCTATAGGCAAAATTTCTAATAGCTG
GTAATTAAGGCAATAAATAGCTTTGAAAGTCTATTATTAACAACGTTGATCTCATAAACAATTTTTAA
GCATATGACAATATCCTATAGGTAGAATTTGTAACCATTGACAATCAGTCTTGATTTTATAACACTTTT
CTCTTACATGTAATCTAGGCGAGGCAGTGTAATGAAAACAACATGGGTAGTCGATTAAAAGATTAGT
GTCCTATAGTCATGGTATCTAGATGGGCAATATACTAGAAGTAATAGAAGCAATAGACCTGGATTAT
TTGAAGTCCTATAGGCATGGTATTTAGATTGACAAAAAGCATATGTTATACATCCTATAGGCATACTG
TCTAAACGCACACTACTAACATATAATCGAGTATGATAAGTACTTGAAT 
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Amplified sequence (without UTRs) WITH STOP CODON 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTAAGGTAATATACTTAACTTTCTAATACACACCTCTCTTGTAGCTATTCACTTG
ATTTCAACATTAGTACTTCCTCTAATCCTGTGATTAGTTTGACTTACTCACGGAGTTTTTAGATAATAG
GAGAACTTTTAGAACTTGTAGTGGTAAATATGCCATCACATTTTTGAGGTTATAAGAGTTTTATAATA
TAAATTGAGAAGTTTAGGTTAAATTATTTTTAAATTTAGAAAGATAGACTATGAAGGATATAGTGTCA
TATAATAGGGAGTATGTTTCTTAACTTCCCTTTTTTAAAATTGTATAGATGGATGATCCTATGCATATT
GACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGC
AGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAG
TTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATGTCGTCGACTTGTTCCATAGGTCTGTTTCTTAGTTTTAG
CATCCTGTTAAATGCAATATAACAGTCCTTGAGCTATCATTGCAAGTATGAAATTTGTGCTAATAGTC
AACCATCATGATATGTTTTGGAAATAGATAATCCGGTAGCAAACATGGGCTTGTGGACTCTTAAAGA
CCGATTTTATCTGCATCTTTTTGCAAGATAGGATGGAATAGGTTGGTTACTTAATATTATGTGGAGTG
GGATAGCCTCTGGATAGAGAGTAGAACTTCCCTCAGTGCAAAACACAATCAAAATGATCATAGTGGA
TAGTTTGACTGGTCTGATATTTCTAGTGAAACATAAGTAGGAAATTAAAGTAGGTAAAAATGCACTTC
TCATGCTAATAGAGCTATTAACTTTGCGAGGATTTGCCTGTGGAAATGAAAATTGAGTATGTATTCAT
AGCAATTTCTTAAAGAGGAAGGATAACATTGTAAAAGATTCAAGGAAACTTTCAAAAATATCTTGAA
AGGGAATGCCACACATACTTTTCAAACCCACAACTGCGAGGGAGTGGTGAACTCCATGTGGATTGAA
AATTTGCAAGCGAAATAGCTGTCTGGAAAAGTCCTGGTTCACATAGAAAGCAGAGGAAGAAAACAG
AAACAAGGCTGATAGGATTTTAGAAAATTGAAGGATGGGGAAGTTAGTCTTATCTTTTTAACATAGC
ATTTTCTTCTCTAGACTGTGTTGCTGACCAATTAGATCCTTTAGCACAGTCAGTGAACTTCCCTAGCCA
TAACAAAAATAGGTGGCATTACCTTTTCTGGAAGACACACTCAACCTTTATTTTATTTTATGCTGTGTG
TAACATTGGGCAGTTTGATATGTATTTTCCACCATGAACTAGTGGCTTCTCGATGTAATCTATCATATC
ATATTGCTACTACATGAAGTGGAATAAGTCCATAGTATTGATTGTATGACATCTTGACGTTTGTTACG
TTGTTAGATTTTAACGTCTTGAACTTTTGTGAAAGACTTTCTTTTTCTTATAGTTTGAACTTTTGTCTAA
AACTATGTTTTGGTCCTGAAAATGTAATGATGTGTTTTATTGTCTATTTCTCATATTTGGTACTGCTAC
AGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGTAGAAGGGAAATATGG
