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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η RNA σίγηση έχει εξέχοντα ρόλο στο σύνολο των ευκαρυωτικών οργανισμών ως 

μηχανισμός ρύθμισης των γονιδίων καθώς και ως ρυθμιστής της σχέσης μεταξύ φυτών – 

παθογόνων (ανασκοπήσεις, Huang et al., 2016; Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009). Ειδικότερα 

όσον αφορά στη μελέτη του μηχανισμού συναρτήσει βιοτικών καταπονήσεων, έχουν 

πραγματοποιηθεί πλήθος ερευνών, τόσο από το εργαστήριο μας όσο και από άλλους (Blevins 

et al., 2006; Dadami et al., 2013; Gomez et al., 2008; Katsarou, 2018; Katsarou et al., 2016; 

Minoia et al., 2014; Torchetti et al., 2016). Οι μελέτες αυτές πραγματεύονται κυρίως τη 

μελέτη που αφορά στην απόκριση σε εξωγενή RNA είτε ως αποτέλεσμα μολύνσεων με ιούς 

και ιοειδή, είτε ως έκφραση διαγονιδίων καθώς και των μηχανισμών που διέπουν τις μεταξύ 

τους σχέσεις. Έχουν εντοπιστεί παράγοντες του μηχανισμού της σίγησης που έχουν θετικό 

ρόλο στην άμυνα των φυτών αλλά και παράγοντες που έχουν θετική επίδραση στην 

επικράτηση του παθογόνου. 

Αντίστοιχες έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί γύρω από τον ενδογενή μηχανισμό της 

RNA σίγησης και σχετίζονται με την επίδραση συγκεκριμένων miRNAs στην καταπολέμηση ή 

την υπεροχή του παθογόνου, δίνοντας έμφαση κυρίως σε μολύνσεις με ιούς και βακτήρια 

(ανασκόπηση, Liu et al., 2017; Navarro et al., 2006; Niu et al., 2016; Zhang et al., 2011). Στην 

περίπτωση των ιοειδών ειδικότερα, το ενδιαφέρον εστιάζεται στο γεγονός ότι τα ίδια τα 

ιοειδή, εξαιτίας των δομικών χαρακτηριστικών τους, φαίνεται να συμπεριφέρονται ως pri-

miRNA και τα παραγόμενα vdsiRNAs,να έχουν δράση όμοια με εκείνη των miRNAs, 

ρυθμίζοντας την έκφραση ενδογενών γονιδίων και καθορίζοντας με αυτόν τον τρόπο τις 

ιδανικές για την επικράτησή τους συνθήκες (Landry and Perreault, 2005; Markarian et al., 

2004; Wang et al., 2004). Ακόμα μεγαλύτερο είναι το ενδιαφέρον σχετικά με την κατηγορία 

των ιοειδών καθώς τα ίδια έχουν την ιδιαίτερη ικανότητα ενώ, επάγουν και αποτελούν στόχο 

της RNA σίγησης (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; Tabler and Tsagris, 2004), 

ωστόσο, καταφέρνουν να του διαφεύγουν, πιθανά λόγω της δευτεροταγούς δομής τους 

(Itaya et al., 2007) είτε λόγω του εντοπισμού τους (Qi and Ding, 2003). 

Συνδυάζοντας συνεπώς την ήδη διαθέσιμη πληροφορία, θελήσαμε να εμβαθύνουμε 

στην μελέτη της συσχέτισης μεταξύ του miRNA μονοπατιού της σίγησης και βιοτικής 

καταπόνησης. Οι βιοτικοί παράγοντες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν, κυρίως ιοειδή (Potato 

spindle tuber viroid, PSTVd και Hop stunt viroid, HSVd) και δευτερευόντως ένας ιός (Cucumber 

mosaic virus,CMV) και ένα βακτήριο (Pseudomonas syringae,P.syringae). Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν φυτά με μειωμένη λειτουργικότητα του μονοπατιού της σίγησης και 
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μελετήθηκε η επίδρασή τους στη μολυσματικότητα των παραπάνω παθογόνων. Από 

προηγούμενη δουλειά στο εργαστήριό μας είχαν ήδη δημιουργηθεί, μέσω RNAi, φυτά που 

καταστέλλουν τον κύριο ρυθμιστή του miRNA μονοπατιού, που είναι η Dicer – like 1 (DCL1) 

(Dadami et al., 2013). Πραγματοποιήθηκαν νέες μολύνσεις με το PSTVd στο υπόβαθρό αυτών 

των φυτών και τα αποτελέσματα συνεκτιμήθηκαν με τα προηγούμενά  (Dadami et al., 2013). 

Καθώς όμως δεν καθίσταται δυνατή η ισχυρή καταστολή του εν λόγω γονιδίου, 

προχωρήσαμε στη δημιουργία νέων διαγονιδιακών φυτών Nicotiana benthamiana και 

Nicotiana tabacum, τα οποία κατέστειλαν έναν εξίσου σημαντικό ρυθμιστή του μονοπατιού, 

το γονίδιο SERRATE (SE). Αφού χαρακτηρίστηκαν και επιλέχθηκαν λειτουργικές σειρές 

καταστολής του SE και από τα δύο είδη φυτών, προχωρήσαμε σε πειράματα 

μολυσματικότητας με τα φυτικά παθογόνα PSTVd, HSVd, CMV και P.syringae. Όσον αφορά 

στο PSTVd, μελετήθηκε τόσο η επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη 

μολυσματικότητα του, όσο και η επίδραση του ιοειδούς στην έκφραση του SE. Διαπιστώθηκε 

ότι υπάρχει μία ιδιαίτερα έντονη θετική συσχέτιση μεταξύ του SE και του PSTVd, το οποίο σε 

συνθήκες ισχυρής καταστολής του SE μπορεί ακόμα και να μην  καταφέρει να μολύνει τα 

φυτά. Ενδείξεις για λιγότερο έντονη θετική συσχέτιση έδειξαν τα αποτέλεσμα που αφορούν 

στην μολυσματικότητα του ιού CMV, ενώ σύμφωνα με τα έως τώρα δεδομένα, αρνητική είναι 

η επίδραση του SE στην μολυσματικότητα του βακτηρίου P.syringae. Απαιτούνται όμως 

επιπλέον πειραματικές διαδικασίες για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων στην 

περίπτωση των ιών και των βακτηρίων. 
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ABSTRACT 

  
 RNA silencing has a prominent role in all eukaryotic organisms as a mechanism for 

regulating gene epression as well as regulating the relationship between plant - pathogens 

(ανασκοπήσεις, Huang et al., 2016; Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009). Especially, with regard to 

the study of the mechanism correlated with biotic stress, a number of studies have been 

carried out, both by us and others (Blevins et al., 2006; Dadami et al., 2013; Gomez et al., 

2008; Katsarou, 2018; Katsarou et al., 2016; Minoia et al., 2014; Torchetti et al., 2016). They 

deal mainly with the study of the exogenous silencing pathway post virus and viroid infections 

and the mechanisms governing their relations. There have been identified factors that have a 

positive role in plant defense but also factors that have a positive effect on pathogen 

prevalence. 

 Similar studies have been conducted also around the edogenous mechanism of RNA 

silencing and are related to the effect of specific miRNAs on the control or dominance of the 

pathogen, focusing mainly on viral and bacterial infections (ανασκόπηση, Liu et al., 2017; 

Navarro et al., 2006; Niu et al., 2016; Zhang et al., 2011). In the case of viroids in particular, 

the interest is focused on the fact that viroids themselves, due to their structural 

characteristics, seem to act as pri-miRNA and the produced vdsiRNAs, may function similar to 

miRNAs, regulating the expression of endogenous genes and thus defining the ideal conditions 

for their prevalence (Landry and Perreault, 2005; Markarian et al., 2004; Wang et al., 2004). It 

is even more interesting to refer to viroids as they have the specific capacity while inducing 

and are targeted by RNA silencing (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; Tabler and 

Tsagris, 2004) however, they manage to escape their own degradation, possibly due to their 

secondary structure (Itaya et al., 2007) or due to their location (Qi and Ding, 2003). 

 By combining the information already available, we wanted to study more closely the 

correlation between the miRNA pathway and biotic stress. The biotic stress factore used were 

mainly viroids (Potato spindle tuber viroid, PSTVd and Hop stunt viroid, HSVd) and secondary 

a virus (Cucumber mosaic virus, CMV) and a bacterium (Pseudomonas syringae, P.syringae). 

For this purpose, plants with reduced functionality of the miRNA pathway were used and their 

effect on the infectivity of the above pathogens was studied. From a previous work in our lab, 

we have already generated plants, through RNAi, that suppress the primary regulator of the 

miRNA pathway, Dicer-like 1 (DCL1) (Dadami et al., 2013). New infections with PSTVd were 

made in DCL1i plants and the results were taken into account with the previous ones  (Dadami 

et al., 2013). However, we have been unable to generate viable plants with very strong DCL1 

suppression, we have generated transgenic N.benthamiana and N.tabacum plants, which 
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suppress an equally important regulator of the miRNA pathway, the SERRATE (SE) gene. Once 

functional SE suppressive lines of both plant species have been characterized, we performed 

infectivity experiments with PSTVd, HSVd, CMV and P.syringae plant pathogens. Regarding 

PSTVd, both the effect of reduced SE expression on its infectivity and the effect of viroid on SE 

expression were studied. It was found that there is a particularly strong positive correlation 

between SE and PSTVd, which in conditions of strong SE suppression may even fail to infect 

the plants. There were indications for less intense positive correlation regarding the effect of 

SE on CMV infectivity, while till now, the infectivity of the bacterium P.syringae is negatively 

affected by SE. However, additional experimental procedures are required to confirm the 

results in the case of viruses and bacteria infectivity in SE suppressed conditions. 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   20 
 

1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 Η ομαλή και αποτελεσματική έκφραση των γονιδίων (γονιδιακή ρύθμιση, gene 

regulation) είναι μέγιστης σημασίας για όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Είναι 

πλέον αδιαμφισβήτητος και μελετημένος ο ρόλος του RNA στη διαδικασία αυτή, το οποίο, 

δεν αποτελεί απλώς ένα αντίγραφο του DNA, αλλά ένα κωδικό μόριο που ρυθμίζει μεγάλο 

εύρος βιολογικών διαδικασιών. Μεταβολές στη γονιδιακή έκφραση λόγω αναπτυξιακών 

αλλαγών ή λόγω καταπονήσεων, είναι απαραίτητες για την ομαλή ανάπτυξη των φυτών και 

την άμυνα. Η έκφραση των γονιδίων μπορεί να ρυθμίζεται σε διάφορα επίπεδα όπως είναι 

κατά τη μεταγραφή, την ωρίμανση του RNA, τη μετάφραση και την αποδόμηση, με μία σειρά 

RNA – εξαρτώμενων μηχανισμών. 

 Ιδιαίτερα όσον αφορά στα φυτά, τα οποία καλούνται να αντιμετωπίσουν τόσο τις 

βιολογικές τους ανάγκες όσο και να προσαρμοστούν στο περιβάλλον που έτυχε βρεθούν, οι 

μηχανισμοί αυτοί αποκτούν ακόμα μεγαλύτερο ενδιαφέρον. Η RNA σίγηση αποτελεί έναν 

τέτοιο μηχανισμό ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης μέσω της σίγησης των γονιδίων με την 

εκμετάλλευση μικρών, δίκλωνων μορίων RNA (dsRNAs) (ανασκόπηση, Brodersen and 

Voinnet, 2006; Carthew and Sontheimer, 2009). Τα δίκλωνα αυτά μόρια μπορεί να 

προέρχονται από αλληλουχίες – εισβολείς των φυτικών κυττάρων, προερχόμενα από 

παθογόνα, μεταθετά στοιχεία ή άλλα διαγονίδια, και φέρονται ως siRNAs (short interfering 

RNAs) και έτσι ο μηχανισμός της σίγησης θεωρείται ως αμυντικός μηχανισμός των φυτών σε 

μεταγραφικό, μετα-μεταγραφικό επίπεδο και έχει μελετηθεί σε βάθος (ανασκόπηση, 

Pooggin, 2018; Pumplin and Voinnet, 2013). Παράλληλα, άλλη πτυχή της RNA σίγησης 

αποτελεί μία ομάδα ενδογενώς προερχόμενων δίκλωνων μορίων τα micro RNAs (miRNAs) 

που εμπλέκονται στη ρύθμιση της έκφρασης των ενδογενών γονιδίων των φυτών 

(ανασκόπηση, Achkar et al., 2016; Bartel et al., 2004). Καθώς ωστόσο η ρύθμιση αυτή μπορεί 

επίσης να σχετίζεται με την απόκριση σε συνθήκες βιοτικής ή αβιοτικής καταπόνησης, 

κρίνεται αναγκαία η εκτενέστερη μελέτη της μεταξύ τους συσχέτισης. 
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1.1 RNA σίγηση 

1.1.1 Η RNA σίγηση στο ξεκίνημά της 

 

Αρκετά χρόνια πίσω, το 1928, έγινε αναφορά σε ένα μηχανισμό ανοσίας φυτών καπνού 

στον ιό της δακτυλιοειδούς κηλίδωσης του καπνού (Nicotiana tabacum, N.tabacum) (Tomato 

ringspot virus, TRSV) (Wingard, 1928). Συγκεκριμένα, τα νεαρά διασυστηματικά φύλλα 

μολυσμένων φυτών καπνού με TRSV, 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση, δεν παρουσίαζαν τα 

χαρακτηριστικά συμπτώματα της μόλυνσης, σε αντίθεση με τα ήδη ανεπτυγμένα φύλλα 

(Εικόνα 1.1). Τα αμέσως επόμενα χρόνια, σειρά πειραματικών διαδικασιών σε διάφορους 

οργανισμούς ήρθαν για να εξηγήσουν το φαινόμενο αυτό που σήμερα αναφέρεται ως RNA 

σίγηση (RNA silencing) και αποτελεί πλέον έναν από τους σημαντικότερους και ευρέως 

μελετημένους μηχανισμούς ζωικών και φυτικών ειδών με RNA – εξαρτώμενη δράση. 

Εικόνα 1.1. Πρώτη αναφορά στο φαινόμενο της ανάκαμψης της μόλυνσης σε N.tabacum φυτό 
μολυσμένο με TRSV. Χαρακτηριστική φωτογραφία της απώλειας των συμπτωμάτων του TRSV στα 
ανώτερα φύλλα του φυτού. (Wingard, 1928). 
 
 

Χαρακτηριστικά, σε φυτά πετούνιας (Petunia hybrida) έγινε προσπάθεια 

υπερέκφρασης του γονιδίου βιοσύνθεσης φλαβονοειδών, συνθάσης της χαλκόνης (chalcone 

synthase (CHS)). Σε αντίθεση με το αναμενόμενο αποτέλεσμα που ήταν να γίνει πιο έντονος 

ο χρωματισμός των άνθεων, παρατηρήθηκε ένα φάσμα χρωμάτων από έντονα μωβ, λευκά 

και ανάμικτα χρωματισμένα άνθη, ως αποτέλεσμα της σίγησης του ενδογενούς γονιδίου, CHS 

(Krol et al., 1990; Napoli et al., 1990). Το φαινόμενο τότε ονομάστηκε συγκαταστολή γονιδίων 

(‘’co-suppression’’). 
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 Την ίδια περίπου περίοδο παρατηρήθηκε επίσης καταστολή του ενός από τα δύο 

διαγονίδια που χρησιμοποιήθηκαν για τροποποίηση φυτών N. tabacum εξαιτίας της μεταξύ 

τους ομολογίας (Matzke, 1989). Παράλληλα, βρέθηκε ότι παρόμοιος μηχανισμός ήταν 

υπεύθυνος για την ανθεκτικότητα σε ιικές μολύνσεις, όταν τροποποιημένα φυτά που έφεραν 

αλληλουχία ομόλογη με τμήμα της αλληλουχίας ενός ιού, εμφάνιζαν τελικά μικρότερα 

επίπεδα και λιγότερα συμπτώματα του εν λόγω ιού (Angell and Baulcombe, 1997; Lindbo et 

al., 1993; Swanay et al). 

Καθώς η έρευνα γύρω από τον ιδιαίτερο αυτό μηχανισμό εξελίσσονταν, βρέθηκε ότι 

αρκεί η παρουσία διαγονιδίου ή κυτταροπλασματικού RNA ιού για να χαρακτηριστεί ως 

εισβολέας και να ενεργοποιηθεί η σίγηση του γονιδίου, χαρακτηρίζοντας έτσι το φαινόμενο 

αυτό ως φυσικό μηχανισμό άμυνας (Ratcliff et al., 1997). Σκεπτόμενοι προς την κατεύθυνση 

αυτή, οι (Metzlaff et al., 1997), οδηγήθηκαν στο συμπέρασμα ότι είναι η παρουσία 

παρεκκλίνοντων (aberrant) RNA που προκύπτουν από την κοπή διαγονιδίων η οποία είναι 

υπεύθυνη για το φαινόμενο της συγκαταστολής. Βρέθηκε μάλιστα τα μόρια RNA να είναι 

δίκλωνα, συμπληρωματικά μόρια RNA (double stranded RNA, dsRNA) ανοίγοντας το δρόμο 

για επιπλέον έρευνες γύρω από το μηχανισμό της σίγησης στα φυτά (Smith et al., 2000; Wang 

and Waterhouse, 2000; Waterhouse et al., 1998; Wesley et al., 2001). 

Αντίστοιχες μελέτες και αναγνώριση του μηχανισμού πραγματοποιήθηκαν επίσης  σε 

πρωτόζωα (Ngo et al., 1998), έντομα (Kennerdell and Carthew, 1998), μύκητες, όπου 

ονομάστηκε ‘’quelling’’ (Cogoni et al., 1996) και σε ζώα, γνωστό ως παρεμβολή RNA (RNA 

interference, RNAi) (Guo and Kemphues, 1995). Όλες αυτές οι παρατηρήσεις αποτέλεσαν 

έμπνευση για τους Andrew Fire και Craig Mello οι οποίοι ανέδειξαν το μηχανισμό αυτό σε 

νηματώδεις (Fire et al., 1998), και είχε ως αποτέλεσμα να τους απονεμηθεί μερικά χρόνια 

αργότερα το Νόμπελ Ιατρικής το 2006. 

 

 

1.1.2 Ο μηχανισμός της RNA σίγησης 

 

 Ο όρος RNA σίγηση (RNA silencing ή RNA interference, RNAi στα ζώα) 

αναφέρεται σε έναν θεμελιώδη και συντηρημένο μεταξύ των ευκαρυωτικών οργανισμών 

μηχανισμό (ανασκόπηση Brodersen and Voinnet, 2006; Eamens et al., 2008). Πρόκειται για 

μία RNA-εξαρτώμενη διεργασία, η οποία ενεργοποιείται από την παρουσία δίκλωνων 

μορίων RNA (double stranded RNAs, dsRNAs)  (Hamilton and Baulcombe, 1999; Waterhouse 

et al., 1998). Ακολουθεί η επεξεργασία αυτών των μορίων, από τη δράση RNA 
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ενδονουκλεασών τύπου III (RNAse III) που ονομάζονται Dicer, δημιουργώντας μικρά μόρια 

RNA, μήκους 21-24 νουκλεοτιδίων (ντ) (small RNAs, sRNAs) (Bernstein et al., 2001; Hamilton 

and Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000). Αυτά τα μόρια ενσωματώνονται  στη συνέχεια, 

με τη δράση των AGO πρωτεϊνών, στο βασικό σύμπλοκο του μηχανισμού (RNA Induced 

Silencing Complex, RISC) οδηγώντας στην καταστολή ομόλογων με αυτά RNA αλληλουχιών 

λόγω συμπληρωματικότητας (Εικόνα 1.2) (Hamilton and Baulcombe, 1999; Zamore et al., 

2000). Η καταστολή μπορεί να συμβαίνει μειώνοντας την μεταγραφή, τη σταθερότητα του 

mRNA ή τη μετάφραση της αλληλουχίας - στόχου. Στα φυτά, όταν προκαλούνται επιγενετικές 

αλλαγές στο γονιδίωμα με συνέπεια την καταστολή της έκφρασης του γονιδίου, το 

φαινόμενο ονομάζεται μεταγραφική σίγηση (Transcriptional Gene Silencing, TGS) 

(Wassenegger et al., 1994), ενώ όταν ο μηχανισμός οδηγεί στην αποδόμηση ή την καταστολή 

της μετάφρασης το φαινόμενο ονομάζεται μετα-μεταγραφική σίγηση (Post Transcriptional 

Gene Silencing, PTGS) (Baulcombe, 2004; Hannon, 2002). 

Εικόνα 1.2. Απεικόνιση του βασικού μηχανισμού της σίγησης. Παρουσίαση των κοινών σημείων των 
μονοπατιών της RNA σίγησης (κοπή δίκλωνων μορίων από τα ένζυμα DCL,πρόσδεση από τις AGO και 
ενσωμάτωση στο σύμπλοκο RISC) (Carthew and Sontheimer, 2009). 
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1.1.3 Βασικός κορμός της RNA σίγησης 

 

• Δίκλωνα μόρια RNA (double strande RNAs, dsRNAs) 

 

Αναφέρθηκε ήδη ότι από νωρίς, έγινε ταυτοποίηση των δίκλωνων μορίων (dsRNAs) 

που επάγουν τη σίγηση γονιδίων (Hamilton and Baulcombe, 1999; Waterhouse et al., 1998). 

Τα δίκλωνα αυτά μόρια μπορεί να προέρχονται από εξωγενείς ή ενδογενείς πηγές και 

αναλύονται παρακάτω ανάλογα με την προέλευσή τους. 

 

• Dicer – like πρωτεΐνες 

 

Κύριο ρόλο στη μηχανισμό της σίγησης έχουν οι ενδονουκλεάσες τύπου RNA-III, που 

συναντώνται ως Dicer (Dcr) στα ζώα και ως Dicer-like (DCL),στα φυτά. Δρουν πάνω σε 

δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) τα οποία, πέπτουν σε μικρού μεγέθους RNA (sRNA), 21-24ντ 

αφήνοντας σε αυτά, δύο προεξέχοντα νουκλεοτίδια και μία υδροξυλομάδα στο 3’ άκρο και 

μία φωσφορική ομάδα στο 5’ άκρο (Elbashir et al., 2001a, 2001b). Στον άνθρωπο, το ποντίκι 

και τους νηματώδεις συναντάται ένα Dicer γονίδιο, το οποίο ρυθμίζει αναπτυξιακές 

διαδικασίες μέσω των miRNAs, εμπλέκεται σε αλλαγές στη δομή της χρωματίνης και στον 

μηχανισμό της RNA παρεμβολής (RNA interference, RNAi) (Finnegan and Matzke, 2003; Lau 

et al., 2012; Schauer et al., 2002). Στα έντομα και στους μύκητες υπάρχουν δύο Dicer γονίδια 

(Bernstein et al., 2001; Catalanotto et al., 2004). Στη Drosophila melanogaster, τα δύο γονίδια 

έχουν διαφορετικές λειτουργίες: η μία εμπλέκεται στο μονοπάτι των miRNAs και η άλλη στο 

μονοπάτι των RNAi/siRNA (Lee et al., 2004). Όσον αφορά στα φυτά, στα είδη Arabidopsis 

thaliana (A.thaliana) και Nicotiana benthamiana (N.benthamiana) (Nakasugi et al., 2013) 

συναντώνται τέσσερα γονίδια που κωδικοποιούν για DCL  πρωτεΐνες, ενώ στο ρύζι (Oryza 

sativa), οκτώ (Kapoor et al., 2008). 

Οι επικράτειες που απαρτίζουν κάθε Dicer πρωτεΐνη είναι ένα DEAD μοτίβο, μία 

ελικάση-C επικράτεια, μία επικράτεια άγνωστης λειτουργίας (DUF283) (στην περίπτωση του 

φυτού σόγιας έχει χαρακτηριστεί ως περιοχή πρόσδεσης RNA), μία PAZ (PIWI-ARGONAUTE-

ZWILLE), δύο RNase-III επικράτειες και μία περιοχή πρόσδεσης δίκλωνου RNA (Εικόνα 1.3). 

Στα φυτά και ειδικότερα στην A.thaliana, η δομή των DCL πρωτεϊνών περιλαμβάνει και μία 

δεύτερη επικράτεια πρόσδεσης RNA, εκτός από την περίπτωση της DCL2. H επικράτεια αυτή 

λειτουργεί ως περιοχή πρόσδεσης πρωτεϊνών (Hiraguri et al., 2005; Meister and Tuschl, 

2004), ενώ διαφορές στην αμινοξική ακολουθία της κατά τα άλλα συντηρημένης PAZ 
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επικράτειας, καθορίζει τη δράση των παραγόμενων sRNAs, καθορίζοντας για παράδειγμα το 

μέγεθός τους. 

Έτσι, η DCL1 πρωτεΐνη είναι κύριος παράγοντας του μονοπατιού της βιοσύνθεσης των 

21ντ miRNAs, δημιουργώντας μόρια από ενδογενείς αλληλουχίες που εμφανίζουν 

παλίνδρομη συμπληρωματικότητα, σε δύο διαδοχικά στάδια (Henderson et al., 2006; 

Kurihara and Watanabe, 2004; Schauer et al., 2002). Αρχικά πέπτονται τα πρωτογενή miRNAs 

(primary miRNAs, pri - miRNAs) και ακολούθως τα πρόδρομα miRNAs (precursor miRNA, pre-

miRNA) (Bologna and Voinnet, 2014; Yang et al., 2014). H DCL1 έχει επίσης βρεθεί να 

σχετίζεται με τη μεθυλίωση του DNA, συμμετέχοντας στη σίγηση μεταθετών στοιχείων ενώ 

συμμετέχει και στη δημιουργία siRNAs DNA ιών από άλλες DCL πρωτεΐνες (Blevins et al., 

2006; Laubinger et al., 2010). Οι Dicer -like, DCL2 και DCL4 αποτελούν παράγοντες του 

αντιικού μονοπατιού της σίγησης. Η DCL2 παράγει siRNAs μήκους 22ντ και σχετίζεται με την 

άμυνα των φυτών έναντι ιών (Henderson et al., 2006). Από την DCL3 προκύπτουν 24ντ siRNAs 

και αποτελεί κύριο ρυθμιστή του μονοπατιού της DNA μεθυλίωσης που οδηγεί σε μεταβολές 

στη δομή της χρωματίνης (Matzke et al., 2009), ενώ σχετίζεται και με την παραγωγή 24ντ 

miRNAs στην A. thaliana, το ρύζι, την τομάτα και την N. benthamiana (Kravchik et al., 2014; L. 

Wu et al., 2010), καθώς και στη βιογένεση κατηγορίας sRNA,  phased siRNAs, στο ρύζι (Song 

et al., 2012). H DCL4 παράγει siRNAs 21ντ και εμπλέκεται στην άμυνα των φυτών έναντι ιών 

και ιοειδών (Bouché et al., 2006; Deleris et al., 2006; Dunoyer et al., 2005). Η DCL4 συμμετέχει 

επιπλέον στη βιογένεση των trans - acting siRNAs (tasiRNAs) (Xie, 2005) καθώς και στη 

βιογένεση νεών miRNAs, των miR822, miR839 και miR869 στην A. thaliana (Rajagopalan et 

al., 2006). Τέλος, έχει δειχθεί ότι υπάρχει ιεραρχία μεταξύ των λειτουργιών των DCL2, DCL3 

και DCL4 πρωτεϊνών, ως προς την παραγωγή των siRNA και tasiRNA (Gasciolli et al., 2005; 

Henderson et al., 2006). 

 

 

Εικόνα 1.3. Απεικόνιση της δομής των Dicer στο φυτό σόγιας (Campbell et al., 2016). 

 

 

 

 

 

DCL 
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• Πρωτεΐνες ARGONAUTE 

 

Η υπεροικογένεια των ARGONAUTE πρωτεϊνών, περιλαμβάνει τρεις κατηγορίες: την 

Piwi, η οποία δεσμεύει Piwi – interacting RNAs (piRNAs), την Ago, που σχετίζεται με τα 

miRNAs και siRNAs, και μία τρίτη κατηγορία που εντοπίζεται μόνο στους νηματώδεις (Chen 

et al., 2018; Yigit et al., 2006). Το όνομά τους προέκυψε από το χαρακτηριστικό φαινότυπο 

που εμφάνιζαν φύλλα A.thaliana σε συνθήκες έλλειψης του γονιδίου AGO1, τα οποία 

θύμιζαν πλοκάμια καλαμαριού του γένους Argonautus (Bohmert et al., 1998). Ένα ή 

περισσότερα μέλη της Ago οικογένειας αποτελούν τα κύρια στοιχεία του RISC, τα οποία θα 

επιλέξουν μόνο μία από τις δυο αλυσίδες των παραγόμενων από τις Dicer, sRNAs και θα 

οδηγήσει στη γονιδιακή σίγηση βάσει συμπληρωματικότητας (Meister and Tuschl, 2004; 

Tomari and Zamore, 2005). 

AGO πρωτεΐνες συναντώνται στα βακτήρια, αρχαία και ευκαρυώτες(Cerutti and Casas-

mollano, 2008). Ο αριθμός των παράλογων γονιδίων στους οργανισμούς, ποικίλει. 

Ενδεικτικά, συναντώνται 1, 5,8 και 27 παράλογα γονίδια στα είδη Schizosaccharomyces 

pombe, Drosophila melanogaster, στον άνθρωπο και στο Ceanorabditis elegans, αντίστοιχα 

και 3,  17, 19, 10 και 7 παράλογα εντοπίζονται σε φύκη, καλαμπόκι, ρύζι, A.thaliana και 

N.benthamiana, αντίστοιχα (Kapoor et al., 2008; Nakasugi et al., 2013; Qian et al., 2011; 

Schroda, 2006). 

Σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, οι AGO χαρακτηρίζονται από 4 

επικράτειες: μία μεταβλητή αμινο-τελική επικράτεια, μία συντηρημένη PAZ (PIWI-

ARGONAUTE-ZWILLE), μία κεντρική (middle, MID) και την PIWI (Εικόνα 1.4). Η PAZ επικράτεια 

προσδένει το 3′ sRNAs (Song et al., 2003) ενώ συμβάλλει και στον διαχωρισμό των δίκλωνων 

μορίων (Gu et al., 2013). Η κεντρική περιοχή συμβάλλει στην αναγνώριση συγκεκριμένου 

υποστρώματος από τις AGO, σε συνδυασμό και με την PIWI επικράτεια (Parker et al., 2010), 

η οποία έχει δομή RNase H επιτρέποντας την κοπή συμπληρωματικών με τα sRNAs, RNA 

αλληλουχιών (Song et al., 2004). 

Στο φυτό A.thaliana, τα 10 AGO γονίδια, βάσει φυλογενετικών χαρακτηριστικών καθώς 

και διαφορών ως προς τα sRNA μόρια που προσδένουν, κατηγοριοποιούνται σε τρεις 

κατηγορίες ως εξής: AGO1/5/10, AGO2/3/7 και AGO4/6/8/9 ενώ στο ρύζι και το καλαμπόκι 

έχει βρεθεί και η AGO18 που εμπίπτει στην κατηγορία των AGO1/5/10 (Bologna and Voinnet, 

2014; Mallory, 2010). Έτσι, η AGO1, σχετίζεται με την παραγωγή και τη λειτουργία των 

miRNAs και tasiRNAs (Mi et al., 2008; Vaucheret et al., 2004), καθώς και στο αντι-ιικό 

μονοπάτι με τη δέσμευση 21 και 22ντ sRNAs προερχόμενα από ιούς (virus-derived siRNAs, 
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viRNAs) (Morel et al., 2002; Qu et al., 2008; X. Wang et al., 2011). Πρόσφατα επίσης δείχθηκε 

ότι η AGO1 σχετίζεται με τη χρωματίνη και στοχεύει συγκεκριμένα γονίδια, καθοδηγούμενη 

από sRNAs (Liu et al., 2018). Η AGO 5 έχει επίσης συσχετιστεί με αντιιική δράση (Brosseau 

and Moffett, 2015; Takeda et al., 2008), ενώ η AGO10 εμπλέκεται σε αναπτυξιακές 

διαδικασίες (Zhu et al., 2011) αλλά και στο αντιιικό μονοπάτι, σε συνεργασία με την AGO1 

(Garcia-Ruiz et al., 2015). Ο κύριος ρόλος της AGO2 είναι η άμυνα έναντι φυτικών ιών (X. 

Wang et al., 2011), η AGO3 προσδένει siRNAs προερχόμενα από το ιοειδές Potato spindle 

tuber viroid (PSTVd) (Minoia et al., 2014) και η AGO7 εμπλέκεται στο μονοπάτι των tas-siRNAs. 

Τέλος, οι AGO4/6/8/9 έχουν παρόμοιες λειτουργίες και σχετίζονται κυρίως με το μονοπάτι 

της DNA μεθυλίωσης (Qi Y et al., 2006; L. Wu et al., 2010) ενώ η AGO4 έχει συνδεθεί και με 

την άμυνα έναντι του Pseudomonas syringae (P.syringae) (Agorio and Vera, 2007), καθώς και 

DNA ιών (Raja et al., 2008)(ανασκόπηση Fang and Qi, 2016). 

 

• RNA – εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (RNA-dependent RNA polymerases, RDRs) 

 

Κύριο ρόλο στο εξωγενές μονοπάτι της σίγησης καθώς και στο μονοπάτι της DNA 

μεθυλίωσης, έχουν οι RNA – εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (RNA-dependent RNA 

polymerases, RDRs) (Εικόνα 1.4). Η λειτουργία τους απαιτείται για την παραγωγή 

δευτερογενών μικρών παρεμβαλλόμενων RNAs (short interfering, siRNAs), χρησιμοποιώντας 

ως μήτρα παρεκκλίνοντα ιικά RNA, τα οποία θα καθοδηγήσουν στη σίγηση των αρχικών 

αλληλουχιών (ανασκόπηση, Prakash et al., 2017). Στην Arabidopsis έχουν βρεθεί έξι RDR 

γονίδια, τρία από τα οποία RDR3,4 και 5 εντάσσονται στο ίδιο φυλογενετικό κλάδο και 

υπάρχουν λίγες αναφορές που τις συσχετίζουν με λειτουργίες άμυνας και φυσιολογίας των 

φυτών (ανασκοπήσεις, Prakash et al., 2017; Willmann et al., 2011). Η RDR6 εμπλέκεται στο 

μονοπάτι της βιοσύνθεσης των tasiRNAs και natsiRNAs, η RDR2 σχετίζεται με το μονοπάτι της 

DNA μεθυλίωσης, ενώ και οι δύο RDR1 και RDR6, εμπλέκονται στο αντιιικό μονοπάτι (Garcia-

ruiz et al., 2010; Prakash et al., 2017). 

 

Εικόνα 1.4. Απεικόνιση της δομής των ARGONAUTE και RDRS φυτό A.thaliana (Bologna and Voinnet, 
2014). 
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1.1.4 Τα μονοπάτια της RNA σίγησης 

 
Ο μηχανισμός της RNA σίγησης, έπειτα από γενετική και μοριακή ανάλυση, διακρίνεται 

σε τρία μονοπάτια: Το πρώτο είναι το κυτταροπλασματικό μονοπάτι των μικρών, 

παρεμβαλόμενων RNAs, (short-interfering RNAs, siRNAs) που ενεργοποιείται με την 

παρουσία dsRNAs προερχόμενα από εξωγενείς πηγές όπως ιοί και ιοειδή και επάγει τη 

σίγηση μέσω μετα-μεταγραφικής σίγησης (post transcriptional gene silencing, PTGS). Όταν 

επάγεται το δεύτερο μονοπάτι, καταστέλλονται ενδογενή γονίδια μέσω PTGS και τη δράση 

των miRNAs. Το τρίτο μονοπάτι σχετίζεται με τη DNA μεθυλίωση και την καταστολή της 

μεταγραφής (Transcriptional gene silencing TGS) (ανασκόπηση, Baulcombe, 2004; Martínez 

de Alba et al., 2013). Παρακάτω παρουσιάζονται τα μονοπάτια με τους κύριους συντελεστές 

και τις λειτουργίες τους.  

 

1.1.4.1 Εξωγενής RNA σίγηση 

 

Το εξωγενές μονοπάτι της σίγησης αφορά στο κυτταροπλασματικό μονοπάτι των 

siRNAs και προέρχονται τέλεια δίκλωνα μόρια από εξωγενείς πηγές, όπως είναι προϊόντα 

πολλαπλασιασμού ιών και ιοειδών, ανάστροφων αλληλουχιών, ssRNA μορίων τα οποία 

μετατρέπονται σε dsRNA έπειτα από τη δράση RNA-εξαρτώμενων RNA πολυμερασών, από 

προϊόντα μεταγραφής αντίθετων αλυσίδων της ίδιας γονιδιακής θέσης (natural cis-antisense 

transcript pairs, natsiRNAs), διαγονίδια και μεταθετά στοιχεία (Baulcombe, 2004; Beclin et al., 

2002; Dunoyer et al., 2005; Smith et al., 2000; Vance, 2001). Τα dsRNAs μόρια αποτελούν 

υπόστρωμα για τη δράση των DCL2, DCL3 και DCL4 από όπου προκύπτουν siRNAs, μεγέθους, 

22, 24 και 21ντ, αντίστοιχα (Borsani et al., 2005; Dunoyer et al., 2005; Gasciolli et al., 2005; 

Xie et al., 2004). Ακολουθεί μεθυλίωση στο 3’ άκρο των διμερών με την προσθήκη μίας 

μεθυλομάδας από την RNA μεθυλάση, HUA ENHANCER1 (HEN1) με σκοπό την προστασία του 

διμερούς από την αποδόμηση (Boutet et al., 2003; Yu et al., 2005). Η λιγότερο σταθερή 

αλυσίδα στο 5’ άκρο της ενσωματώνεται στο σύμπλοκο RISC με τη δράση των AGO 1,2,4 και 

7 πρωτεϊνών,  όπου οδηγούν σε μεταγραφική σίγηση μέσω DNA μεθυλίωσης (TGS) ή σε μετα-

μεταγραφική σίγηση του στόχου (PTGS) (Εικόνα 1.5) (Baumberger and Baulcombe, 2005; 

Morel et al., 2002; Qi Y et al., 2006). 
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Εικόνα 1.5. Απεικόνιση του siRNA μονοπατιού της RNA σίγησης. Αναπαράσταση της βιογένεσης και 
της λειτουργίας τω siRNAs. Από διάφορες πηγές dsRNAs και με τη δράση των DCL πρωτεϊνών 
προκύπτουν τα siRNAs. Σταθεροποιούνται από τη HEN1 και μία από τις δύο αλυσίδες θα προσδεθεί 
στην AGO1 και το RISC και οδηγήσει στην αποδόμηση του στόχου ή τα siRNAs θα προσδεθούν στις   
AGO4 ή AGO6 και να οδηγήσουν σε RdDM εμπλέκοντας τη δράση των PolIV και PolV. Στη διαδικασία 
αυτή εμπλέκονται και άλλοι παράγοντες όπως μεθυλοτρανσφεράσες, DOMAINS REARRANGED 
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2); DEFECTIVE IN RNADIRECTED DNA METHYLATION 1 (DRD1), πρωτεΐνες 
αναδιαμόρφωσης της DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3).(Khraiwesh et al., 2012). 