AAAGCTAGGAGTTGATCGGTATGGTATCTTCTATAGTAGTTTAAAAAACTATTCAGCACTCGGTACTT
GTGCCTCTTGCTTCTATATCAAGAACTGCAATGTAGTTGCTTCACATGTTAAACTAGAAGCATGTCAG
TCTATGTCTTTTAGTTCATTTCTTCATGTAAAGCAGTGTTTTTCTCTTTTCTTGAATTATGTAACCGAAG
AGCTTCAATGATAGTTCTTTCTTTGTAAAATGAAGATATGACAATTAGCATCAGCATAAAAATTATTG
CCTAACGTCCACTGATTTGATTATCTGATGGGAGAACCCTCTTGGCTTCTCATGAATCCCTATATTTCT
GTCATGAACACCCGGTGAAGTGTTTCTTTTGGGTCTCAGCTGTGTGTGCAGAGTCCATTATTGATTCC
TTCCCTTTTTTCCATGAGAATAAGAATGTGGTCTTTGTGGGTAGCTCCAGAGGTGTAGCTTTCCGTTG
TGGCATCAATGTCACAGGTTAAGATATGTAAAGCAGCATGTAGGCTAAGGGTAAAGTTGTACACATA
TTTATCTTCCTGCACCCTGTAATATTACTATTATTATATGCTGGACTACCTGCTAAATAAGCTTGTATGC
TCGGAAAAAACTTACACTGAGAAAGTTAGCTATTGGAATTATATTAGGAATATCCAAATTTGTTGTTA
AATCATCAACAACGGAAAGAAAATTTCATTTTTATATGTTTTGGTGGTACACAATGGTGATTGCTATG
TAGATTGATAGAAATTGGATCGCTATGCATGCTTAATTGCTTATAGAATAATAGAAATTAATGCCAAT
TCATCCTCATTGACGTTGATGCATGCACCAGTTTTGCAACAATAGTTGATTCCTGGATCGGATGTTTA
ATGTTTTTCATTTGTATCTATGCCAATTCTTGTAGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAA
GTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTGT
CTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGGTGAGTTGTTGCAATGAAAGCATGAAATAATAAAAAATACTT
CTGGATATGAAATATCAGTTGATGATTAAACTTTTTATTAGACATTATAGTAAACAAGATGCAAACTG
AATTGTTTGGGAAAAGTCATTTTGTTTTGTTGTGTCCTATATGGATGATTTGCAGATGCTCCTAACCCC
TAACGCTACTTTCTTATGTTGGCACTTGTCACTAGTCAGAAATTTCCTGTTTTTCGTTGTATTAGCCCTT
CTTAGAGCTTTCCCTGTTTGGCGGCAAGAGCATCTTCACTTCTAAGGCAAAATTTGCATCGACATATT
AGTTTGAAGGGTATATCATGATTTGGGACTTGCTTATTGATGATTAGTATGTTATACTTGAATATCTT
GCTTTTAAACCTTTCATTCATATTTGAGTATTAAAATAATATTTTATTTTTTATCTCCATGTAAAAAAAA
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GGTAGGTGGTTAGGACATTTTTGGTATCATTTGCATTATAGAGTAGTATTAAATTTAAAAAAATTAAG
ACCAAGGTGCTAATGTCCACATTAAGTGTAAATATATAGGAATCAACAGCGCAAGTAAATTCTTCTG
AGTGGCTGAATTTTCAATTTGTATATGGTAGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCA
ATGCAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTT
TTGAACTTCTACAAGAGGAGGGTGAGTATGCAAACTTTTAACAATGCCATTCTCTCATATTGATTTAG
GAAATTTAGGTTTTCTCAACTTCTCTATTCCATCCCTCTTCCTCTTTTTTTATACTTCCGGAAGAATAAC
CGAAGTATGGTTTTACTTCATTAATGGTAGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGA
TGCCTTTGTTAGGGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCA
CATGCAAACTGATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTG
AATTTCTTTTTGAGGATCGCATTGTATAATTGGC 