 

1.1.4.1.1 Κύριες πηγές δίκλωνων μορίων εξωγενούς σίγησης 

• siRNAs προερχόμενα από ιούς (virus derived short-interfering RNAs, vsiRNAs) 

 

Στην περίπτωση της άμυνας των φυτών έπειτα από μόλυνση με RNA ιούς, τα siRNAs 

προκύπτουν από τις δικλωνες μορφες του RNA ιικου γενωματος που παράγονται κατά 

τον πολλαπλασιασμό του, καθώς επίσης και από δευτεροταγείς δομές του γονιδιώματός 

τους (Molnar et al., 2005) και ονομάζονται, μικρά παρεμβαλόμενα RNA ιικής προέλευσης 

(virus derived short-interfering RNAs, vdsiRNAs). Στην περίπτωση των DNA ιών, τα vdsiRNAs 

προκύπτουν από ταυτόχρονη μεταγραφή του γονιδιώματος του ιού και ως προς τις δύο 

κατευθύνσεις (Pooggin, 2013). Κυρίως η δράση των DCL2 και DCL4 έχει ταυτιστεί με το ιικό 

μονοπάτι της σίγησης (Blevins et al., 2006; Garcia-ruiz et al., 2010; Qu et al., 2008) καθώς και 

δράση των AGO1, AGO2 and AGO7 (Qu et al., 2008; Wang et al., 2012), οδηγώντας στη σίγηση 
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της ιικής αλληλουχίας είτε με κοπή του γονιδιώματος, είτε μέσω DNA μεθυλίωσης (Raja et 

al., 2008; Wassenegger et al., 1994) (Εικόνα 1.5). 

 

• Διαγονιδιακά μικρά παρεμβαλόμενα RNA (short interfering RNAs, siRNAs)  

 

Διαφόρων τύπων διαγονίδια, αποτελούν επίσης επαγωγείς της RNA σίγησης. Σε αυτή 

την περίπτωση, τα siRNAs προκύπτουν από την αναγνώριση και τη μεταγραφή 

παρεκκλίνοντων μορίων RNA από τη δράση RNA-εξαρτώμενων RNA πολυμερασών, όπως η 

RDR6. Παρεκκλίνοντα RNA θεωρούνται προϊόντα λανθασμένης αναδίπλωσης, λανθασμένης 

5’ ωρίμανσης ή πρόωρου τερματισμού της μεταγραφής του mRNA (Herr et al., 2006). Στην 

περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες DCL4 και AGO1 είναι υπεύθυνες για καταστροφή του mRNA-

στόχου. Επίσης, οι DCL2 και DCL3 πρωτεΐνες έχουν συσχετιστεί με το συγκεκριμένο μονοπάτι 

της σίγησης, οδηγώντας και σε TGS σε συνεργασία με την AGO2 (Chan et al., 2004). 

Η μεταγραφή ανάστροφων επαναλήψεων (Inverted repeats, IR), που δημιουργούνται 

είτε σε γονιδιακές είτε σε διαγονιδιακές θέσεις, αποτελούν επίσης πηγές dsRNAs με 

αποτέλεσμα τη γονιδιακή σίγηση είτε μέσω DNA μεθυλίωσης είτε μετα-μεταγραφικά (Beclin 

et al., 2002; Henderson et al., 2006; ανασκόπηση, Pyott and Molnar, 2015). Αλληλουχίες DNA 

όπως τα μεταθετά στοιχεία (Transposable elements, TEs), που βρίσκονται κοντά σε 

γονιδιακές θέσεις, αποτελούν επίσης επαγωγείς της RNA σίγησης. Τα TEs αναγνωρίζονται και 

υπόκεινται σε επεξεργασία από ειδικά ένζυμα προκειμένου να δημιουργηθούν dsRNAs τα 

οποία στη συνέχεια οδηγούν στη μεθυλίωση ενδογενών αλληλουχιών (Lippman and 

Martienssen, 2004; ανασκόπηση, Lisch, 2014; Wassenegger et al., 1994). 

 

1.1.4.2 Ενδογενές μονοπάτι RNA σίγησης 

1.1.4.2.1 Βασικό μονοπάτι των miRNAs 

  

Το ενδογενές μονοπάτι της RNA σίγησης, παραπέμπει στη σίγηση μέσω των μικρών 

RNAs (micro RNAs, miRNAs). Πρώτη αναφορά στο ενδογενές μονοπάτι των φυτών έγινε από 

τους (Reinhart et al., 2002). Πρόκειται για την επαγωγή του μηχανισμού από την παρουσία 

ενδογενών δίκλωνων αλληλουχιών που εμφανίζουν κενά ως προς την συμπληρωματικότητά 

τους (Xie, 2005). Από τη δράση των DCL1, SE, HYL1 και AGO1 προκύπτουν dsRNAs 20-24ντ και 

στοχεύουν στη αρνητική ρύθμιση της έκφρασης ενδογενών γονιδίων (Εικόνα 1.6). 

Εμπλέκονται έτσι σε πλήθος αναπτυξιακών διαδικασιών, καθώς και σε μηχανισμούς 

απόκρισης των φυτών σε συνθήκες καταπόνησης, μέσω τη καταστροφής του RNA στόχου ή 
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μέσω της καταστολής της μετάφρασης (ανασκόπηση, Jones-Rhoades et al., 2006; Mallory et 

al., 2005; Navarro et al., 2006; Palatnik et al., 2003). Έχουν ταυτοποιηθεί όμως επιπλέον 

sRNAs τα οποία σχετίζονται με το ενδογενές μονοπάτι της σίγησης. 

 

Εικόνα 1.6. Απεικόνιση του miRNA μονοπατιού της RNA σίγησης. Αναπαράσταση της βιογένεσης και 
της λειτουργίας τω miRNAs. Τα MIR γονίδια μεταγράφονται από την polII και σχηματίζουν το pri-
miRNA, το οποίο σταθεροποιείται από τη δράση της DAWDDL (DDL). Με τη δράση των πρωτεϊνών 
DCL1, SE, HYL1 και CBP20/80, πέπτεται το pri-miRNA και προκύπτει το pre-miRNA και ακολούθως το 
ώριμο miRNA/miRNA*. Ακολουθεί μεθυλίωση από τη HEN1 και έξοδος στο κυταρόπλασμα από τη 
HASTY1. Μία από τις δύο αλυσίδες προσδένεται στην AGO1 και οδηγεί είτε στην αποδόμηση του 
mRNA στόχου είτε στην καταστολή της μετάφρασης (Stepien et al., 2017). 

 

Το μονοπάτι της RNA εξαρτώμενης - DNA μεθυλίωσης αναφέρεται σε έναν επιγενετικό 

μηχανισμό που συντελεί στη σίγηση διαγονιδίων ή ενδογενών γενετικών περιοχών σε 

επίπεδο μεταγραφής (TGS) μέσω RNA – εξαρτώμενης DNA μεθυλίωσης (RNA –dependent 

DNA methylation, RdDM). Ενεργοποιείται από την παρουσία μεθυλιωμένων DNA περιοχών 

και από την παρουσία επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών όπως τα μεταθετά στοιχεία και 

οδηγούν στην εκ νέου μεθυλίωση με την προσθήκη μίας μεθυλομάδας (-CH3) στον 5’ 

άνθρακα του δακτυλίου της κυτοσίνης συμμετρικών και μη - συμμετρικών θέσεων 

μεθυλίωσης σε όλα τα πλαίσια (CG, CHG, και CHH, όπου H = A, T, ή C) (Matzke et al., 2009; 

Wassenegger et al., 1994; Xie and Yu, 2015). Από τη δράση πληθώρας παραγόντων, οι 

κυριότεροι από τους οποίους είναι πολυμεράσες, PolII,IV, V, η DCL3, AGO4, 

μεθυλοτρανσφερασών (RdRM2), προκύπτουν μόρια 24ντ σε μέγεθος που καθοδηγούν τη 
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σίγηση των αλληλουχιών – στόχων, οδηγώντας σε αλλαγές στη δομή της χρωματίνης και 

τελικά στην δημιουργία ανενεργής ετεροχρωματίνης (Εικόνα 1.7) (ανασκόπηση, Matzke and 

Mosher, 2014). 

 

 
Εικόνα 1.7. Απεικόνιση του μονοποατιού της DNA μεθυλίωσης. (Συνοπτική περιγραφή). H Pol IV 
μεταγράφει ssRNA παράγοντας dsRNA με τη δράση της RDR2. Τα dsRNA πέπτονται από την DCL3 και 
προκύπτουν 24ντ siRNAs τα οποία μεθυλιώνονται από την ΗΕΝ1 στο 3’-άκρο και προσδένονται στην 
AGO4. Η Pol V μεταγράφει το RNA το οποίο είναι συμπληρωματικό του siRNA που είναι ενσωματωμένο 
στην AGO4. Με τη δράση των μεθυλοτρανσφερασών RDM1 και DRM2, καταλύεται η de-novo 
μεθυλίωση και οδηγεί σε αλλαγές στη δομή της χρωματίνης (δεξιά), όπου συμμετέχουν άλλοι 
παράγοντες. Στη διαδικασία συμμετέχουν και ο παράγοντας αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης DRD1,  
DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3) και MICRORCHIDIA 6 (MORC6) που σταθεροποιούν το 
μετάγραφο, ο SUVH2 ή SUVH9, οι οποίοι προσδένονται στο μεθυλιωμένο DNA (Matzke and Mosher, 
2014). 
 

1.1.4.2.3 Κύριες κατηγορίες δίκλωνων μορίων ενδογενούς σίγησης 

• Μικρά RNAs (micro RNAs, miRNAs) 

 

Αναφέρθηκε ήδη, ότι τα miRNAs είναι συνυφασμένα με το ενδογενές μονοπάτι της 

σίγησης στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Πρόκειται για μια ομάδα ενδογενώς 

προερχόμενων, μη-κωδικών sRNAs, μήκους 20–24ντ (ανασκόπηση, Zhang et al., 2015) τα 

οποία ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση μέσω κοπής των mRNA-στόχων, καταστολή της 

μετάφρασης, αλλαγές στη δομή της χρωματίνης και/ή DNA μεθυλίωσης (Εικόνες 1.5, 

1.8)(ανασκόπηση, Achkar et al., 2016; Guo et al., 2005; Mallory et al., 2005; G. Wu et al., 

2010). 

Προέρχονται από τη μεταγραφή των MIR γονιδίων τα  οποία σχηματίζουν ατελείς ως 

προς τη συμπληρωματικότητα παλίνδρομες αλληλουχίες, με τη δράση της πολυμεράσης II 

(Polymerase II, polI) (Megraw et al., 2006; Xie, 2005). Από τη μεταγραφή, προκύπτουν 
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πρωτογενή μόρια (primary transcripts miRNA, pri-miRNA), τα οποία υπόκεινται σε 

επεξεργασία από το Microprocessor σύμπλοκο και δημιουργούν τα πρόδρομα miRNAs 

(precursor miRNA, pre-miRNA), με δομή φουρκέτας και μέγεθος περίπου 100ντ (Lee et al., 

2002). Το σύμπλοκο Microprocessor αποτελείται από την DCL1 (Kurihara and Watanabe, 

2004; Vaucheret et al., 2004), μία πρωτεΐνη με δυνατότητα πρόσδεσης δίκλωνων RNA, την 

Hyponastic leaves 1 (HYL1) (Vaucheret et al., 2004) και μία πρωτεΐνη της οικογένειας των 

δακτυλίων ψευδαργύρου (Zinc-finger), τη SERRATE (SE) (Lobbes et al., 2006). Τα pre-miRNAs 

υφίστανται ένα δεύτερο στάδιο επεξεργασίας από το ίδιο σύμπλοκο για να δημιουργήσουν 

το ώριμο σύμπλοκο των miRNA/miRNA* (όπου *, αναπαριστά τη συμπληρωματική miRNA  

αλληλουχία) (Rogers and Chen, 2013). Η μεθυλάση HUA ENHANCER 1 (HEN1) σταθεροποιεί 

το σύμπλοκο miRNA/miRNA* προστατεύοντάς το από την αποδόμηση (Yu et al., 2005). 

Ακολούθως, μεταφέρεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα με τη δράση της  HASTY1 

(Park et al., 2005). Η λιγότερο σταθερή αλυσίδα στο 5’ άκρο της, επιλέγεται και 

ενσωματώνεται στο σύμπλοκο RISC με τη δράση της AGO1 προάγοντας την κοπή ή την 

καταστολή της μετάφρασης του mRNA σε περίπτωση τέλειας ή σχεδόν τέλειας ομολογίας, 

αντίστοιχα (Baumberger and Baulcombe, 2005) (Εικόνα 1.4). 

 

• Trans – acting siRNAs (tasiRNAs) 

 

Τα miRNAs παράγονται από μια συγκεκριμένη περιοχή των MIR γονιδίων. Μερικές 

φορές όμως τα miRNA, πυροδοτούν την παραγωγή δευτερογενών siRNAs τα οποία 

ονομάζονται trans – acting siRNAs (tasiRNAs). Με τη δράση της polII, μεταγράφονται TAS 

γονιδιακές θέσεις δημιουργώντας πρόδρομα, μεγάλου μεγέθους tasiRNAs με θέσεις 

πρόσδεσης miRNAs τα οποία σταθεροποιούνται από τη δράση της πρωτεΐνης SUPPRESSOR 

OF GENE SILENCING 3 (SGS3) (Borges et al., 2015; Yoshikawa et al., 2005). Τα miRNAs, 

καθοδηγούμενα από τη δράση της AGO1, πέπτουν TAS μετάγραφα, τα οποία στη συνέχεια, 

αποτελούν υπόστρωμα της RDR6 για τη δημιουργία dsRNAs. Από την επακόλουθη κοπή των 

παραγόμενων dsRNAs από την DCL4 προκύπτουν siRNAs, μεγέθους 21ντ (Allen et al., 2005; 

Nakazawa et al., 2007). Η μεθυλίωση από τη HEN1 σταθεροποιεί τα dsRNAs (Yu et al., 2005) 

τα οποία οδηγούν στη σίγηση απομακρυσμένων (trans) ενδογενών περιοχών με τη βοήθεια 

των AGO1 και AGO7 πρωτεϊνών (Εικόνα 1.8). Καθώς τα tasiRNAs που προκύπτουν μπορεί να 

έχουν διαφορετική αλληλουχία από το αρχικό miRNA, αποτελούν με τη σειρά τους ρυθμιστές 

της γονιδιακής έκφρασης, ρυθμίζοντας αναπτυξιακές διαδικασίες (Allen et al., 2005; 

Rajagopalan et al., 2006). 
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Οι TAS1a–c, TAS2, TAS3a–c, και TAS4 γονιδιακές θέσεις έχουν ταυτοποιηθεί και τρία 

διαφορετικά miRNAs που εμπλέκονται στη βιογένεση των tasiRNAs. To miR390 δεσμεύεται 

από την AGO7 και στοχεύει τις TAS3a-c θέσεις (Montgomery et al., 2008). To miR173 και 

miR828 καθοδηγούνται από την AGO1 και στοχεύουν τις TAS1a-c /TAS2 και TAS4, αντίστοιχα 

(Allen et al., 2005; Rajagopalan et al., 2006). 

 

 

Εικόνα 1.8. Αναπαράσταση των μονοπατιών της RNA σίγησης και των κύριων τελεστών τους, στα 
φυτά. Α. Επαγωγή της RNA σίγησης από εξωγενή RNA ή DNA. B. Επαγωγή της σίγησης από ενδογενείς 
περιοχές. Το DNA/RNA αναπαριστάνονται με μπλε/μαύρες γραμμές αντίστοιχα. Το Μ υποδηλώνει 
μεθυλίωση κυτοσίνης, οι διακεκομμένες γραμμές υποδηλώνουν την παραγωγή sRNA μετά από κοπή 
των dsRNAs, οι γραμμές από τελείες υποδηλώνουν την αποδόμηση του RNA (Pyott and Molnar, 2015). 
 

 

 

 

 

 

Α 

Β 
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• Natural antisense transcripts-derived siRNAs (nat-siRNAs) 

 

Τα natural antisense transcripts-derived siRNAs (nat-siRNAs), προκύπτουν ως 

αποτέλεσμα ζευγαρώματος αντίστροφων μεταγράφων (natural antisense transcripts, NAT).  

cis – NAT προκύπτουν από τη μεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούνται από μεταγραφή 

συμπληρωματικών DNA αλληλουχιών του ίδιου γενετικού τόπου ενώ τα trans-NAT, από 

διαφορετικούς γενετικούς τόπους και παρουσιάζουν τέλεια ή σχεδόν τέλεια 

συμπληρωματικότητα, αντίστοιχα (ανασκόπηση, Borges et al., 2015). 

Για την παραγωγή των dsRNAs απαιτείται η δράση των DCL1, PolIV, RDR6 και SGS3 

παραγόντων. Το πρωτογενές nat-siRNA καθοδηγείται από άγνωστη μέχρι στιγμής AGO 

συντονίζοντας την κοπή του συμπληρωματικού μεταγράφου. Το μετάγραφο αυτό, θα 

υποστεί ένα δεύτερο στάδιο επεξεργασίας με τη δράση των PolIV, RDR6 και SGS3, 

δημιουργώντας το dsRNA μόριο, ενώ επιπλέον επεξεργασία από την DCL1 θα οδηγήσει στη 

δημιουργία του siRNA. Όπως και στις περιπτώσεις των άλλων siRNA, ακολουθεί μεθυλίωση 

από την HEN1 (Εικόνα 1.8). 23.9% των γονιδίων στο είδος A.thaliana παρουσιάζουν 

αλληλεπικαλυπτόμενες αλληλουχίες, αποτελώντας δυνητικούς τόπους για επαγωγή 

σύνθεσης cis-ΝΑTs (Wang et al., 2005).Μελέτες στο ίδιο φυτό, έδειξαν ότι τα nat-siRNAs, 

επηρεάζουν τη ρύθμιση γονιδίων συμβάλλοντας στην απόκριση των φυτών σε συνθήκες 

αβιοτικών και βιοτικών καταπονήσεων όπως σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (Borsani et al., 

2005) και συνθήκες μόλυνσης με το βακτήριο P. syringae (Katiyar-agarwal et al., 2006; 

ανασκόπηση, Martínez de Alba et al., 2013). 

 

• repeat associated και heterochromatic siRNAs (hcsiRNAs) 

 

Στα φυτά ανευρίσκονται και τα ενδογενή sRNAs που προέρχονται από μη κωδικές 

περιοχές του γονιδιώματος ή από επαναλαμβανόμενες ενεργές γενετικές περιοχές, όπως 

είναι τα μεταθετά στοιχεία, και αναφέρονται ως heterochromatic siRNAs (hcsiRNAs) και 

repeat associated siRNAs (ra-siRNAs), αντίστοιχα (ανασκόπηση, Dunoyer et al., 2007). Και οι 

δύο περιπτώσεις σχετίζονται με το μονοπάτι της μεθυλίωσης (RdDM) (ανασκόπηση Law and 

Jacobsen, 2010; Matzke et al., 2009) και η παραγωγή τους έχει ως κύριο στόχο τη σίγηση 

αυτών, περιορίζοντας τις αρνητικές συνέπειες που επιφέρουν στο γονιδίωμα ή ρυθμίζοντας 

θετικά τη γονιδιακή έκφραση (Calarco et al., 2012). 

Η βιογένεση και των δύο ομάδων (hcsiRNAs και rasiRNAs) ξεκινάει με τη μεταγραφή 

των γενετικών θέσεων από την PolIV, ακολουθούμενη από τη δράση της RDR2 από όπου 
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προκύπτει το dsRNA, το οποίο στη συνέχεια υπόκειται σε επεξεργασία από την DCL3 και 

προκύπτουν τελικά τα siRNAs 23-24ντ. Τα siRNAs, δεσμεύονται από την AGO4 και ακολουθεί 

ένα δεύτερο στάδιο μεταγραφής όπου το σύμπλοκο hcsiRNA/AGO4 φέρεται ως μήτρα και 

στο σημείο αυτό ενεργοποιούνται παράγοντες μεθυλίωσης όπως η DNA methyltransferase 

2(DRM2) και η chromomethylase 3 (CMT3) και οδηγούν στη μεθυλίωση των κυτοσινών σε 

ολόκληρη την αλληλουχία (C) (Εικόνα 1.8)(Axtell, 2013; Matzke and Mosher, 2014). 

 

1.2 Βιοτικές καταπονήσεις στα φυτά – μηχανισμοί άμυνας 

  

Αναφέροντας βιοτικές καταπονήσεις, εννοούνται προσβολές των φυτών από 

παθογόνα όπως βακτήρια, μύκητες, ωομύκητες, ιούς και ιοείδη, τα οποία μπορεί να 

προκαλέσουν σημαντικές καταστροφές σε πλήθος φυτικών ειδών, εδώδιμων, βιομηχανικών 

ή καλλωπιστικών, άγριων και καλλιεργήσιμων (Khalid et al., 2017; Oerke, 2006). Ένας 

μηχανισμός είναι η αναγνώριση ειδικών μορίων – διεγερτών (elicitors) που προέρχονται από 

τα παθογόνα, στην περίπτωση μόλυνσης, κυρίως, με μύκητες και βακτήρια, και αναφέρονται 

με τον όρο Pathogen-assciated molecular patterns (PAMPs) ή Host danger- associated 

molecular patterns (DAMPS) και ενεργοποιούν έναν ενδογενή αμυντικό μηχανισμό των 

φυτών που αναφέρεται ως PAMP-triggered immunity (PTI) (Kaneko et al., 2004; Zvereva and 

Pooggin, 2012). Ένας άλλος τρόπος άμυνας είναι η επαγωγή της RNA σίγησης, όπου η 

παρουσία ιικών και άλλων παθογόνων, κυρίως οι δίκλωνες περιοχές αυτών επάγουν τη 

δράση των βασικών τελεστών του μηχανισμού που είναι οι πρωτεΐνες Dicel – like (DCL) και 

ARGONAUTE και οδηγούν στην απόκριση των φυτών στην καταπόνηση. Επιπλέον, και το 

μονοπάτι των miRNAs έχει δειχθεί ότι παίζει ρόλο στις βιοτικές καταπονήσεις όπως επίσης 

έχει δειχθεί να υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο παραπάνω βασικών μηχανιμσών 

άμυνας (PTI και RNAi) σε συνθήκες βιοτικής καταπόνησης. 

 

1.2.1 Iοί 

1.2.1.1 Συσχέτιση ιών με την εξωγενή σίγηση  

 

Μόλυνση των φυτών με ιούς έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση συμπτωμάτων που 

μπορεί να ποικίλουν και εξαρτώνται από τον ιό, τον ξενιστή και τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες. Χαρακτηριστικά συμπτώματα σε ιικές μολύνσεις μπορεί να είναι, μεταξύ άλλων, 

νανισμός, κιτρίνισμα, κηλίδες αποχρωματισμού, πρότυπο μωσαϊκού, καρούλιασμα των 

φύλλων και νέκρωση (Wang et al., 2012). Από τα αρχικά ακόμα στάδια της μελέτης του 
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μηχανισμού της RNA σίγησης βρέθηκε ότι επάγεται από την παρουσία των ιών και μπορεί να 

οδηγήσει ακόμα και σε ανθεκτικά φυτά (Hamilton and Baulcombe, 1999; Lindbo et al., 1993). 

Από την παρουσία των ιών, δορυφόρων των ιών και παρεκκλίνοντων RNAs, ενεργοποιείται 

το βασικό μονοπάτι άμυνας των siRNAs (εξωγενές μονοπάτι, βλ υποενότητα 1.1.4.1), το 

οποίο κατευθύνει τελικά τη σίγηση των αρχικών ιικών αλληλουχιών, συνιστώντας 

αποτελεσματικό φυσικό όπλο ενάντια σε μεγάλο αριθμό ιών (Εικόνα 1.9). Ενδεικτικά 

αναφέρονται οι ιοί Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco rattle virus (TRV), Turnip crinkle 

virus (TCV), Cauliflower mosaic virus (CaMV), Cymbidium ringspot virus (CymRSV), Potato virus 

X (PVX), Turnip mosaic virus (TuMV) (Pooggin, 2018; Pumplin and Voinnet, 2013; Wang et al., 

2012). 

Οι πρωτεΐνες DCL2, DCL3 και DCL4 έχουν κυρίαρχη θέση στο μονοπάτι, παράγοντας 

sRNAs 22 και 24 και 21ντ από RNA ιών και δευτερογενών RNAs προερχόμενων από ιούς 

(Bouché et al., 2006; Deleris et al., 2006; Katsarou, 2018). Έρευνες που έχουν 

πραγματοποιηθεί, κυρίως στο είδος A.thaliana, έχουν δείξει να υπάρχει ιεραρχία και 

αλληλοσυμπλήρωση μεταξύ των DCL2, 3 και 4 ως προς τη δράση τους σε συνθήκες μόλυνσης 

ενώ η DCL1 επηρεάζει έμμεσα τον πολλαπλασιασμό των ιών γιατί είναι υπεύθυνη για τη 

δημιουργία των ενδογενών miRNAs και όσων μηχανισμών αυτά ρυθμίζουν (Bouché et al., 

2006; Deleris et al., 2006; Gasciolli et al., 2005). Χαρακτηριστικά, η DCL2 εμπλέκεται στην 

παραγωγή siRNAs 22ντ, σε φυτά μολυσμένα με TCV (RNA ιός) και CaLCuV (DNA ιός) 

(Akbergenov et al., 2006; Xie et al., 2004), η DCL3 παράγει 24nt CaLCuV siRNAs (Akbergenov 

et al., 2006), ενώ η DCL4 έχει επιστατική δράση επί των DCL2 και DCL3 στη μόλυνση από 

Cucumber mosaic virus (CMV) (RNA ιός) (Blevins et al., 2015; Bouché et al., 2006; Deleris et 

al., 2006; Henderson et al., 2006). Σε άλλες έρευνες βρέθηκε ότι απουσία της DCL4, οι DCL2 

και DCL3 παράγουν RDR6 - εξαρτώμενα siRNAs, ενώ απουσία της DCL3 παράγονται RDR2 - 

εξαρτώμενα siRNAs (Blevins et al., 2006; Bouché et al., 2006; Deleris et al., 2006; Gasciolli et 

al., 2005; Henderson et al., 2006). Παρόμοια ήταν τα αποτελέσματα σε φυτά N.benthamiana, 

τα οποία παρουσίασαν αύξηση της συσσώρευσης των ιών CMV, TRV και TuMV, σε συνθήκες 

ταυτόχρονης απουσίας των DCL2 και DCL4, ενώ δε συνέβη το ίδιο στην περίπτωση απουσίας 

μόνο της DCL2 ή της DCL4 (Katsarou, 2018). Η δράση της DCL3 έχει περιορισμένη επίδραση 

στην άμυνα έναντι RNA ιών, ενώ κατέχει σημαντικό ρόλο στην άμυνα έναντι DNA ιών 

(Akbergenov et al., 2006; Blevins et al., 2006; Moissiard and Voinnet, 2006), όπου μπορεί να 

οδηγήσει είτε στην κοπή του ιικού γονιδιώματος είτε σε DNA μεθυλίωση (Kumar Yadav and 

Chattopadhyay, 2011; Rodriguez-Negrete et al., 2009). 
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Επιπλέον, καθοριστικός παράγοντας για την αποτελεσματική αντιμετώπιση της ιικής 

μόλυνσης και χαρακτηριστικό των siRNAs, αποτελεί η δυνατότητα τους να μετακινούνται σε 

γειτονικά κύτταρα μέσω των πλασμοδεσμάτων (Himber et al., 2003; Voinnet et al., 1998) είτε 

μέσω του φλοιώματος σε διαφορετικά όργανα, (Palauqui et al., 1997; Voinnet and 

Baulcombe, 1997), ένα φαινόμενο που είναι γνωστό ως διασυστηματική σίγηση (systemic 

silencing) (Kalantidis et al., 2008; Mermigka et al., 2014; Pyott and Molnar, 2015). Το 

φαινόμενο αυτό συναντάται όταν τα παρεκκλίνοντα RNA που προκύπτουν, ξεπερνούν ένα 

όριο που σηματοδοτεί την έναρξη της σίγησης (Kalantidis et al., 2006)  

 

 
Εικόνα 1.9. Πιθανά μονοπάτια βιογένεσης ιικών siRNAs. Ιικά, dsRNAs ή hpRNAs σχηματίζονται λόγω 
συμπληρωματικότητας των (+) και (–) ενδιάμεσων αλυσίδων, από τη δράση RDR ενζύμων σε ιικά 
ssRNAs ή από συμπληρωματικότητα μεταξύ περιοχών του ιού. Τα dsRNAs πέπτονται από τις πρωτεΐνες 
DCL2/4 και παράγουν 21- 22ντ siRNAs τα οποία προσδένονται στις AGO1,2 ή AGO7 και καθοδηγούν 
την αποδόμηση του ιικού RNA. dsRNA ή hpRNA στον πυρήνα, πέπτονται από την DCL3 σε 24ντ siRNAs 
που προσδένονται στην AGO4 και οδηγούν σε RdDM (Wang et al., 2012). 
 

1.2.1.2 Συσχέτιση ιών με την ενδογενή σίγηση 

 

Πρόσφατες όμως μελέτες, αποδίδουν ρόλο και στα ενδογενή sRNAs, τα miRNAs, όσον 

αφορά στην άμυνα των φυτών σε ιικές μολύνσεις (Amin et al., 2011; Bazzini et al., 2007; Du 

et al., 2011; Huang et al., 2016; Li et al., 2012; Pacheco et al., 2012; A. Pradhan et al., 2015; 

Ramesh et al., 2014; Sun et al., 2015). Η παρουσία τους, ειδικότερα πριν από την εισβολή του 

ιού ή η επαγωγή τους στα πλαίσια της απόκρισης του ερεθίσματος, τα κατατάσσει ως ένα 

μέτρο άμυνας έναντι των ιών (Lu et al., 2008). Επιπλέον, ο τρόπος δράσης τους δίνει έμφαση 
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στην αποτελεσματικότερη καταστολή του στόχου ακόμα και με 2-3 κενά ως προς τη 

συμπληρωματικότητα τους με την αλληλουχία - στόχο επεκτείνοντας έτσι την ακτίνα δράσης 

τους (Jones-Rhoades, 2012; Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009). 

Αρχικά, βρέθηκε ότι επηρεάζεται το πρότυπο της συσσώρευσης miRNAs (με 

εξειδίκευση σε συγκεκριμένους ιστούς και σε διαφορετικές χρονικές στιγμές μετά τη 

μόλυνση) έπειτα από μόλυνση με τους ιούς CMV και Tomato aspermy virus (TAV) στην τομάτα 

καθώς και με τους Tobacco mosaic virus (TMV) και Tomato mosaic virus (ToMV) στον καπνό. 

Έτσι, επηρεάζονται διάφορα αναπτυξιακά γεγονότα τα οποία με τη σειρά τους μπορεί να 

σχετίζονται με το ποσοστό της μολυσματικότητας των ιών (Bazzini et al., 2007; Feng et al., 

2011). Άλλα παραδείγματα αποτελούν η μόλυνση στο ρύζι από τον Rice black streaked dwarf 

virus (RBSDV) (Sun et al., 2015), καθώς και με τον ιό Rice stripe virus, RSV και η μόλυνση στην 

τομάτα με τον Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) (B. Pradhan et al., 2015). Οι 

παραπάνω μελέτες δείχνουν ότι τα miRNAs δρουν κυρίως ρυθμίζοντας την έκφραση γονιδίων 

που εμπλέκονται στην αντιική άμυνα ή και γενικότερα, ρυθμίζοντας την έκφραση γονιδίων 

καθοδηγώντας τις προταιρεότητες των φυτών που βρίσκονται σε κατάσταση καταπόνησης 

(Huang et al., 2016; Li et al., 2012; Liu et al., 2012; Shivaprasad et al., 2012; Xiao et al., 2014). 

 

1.2.1.3 Καταστολείς της RNA σίγησης 

 

Σε κάθε περίπτωση, οι ιοί έχουν αναπτύξει από την πλευρά τους εξελιγμένους 

μηχανισμούς που τους επιτρέπουν να αντιδρούν στη σίγηση των φυτών, με σημαντικότερο 

την κωδικοποίηση από τους ιούς, πρωτεϊνών - καταστολέων της RNA σίγησης γνωστές ως 

viral suppressors of RNA silencing (VSRs) (Burgyán and Havelda, 2011; Wang et al., 2012). Οι 

πρωτεΐνες αυτές μπορεί να έχουν και άλλες ιδιότητες, όπως να εμπλέκονται και σε στάδια 

του πολλαπλασιασμού των ιών αλλά και να αλληλεπιδρούν με τον ενδογενή μηχανισμό της 

σίγησης με διάφορους τρόπους: κάποιες VSRs, προσδένονται σε μεγάλου μήκους dsRNAs ή 

σε κοντά (21-24ντ) dsRNAs, παρεμποδίζοντας το σχηματισμό του RISC συμπλόκου ή 

αλληλεπιδρούν άμεσα με πρωτεΐνες του μηχανισμού, όπως είναι οι DCLs ή η AGO, 

μπλοκάροντας την πρόσδεση dsRNAs, siRNAs ή miRNAs, είτε εμποδίζοντας την δυνατότητα 

κοπής του στόχου ή συμβάλλοντας στην αποδόμηση της πρωτεΐνης AGO (Burgyán and 

Havelda, 2011; Moon and Park, 2016). 

H πιο μελετημένη πρωτεΐνη αυτής της κατηγορίας είναι η p19, πρωτεΐνη ιών της 

οικογένιας Τombusviridae η οποία έχει την ικανότητα δέσμευσης τόσο των προερχόμενων 

από τον ιό siRNAs, όσο και όλων των ενδογενών miRNAs εκτός του miR168. Το miR168 όμως 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   40 
 

είναι αρνητικός ρυθμιστής της  AGO1, έχοντας ως αποτέλεσμα εξίσου, την αποτελεσματικη 

παρεμπόδιση της δέσμευσης των siRNAs από το RISC όσο και της σημαντικής μείωσης των 

επιπέδων της AGO1 (Omarov et al., 2006; Várallyay et al., 2010). Άλλο παράδειγμα είναι P1 

και P38 από τους ιούς Sweet potato mild mottle virus (SPMMV) και TCV, αντίστοιχα που 

αλληλοεπιδρούν με τις AGO πρωτεΐνες μέσω των GW/WG επαναλαμβανόμενων μοτίβων 

(Giner et al., 2010), ενώ η 2b από τον ιό CMV που καταστέλλει τη δράση του RISC 

αλληλεπιδρώντας με την PAZ επικράτεια της AGO1 (Duan et al., 2012; Moon and Park, 2016; 

Pumplin and Voinnet, 2013; Wang et al., 2012). 

 

1.2.1.4 O ιός του μωσαϊκού της αγγουριάς (Cucumber mosaic virus, CMV) 

 

 Ο ιός του μωσαϊκού της αγγουριάς (Cucumber mosaic virus, CMV) είναι το τυπικό μέλος 

του γένους Cucumovirus της οικογένειας Bromoviridae και μεταδίδεται είτε μηχανικά (με 

ανθρώπινη ενέργεια) είτε με αφίδες. Αποτελεί ένα σημαντικό παθογόνο καθώς τα φυτά – ξενιστές 

του ξεπερνούν τα 1000 είδη, ενώ χαρακτηρίζεται και ως ένα παθογόνο – μοντέλο για σκοπούς 

έρευνας. Είναι θετικής (+) πολικότητας, μονόκλωνος RNA ιός και το γένωμά του αποτελείται από 

τρία διαφορετικά RNA, το σύνολο των οποίων είναι απαραίτητο για την αποτελεσματική 

διασυστηματική μόλυνση των φυτών (Palukaitis et al., 1992). Το RNA 1 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 

1a η οποία έχει επικράτειες ελικάσης και εμπλέκεται στον πολ/σμό αλλά και τη μετακίνηση του 

ιού. Το RNA 2 του CMV κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη 2a που αποτελεί κύριο συστατικό για τον 

πλ/σμό του ιού, την RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση και έναν καταστολέα του μηχανισμού της 

σίγησης (2b). To RNA 3 κωδικοποιεί ένα γονίδιο απαραίτητο για την συστηματική μετακίνηση του 

ιού (3a) και ακόμα για την καψιδιακή πρωτεΐνη. Στα μολυσμένα φυτά υπάρχουν και το RNA 4 

(υπογενωμικό RNA) καθώς και, αναλόγως του στελέχους, δορυφορικά RNAs (Εικόνα 

1.10)(Jacquemond, 2012). 

 Επειδή ο CMV κωδικοποιεί για ένα σημαντικό καταστολέα της RNA σίγησης των φυτών, 

την πρωτεΐνη 2b, η οποία καταστέλλει τη δράση του RISC αλληλεπιδρώντας με την PAZ 

επικράτεια της AGO1 (Duan et al., 2012; Moon and Park, 2016; Pumplin and Voinnet, 2013), 

έχει μελετηθεί εκτενώς η σέση του με το αντιιικό μονοπάτι της RNA σίγησης. Παράλληλα, 

υπάρχουν αναφορές που δείχνουν ότι τα επίπεδα των miRNAs, όπως των miR159, miR162, 

miR165/miR166, miR167, miR168 και miR171, είτε αυξάνονται είτε μειώνονται έπειτα από 

μόλυνση με τον CMV, ανάλογα τη χρονική στιγμή της μόλυνσης και ανάλογα το στάδιo 

ανάπτυξης του φυτου, επηρεάζοντας τα συμπτώματα της μόλυνσης (Cillo et al., 2009; Feng 

et al., 2011). Έτσι, υποδυκνύεται η αλληλεπίδραση των δύο μονοπατιών, του αντιιικού RNAi 

και του ενδογενούς των miRNA, και στην περίπτωση του CMV. 
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Εικόνα 1.10. Απεικόνιση του γενώματος του CMV (King et al 2012). 
 

 

1.2.2 Iοειδή 

 

Τα ιοειδή είναι μονόκλωνα RNA μόρια, μεγέθους 250-401ντ, και αποτελούν τη 

μικρότερη σε μέγεθος κατηγορία παθογόνων, που έχουν ωστόσο τη δυνατότητα να 

προκαλούν σημαντικές καταστροφές σε φυτά οικονομικής σημασίας, προκαλώντας 

συμπτώματα όπως συστροφή και παραμόρφωση των φύλλων, καθυστέρηση της αύξησης 

των φυτών, νέκρωση ή χλώρωση μέχρι έντονο νανισμό των φυτών, σκάσιμο των καρπών ή 

των φλοιών κ.α (ανσκοπήσεις Flores et al., 2011; Katsarou et al., 2015; Palukaitis, 2014; Rao 

and Kalantidis, 2015; Tsagris et al., 2008). Παράλληλα, μπορεί να μολύνουν φυτά χωρίς να 

εμφανίσουν κανένα σύμπτωμα μόλυνσης, ενώ η ένταση των συμπτωμάτων μπορεί να 

επηρεάζεται και από περιβαλλοντικούς παράγοντες (Tsagris et al., 2008). 

Χαρακτηρίζονται ως ‘’γυμνά’’ μόρια RNA καθώς στερούνται της καψιδιακής πρωτεΐνης 

και δεν έχει βρεθεί να κωδικοποιούν για καμία πρωτεΐνη (Itaya et al., 2007), ωστόσο φέρουν 

την απαραίτητη πληροφορία για την ομαλή αναδίπλωση, πολλαπλασιασμό και μετακίνησή 

τους στα φυτά - ξενιστές, οδηγώντας τελικά στη μόλυνση αυτών. Βάσει δομικών και 

λειτουργικών χαρακτηριστικών διακρίνονται σε δύο οικογένειες: τις i. Avsunviroidae και ii. 