 

 

 

Sequencing results  

Primers for ERIL-2       FULL 

1. NbERIL-2-Fw: GCGGATCC CTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGG  -------- 

(BamHI site: G/GATCC) 

2. NbERIL-2 -Rev: GCCTCGAG CCAATTATACAATGCGATCCTC 

(XhoI site: C/TCGAG ) CTCGA/G 

3. NbERIL-1 Rev XhoI w/o STOP: GCCTCGAG GGAAACCAATACAATGCGATCCTC 
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Eri-2 genomic FW 

CCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAGAATCTACTTCTTCTCTAATTCAGC
CCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGCTCAAGGTAAGTGCACTAAGGTA
ATATACTTAACTTTCTAATACACACCTCTCTTGTAGCTATTCACTTGATTTCAACATTAGTACTTCCTCT
AATCCTGTGATTAGTTTGACTTACTCACGGAGTTTTTAGATAATAGGAGAACTTTTAGAACTTGTAGT
GGTAAATATGCCATCACATTTTTGAGGTTATAAGAGTTTTATAATATAAATTGAGAAGTTTAGGTTAA
ATTATTTTTAAATTTAGAAAGATAGACTATGAAGGATATAGTGTCATATAATAGGGAGTATGTTTCTT
AACTTCCCTTTTTTAAAATTGTATAGATGGATGATCCTATGCATATTGACAAGTTTAATCATAATTGCT
CCCTTGAGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGCAGCAGGAGTTGGAATACTTTTT
GGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAGTTCTCCTATTTGATGCCAAAACCA
TGGATGTCGTCGACTTGTTCCATAGGTCTGTTTCTTAGTTTTAGCATCCTGTTAAATGCAATATAACAG
TCCTTGAGCTATCATTGCAAGTATGAAATTTGTGCTAATAGTCAACCATCATGATATGTTTTGGAAAT
AGATAATCCGGTAGCAAACATGGGCTTGTGGACTCTTAAAGACCGATTTTATCTGCATCTTTTTGCAA
GATAGGATGGAATAGGTTGGTTACTTAATATTATGTGGAGTGGGATAGCCTCTGGATAGAGAGTAG
AACTTCCCTCAGTGCAAAACACAATCAAAATGATCATAGTGGATAGTTTGACTGGGCTGATATTTCTA
GTGAAAC 

 

>Eri-2 genomic rev primer 

GGATATGAAATATCAGTTGATGATTAAACTTTTTATTAGACATTATAGTAAACAAGATGCAAACTGAA
TTGTTTGGGAAAAGTCATTTTGTTTTGTTGTGTCCTATATGGATGATTTGCAGATGCTCCTAACCCCTA
ACGCTACTTTCTTATGTTGGCACTTGTCACTAGTCAGAAATTTCCTGTTTTTCGTTGTATTAGCCCTTCT
TAGAGCTTTCCCTGTTTGGCGGCAAGAGCATCTTCACTTCTAAGGCAAAATTTGCATCGACATATTAG
TTTGAAGGGTATATCATGATTTGGGACTTGCTTATTGATGATTAGTATGTTATACTTGAATATCTTGCT
TTTAAACCTTTCATTCATATTTGAGTATTAAAATAATATTTTATTTTTTATCTCCATGTAAAAAAAAGGT
AGGTGGTTAGGACATTTTTGGTATCATTTGCATTATAGAGTAGTATTAAATTTAAAAAAATTAAGACC
AAGGTGCTAATGTCCACATTAAGTGTAAATATATAGGAATCAACAGCGCAAGTAAATTCTTCTGAGT
GGCTGAATTTTCAATTTGTATATGGTAGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCAATG
CAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTTTTG
AACTTCTACAAGAGGAGGGTGAGTATGCAAACTTTTAACAATGCCATTCTCTCATATTGATTTAGGAA
ATTTAGGTTTTCTCAACTTCTCTATTCCATCCCTCTTCCTCTTTTTTTATACTTCCGGAAGAATAACCGA
AGTATGGTTTTACTTCATTAATGGTAGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGATGC
CTTTGTTAGGGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAG 

>Eri-2 genomic 3rd exon 

CTATTCAGCACTCGGTACTTGTGCCTCTTGCTTCTATATCAAGAACTGCAATGTAGTTGCTTCACATGT
TAAACTAGAAGCATGTCAGTCTATGTCTTTTAGTTCATTTCTTCATGTAAAGCAGTGTTTTTCTCTTTTC
TTGAATTATGTAACCGAAGAGCTTCAATGATAGTTCTTTCTTTGTAAAATGAAGATATGACAATTAGC
ATCAGCATAAAAATTATTGCCTAACGTCCACTGATTTGATTATCTGATGGGAGAACCCTCTTGGCTTC
TCATGAATCCCTATATTTCTGTCATGAACACCCGGTGAAGTGTTTCTTTTGGGTCTCAGCTGTGTGTGC
AGAGTCCATTATTGATTCCTTCCCTTTTTTCCATGAGAATAAGAATGTGGTCTTTGTGGGTAGCTCCAG
AGGTGTAGCTTTCCGTTGTGGCATCAATGTCACAGGTTAAGATATGTAAAGCAGCATGTAGGCTAAG
GGTAAAGTTGTACACATATTTATCTTCCTGCACCCTGTAATATTACTATTATTATATGCTGGACTACCT
GCTAAATAAGCTTGTATGCTCGGAAAAAACTTACACTGAGAAAGTTAGCTATTGGAATTATATTAGG
AATATCCAAATTTGTTGTTAAATCATCAACAACGGAAAGAAAATTTCATTTTTATATGTTTTGGTGGTA
CACAATGGTGATTGCTATGTAGATTGATAGAAATTGGATCGCTATGCATGCTTAATTGCTTATAGAAT
AATAGAAATTAATGCCAATTCATCCTCATTGACGTTGATGCATGCACCAGTTTTGCAACAATAGTTGA
TTCCTGGATCGGATGTTTAATGTTTTTCATTTGTATCTATGCCAATTCTTGTAGCGTCTGGCATGATAC
AGCTATCCCATT 
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Amplified sequence (without UTRs) WITHOUT STOP CODON 

GATCCCTAATGGCTAAGGGATTTTCTAGGGTCCCCTTGCTGCGGCGGTTCCTTGTATCTCCTCCGGAA
CTACCTTTTTTGTACTCACTTCAGCCCAGCCGTAAAATTAGTATCTCCGCCTCTCTTTCTACCACCGAAG
AATCTACTTCTTCTCTAATTCAGCCCACACCTTCCCGTACTCGTTGGAAGCCAACATGTCTCTATTTTGC
TCAAGGTAAGTGCACTAAGGTAATATACTTAACTTTCTAATACACACCTCTCTTGTAGCTATTCACTTG
ATTTCAACATTAGTACTTCCTCTAATCCTGTGATTAGTTTGACTTACTCACGGAGTTTTTAGATAATAG
GAGAACTTTTAGAACTTGTAGTGGTAAATATGCCATCACATTTTTGAGGTTATAAGAGTTTTATAATA
TAAATTGAGAAGTTTAGGTTAAATTATTTTTAAATTTAGAAAGATAGACTATGAAGGATATAGTGTCA
TATAATAGGGAGTATGTTTCTTAACTTCCCTTTTTTAAAATTGTATAGATGGATGATCCTATGCATATT
GACAAGTTTAATCATAATTGCTCCCTTGAGCTTATGCAAAATGCTGCCGGACTTAAGAATTTGCGGC
AGCAGGAGTTGGAATACTTTTTGGTGCTTGATTTGGAGGGTAAAGTTGAGATTCTTGAGTTCCCAG
TTCTCCTATTTGATGCCAAAACCATGGATGTCGTCGACTTGTTCCATAGGTCTGTTTCTTAGTTTTAG
CATCCTGTTAAATGCAATATAACAGTCCTTGAGCTATCATTGCAAGTATGAAATTTGTGCTAATAGTC
AACCATCATGATATGTTTTGGAAATAGATAATCCGGTAGCAAACATGGGCTTGTGGACTCTTAAAGA
CCGATTTTATCTGCATCTTTTTGCAAGATAGGATGGAATAGGTTGGTTACTTAATATTATGTGGAGTG
GGATAGCCTCTGGATAGAGAGTAGAACTTCCCTCAGTGCAAAACACAATCAAAATGATCATAGTGGA
TAGTTTGACTGGTCTGATATTTCTAGTGAAACATAAGTAGGAAATTAAAGTAGGTAAAAATGCACTTC
TCATGCTAATAGAGCTATTAACTTTGCGAGGATTTGCCTGTGGAAATGAAAATTGAGTATGTATTCAT
AGCAATTTCTTAAAGAGGAAGGATAACATTGTAAAAGATTCAAGGAAACTTTCAAAAATATCTTGAA
AGGGAATGCCACACATACTTTTCAAACCCACAACTGCGAGGGAGTGGTGAACTCCATGTGGATTGAA
AATTTGCAAGCGAAATAGCTGTCTGGAAAAGTCCTGGTTCACATAGAAAGCAGAGGAAGAAAACAG
AAACAAGGCTGATAGGATTTTAGAAAATTGAAGGATGGGGAAGTTAGTCTTATCTTTTTAACATAGC
ATTTTCTTCTCTAGACTGTGTTGCTGACCAATTAGATCCTTTAGCACAGTCAGTGAACTTCCCTAGCCA
TAACAAAAATAGGTGGCATTACCTTTTCTGGAAGACACACTCAACCTTTATTTTATTTTATGCTGTGTG
TAACATTGGGCAGTTTGATATGTATTTTCCACCATGAACTAGTGGCTTCTCGATGTAATCTATCATATC
ATATTGCTACTACATGAAGTGGAATAAGTCCATAGTATTGATTGTATGACATCTTGACGTTTGTTACG
TTGTTAGATTTTAACGTCTTGAACTTTTGTGAAAGACTTTCTTTTTCTTATAGTTTGAACTTTTGTCTAA
AACTATGTTTTGGTCCTGAAAATGTAATGATGTGTTTTATTGTCTATTTCTCATATTTGGTACTGCTAC
AGGTTAGTGAGGCCGACAAAAATGCATGAAGACAGAATAAATGAATATGTAGAAGGGAAATATGG
AAAGCTAGGAGTTGATCGGTATGGTATCTTCTATAGTAGTTTAAAAAACTATTCAGCACTCGGTACTT
GTGCCTCTTGCTTCTATATCAAGAACTGCAATGTAGTTGCTTCACATGTTAAACTAGAAGCATGTCAG
TCTATGTCTTTTAGTTCATTTCTTCATGTAAAGCAGTGTTTTTCTCTTTTCTTGAATTATGTAACCGAAG