Pospiviroidae. Τα ιοειδή της Avsunviroidae οικογένειας αναδιπλώνονται σε ευκρινώς 

διακλαδισμένες διαμορφώσεις, περιέχουν και στην θετικής και στην αρνητικής πολικότητας 

αλυσίδα του RNA αυτό-καταλυτικές ριβοζυμικές δομές του τύπου ‘’hammerhead’’ και 

αναπαράγονται σε χλωροπλάστες μέσω ενός συμμετρικού μηχανισμού κυλιόμενου κύκλου 

(Daròs et al., 1994; Navarro et al., 2009). Η οικογένεια των Avsunviroidae αποτελείται από 
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τρία επιπλέον γένη και συνολικά απαρτίζεται από τέσσερα μόνο είδη. Τα ιοειδή της 

οικογένειας Pospiviroidae υιοθετoύν μια δευτεροταγή ραβδόμορφη δομή και 

αναπαράγονται στον πυρήνα μέσω του ασύμμετρου κυλιόμενου κύκλου, 

πολλαπλασιάζονται στον πυρήνα, ενώ δεν διαθέτουν αυτοκαταλυτικές ιδιότητες (Branch and 

Robertson, 1984; Tabler and Sänger, 1984; Tsagris et al., 1987b, 1987a). Αυτή η οικογένεια 

χωρίζεται περαιτέρω σε 5 γένη και συνολικά περιλαμβάνει 28 είδη (Di Serio et al., 2014; 

Hadidi et al., 2015; Katsarou et al., 2015; Rao and Kalantidis, 2015; Tabler and Tsagris, 2004; 

Tsagris et al., 2008). 

 Τα ιοειδή της οικογένεια  Pospiviroidae πολλαπλασιάζονται μέσω ενός ασύμμετρου 

κυλιόμενου κύκλου αντιγραφής (Branch and Robertson, 1984). Λέγεται ασύμμετρος κύκλος 

επειδή η πέψη και η κυκλοποίηση συμβαίνει μόνο για τα (+) RNA, αντίθετα με τα ιοειδή της 

Avsunviroidae οικογένειας όπου αυτό συμβαίνει τόσο στα (-) όσο και στα (+) RNA 

(συμμετρικός κυλιόμενος κύκλος αντιγραφής) (Katsarou et al., 2015; Rao and Kalantidis, 2015; 

Tabler and Tsagris, 2004; Tsagris et al., 2008). Πιο αναλυτικά, ο πολλαπλασιασμός του 

ξεκινάει από τη μεταγραφή του θετικής πολικότητας (+) μονομερούς RNA σε αρνητικής 

πολικότητας (−) πολυμερή PSTVd – από την δράση της DNA – εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης 

II (Pol II) μετά την είσοδό του στο νουκλεόπλασμα (Schindler and Mühlbach, 1992) και στη 

θέση U359 (Kolonko et al., 2006). Τα αρνητικής πολικότητας πολυμερή χρησιμοποιούνται, 

από το ίδιο ένζυμο, ως μήτρα για τη σύνθεση νέων πολυμερών θετικής πολικότητας  

μεταγράφων (+). Ακολούθως, τα θετικά πολυμερή μόρια πέπτονται σε μονομερή, στις θέσεις 

G95-96, και κυκλοποιούνται δημιουργώντας τα ώριμα κυκλικά μόρια RNA (Εικόνα 1.11) 

(Baumstark et al., 1997). Έχει βρεθεί επίσης ότι υπάρχει διαφορά όσον αφορά στον 

εντοπισμό των (-) και (+) μεταγράφων των ιοειδών. Χαρακτηριστικά, η σύνθεση της (-) και (+) 

αλυσίδας του ιοειδούς PSTVd εντοπίζεται στο πυρηνόπλασμα και ενώ μετά τη σύνθεση η (-) 

PSTVd παραμένει εκεί, η (+) αλυσίδα μεταφέρεται στον πυρηνίσκο, γεγονός που πιθανά να 

επηρεάζει την παθογένεια του ιοειδούς (Qi and Ding, 2003). 
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Εικόνα 1.11. Ασύμμετρος κυλιόμενος κύκλος πολλαπλασιασμού των ιοειδών της οικογένειας 
Pospiviroidae. Το θετικό (+) (γαλάζια αλυσίδα) μονομερές RNA μεταγράφεται στο σε αρνητικό (−) 
(κόκκινη αλυσίδα) πολυμερές του PSTVd  από την δράση της DNA – εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης II 
(Pol II) μετά την είσοδό του στο νουκλεόπλασμα. Τα αρνητικά πολυμερή χρησιμοποιούνται, από το 
ίδιο ένζυμο, ως μήτρα για τη σύνθεση πολυμερών PSTVd θετικής πολικότητας (+) και ακολούθως 
πέπτονται σε μονομερή είτε στον πυρήνα είτε στο νουκλεόπλασμα, και κυκλοποιούνται 
δημιουργώντας τα ώριμα κυκλικά μόρια RNA PD: πλασμοδέσματα (Parveen et al., 2018). 
 

 

1.2.2.1 Ιοειδές των ατρακτοειδών κονδύλων της πατάτας (Potato spindle tuber viroid, 

PSTVd) 

 

 To ιοειδές των ατρακτοειδών κονδύλων της πατάτας, Potato spindle tuber viroid 

(PSTVd) είναι το πρώτο ιοειδές που αναφέρθηκε (Diener and Raymer, 1967) ενώ η οριστική 

επιβεβαίωση της ύπαρξης και της μορφής του έγινε από τον Diener το 1971 (Diener, 1971). 

Χαρακτηριστικός είναι ο φαινότυπος της ατράκτωσης των κονδύλων της πατάτας ενώ το ίδιο 

ιοειδές μολύνει και άλλα φυτά, όπως τομάτα, αμπέλι και πιπεριά, προκαλώντας ποικιλία 

συμπτωμάτων ανάλογα το φυτικό είδος, το στέλεχος του ιοειδούς και τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες, έχοντας, σε ασρκετές περιπτώσεις, αρνητικές επιπτώσεις στην αγροτική οικονομία 

(Flores et al., 2011). 

 Το ιοειδές PSTVd, είναι ένα μονόκλωνο, κυκλικό μόριο RNA, μεγέθους 356 – 364ντ, 

ανάλογα το στέλεχος, και αποτελεί τυπικό μέλος της οικογένειας Pospiviroidae, γένος 

Pospiviroid και το εκτενέστερα μελετημένο ιοειδές της οικογένειας (Gross et al., 1978; Owens 

et al., 2012; Sanger et al., 1976). Έχει δευτεροταγή δομή ράβδου με εναλλασσόμενες 

μονόκλωνες και δίκλωνες περιοχές. Χαρακτηρίζεται από πέντε δομικές περιοχές κάθε μια 

από τις οποίες σχετίζεται με συγκεκριμένες λειτουργίες του ιοειδούς. Συγκεκριμένα, 

αποτελείται από την κεντρική περιοχή που περιέχει μία συντηρημένη περιοχή (Central 
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Conserved Region, CCR), απαραίτητη για τον πολλαπλασιασμό του PSTVd και την 

επεξεργασία των πολυμερών μεταγράφων του (Baumstark and Riesner, 1995; Diener, 1986), 

την περιοχή παθογονικότητας (Pathgenicity region, P) που έχει συσχετιστεί με την έκφραση 

των συμπτωμάτων, μία μεταβλητή  περιοχή (Variable domain, D), και δύο τερματικές 

περιοχές, αριστερή τερματική περιοχή (Left-Terminal, TL), και δεξιά τερματική περιοχή (right 

Terminal, TR), που σχετίζονται με τη μεταφορά του PSTVd. Επικράτειες με ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον αποτελούν επίσης περιοχές που σχηματίζουν δομές φουρκέτας (hairpin). 

Υπάρχουν τρεις τέτοιες περιοχές από τις οποίες, η hairpin I σχετίζεται με τη μολυσματικότητα 

και η hairpin II με τον πολλαπλασιασμό του ιοειδούς (Loss et al., 1991). Επιπλέον, 

σχηματισμοί με μορφή θηλειάς (loop), με πιο σημαντική την θηλειά με μοτίβο Ε, που 

συναντάται στην κεντρική περιοχή, και σχετίζεται με την διαδικασία του πολλαπλασιασμού 

του ιοειδούς (Εικόνα 1.12) (Baumstark et al., 1997; Branch et al., 1985), ενώ τυχόν αλλαγές 

εντός της θηλειάς E, μπορεί να έχουν αρνητικές επιπτώσεις στη διασυστηματική μετακίνηση 

του PSTVd. Χαρακτηριστική επίσης είναι η παρουσία 2 ‘’GC- περιοχών’’ οι οποίες 

αναγνωρίζονται από την πολυμεράση II (RNA polymerase II, polII (Kolonko et al., 2006), δύο 

‘’RY μοτίβων’’, τα οποία βρίσκονται στη δεξιά τερματική περιοχή καθώς και μία συντηρημένη 

περιοχή για όλα τα Pospiviroid εκτός του HSVd, που εντοπίζεται στο αριστερό τερματικό άκρο  

‘terminal conserved region’ (TCR). Τέλος, διαφορές ακόμα και ενός νουκλεοτιδίου στην 

περιοχή παθογένειας σχετίζονται με διαφορετική ένταση συμπτωμάτων της ασθένειας 

(Dickson et al., 1979; Owens et al., 1996; Schnolzer et al., 1985), ενώ σε άλλες περιοχές μπορεί 

να ρυθμίζουν ακόμα και το εύρος των ξενιστών (Wassenegger et al., 1996). 

 

 
Εικόνα 1.12. Απεικόνιση της δευτεροταγούς δομής του PSTVd και των χαρακτηριστικών περιοχών 
του. Με τα νούμερα 1-27 συμβολίζονται οι περιοχές με δομή θηλειάς, με  TL η αριστερή τερματική 
περιοχή, με P η περιοχή παθογονικότητας, με  C η κεντρική περιοχή, με D η μεταβλητή περιοχή, με TR 
η δεξιά τερματική περιοχή και με HP οι μετα-σταθερές φουρκέτες (Ding, 2010). 
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Αφού το ιοειδές εισέλθει στο φυτό –ξενιστής, διακρίνονται διάφορα στάδια μέχρι το 

ιοειδές να μεταφερθεί σε όλο το φυτό και σε αυτό είναι καθοριστική η συνεργασία του με 

παράγοντες του φυτού-ξενιστή. Αρχικά, αφού εισέλθει στο φυτικό κύτταρο, μεταφέρεται 

στον πυρήνα, πιθανά μέσω της αλληλεπίδρασης του ‘’RY μοτίβου’’ στο δεξί τερματικό άκρο 

του PSTVd, και σε μικρότερο βαθμό με του HSVd, με το καρβόξυ –τελικό άκρο της πρωτεΐνης 

Virp1, που έχει δυνατότητα πρόσδεσης στο συγκεκριμένο σημείοτου RNA (Gozmanova et al., 

2003; Maniataki et al., 2003; Martínez de Alba et al., 2003). Ωστόσο, σε άλλη εργασία, 

διαφαίνεται η κεντρική περιοχή να παίζει επίσης ρόλο στην πυρηνική μεταφορά (Abraitiene 

et al., 2008). Ακολουθεί η μόλυνση των γειτονικών υγειών κυττάρων και ιστών. Η μετακίνηση 

και η μόλυνση γειτονικών κυττάρων πραγματοποιείται μέσω των πλασμοδεσμάτων καθώς 

όταν το PSTVd βρεθεί σε κύτταρα του μεσοφύλλου μετακινείται γρήγορα σε γειτονικά 

κύτταρα, ενώ όταν δε συμβαίνει το ίδιο όταν βρεθεί σε μεμονωμένα συνοδά κύτταρα (Ding 

et al., 1997; Kalantidis et al., 2006). H μετακίνηση του ιοειδούς από όργανο σε όργανο 

πραγματοποιείται μέσω του φλοιώματος ακολουθώντας το πρότυπο μεταφοράς από την 

μεταβολική πηγή στο μεταβολικό αποδέκτη (π.χ νέα φύλλα) (source- sink) (Ding, 2010; 

Kalantidis et al., 2008; Palukaitis, 1987; Qi et al., 2004; Tsagris et al., 2008). 

 

1.2.2.2 Ιοειδές του νανισμού του λυκίσκου (Hop stunt viroid, HSVd) 

 

To ιοειδές του νανισμού του λυκίσκου, (Hop stunt viroid, HSVd), εντοπίστηκε σε πλήθος 

φυτών, όπως ο λυκίσκος, το δαμάσκηνο, το ροδάκινο, το αμπέλι και διάφορα εσπεριδοειδή, 

προκαλώντας είτε λανθάνοντα είτε σοβαρά συμπτώματα με οικονομικό αντίκτυπο (Diener et 

al., 1988; Sano et al., 1989). 

 Το HSVd ανήκει στην οικογένεια Pospiviroidae, το γένος Hostuviroid. Η δομή και ο 

πολλαπλασιασμός του ακολουθεί το πρότυπο των ιοειδών της οικογένειας Pospiviroidae 

(βλέπε υποενότητα 1.2.5), με τη διαφορά ότι δε διαθέτει τη συντηρημένη περιοχή στο 

αριστερό τερματικό άκρο ‘terminal conserved region’ (TCR), αλλά μία συντηρημένη 

τερματική αλληλουχία με δομή φουρκέτας (terminal conserved hairpin, TCH), επίσης περιέχει 

RY μοτίβο μόνο μία φορά αντί για δύο (όπως το PSTVd) (Flores et al., 2012; Gozmanova et al., 

2003). 

Έχει βρεθεί, όπως και το PSTVd ότι αποτελεί επαγωγέα του μηχανισμού της RNA 

σίγησης ενώ το ίδιο καταφέρνει μέχρι ένα βαθμό να τον αποφεύγει, όπως φάνηκε σε 

πειράματα, αντίστοιχα με τη μελέτη του PSTVd (βλέπε υποενότητα 1.2.2.3). Χαρακτηριστικά, 

αναλύθηκαν φυτά Nicotiana benthamiana που εξέφραζαν διμερές του HSVd με τη 
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δυνατότητα να αναπαράγεται και να παράγονται τα ενδιάμεσα μετάγραφα (-) και (+) του 

HSVd (Gómez and Pallás, 2006). Όταν στα φυτά αυτά εισήχθηκε χιμαιρική κατασκευή HSVd - 

GFP, παρατηρήθηκε μετα-μεταγραφική σίγηση (PTGS) των HSVd μεταγράφων της 

κατασκευής αλλά όχι του HSVd μονομερούς, συμπεραίνοντας ότι η συμπαγής δευτεροταγής 

δομή του είναι ένας από τους παράγοντες που συμβάλλουν στην προστασία του από το 

μηχανισμό της RNA σίγησης (Gómez and Pallás, 2007). Επιπλέον πειράματα από την ίδια 

ομάδα έδειξαν ότι η RDR6 σχετίζεται με την εμφάνιση της ασθένειας, καθώς N.benthamiana 

με μειωμένα επίπεδα της RDR6 δεν εμφάνισαν τα χαρακτηριστικά συμπτώματα της 

μόλυνσης με το HSVd (Gomez et al., 2008; Gómez et al., 2009). 

 

1.2.2.3 Συσχέτιση ιοειδών με την RNA σίγηση 

 

Μελετώντας το μηχανισμό του πολλαπλασιασμού των ιοειδών και της RNA σίγησης, 

βρέθηκε ότι RNA αλληλουχίες προερχόμενες από ιοειδή ενεργοποιούν το μονοπάτι της DNA 

μεθυλίωσης (RNA-directed DNA methylation, RdDM) στον καπνό, όταν αυτό το φυτό περιέχει 

την αλληλουχία του ιοειδούς στο DNA του (Dalakouras et al., 2016; Wassenegger et al., 1994). 

Ακολούθησαν πλήθος εργασιών γύρω από τη συσχέτιση των ιοειδών με το μονοπάτι της 

σίγησης  (Daròs et al., 2006; Denti et al., 2004; Itaya et al., 2007, 2001, Landry and Perreault, 

2005, 2004; Machida et al., 2007; Markarian et al., 2004; Martín et al., 2007; Martínez de Alba 

et al., 2002; Papaefthimiou et al., 2001; Wang et al., 2004, Schwind 2009, Dadami 2013, 

Katsarou 2016). Το πλέον μελετημένο είναι το ιοεδές PSTVd και αποτελεί το κύριο μέσο για 

την ανάλυση της σχέσης των ιοειδών με το μονοπάτι της RNA σίγησης. 

 Από τους Papaefthimiou et al 2001 εντοπίστηκαν, για πρώτη φορά σε μολυσμένα με το 

PSTVd φυτά τομάτας, siRNAs, αντιπροσωπευτικά διαφόρων περιοχών του ιοειδούς. Τα μόρια 

αυτά ήταν 21-24 ντ σε μέγεθος και αποτελούν την πρώτη ένδειξη επαγωγής της μετα-

μεταγραφικής σίγησης των φυτών έναντι των ιοειδικής προέλευσης RNAs (Papaefthimiou et 

al., 2001). Επίσης δείχθηκε ότι η ένταση των συμπτωμάτων της μόλυνσης, πάλι σε φυτά 

τομάτας, είναι ανάλογη των επιπέδων της συσσώρευσης των siRNAs (Itaya et al., 2001). Τα 

παραγόμενα στις περιπτώσεις αυτές siRNAs είναι λειτουργικά καθώς όπως δείχθηκε οδηγούν 

σε μετα-μεταγραφική σίγηση  (PTGS) της PSTVd αλληλουχίας, όταν πραγματοποιήθηκε 

μόλυνση σε φυτά στα οποία προηγουμένως είχε εισαχθεί χιμαιρική PSTVd - GFP κατασκευή 

(Vogt et al., 2004). 

Σε άλλη εργασία βρέθηκε ότι τα παραγόμενα PSTVd siRNAs, (viroid derived siRNAs, 

vdsiRNAs), σε φυτά τομάτας τα οποία εξέφραζαν PSTVd αλληλουχίες με δομή φουρκέτας 
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(hairpin), σχετίζονται με την εμφάνιση των χαρακτηριστικών συμπτωμάτων της μόλυνσης με 

ιοειδές, πιθανόν λόγω στόχευσης ενδογενών γονιδίων του φυτού (Adkar-Purushothama et 

al., 2015; Wang et al., 2004). Γεγονός ωστόσο που έρχεται σε αντίθεση με άλλα μελέτη που 

δείχνει ότι φυτά τομάτας που εξέφραζαν ανάστροφες PSTVd αλληλουχίες, ναι μεν 

συσσωρεύουν μεγάλες ποσότητες vdsiRNAs, ωστόσο δεν εμφανίζουν τα συμπτώματα της 

ασθένειας (Schwind et al., 2009), προτείνοντας ότι το PSTVd μπορεί να αποτελεί στόχο της 

σίγησης. 

 Η βιογένεση των vdsiRNAs πραγματοποιείται μέσω του εξωγενούς μονοπατιού της 

RNA σίγησης, κατά το οποίο η δευτεροταγής δομή του ιοειδούς, όπως δείχθηκε στο PSTVd, 

αποτελεί υπόστρωμα των DCL2, 3 και  4 παράγοντας τα vdsiRNAs, (-) και (+) πολικότητας, από 

ολόκληρο το γένωμα του ιοειδούς (Gas et al., 2007). Η συσχέτιση των DCL πρωτεϊνών με την 

παθογένεια του ιοειδούς πραγματοποιήθηκε σε φυτά N. benthamiana τα οποία 

παρουσίαζαν καταστολή της κάθε μίας από τις DCL ξεχωριστά αλλά και σε φυτά με 

ταυτόχρονη καταστολή αυτών σε όλους του συνδυασμούς, μέσω της RNA σίγησης (Dadami 

et al., 2013; Katsarou et al., 2016). Βρέθηκε ότι η DCL4 επηρεάζει θετικά τη μολυσματικότητα 

του ιοειδούς καθώς ο τίτλος του είναι μειωμένος στα φυτά καταστολής της DCL4 (Εικόνα 

1.13). Μείωση των DCL2 και DCL3 ξεχωριστά, δεν είχε κάποια επίδραση στον τίτλο του 

ιοειδούς, ενώ ταυτόχρονη απουσία των DCL2/DCL3 βρέθηκε να είναι καθοριστική για την 

άμυνα των φυτών έναντι του PSTVd (Dadami et al., 2013; Katsarou et al., 2016). 

Καθοριστικός είναι και ο ρόλος της RDR6 καθώς φυτά με μειωμένα επίπεδα της RDR6, 

όταν μολύνθηκαν με το PSTVd παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα του ιοειδούς, προσδίδοντάς 

της θετικό ρόλο όσον αφορά στην άμυνα, χωρίς να αποκλείεται, ωστόσο, και η συμμετοχή 

των RDR1 και RDR2 (Di Serio et al., 2010; Gómez et al., 2009). Τέλος, έχει αποδοθεί διακριτός 

ρόλος των AGO πρωτεϊνών όσον αφορά στη δέσμευση των vd-siRNAs με την AGO1, AGO2 και 

AGO3 να δεσμεύουν 21 και 22ντ vd-siRNAs, ενώ οι AGO4, AGO5 και AGO9 δεσμεύουν 

επιπλέον, και τα 24ντ vd-siRNAs ενώ έχει δειχθεί ότι υπερέκφραση των AGO1, AGO2, AGO4 

και AGO5 σε μολυσμένα με το PSTVd φυτά οδηγεί σε μείωση των επιπέδων του υπονοώντας 

τη στόχευση του ιοειδόυς από τα vd-siRNAs (Minoia et al., 2014). 
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Εικόνα 1.13. Προτεινόμενο μοντέλο της λειτουργίας των DCL στην άμυνα έναντι του PSTVd. Το PSTVd 
στοχεύεται από τουλάχιστον 3 DCL (DCL2, 3, 4) και παράγονται 21 -22 και 24ντ vd-siRNAs. Δεν είναι 
ξεκάθαρος ο ρόλος της DCL1. Τα 21-22ντ vd-siRNAs προσδένονται στις AGO1 και AGO2 ενώ τα 24ντ  
στις AGO4 και AGO5 και πιθανά στοχεύον το PSTVd (Katsarou et al., 2016). 
 

1.2.2.4 Συσχέτιση ιοειδών με τα miRNAs 

 

Εξαιτίας της ομοιότητας σε δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά μεταξύ των 

ιοειδών και των πρόδρομων miRNAs, είχε προταθεί ότι τα vdsiRNAs μπορεί να έχουν δράση 

παρόμοια με αυτή των miRNAs, λειτουργώντας ως ρυθμιστές της έκφρασης ενδογενών 

γονιδίων (Εικόνα 1.14) (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001) αλλά και να 

χρησιμοποιούν ένζυμα και πρωτεΐνες του μονοπατιού των miRNAs (Maniataki et al., 2003). 

Μελέτες ως προς την κατεύθυνση αυτή αναφέρουν τόσο το PSTVd όσο και άλλα ιοειδή της 

ίδιας ή διαφορετικής οικογένειας όπως τα Citrus exocortis (CEVd), Hop stunt viroid (HSVd) και 

Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd), Peach latent mosaic viroid (PLMVd), Chrysanthemun 

chlorotic mottle viroid (CChMVd), Avocaso sunblotch viroid (ASBVd) (Landry and Perreault, 

2005; Martín et al., 2007; Martínez de Alba et al., 2002; Matoušek et al., 2007; Navarro et al., 

2012a, 2009; Wang et al., 2004). Πιο αναλυτικά, χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν 

φυτά ροδακινιάς σε σχέση με το ιοειδές PLMVd της οικογένειας Avsunviroidae, που 

πολλαπλασιάζεται στον χλωροπλάστη. Όταν τα φυτά μολύνθηκαν με συγκεκριμένο στέλεχος 

του PLMVd εμφάνισαν το φαινόμενο του αλμπινισμού (Peach calico, PC), o οποίος ήταν 

αποτέλεσμα της καταστολής της έκφρασης της HSP90 πρωτεΐνης, λόγω 

συμπληρωματικότητας με τα παραγόμενα vdsiRNAs. Η HSP90, μία σημαντική τσαπερόνη, 

σχετίζεται με τη δημιουργία των χλωροπλαστών και τη μετάδοση σήματος από τα πλαστίδια 

στον πυρήνα, στο είδος Α.thaliana. Ένα άλλο παράδειγμα δείχνει ότι μικρά RNAs 

προερχόμενα από την περιοχή παθογονικότητας του PSTVd παρεμποδίζει το mRNA του 

ενζύμου συνθάση της καλλόζης στην τομάτα, και θα μπορούσε να οδηγεί σε κάποιο από τα 
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πλειοτροπικά συμπτώματα που παρατηρούνται σε αυτό το φυτό με συγκεκριμένα στελέχη 

του ιοειδούς (Adkar-Purushothama et al., 2015). Επιπλέον και σε άλλα συστήματα, μη – 

κωδικά, προερχόμενα από τους ιούς RNAs, γνωστά ως RNA – δορυφόροι (satellite RNAs, 

satRNAs), έχουν ταυτοποιηθεί ως επαγωγείς και στόχοι της RNA σίγησης και έχει βρεθεί να 

καταστέλλουν την έκφραση ενδογενών γονιδίων (Masuta and Takanami, 1989; Rao and 

Kalantidis, 2015; Shimura et al., 2011; Smith et al., 2011; Wang et al., 2004). 

 

 

Εικόνα 1.14. Πιθανό μοντέλο που αναπαριστά τον ρόλο της RNA σίγησης στην παθογένεια και την 
εξέλιξη των ιοειδών και των δορυφόρων ιών. Κατά τον πολλαπλασιασμό των RNA αλληλουχιών των 
παθογόνων προκύπτουν dsRNAs τα οποία πέπτονται από DCL ένζυμα και προκύπτουν 21-25ντ siRNAs 
τα οποία ενσωματώνονται στο σύμπλοκο RISC. Σε περίπτωση ομολογίας αυτών των αλληλουχιών με 
ενδογενείς αλληλουχίες των ξενιστών (κόκκινο), το RISC θα στοχεύσει αυτές τις αλληλουχίες προς 
αποδόμηση και εμφάνιση των συμπτωμάτων της ασθένειας. Το RISC μπορεί επίσης να στοχεύσει προς 
αποδόμηση την αρχική αλληλουχία από την οποία προήλθε, ασκώντας εξελικτική πίεση προκειμένου 
να διατηρήσει τη δευτεροταγή δομή της που την καθιστά ανθεκτική απέναντι στο μηχανισμό της RNA 
σίγησης(Wang et al., 2004). 
 

 

1.2.2.5 Συσχέτιση ιοειδών με παράγοντες των ξενιστών 

 

Όπως και με άλλα παθογόνα, παρατηρούνται σημαντικές αλλαγές στην έκφραση 

μίας σειράς γονιδίων των φυτών ξενιστών συγκρητικά πριν και μετά τη μόλυνση (Itaya et al., 

2002; Owens et al., 2012; Qi and Ding, 2003). Καθώς τα ιοειδή στερούνται της ικανότητας για 

κωδικοποίηση πρωτεϊνών, συνεργάζονται/χρησιμοποιούν παράγοντες των ξενιστών τους 

(πρωτεΐνες ή νουκλεϊκά οξέα). Αυτού του είδους οι αλληλεπιδράσεις συνεπάγονται αλλαγές 

στην έκφραση γονιδίων των φυτών ή εκτροπή της αρχικής λειτουργίας των πρωτεϊνών του 

ξενιστή τους, με τελικό αποτέλεσμα πιθανά την εμφάνιση των συμπτωμάτων της ασθένειας 

(ανασκόπηση, Navarro et al., 2012; Owens et al., 1996). Στις πρωτεΐνες που έχουν 
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ταυτοποιηθεί σε αυτήν την κατεύθυνση, περιλαμβάνονται ιστόνες (Wolff et al., 1985), η 

ριβοσωμική πρωτεΐνη S25 (Werner et al., 1995), πρωτεΐνες του φλοιώματος (Gómez and 

Pallás, 2001; Owens et al., 2001), στη μετάφραση (Dube et al., 2009) καθώς και η πρωτεΐνη 

Virp1 που περιέχει μια Bromodomain. Χαρακτηριστικά, να αναφερθεί η αλληλεπίδραση του 

‘’RY’’ μοτίβου των Pospiviroids (PSTVd, CEVd, CSVd και λιγότερο του HSVd) με το καρβόξυ – 

τελικό άκρο της Virp1 (Gozmanova et al., 2003; Maniataki et al., 2003). Συνθήκες μειωμένης 

έκφραση της  Virp1 μέσω RNAi καθιστούν αδύνατη τη μηχανική μόλυνση N.benthamiana 

φυτών με το PSTVd υποδεικνύοντας ότι η πρωτεΐνη είναι απαραίτητη για τα πρώτα 

τουλάχιστον στάδια τυ πολλαπλασιασμού του ιοειδούς (Kalantidis et al., 2007). Άλλο 

χαρακτηριστικό παράδειγμα αλληλεπίδρασης όσον αφορά στο PSTVd, αποτελεί η 

αλληλεπίδρασή του με τη ριβοσωμική πρωτεΐνη L5 (ribosomal protein RPL5), η οποία 

αποτελεί ρυθμιστή του TFIIIA μεταγραφικού παράγοντα και παράγοντα ματίσματος, ο οποίος 

με τη σειρά του αλληλεπιδρά με την πολυμεράση II (polII), και τον πολλαπλασιασμό του 

ιοειδούς (Jiang et al., 2018). Με τη χρήση τεχνικών ανάλυσης του μεταγραφήματος και του 

πρωτεώματος  έχουν βρεθεί αλλαγές στην έκφραση γονιδίων των φυτών μετά από μολύνσεις 

όπως στην περίπτωση του ιοειδούς CEVd και PSTVd (Itaya et al., 2002; ανασκόπηση, Owens 

and Hammond, 2009; ανασκόπηση, Qi and Ding, 2003), επιβεβαιώνοντας την εξάρτηση των 

ιοειδών από μηχανισμούς του φυτού-ξενιστή προκειμένου να ικανοποιήσουν τις ανάγκες 

τους, να επιβιώσουν και να εγκατασταθούν στα φυτά. 

 

1.2.3 Βακτήρια 

 

 Εκτός από το μηχανισμό RNA σίγησης, τα φυτά διαθέτουν και το ενδογενές αμυντικό 

τους σύστημα το οποίο ενεργοποιείται παρουσία παθογόνων, κυρίως όπως τα βακτήρια και 

οι μύκητες και είναι γνωστό ως Pathogen Triggered Immunty (PTI). Παρατηρείται ένα ‘’ζικ – 

ζακ – ζικ’’ σχήμα που δείχνει: την ενεργοποίηση της άμυνας των φυτών (PTI), παρουσία των 

μορίων / διεγερτών (Pathogen associated molecular pattern, PAMP) - την καταστολή της 

άμυνας των φυτών από την πλευρά των παθογόνων, με την έκκριση μορίων / καταστολέων 

– το τελικό στάδιο της άμυνας των φυτών που ενεργοποιείται από την παρουσία αυτών των 

τελεστών (effector-triggered immunity, ETI) και περιλαμβάνει την παρουσία αμυντικών 

πρωτεϊνών (Resistance proteins, R) που οδηγεί σε αντίδραση υπερευαισθησίας 

(hypersensitive response) και περιορισμό του παθογόνου (Εικόνα 1.15)(ανασκόπηση, Huang 

et al., 2016; Pumplin and Voinnet, 2013). 
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 Ωστόσο, για την αποτελεσματική λειτουργία και αυτού του μηχανισμού, εξέχοντα ρόλο 

έχουν τα μικρά RNAS, miRNAs και siRNAs, τα οποία ρυθμίζουν σημαντικά ορμονικά 

μονοπάτια, όπως της αυξίνης, του γιασμονικού οξέος (Jasmonic acid, JA), του αμπσισικού 

οξέος (Abcisic acid, ABA) και του σαλικυλικού οξέος (Salycilic acid, SA) (Zhang et al., 2011). Το 

πρώτο miRNA που βρέθηκε να εμπλέκεται στον PTI μηχανισμό ήταν το miR393 (Navarro et 

al., 2006). Συγκεκριμένα, μετά από μόλυνση φυτών με το βακτήριο P. syringae εκκρίνεται το 

βακτηρικό πεπτίδιο, φλαγγελίνη 22 (flagellin 22,flg22), το οποίο ενεργοποιεί το miR393. Το 

miR393 στη συνέχεια καταστέλλει τη μεταφορά του σήματος από την αυξίνη, 

καταστέλλοντας τη δράση γονιδίων – αποδεκτών του σήματος, (transport inhibitor response 

1, TIR1), AFB2 και AFB3, τα οποία με τη σειρά τους συντονίζουν μία σειρά ενεργειών που 

δίνουν προτεραιότητα στην αντιμετώπιση των παθογόνων, σε βάρος της ανάπτυξης του 

φυτού (σε συνθήκες μόλυνσης) (Navarro et al., 2006). Παράλληλα το ίδιο miRNA (miR393), 

ρυθμίζει και τη δράση του SA μονοπατιού για σκοπούς άμυνας του φυτού (Robert-seilaniantz 

et al., 2011). Πλήθος όμως miRNAs έχει βρεθεί να μεταβάλλονται τα επίπεδά τους ως 

απόκριση στην παρουσία της flg22 και να ελέγχουν τελικά την άμυνα των φυτών 

(Jagadeeswaran et al., 2009; Li et al., 2010; Zhang et al., 2011). Σε αυτά περιλαμβάνονται τα 

miR158, miR160, miR167, miR156, miR398 και miR773, παρουσιάζοντας μέχρι και πάνω από 

30% αύξηση ή μείωση παρουσία της flg22 (ανασκόπηση, Huang et al., 2016; Li et al., 2010). 

 Τα miRNAs ωστόσο μπορεί να αποτελέσουν και αρνητικούς ρυθμιστές της άμυνας των 

φυτών έναντι βακτηρίων. Χαρακτηριστικό τέτοιο παράδειγμα αποτελεί το miR863-3p το 

οποίο ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση του γονιδίου SERRATE, το οποίο εμπλέκεται στη 

βιογένεση των miRNAs και θεωρείται ως θετικός ρυθμιστής της άμυνας, ενώ παράλληλα 

καταστέλλει τη δράση των atypical receptor-like pseudokinase1 (ARLPK1) και ARLPK2, οι 

οποίοι είναι αρνητικοί ρυθμιστές της άμυνας ένατι του βακτηρίου P. syringae στο είδος 

A.thaliana (Niu et al., 2016). 

 Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι τελεστές παθογένειας των βακτηρίων, μπορεί να 

αλληλεπιδρούν με παράγοντες του μηχανισμού της RNA σίγησης μέσω της ρύθμισης της 

συσσώρευσης miRNAs (Navarro et al., 2008). Ο τελεστής AvrPtoB με δράση E3-λιγάση της 

ουβικιτίνης, καταστέλλει τη δράση διαμεμβρανικκών πρωτεϊνών (pattern-recognition 

receptor, PRRs) για να καταστείλει τον PTI μηχανισμό, μπορεί επίσης να αλληλοεπιδράσει με 

το PTI, μειώνοντας τη συσσώρευση του miR393 μέσω PTGS (Navarro et al., 2008). 
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Εικόνα 1.15. Απλοποιημένη αναπαράσταση του ρόλου των sRNAs στην άμυνα των φυτών από 
εισβολή βακτηρίων, μυκήτων και οωμυκήτων. Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των sRNAs 
και των παθογόνων σε όλα τα στάδια του PTI μηχανισμού. PTI: pathogen –associated molecular pattern 
triggered immunity, ETS: effector-triggered susceptibility, ETI: effector-triggered immunity, PRR: 
pattern-recognition receptor, DCL: Dicer-like protein, LRR: leucine-rich repeat, NBS: nucleotide-binding 
site, TIR: transport inhibitor response(Huang et al., 2016). 
 

1.2.3.1 Το βακτήριο Pseudomonas syringae 

 

 Το βακτήριο Pseudomonas syringae είναι ένα αρνητικό κατά Gram- βακτήριο, ανήκει 

στις ψευδομονάδες και η πρώτη απομόνωση έγινε από ιστό του φυτού πασχαλιά (Syringa 

vulgaris) το 1984 (Pallaroni 1984). Μολύνει σχεδόν όλα τα φυτά μεγάλης καλλιέργειας στα 

οποία προκαλεί κηλιδώσεις και έλκη. Όταν τα βακτήρια μολύνουν τα φυτά, ενεργοποιείται ο 

ενδογενής μηχανισμός άμυνας μέσω της αναγνώρισης μορίων - διεγερτών που εκκρίνουν, 

οδηγώντας σε αντίδραση υπερευαισθησίας των φυτών, ενώ στην περίπτωση που δεν 

ενεργοποίηθει, προκαλείται η ασθένεια στα φυτά. Έχει ταυτοποιηθεί μεγάλος αριθμός 

στελεχών από τα οποία άλλα είναι παθογόνα και άλλα όχι. 

 Το γεγονός ότι υπάρχει διαθέσιμη η αλληλουχία του καθώς και ότι μολύνει φυτά τα 

οποία επίσης έχουν χαρακτηριστεί ως προς το γένωμά τους, όπως η τομάτα, τα καπνά και το 

φυτό – μοντέλο A.thaliana, το καθιστά ως έναν οργανισμό – μοντέλο για την ανάλυση της 

σχέσης μεταξύ φυτών – παθογόνων. Όσον αφορά στη μελέτη των βακτηρίων σε σχέση με τον 

αμυντικό μηχανισμό των φυτών, έχει μελετηθεί η ενεργοποίησή του αναφορικά με τον 

ενδογενή μηχνισμό άμυνας. Ωστόσο υπάρχουν αναφορές που δείχνουν τη συσχέτισή τους με 

το ενδογενές μονοπάτι του μηχανσιμού της σίγησης και τα miRNAs. Το πρώτο miRNA που 

ταυτοποιήθηκε ως ρυθμιστής της άμυνας έπειτα από την μόλυνση με το P.syringae ήταν το 

miR393 (Navarro et al., 2006) και ακολούθησε πλήθος αναφορών γύρω από το πεδίο της 
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συσχέτισης των βακητριων με τα miRNAs (ανασκόπηση, Huang et al., 2016; Jagadeeswaran 

et al., 2009; Li et al., 2010; Niu et al., 2016; Robert-seilaniantz et al., 2011; Zhang et al., 2011). 

 

 

1.3 Το γονίδιο SERRATE 

 

Για πρώτη φορά το SERRATE (SE) ταυτοποιήθηκε ως ένα μετάλλαγμα στο φυτό 

Arabidopsis thaliana, από τους (Rédei, G.P., and Hirono, 1964). Λίγα χρόνια αργότερα 

μελετήθηκε περαιτέρω και βρέθηκε ότι πρόκειται για ένα γονίδιο το οποίο βρίσκεται στο 

χρωμόσωμα 2 του φυτού A.thaliana και κωδικοποιεί για μία πρωτεΐνη 720 αμινοξέων (Prigge 

and Wagner, 2001). Ακολούθησαν βιοπληροφορικές αναλύσεις με τις μέχρι τότε γνωστές 

πληροφορίες και αναλύσεις των υπαρχόντων αλληλουχιών μέχρι εκείνη τη στιγμή και 

βρέθηκε να παρουσιάζει ομολογία με αλληλουχίες άλλων φυτικών καθώς και ζωικών ειδών 

(Εικόνα 1.16 - 1.17). 

Όσον αφορά στους ζωικούς οργανισμούς, το ορθόλογο γονίδιο αναφέρεται ως το 

γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στο αρσενικό (Arsenite resistance gene 2, ARS2). 