AGCTTCAATGATAGTTCTTTCTTTGTAAAATGAAGATATGACAATTAGCATCAGCATAAAAATTATTG
CCTAACGTCCACTGATTTGATTATCTGATGGGAGAACCCTCTTGGCTTCTCATGAATCCCTATATTTCT
GTCATGAACACCCGGTGAAGTGTTTCTTTTGGGTCTCAGCTGTGTGTGCAGAGTCCATTATTGATTCC
TTCCCTTTTTTCCATGAGAATAAGAATGTGGTCTTTGTGGGTAGCTCCAGAGGTGTAGCTTTCCGTTG
TGGCATCAATGTCACAGGTTAAGATATGTAAAGCAGCATGTAGGCTAAGGGTAAAGTTGTACACATA
TTTATCTTCCTGCACCCTGTAATATTACTATTATTATATGCTGGACTACCTGCTAAATAAGCTTGTATGC
TCGGAAAAAACTTACACTGAGAAAGTTAGCTATTGGAATTATATTAGGAATATCCAAATTTGTTGTTA
AATCATCAACAACGGAAAGAAAATTTCATTTTTATATGTTTTGGTGGTACACAATGGTGATTGCTATG
TAGATTGATAGAAATTGGATCGCTATGCATGCTTAATTGCTTATAGAATAATAGAAATTAATGCCAAT
TCATCCTCATTGACGTTGATGCATGCACCAGTTTTGCAACAATAGTTGATTCCTGGATCGGATGTTTA
ATGTTTTTCATTTGTATCTATGCCAATTCTTGTAGCGTCTGGCATGATACAGCTATCCCATTTGGAGAA
GTTATCGAGCAGTTTGAAGTTTGGCTGGGTGAACGTCAATTATGGAGAAATGAACTGGGCGGCTGT
CTAAATAAAGCTGCCTTTGTTACTTGGTGAGTTGTTGCAATGAAAGCATGAAATAATAAAAAATACTT
CTGGATATGAAATATCAGTTGATGATTAAACTTTTTATTAGACATTATAGTAAACAAGATGCAAACTG
AATTGTTTGGGAAAAGTCATTTTGTTTTGTTGTGTCCTATATGGATGATTTGCAGATGCTCCTAACCCC
TAACGCTACTTTCTTATGTTGGCACTTGTCACTAGTCAGAAATTTCCTGTTTTTCGTTGTATTAGCCCTT
CTTAGAGCTTTCCCTGTTTGGCGGCAAGAGCATCTTCACTTCTAAGGCAAAATTTGCATCGACATATT
AGTTTGAAGGGTATATCATGATTTGGGACTTGCTTATTGATGATTAGTATGTTATACTTGAATATCTT
GCTTTTAAACCTTTCATTCATATTTGAGTATTAAAATAATATTTTATTTTTTATCTCCATGTAAAAAAAA
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GGTAGGTGGTTAGGACATTTTTGGTATCATTTGCATTATAGAGTAGTATTAAATTTAAAAAAATTAAG
ACCAAGGTGCTAATGTCCACATTAAGTGTAAATATATAGGAATCAACAGCGCAAGTAAATTCTTCTG
AGTGGCTGAATTTTCAATTTGTATATGGTAGTGGGAACTGGGATCTGAAGACTAAAGTTCCTCAGCA
ATGCAAAGTAGCAGGGATGAAATTGCCACCATATTTCATGGAATGGATTAATCTGAAGGATGTGTTT
TTGAACTTCTACAAGAGGAGGGTGAGTATGCAAACTTTTAACAATGCCATTCTCTCATATTGATTTAG
GAAATTTAGGTTTTCTCAACTTCTCTATTCCATCCCTCTTCCTCTTTTTTTATACTTCCGGAAGAATAAC
CGAAGTATGGTTTTACTTCATTAATGGTAGGCCAAAGGAATGCTTTCAATGATGAGAGAACTCCAGA
TGCCTTTGTTAGGGAGCCATCACCTTGGGATAGATGATGCAAAAAACATAGCAAGAGTACTACAGCA
CATGCAAACTGATGGTGCCCTTTTGCAAATTACAGCTAGAAGAAACCCTCGTTCTCCTGAAAAAGTTG
AATTTCTTTTTGAGGATCGCATTGTATTGGGGTTTCCC 
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ΠΑΡΑΤΗΜΑ ΙΙΙ 

Στοίχιση 3’ άκρων 5S rRNA αλληλουχιών από φυτά N.benthamiana αγρίου τύπου και της σειράς ERIL39.2i. 

 

Στοίχιση 4.5S rRNA  
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Στοίχιση 4.5S rRNA  

 

 

 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ 
 

164 
 

Στοίχιση 23S rRNA  
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Στοίχιση 16S rRNA 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙV 

 

Αποτελέσματα φασματογραφίας μαζών μετά από ανοσκατακρήμνιση της ERIL1 από πρωτεϊνικά εκχυλίσματα χλωροπλαστών  

 

Accession Number 
Molecular 

Weight 
PRO049_1DG001_01_01 PRO049_1DG001_02_01 PRO049_1DG001_03_01 PRO049_1DG001_04_01 1_3 2_4 

K4D8T3_SOLLC 8 kDa 159000,00000 312000,00000 438000,00000 582000,00000 0,36301 0,53608 

K4B3P9_SOLLC 43 kDa 65500,00000 0,00000 20500,00000 0,00000 3,19512 - 

K4AYG3_SOLLC 37 kDa 27000,00000 0,00000 14600,00000 0,00000 1,84932 - 

K4BP59_SOLLC 43 kDa 16300,00000 10500,00000 2688,00000 0,00000 6,06399 18,00000 

Q5NE20_SOLLC 34 kDa 0,00000 42000,00000 0,00000 10900,00000 - 3,85321 

K4BAP9_SOLLC 42 kDa 15400,00000 0,00000 2106,00000 0,00000 7,31244 - 

C4PBE4_SOLPN (+9) 51 kDa 12500,00000 3356,00000 1835,00000 4230,00000 6,81199 0,79338 

K4BDQ9_SOLLC 71 kDa 14600,00000 66400,00000 14700,00000 22600,00000 0,99320 2,93805 

K4CYS8_SOLLC 31 kDa 0,00000 8782,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CH99_SOLLC 38 kDa 9803,00000 0,00000 699,00000 0,00000 14,02432 - 

K4AY57_SOLLC 62 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 170000,00000 - 0,00000 

K4C5R3_SOLLC 31 kDa 0,00000 12200,00000 0,00000 6290,00000 - 1,93959 

K4B0D3_SOLLC 31 kDa 0,00000 22900,00000 0,00000 1326,00000 - 17,26998 

K4C8F9_SOLLC 70 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 5846,00000 - 0,00000 

K4CHH3_SOLLC 30 kDa 0,00000 10700,00000 2712,00000 0,00000 0,00000 18,00000 

K4BAW0_SOLLC 42 kDa 93700,00000 0,00000 38900,00000 0,00000 2,40874 - 

K4CFW6_SOLLC (+1) 43 kDa 6393,00000 0,00000 4798,00000 0,00000 1,33243 - 

K4B6A3_SOLLC 41 kDa 16000,00000 0,00000 2939,00000 0,00000 5,44403 - 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV 
 

167 
 

K4ASL1_SOLLC 42 kDa 29400,00000 0,00000 9673,00000 0,00000 3,03939 - 

Accession Number 
Molecular 

Weight 
PRO049_1DG001_01_01 PRO049_1DG001_02_01 PRO049_1DG001_03_01 PRO049_1DG001_04_01 1_3 2_4 

K4BBN2_SOLLC 141 kDa 7017,00000 0,00000 4767,00000 16300,00000 1,47199 0,00000 

K4B2M5_SOLLC 36 kDa 125000,00000 0,00000 248000,00000 97800,00000 0,50403 0,00000 

K4D180_SOLLC 33 kDa 0,00000 1811,00000 0,00000 1915,00000 - 0,94569 

K4B924_SOLLC 33 kDa 3147,00000 6011,00000 0,00000 0,00000 15,00000 18,00000 

K4BX19_SOLLC 33 kDa 0,00000 6064,00000 0,00000 4322,00000 - 1,40305 

K4BLA1_SOLLC 43 kDa 1315,00000 0,00000 529,00000 0,00000 2,48582 - 

K4BTF6_SOLLC 257 kDa 0,00000 12400,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CHX2_SOLLC 39 kDa 3425,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4BL92_SOLLC (+2) 28 kDa 0,00000 3185,00000 650,00000 1552,00000 0,00000 2,05219 