Βρέθηκε να παράγεται σε κύτταρα της ωοθήκης του κινέζικου χάμστερ (Chinese hamster 

ovary (CHO) cells) προσδίδοντας τους αντοχή στο αρσενικό (Rossman and Wang, 1999). Η 

παρατήρηση αυτή ήταν σημαντική καθώς το αρσενικό παρόλο την καρκινογόνα δράση του, 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να θεραπεύσει υποτροπιάζουσα προμυελοχική λευχαιμία, 

ακόμα και να επάγει την πλήρη επαναφορά ασθενών (Wilson et al., 2008a, 2001). 

Η δομή των ARS2 γονιδίων, στους ζωικούς οργανισμούς, και στο φυτικό ορθόλογο, SE, 

απαρτίζεται από 4 περιοχές. Την άμινο-τελική επικράτεια (N-terminal), την καρβόξυ – τελική 

επικράτεια (C-terminal), την κεντρική επικράτεια (Centran domain) και την πιο 

χαρακτηριστική, την περιοχή δακτυλίων ψευδαργύρου (Zinc Finger, ZnF) τύπου C2H2, που 

αποτελείται από ένα ιόν ψευδαργύρου το οποίο περιβάλλεται από δύο κατάλοιπα κυστεΐνης 

και δύο κατάλοιπα ιστιδίνης (MacHida et al., 2011; Prigge and Wagner, 2001; Wilson et al., 

2008a). Εντοπίζονται επίσης συντηρημένα μοτίβα πυρηνικού εντοπισμού, που υποδηλώνουν 

τη λειτουργία τη πρωτεΐνης στον πυρήνα (Prigge and Wagner, 2001). 
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Εικόνα 1.16. Στοίχιση των τεσσάρων περιοχών (A, B, zinc finger, και C-τελικό άκρο) διαφορετικών 
ορθόλογων του SERRATE, τη δεδομένη χρονική στιγμή. S. pombe (SPBC725.08 πρωτεΐνη), τα Asr2 
ορθόλογα από τους οργανισμούς Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Homo sapiens και 
Chinese hamster. Συντηρημένες περιοχές υποδεικνύονται με μαύρο και οι λιγότερο συντηρημμένες με 
γκρι. Τα κενά φαίνονται με τελείες, με (_) υποδηλώνονται περιοχές για τις οποίες δεν υπάρχει 
πληροφορία. Τα κατάλοιπα που είναι συντηρημένα σε όλους τους οργανισμούς φαίνονται με 
αστερίσκο. Η αρίθμηση δείχνει των αριθμό των αμινοξέων (Prigge and Wagner, 2001). 
 

Η ομολογία μεταξύ των διαφορετικών ειδών, φυτών, ζώων και μυκήτων είναι χαμηλή 

(11-15% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων), ωστόσο, σε όλα τα ορθόλογα διατηρούνται οι 

αλληλουχίες και η διάταξη των τεσσάρων επικρατειών που τα απαρτίζουν. Ακόμα και στην 

περίπτωση του ARS2 ορθόλογου στα ζώα, το οποίο στερείται του δεύτερου συντηρημένου 

κατάλοιπου της κυστεΐνης, διατηρείται η υψηλή ομολογία στην ZnF επικράτεια (Εικόνα 1.16) 

(Klug and Schwabe, 1995). 

 
Εικόνα 1.17. Απεικόνιση της εξέλιξης του ARS2. Φυλογενετική ανάλυση των ARS2 γονιδίων σε 
αντιπροσωπευτικούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς (CLUSTALW ανάλυση)(Wilson et al., 2008a). 
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1.3.1 Zinc – finger πρωτεΐνες 

 

 Η φυσιολογική λειτουργία των πρωτεϊνών, στηρίζεται στη σωστή αναδίπλωσή τους 

και στη δημιουργία σταθερών δευτεροταγών δομών και ένας τρόπος για να εξασφαλιστεί 

σωστή αναδίπλωση είναι μέσω της πρόσδεσής τους σε μεταλλικά ιόντα. Οι μεταλλικές δομές 

δακτυλίων ψευδαργύρου (Zinc – fingers, ZnF) είναι οι πλέον διαδεδομένες και λειτουργούν 

μέσω της αλληλεπίδρασής τους με άλλα συστατικά όπως είναι τα νουκλεϊικά οξέα, οι 

πρωτεΐνες και άλλα μικρά μόρια (Elrod-Erickson et al., 1996; Gamsjaeger et al., 2007; Iuchi, 

2001; Yang et al., 2006). Η πρώτη αναφορά σε πρωτεΐνη που φέρει αυτή τη χαρακτηριστική 

zinc-finger δομή, (Ζinc- Finger protein, ZFP) ήταν το 1985 στον οργανισμό Xenopus laevis και 

πρόκειται για τον μεταγραφικό του παράγοντα (TFIIA) (Miller et al., 1985). Από τότε 

διαπιστώθηκε ότι αποτελούν μία μεγάλη κατηγορία πρωτεϊνών, κυρίως μεταγραφικών 

παραγόντων και οι πρωτεΐνες αυτές ρυθμίζουν διάφορες διαδικασίες όπως η αναδίπλωση 

και η επιδιόρθωσή, η μεταγραφή και η μετάφραση, σε μονοπάτια μεταβολισμού και 

μεταγωγής σινιάλων, καθώς και στον πολλαπλασιασμό και την απόπτωση των κυττάρων 

(Krishna et al., 2003). 

 Διακρίνονται στις C2H2, C2C2, C2HC, C2C2C2C2 και C2HCC2C2 κατηγορίες ανάλογα με 

τον αριθμό και τη θέση των καταλοίπων κυστεΐνης και ιστιδίνης με την C2H2 να αποτελεί την 

πιo διαδεδομένη κατηγορία στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Englbrecht et al., 2004). Η 

χαρακτηριστική δομή των δακτυλίων αυτών αποτελείται από επαναλαμβανόμενες 

αλληλουχίες 28-30 αμινοξέων, περιλαμβάνοντας δύο συντηρημένα κατάλοιπα κυστεΐνης και 

δύο ιστίδίνης (Εικόνα 1.18). Περισσότεροι από έναν δακτύλιοι σχηματίζουν μία συστάδα στο 

εσωτερικό της περιοχής πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων με το DNA και μεταξύ 

κάθε δακτυλίου παρεμβάλλεται μία αλληλουχία επτά αμινοξέων. Κάθε δακτύλιος, αποτελεί 

μία ανεξάρτητη μονάδα πρόσδεσης ενώ περισσότερες από μία μονάδες είναι απαραίτητες 

για αποτελεσματική πρόσδεση με το DNA (Matsumoto, 1996). 

 

Εικόνα 1.18. Σχηματική απεικόνιση της δομής των ZFP τύπου C2H2 (Hatayama et al., 2008). 
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Ένα μικρό ποσοστό των ZFPs πρωτεϊνών είναι συντηρημένο σε εξελικτικά 

απομακρυσμένους οργανισμούς, ενώ μπορεί να υπάρχουν διαφορετικά zinc-finger μοτίβα 

μέσα στον ίδιο οργανισμό, τα οποία μπορεί να είναι συντηρημένα μεταξύ οικογενειών 

γονιδίων. Παραδείγματα συντηρημένων σε φυτά και ζώα ZFPs, αποτελούν οι  

VERNALIZATION 2 (VRN2), EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2) and FERTILIZATION- INDEPENDENT 

SEED (FIS2) (Dietmann and Holm, 2001; Wolfe et al., 2000). Άλλη συντηρημένη ZFP είναι η SE 

(SE, At2g27100) η οποία εμπλέκεται στα νεαρά στάδια της ανάπτυξης των οργάνων και 

συμμετέχει στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης μέσω αλλαγών στη δομή της χρωματίνης 

(Prigge and Wagner, 2001; Wilson et al., 2001).  

 Χαρακτηριστική κατηγορία C2H2 ZFPs πρωτεϊνών στα φυτά είναι οι πρωτεΐνες με 

δυνατότητα πρόσδεσης DNΑ και βρέθηκαν αρχικά στην πετούνια και φέρουν τη 

συντηρημένη αμινοξική ακολουθία, QALGG (Takatsuji, 1994). Οι πρωτεΐνες αυτές, με 

δυνατότητα πρόσδεσης DNA, αποτελούν μία κατηγορία μεταγραφικών παραγόντων, 

ανάλογης του TFIIA από το X. laevis οι οποίοι συμμετέχουν σε διαδικασίες έκπτυξης των 

φύλλων, δημιουργίας ανθικών οργάνων, γαμετογένεσης και βλάστησης σπερμάτων 

(Takatsuji, 1998). Πολλές μελέτες έχουν παρουσιάσει τη λειτουργία των ZFP στα φυτά 

προσδίδοντας τους ρόλο σε διαδικασίες ανάπτυξης των φυτών (Chrispeels et al., 2000; Kubo 

et al., 2000; Luo et al., 1999; Sakai et al., 1995; Wu et al., 2008; Yun et al., 2002), σε μονοπάτια 

απόκρισης σε ορμόνες, (Molnár et al., 2002) καθώς και συνθήκες βιοτικής και αβιοτικής 

καταπόνησης (Liu et al., 2013; Mukoko Bopopi et al., 2010; Tian et al., 2010). Για παράδειγμα, 

ο C2H2 μεταγραφικός παράγοντας, CaZFP1, στην Α.thaliana αύξησε την αντοχή στη μόλυνση 

με το βακτήριο P. syringae και επίσης βελτίωσε την αντοχή στην ξηρασία (Kim et al., 2004). 

Υπερέκφραση του ThZF1 συμβάλλει στην ανάπτυξη των φυτών σε συνθήκες υψηλής 

αλατότητας (Xu et al., 2007). Ενώ και μεταγραφικοί παράγοντες στο ρύζι (Oryza sativa OsZFP) 

συμβάλλουν στην απόκριση των φυτών σε ποικιλία αβιοτικών καταπονήσεων (Huang et al., 

2009; Xu et al., 2008; Yin et al., 2017; Zhang et al., 2014, 2012). 

 

1.3.2 Το SERRATE σε ζωικούς οργανισμούς 

 

Όπως αναφέρθηκε ήδη, το ARS2 γονίδιο ταυτοποιήθηκε αρχικά στο κινέζικο χάμστερ, 

ώς παράγοντας που σχετίζεται με την ανθεκτικότητα στο αρσενικό (Rossman and Wang, 

1999). Έχει βρεθεί όμως και σε άλλους οργανισμούς, από μύκητες (Saccharomyces pombe), 

έντομα (Drosophila melanogaster), ψάρια (Zebrafish, Danio rerio), νηματώδεις (Ceanorabditis 

elegans), αμφίβια (Xenopus laevis) και θηλαστικά, όπως το ποντίκι (Mus musculus) και τον 
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άνθρωπο (Homo sapiens) (Amsterdam et al., 2004; Wilson et al., 2008b, 2001). Στον άνθρωπο 

συγκεκριμένα βρίσκεται στο χρωμόσωμα 7 και φαίνεται να σχετίζεται με την ανθεκτικότητα 

στο αρσενικό, όπως και στην περίπτωση των χάμστερ (Rossman and Wang, 1999; Wilson et 

al., 2001)(Rossman and Wang 1999, Wilson 2001). 

Η ομολογία των ορθόλογων ARS2 γονιδίων στους ζωικούς οργανισμούς είναι αρκετά 

συντηρημένη και χαρακτηριστικά, στα θηλαστικά, μπορεί να φτάσει μέχρι και 98% σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων. Απουσία του στο zebrafish (Danio rerio) οδηγεί σε νέκρωση του 

κεντρικού νευρικού συστήματος ενώ τα μάτια και το κεφάλι είναι μικρότερα (Amsterdam et 

al., 2004; Golling et al., 2002). Σε μελέτες στον άνθρωπο και το ποντίκι έδειξαν ότι απουσία 

της έκφρασης του ARS2 στον πυρήνα οδηγεί σε πρώιμη θνησιμότητα, αύξηση της απόπτωσης 

και μείωσης του αριθμού των κυττάρων σε νεαρούς ιστούς (Wilson et al., 2008a). 

 

1.3.3 Το SERRATE σε φυτικούς οργανισμούς 

 

Αναφέρθηκε ήδη και η πρώτη αναφορά στο SERRATE στα φυτά και σε μετάλλαγμα του 

είδους A.thaliana από τον Redei το 1964. Σε συνθήκες έλλειψής του SE παρατηρήθηκε η 

χαρακτηριστική οδόντωση των φύλλων (serration), από τον οποίο πήρε και το όνομά του. Η 

μελέτη του έχει γίνει κυρίως στο φυτό A.thaliana, ομόλογα γονίδια ωστόσο έχουν βρεθεί και 

σε άλλους φυτικούς οργανισμούς όπως είναι το αμπέλι (Vitis vinifera), η τομάτα (Solanum 

tuberosum) η ρετσινολαδιά (Ricinus communis), το ρύζι (Oryza sativa), το καλαμπόκι (Zea 

mays), το ζαχαροκάλαμο (Saccharum officinarum), το σόργο (Sorghum bicolor), η σόγια 

(Glycine max), το βρύο (Physcomitrella pattens) καθώς και το μικροφύκος Χλαμυδομονάς 

(Chlamydomonas reinhardtii). 

Η ομολογία μεταξύ των φυτικών ομολόγων είναι αρκετά υψηλή. Ειδικότερα, μεταξύ 

των μονοκότυλων ειδών περίπου 90% ενώ με το ομόλογο δικότυλων φυτών είναι περίπου 

60%. Στοίχιση των αλληλουχιών και σύγκριση της ομολογίας τους με αυτήν της A.thaliana, 

δείχνει ότι κυμαίνεται από 57%, 59%, 67% και 73% με το καλαμπόκι, το ρύζι, το αμπέλι και 

τη ρετσινολαδιά, αντίστοιχα (MacHida et al., 2011; Prigge and Wagner, 2001). Η ομολογία 

αυτή μπορεί να είναι ακόμα υψηλότερη μεταξύ μερικών ειδών και να ξεπερνάει το 80% στη 

χαρακτηριστική ZnF επικράτεια (MacHida et al., 2011) (Εικόνα 1.19). Ειδικότερα για τα φυτά 

που αποτελούν αντικείμενο της παρούσας μελέτης, Nicotiana benthamiana, Nicotiana 

tabacum και λιγότερο το είδος Solanum lycopersicum, στοίχιση των αλληλουχιών έδειξε ότι 

έχουν σημαντική ομολογία με την αλληλουχία του SE σε επίπεδο πρωτεΐνης το οποίο είναι 

66%, 67%, 69%, αντίστοιχα (παρούσα μελέτη). 
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Εικόνα 1.19. Δομική ανάλυση και στοίχιση των κύριων δομών του SERRATE σε φυτικούς 
οργανισμούς. Α. Σχηματική αναπαράσταση των επικρατειών του SE: κορμός (Middle domain, M), N- 
και C- τελικά άκρα. Β. Στοίχιση των παραπάνω περιοχών στα φυτά (με τη σειρά): Arabidopsis thaliana, 
Oryza sativa, Physcomitrella pattens, Ricinus communis, Selaginella erythropous και Vitis vinifera. Στην 
κορυφή υποδυκνείεται η δευτεροταγής δομή. Οι α-έλικες παριστάνονται με ορθογώνιους 
σχηματισμούς, οι β-αλυσίδες ως βελάκια. Με πράσινο συμβολίζεται το Ν-τελικό άκρο, με γαλάζιο η 
κεντρική περιοχή, και με μωβ το C-τελικό άκρο. Ομόλογες περιοχές κατά 80% φαίνονται με γαλάζιο, 
60% με πράσινο και μεταβλητές περιοχές με κίτρινο. Με αστερίσκο δίνεται έμφαση στη Zinc – finger 
περιοχή (MacHida et al., 2011). 
 

 

1.3.3.1 Μελέτη του SERRATE στο φυτικό είδος Arabidopsis thaliana 

 

Η μελέτη του γονιδίου SE αποκτά ολοένα και αυξανόμενο ενδιαφέρον τα τελευταία 

χρόνια λόγω της σημαντικής θέσης που κατέχει στη γονιδιακή ρύθμιση. Καθώς οι έρευνες 

αυτές πραγματοποιούνται στο φυτό – μοντέλο A.thaliana, οι πληροφορίες που υπάρχουν 

αφορούν κυρίως στο συγκεκριμένο είδος. Έτσι, το SE στο φυτό A.thaliana (AT2G27100) 

εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 2 και κωδικοποιεί για μία πρωτεΐνη τύπου C2H2 zinc-finger 

μεγέθους 720 αμινοξέων (Prigge and Wagner, 2001) που αποτελείται μόνο από έναν 

δακτύλιο zinc-finger σε αντίθεση με την πλειοψηφία των παραγόντων τέτοιου είδους. 

Πειράματα in situ (RNA) υβριδισμού έδειξαν ότι το SE εκφράζεται στο βλαστικό και ανθικό 

μερίστωμα, στα αναπτυσσόμενα φύλλα και στα έμβρυα. Υψηλά είναι τα επίπεδα έκφρασης 
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στην πάνω πλευρά των κοτυληδόνων στο στάδιο τορπίλης του εμβρύου (Εικόνα 1.20Α), ενώ 

μηδενίζονται στο ώριμο έμβρυο (Εικόνα 1.20Β), καθώς και επίσης και στη πάνω πλευρά των 

καταβολών των νέων φύλλων (Εικόνα 1.20Γ). Επίσης εκφράζεται κατά τη διάρκεια της 

βλαστικής φάσης αλλά και στα ανθικά όργανα (Εικόνα 1.20Δ) (Prigge and Wagner, 2001). 

Σχετίζεται με την επαγωγή της  βλαστικής φάσης, την καταστολή της άνθισης καθώς και με 

τη μορφοποίηση των φύλλων, περιλαμβάνοντας το πρότυπο της δημιουργίας των νεύρων, 

τη φυλλοταξία, και τον αριθμό των φύλλων σε κάθε αναπτυξιακή φάση (Clarke et al., 1999). 

 

Εικόνα 1.20. Ιn situ εντοπισμός του SERRATE σε αγρίου τύπου A.thaliana φυτά. Εντοπισμός του SE 
Α. στα έμβρυα αγρίου τύπου στο στάδιο της τορπίλης και Β. σχεδόν ώριμη φάση, Γ. κορυφαίο 
μερίστωμα του βλαστού πριν την εμφάνιση άνθεων, Δ. ανθική φάση ανάπτυξης. c,κοτυληδόνες; m, 
ακραίο μερίστωμα του βλαστού;r, ριζικό μερίστωμα; l, καταβολές φύλλων; se, αναπτυσσόμενα 
σέπελα; st, αναπτυσσόμενοι στήμονες (Prigge et al, NAR, 2001). 
 

Έπειτα από διάφορες πειραματικές διαδικασίες βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη SE εντοπίζεται 

σε ειδικά πυρηνικά σωματίδια, τα dicing bodies (D-bodies) όπου δημιουργεί σύμπλοκο με 

δύο άλλες σημαντικές πρωτεΐνες, την Dicer-like 1 (DCL1) και την πρωτεΐνη με HYPONASTIC 

LEAVES 1 (HYL 1), (Yang et al., 2006; Yuda Fang and David L. Spector, 2007). Ο εντοπισμός του 

SE ωστόσο είναι πιο διάχυτος και περιλαμβάνει και τα αναφερόμενα ως nuclear speckles 

(Fang 2007). Οι δύο παραπάνω πρωτεΐνες (HYL1 και SE) αποτελούν συν-παράγοντες της 

δράσης της DCL1 πρωτεΐνης της A.thaliana (Dong et al., 2008), κύριος ρόλος της οποίας είναι 

η βιοσύνθεση των miRNAs, πέπτωντας δίκλωνα μόρια, αφήνοντας δύο προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια στο 3’- άκρο (Kurihara and Watanabe, 2004; Song et al., 2007). 
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1.3.3.2 Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά φυτών A.thaliana, με μειωμένα επίπεδα SERRATE 

 

Φαινοτυπικές αναλύσεις φυτών A.thaliana με κατεσταλμένο το SE, έχουν εμφανίσει 

πλειοτροπικό φαινότυπο ο οποίος μπορεί να είναι αντίστοιχος με αγρίου τύπου φυτά ή 

ακόμα και να είναι θνησιγόνος, από στάδιο του εμβρύου (Εικόνα 1.21). Η βλαστητική φάση 

(V) διακρίνεται στην νεανική φάση με δύο υποπεριόδους (V1, V2), μικρά φύλλα, χωρίς 

τρίχωμα και λίγες διακλαδώσεις, και φύλλα με τρίχωμα στην κάτω επιφάνεια των φύλλων 

και πολύπλοκες διακλαδώσεις αντίστοιχα και στην ενήλικη φάση (V3) όπου το Ακραίο 

Μερίστωμα του Βλαστού (ΑΜΒ) είναι έτοιμο να δεχθεί τα ερεθίσματα για τη μετάβαση στην 

ανθική φάση. Κατά την ανθική φάση (Ι) διακρίνονται 2 υποπερίοδοι, (Ι1) και (Ι2) κατά τις 

οποίες αναπτύσσονται πλάγιοι βλαστοί και οι καταβολές των ανθικών οργάνων, αντίστοιχα. 

Από τις πρώτες παρατηρήσεις ήταν η συμμετοχή του SE στη μετάβαση από τη βλαστική 

στην ανθική φάση και στην διαμόρφωση των φύλλων καθώς σε μεταλλάγματα se δεν 

παρατηρήθηκαν διαφορές ως προς το χρόνο άνθισης σε σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά, 

αλλά στη διάρκεια και τη μετάβαση των φάσεων μέχρι την τελική ανάπτυξη των φυτών. 

Συγκεκριμένα, σε se φυτά, απουσίαζε η φάση V1, η V2 είχε μειωμένη διάρκεια ενώ η V3, 

μεγαλύτερη. Μάλιστα, η εμφάνιση των ενήλικων φύλλων πραγματοποιήθηκε 3 μέρες 

νωρίτερα σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου. Επίσης, τα se φυτά εμφάνισαν ένα επιπλέον 

στάδιο της ανθικής φάσης, κατά το οποίο ανέπτυξαν ροζέτες στο βλαστό ενώ ποικίλει και το 

μήκος των μεσογονάτιων διαστημάτων. 

Τα φύλλα εμφανίζονται με βραδύτερο ρυθμό, και τα άνθη παρουσιάζουν μεγαλύτερο 

αριθμό πετάλων και σεπάλων, με μικρότερο αριθμό στημόνων. Ο αριθμός των φύλλων με 

τρίχωμα και στην κάτω επιφάνεια των φύλλων ήταν μικρότερος στα se -1 μεταλλάγματα, 

παρόλο που εμφανίζονται μέχρι και πέντε μέρες νωρίτερα σε σχέση με τα φυτά αγρίου 

τύπου, γεγονός που επιβεβαιώνει την ανωμαλία όσον αφορά στη μετάβαση των φάσεων 

(Clarke et al., 1999; Prigge and Wagner, 2001). Οι κοτυληδόνες μπορεί να είναι μεγαλύτερες 

ή περισσότερες από το φυσιολογικό ενώ και ο ρυθμός αύξησης των ριζών είναι μειωμένος 

(Prigge and Wagner, 2001). Κατά συνέπεια, το SE μπορεί είτε να δρα ως επαγωγέας της 

νεανικής φάσης της βλάστησης και της άνθισης, μέσω της ρύθμισης του αριθμού των 

φύλλων, είτε είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της ακεραιότητας του ΑΜΒ, μεταβολές του 

οποίου οδηγούν σε ανωμαλίες ως προς τις καταβολές των φύλλων και κατά συνέπειας στο 

διαφορετικό πρότυπο ανάπτυξης (Clarke et al., 1999). 

Επίσης, φυτά με se-1 μετάλλαξη παρουσιάζουν ανωμαλίες στην εμβρυογένεση (Ray et 

al., 1996) και υπερευαισθησία στην παρεμπόδιση της βλάστησης από ABA (Bezerra et al., 
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2004; Lu, 2000). Δύο άλλα αλληλόμορφα του se, τα se-2 και se-3 εμφανίζουν πιο σοβαρές 

ελλείψεις στην ανάπτυξη του φύλλου, με κοιλιακή στροφή αυτού, έλλειψη της ασύμμετρης 

διαφοροποίησης των ραχιαίων και κοιλιακών κυτταρικών τύπων και ανάπτυξη 

σαλπιγγοειδών ή ακτινωτών φύλλων (Grigg et al., 2009, 2005). Οι επιπτώσεις αυτές 

σχετίζονται με αυξημένη έκφραση του HD-ZIP III μεταγραφικού παράγοντα PHABULOSA 

(PHB), καθώς και με τα μειωμένα επίπεδα δύο miRNAs, των miR165 και miR166, τα οποία 

εμπλέκονται στην καταστολή των HD-ZIP παραγόντων. Τέλος, το αλληλόμορφο se-4 

παρουσιάζει ανωμαλίες στην ανάπτυξη και τις κυτταρικές διαιρέσεις των εμβρύων κατά το 

καρδιόσχημο στάδιο, ενώ από το στάδιο αυτό και μετά δεν είναι διακριτές οι κοτυληδόνες. 

Ακαθόριστες κυτταρικές διαιρέσεις συνεχίζονται και κατά το στάδιο της τορπίλης οδηγώντας 

στη δημιουργία ακανόνιστου σχήματος έμβρυα. Η μεταλλαγή se-4 σε ομόζυγη κατάσταση 

έχει αποδειχθεί θνησιγόνα, ενώ αντίστοιχο είναι το αποτέλεσμα και για την se-3 κάτω από 

συγκεκριμένες περιβαλλοντικές συνθήκες (Lobbes et al., 2006). 

 Στην ενότητα αυτή περιγράφονται τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των A.thaliana 

φυτών που έχουν μειωμένα επίπεδα του SE. Παράλληλα, στα πλαίσια της παρούσας 

εργασίας δημιουργήθηκαν  N.tabacum και N.benthamiana φυτά καταστολής του SE 

(AT2G27100) τα οποία αποτελούν και το αντικείμενο μελέτης. 

Εικόνα 1.21. Παραδείγματα φαινιοτυπικών ανωμαλιών που παρατηρούνται σε φυτά που 
καταστέλλουν το SERRATE. Ανωμαλίες που παρατηρούνται ως προς τον αριθμό και το σχηματισμό Α, 
Β) των φύλλων, Γ, Δ) των άνθεων και Ε, Ζ) της κάψας σε A.thaliana αγρίου τύπου. Και με καταστολή 
του SE (Grigg et al., 2005; Ori et al., 2000; Prigge and Wagner, 2001). 
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1.3.4 Ο μοριακός ρόλος του SERRATE στα φυτά 

 

H ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης είναι υψίστης σημασίας για τους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς. Στα φυτά, μεταβολές στη γονιδιακή έκφραση λόγω αναπτυξιακών αλλαγών ή 

λόγω καταπονήσεων, είναι απαραίτητες για την ομαλή ανάπτυξη των φυτών και την άμυνα. 

Η έκφραση των γονιδίων μπορεί να ρυθμίζεται σε διάφορα επίπεδα όπως είναι κατά τη 

μεταγραφή, την ωρίμανση του RNA και τη μετάφραση. Η ωρίμανση του RNA περιλαμβάνει 

την προσθήκη καλύμματος στο 5’ άκρο του mRNA (capping), τη διαδικασία του ματίσματος 

(splicing) και το σχηματισμό του 3’ άκρου  μέσω κοπής του μεταγράφου και της 

πολυαδενυλίωσης. Η διαδικασία της μεταγραφής και της επεξεργασίας του RNA είναι 

αλληλένδετες και σειριακές διαδικασίες που εξαρτώνται η μία από την άλλη, χωρίς ωστόσο 

να είναι πλήρως γνωστό πως ο ένας μηχανισμός επηρεάζει τον άλλον (Bentley, 2014). 

Επιπλέον, από τα πρώτα στάδια μελέτης του SE, διαπιστώθηκε η ομολογία του με ομάδα 

πρωτεϊνών με δυνατότητα πρόσδεσης RNA (Prigge and Wagner, 2001), προσδίδοντας του 

ρυθμιστικό ρόλο μέσω αλληλεπίδρασης με DNA ή RNA μόρια. 

 

1.3.4.1 Συμμετοχή στο μονοπάτι της βιοσύνθεση των miRNAs 

 

 Αρχικά, η δράση του SE σχετίστηκε με αλλαγές στη δομή της χρωματίνης, ρυθμίζοντας 

αναπτυξιακές διαδικασίες που αναλύθηκαν παραπάνω (υποενότητα 1.3.4) (Clarke et al., 

1999; Prigge and Wagner, 2001). Αργότερα, το SE χαρακτηρίστηκε ως βασικός ρυθμιστής του 

miRNA μονοπατιού της σίγησης τόσο στα φυτά όσο και στα θηλαστικά, υποδηλώνοντας μία 

συντηρημένη λειτουργία στο σύνολο των ευκαρυωτικών (Gruber et al., 2009; Lobbes et al., 

2006; Sabin et al., 2009; Yang et al., 2006). Χαρακτηριστικά, μετά από ανάλυση διαφορετικών 

μεταλλαγμάτων του φυτού A.thaliana σχετικά με το μονοπάτι της βιοσύνθεσης των miRNAs, 

προέκυψε ότι σε συνθήκες μειωμένης έκφρασης του SE, παρατηρείται μειωμένη 

συσσώρευση τόσο των pre-miRNAs όσο και των ώριμων miRNA/miRNA*, αποδεικνύοντας τη 

δράση του SE και στα δύο αυτά στάδια της επεξεργασίας των miRNAs (Εικόνα 1.22) (Grigg et 

al., 2005; Lobbes et al., 2006) και αντίστροφα, παρατηρήθηκε αυξημένη συσσώρευση των 

pri-miRNAs καθώς και των γονιδίων – στόχων των miRNAs (Yang et al., 2006). 

 Ωστόσο, ο ρόλος του στο μονοπάτι αυτό είναι επικουρικός, καθώς κύριος παράγοντας 

είναι το γονίδιο DCL1. Η παρουσία του SE συμβάλλει στην ακριβέστερη και 

αποτελεσματικότερη λειτουργία του μονοπατιού δρώντας ως γέφυρα που φέρνει σε επαφή 

το υπόστρωμα με τους παράγοντες του μονοπατιού. Αυτό επιτυγχάνεται αφ’ ενός μέσω της 
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άμεσης αλληλεπίδρασης που παρατηρείται μεταξύ της DCL1, της SE και της HYL1 (επιπλέον 

σημαντικός παράγοντας του μονοπατιού), σχηματίζοντας σύμπλοκο το οποίο λόγω της 

συγκεκριμένης λειτουργίας του, αναφέρεται ως Microprocessor complex (ανασκόπηση, 

Carthew and Sontheimer, 2009; Dong et al., 2008; MacHida et al., 2011) και αφετέρου με την 

πρόσδεσή του σε RNA υποστρώματα. Ειδικότερα, η αλληλεπίδραση με την DCL1 

πραγματοποιείται μέσω του άμινο-τελικού άκρου και της ZnF περιοχής της SE με την PAZ 

επικράτεια της DCL1 (Iwata et al., 2013; MacHida et al., 2011; Wang et al., 2018), ενώ η 

κεντρική περιοχή της SE αλληλεπιδρά με την RBD2 (Double stranded RNA binding domain) 

της HYL1 (Achkar et al., 2016; S et al., 2015; Wang et al., 2018; Yang et al., 2014). Τέλος, το 

αμινο-τελικό άκρο της SE αποτελεί το σημείο πρόσδεσης με τα RNA υποστρώματα (Iwata et 

al., 2013).  

 

 

Εικόνα 1.22. Σχηματική αναπαράσταση του μονοπατιού της βιογένεσης των miRNAs. Φαίνεται η 
συμμετοχή του SE και στα δύο στάδια επεξεργασίας, τόσο των pri-miRNAs όσο και των pre-miRNAs για 
να προκύψει το τελικό ώριμο σύμπλοκο miRNA/miRNA*(Khraiwesh et al., 2012). 
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1.3.4.2 Συμμετοχή στην αναδίπλωση των pri-miRNAs 

Πρόσφατες μελέτες, έχουν συσχετίσει επίσης τη δράση του SE με την ορθή 

αναδίπλωση των pri-miRNAs και την τελική επεξεργασία τους σε miRNAs (Wang et al., 2018). 

Ειδικότερα, η μία περιοχή του SE που βρίσκεται στο καρβόξυ-τελικό άκρο και είναι πλούσια 

σε κατάλοιπα γλυκίνης – αλανίνης – προλίνης – γλουταμινικού (Gly-Ala-Pro-Glu, GAPE), 

αλληλεπιδρά με τον  παράγοντα αναδίπλωσης της χρωματίνης 2 (Chromatin Remodeling 

Factor 2, CHR2). Μέσω αυτής της αλληλεπίδρασης, ο CHR2 προσδένει τα pri-miRNAs που 

είναι ήδη προσδεμένα με το SE, αλλάζοντας την αναδίπλωσή τους και καθιστώντας τα 

ακατάλληλα για την επεξεργασία τους από το Microprossecor complex (Wang et al., 2018), 

ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο τη βιογένεση των miRNAs (Εικόνα 1.23). 

Εικόνα 1.23. Προτεινόμενο μοντέλο για την καταστολή της επεξεργασίας των pri-miRNAs  από την 
CHR2 σε συνδυασμό με το SE(Wang et al., 2018). 
 

 

1.3.4.3 Συμμετοχή στη διαδικασία του ματίσματος και του εναλλακτικού ματίσματος 

 

Παράλληλα, μεταλλάγματα του συμπλόκου που εμπλέκεται στη διαδικασία του 

ματίσματος (Cap binding complex 20 και Cap binding complex 80, CBC20, CBC80) στο φυτό 

A.thaliana, σε συνθήκες μειωμένης έκφρασής τους, έφεραν φαινοτύπους, αντίστοιχους με 

αυτούς των φυτών καταστολής του SE (Laubinger et al., 2008; Montgomery and Carrington, 

2008). Περαιτέρω μελέτη της διαδικασίας οδήγησε στο συμπέρασμα ότι το υπάρχει άμεση 

αλληλεπίδραση του SE με τους παράγοντες CBP20 και CBP80, αποδίδοντας επιπλέον ρόλο 

στο SE, στη διαδικασία του ματίσματος και του εναλλακτικού ματίσματος μεγάλου αριθμού 

γονιδίων (Εικόνα 1.24) (Iwata et al., 2013; Raczynska et al., 2014; ανασκόπηση, Stepien et al., 

2017). Η αλληλεπίδραση του SE με τους παράγοντες του CBP, συμβάλλει στη διαδικασία της 

επεξεργασίας των pre-mRNAs και pri-miRNAs, καθώς το SE φαίνεται να λειτουργεί σα μία 

γέφυρα η οποία συνδέει το Microprocessor σύμπλοκο της βιογένεσης των miRNAs με το 

σύμπλοκο του ματίσματος. Είναι εμφανές συνεπώς από τα παραπάνω ότι οι μηχανισμοί του 

ματίσματος και της βιογένεσης των miRNΑs είναι στενά συνδεδεμένοι μεταξύ τους. 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   65 
 

 Παρόμοιος μηχανισμός έχει εντοπιστεί και όσον αφορά στο ορθόλογο ARS2 στον 

άνθρωπο. Συγκεκριμένα, βρέθηκε να σχηματίζει το σύμπλοκο CBCAP, που απαρτίζεται από 

το CBC, την ARS2 και την PHAX. Η ARS2 ενεργοποιεί τη δράση της PHAX η οποία προσδένεται 

στο CBC και τη διαδικασία της επεξεργασίας του 3’ άκρου, συνδέοντας τη διαδικασία της 

ωρίμανσης των siRNAs και την έξοδο από τον πυρήνα (Hallais et al., 2013). 

 
Εικόνα 1.24. Σχηματική απεικόνιση των παραγόντων που απαιτούνται για την επεξεργασία των pri-
miRNA και pre-mRNA και η αλληλεπίδραση του SERRATE με τη διαδικασία του ματίσματος μέσω 
του συμπλόκου CBP20/80 (Stepien et al., 2017). 
 

 

1.3.4.4 Μεταγραφή γονιδίων που στερούνται ιντρονίων 

 

Πέρα από τις λειτουργίες του SE που αναλύθηκαν μέχρι τώρα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει και η συμμετοχή του στη μεταγραφή των γονιδίων τα οποία στερούνται ή έχουν 

μικρό αριθμό ιντρονίων (Speth et al, 2018). Έπειτα από πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της 

χρωματίνης βρέθηκε ότι η SE μπορεί να αλληλεπιδράσει με κωδικές περιοχές γονιδίων τα 

οποία στερούνται ή έχουν μικρό αριθμό ιντρονίων, ρυθμίζοντας με θετικό τρόπο τη 

μεταγραφή τους. Επιπλέον πειράματα ανοσοκατακρήμνισης έδειξαν ότι η SE αλληλεπιδρά 

με τις φωσφορυλιωμένες μορφές του καρβοξυ-τελικού άκρου της polII, σερίνη 5P (Ser5p) και 

σερίνη 3P (Ser3P), που είναι υπεύθυνες για την επαγωγή του τερματισμού της δρασης της 

polII και της επιμήκυνσης, αντίστοιχα, κατά τη διαδικασία της μεταγραφής των γονιδιων 

(Εικόνα 1.25). 

Τέλος, καταλυτικός παράγοντας για τη συγκεκριμένη λειτουργία του SE, είναι η 

αλληλεπίδρασή του και πάλι με το CBC το οποίο θα φέρει κοντά το SE με το γονίδιο-στόχο, 

του οποίου την έκφραση πρόκειται να ρυθμίσει (Speth et al, 2018). Παρατηρείται συνεπώς 

άλλο ένα παράδειγμα συνεργασίας μεταξύ διαφορετικών μονοπατιών. Η λειτουργία του 

αυτή φαίνεται να είναι συντηρημένη μεταξύ των ζωικών οργανισμών καθώς αντίστοιχες 

αναλύσεις στο είδος Drosophila melanogaster έδειξαν ότι σε συνθήκες μειωμένης έκφρασης 

του ορθόλογου ARS2 γονιδίου, μειώνονται τα επίπεδα γονιδίων με περιορισμένο αριθμό 
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ιντρονίων (Garcia et al., 2016; Sabin et al., 2009). Παράλληλα, το μοναδικό γονίδιο που 

σχετίζεται με την αντίστοιχη ARS2, SOX2, επίσης στερείται ιντρονίων (Andreu-agullo et al., 

2012). 

 
Εικόνα 1.25. Προτεινόμενο μοντέλο για τη λειτουργία του SERRATE στην έκφραση των γονιδίων που 
στερούνται ιντρονίων (Speth et al, 2018). 
 

1.3.4.5 Συμμετοχή στη ρύθμιση των μεταθετών στοιχείων 

 

Μία επιπλέον λειτουργία έχει αποδοθεί στο SE και σχετίζεται με τη συμμετοχή του 

στην έκφραση των μεταθετών στοιχείων (Transposable elements, TE) (Ma et al., 2018). 

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι η έκφραση ορισμένων μεταθετών στοιχείων και μεγάλου 

μήκους ενδογενών – μη κωδικών περιοχών (long non coding RNAs, lncRNAs) είχε επηρεαστεί 

σε φυτά με μειωμένη έκφραση της SE (Article et al., 2012; Laubinger et al., 2010). Σε μετέπειτα 

έρευνα δείχθηκε ότι η SE αλληλεπιδρά με τις μεθυλοτρανσφεράσες ATXR5/6 (Εικόνα 1.26). 