K4BET9_SOLLC 59 kDa 221000,00000 291000,00000 51500,00000 0,00000 4,29126 18,00000 

K4DHU6_SOLLC 85 kDa 0,00000 0,00000 1695,00000 0,00000 0,00000 - 

Q157M6_SOLLC 19 kDa 3505,00000 0,00000 1333,00000 0,00000 2,62941 - 

K4D0F1_SOLLC 37 kDa 0,00000 0,00000 126000,00000 0,00000 0,00000 - 

K4D935_SOLLC 77 kDa 0,00000 0,00000 3422,00000 0,00000 0,00000 - 

K4BP15_SOLLC (+1) 44 kDa 1739,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4BX34_SOLLC 43 kDa 49600,00000 0,00000 21300,00000 0,00000 2,32864 - 

K4CCH5_SOLLC 115 kDa 4862,00000 0,00000 1852,00000 0,00000 2,62527 - 

K4D3V2_SOLLC 27 kDa 0,00000 0,00000 1471,00000 0,00000 0,00000 - 

Q645M9_SOLLC 38 kDa 0,00000 0,00000 1524,00000 0,00000 0,00000 - 

K4CRS9_SOLLC 31 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 3500,00000 - 0,00000 

K4BE00_SOLLC (+1) 28 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2981,00000 - 0,00000 

K4C5Z4_SOLLC 22 kDa 0,00000 1790,00000 0,00000 516,00000 - 3,46899 

K4D1G1_SOLLC (+6) 111 kDa 0,00000 10700,00000 0,00000 3813,00000 - 2,80619 

K4AX09_SOLLC 9 kDa 0,00000 7036,00000 0,00000 3534,00000 - 1,99095 

K4B6C3_SOLLC 43 kDa 55000,00000 0,00000 14100,00000 0,00000 3,90071 - 
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K4BCF4_SOLLC 35 kDa 2239,00000 0,00000 606,00000 0,00000 3,69472 - 

Accession Number 
Molecular 

Weight 
PRO049_1DG001_01_01 PRO049_1DG001_02_01 PRO049_1DG001_03_01 PRO049_1DG001_04_01 1_3 2_4 

K4CXM0_SOLLC (+1) 43 kDa 20400,00000 0,00000 9932,00000 0,00000 2,05397 - 

K4CGV9_SOLLC 123 kDa 0,00000 9004,00000 0,00000 2139,00000 - 4,20944 

K4BSQ4_SOLLC (+3) 65 kDa 0,00000 0,00000 1941,00000 3071,00000 0,00000 0,00000 

K4B409_SOLLC 84 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2133,00000 - 0,00000 

K4CAE9_SOLLC (+1) 23 kDa 0,00000 9121,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CM82_SOLLC 31 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 954,00000 - 0,00000 

Q5QJB4_SOLLC 30 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2043,00000 - 0,00000 

O24024_SOLLC (+1) 16 kDa 3448,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4ARH9_SOLLC 9 kDa 0,00000 4802,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CQE5_SOLLC 29 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1406,00000 - 0,00000 

K4BBJ0_SOLLC 46 kDa 4044,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4BLS5_SOLLC (+1) 33 kDa 0,00000 12400,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BU02_SOLLC 38 kDa 0,00000 2806,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

C0LIR4_SOLLC 41 kDa 2901,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4C8R3_SOLLC 34 kDa 0,00000 6322,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4C768_SOLLC (+1) 31 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1347,00000 - 0,00000 

K4CKX5_SOLLC 5 kDa 0,00000 19800,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

H2ELT7_SOLHA 36 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 21400,00000 - 0,00000 

K4B5C4_SOLLC 29 kDa 0,00000 3354,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4B9U6_SOLLC (+2) 11 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 6760,00000 - 0,00000 

K4BRX7_SOLLC (+2) 87 kDa 4613,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4AXG1_SOLLC 80 kDa 0,00000 17600,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BEB0_SOLLC 69 kDa 0,00000 0,00000 2239,00000 0,00000 0,00000 - 

K4DDB2_SOLLC 51 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 16200,00000 - 0,00000 

K4CJ02_SOLLC 18 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 3459,00000 - 0,00000 
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K4D0H7_SOLLC 42 kDa 0,00000 44500,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

Accession Number 
Molecular 

Weight 
PRO049_1DG001_01_01 PRO049_1DG001_02_01 PRO049_1DG001_03_01 PRO049_1DG001_04_01 1_3 2_4 

K4BS21_SOLLC 141 kDa 0,00000 0,00000 1555,00000 0,00000 0,00000 - 

K4D6E1_SOLLC 97 kDa 0,00000 4790,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BKU7_SOLLC 42 kDa 0,00000 0,00000 628,00000 0,00000 0,00000 - 

K4D4R4_SOLLC (+1) 24 kDa 0,00000 0,00000 1706,00000 0,00000 0,00000 - 

K4CET1_SOLLC 36 kDa 18600,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4BWB3_SOLLC 41 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 3977,00000 - 0,00000 

K4AYD9_SOLLC 64 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 4653,00000 - 0,00000 

K4CUJ8_SOLLC 73 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2624,00000 - 0,00000 

K4BC45_SOLLC 35 kDa 0,00000 13900,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BEA7_SOLLC 77 kDa 0,00000 10900,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BXB1_SOLLC 29 kDa 0,00000 2396,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4C2B7_SOLLC 73 kDa 0,00000 3083,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CBW4_SOLLC 116 kDa 0,00000 4787,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4D5F9_SOLLC 36 kDa 0,00000 7134,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BYN1_SOLLC 78 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1026,00000 - 0,00000 

K4BC13_SOLLC 76 kDa 0,00000 5664,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4CHR4_SOLLC 142 kDa 0,00000 5070,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4B0E8_SOLLC 40 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1875,00000 - 0,00000 

K4AWB2_SOLLC 78 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 9484,00000 - 0,00000 

K4AX96_SOLLC (+11) 81 kDa 0,00000 0,00000 1835,00000 0,00000 0,00000 - 

K4BP39_SOLLC 64 kDa 0,00000 0,00000 1272,00000 0,00000 0,00000 - 

K4D4U7_SOLLC 33 kDa 0,00000 0,00000 5264,00000 0,00000 0,00000 - 

K4BVS6_SOLLC 33 kDa 0,00000 5641,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4B9S5_SOLLC 41 kDa 2929,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4CER2_SOLLC 40 kDa 6489,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 
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K4CMY9_SOLLC 44 kDa 3854,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

Accession Number 
Molecular 

Weight 
PRO049_1DG001_01_01 PRO049_1DG001_02_01 PRO049_1DG001_03_01 PRO049_1DG001_04_01 1_3 2_4 

K4D5B6_SOLLC 75 kDa 6095,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4CWR4_SOLLC (+1) 53 kDa 0,00000 0,00000 1022,00000 0,00000 0,00000 - 

K4BSA6_SOLLC (+1) 54 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2419,00000 - 0,00000 

K4CC35_SOLLC 23 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1588,00000 - 0,00000 

K4AXV5_SOLLC 48 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1743,00000 - 0,00000 

K4D748_SOLLC 6 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2974,00000 - 0,00000 

K4AT99_SOLLC 68 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1836,00000 - 0,00000 

K4CXJ6_SOLLC 22 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 2570,00000 - 0,00000 

K4CWA9_SOLLC 36 kDa 0,00000 7518,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4C540_SOLLC 37 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 3345,00000 - 0,00000 

E1U2K7_SOLLC 5 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 7862,00000 - 0,00000 

K4BH13_SOLLC (+5) 45 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 1837,00000 - 0,00000 

K4AZR0_SOLLC (+1) 86 kDa 0,00000 0,00000 0,00000 173,00000 - 0,00000 

K4BBH4_SOLLC 77 kDa 5370,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4DAB4_SOLLC 81 kDa 0,00000 16000,00000 0,00000 0,00000 - 18,00000 

K4BL12_SOLLC 72 kDa 1320,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4C0Q7_SOLLC 14 kDa 2710,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4BT02_SOLLC 43 kDa 2471,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4DHA3_SOLLC 28 kDa 4486,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 

K4DAU9_SOLLC 103 kDa 2065,00000 0,00000 0,00000 0,00000 15,00000 - 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V 

 

 

Εικόνα Παραρτήματος V. Πρότυπο έκφρασης των ERIL1 μεταγράφων σε διάφορους 
ιστούς (ρίζα, φύλλα, μεριστώματα, άνθος) και διάφορα αναπτυξιακά στάδια του 
φυτού A.thaliana. Εικόνα από την ιστοσελίδα http://www.bar.utoronto.ca. 
βασισμένη στους Winter et al. 2007. Το γονίδιο εκφράζεται σε χαμηλά επίπεδα ενώ 
τα μεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης παρατηρούνται στους εμβαπτισμένους σπόρους 
και στα μεριστώματα ενώ δεν φαίνεται να εκφράζεται στις ρίζες του φυτού.  
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