Μέσω αυτής της αλληλεπίδρασης, επάγει τη μεθυλίωση των μεταθετών στοιχείων που 

καταλύεται από την ιστόνη H3K27me1, προκαλώντας μεταβολές, καταστολή των μεταθετών 

στοιχείων και ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης στην A.thaliana. Παράλληλα, καταστέλλει 

την RDR6-εξαρτώμενη σίγηση, προστατεύοντας τα μεταθετά στοιχεία. Λειτουργεί συνεπώς 

ως ρυθμιστής μεταξύ των επιγενετικών αλλαγών και του μηχανισμού της σίγησης, 

προκειμένου να ρυθμίσει την έκφραση των μεταθετών στοιχείων και κατ’ επέκταση τη 

γονιδιακή έκφραση (Ma et al., 2018). 

Μελετώντας τις παραπάνω λειτουργίες του SE σε διαδικασίες επεξεργασίας του RNA, 

όπως η σύνθεση miRNAs, το μάτισμα και η μεταγραφή, παρατηρείται ότι είναι διαδικασίες 

που συμβαίνουν διαδοχικά, εξαρτώνται η μία με την άλλη και σε πολλές περιπτώσεις η 

δράση των παραγόντων που συμμετέχουν σε κάθε μία από αυτές δεν είναι μοναδική. 
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Απαιτείται συγχρονισμένη δράση των μονοπατιών του ματίσματος, της σωστής αναδίπλωσης 

του pri-miRNA, της μεταγραφής και της βιογένεσης των miRNAs, προκειμένου να παραχθούν 

τα κατάλληλα επίπεδα των miRNAs, των γονιδίων-στόχων, καθώς και να επιτευχθεί η 

αποτελεσματική απόκριση σε περιβαλλοντικά ερεθίσματα. Παράλληλα, υπάρχει όπως 

περιγράφηκε αλληλεπίδραση μεταξύ τω παραγόντων του κάθε μονοπατιού, (Achkar et al., 

2016; Stepien et al., 2017; Zhang et al., 2015). 

Εικόνα 1.26. Προτεινόμενο μοντέλο που αφορά στη λειτουργία του SERRATE ως προς τη ρύθμιση 
της έκφρασης των μεταθετών στοιχείων (Ma et al., 2018). 

1.3.4.6  Συσχέτιση του SERRATE με τη βιοτική καταπόνηση 

Περιορισμένη είναι η πληροφορία που σχετίζει άμεσα τη λειτουργία του SE με το 

βιοτικό στρες. Το γεγονός όμως ότι αποτελεί μέλος των ZFPs (υποενότητα 1.3.1) καθώς και 

ότι εμπλέκεται σε σημαντικά μονοπάτια της γονιδιακής ρύθμισης, τον καθιστά αξιόλογο 

υποψήφιο παράγοντα σε μονοπάτια που σχετίζονται με την άμυνα των φυτών έναντι 

βιοτικών παραγόντων. Τέτοιο παράδειγμα είναι η συμβολή του στην άμυνα των φυτών 

έναντι του βακτηρίου P. syringae, στο φυτό A.thaliana, όπου κατά τα αρχικά στάδια της 

μόλυνσης επάγει τον αμυντικό μηχανισμό, ενώ μειώνεται η έκφρασή του κατά τα τελευταία 

στάδια της μόλυνσης, μέσω της αλληλεπίδρασης με το miR863 (Niu et al., 2016).  Παράλληλα, 

φαίνεται να είναι θετικός ρυθμιστής της άμυνας έναντι του μύκητα, Botrytis cinerea, πιθανά 

λόγω της siRNA – εξαρτώμενης ρύθμισης της έκφρασης των γονιδίων στην επιδερμίδα των 

φυτών A. thaliana (Voisin et al., 2009). Οι πρώτες αυτές παρατηρήσεις ανοίγουν το δρόμο για 

μελέτη του βιοτικής καταπόνησης των φυτών από την πλευρά ενός ρυθμιστή RNA 

διαδικασιών. 
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1.4 Στόχος της διδακτορικής διατριβής  

 

Στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η μελέτη της επίδρασης της 

μειωμένης λειτουργικότητας του ενδογενούς, μονοπατιού της σίγησης, miRNA, στην 

απόκριση των φυτών σε συνθήκες βιοτικής καταπόνησης. Τα κύρια εργαλεία για το σκοπό 

αυτό ήταν διαγονιδιακά φυτά N.benthamiana και N.tabacum τα οποία καταστέλλουν έναν 

σημαντικό παράγοντα του μονοπατιού, το SE. Πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

μολυσματικότητας και οι παράγοντες βιοτικής καταπόνησης που χρησιμοποιήσαμε ήταν τα 

ιοειδή PSTVd, HSVd, ο ιός CMV και το βακτήριο P.syringae. Στην περίπτωση της μόλυνσης με 

το ιοειδές PSTVd, επαναλήφθηκαν πειράματα μολυσματικότητας με διαγονιδιακά φυτά 

N.benthamiana που καταστέλλουν τη DCL1 και συνεκτιμήθηκαν με παλαιότερα πειράματα 

(Dadami et al., 2013).  

 Επιγραμματικά, μελετήθηκαν τα εξής: 

• Δημιουργία και χαρακτηρισμός, μοριακός, φαινοτυπικός και λειτουργικός των 

διαγονιδιακών N.benthamiana φυτών καταστολής του SE (NbSEi). 

• Δημιουργία και χαρακτηρισμός, μοριακός, φαινοτυπικός και λειτουργικός των 

διαγονιδιακών N.tabacum φυτών καταστολής του SE (NtSEi). 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του DCL1 στη μολυσματικότητα του ιοειδούς PSTVd, 

στα DCL1i φυτά. 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη μολυσματικότητα του ιοειδούς PSTVd, στα 

NbSEi φυτά. 

• Επίδραση του ιοειδούς PSTVd στην έκφραση του SE, στα NbSEi φυτά. 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη μολυσματικότητα του ιοειδούς HSVd, στα 

NbSEi φυτά. 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη μολυσματικότητα του ιοειδούς PSTVd, στα 

NtSEi φυτά. 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη μολυσματικότητα του ιού CMV, στα NtSEi 

φυτά. 

• Επίδραση της μειωμένης έκφρασης του SE στη μολυσματικότητα του ιού CMV, στα NtSEi 

φυτά. 



ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   69 
 

2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Φυτικό υλικό - Συνθήκες ανάπτυξης  

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν Nicotiana benthamiana και Nicotiana 

tabacum (Ν34/4), αγρίου τύπου και διαγονιδιακά φυτά που καταστέλλουν το SE (SEi). Για την 

επιλογή των διαγονιδιακών φυτών, συλλέγονται σπόροι και αποστειρώνονται για 15min σε 

διάλυμα ενεργού χλωρίου (10%). Ακολουθούν 3 πλύσεις με απεσταγμένο νερό.  Ακολουθεί 

επίστρωση των  σπερμάτων σε τρυβλία Petri που περιέχουν στερεό υπόστρωμα MS 

(Moorashige & Skoog, (Murashige and Skoog, 1962) (Μακροστοιχεία, 4,23gr/lt, μικροστοιχεία 

0,1gr/lt, βιταμίνες 0,103gr/lt (όλα από την εταιρεία Phytotechnology Laboratories), ρύθμιση 

pH  μεταξύ 5,6-5,8 με 1Μ ΚΟΗ, 7gr Αagar (Phytotechnology Laboratories)) με το κατάλληλο 

αντιβιοτικό επιλογής, το οποίο ήταν καναμυκίνη (100μg/ml, Duchefa). Επιστρώνονται 

περίπου 50 σπόροι σε κάθε τρυβλίο και στη διατηρούνται στο σκοτάδι έως ότου βλαστήσουν 

(~3ημέρες). Παράλληλα, αποστειρώνονται και επιστρώνονται αγρίου τύπου φυτά είτε 

απουσία αντιβιοτικού (θετικός μάρτυρας) είτε παρουσία αντιβιοτικού (αρνητικός μάρτυρας). 

Όλη η διαδικασία πραγματοποιείται σε θάλαμο νηματικής ροής ώστε να εξασφαλίζονται 

αποστειρωμένες συνθήκες. Στη συνέχεια, τα τρυβλία μεταφέρονται σε θάλαμο ανάπτυξης 

ελεγχόμενων συνθηκών (θερμοκρασία 22°C, υγρασία 40% και φωτοπερίοδος 8hrs φως/ 16 

ώρες σκοτάδι, 100μmolm-2s-1). Μετά από 3-4 εβδομάδες, όταν τα φυτάρια βρίσκονται στο 

στάδιο των 4 φύλλων, έχει επιτευχθεί η επιλογή των μετασχηματισμένων φυτών. Οι 

αρνητικοί μάρτυρες έχουν νεκρωθεί και γίνεται καταμέτρηση των διαγονιδιακών φυτών που 

επιβίωσαν σε σχέση με το σύνολο των φυτών που επιστρώθηκαν, για μελλοντική ανάλυση. 

Έπειτα, μεταφυτεύονται σε πλαστικά γλαστράκια που περιέχουν χώμα και καλύπτονται με 

διάφανη ζελατίνη (διατήρηση υγρασίας). Διατηρούνται στις συνθήκες αυτές για 15 ημέρες, 

όπου σταδιακά απομακρύνεται η μεμβράνη. Τέλος, τα φυτά μεταφέρονται στο θερμοκήπιο 

όπου μεταφυτεύονται σε γλαστράκια που περιέχουν μίγμα χώματος με αναλογία (2 μέρη 

κομπόστα: 1 μέρος τύρφη: 0,5 περλίτη σύσταση) και το πλήρες λίπασμα (12-12-7) και 

διατηρούνται σε αντίστοιχες συνθήκες. 
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2.2 Δημιουργία διαγονιδιακών φυτών με το πρωτόκολλο μετασχηματισμού φυλλικών 

δίσκων 

  

Η διαδικασία του μετασχηματισμού που περιγράφεται παρακάτω, αποτελεί 

προσαρμογή του πρωτοκόλλου των (Horsch et al., 1985). Υγρή καλλιέργεια LB (20ml) που 

φέρει τα απαραίτητα αντιβιοτικά, στην περίπτωσή μας (καναμυκίνη 100μg/ml, ριφαμπικίνη 

100μg/ml) μολύνεται με σειρά αγροβακτηρίου (C58C1) που φέρει το επιθυμητό πλασμίδιο 

και επωάζεται για 36-48 hrs, στους 28oC υπό συνεχή ανάδευση. Όταν η καλλιέργεια έχει OD 

0.6-1, φυγοκεντρείται και τα αγροβακτήρια επαναδιαλύονται σε ίσο όγκο διαλύματος MS 

(Murashige & Skoog) (Murashige and Skoog, 1962). 

Νεαρά φύλλα από Ν. tabacum (Ν34/4 )ή Nicotiana benthamiana αποκόπτονται από το 

μίσχο και αποστειρώνονται σε διάλυμα 10% ενεργού χλωρίου και 0.1% Tween για 10 min. 

Ακολουθούν 3 πλυσίματα με αποστειρωμένο νερό. Στη συνέχεια, μέσα σε ειδικό πιάτο 

ιστοκαλλιέργειας που περιέχει μικρή ποσότητα MS, αποκόπτονται από τις μεσονεύριες 

περιοχές των φύλλων με τη χρήση φελοτρυπητή, δίσκοι διαμέτρου ~5mm και διατηρούνται 

σε ξεχωριστό τρυβλίο Petri, σε διάλυμα MS. Για κάθε μετασχηματισμό χρησιμοποιούνται 8-

10 φύλλα από τα οποία προκύπτουν 50-100 φυλλικοί δίσκοι. Οι δίσκοι μεταφέρονται στο 

διάλυμα επαναιώρησης των αγροβακτηρίων και επωάζονται για 20 min σε θερμοκρασία 

δωματίου με τακτική ήπια ανάδευση. Ακολουθεί πλύσιμο των δίσκων σε διάλυμα MS ώστε 

να απομακρυνθεί η περίσσεια των αγροβακτηρίων. Στη συνέχεια, οι δίσκοι μεταφέρονται σε 

στερεό υπόστρωμα MS με την πάνω πλευρά των δίσκων να έρχεται σε επαφή με το 

υπόστρωμα και διατηρούνται σε σκοτεινό μέρος. Όλες οι διαδικασίες πραγματοποιούνται σε 

θάλαμο νηματικής ροής ώστε να επιτυγχάνονται στείρες συνθήκες. 

Μετά από 24 ώρες, οι μετασχηματισμένοι φυλλικοί δίσκοι μεταφέρονται σε τρυβλία 

Petri και ξεπλένονται σε διάλυμα MS, παρουσία αντιβιοτικού που ήταν σεφοταξίμη 

(cefotaxime 250 μg/ml). Αφού τα στεγνώσουμε σε αποστειρωμένο χαρτί Whathman, 

μεταφέρονται σε τρυβλία Petri με στερεό υπόστρωμα MS που περιέχει ορμόνες, 1.6 βενζυλ-

αμινοπουρίνη (BAP) 0.8 mg/ml και ναφτιλ-οξικό οξύ (ΝΑΑ)  0,1 mg/ml, το αντιβιοτικό 

καναμυκίνη (100μg/ml, Duchefa) και το αντιβιοτικό σεφοταξίμη (250 μg/ml). Οι ορμόνες στις 

συγκεκριμένες συγκεντρώσεις έχουν ελεγχθεί και ευνοούν την καλλογένεση και την 

επιμήκυνση του βλαστού. Παράλληλα, φυλλικοί δίσκοι οι οποίοι δεν επωάστηκαν με το 

διάλυμα αγροβακτηρίων μεταφέρονται σε τρυβλία με στερεό MS χωρίς αντιβιοτικό που θα 

αποτελέσουν τα φυτά μάρτυρες αλλά και σε τρυβλία που περιέχουν το αντιβιοτικό επιλογής, 

προκειμένου να ελεγχθεί η αποτελεσματικότητα του αντιβιοτικού. 
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Τις επόμενες ημέρες, πραγματοποιείται τακτική αλλαγή του στέρεου θρεπτικού μέσου 

(~3 – 4 μέρες), ενώ μετά το πέρας 2-3 εβδομάδων παρατηρούνται αδιαφοροποίητοι κάλλοι, 

οι οποίοι αποκόπτονται και μεταφέρονται σε δοχεία ιστοκαλλιέργειας μεγαλύτερης 

χωρητικότητας. Από τους κάλλους θα προκύψουν αρχικά βλαστοί και στη συνέχεια φυτάρια 

τα οποία αποκόπτονται και τοποθετούνται σε δοχείο με υπόστρωμα με αντιβιοτικά, χωρίς 

ορμόνες όπου ευνοείται η ριζογένεση. Τέλος, αφού εμφανιστούν ρίζες, τα φυτά 

μεταφυτεύονται αρχικά σε γλαστράκια με χώμα και στη συνέχεια σε μίγμα χώματος με 

αναλογία (2 μέρη κομπόστα: 1 μέρος τύρφη: 0,5 περλίτη σύσταση), πλήρες λίπασμα (12-12-

7) και διατηρούνται στο θερμοκήπιο σε ελεγχόμενες συνθήκες. 

 

2.3 Τεχνικές Μοριακής Βιολογίας 

2.3.1 Ηλεκτροφόρηση Σε Πήκτωμα Αγαρόζης 

 

Για την ανάλυση κλασμάτων νουκλεϊκών οξέων διαφορετικού μεγέθους και 

διαφορετικών διαμορφώσεων χρησιμοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Η 

επιθυμητή, ανάλογα με την το μέγεθος των μορίων που πρόκειται να διαχωριστούν, 

ποσότητα αγαρόζης (0,7 – 2%w/v) διαλύεται στον κατάλληλο όγκο 0.5XTBE (0,11Μ Tris, 

90mM, 2.5mM EDTA, pH 8.0) σε φούρνο μικροκυμάτων. Προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο 

(0,01%w/v) και αφήνεται να στερεοποιηθεί η πηκτή σε κατάλληλο δοχείο. Αφού προστεθεί 

στα δείγματα η κατάλληλη ποσότητα χρωστικής (Orange G 6X (12gr sucrose, 6% orange G), 

ή 5Χ bromophenol blue, xylene), φορτώνονται στην πηκτή και πραγματοποιείται 

ηλεκτροφόρηση σε διάλυμα 0.5X TBE, παρουσία συνεχούς τάσης 50-120V που ποικίλλει 

ανάλογα με την επιθυμητή ταχύτητα διαχωρισμού, το μέγεθος της πηκτής (5V/εκατοστό της 

απόστασης των ηλεκτροδίων) και την περιεκτικότητά της σε αγαρόζη. Για την εκτίμηση του 

μεγέθους των ζωνών του DNA, ηλεκτροφορούμε δίπλα στα δείγματά μας δείκτες μεγέθους 

(ladders) οι οποίοι έχουν καθορισμένα και γνωστά μοριακά βάρη. 

 

2.3.2 Απομόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης 

 

Για την απομόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε το κιτ ‘’Nucleo spin 

Gel & PCR Clean - up (Macherey – Nagel) και ακολουθήθηκε η προτεινόμενη διαδικασία από 

τον κατασκευαστή. 
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2.3.3 Αντιδράσεις με ένζυμα περιορισμού 

 

Για τις αντιδράσεις κοπής με περιοριστικά ένζυμα, η κατάλληλη ποσότητα DNA (5-

10μg) πέπτεται με τα κατάλληλα ένζυμα σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών, που 

ήταν Minotech ή NEB (New England Biolabs). 

 

2.3.4 Μέθοδοι κλωνοποίησης 

 

Για την κλωνοποίηση τμημάτων DNA σε πλασμιδιακούς φορείς, χρησιμοποιήθηκαν τα 

πρωτόκολλα που παρουσιάζονται στο Molecular cloning (Sambrook et al 1989). Για την 

κλασσική αντίδραση λιγοποίησης χρησιμοποιήθηκε η Τ4 λιγάση σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή (Promega, Minotech). 

Για την κλωνοποίηση τμημάτων DNA σε πλασμιδιακό φορέα για τη δημιουργία δομής 

φουρκέτας, χρησιμοποιήθηκε kit Gateway (Invitrogen), σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Ο φορέας ‘’δότης’’ που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο pENTRY3C και ως φορέας 

τελικός φορέας ‘’προορισμού΄΄, ο pK7GWIWGII. 

Οι χάρτες των πλασμιδιακών κατασκευών που δημιουργήθηκαν στα πλαίσια της 

παρούσας μελέτης, παρουσιάζονται στο Παράρτημα IV. 

 

2.3.5 Καθαρισμός νουκλεϊκών οξέων με φαινόλη:χλωροφόρμιο 

 

 Ίσος όγκος νουκλεϊκων οξέων αναμιγνύεται με ίσο όγκο μείγματος ουδέτερης 

φαινόλης/ χλωροφορμίου (1:1) και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 5min. Το 

υπερκέιμενο συλλέγεται σε νέο φιαλίδιο eppendorf  και αναμιγνύεται με ίσο όγκο μείγματος 

χλωροφορμίου/ισοαμυλικής αλκοόλης (25:1) και φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm για 5min. 

Το υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο φιαλίδιο και κατακρήμνιση των νουκλεϊκών οξέων με 

προσθήκη 1/10 του όγκου οξικού νάτριο 3 Μ pH=5.2 και 0.8 όγκους ισοπροπανόλης. 

Πραγματοποιείται επώαση 20 λεπτών στους -20 ο C και φυγοκέντρηση στις 12.00 rpm για 30 

min. Ακολουθεί ξέπλυμα των αλάτων με αιθανόλη 70% v/v και φυγοκέντρηση στις 12.000rpm  

για 5min. Αφαιρείται το υπερκείμενο και αφήνεται η πελλέτα να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται στην κατάλληλη ποσότητα ddH2O. 
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2.3.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

Η PCR χρησιμοποιείται για τον πολλαπλασιασμό τμημάτων DNA και οι συνθήκες της 

αντίδρασης καθορίζονται από τα χαρακτηριστικά του ενζύμου που χρησιμοποιείται και τις 

οδηγίες των κατασκευαστών. Στην περίπτωσή μας ήταν η Taq (Minotech), για την ενίσχυση 

τμημάτων που προορίζονταν για διαγνωστικούς λόγους και συνεπώς επιδέχονταν σφάλμα 

κατά τον πολυμερισμό. Σε περιπτώσεις που απαιτούνταν υψηλή πιστότητα σύνθεσης, 

χρησιμοποιούντα η KAPA HiFi πολυμέραση (KAPA). Για το σχεδιασμό των εκκινητών 

χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Oligo 6 και Oligo Analyzer. Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται στο Παράρτημα V. 

 

2.3.7 Αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής (Reverse Transcription, RT) 

 

Με την αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής μετατρέπεται η επιθυμητή ποσότητα 

RNA (1-5μg) σε συμπληρωματικό DNA (complementary DNA, cDNA). Χρησιμοποιήθηκε το 

ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση, PrimeScript TM (Takara Clonetech) είτε RT (Minotech) 

σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών. Ως εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν είτε oligod(T) 

(Invitrogen ή Μικροχημεία, ΙΜΒΒ), είτε συγκεκριμένοι για κάθε γονίδιο εκκινητές 

(Παράρτημα V). 

 

2.3.8 Ποσοτική PCR / PCR πραγματικού χρόνου  (quantitative PCR/ Real time PCR) 

2.3.8.1 Ποσοτική PCR για την ανίχνευση RNA μεταγράφων 

  

Η ποσοτική ή PCR πραγατικού χρόνου είναι μία ποσοτική μέθοδος (Pfaffl et al., 2004) 

που δίνει τη δυνατότητα ακριβούς προσδιορισμού των RNA μεταγράφων σε πραγματικό 

χρόνο αλλά ακόμα και του προσδιορισμού του αριθμού των αντιγράφων των διαγονιδίων. 

Ποσότητα RNA αναμιγνύεται με DNase ένζυμο (ROCHE) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Ακολουθεί καθαρισμός του RNA με τη χρήση φαινόλης (βλέπε υποενότητα 

2.3.5). Τελικά, 3μg ολικού και καθαρού πλέον RNA μετατράπηκε σε cDNA με την χρήση 

oligod(T) εκκινητή (υποενότητα 2.3.7) και dNTPS (Invitrogen). Ακολουθεί διαγνωστική PCR για 

την ενίσχυση του γονιδίου – στόχου, για να επιβεβαιωθεί ότι δεν υπάρχουν υπολείμματα 

γενωμικού DNA (genomic DNA, gDNA), το οποίο θα επηρεάσει το αποτέλεσμα της qPCR. Στη 

συνέχεια, αραιώνεται το cDNA 1:5 και χρησιμοποιείται η κατάλληλη ποσότητα (εξαρτάται 

από την έκφραση του υπό ανάλυση γονιδίου) και λαμβάνει χώρα η αντίδραση με τη χρήση 
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του KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KapaBiosystems) στο μηχάνημα CFX ConnectTM Real-Time 

PCR (Bio-Rad). Η θερμοκρασία υβριδισμού και της ενίσχυσης ήταν 60oC ή 62oC για 20 sec, 

ανάλογα τους εκκινητές (Παράρτημα V). Για κάθε κατάσταση που αναλύθηκε 

χρησιμοποιήθηκαν 3-4 βιολογικές (3 διαφορετικά δείγματα από τις ίδιες συνθήκες) και 3 

τεχνικές (ίδιο δείγμα, 3 επαναλήψεις αντίδρασης) επαναλήψεις. Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε τουλάχιστον ένα δείγμα από κάθε κατάσταση στο οποίο είχε γίνει η RT 

χωρίς την προσθήκη του ενζύμου. Για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων 

πραγματοποιήθηκε καμπύλη αναφοράς για κάθε γονίδιο, χρησιμοποιώντας ως μήτρα 

πλασμιδιακό DNA που έφερε το εν λόγω γονίδιο και η αποτελεσματικότητα ήταν μεταξύ 90-

110 %. Τα γονίδια L23 (60S ribosomal protein), PP2A (Protein phosphatase 2A) and UBI3 

(Ubiquitin 3) χρησιμοποιήθηκαν ως γονίδια αναφοράς αφού ελέγχθηκαν με το πρόγραμμα 

BestKeeper (Andersen et al., 2004) έτσι ώστε να έχουν p<0.05. Τα αποτελέσματα 

κανονικοποιήθηκαν με τα αντίστοιχα αποτελέσματα των αγρίου τύπου φυτών, των οποίων η 

τιμή ορίστηκε ως 1. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη 

μέθοδο του Pfaffl (Pfaffl et al., 2004). 

 

2.3.8.2 Ποσοτική PCR για την ανίχνευση miRNAs 

 

Για την ανάλυση των miRNAs, 0.5-1μg ολικού RNA, το οποίo έχει υποστεί αντίδραση 

με DNase ένζυμο και καθαρισμό με φαινόλη/χλωροφόρμιο, μετατρέπεται σε cDNA. Το μίγμα 

με το RNA και τους ειδικούς για κάθε miRNA εκκινητές (Παράρτημα V) αποδιατάσσεται στους 

80oC για 5 min και ακολουθεί προσθήκη των υπόλοιπων συστατικών της αντίδρασης και τότε 

επωάζεται για 30 min στους 16oC, για 60 min στους 55oC και 15min στους 72oC. Για την qPCR 

χρησιμοποιήθηκε το cDNA σε αραίωση 1:20 και ακολούθησε η αντίδραση με το ένζυμο KAPA 

SYBR® FAST qPCR Kit (KapaBiosystems) στο μηχάνημα CFX ConnectTM Real-Time PCR (Bio-

Rad), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, όπως παραπάνω. Χρησιμοποιήθηκαν 3-4 

βιολογικές και 3 τεχνικές επαναλήψεις για την κάθε κατάσταση και διπλές επαναλήψεις για 

τους αρνητικούς μάρτυρες που ήταν δείγμα χωρίς RNA, και δείγμα χωρίς RT. Ως γονίδια 

αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα πυρηνικά μικρά RNA, U1,U4 και U6 όπως προέκυψε από 

ανάλυσή τους με το πρόγραμμα BestKeeper (Andersen et al., 2004). Η ανάλυση των 

αποτελεσμάτων έγινε με τη μέθοδο του Pfaffl (Pfaffl et al., 2004). 
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2. 4 Απομόνωση RNA 

 

Η μέθοδος απομόνωσης που χρησιμοποιήθηκε ήταν με τη χρήση Trizol (phenol 38%, 

guanidine thiocyanate 0,8 M, ammonium thiocyanate 0,4 M, sodium acetate 0.1 M 

pH=5.0, glycerol 5%) και αποτελεί προσαρμογή του πρωτοκόλλου των (Chomczynski and 

Sacchi, 2006). Φυτικός ιστός ομογεννοποιείται παρουσία υγρού αζώτου. Σε κατάλληλο 

σωληνάριο (eppendorf) μεταφέρεται ποσότητα ιστού, και προστίθεται Trizol, σε αναλογία 

1:10 (ιστός:Trizol). Πραγματοποιείται έντονη ανάμιξη με vortex και επώαση του μίγματος σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5min. Ακολουθεί, φυγοκέντρηση για 15min, στις 12600rpm και 

συλλογή του υπερκειμένου σε νέο eppendorf. Προστίθενται 0,2 όγκοι χλωροφόρμιου και 

αφού τα δείγματα αναμειχθούν έντονα με vortex, επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 

10min. Έπειτα από 15min φυγοκέντρηση στις 13000rpm, μεταφέρεται το υπερκείμενο σε νέο 

σωληνάριο και πραγματοποιείται η κατακρήμνιση του RNA με την προσθήκη 0,25 όγκων 

ισοπροπανόλης και 0,25 όγκων αλάτων (0.8Μ sodium citrate, 1.2 NaCl), επώαση των 

δειγμάτων σε θερμοκρασία δωματίου για 5min και φυγοκέντρηση για 30min στις 12600rpm. 

Ακολουθεί καθαρισμός του ιζήματος με την προσθήκη 0,5 όγκων παγωμένης αιθανόλης, 

70%v/v και φυγοκέντρηση για 5min στις 10000rpm. Tέλος, αφού απομακρυνθεί το 

υπερκείμενο, αφήνεται το ίζημα να στεγνώσει από την αιθανόλη (60o C για 2-3min), και 

επαναδιαλύεται σε αποστειρωμένο νερό (50ul για 100mg ιστού) και υπολογίζεται η 

συγκέντρωση του RNA έπειτα από μέτρηση στο φασματοφωτόμετρο (ND-1000,nanodrop). 

Για την ποιοτική ανάλυσή του, ηλεκτροφορείται μικρή ποσότητα σε πηκτή αγαρόζης. 

Αντίστοιχο πρωτόκολλο ακολουθείται και στην περίπτωση που θέλουμε να 

ενισχύσουμε την παρουσία των μικρού μεγέθους RNA, με την προσαρμογή του σταδίου της 

κατακρήμνισης. Στην περίπτωση αυτή, το RNA κατακρημνίζεται με την προσθήκη 0,5 όγκων 

ισοπροπανόλης και επώαση των δειγμάτων στους -80ο C για τουλάχιστον 45min. Η 

φυγοκέντρηση και το πλύσιμο του ιζήματος πραγματοποιούνται όπως παραπάνω. 

 

2.5 Ανάλυση τύπου northern  

 

Για την ανάλυση κατά northern τα δείγματα RNA ηλεκτροφορούνται κάτω από 

αποδιατακτικές συνθήκες, μεταφέρονται σε νάιλον μεμβράνη, υβριδοποιούνται με 

επισημασμένο ανιχνευτή (ραδιενεργό ή μη) και το αποτέλεσμα αποτυπώνεται σε φιλμ ή με 

τη χρήση κατάλληλου μηχανήματος. 
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Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων RNA πραγματοποιείται κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες προκειμένου να διαχωριστούν βάσει μεγέθους κ όχι βάσει δομής, καθώς το RNA 

έχει την ιδιότητα να σχηματίζει δευτεροταγείς δομές. Αν το μέγεθος των RNA που πρόκειται 

να ανιχνευτούν είναι μεγαλύτερο των 100 νουκλεοτιδίων, χρησιμοποίειται αποδιατακτικό 

πήκτωμα αγαρόζης. Ενώ, αν είναι μεταξύ 20-500 νουκλοετιδίων χρησιμοποιείται 

αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. 

 

2.5.1 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

 

Κατά την ανάλυση κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες σε πηκτή αγαρόζης, 

προστίθεται αρχικά αποδιατακτικό διάλυμα χρωστικής (Πίνακας 2.1) σε τελική συγκέντρωση 

1Χ, στην κατάλληλη για την κάθε περίσταση ποσότητα ολικού RNA. Τα δείγματα επωάζονται  

για 5min στους 100ο C και αφού μείνουν για 2-3min στον πάγο, ηλεκτροφορούνται σε πηκτή 

αγαρόζης. Η πηκτή έχει συγκέντρωση ανάλογη του μεγέθους των μορίων που πρόκειται να 

ανιχνευτούν και περιέχει 1x MOPS (MOPS 0.2 M, pH 7.0, 20 mM Sodium Acetate, 10 mM 

EDTA, pH 8.0), 1,8% φορμαλδεΰδη και 7 μg βρωμιούχο αιθίδιο (ανά 100 ml πηκτώματος). Η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα ~110V, μέσα σε αποδιατακτικό διάλυμα 1x MOPS και 

1,8% φορμαλδεΰδης (κάτω από απορροφητική εστία). 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης η πηκτή ξεπλένεται δύο φορές με αποστειρωμένο 

νερό, συνολικής διάρκειας 20 min και φωτογραφίζεται σε UV. Ακολουθεί εξισορρόπηση της 

πηκτής με διάλυμα 10x SSC για 10-15 min, υπό συνεχή ανάδευση. Ακολουθεί τοποθέτηση της 

πηκτής σε συσκευή η οποία δημιουργεί γέφυρα (capillary transfer) από χαρτί Whatman και 

είναι κατάλληλη για τριχοειδή μεταφορά των μορίων RNA σε νάιλον μεμβράνη (Nytran-N, 

0.2-0.45μM), όπου και προσκολλάται. Η πηκτή τοποθετείται ανάποδα (up side down) στη 

γέφυρα μεταφοράς και από πάνω της διαδοχικά μια μεμβράνη υβριδοποίησης και 3 

απορροφητικά χαρτιά Whatman, με προσοχή ώστε να αποφευχθεί η δημιουργία κενών, 

διαβρεγμένα με 2x SSC. Τέλος προστίθενται χαρτοπετσέτες και κάποιο επιπρόσθετο βάρος 

(500gr) για τη δημιουργία ευνοϊκών συνθηκών για τριχοειδή μεταφορά του RNA από την 

πηκτή στη μεμβράνη. Η διαδικασία μεταφοράς πραγματοποιείται για 16-20 hrs και 

πραγματοποιείται μέσα σε  διάλυμα 10x SSC. 

Μετά τη μεταφορά των μορίων RNA, η μεμβράνη απομακρύνεται από την πηκτή, 

πλένεται με 2x SSC για απομάκρυνση της περίσσειας αλάτων και τοποθετείται σε 

απορροφητικό χαρτί μέχρι να στεγνώσει. Για την μονιμοποίηση του μεταφερόμενου RNA 

πάνω στην μεμβράνη (RNA cross-linking), τοποθετείται σε συσκευή με UV ακτινοβολία 
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(Stratalinker, Stratagene, USA) συνολικής ενέργειας 1200 μJ cm-2. Τέλος το πήκτωμα βάφεται 

με βρωμιούχο αιθίδιο και φωτογραφίζεται κάτω από ακτινοβολία ενώ η μεμβράνη βάφεται 

με τη χρωστική methylene blue, προκειμένου να εκτιμηθεί η απόδοση της μεταφοράς. 

Η μεμβράνη διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να χρησιμοποιηθεί για τη 

σήμανση με επισημασμένο ανιχνευτή. 

Πίνακας 2.1. Σύσταση αντιδραστηρίων για ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 

2.5.2 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

 

Κατά την ανάλυση κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες σε πηκτή πολυακρυλαμίδης, 

προστίθεται αρχικά το αντίστοιχο αποδιατακτικό διάλυμα χρωστικής (Πίνακας 2.2) σε τελική 

συγκέντρωση 1Χ, στην κατάλληλη για την κάθε περίσταση ποσότητα ολικού RNA. Τα 

δείγματα επωάζονται για 5min στους 100ο C, τοποθετούνται άμεσα στον πάγο και αφού 

παραμείνουν για 2-3min, ηλεκτροφορούνται σε πηκτή πολυακρυλαμίδης (Πίνακας 2.2), σε 

συγκέντρωση ανάλογη του μεγέθους των RNA που πρόκειται να ανιχνευτούν (συνήθως 15% 

για sRNAs). Η πηκτή ακρυλαμίδης μπορεί να χρησιμοποιηθεί άμεσα, ή να διατηρηθεί σε 

θερμοκρασία δωματίου, εμποτισμένη με διάλυμα 1ΧΤΒΕ, και καλυμμένη με μεμβράνη. Πριν 

την χρήση της η πηκτή, προθερμαίνεται με ηλεκτροφόρηση για τουλάχιστον 30min, και 

ακριβώς πριν την ηλεκροφόρηση των δειγμάτων, αφαιρείται η περίσσεια ουρίας από τα 

πηγάδια με τη χρήση σύριγγας. 

Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται σε συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης, μέσα σε 

διάλυμα 1ΧΤΒΕ, αρχικά στα 20mA και στη συνέχεια στα 45 mA μέχρι το τέλος. Για την 

ανίχνευση RNA 21-24νουκλεοτιδίων, η ηλεκτροφόρηση σταματάει 15min μετά την 

απομάκρυνση της χρωστικής bromophenol blue από την πηκτή. 

Αντιδραστήριο Σύσταση 
5Χ χρωστική Για 5ml:  

40ul 0.5M EDTA pH 8.0, 360ul 37% φορμαλδεΰδη, 1ml 
100% γλυκερόλη, 1542ul formamide, 2ml MOPS buffer 1M, 
0.25% w/v bromophenol blue, σε dH2O 

10XMOPS MOPS 0.2 M, pH 7.0, 20 mM Sodium Acetate, 10 mM EDTA, 
pH 8.0. Ρύθμιση pH με NAOH 

Διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης 

1ΧMOPS, 0.7% φορμαλδεύδη 

20XSSC 3M NaCl, 0.3M κιτρικό οξύ, pH 7.0 
Methelene blue  0.03% methylene blue, 0.3M CH3COONa pH 5.0 
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Στη συνέχεια, απομακρύνεται η πηκτή και επωάζεται σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 

για 10min. Αφού ξεπλυθεί η πηκτή με απιονισμένο νερό, φωτογραφίζεται σε UV. Ακολουθεί 

επώαση της πηκτής για 10min σε κρύο διάλυμα 1ΧΤΒΕ, υπό συνεχή ανάδευση. Τέλος, 

πραγματοποιείται η μεταφορά του RNA στη συσκευή Semi dry midi unit (Thermo Scientific). 

Πάνω στη συσκευή τοποθετούνται διαδοχικά 5 χαρτιά Whathman, η πηκτή με την ανάποδη 

πλευρά της, η νάιλον μεμβράνη (Nytran –N 0.2μΜ) και επιπλέον 5 χαρτιά Whathman, 

κόμμένα όλα στις διαστάσεις της πηκτής και εμποτισμένα με 1ΧΤΒΕ. Η μεταφορά του RNA 

πραγματοποιείται με την εφαρμογή 20mA/cm2 για 30-35min. 

Για την μονιμοποίηση του μεταφερόμενου RNA πάνω στην μεμβράνη (RNA cross-

linking), τοποθετείται σε συσκευή με UV ακτινοβολία (Stratalinker, Stratagene, USA) 

συνολικής ενέργειας 1200 μJ cm-2. Τέλος το πήκτωμα βάφεται με βρωμιούχο αιθίδιο και 

φωτογραφίζεται κάτω από ακτινοβολία ενώ η μεμβράνη βάφεται με τη χρωστική methylene 

blue, προκειμένου να εκτιμηθεί η απόδοση της μεταφοράς. 

Η μεμβράνη διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να χρησιμοποιηθεί για τη 

σήμανση με επισημασμένο ανιχνευτή. 

 

Αντιδραστήριο Σύσταση 

Πηκτή Κατάλληλη ποσότητα ακρυλαμίδης 38:2  (acrylamide: bis-
acrylamide), 7M ουρία, 0.357% APS (Ammonium persulfate), 
0.043% TEMED   

2X χρωστική 80% απιονισμένη φορμαμίδη, 10mM EDTA pH 8.0, 1mg/ml 
bromophenol blue, 1mg/ml xylene cyanol 

5X TBE 1.1M Tris, 900mM βορικό οξύ, 25mM EDTA, pH 8.0  

Πίνακας 2.2. Σύσταση αντιδραστηρίων για ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αακρυλαμίδης 

 

2.5.3 Υβριδισμός 

2.5.3.1α Υβριδισμός για μεγάλου μοριακού βάρους RNA με ραδιενέργεια 

 

Η διαδικασία του υβριδισμού για τον εντοπισμό μορίων μεγάλου μοριακού βάρους 

ήταν αντίστοιχη στην περίπτωση χρησιμοποίησης ραδιενεργού ή μη ανιχνευτή. Η μεμβράνη 

τοποθετείται σε κύλινδρο υβριδισμού και αφού διαβραχεί με 2XSSC επωάζεται για 

τουλάχιστον 1hr σε διάλυμα προ-υβριδισμού (Πίνακας 2.3) (~10ml, ανάλογα με το μέγεθος 

του κυλίνδρου), σε θερμοκρασία ανάλογα με το είδος του ανιχνευτή (55-65ο C), υπό συνεχή 

και ήπια ανάδευση. Ακολούθως, προστίθεται ο ανιχνευτής και επωάζεται για τουλάχιστον 

16hrs στην ίδια θερμοκρασία και πραγματοποιείται στη φάση αυτή ο υβριδισμός. Μετά τις 
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16hrs ακολουθούν 2 πλυσίματα με την προσθήκη ίσου όγκου Διαλύματος I, II (2ΧSSC, 

0.2%SDS) διάρκειας 30 και 20min, αντίστοιχα, και ένα πλύσιμο με την προσθήκη ίσου όγκου 

Διαλύματος III (1ΧSSC, 0.1%SDS) διάρκειας 10min. Τέλος, η μεμβράνη διαβρέχεται με 

διάλυμα 2XSSC και αφού απορροφηθεί η περρίσσεια του υγρού με χαρτί (χωρίς να χάσει 

τελείως την υγρασία της), σφραγίζεται σε νάιλον σακούλα και τοποθετείται σε κασέτα με 

φιλμ ακτίνων-Χ (Fujifilm). Το ραδιενεργό σήμα της μεμβράνης εκτιμάται από τον αριθμό των 

κρούσεων της μεμβράνης και υπολογίζεται με τη χρήση Geiger counter. Ανάλογα, εκτιμάται 

εμπειρικά ο χρόνος έκθεσης της μεμβράνης στο φιλμ, στους -80o C. Τέλος, εμφανίζεται το 

φιλμ σε σκοτεινό θάλαμο με τη χρήση εμφανιστικού Curix60 (Fujifilm). 

 

 Διαλύματα Μεγάλου μοριακού 
μεγέθους RNA 

Μικρού μοριακού 
μεγέθους RNA 

10x SSC (3M NaCl, 0.3M Na 
– citrate 

5X SSC, 1%SDS, 
1XDenhardt’s, 2.5mg/t-
RNA 

5xSSC,7%SDS, 
1XDenhardt’s, 20mM 
NaPi 

Διάλυμα ξεπλύματος I, II 2XSSC, 0.2XSDS 
Διάλυμα ξεπλύματος III 0.2XSSX, 0.2XSDS 
SDS 20% 
10x Denhardt’s  1% BSA, 1% Ficoll, 1% PVP-40 (50o C) 
t-RNA 10mg/ml 
  
  

*Στην περίπτωση του μη – ραδιενεργού υβριδισμού, χρησιμοποιείται το ίδιο διάλυμα και 
προστίθεται επιπλέον 50% διαλύματος φορμαμίδης. 

 
Πίνακας 2.3. Σύσταση διαλυμάτων για υβριδισμό μικρού και μεγάλου μοριακού βάρους RNA. 

 

2.5.3.1β Υβριδισμός για μεγάλου μοριακού βάρους RNA με DIG 

 

Τα βασικά βήματα του υβριδισμού με μη – ραδιενεργό ανιχνευτή είναι αντίστοιχα με 

αυτά στην περίπτωση του ραδιενεργού. Η μεμβράνη τοποθετείται σε κύλινδρο υβριδισμού 

και αφού διαβραχεί με 2XSSC επωάζεται για τουλάχιστον 1hr σε διάλυμα προ-υβριδισμού 

(Πίνακας 2.3*) (~10ml, ανάλογα με το μέγεθος του κυλίνδρου), σε θερμοκρασία ανάλογα με 

το είδος του ανιχνευτή (55-65ο C), υπό συνεχή και ήπια ανάδευση. Ακολούθως, προστίθεται 

ο ανιχνευτής και επωάζεται για τουλάχιστον 16hrs στην ίδια θερμοκρασία και 

πραγματοποιείται στη φάση αυτή ο υβριδισμός. Μετά τις 16hrs ακολουθούν 2 πλυσίματα με 

την προσθήκη ίσου όγκου Διαλύματος I, II (2ΧSSC, 0.2%SDS) διάρκειας 30 και 20min, 

αντίστοιχα, και ένα πλύσιμο με την προσθήκη ίσου όγκου Διαλύματος III (1ΧSSC, 0.1%SDS) 

διάρκειας 10min. Να σημειωθεί ότι ο ανιχνευτής που χρησιμοποιήθηκε μπορεί να 
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αποθηκευτεί στους -20ο C και να ξαναχρησιμοποιηθεί για 2-3 φορές. Στη συνέχεια, σε 

θερμοκρασία δωματίου πραγματοποιείται η διαδικασία επώασης με το anti-Dig αντίσωμα. 

Αρχικά πραγματοποιείται εξισορρόπηση της μεμβράνης με Διάλυμα πλυσίματος για 10min. 

Στη συνέχεια προστίθεται το διάλυμα προ-επώασης για τουλάχιστoν 30min. Ακολουθεί η 

επώαση με το αντίσωμα για τουλάχιστον 1hr και δύο διαδοχικά πλυσίματα με το Διάλυμα 

πλυσίματος, διάρκειας 10min. Ακολούθως η μεμβράνη επωάζεται με το Διάλυμα ανίχνευσης 

για 5min. Για την εμφάνιση του σήματος χρησιμοποιείται CDP – star, σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. Αυτό είναι ένα υπόστρωμα αλκαλικής φωσφατάσης που παράγει 

χημειοφωταύγεια. Η μεμβράνη τοποθετείται σε κασέτα με φιλμ ακτίνων-Χ (Fujifilm). 

Ανάλογα, εκτιμάται εμπειρικά ο χρόνος έκθεσης της μεμβράνης στο φιλμ, στους -80o C. Τέλος, 

η μεμβράνη τοποθετείται σε ειδική κασέτα με φιλμ ακτίνων – X (Fujifilm) που είναι ευαίσθητο 

στη χημειοφωταύγεια και ακολούθεί η εμφάνισή του σε σκοτεινό θάλαμο με το εμφανιστικό 

Curix 60 (Fujifilm). 

 

Διάλυμα Σύσταση 

Διάλυμα ξεπλύματος 1 2XSSC, 0.2XSDS 

Διάλυμα ξεπλύματος 2 0.2XSSX, 0.2XSDS 

0.1 X Maleic acid 0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl, ρύθμιση pH 7.5 με NaOH 
(πελλέτες) 

Διάλυμα πλυσίματος 
(Washing buffer) 

25mM Tris, 150mM Glyciine, 20%(w/v) Μεθανόλη 

Διάλυμα επώασης 5% σκόνη γάλακτος (Regilait) σε 1ΧMaleic acid 

Διάλυμα αντισώματος 1% σκόνη γάλακτος (Regilait) σε 1ΧMaleic acid και κατάλληλη 
αραίωση αντισώματος (1:20000 για το anti-DIg  (ROCHE)). 

Διάλυμα αποτύπωσης 
(Detection buffer) 

0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5 (20° C) 

Πίνακας 2.4. Σύσταση διαλυμάτων για το μη-ραδιενεργό υβριδισμό μορίων RNA μεγάλου 
μοριακού βάρους. 
 

 

 

 

 

 

2.5.3.2 Υβριδισμός για μικρού βάρους RNA με ραδιενέργεια 
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Η διαδικασία του υβριδισμού για τον εντοπισμό μορίων μικρού μοριακού βάρους ήταν 

αντίστοιχη με αυτήν για τον εντοπισμό μορίων μεγάλου μοριακού βάρους με κάποιες 

παραλλαγές. Η μεμβράνη επωάζεται για τουλάχιστον 1hr με το διάλυμα προϋβριδισμού 

(Πίνακας 2.3), σε θερμοκρασία ανάλογη του ανιχνευτή, η οποία κυμαίνεται μεταξύ 42-55ο, 

υπό συνεχή και ήπια ανάδευσηC. Ακολούθως, προστίθεται ο ανιχνευτής και 

πραγματοποιείται ο υβριδισμός για ~16hrs. Ακολουθούν δύο πλυσίματα με την προσθήκη 

ίσου όγκου Διαλύματος I, II (2ΧSSC, 0.2%SDS) διάρκειας 30 και 20min. Στο σημείο αυτό, 

ελέγχεται με τη χρήση Geiger counter ο αριθμός των κρούσεων και πραγματοποιείται, 

προαιρετικά, το πλύσιμο με το Διάλυμα III (1ΧSSC, 0.1%SDS), διάρκειας 10min. Η μεμβράνη 

διαβρέχεται με διάλυμα 2XSSC και αφού απορροφηθεί η περίσσεια του υγρού με χαρτί 

(χωρίς να χάσει τελείως την υγρασία της), σφραγίζεται σε νάιλον σακούλα και τοποθετείται 

σε κασέτα με φιλμ ακτίνων-Χ (Fujifilm). Ανάλογα με το ραδιενεργό σήμα της μεμβράνης 

εκτιμάται ο χρόνος έκθεσής της στο φιλμ, στους -80o C. Τέλος, εμφανίζεται το φιλμ σε 

σκοτεινό θάλαμο με τη χρήση εμφανιστικού Curix60 (Fujifilm). 

 

2.5.4 Δημιουργία ανιχνευτή σημασμένου με ραδιενέργεια  

 

Ως εκμαγεία για τη  δημιουργία ανιχνευτών χρησιμοποιούνται ολιγονουκλεοτίδια που 

σημαίνονται με αντίδραση κινάσης T4 καθώς και αλληλουχίες DNA που προέρχονται από 

αντίδραση PCR ή κοπή με περιοριστικά ένζυμα.  

 

2.5.4.1 Σήμανση με τυχαίους εκκινητές 

 

100ng αλληλουχίας DNA αναμιγνύονται με την κατάλληλη ποσότητα αποστειρωμένου 

νερού και 3μg τχαίων εκκινητών (3μg/ul, Invitrogen) και αποδιατάσσεται με βρασμό για 

5min. Αμέσως μετά το μίγμα τοποθετείται σε πάγο για 3min και ακολούθως προστίθενται σε 

αυτό 500mM μη επισημασμένων νουκλεοτιδίων (συνήθως, dATP, dTTP, dGTP), 20 μονάδες 

πολυμεράσης Klenow (Minotech), 1Χ διαλύματος Klenow και 5ul ραδιενεργού [α-32P]CTP. Το 

μίγμα, τελικού όγκου 50ul, επωάζεται για 45-60min στους 37ο C όπου πραγματοποιείται η 

σύνθεση του ραδιενεργού ανιχνευτή. Ακολούθως, το μιγμα μεταφέρεται σε πάγο και 

ακολουθεί διαχωρισμός του σημασμένου ανιχνευτή από τα μη ενσωματωμένα ραδιενεργά 

νουκλεοτίδια με τη χρήση κολώνας Microspin, G-sephadex 25, (700ul) (Biorad). Ο καθαρός 
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πλέον ανιχνευτής αποδιατάσεται με βρασμό για 5min και αφού τοποθετηθεί για 5min σε 

πάγο, προστίθεται στον κύλινδρο υβριδισμού που περιέχει την επιθυμητή μεμβράνη. 

 

2.5.4.2 Αντίδραση κινάσης Τ4 

 

Κατά τη διαδικασία αυτή πραγματοποιείται η ενσωμάτωση [γ-32P]ΑTP, στο 5’ άκρο των 

ολιγονουκλεοτιδίων. 10pmol ολιγονουκλεοτιδίων αποδιατάσσονται με 5min βρασμό 

παρουσία του κατάλληλου όγκου αποστειρωμένου νερού. Ακολούθως, προστίθενται 20 

μονάδες ενζύμου κινάσης Τ4 (PNK, NEB), 1X διαλύματος PNK και 5ul ραδιενεργού [γ-32P]ΑTP 

(περίπου 30μCi). Το μίγμα, τελικού όγκου 50ul, επωάζεται για 1hr στους 37ο C. Ακολούθως, 

το μίγμα μεταφέρεται σε πάγο και ακολουθεί διαχωρισμός των σημασμένων 

ολιγονουκλεοτιδίων από τα μη ενσωματωμένα ραδιενεργά νουκλεοτίδια με τη χρήση 

κολώνας Microspin, G-sephadex 25, (700ul) (Biorad). Τα καθαρά πλέον ολγονουκλεοτίδια 

αποδιατάσσονται με βρασμό για 5min και αφού τοποθετηθούν για 5min σε πάγο, 

προστίθενται στον κύλινδρο υβριδισμού που περιέχει την επιθυμητή μεμβράνη. 

 

2.5.5 Δημιουργία ανιχνευτή σημασμένου με διγοξιγενίνη 

 

Στις περιπτώσεις όπου πραγματοποιήθηκε μη ραδιενεργός υβριδισμός, ως ανιχνευτές 

χρησιμοποιήθηκαν μόρια RNA τα οποία παράχθηκαν με in-vitro μεταγραφή, έτσι ώστε να 

φέρουν νουκλεοτίδια σημασμένα με διγοξιγενίνη (Digoxygenin, DIG). Στο Παράρτημα VI 

φαίνονται οι ανιχνευτές που χρησιμοποιήθηκαν για υβριδισμό με DIG. 

 

2.5.5.1 Σήμανση μορίων RNA με in-vitro μεταγραφή 

 

Κατά τη διαδικασία της in-vitro μεταγραφής, από 1μg πλασμιδιακού DNA παράγεται 

RNA, σημασμένο με DIG, χρησιμοποιώντας το ένζυμο RNA πολυμεράση, το οποίο για την 

περίπτωσή μας ήταν είτε η Τ7 (Takara) ή  SP6 (NEB), σύμφωνα με τις οδηγίες των 

κατασκευαστών. Το μίγμα των DIG σημασμένων ριβονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν το DIG-RNA labeling kit, ROCHE. Ακολούθησε επεξεργασία του RNA ανιχνευτή με DNAse 

και καθαρισμός του με τη διαδικασία καθαρισμού των νουκλεϊκών οξέων με φαινόλη (βλέπε 

υποενότητα 2.3.5). 

 

 



ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   83 
 

2.6 Απομόνωση γενωμικού DNA από φυτικό ιστό 

2.6.1 Μέθοδος CTAB 

 

 Ο φυτικός ιστός ομογενοποιείται παρουσία υγρού αζώτου και η επιθυμητή ποσότητα 

μεταφέρεται σε ειδικό δοχείο (falcon). Προστίθεται διάλυμα εκχύλισης cTAB (2% CTAB,100 

mM Tris pH 8.0, 20 Mm EDTA, 1.4 M NaCl, 1% PVP Polyvinylpyrrolidone) σε αναλογία 

1:4 (ιστός:διάλυμα) και επιπλέον προστίθενται 0.2% β-μερκαπτοαιθανόλη και 0.3mg/ml 

πρωτεϊνάση Κ. Το μίγμα επωάζεται για 1hr στους 65ο C υπό συνεχή ανακίνηση. Ακολουθεί 

προσθήκη 10ul RNase A, επώαση του μίγματος για 30min στους 37ο C και φυγοκέτρηση του 

μίγματος για 15min στις 13000rpm για την απομάκρυνση των κυτταρικών θραυσμάτων. Το 

υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο φιαλίδιο και προστίθεται σε αυτό ίσος όγκος διαλύματος 

χλωρόφορμιο: ισοαμυλικής αλκοόλης (24:1). Αφού ανακινηθεί έντονα (χωρίς vortex), 

φυγοκεντρείται για 15min στις 13000rpm, συλλέγεται εκ νέου το υπερκείμενο και 

αναμιγνύεται με 0.8 όγκους ισοπροπανόλης, για να επιτευχθεί η κατακρήμνιση του DNA. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 20min και στη συνέχεια, αφού απομακρυνθεί 

το υπερκείμενο, το ίζημα ξεπλένεται με την προσθήκη 500ul 70% v/v αιθανόλης και 

φυγοκέντρηση για 5min στις 13000rpm. Τέλος, απομακρύνεται η αιθανόλη και το ίζημα 

αφήνεται να στεγνώσει και τότε επαναδιαλύεται με την προσθήκη της κατάλληλης 

ποσότητας αποστειρωμένου νερού (~50ul για 500mg φυτικού ιστού). Όλη η διαδικασία 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου. Η συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται έπειτα 

από μέτρηση στο φασματοσκόπειο (ND-1000,nanodrop) ενώ για την ποιοτική ανάλυση του, 

ηλεκτροφορείται μικρή ποσότητα σε πηκτή αγαρόζης. 

 

2.6.2 Μέθοδος CTAB (γρήγορο πρωτόκολλο) 

 

Το πρωτόκολλο αυτό χρησιμοποιείται σε περιπτώσεις όπου δεν απαιτείται 

απομόνωση μεγάλης ποσότητας και καλής ποιότητας DNA, ωστόσο είναι κατάλληλο για 

διαγνωστικούς λόγους π.χ PCR.  

Μικρή ποσότητα φυτικού ιστού (2-3 φυλλικοί δίσκοι, ~30μg), ομογεννοποιείται μέσα 

σε φιαλίδιο eppendorf, παρουσία 1/3 της ποσότητας του διαλύματος εκχύλισης CTAB με τη 

χρήση εμβόλου. Προστίθεται η υπόλοιπη ποσότητα cTAB έτσι ώστε η τελική αναλογία να 

είναι 1:10 (ιστός:CTAB). Το μίγμα επωάζεται για 15min στους 65ο C και αμέσως μετά 

προστίθεται ίσος όγκος χλωροφόρμιου. Ανακινείται έντονα (χωρίς vortex), και 

φυγοκεντρείται για 15min στις 13000rpm. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο και 
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προστίθεται σε αυτό με 0.8 όγκους ισοπροπανόλης και φυγοκεντρείται στις 13000rpm για 

20min. Απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα ξεπλένεται με την προσθήκη 500ul 70% 

v/v αιθανόλης και φυγοκέντρηση για 5min στις 13000rpm. Τέλος, απομακρύνεται η αιθανόλη 

και το ίζημα αφήνεται να στεγνώσει και τότε επαναδιαλύεται με την προσθήκη της 

κατάλληλης ποσότητας αποστειρωμένου νερού (~50ul). Όλη η διαδικασία πραγματοποιείται 

σε θερμοκρασία δωματίου. Για την αντίδραση PCR χρησιμοποιούνται 2-3ul. 

 

2.7 Απομόνωση πρωτεϊνών 

  

Ποσότητα λυοφιλοποιημένου ιστού αναμιγνύεται σε φιαλίδιο eppendorf με διάλυμα 

εκχύλισης πρωτεϊνών (Πίνακας 2.5) σε αναλογία 1:5 (ιστός: διάλυμα εκχύλισης), και αφού 

ομογενοποιηθεί έντονα με vortex, φυγοκεντρείται για 30min στους 4ο C. Το υπερκείμενο 

συλλέγεται σε νέο φιαλίδιο. Η συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται έπειτα από μέτρηση στο 

φασματοφωτόμετρο (ND-1000,nanodrop). 

Διάλυμα  Τελική συγκέντρωση 

Tris-HCl pH8.0  100mM 

Nacl  200mM 

EDTA pH 8.0  1mM 

MnCl2  3mM 

Γλευκερόλη*  10% 

DTT*  1mM 

PMSF*  10μg/ul 

Μίγμα παρεμποδιστών πρωτεασών * 
(Sigma) 

 1:100 αραίωση 

Πίνακας 2. 5. Σύσταση διαλύματος εκχύλισης πρωτεϊνών από φυτικό ιστό. 
* Προστίθενται πάντα φρέσκα 

 

2.8 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών και Ανάλυση τύπου western 

 

Η κατάλληλη ποσότητα πρωτεϊνών αναμιγνύεται με 6Χ χρωστική (Πίνακας 2.5) και το 

μίγμα βράζει για 5min. Αμέσως μετά μεταφέρεται σε πάγο και φορτώνεται σε πηγάδια 

πηκτής πολυακρυλαμίδης (Πίνακας 2.6) της κατάλληλης συγκέντρωσης (8-10%), στη συσκευή 

κάθετης ηλεκτροφόρησης mini-Protean (Bio-rad) και διαχωρίζεται με εφαρμογή τάσης 100V 

μέχρι η χρωστική να φτάσει στο κάτω μέρος της πηκτής. 
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Για τη μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (ProtranN, Whatman), 

η πηκτή ξεπλένεται με απιονισμένο νερό και εξισορροπείται για 10min σε διάλυμα 

αποτύπωσης (Πίνακας 2.5). Στη συνέχεια τοποθετείται μέσα στο ειδικό πλαίσιο της συσκευής 

για υγρή μεταφορά mini-Protean (Bio-rad) ως εξής: 4 διαβρεγμένα χαρτιά Whatman με το 

διάλυμα αποτύπωσης, η πηκτή, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, 4 διαβρεγμένα χαρτιά 

Whatman με το διάλυμα αποτύπωσης. Η μεταφορά πραγματοποιείται 310mA, για 1.5hr 

στους 4°C. Για την επιβεβαίωση της μεταφοράς η πηκτή επωάζεται για λίγα λεπτά σε διάλυμα 

Ponceau (Πίνακας 2.5). 

Για την επώαση της μεμβράνης με το κατάλληλο αντίσωμα, η μεμβράνη επωάζεται σε 

διάλυμα προ-επώασης για τουλάχιστον υπό συνεχή ανάδευση και ακολουθεί πλύσιμο 15min 

με διάλυμα πλύσης (Πίνακας 2.6). Ακολούθως, επωάζεται με το πρωτογενές αντίσωμα για 

1ώρα σε θερμοκρασία δωματίου ή για 16ώρες στους 4ο C. Ακολουθούν 3 πλύσεις των 5min 

με το διάλυμα πλύσης. Κατόπιν, επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα (Πίνακας 2.6) για 

1ώρα σε θερμοκρασία δωματίου και ακολουθούν άλλες 3 πλύσεις των 5min.  

Για την εμφάνιση του σήματος χρησιμοποιήθηκε το διάλυμα ανίχνευσης (SuperSignal 

West Pico υπόστρωμα χημειοφωταύγειας (Thermo Scientific), σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Τέλος, η μεμβράνη τοποθετείται σε ειδική κασέτα με φιλμ ακτίνων – X 

(Fujifilm) και ακολούθησε εμφάνισή του σε σκοτεινό θάλαμο με το εμφανιστικό Curix 60 

(Fujifilm). 

Διάλυμα Σύσταση 

6Χ χρωστική 375mM Tris HCl pH 6.8, 40% γλυκερόλη, 5% SDS, 1% 
bromophenol blue 

Πηκτή ακρυλαμίδης Stacking gel: Tris‐HCl pH 6.8 125 mM, 29:1 acrylamide mix, 
SDS 0.1 % (w/v), 0.01 % (v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS 
Resolving: 375mMTris HCl pH 8.0, 0.1 % (w/v) SDS, 0.01 % 
(v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 125μΜ Triss, 96mM Glycine, 0.5% (w/v)SDS 

Διάλυμα αποτύπωσης 25mM Tris, 150mM Glyciine, 20%(w/v) Μεθανόλη 

Ponceau 0.2% Ponceau, 3%v/v οξιικό οξύ 

1ΧΤΒS 0.15Μ NaCl, 20mM Tris pH 7.6 

Διάλυμα προ-επώασης 5% σκόνη γάλακτος (Regilait) σε 1ΧTBS 

Διάλυμα αντισώματος 1% σκόνη γάλακτος (Regilait) σε 1ΧΤΒS και κατάλληλη 
αραίωση αντισώματος (1:3000 για το SERRRATE  (Agrisera), 
1:10000 a-rabbit, (Promega)) 



ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   86 
 

Πίνακας 2.6. Σύσταση διαλυμάτων για την ηλεκτροφόρηση και την ανάλυση πρωτεϊνών με τη μέθοδο 
western  
 

 

2.9 Καλλιέργεια βακτηρίων - Βακτηριακά Στελέχη 

 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν (E.coli: στελέχη DH5a και DH10b, 

αγροβακτήρια: στελέχη C58C1, GV3101, LB4404) αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα LB 

(0.5% w/v εκχύλισμα από ζυμομύκητα, 1% w/v NaCl, 1% w/v τρυπτόνη), παρουσία των 

κατάλληλων, για το κάθε στέλεχος και φερόμενο πλασμίδιο, αντιβιοτικών. Για στερεό 

θρεπτικό μέσο προσθέτουμε και 0.7% άγαρ για βακτήρια. 

 

2.9.1 Escherichia coli 

 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση πλασμιδίων ήταν 

τα DH5a και DH10b (E.coli). Τα στελέχη αυτά έχουν υψηλή ικανότητα μετασχηματισμού 

(>2χ106 transformants/μg of plasmid DNA). Ο γενότυπός τους χαρακτηρίζεται από την 

έλλειψη της Δ(lacZ)M15 περιοχής που εκφράζει το καρβόξυτελικό τμήμα της β-

γαλακτοσιδάσης, επιτρέποντας έτσι την α-συμπληρωματικότητα με το lac a τμήμα που 

κωδικοποιείται από πολλούς πλασμιδιακούς φορείς. Έτσι είναι δυνατή η επιλογή μπλε-

άσπρων αποικιών κατά την ανάπτυξή τους σε θρεπτικό υπόστρωμα που περιέχει X-gal και 

IPTG. 

 

2.9.1.1 Προετοιμασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων για μετασχηματισμό 

 

Μονή αποικία κατάλληλου βακτηριακού στελέχους που έχει αναπτυχθεί σε στερεό LB,  

αναπτύσσεται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB για ~16hrs με συνεχή ανακίνηση στους 37°C. 

Μεταφέρονται 2ml από την αρχική καλλιέργεια σε κωνική φιάλη που περιέχει 200ml 

θρεπτικού μέσου LB (αναλογία 1:100) και επωάζονται στους 37°C με συνεχή ανακίνηση μέχρι 

η οπτική πυκνότητα να φτάσει O.D.600~0.6 (~2-3 hrs). Ακολουθεί κατακρήμνιση των 

βακτηρίων με φυγοκέντρηση για 10min, στα 210g, στους 4ο C. Αφού απομακρυνθεί το 

υπερκείμενο, επαναδιαλύεται η πελλέτα με προσθήκη 60ml κρύου Διαλύματος 1 (CH3COOK 

30mM, RbCl 100mM, MnCl24H2O 50mM, CaCl22H2O 10mM, γλυκερόλη 15%) και επωάζεται 

στον πάγο για 30min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10min, στα 210g, στους 4ο C, 

απομάκρυνση του υπερκειμένου και  επαναιώρηση της πελλέτας σε 8ml κρύου Διαλύματος 
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2 (MOPS 10mM, CacL22H20 15mM,  RbCl 10mM, γλυκερόλη 15%, Ρύθμιση pH 6.5 με KOH). Το 

βακτηριακό μίγμα μοιράζεται σε προψυγμένα eppendorf ανά 100ul και αφού παγώσουν με 

την παρουσία υγρού αζώτου, διατηρούνται στους -80ο C. Σε όλη τη διάρκεια της διαδικασίας 

τα βακτηριακά κύτταρα πρέπει να βρίσκονται στους 4ο C η επαναδιάλυση τους γίνεται με 

μαλακές κινήσεις για να αποφευχθεί η μηχανική καταστροφή των ευαίσθητων λόγω του 

χειρισμού βακτηρίων. 

 

2.9.1.2 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων Escherichia coli με πλασμιδιακό DNA 

 

Σε πάγο ξεπαγώνουν 100μl δεκτικών βακτηριακών κυττάρων. Προστίθενται 10-50ng 

πλασμιδιακού DNA και αφού αναμιχθούν, επωάζονται στον πάγο για 30min. Ακολουθεί 

θερμικό σοκ του μίγματος για 1.5 min στους 42°C. Αμέσως μετά το θερμικό σοκ μεταφέρεται 

το μίγμα σε πάγο για 2min, προστίθενται 900ul υγρού LB και στη συνέχεια επωάζεται το 

μίγμα στους 37°C για 1hr, υπό συνεχή ανάμιξη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του διαλύματος 

στις 3000rpm/min για 2min. Αφού απομακρυνθεί η περίσσεια του υπερκειμένου, 

επαναδιαλύεται η πελλέτα και επιστρώνεται η κατάλληλη ποσότητας σε τρυβλίο με θρεπτικό 

μέσο LB που περιέχει το κατάλληλο με την περίσταση αντιβιοτικό ως μέσο επιλογής. Τα 

τρυβλία επωάζονται σε θάλαμο στους 37°C για 12-16 hrs. 

 

2.9.2 Agrobacterium tumefaciens 

 

Το Agrobacterium tumefaciens είναι ένα Gram- αρνητικό, ραβδόμορφο βακτήριο 

εδάφους, ανήκει στην οικογένεια Rhizobiaceae και προκαλεί στα φυτά την ασθένεια του 

κορωνωτού κάλλου. Η παθογενετικότητά του εξαρτάται άμεσα από την ύπαρξη σε αυτό ενός 

μεγάλου πλασμιδίου μεγέθους 200-250Kb, του Ti- πλασμιδίου. Μέσω του Ti πλασμιδίου που 

περιέχει είναι δυνατή η μεταφορά εξωγενών γονιδίων (ή τμημάτων DNA γενικότερα) μέσα 

στα φυτά μετά τη μόλυνσή τους με το βακτήριο. 
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2.9.2.1 Προετοιμασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων Agrobacterium tumefaciens για 

μετασχηματισμό 

 

Μονή αποικία κατάλληλου στελέχους Agrobacterium tumefaciens που έχει αναπτυχθεί 

σε στερεό LB, αναπτύσσεται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB με την κατάλληλη συγκέντρωση 

αντιβιοτικού (ριφαμπικίνη, 100μg/ml) για ~16hrs, με συνεχή ανακίνηση στους 28°C. 

Ακολούθως, μεταφέρονται 2ml από την αρχική καλλιέργεια σε κωνική φιάλη που περιέχει 

50ml θρεπτικού μέσου LB (αναλογία 1:25) και επωάζονται στους 28°C με συνεχή ανακίνηση 

μέχρι η οπτική πυκνότητα να φτάσει O.D.600~0.6 (~6-8 hrs). Ακολουθεί κατακρήμνιση των 

βακτηρίων με φυγοκέντρηση για 10min, στα 210g, στους 4ο C. Αφού απομακρυνθεί το 

υπερκείμενο, επαναδιαλύεται η πελλέτα με προσθήκη 60ml κρύου Διαλύματος 1 (20mM 

CaCl2, pH 5.7). Το βακτηριακό μίγμα μοιράζεται σε προψυγμένα eppendorf ανά 100ul και 

αφού παγώσουν με την παρουσία υγρού αζώτου, διατηρούνται στους -80ο C. Σε όλη τη 

διάρκεια της διαδικασίας τα βακτηριακά κύτταρα πρέπει να βρίσκονται στους 4ο C η 

επαναδιάλυση τους γίνεται με μαλακές κινήσεις για να αποφευχθεί η μηχανική καταστροφή 

λόγω του χειρισμού βακτηρίων. 

 

2.9.2.2 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων Agrobacterium tumefaciens με τη 

μέθοδο freeze – thaw 

 

Αφήνονται να ξεπαγώνουν μέσα σε πάγο 100μl δεκτικών βακτηριακών κυττάρων και 

προστίθεται σε αυτά κατάλληλη ποσότητα πλασμιδιακού DNA (1-5μg). Αμέσως μετά την 

ανάμιξη του μίγματος, εμβαπτίζεται για δευτερόλεπτα σε υγρό άζωτο και μεταφέροται στους 

37ο C για 30min. Ακολούθως, προστίθενται 900ul υγρού LB και το μίγμα στους 28°C για 2-

4hrs, υπό συνεχή ανάμιξη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του διαλύματος στις 3000rpm/min για 

2min απομάκρυνση της περίσσειας του υπερκειμένου. Τέλος, επαναδιαλύεται η πελλέτα και 

επιστρώνεται η κατάλληλη ποσότητα σε τρυβλίο με θρεπτικό μέσο LB που περιέχει τα 

κατάλληλα με την περίσταση αντιβιοτικά ως μέσο επιλογής, λαμβάνοντας υπόψιν και την 

ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά του συγκεκριμένου κάθε φορά αγροβακτηρίου και τυ 

πλασμιδίου. Τα τρυβλία επωάζονται σε θάλαμο στους 28°C για 48 hrs. 
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2.10 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

2.10.1 Αλκαλική λύση από κύτταρα E.coli 

 

Για τη διαδικασία της απομόνωσης πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο της αλκαλικής 

λύσης χρησιμοποιήθηκε το πρωτόκολλο των Sambrook 1987. Συνοπτικά, 1.5ml από 

ολονύκτια υγρή βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρεται σε φιαλίδιο eppendorf και 

φυγοκεντρείται για 1min στις 13000r/min. Απομακρύνεται το υπερκείμενου ώστε το ίζημα 

να μείνει όσο πιο στεγνό γίνεται και στη συνέχεια επαναδιαλύεται με 100ul Διαλύματος  1 

(50mM γλυκόζη, 25mM Tris-HCl, pH 8.0,10mM EDTA, pH 8.0). Ακολουθεί προσθήκη 200ul 

φρέσκου Διαλύματος 2 (0.2N NaOH, 1% SDS), ελαφριά ανάδευση του μίγματος μέχρι το 

διάλυμα να γίνει διαυγές και επώαση του, ανοιχτό, σε θερμοκρασία δωματίου για 4min. Στη 

συνέχεια προστίθενται 150ul παγωμένου Διαλύματος 3 (3M CH3COOK, 5M CH3COOH), το 

μίγμα αναδεύεται μέχρι να εμφανιστούν λευκά κομμάτια και επωάζεται στον πάγο για 5min. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10min στις 13000r/min και συλλογή του υπερκειμένου σε νέο 

φιαλίδιο. Κατόπιν, προστίθενται 2 όγκοι παγωμένης αιθανόλης (100%v/v), και αφού το μίγμα 

αναμιχθεί και επωαστεί για 5min σε θερμοκρασία δωματίου, φυγοκεντρείται για 15min στις 

13000r/min. Απομακρύνεται η αιθανόλη και το ίζημα ξεπλένεται με την προσθήκη 70% v/v 

και φυγοκέντρηση για 5min στις 13000rpm/min. Τέλος, απομακρύνεται η αιθανόλη, 

αφήνεται το ίζημα να στεγνώσει και τότε επαναδιαλύεται με την προσθήκη 30μl 

αποστειρωμένου νερού. Όλη η διαδικασία πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου. 

 

2.10.2 Αλκαλική λύση πλασμιδιακού DNA από κύτταρα Agrobacterium tumefaciens 

 

Για τη διαδικασία της απομόνωσης πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο της αλκαλικής 

λύσης από αγροβακτήρια, χρησιμοποιείται το παραπάνω πρωτόκολλο των Sambrook 1987 

με ένα επιπλέον βήμα. Μετά την φυγοκέντρηση των αγροβακτηρίων και την επαναδιάλυση 

στο Διάλυμα 1, προστίθεται ποσότητα λυσοζύμης (~40μg) και αφού το μίγμα αναμιχθεί με 

vortex, επωάζεται για 15min στους 37ο C. Ακολουθεί προσθήκη Διαλύματος 2 και η υπόλοιπη 

διαδικασία πραγματοποιείται όπως παραπάνω. 
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2.11 Τεχνικές μολύνσεων φυτών με παθογόνα 

2.11.1 Έγχυση αγροβακτηρίων – αγροεμποτισμός 

 

Ο αγροεμποτισμός είναι μία μέθοδος που προκαλεί τον παροδικό μετασχηματισμό, 

εισάγοντας μέσα στο φυτό το γονίδιο ή το παθογόνο της επιλογής μας, με τη χρήση 

αγροβακτηρίων, Agrobacterium tumefaciens. Αγροβακτηριακή καλλιέργεια που φέρει την 

επιθυμητή πλασμιδιακή κατασκευή, επωάζεται στους 28ο C, υπό συνεχή ανάδευση, για 24-

48hrs, ανάλογα με το στέλεχος του αγροβακτηρίου που χρησιμοποιήθηκε. Ακολουθεί 

κατακρήμνιση των κυττάρων με φυγοκέντρηση στις 2.700 rpm, για 10 λεπτά, στους 4oC. Αφού 

απομακρυνθεί το υπερκείμενο, η πελλέτα επαναδιαλύεται σε ίσο όγκο ΜΜΑ (MS 1X, 10 mM 

MES pH=5.7 και 200 μM AcS) και επωάζεται για τουλάχιστον 1 hr στους 28οC, υπό συνεχή 

ανάδευση.  Στη συνέχεια, τα κύτταρα κατακρημνίζονται στις 2.700 rpm, για 10 λεπτά, στους  

4oC. Η πελλέτα επαναδιαλύεται σε μισό όγκο 10 mM MgCl2 , και η ίδια διαδικασία 

(κατακρήμνισης- επαναδιάλυσης) επαναλαμβάνεται  για άλλες 2 φορές. Το τελικό διάλυμα 

επαναιωρείται με 10 mM MgCl2  έως ότου αποκτήσει οπτική απορρόφηση στα 600 nm O.D600= 

0.2. Το διάλυμα αυτό εμποτίζεται στα φύλλα φυτών (Nicotiana benthamiana ή, Nicotiana 

tabacum) με τη χρήση σύριγγας ινσουλίνης. Τα φυτά που χρησιμοποιούνται για τον 

εμποτισμό πρέπει να είναι απότιστα τις τελευταίες 6-8hrs και ποτίζονται αμέσως μετά τον 

εμποτισμό. Στην παρούσα εργασία, τα φυτά που μολύνθηκαν με τα παθογόνα PSTVd και 

HSVd, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο του αγροεμποτισμού, βρίσκονταν στο στάδιο των 4-6 

φύλλων και μολύνονταν 2 φύλλα από κάθε φυτό. Έτσι εξασφαλίζεται η αποτελεσματικότητα 

της μόλυνσης και η εμφάνιση των χαρακτηριστικών φαινοτύπων που προκαλούν τα 

παραπάνω παθογόνα. 

 

2.11.2 Έγχυση βακτηρίων του γένους Pseudomonas 

 

Αντίστοιχο πρωτόκολλο εμποτισμού πραγματοποιείται και στην περίπτωση της 

μόλυνσης με βακτήρια του γένους Pseudomonas. Αρχικά, επιστρώενεται ποσότητα 

βακτηρίου από στοκ γλυκερόλης σε πιάτο με θρεπτικέ μέσο ΝΑ, και μυκητοστατικό, 

cycloheximide 2% και αναπτύσσεται στους 28ο C για 48hrs. Ακολούθως, ολονύκτια 

καλλιέργεια βακτηρίων, που έχει προκύψει από μονή αποικία του επιθυμητού βακτηριακού 

στελέχους, φυγοκεντρείται στις 5000rpm για 5min στους 25ο C. Αφού απομακρυνθεί το 

υπερκείμενο, επαναδιαλύεται η πελλέτα σε διάλυμα 10 mM MgCl2 έως ότου αποκτήσει την 

επιθυμητή οπτική απορρόφηση μετρώντας με φωτόμετρο. Ο εμποτισμός πραγματοποιείται 
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στα φύλλα με τη χρήση σύριγγας ινσουλίνης (χωρίς τη βελόνα) μέσα σε 45min από την 

αιώρηση των βακτηρίων. 

Για το κάθε βακτήριο που χρησιμοποιείται πρέπει να υπάρχει η αντίστοιχη καμπύλη 

οπτικής πυκνότητας, η οποία αντιστοιχεί σε συγκεκριμένη συγκέντρωση του βακτηριακών 

κυττάρων. Για τα πειράματα μας χρησιμοποιήθηκε ΟD600= 0.12 που αντιστοιχεί σε πληθυσμό 

βακτηρίων ~108 όπως έχει προκύψει από την καμπύλη αναφοράς. Τα φυτά βρίσκονταν στο 

στάδιο, μεγαλύτερο των 6 φύλλων και ποτίζονται αμέσως μετά από τον εμποτισμό. 

 

2.11.3 Μηχανική μόλυνση 

 

Η μηχανική μόλυνση περιλαμβάνει την άμεση εφαρμογή μολύσματος από το 

παθογόνο επιλογής πάνω στην επιφάνεια των φύλλων των φυτών. Μέρος μολύσματος 

ομογενοποιείται παρουσία διαλύματος, στην περίπωσή μας ήταν 50mM NaPO4, pH 6,8 (1: 4, 

μόλυσμα: διάλυμα) και διατηρείται σε πάγο έως ότου εφαρμοστεί στα φυτά. Πριν από την 

μόλυνση, προστίθεται στην επιφάνεια των φύλλων σκόνη πυριτιούχου καρβιδίου 

(carborundum, silicιum carbide(SiC)carborundum) και στη συνέχεια γίνεται επάλειψη (με το 

χέρι) μικρής ποσότητας μολύσματος (~50μl για κάθε φύλλο). Αφήνεται το μόλυσμα να δράσει 

για λίγα λεπτά στην επιφάνεια του φύλλου και ακολούθως ξεπλένεται με νερό προς αποφυγή 

κατάρρευσης του ιστού. Για αποτελεσματικότερη μόλυνση τα με ιούς και ιοειδή τα φυτά 

πρέπει να βρίσκονται το αργότερο στο στάδιο των 4-6 φύλλων και μολύνονται δύο φύλλα 

από κάθε φυτό. 

 

2.12 Μέτρηση βακτηριακού πληθυσμού 

  

Για να μετρηθεί ο πληθυσμός των βακτηριακών κυττάρων (count forming units, CFU), 

πραγματοποιείται επίστρωση μολυσμένου με το βακτήριο φυτικού ιστού σε πιάτο με το 

κατάλληλο θρεπτικό μέσο. Συγκεκριμένα, συλλέγονται φυλλικοί δίσκοι σε φιαλίδιο 

eppendorf, λειοτριβούνται και αποθηκεύονται σε 1ml διάλυμα γλυκερόλης 30%. Στη φάση 

αυτή μπορούν να αποθηκευτούν στους -80ο C. Στη συνέχεια, πραγματοποιούνται διαδοχικές 

αραιώσεις (1:10) του φυτικού εναιωρήματος και επιστρώνονται κάθε φορά 100ul σε πιάτα 

με θρεπτικό μέσο ΝΑ ή LB, παρουσία 2% cyclohexamide. Για κάθε αραίωση 

πραγματοποιούνται 3 τεχνικές επαναλήψεις. Τα πιάτα επωάζονται στους 28ο C και μετά από 

48hrs γίνεται καταμέτρηση των αποικιών και αναγωγή του τελικού αποτελέσματος στο 1ml. 





ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   93 
 

3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Ανάλυση αλληλουχιών και έκφρασης του SERRATE 

 

 Ορθόλογα του γονιδίου SERRATE (SE) έχουν βρεθεί σε διάφορους ζωικούς (Drosophila 

melanogaster, Ceanorabditis elegans, Zebrafish, Homo sapiens κ.α) και φυτικούς 

οργανισμούς (Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Nicotiana tabacum, Nicotiana 

benthamiana, Oryza sativa, Ricinus communis, Vitis vinifera κ.α) (Andreu-agullo et al., 2012; 

MacHida et al., 2011; Prigge and Wagner, 2001; Wilson et al., 2008a). Ο ρόλος του γονιδίου 

στα φυτά έχει μελετηθεί κυρίως στο είδος A. thaliana όπου βρέθηκε να λειτουργεί ως 

ρυθμιστής σε μονοπάτια ωρίμανσης του RNA, ενώ ισχυρές μεταλλαγές οδηγούν σε 

θνησιγόνους φαινοτύπους, ήδη από την εμβρυική φάση (Laubinger et al., 2008; Lobbes et al., 

2006; Speth et al, 2018). Προκειμένου ωστόσο, να έχουμε μια πληρέστερη εικόνα για το ρόλο 

του SE στα φυτά πέραν του φυτού μοντέλου, αλλά κυρίως για να βρούμε πιθανή του εμπλοκή 

σε μονοπάτια απόκρισης σε παθογόνα, προχωρήσαμε στην δημιουργία φυτών καπνού με 

καταστολή στο SE (SEi) και στη συνέχεια σε ανάλυση τους σε συνθήκες βιοτικής 

καταπόνησης. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν το μοντέλο N.benthamiana και το φυτικό 

είδος N.tabacum. Εκτός των κατάλληλων για ερευνητικούς λόγους τεχνικά χαρακτηριστικά 

που διαθέτουν, αποτελούν παράλληλα ξενιστές μεγάλου εύρους φυτικών παθογόνων 

(μύκητες, βακτήρια, ιούς, ιοειδή), καθιστώντας τα πολύτιμα εργαλεία της Μοριακής 

Φυτοπαθολογίας. 

Στα πλαίσια της ανάλυσης του SE σε συνθήκες βιοτικής καταπόνησης, επιλέχθηκαν 

προς μελέτη τα είδη N.benthamiana και N.tabacum. Σύγκριση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών 

του SE των παραπάνω φυτών με το ορθόλογο του A.thaliana, έδειξε ομολογία 66 και 67%, 

αντίστοιχα (Εικόνα 3.1, Πίνακας 3.1). Το ποσοστό αυτό ομολογίας σε πρωτεϊνικό επίπεδο 

θεωρείται αρκετά υψηλό και οδήγησε στην υπόθεση εργασίας ότι ο ρόλος του SE στα καπνά 

αυτά θα είναι αντίστοιχος με αυτόν της A.thaliana. 
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CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment 

 
A.thaliana         MADVNLPPSDSVDNR----------LPEKSTSSSPPPPPPSSSLPQQEQEQDQQQLPLRR 50 
N.benthamiana      MAEVMDVPADGLERRRDRERSKENNSVEDPPASSPPPPPPQPR--------------RGR 46 
N.tabacum          MAEVMDVPADGLERRRDRERSKENNSVEDPPASSPPPPPPPPR--------------RGR 46 
                   **:*   *:*.::.*            *.  :********                   * 
 
A.thaliana         ERDSRERRDERDIERPPPNRR--ERDRSPLPPP-RRDYKR-RPSLSPP---PPYRDRR-- 101 
N.benthamiana      DRDSRERRDDRDFDRRGGRGDYYDRNRSPPPPLREREYKRGRPSPSPPPPLPPYRDRRGG 106 
N.tabacum          DRDSRERRDDRDFDRRGGRGDYYDRNRSPPPPLREREYKRGRPSPSPPPPLPPYRDRRGG 106 
                   :********:**::*   .    :*:*** **  .*:*** *** ***   *******   
 
A.thaliana         HSPPQRRSPPQKRYRRDD-----------------------NGYDGRRGSPRGGYGPPDR 138 
N.benthamiana      YSPPHRRSPPFPPYKRSRREDYDGGRRGSPRGGFGHGDRREDYDGGRRGSPRGGFGHGDR 166 
N.tabacum          YSPPHRRSPPFPPYKRSRRDDYDGGRR---------------------GSPRGGFGHGDR 145 
                   :***:*****   *:*.                               ******:*  ** 
 
A.thaliana         RFGYDHGGGYDREMGGRPGYGDERPHGRFMGRY-----QDWEGGRGGYGDASNSGNPQRD 193 
N.benthamiana      RFGYDYQPGYEREMGGRPGYPDERRHGRFAGRSAGGYRGDWGKGRGGFADTFGVGSSQRE 226 
N.tabacum          RFGYDYQPGYEREMGGRPGYPDERRHGRFAGRSAGGYRGDWGKGRGGFADTFGTGSSQRE 205 
                   *****:  **:********* *** **** **       **  ****:.*: . *. **: 
 
A.thaliana         GLMSYKQFIQELEDDILPSEAERRYQEYKSEYITTQKRAFFNTHKEEDWLKNKYHPTNLL 253 
N.benthamiana      GLKSYKQFIQELEDDILPAEAERRYQEYKCGYIEAQKRAYFNAHKNEEWLKDKYHPTNLI 286 
N.tabacum          GLKSYKQFIQELEDDILPAEAERRYQEYKCGYIEAQKRAYFNAHKNEEWLKDKYHPTNLI 265 
                   ** ***************:**********. ** :****:**:**:*:***:*******: 
 
A.thaliana         SVIERRNDLAQKVAKDFLLDLQSGTLDLGPAVTA--LNKSGRTSEPNSEDEAAGVGKRKR 311 
N.benthamiana      SVIERRNELARKLAKDFLLDLQSGTVDIGPGVTPASANKSGQSSDRNSDEEADEGGKRRR 346 
N.tabacum          SVIERRNELARKLAKDFLLDLQSGTVDIGPGVTPASANKSGQSSDPNSDEEADEGGKRRR 325 
                   *******:**:*:************:*:**.**    ****::*: **::**   ***:* 
 
A.thaliana         HGMGGAKENELLSAAPKAPSFTSDPKRILTDVEQTQALVRKLDSEKKIEENVLQGSETEK 371 
N.benthamiana      HGRGPTKETDLLSAAPKAHQVSSDPRRVQIDVGQAQALVRKLDSEKGIEDNILSRSDNDR 406 
N.tabacum          HGRGPTKETDLLSAAPKAHQVSSDPRRVQIDVEQAQALVRKLDSEKGIEDNILSRSDNDR 385 
                   ** * :**.:******** ..:***:*:  ** *:*********** **:*:*. *:.:: 
 
A.thaliana         SGREKLHSGSTGPVVIIRGLTSVKGLEGVELLDTLVTYLWRVHGLDYYGKVETNEAKGLR 431 
N.benthamiana      GNRDK-SHGSSGPVIIIRGLTSVKGLEGTELLDTLLTYLWRIHGLDYYGTTETNEAKGLR 465 
N.tabacum          GGRDK-SHGSSGPVIIIRGLTSVKGLEGTELLDTLLTYLWRIHGVDYYGTTETNEAKGLR 444 
                   ..*:*   **:***:*************.******:*****:**:****..********* 
 
A.thaliana         HVRAEGKVS---DAKGDENESKFDSHWQERLKGQDPLEVMAAKEKIDAAATEALDPHVRK 488 
N.benthamiana      HVRVDGGKTSDATSSGTEWETKLDSHWQDRLKGQDPLELMAAKEKIDAAAAEALDPYVRK 525 
N.tabacum          HVRVDGGKTSDATSSGVEWETKLDSHWQDRLKGQDPLELMAAKEKIDAAAAEALDPYVRK 504 
                   ***.:*  :    :.* * *:*:*****:*********:***********:*****:*** 
 
A.thaliana         IRDEKYGWKYGCGAKGCTKLFHAAEFVYKHLKLKHTELVTELTTKVREELYFQNYMNDPN 548 
N.benthamiana      IRDEKYGWKYGCGAKGCTKLFHAAEFVHKHLKLKHPDLAVDVTTKVREDLYFQNYMNDEN 585 
N.tabacum          IRDEKYGWKYGCGAKGCTKLFHAAEFVHKHLKLKHPDLAVDVTTKVREDLYFQNYMNDEN 564 
                   ***************************:******* :*..::******:********* * 
 
A.thaliana         APGGQPATQQSGPRDRPIRRKPSMENRLRDDRGGRRERDGRANGNDRNDRSEDQQRGD-- 606 
N.benthamiana      APGGTPVMLPSMPIEKPLRRRPGLDGRLKDDRGSRRDRDGRANGGERFDLSDNPKSGDFQ 645 
N.tabacum          APGGTPVMLPSMPIEKPLRRRPGLDGRLKDDRGSRRDRDGRANGGERFDLSDNPKSGDFQ 624 
                   **** *.   * * ::*:**:*.::.**:****.**:*******.:* * *:: : **   
 
A.thaliana         -----NDGGNPGEVGYDAFGGQGGVHVPPFLSDINPPPMLMPVPGAGPLGPFVPAPPEVA 661 
N.benthamiana      SNNDGASGGNPDEEMFDTFGGQG-IPVASFPSDMAPPPVLMPVPGAGPLGPFIPAPPDVA 704 
N.tabacum          SNNDGASGGNPDEEMFDTFGGQG-IPVAPFPSDMAPPPVLMPVPGAGPLGPFIPAPPDVA 683 
                         .****.*  :*:***** : *  * **: ***:*************:****:** 
 
A.thaliana         MQMFRDPSGPNPPFEG-------SGRGGPAPFLLSPAFRQDPRRLRSYQDLDAPEEEVTV 714 
N.benthamiana      MRMMREQGGPGPFEGGRNGMSGSTISGGPPIIALPPGFRQDPRRLRSYQDLDAPEDEVTV 764 
N.tabacum          MRMMREQGGPGPFEGGRNGMSGPAISGGAPIIALPPGFRQDPRRLRSYQDLDAPEDEVTV 743 
                   *:*:*: .**.*   *       :  **   : * *.******************:**** 
 
A.thaliana         IDYRSL 720 
N.benthamiana      IDYRSL 770 
N.tabacum          IDYRSL 749 
                   ****** 
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Εικόνα 3.1 Σύγκριση πρωτεϊνικών αλληλουχιών του SE. Με το πρόγραμμα Clustalw 2 συγκρίθηκαν οι 

πρωτεϊνικές αλληλουχίες του SE στα φυτά A.thaliana, N.benthamiana και N.tabacum. Έμφαση δίνεται 

(κίτρινο) στην περιοχή των δακτυλίων ψευδαργύρου (Zinc - finger). 

 
 

 
 
 
 
 
Πίνακας 3.1. Ποσοστό ομολογίας της SE πρωτεΐνης μεταξύ των A.thaliana, N.benthamiana και 
N.tabacum φυτών, όπως προκύπτουν από την αλληλούχιση (Εικόνα 3.1). 

 

Στο φυτό A.thaliana, πραγματοποιήθηκε ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών όπου 

προέκυψε ότι η έκφραση του SE κυμαίνεται από χαμηλή έως μέτρια σε όλα τα αναπτυξιακά 

στάδια και ελαφρώς αυξημένη στους σπόρους (Παράρτημα Ι) (Winter et al., 2007). Για να 

αναλύσουμε εμείς την έκφραση της SE στα καπνά (N.tabacum), πραγματοποιήσαμε ανάλυση 

τύπου western. Απομονώθηκε ολική πρωτεΐνη από ιστό από διάφορα μέρη του φυτού και 

αφού αναλύθηκαν σε πηκτή ακρυλαμίδης, υβριδοποιήθηκαν με το ειδικό αντίσωμα SE. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι η έκφραση της SE στο φυτό N.tabacum είναι ικανοποιητική σε όλα 

τα αναπτυξιακά στάδια του φυτού. Είναι ωστόσο μεγαλύτερη στις ρίζες καθώς και σε νεαρά 

φύλλα και ιδιαίτερα στα πιο νεαρά τμήματα του φύλλου (Εικόνα 3.2Β). 

Εικόνα 3.2. Ανάλυση έκφρασης της SE. Ανάλυση έκφρασης της πρωτεΐνης της SE στο φυτό N.tabacum 
με τη μέθοδο western. Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών (100mg) από διάφορα μέρη 
αγρίου τύπου φυτού και αφού αναλύθηκαν σε 8% πηκτή ακρυλαμίδης, υβριδοποιήθηκε με ειδικό SE 
αντίσωμα. Η μεγάλη υπομονάδα της Rubisco χρησίμευσε ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από 
χρώση με Ponceau. Η ποσοτικοποίηση έγινε με το πρόγραμμα Quantity one (Biorad). Οι αριθμοί 
αντιστοιχούν στη σχετική αναλογία των επιπέδων SE προς Rubisco, όπου η τιμή για το δείγμα 2 
ορίστηκε ως 1. Στην Εικόνα εμφανίζονται τα δείγματα με την ακόλουθη σειρά: 1. Δείκτης μοριακού 
βάρους (Fermentas), 2. Κοτυληδόνες, 3. Ώριμο Φύλλο, 4. Νεαρό φύλλο, 5. Γηραιότερο τμήμα ώριμου 
φύλλου, 6. Νεότερο τμήμα ώριμου φύλλου, 7. Γηραιότερο τμήμα νεαρού φύλλου, 8. Νεότερο τμήμα 
νεαρού φύλλου, 9. Ρίζες. 
 

 

 

 

 

 
Ομολογία σε πρωτεϊνικό 

επίπεδο (%) 

A.thaliana - N.benthamiana 66 
A.thaliana - N.tabacum 67 
N.benthamiana - N.tabacum 96 
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3.2 Δημιουργία N.benthamiana και N.tabacum φυτών καταστολής του SERRATE μέσω RNAi 

3.2.1 Δημιουργία και χαρακτηρισμός των N.benthamiana φυτών καταστολής του SERRATE 

3.2.1.1 Παραγωγή των διαγονιδιακών φυτών N.benthamiana 

 

Για τη μελέτη του ρόλου του SERRATE δημιουργήθηκαν διαγονιδιακά φυτά N.tabacum 

και N.benthamiana τα οποία καταστέλλουν το SERRATE με τη μέθοδο του RNAi. Για τη 

δημιουργία των φυτών N.banthamiana, χρησιμοποιήθηκε πλασμιδιακή κατασκευή 

(pK7/hpseNb, Παράρτημα IV) που περιείχε ένα τμήμα 335bp της αλληλουχίας του SE (το 

οποίο ενισχύθηκε με εκκινητές που έφεραν στις άξρες τα ένζυμα Ecori/XhoI, Παράτημα V). 

Το τμήμα αυτό περιείχε ένα μεγάλο μέρος της χαρακτηριστικής περιοχής δακτυλίων 

ψευδαργύρου (zinc-finger) του SE (Εικόνα 3.3). Φυλλικοί δίσκοι από νεαρά φύλλα N.tabacum 

συγκαλλιεργήθηκαν με στελέχη αγροβακτηρίων (C58C1) που έφεραν την επιθυμητή 

πλασμιδιακή κατασκευή και αναπτύχθηκαν σε χώρο ελεγχόμενων συνθηκών (Υλικά και 

Μέθοδοι, υποενότητα 2.2). Από τους δίσκους προέκυψαν κάλλοι και αυτοί με την σειρά τους 

εξελίχθηκαν σε φυτάρια. Η πλειοψηφία των κάλλων έδωσε περισσότερα του ενός φυτάρια, 

τα οποία αποτελούν προϊόντα του ίδιου μετασχηματισμού. Η διαδικασία είχε σαν 

αποτέλεσμα την δημιουργία 11 δυνητικά διαγονιδιακών σειρών, οι οποίες διακρίθηκαν από 

την ανθεκτικότητα που υπέδειξαν στο μέσο επιλογής που χρησιμοποιήθηκε. Συγκεκριμένα, 

η κατασκευή έφερε το γονίδιο φωσφοτρανσφεράση της νεομυκίνης (NEOMYCIN 

PHOSPHOTRANSFERASE, NPTII) και συνεπώς τα φυτάρια που εξέφραζαν το εν λόγω γονίδιο 

επέζησαν στο συγκεκριμένο υπόστρωμα, που περιείχε καναμυκίνη (100μg/ml). 

Εικόνα 3.3. Απεικόνιση της περιοχής του SE της N.benthamiana που χρησιμοποιήθηκε για τη 
δημιουργία των διαγονιδιακών σειρών NbSEi. 
 

Για τον προσδιορισμό του αριθμού των ενθέσεων των διαγονιδιακών σειρών 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση της διάσχισης παρουσία αντιβιοτικού. 100 περίπου σπόροι, 

από φυτά της Τ0 γενιάς, από όλες τις διαγονιδιακές σειρές, επιστρώθηκαν σε θρεπτικό 

υπόστρωμα MS που περιείχε καναμυκίνη (100μg/ml) ως μέσο επιλογής. Έγινε καταμέτρηση 

του αριθμού των φυτών που επέζησαν στο αντιβιοτικό επί του συνόλου των φυτών που 

επιστρώθηκαν και εκτίμηση του αριθμού των ενθέσεων με βάσει το κριτήριο χ2. Τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στον Πίνακα 3.2 και φαίνεται ότι όλες οι σειρές έχουν μία 

ένθεση ενώ μόνο η σειρά 8.1 έχει δύο ενθέσεις. 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   97 
 

Διαγονιδιακές 

σειρές 

Αναλογία 

επιζώντων:μη 

επιζώντων 

χ2                                                               

1 ένθεση 

(3:1) 

χ2                                                               

2 ενθέσεις 

(15:1) 

χ2                                                               

3 ενθέσεις 

(63:1) 

Αριθμός 

ενθέσεων 

5.1 2,85 0,05 66,57 388,96 1 

6.1 4,26 1,92 27,74 198,06 1 

6.2 1,86 5,33 141,07 728,18 1 

6.3 2,57 0,48 80,74 455,23 1 

7.1 2,57 0,48 80,74 455,23 1 

7.3 4,56 2,61 23,56 176,00 1 

8.1 15,67 19,25 0,01 12,84 2 

8.2 5,25 4,32 16,22 135,78 1 

9.1 2,85 0,05 66,57 388,96 1 

9.3 4,56 2,61 23,56 176,00 1 

9.4 2,85 0,05 66,57 388,96 1 

Πίνακας 3.2. Αποτελέσματα διάσχισης των N.benthamiana SEi φυτών. Αναλογία διάσχισης των 
σπόρων της Τ0 γενιάς των N.benthamiana φυτών καταστολής του SE και υπολογισμός του αριθμού 
των ενθέσεων μετά από επιλογή στο κατάλληλο αντιβιοτικό. Οι υπολογισμοί των ενθέσεων έγιναν με 
βάσει το κριτήριο χ2 και τη χρήση του λογισμικού: 
https://www.graphpad.com/quickcalcs/chisquared2/. 

 

Στη συνέχεια, 10 φυτά από κάθε σειρά φυτών που επέζησαν από τη διαδικασία της 

επιλογής, μεταφυτεύτηκαν σε χώμα και αναπτύχθηκαν σε θερμοκήπιο σε ελεγχόμενες 

συνθήκες. Ακολούθησε φαινοτυπική παρατήρηση αυτών και σύγκρισή τους με αγρίου τύπου 

φυτά. Από κάθε σειρά συλλέγονταν σπόροι από τουλάχιστον 3 διαφορετικά φυτά (αδέρφια), 

τα οποία υποβάλλονταν εκ νέου στη διαδικασία της επιλογής σε αντιβιοτικό με τελικό στόχο 

να αποκτήσουμε ομόζυγα διαγονιδιακά φυτά. Πραγματοποιούνταν εκ νέου μακροσκοπική 

παρατήρηση και τέλος, επιλέχθηκαν δύο διαφορετικές διαγονιδιακές σειρές από κάθε φυτό, 

οι οποίες εμφάνιζαν συνεχώς τα ιδιαίτερα και παρεκκλίνοντα χαρακτηριστικά, σε σχέση με 

τα αγρίου τύπου φυτά, ιδανικά, είχαν μόνο ένα ένθεμα του διαγονιδίου και βρίσκονταν σε 

ομόζυγη κατάσταση, εξασφαλίζοντας όμοιο και σταθερό γενετικό υπόβαθρο των φυτών που 

χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα της παρούσας μελέτης. 

 Παράλληλα, προσπαθήσαμε να δημιουργήσουμε φυτά που καταστέλλουν και 

τα δύο γονίδια – τελεστές του miRNA μονοπατιού, τα DCL1 και SE. Για να το πετύχουμε αυτό, 

διασταυρώσαμε N.benthamiana SEi με DCL1.13i φυτά (SEixDCL1i και αντίστροφα), χωρίς 

ωστόσο να προκύψουν φυτά με καλή καταστολή και των δύο γονιδίων. Η γονιμοποίηση 

φαίνονταν επιτυχής αρχικά, ενώ στη συνέχεια ο καρπός νεκρονώταν χωρίς να δώσει 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/chisquared2/
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σπόρους. Να σημειωθεί ότι τα DCL1i και τα SEi N. benthamiana φυτά παράγουν σπόρους 

έπειτα από αυτογονιμοποίηση και μετά από διασταύρωση με αγρίου τύπου φυτά με 

χαμηλότερη ωστόσο αποτελεσματικότητα. 

 

3.2.1.2 Μοριακή ανάλυση των διαγονιδιακών φυτών N.benthamiana 

  

Στα πλαίσια του χαρακτηρισμού των διαγονιδιακών φυτών πραγματοποιήθηκε 

μοριακή ανάλυση στις δύο σειρές NbSE5.1i και NbSE6.1i που αφορούσε στην ανάλυση των 

siRNAs που παράγονται λόγω του RNAi με τη μέθοδο northern, ανάλυση της έκφρασης σε 

επίπεδο RNA με ποσοτική PCR και ανάλυση της έκφρασης σε επίπεδο πρωτεΐνης με τη 

μέθοδο western. 

 

• Ανίχνευση μεταγράφων με τη μέθοδο northern 

 

 Κατά την ανάλυση τύπου northern μελετώνται τα ενδογενή και διαγονιδιακά 

μετάγραφα που παράγονται εξαιτίας της παλίνδρομης αλληλουχίας που φέρουν τα 

διαγονιδιακά φυτά. Ποσότητα RNA που απομονώθηκε από τα επιλεγμένα φυτά, αναλύθηκε 

σε πηκτή ακρυλαμίδης (Υλικά και Μέθοδοι, υποενότητα 2.5) και υβριδοποιήθηκε με την 

αλληλουχία του γονιδίου που χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία των αντίστοιχων 

πλασμιδιακών κατασκευών (εκκινητές, Παράρτημα V). Οι διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν 

για τα διαγονιδιακά φυτά των N.benthamiana σειρών, Nb5.1i και Nb6.1i, χωρίς όμως να 

ανιχνευθεί σήμα των siRNA. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται είτε στη χαμηλότερα 

ποσοστά των διαγοιδιακών μεταγράφων, λόγω της χαμηλότερης καταστολής του SE είτε σε 

τεχνικά προβλήματα. 

 

• Ανίχνευση μεταγράφων με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR (quantitative PCR, qPCR) 

 

Η ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (quantitative PCR, qPCR), χρησιμοποιείται για την 

ανάλυση της έκφρασης ενός γονιδίου μέσω της ανίχνευσης των μεταγράφων σε επίπεδο 

RNA. Απομονώθηκε RNA από τα διαγονιδιακά φυτά (Nb5.1i, Nb61i) και έπειτα από την 

κατάλληλη επεξεργασία χρησιμοποιείται για τη σύνθεση συμπληρωματικού DNA 

(complementary DNA, cDNA) με τη μέθοδο της ανάστροφης μεταγραφής, το οποίο θα 

χρησιμοποιηθεί ως μήτρα για την ενίσχυση τμημάτων που βρίσκονται εκτός της περιοχής 

στόχευσης της πλασμιδιακής κατασκευής (Υλικά και Μέθοδοι, υποενότητα 2.3.8.1 και 
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εκκινητές Παράρτημα V). Παράλληλα, συνεκτιμώνται τα επίπεδα έκφρασης γονιδίων 

αναφοράς. Στην περίπτωσή μας, χρησιμοποιήθηκαν αρχικά 4 διαφορετικά γονίδια 

αναφοράς, UBI 3 (Ubiquitn 3), ELF1 (Elongation factor 1), PP2A (Protien phosphatese 2A) και 

L23 (60S ribosomal protein), τόσο στην κατάσταση των διαγονιδιακών φυτών, όσο και στην 

αγρίου τύπου κατάσταση και τα αποτελέσματα αναλύθηκαν σε ειδικό λογισμικό (Bestkeeper) 

όπου τελικά επιλέχθηκαν τα UBI 3, PP2A και L23. Η εξαγωγή των τελικών αποτελεσμάτων 

στηρίζεται στην ανάλυση και σύγκριση τους με μία καμπύλη γνωστών συγκεντρώσεων που 

δημιουργείται για κάθε γονίδιο και συσχέτισή τους με το επίπεδο των αντίστοιχων γονιδίων 

στα φυτά αγρίου τύπου που έχουν χρησιμοποιηθεί ως αρνητικοί μάρτυρες. 

Η ποσοτική PCR στα φυτά N.benthamiana πραγματοποιήθηκε σε 4 διαφορετικά φυτά 

των Nb5.1i και Nb6.1i σειρών στην Τ3 γενιά, και έδωσε αντίστοιχα αποτελέσματα σε 3 

διαδοχικές επαναλήψεις. Στην Εικόνα 3.4Α φαίνονται ότι και οι δύο σειρές που μελετήθηκαν 

έχουν επίπεδα καταστολής του SE της τάξης του 62.1% για την Nb5.1i σειρά και 50.5% για την 

Nb6.1i σειρά. Καθώς έχει δειχθεί ότι ισχυρή καταστολή του SE οδηγεί σε θνησιγενείς 

φαινοτύπους, από την εμβρυική φάση ακόμα, σε φυτά A.thaliana (Lobbes et al., 2006), τα 

ποσοστά καταστολής που καταφέραμε στα NbSEi φυτά, θεωρούνται ικανοποιητικά. 

 

• Ανάλυση έκφρασης σε επίπεδο πρωτεΐνης με τη μέθοδο western 

  

 Αφού μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του SE σε επίπεδο RNA πραγματοποιήθηκε 

και ανάλυση των επιπέδων της έκφρασης του γονιδίου σε πρωτεϊνικό επίπεδο με τη μέθοδο 

western. Απομονώθηκαν πρωτεΐνες από ολικά εκχυλίσματα φύλλων, από τα διαγονιδιακά 

φυτά (Nb5.1i,Nb6.1i) καθώς και από αγρίου τύπου φυτά. Ποσότητες ολικών πρωτεϊνών 

αναλύθηκαν σε πήκτωμα ακρυλαμίδης και ακολούθησε επώαση με ειδικό πολυκλωνικό 

αντίσωμα για το SE. Στην Εικόνα 3.4Β φαίνονται τα αποτελέσματα από το western στα Nb5.1i 

και Nb6.1i. Φαίνεται ότι και οι δύο υπό ανάλυση σειρές παρουσιάζουν σημαντική καταστολή 

στην έκφραση του γονιδίου που είναι 84% και 87% μειωμένη σε σχέση με το αγρίου τύπου 

φυτό. Η μέθοδος αυτή δεν θεωρείται απόλυτα ποσοτική, ωστόσο αποτελεί ενδεικτική εικόνα 

της ικανοποιητικής καταστολής του SE, ακόμα και σε επίπεδο πρωτεΐνης. 
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Εικόνα 3.4. Μοριακός χαρακτηρισμός των N.benthamiana SEi φυτών. Α. Ποσοτική PCR για ανίχνευση 
των μεταγράφων του SE στις NbSE5.1i και NbSE6.1i σειρές. Χρησιμοποιήθηκε (3μg) RNA από νεαρά 
φύλλα, τεσσάρων διαφορετικών νεαρών φυτών, για κάθε σειρά, ηλικίας 4-5 εβδομάδων. Η ανάλυση 
των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο του Pfaffl όπου η τιμή των αγρίου 
τύπου φυτών ορίστηκε ως 1. Στο διάγραμμα φαίνεται η τυπική απόκλιση. Β. Ανάλυση έκφρασης της 
πρωτεΐνης του SE στο φυτό N.benthamiana με τη μέθοδο western. Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα 
πρωτεϊνών (100mg) από νεαρά αγρίου τύπου και διαγονιδιακά φυτά αφού αναλύθηκαν σε 8% πηκτή 
ακρυλαμίδης, υβριδοποιήθηκαν με ειδικό SE αντίσωμα. Η μεγάλη υπομονάδα της Rubisco χρησίμευσε 
ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από χρώση με Ponceau. Η ποσοτικοποίηση έγινε με το 
πρόγραμμα Quantity one (Biorad). Οι αριθμοί αντιστοιχούν στη σχετική αναλογία των επιπέδων SE 
προς Rubisco, όπου η τιμή για το αγρίου τύπου φυτό ορίστηκε ως 1. 
 

 

3.2.1.3 Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των διαγονιδιακών φυτών N.benthamiana 

 

 Στα πλαίσια του χαρακτηρισμού των διαγονιδιακών φυτών που έχουν μειωμένα 

επίπεδα SE, πραγματοποιήθηκε μακροσκοπικός έλεγχος των φυτών από την Τ1 έως την Τ3 

γενιά. Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε ελεγχόμενες συνθήκες θερμοκηπίου και ως μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν φυτά αγρίου τύπου. Παρατηρήθηκαν διαφορές μεταξύ των 

διαγονιδιακών και μη - φυτών καθώς επίσης και διαφορές στην ένταση των φαινομένων 

μεταξύ των διαγονιδιακών σειρών. Οι διαφορές εντοπίζονται στη μορφολογία των φύλλων 

και βλαστών καθώς και στην ανάπτυξη και το χρόνο άνθισης των διαγονιδιακών φυτών. 

 Αναλυτικότερα, στην Εικόνα 3.5 παρουσιάζονται χαρακτηριστικές φωτογραφίες που 

απεικονίζουν τα κυριότερα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των διαγονιδιακών Ν.benthamiana, 

NbSEi φυτών. Τα NbSEi φυτά παρουσιάζουν μειωμένη ανάπτυξη που παραμένει σε όλη τη 

διάρκεια της ανάπτυξης συγκρινόμενα με τα αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.5Α). Τα φύλλα 

εμφανίζουν ένα κατσαρό πρότυπο ανάπτυξης και συστροφή προς την πίσω επιφάνεια που 

είναι εμφανές ιδιαίτερα μετά την ηλικία των 4 μηνών και είναι εντονότερο στα νεαρότερα 

φύλλα. Αυτό οφείλεται στην έλλειψη ασυμμετρίας μεταξύ των δύο πλευρών του φύλλου 
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(Εικόνα 3.5Γ). Σε μεταγενέστερη φάση, επηρεάζεται και η φυλλοταξία των φυτών και 

φαίνεται ότι το μήκος των μεσογονάτιων διαστημάτων είναι μειωμένο (μακροσκοπική 

παρατήρηση) (Εικόνα 3.5Β). Επιπλέον, κάποια φυτά παρουσίασαν αυξημένη διακλάδωση 

(Εικόνα 3.5Β). Τα χαρακτηριστικά αυτά συνέχιζαν να εμφανίζονται και στις υπόλοιπες γενιές 

(έως την Τ4 που αναλύθηκε για τις 2 σειρές που είχαμε επιλέξει), με τέτοιο τρόπο που 

φαίνεται σα να σταθεροποιήθηκε ο φαινότυπος με το πέρασμα στις επόμενες γενιές, που 

μπορεί να ευθύνεται και στο γεγονός ότι οι ενθέσεις βρίσκονταν πια σε ομόζυγη κατάσταση.  

Συνδυάζοντας τα αποτελέσματα της διάσχισης καθώς και του μοριακού και 

φαινοτυπικού χαρακτηρισμού των φυτών της Τ1 και Τ2 γενιάς, επιλέξαμε δύο διαγονιδιακές 

σειρές οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν στις πειραματικές διαδικασίες της παρούσας εργασίας. 

Οι σειρές αυτές ήταν οι NbSE5.1i και NbSE6.1i. 

Εικόνα3.5. Απεικόνιση των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των N.benthamiana SEi φυτών. Α. 
Σύγκριση της ανάπτυξης των NbSEi φυτών σε σχέση με αγρίου τύπου φυτά. Β. Απεικόνιση 
αναπτυξιακών ανωμαλιών των NbSEi φυτών: πιο πυκνός σχηματισμός φύλλων, αυξημένη 
διακλάδωση, συστροφή φύλλων. Γ. Σύγκριση αξονικής και από-αξονικής επιφάνειας των φύλλων 
NbSEi και αγρίου τύπου φυτών. Χρησιμοποιήθηκαν φυτά ηλικίας ~ 3 μηνών. 
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3.2.2 Δημιουργία και χαρακτηρισμός των N.tabacum φυτών καταστολής του SERRATE 

3.2.2.1 Παραγωγή των διαγονιδιακών φυτών N.tabacum 

 

Η δημιουργία των N.tabacum φυτών ξεκίνησε στα πλαίσια της διαδακτορικής 

διατριβής του Αναστάσιου Αλεξιάδη και ολοκληρώθηκε στα πλαίσια της μεταπτυχιακής μου 

διατριβής. Ο χαρακτηρισμός των φυτών αποτέλεσε αντικείμενο της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής. 

Η πλασμιδιακή κατασκευή που χρησιμοποιήθηκε (pK7GWIWGII/NtSEi, Παράρτημα 

IV) περιείχε ένα τμήμα 342bp της αλληλουχίας του SE από το φυτό Solanum lycopersicum, 

για το οποίο υπήρχε διαθέσιμη πληροφορία τη δεδομένη στιγμή (και ενισχύθηκε με 

εκκινητές που στα άκρα τους έφρεαν τα ένζυμα BamHI/XhoI, Παράρτημα V). Το τμήμα αυτό 

περιέχει ολόκληρη την χαρακτηριστική περιοχή δακτυλίων ψευδαργύρου (zinc-finger) του SE 

(Εικόνα 3.6) και παρουσιάζει 93% ομολογία με την αντίστοιχη περιοχή του ορθόλογου 

γονιδίου στο φυτό N.tabacum (Παράρτημα II). Όπως και στην περίπτωση των φυτών 

N.benthamiana, φυλλικοί δίσκοι από νεαρά φύλλα συγκαλλιεργήθηκαν με στελέχη 

αγροβακτηρίων (C58C1) που έφεραν την κατάλληλη πλασμιδιακή κατασκευή και 

αναπτύχθηκαν σε χώρο ελεγχόμενων συνθηκών (Υλικά και Μέθοδοι, υποενότητα 2.2). Από 

τη διαδικασία προέκυψαν 19 δυνητικά διαγονιδιακές σειρές, οι οποίες διακρίθηκαν από την 

ανθεκτικότητα που υπέδειξαν στην καναμυκίνη (100μg/ml) που χρησιμοποιήθηκε ως μέσο 

επιλογής. 

Εικόνα 3.6. Απεικόνιση της περιοχής του SE του N.tabacum που χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία 
των διαγονιδιακών σειρών NtSEi. 
 

Όπως και στην περίπτωση των N.benthamiana φυτών, προσδιορίστηκε ο αριθμός 

των ενθέσεων των διαγονιδιακών σειρών με ανάλυση της διάσχισης των σπόρων σε τρυβλίο 

με θρεπτικό μέσο, παρουσία του αντιβιοτικού καναμυκίνη (100μg/ml). Τα αποτελέσματα 

συνοψίζονται στον Πίνακα 3.3 και προκύπτει ότι οι σειρές 2, 3, 1, 9, 10, 12, 16, 26, 28, 29, 39, 

40 έχουν μία ένθεση ενώ, οι σειρές 4, 8 και 31 έχουν δύο ενθέσεις, ενώ οι σειρές 14 και 18 

έχουν τρεις ενθέσεις του διαγονιδίου. 
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Διαγονιδιακές 

σειρές 

Αναλογία     

επιζώντων:   

μη επιζώντων 

χ2                                                               

1 ένθεση 

(3:1)  

χ2                                                               

2 ενθέσεις 

(15:1)  

χ2                                                               

3 ενθέσεις 

(63:1)  

Αριθμός 

ενθέσεων 

2 2,71 0,21 73,48 421,44 1 

3 3,00 0,00 60,00 357,78 1 

4 27,00 23,52 0,86 3,88 2 

6 3,08 0,00 60,00 357,78 1 

8 12,25 15,41 0,52 27,01 2 

9 2,32 1,33 96,27 526,70 1 

10 2,27 1,92 104,54 564,39 1 

12 2,06 3,41 122,12 643,68 1 

14 50,00 28,21 3,08 0,13 3 

16 2,43 0,85 88,33 490,31 1 

18 52,00 28,21 3,08 0,13 3 

26 2,86 0,05 66,57 388,96 1 

28 4,44 2,61 23,56 176,00 1 

29 3,91 1,33 32,27 221,42 1 

31 19,00 21,33 0,27 7,71 2 

39 3,92 1,33 32,27 221,42 1 

40 2,06 3,41 122,12 643,68 1 

Πίνακας 3.3. Αποτελέσματα διάσχισης των N.tabacum SEi φυτών. Αναλογία διάσχισης των σπόρων της 
Τ0 γενιάς των N.tabacum φυτών καταστολής του SE και υπολογισμός του αριθμού των ενθέσεων μετά 
από επιλογή στο κατάλληλο αντιβιοτικό. Οι υπολογισμοί των ενθέσεων έγιναν με βάσει το κριτήριο χ2 
και τη χρήση του λογισμικού: https://www.graphpad.com/quickcalcs/chisquared2/. 
 

3.2.2.2 Μοριακή ανάλυση των διαγονιδιακών φυτών N.tabacum 

 

Ομοίως, όπως και στην περίπτωση των NbSEi φυτών, πραγματοποιήθηκε μοριακή 

ανάλυση στις δύο σειρές NtSE4ai και NtSE8bi και αφορούσε την ανάλυση των siRNAs που 

παράγονται λόγω του RNAi με τη μέθοδο northern, ανάλυση της έκφρασης σε επίπεδο RNA 

με ποσοτική PCR ή/και northern και ανάλυση της έκφρασης σε επίπεδο πρωτεΐνης με τη 

μέθοδο western. 

 

 

 

 

 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/chisquared2/
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• Ανίχνευση μεταγράφων με τη μέθοδο northern 

 

Πραγματοποιήθηκε ανάλυση των siRNAs που παράγονται εξαιτίας της παλίνδρομης 

αλληλουχίας που φέρουν τα διαγονιδιακά φυτά όπως περιγράφηκε παραπάνω για τα NbSEi 

φυτά (υποενότητα 3.2.2) χρησιμοποιώντας τώρα ως ανιχνευτή την αντίστοιχη αλληλουχία 

του SE από τα φυτά N.tabacum. Στην Εικόνα 3.7Α φαίνονται τα αποτελέσματα των δύο 

διαγονιδιακών σειρών, NtSE4ai και Nt8bi, της Τ3 γενιάς. Τα siRNAs ανιχνεύονται σε 

ικανοποιητικά επίπεδα και στις δύο σειρές που αναλύθηκαν. Αντίστοιχα αποτελέσματα 

προέκυψαν και από αναλύσεις στην Τ2 γενιά επιβεβαιώνοντας την παρουσία και τη 

λειτουργικότητα του διαγονιδίου. 

 Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε ανάλυση των διαγονιδιακών μεταγράφων με 

ανάλυση northern (Υλικά και Μέθοδοι, υποενότητα 2.5). Τα διαγονιδιακά μετάγραφα αφ’ 

ενός αποτελούν προϊόντα έντονης μεταγραφής από ισχυρούς υποκινητές, οπότε και μπορεί 

να ανιχνεύονται εύκολα και σε υψηλά επίπεδα, ωστόσο, η ίδια η φουρκέτα αποτελεί στόχο 

αποικοδόμησης από το μηχανισμό της σίγησης των φυτών, γεγονός που μπορεί να 

καταστήσει δύσκολη την ανίχνευσή της. Στην Εικόνα 3.7Β παρουσιάζονται τα αποτελέσματα 

από φυτά των Nt4ai και Nt8bi σειρών της Τ3 γενιάς όπου φαίνεται η ανίχνευση της 

φουρκέτας μόνο στην περίπτωση της Nt8bi σειράς. Η δυσκολία στην ανίχνευση του 

διαγονιδίου στην Nt4ai σειρά πιθανόν να οφείλεται στο γεγονός της αποτελεσματικής 

αποδόμησης της παλίνδρομης αλληλουχίας του SE από το μηχανισμό της RNA σίγησης, όπως 

φαίνεται και από την ανίχνευση αρκετής ποσότητας των siRNAs. 

 

• Ανίχνευση μεταγράφων με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR (quantitative PCR, qPCR) 

 

 Παρομοίως, ακολουθήθηκε αντίστοιχη διαδικασία όπως και στην περίπτωση των 

N.benthamiana φυτών, για την ανίχνευση των μεταγράφων του SE με qPCR. 

Χρησιμοποιήθηκαν 4 διαφορετικά φυτά των Nt4ai και Nt8bi σειρών στις Τ1 και Τ3 γενιές με 

αντίστοιχα αποτελέσματα, σε 3 διαφορετικές επαναλήψεις. Στην Εικόνα 3.7Γ φαίνονται ότι 

και οι δύο σειρές που μελετήθηκαν έχουν πολύ υψηλά επίπεδα καταστολής του SE που είναι 

της τάξης του 81.8% για την Nt4ai σειρά και 75% για την Nt8bi σειρά. 
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• Ανάλυση έκφρασης σε επίπεδο πρωτεΐνης με τη μέθοδο western 

 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε ανάλυση των επιπέδων της έκφρασης της πρωτεΐνης SE στις 

δύο διαγονιδιακές σειρές, Nt4ai και Nt8bi. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.7Δ. η πρωτεΐνη SE 

είναι κατά 70% και 62% σε χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με το επίπεδο έκφρασης στα 

αγρίου τύπου φυτά, γεγονός που επιβεβαιώνει την επιτυχή καταστολή του γονιδίου στις 

διαγονιδιακές σειρές, παρόλο που η μέθοδος αυτή ποσοτικοποίησης δεν είναι απόλυτα 

ακριβής. 

 

Εικόνα 3.7. Μοριακός χαρακτηρισμός των N.tabacum SEi φυτών. Α. Ανάλυση northern για την 
παραγωγή siRNAs του SΕ σε WT και NtSEi φυτά. 50μg RΝΑ από νεαρά φύλλα αναλύθηκαν σε 15% 
πηκτή ακρυλαμίδης και υβριδοποιήθηκαν με ραδιενεργό ανιχνευτή που αντιστοιχεί στην αλληλουχία 
του SE που στοχεύεται από το RNAi. Για μάρτυρας ποσοτικοποίησης πραγματοποιήθηκε υβριδισμός 
με το U6 RNA. Β. Ανάλυση northern για την ανίχνευση των διαγονιδιακών μεταγράφων. 20μg RNA από 
νερά φύλλα αναλύθηκαν σε 1% πηκτή αγαρόζης και υβριδοποιήθηκαν με ραδιενεργό ανιχνευτή που 
αντιστοιχεί στην αλληλουχία του SE που στοχεύεται από το RNAi. Υβριδισμός με 18s χρησιμοποιήθηκε 
ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης. Γ. Ποσοτική PCR για ανίχνευση των μεταγράφων του SE στις NtSE4ai 
και NtSE8bi σειρές. Χρησιμοποιήθηκε (3μg) RNA από νεαρά φύλλα τεσσάρων διαφορετικών νεαρών 
φυτών, για κάθε σειρά, ηλικίας 4-5 εβδομάδων. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε 
σύμφωνα με τη μέθοδο του Pfaffl όπου η τιμή των αγρίου τύπου φυτών ορίστηκε ως 1. Στο διάγραμμα 
φαίνεται η τυπική απόκλιση. Δ. Ανάλυση έκφρασης της πρωτεΐνης του SE στο φυτό N.tabacum με τη 
μέθοδο western. Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών (100mg) από νεαρά αγρίου τύπου και 
διαγονιδιακά φυτά αφού αναλύθηκαν σε 8% πηκτή ακρυλαμίδης, υβριδοποιήθηκαν με ειδικό SE 
αντίσωμα. Η μεγάλη υπομονάδα της Rubisco χρησίμευσε ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από 
χρώση με Ponceau. Η ποσοτικοποίηση έγινε με το πρόγραμμα Quantity one (Biorad). Οι αριθμοί 
αντιστοιχούν στη σχετική αναλογία των επιπέδων SE προς Rubisco, όπου η τιμή για το αγρίου τύπου 
φυτό ορίστηκε ως 1. 
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3.2.2.3 Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των διαγονιδιακών φυτών N.tabacum 

 

 Όσον αφορά στα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των N.tabacum, φαίνεται να είναι 

αντίστοιχα με εκείνα των N.benthamiana φυτών που παρουσιάζουν καταστολή του SE, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 3.8. Παρατηρείται μειωμένη ανάπτυξη των φυτών (Εικόνα 3.8Α) και η 

χαρακτηριστική συστροφή των φύλλων λόγω της απώλειας της ασσυμετρίας μεταξύ των δύο 

επιφανειών του φύλλου (Εικόνα 3.8Β,Γ). Έχει επηρεαστεί η φυλλοταξία των φυτών ενώ το 

μήκος των μεσογονάτιων διαστημάτων είναι μειωμένο και γι’ αυτό τα φύλλα παρουσιάζουν 

σχεδόν θαμνώδη έκπτυξη. Ο βλαστός των διαγονιδιακών φυτών είναι πιο παχύς και φαίνεται 

να είναι λιγότερο εύκαμπτος σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου (Εικόνα 3.8Γ). 

 Τέλος, παρατηρήθηκαν έντονες διαταραχές αναφορικά με την άνθιση των 

διαγονιδιακών φυτών του καπνού και εντοπίζεται στην καθυστέρηση ή απουσία της 

διαδικασίας δημιουργίας των ανθικών οργάνων και συνεπώς στο χρόνο άνθισης που 

οφείλεται σε μεγαλύτερης διάρκειας βλαστική περίοδο. Οι σειρές που χρησιμοποιήθηκαν 

παρουσίαζαν τους πιο έντονους φαινότυπους και είχαν αναλυθεί με μοριακές τεχνικές για τη 

επιβεβαίωση της καταστολής του SE. Αναλυτικότερα, να σημειωθεί ότι το 43% των NtSE4ai 

φυτών ολοκλήρωσαν το βιολογικό τους κύκλο χωρίς να ανθίσουν (δηλαδή ξεράθηκαν πριν 

ανθίσουν χωρί κάποιο φυτοπαθολογικό πρόβλημα), τονίζοντας τη σημασία του SE στη 

διαδικασία της άνθισης. Για τα φυτά καπνού που ανθίζουν, χαρακτηριστικό αποτελεί ο 

αριθμός των φύλλων τη δεδομένη στιγμή. Έτσι, πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις σε φυτά της 

Τ3 γενιάς που αφορούσαν στον χρόνο άνθισης καθώς και στον ακριβή αριθμό των φύλλων 

τη στιγμή εκείνη. Από τις μετρήσεις προέκυψε ότι τα αγρίου τύπου φυτά ανθίζουν σε 105 

ημέρες από τη βλάστηση και έχουν περίπου 26 φύλλα, ενώ τα διαγονιδιακά φυτά, αν 

ανθίσουν, χρειάζονται 146 και 129 ημέρες για τις σειρές NtSE4ai και NtSE8bi, αντίστοιχα 

(Εικόνα 3.8Ε). Ωστόσο, δεν παρατηρείται διαφορά ως προς τον ο αριθμό των φύλλων τη 

στιγμή της άνθισης που είναι ~26 φύλλα (Εικόνα 3.8Ζ), υποδηλώνοντας ότι τα φυτά ανθίζουν 

πάντα όταν βρίσκονται στο ίδιο αναπτυξιακό στάδιο το οποίο καθυστερεί στην περίπτωση 

των διαγονιδιακών φυτών. 

Σημειώνεται και εδώ ότι, όπως και στην περίπτωση των NbSEi φυτών, η ένταση των 

παραπάνω φαινόμενων ποικίλει μεταξύ των διαφορετικών σειρών και πιθανόν να οφείλεται 

είτε στο ποσοστό της καταστολής που έχει επιτευχθεί σε κάθε σειρά είτε στην στιγμιαία 

έλλειψη συγκεκριμένων miRNAs, γεγονός που είναι στοχαστικό. Επιπλέον, οι συνθήκες στο 

θερμοκήπιο μπορεί να μην είναι ακριβώς ίδιες σε όλα τα σημεία του θαλάμου και συνεπώς, 

το γεγονός αυτό, σε συνδυασμό με τη συσσώρευση των miRNAs η οποία επηρεάζεται και 
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από τις συνθήκες του περιβάλλοντος, πιθανά να επηρεάζει την εμφάνιση των 

χαρακτηριστικών συμπτωμάτων των φυτών τα οποία έχουν ήδη δυσλειτουργικό μονοπάτι 

βιοσύνθεσης miRNAs λόγω της μειωμένης έκφρασης του SE. Ωστόσο, τα αποτελέσματα που 

παρουσιάζονται προέκυψαν έπειτα από παρατήρηση μεγάλου αριθμού φυτών, σε 

διαφορετικές γενιές και σε διάφορες χρονικές περιόδους και αποτελούν σταθερές 

φαινοτυπικές αποκλίσεις από τον αγρίου τύπου φαινότυπο των N.tabacum φυτών. 

Εικόνα 3.8. Απεικόνιση των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των N.tabacum SEi φυτών. Α. Σύγκριση 
της ανάπτυξης των NtSEi φυτών σε σχέση με αγρίου τύπου φυτά. Β. Απεικόνιση αναπτυξιακών 
ανωμαλιών των NtSEi φυτών: πιο πυκνός σχηματισμός φύλλων, πιο παχύς βλαστός, συστροφή 
φύλλων. Γ. Σύγκριση αξονικής και από-αξονικής επιφάνειας των φύλλων NtSEi και αγρίου τύπου 
φυτών. Για τα Α – Γ, χρησιμοποιήθηκαν φυτά ηλικίας ~ 3 μηνών. Δ. Γραφική αναπαράσταση των 
ημερών που απαιτούνται μέχρι την άνθιση των WT και NtSEi φυτών. Ε. Γραφική αναπαράσταση του 
αριθμού των φύλλων τη στιγμή της άνθισης στα WT και NtSEi φυτά. Η ανάλυση έγινε με το πρόγραμμα 
Graphpad Prism 6. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που αναλύθηκαν. Στατιστική ανάλυση 
έγινε με Student t-test και ο βαθμός σημαντικότητας ορίστηκε το p<0.1 (****). Στα διαγράμματα 
φαίνεται η τυπική απόκλιση. 
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3.3 Λειτουργική ανάλυση των N.benthamiana και N.tabacum φυτών καταστολής του 

SERRATE 

 

 Ο κύριος ρόλος του SE, τόσο σε ζωικούς όσο και σε φυτικούς οργανισμούς είναι η 

συμμετοχή του στο μονοπάτι της βιοσύνθεσης των miRNAs, λαμβάνοντας έτσι μέρος σε 

πλήθος αναπτυξιακών διαδικασιών  (Clarke et al., 1999; Grigg et al., 2005; Lobbes et al., 2006; 

Prigge and Wagner, 2001; Wilson et al., 2008a). Χαρακτηριστικό γνώρισμα φυτών A. thaliana 

που έχουν μειωμένη έκφραση του SE είναι τα μειωμένα επίπεδα των miRNAs (Lobbes et al., 

2006; Yang et al., 2006). Με τις παραπάνω αναλύσεις επιβεβαιώσαμε ότι οι διαγονιδιακές 

σειρές που δημιουργήθηκαν φέρουν το επιθυμητό ένθεμα για την επαγωγή του μηχανισμού 

της σίγησης, ότι παράγονται τα siRNAs που είναι υπεύθυνα για την στόχευση του γονιδίου 

και ότι επιτεύχθηκε η καταστολή του τόσο σε μεταγραφικό όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο. 

 Προκειμένου να μελετήσουμε αν η δυσλειτουργία του γονιδίου λόγω μειωμένης 

έκφρασης ευθύνεται και για την αντίστοιχη με τα φυτά της A.thaliana δυσλειτουργία στη 

διαδικασία της σύνθεσης miRNAs, αναλύσαμε τη συσσώρευση επιλεγμένων miRNA στις 

διαγονιδιακές σειρές και συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα στα αγρίου τύπου φυτά. 

Πραγματοποιήθηκε ανάλυση των miRNAs με ποσοτική PCR καθώς και με ανάλυση τύπου 

northern για τα φυτά N.tabacum. 

 Αναλυτικότερα, επιλέχθηκαν miRNAs τα οποία εμπλέκονται σε διαφορετικά μεταξύ 

τους αναπτυξιακά μονοπάτια και τα οποία έχει βρεθεί, από προηγούμενες μελέτες στην 

A.thaliana, ότι επηρεάζονται αρνητικά σε καταστάσεις μειωμένης έκφρασης του SE. Αυτά 

ήταν το miRNA159, miR166, miR167, miR168, miR396 (Παράρτημα ΙΙΙ). Απομονώθηκε RNA 

από φυτά ηλικίας 4-5 εβδομάδων και πραγματοποιήθηκε ποσοτική PCR (Υλικά και Μέθοδοι, 

υποενότητα 2.3.8.2). Ως γονίδια αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα U1 και U4 και τα 

αποτελέσματα συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα στα αγρίου τύπου φυτά. Όπως φαίνεται στις 

Εικόνες 3.9 και 3.10, όλα τα miRNAs που αναλύθηκαν έχουν εξαιρετικά μειωμένα επίπεδα 

και για τα δύο φυτικά είδη που δημιουργήθηκαν. 
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3.3.1 Λειτουργική ανάλυση των N.benthamiana φυτών καταστολής του SERRATE 

 

 Αναλυτικότερα, όσον αφορά στις N.benthamiana, NbSE5.1i και NbSE6.1i, σειρές τα 

επίπεδα των miRNAs είναι μειωμένα από 39.2 έως 88.3%, συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα στα 

αγρίου τύπου φυτά. Πιο συγκεκριμένα, στην NbSE5.1i σειρά, τα επίπεδα των miRNAs 

κυμαίνονται από 39,3% για το miR159 έως 60.8% για το miR166, ενώ για την σειρά NbSE6.1i, 

τα επίπεδα βρίσκονται μεταξύ 11.7% για το miR396 μέχρι 58,8% για το miR167 (Εικόνα 3.9). 

Εικόνα 3.9. Λειτουργική ανάλυση των N.benthamiana SEi φυτών. Ποσοτική qPCR για την ανίχνευση 
επιπέδων συγκεκριμένων miRNAs στα NbSEi φυτά. Χρησιμοποιήθηκε (3μg) RNA από νεαρά φύλλα 
φυτών ηλικίας 4-5 εβδομάδων. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη 
μέθοδο του Pfaffl όπου η τιμή των αγρίου τύπου φυτών ορίστηκε ως 1. Ως γονίδια αναφοράς 
χρησιμοποιήθηκαν τα πυρηνικά γονίδια, UI και U4. Στη γραφική παράσταση απεικονίζεται η τυπική 
απόκλιση. 
 

3.3.2 Λειτουργική ανάλυση των N.tabacum φυτών καταστολής του SERRATE 

 

 Ομοίως, ιδιαίτερα μειωμένα βρέθηκαν τα miRNAs στα διαγονιδιακά φυτά NtSE4ai και 

NtSE8bi που είναι από 53 έως 95.9% χαμηλότερα σε σχέση με τα αντίστοιχα επίπεδα στα 

αγρίου τύπου φυτά. Αξιοσημείωτη είναι η μείωση στη σειρά NtSE4ai όπου το επίπεδο για το 

miR166 φτάνει μέχρι 4.1% και 26.8% για το miR159. Ανάλογα, για την NtSE8bi σειρά, οι 

αντίστοιχες τιμές είναι 16.6% και 47% (Εικόνα 3.10A). 

 Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι οι υπό ανάλυση NtSEi διαγονιδιακές σειρές 

παρουσιάζουν εξαιρετικά χαμηλά επίπεδα των miRNAs. Συγκρίνοντάς τα επίσης με τα 

επίπεδα στις NbSEi διαγονιδιακές σειρές, παρατηρείται μία συσχέτιση μεταξύ του ποσοστού 
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της καταστολής του SE με τα επίπεδα των miRNAs. Μεγαλύτερη καταστολή, συνεπάγεται 

μεγαλύτερη μείωση των miRNAs. 

Επιπλέον, στα διαγονιδιακά φυτά NtSE4ai και NtSE8bi, πραγματοποιήθηκε ανάλυση 

των miRNAs με τη μέθοδο northern. RNA από νεαρό φυτικό υλικό αναλύθηκε σε πηκτή 

ακρυλαμίδης (Yλικά και Mέθοδοι, υποενότητα 2.5.2) και ως ανιχνευτές χρησιμοποιήθηκαν 

ραδιενεργά LNA για τα miR159, miR166 και miR167. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.9B το 

επίπεδο του miR159 είναι στο 54% στα NtSE4ai και στο 68% στα NtSE8bi φυτά, αντίστοιχα, 

σε σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά. Το επίπεδο του miRNA166 είναι στο 62% και 71% στα 

NtSE4ai και NtSE8bi σε σχέση με τα αγρίου τύπου και τέλος, το miR167 βρίσκεται στο 28% 

στις NtSE4ai και NtSE8bi σειρές. Ως ποσοτικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε υβριδισμός με το 

U6 RNA. Παρατηρείται ότι και με την μέθοδο αυτή επιβεβαιώνονται τα χαμηλότερα επίπεδα 

των miRNAs στις NtSEi τροποποιημένες σειρές, παρόλο που η μέθοδος δεν είναι ποσοτική. 

Oι διαφορές που παρατηρούνται στις τιμές των επιπέδων των miRNAs στα northern σε σχέση 

με αυτές στις qPCR πιθανόν να οφείλονται σε μικροδιαφορές ως προς το ακριβές 

αναπτυξιακό στάδιο των φυτών στα οποία αναλύθηκαν. 

Εικόνα 3.10. Λειτουργική ανάλυση των N.tabacum SEi φυτών. Α. Ποσοτική qPCR για την ανίχνευση 
επιπέδων συγκεκριμένων miRNAs στα NtSEi φυτά. Χρησιμοποιήθηκε (3μg) RNA από νεαρά φύλλα 
φυτών ηλικίας 4-5 εβδομάδων. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη 
μέθοδο του Pfaffl όπου η τιμή των αγρίου τύπου φυτών ορίστηκε ως 1. Ως γονίδια αναφοράς 
χρησιμοποιήθηκαν τα πυρηνικά γονίδια, UI και U4. Στη γραφική παράσταση απεικονίζεται η τυπική 
απόκλιση Β.  Ανάλυση τύπου northern για την ανίχνευση συγκεκριμένων miRNAs σε αγρίου τύπου και 
NtSEi φυτά. 50μg RΝΑ από νεαρά φύλλα αναλύθηκαν σε 15% πηκτή ακρυλαμίδης και 
υβριδοποιήθηκαν με ραδιενεργά LNA για τα miR159, miR166 και miR167. Ως μάρτυρας 
ποσοτικοποίησης πραγματοποιήθηκε υβριδισμός με το U6 RNA. Η ποσοτικοποίηση έγινε με το 
πρόγραμμα Quantity one (Biorad). Οι αριθμοί αντιστοιχούν στη σχετική αναλογία των επιπέδων των 
miRNAs προς το U6 και η τιμή για το αγρίου τύπου φυτό ορίστηκε ως 1. 
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3.4 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από βιοτική 

καταπόνηση 

 

Τα φυτά αναπτύσσονται σε ένα συνεχώς μεταβαλλόμενο και πολλές φορές εχθρικό για 

αυτά περιβάλλον που αφορά στην παρουσία τόσο αβιοτικών όσο και βιοτικών παραγόντων 

καταπόνησης. Καθώς επίσης τα φυτά στερούνται τη δυνατότητα αλλαγής του περιβάλλοντός 

τους, έχουν αναπτύξει διάφορους μηχανισμούς που τους επιτρέπουν να εντοπίζουν και στη 

συνέχεια να αμύνονται έναντι των πιέσεων που συναντούν. Ως βιοτικοί παράγοντες 

καταπόνησης εννοούνται ιοί, βακτήρια, μύκητες, ιοειδή κ.α. Στους αμυντικούς μηχανισμούς 

άμυνας των φυτών περιλαμβάνεται η επαγωγή αλλά και η καταστολή της έκφρασης 

διαφορετικών γονιδίων, ενεργοποίηση μονοπατιών διαφόρων ορμονών, ενώ από τους πιο 

σημαντικούς θεωρείται ο μηχανισμός της RNA σίγησης που ενεργοποιείται με την εισβολή 

ιικών και άλλων παθογόνων (Baulcombe, 2004; Glazebrook, 2005; Pumplin and Voinnet, 

2013; Robert-seilaniantz et al., 2011). 

Ο μηχανισμός της RNA σίγησης ενεργοποιείται όταν εντοπίζονται στα φυτά δίκλωνες 

αλληλουχίες και τελικός στόχος είναι αποδόμησή τους (Εισαγωγή, υποενότητα 1.1.2). 

Περισσότερο μελετημένο είναι το μονοπάτι που εμπλέκει τα εξωγενώς προερχόμενα, από 

ιούς ή ιοειδή, siRNAs (Dadami et al., 2013; Katsarou et al., 2016; Moon and Park, 2016; 

Pumplin and Voinnet, 2013; Wang et al., 2012). 

 Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της επίδρασης του μονοπατιού της 

βιοσύνθεσης των miRNAs στην απόκριση των φυτών σε συνθήκες βιοτικού στρες. Υπάρχουν 

αναφορές που συνδέουν μεταβολές στη συσσώρευση των ενδογενώς προερχόμενων miRNAs 

με την άμυνα φυτών έναντι βακτηρίων (Fahlgrenetal.,2007; Navarro 2006, Zhang etal.,2011a), 

ιών (Tang 2010, Feng 2013) και ιοειδών (Dierman 2010, Owens 2012). Στην παρούσα εργασία 

αναλύθηκε η πιθανή συσχέτιση του μονοπατιού των miRNAs με την απόκριση των φυτών 

N.benthamiana και N.tabacum σε βιοτικές καταπονήσεις. Οι συνθήκες καταπόνησης που 

χρησιμοποιήθηκαν αφορούσαν τη μόλυνση από ιούς, ιοειδή και βακτήρια. 
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3.4.1 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με ιοειδή 

 

Τα ιοειδή αποτελούν μονόκλωνα μόρια μεγέθους 250 – 401 νουκλεοτιδίων (ντ) και 

είναι υπεύθυνα για καταστροφές σε φυτά υψηλής οικονομικής σημασίας (ανασκόπηση 

Flores et al., 2011; Katsarou et al., 2015; Palukaitis, 2014; Rao and Kalantidis, 2015; Tsagris et 

al., 2008). Δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες και γι’ αυτό η μολυσματικότητά τους  είναι στενά 

συνδεδεμένη με μηχανισμούς του φυτού-ξενιστή (Daros and Flores, 2004). 

 Το ιοειδές των ατρακτοειδών κονδύλων της πατάτας (Potato spindle tuber viroid, 

PSTVd), αποτελεί χαρακτηριστικό είδος της οικογένειας των Pospiviroidae και είναι από τα 

πλέον μελετημένα ιοειδή, όσον αφορά και στη σχέση του με το μηχανισμό της RNA σίγησης 

(Dadami et al., 2013; Di Serio et al., 2010; Itaya et al., 2007; Katsarou et al., 2016; 

Papaefthimiou et al., 2001). Έχει δειχθεί ότι επάγει τον μηχανισμό της σίγησης, ωστόσο 

αποφεύγει την αποδόμησή του από αυτόν, πιθανότατα λόγω της δευτερογενούς δομής του 

(Itaya et al., 2007).  Προηγούμενες μελέτες έχουν αναλύσει τη σχέση του με τα μονοπάτια 

της σίγησης στα οποία συμμετέχουν οι DCL2, DCL3 και DCL4 (Dadami et al., 2013; Katsarou et 

al., 2016). Παράλληλα, είχαν γίνει και οι πρώτες προσπάθειες για τη συσχέτιση της 

μολυσματικότητάς του με το μονοπάτι των miRNAs και την DCL1 η οποία είναι ο κύριος 

παράγοντας του μονοπατιού (Schauer et al., 2002). 

  

3.4.1.1 Επίδραση της καταστολής της Dicer-like 1 στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με το ιοειδές PSTVd 

 

Προκειμένου να μελετηθεί η πιθανή επίδραση του miRNA μονοπατιού στη 

μολυσματικότητα του ιοειδούς, δημιουργήθηκαν διαγονιδιακά φυτά N.benthamiana που 

καταστέλλουν το γονίδιο Dicer-like 1 (DCL1), με τη μέθοδο RNAi (DCL1i) (Dadami et al., 2013; 

Katsarou et al., 2016). Τα φυτά αυτά έφεραν καταστολή της DCL1 σε ποσοστό 37.2 %, το οποίο 

είναι σημαντικό αλλά όχι ιδιαίτερα υψηλό. Το γεγονός αυτό συμφωνεί με αναφορές τόσο 

στην A.thaliana (Schauer et al., 2002) όσο και στην N. benthamiana (Bozorov et al., 2012), 

όπου φυτά με ισχυρή καταστολή της DCL1 ήταν θνησιγενή. Παρόλα αυτά, μόλυνση των DCLi 

φυτών με το ιοειδές PSTVd NB έδειξε μείωση της μολυσματικότητας του ιοιειδούς, η οποία 

ωστόσο δεν ήταν σταθερή για όλα τα φυτά της σειράς που χρησιμοποιήθηκε. Εδώ, 

πραγματοποιήθηκαν αντίστοιχα πειράματα όπου νεαρά DCL1i φυτά (στο στάδιο των 4-6 

φύλλων) της Τ7 γενιάς μολύνθηκαν με το PSTVd με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού (Υλικά 
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και Μέθοδοι, υποενότητα 2.11.1 ) και συγκρίθηκαν με τα επίπεδα μόλυνσης σε αγρίου τύπου 

φυτά, από ιστό που προέρχεται από νεαρά διασυστηματικά φύλλα. Σε 5 ανεξάρτητα 

πειράματα μολύνθηκαν με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού, συνολικά 28 και 23 αγρίου τύπου 

και DCLi φυτά, αντίστοιχα. Στην εικόνα 3.11Α απεικονίζεται μία χαρακτηριστική norhtern 

ανάλυση όπου χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής το (-) PSTVd. Από την ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσμάτων northern 21dpi (days post infection, dpi), παρατηρήθηκε 18% μείωση της 

μολυσματικότητας  του PSTVd στις διαγονιδιακές σειρές (Εικόνα 3.11Β). Η μείωση αυτή είναι 

σταθερή σε μεγάλο χρονικό διάστημα της μόλυνσης, όπως φαίνεται από ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε από 7-42dpi (Εικόνα 3.11Γ,Δ). Τα δεδομένα αυτά συνεπάγονται μία μικρή 

συσχέτιση μεταξύ της DCL1 της μόλυνσης από ιοειδή και του miRNA μονοπατιού. 

 

Εικόνα 3.11. Ανάλυση συσσώρευσης του PSTVd στα Ν. benthamiana DCL1i φυτά. Ανάλυση ολικού 
RNA (5μg) με τη μέθοδο northern για την ανίχνευση του (+) PSTVd σε WT και DCL1.13i φυτά A.στις 
21dpi και B. στις περιόδους 7,14,21,28 και 35dpi. Η (-) PSTVd αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως 
ανιχνευτής και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με τη 
χρωστική methylene blue. Ποσοτικοποίηση του τίτλου του PSTVd από τις northern αναλύσεις με το 
πρόγραμμα Quantity one (Biorad), για την ανίχνευση του (+) PSTVd σε WT και DCL1.13i φυτά Β. στις 
21dpi και Δ. στις περιόδους 7,14,21,28 και 35dpi. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που 
αναλύθηκαν. Οι γραφικές παραστάσεις της έγιναν με το πρόγραμμα Graphpad Prism 6. 
Πραγματοποιήθηκε ανάλυση Student t-test με επίπεδο και το ποσοστό σημαντικότητας ορίστηκε ως 
p<0.01 (**) για το Γ. Στα διαγράμματα φαίνονται οι μέσοι όροι με την τυπική απόκλιση. 
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3.4.1.2 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με το ιοειδές PSTVd 

 

Παραπάνω αναλύθηκε η μολυσματικότητα του PSTVd σε N.benthamiana φυτά που 

έχουν μειωμένα επίπεδα της DCL1. Καθώς όμως η μείωση της DCL1 ήταν περιορισμένη στα 

DCL1i φυτά, χρησιμοποιήθηκαν τα SEi φυτα, τόσο τα N.tabacum (NtSE4ai, NtSE8bi) όσο και 

τα N.benthamiana (NbSE5.1i, NbSE6.1i), με σκοπό την πληρέστερη ανάλυση της συσχέτισης 

μεταξύ miRNAs και PSTVd. 

 Έτσι, πραγματοποιήθηκαν αντίστοιχα πειράματα μόλυνσης σε SEi και αγρίου τύπου 

φυτά των N.benthamiana και N.tabacum φυτικών ειδών. Φυτά στο στάδιο των 4-6 φύλλων 

μολύνθηκαν με το PSTVd και 21dpi αναλύθηκε ο τίτλος του ιοειδούς σε διασυστηματικά 

φύλλα με τη μέθοδο northern, χαρακτηριστικές εικόνες των οποίων παρουσιάζονται στην 

εικόνα 3.12Α και για τις δύο NbSEi σειρές. Μετά από πέντε ανεξάρτητα πειράματα όπου 

χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 31 αγρίου τύπου και 32 NbSE5.1i φυτά, παρατηρήθηκε 

σημαντική μείωση του τίτλου του ιοειδούς στα NbSEi φυτά κατά 57% σε σχέση με τον τίτλο 

στα αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.11Β). Αντίστοιχη είναι η μείωση στον τίτλο του ιοειδούς 

και για τη δεύτερη NbSEi σειρά, την Nb6.1i, όπου τα επίπεδα της μόλυνσης είναι κατά 54.4% 

χαμηλότερα συγκρινόμενα με τα αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.12Β). 

 Όσον αφορά στα φαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά, η μόλυνση με το PSTVd είχε ως 

αποτέλεσμα την εμφάνιση του χαρακτηριστικού φαινοτύπου του νανισμού των φυτών με 

μικρότερες αποστάσεις μεσογονάτιων διαστημάτων με αποτέλεσμα τα φύλλα να 

αναπτύσσουν ‘’θαμνώδη’’ διαμόρφωση. Παρατηρήθηκε επίσης αύξηση των διακλαδώσεων 

ενώ δεν παρατηρήσαμε έντονες διαφορές μεταξύ του φαινοτύπου των μολυσμένων 

διαγονιδιακών φυτών συγκρινόμενα με τα αγρίου τύπου μολυσμένα φυτά (Εικόνα 3.12Γ). 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   115 
 

Εικόνα 3.12. Ανάλυση συσσώρευσης του PSTVd στα Ν.benthamiana SEi φυτά. A. Ανάλυση ολικού 
RNA (5μg) με τη μέθοδο northern για την ανίχνευση του (+) PSTVd σε WT και στις NbSE5.1i και NbSE6.1i 
διαγονιδιακές σειρές. Η (-) PSTVd αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως μάρτυρας 
ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με methylene blue. B. Γραφική 
αναπαράσταση της ποσοτικοποίησης του northern. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που 
αναλύθηκαν. Η γραφική παράσταση έγινε με το Graphpad όπου πραγματοποιήθηκε ανάλυση Student 
t-test και το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε ως p<0.0001 (****). Στο διάγραμμα φαίνεται η τυπική 
απόκλιση. Δ. Απεικόνιση φαινοτύπων υγιών και μολυσμένων με το ιοειδές PSTVd 21dpi, αγρίου τύπου 
και NbSEi φυτών. 
 

 Τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν και με πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν στα N.tabacum, NtSE4ai και NtSE8bi φυτά. Παρομοίως, νεαρά φυτά 

μολύνθηκαν με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού και 21dpi αναλύθηκε φυτικό υλικό από 

διασυστηματικά φύλλα, με τη μέθοδο northern. Αρχικά να σημειωθεί ότι ενώ μολύνθηκαν 

όλα, 23/23 (100%), τα αγρίου τύπου φυτά που χρησιμοποιήθηκαν σε τρία ανεξάρτητα 

πειράματα, μόνο 15 από τα 28 φυτά (53.57%) της NtSE4ai σειράς μολύνθηκαν επιτυχώς 

(Εικόνα 3.13Α). Παρόμοια αποτελέσματα είχαμε και για την Nt8bi σειρά όπου μολύνθηκαν 8 

από τα 21 φυτά που χρησιμοποιήθηκαν (38.1%) σε σχέση με το σύνολο και πάλι των αγρίου 

τύπου φυτών που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες του εν λόγω πειράματος (19/19, 100%) 

(Εικόνα 3.13Γ). Στην Εικόνα 3.13 Β και Δ παρουσιάζονται, χαρακτηριστικές εικόνες northern 

ανάλυσης για την κάθε σειρά που αναλύθηκε. Στη συνέχεια, ποσοτικοποίηση της 

συσσώρευσης του PSTVd στα φυτά στα οποία εγκαταστάθηκε η μόλυνση, έδειξε 35.1% και 

69.4% μείωση του ιοειδούς στις σειρές Nt4ai και Nt8bi αντίστοιχα, συγκρινόμενα με τα 

αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.13Ε). Ο μειωμένος τίτλος του ιοειδούς στα φυτά αυτά αποτελεί 
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ισχυρή ένδειξη ότι τα μειωμένα επίπεδα του SE έχουν αρνητικές συνέπειες στην 

μολυσματικότα του ιοειδούς η οποία μπορεί να οδηγήσει ακόμα και σε πλήρως ανθεκτικά 

ως προς το ιοειδές φυτά. 

Εικόνα 3.13. Ανάλυση συσσώρευσης του PSTVd στα Ν.tabacum SEi φυτά. Ανάλυση ολικού RNA (5μg) 
με τη μέθοδο northern για την ανίχνευση του (+) PSTVd σε WT και NtSEi φυτά. Α, Γ. Απεικόνιση του 
ποσοστού των επιτυχώς μολυσμένων φυτών επί του συνόλου των φυτών που χρησιμοποιήθηκαν στις 
A. NtSE4ai και Γ. NtSE8bi σειρές. B, Δ. Αντιπροσωπευτικές εικόνες από northern αναλύσεις 21dpi από 
τα B. NtSE4ai και Δ. NtSE8bi φυτά. Η (-) PSTVd αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως 
μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με τη χρωστική 
methylene blue. Ε. Γραφική αναπαράσταση της ποσοτικοποίησης του northern. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί 
στον αριθμό των φυτών που αναλύθηκαν. Η γραφική παράσταση έγινε με το πρόγραμμα Graphpad, 
όπου πραγματοποιήθηκε ανάλυση Student t-test και το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε ως p<0.01 
(**) και p<0.0001 (****) για τις σειρές NtSE4ai και NtSE8bi, αντίστοιχα (****). Στο διάγραμμα φαίνεται 
η τυπική απόκλιση. 
 
3.4.1.3 Ανάλυση της πορείας της μόλυνσης του PSTVd στα NbSEi φυτά 

 

 Στα πλαίσια της κατανόησης του μηχανισμού μέσω του οποίου τα μειωμένα επίπεδα 

του SE επηρεάζουν τη μόλυνση του PSTVd, προσπαθήσαμε να μελετήσουμε αναλυτικότερα 

την πορεία της μόλυνσης, από την αρχική εισαγωγή του παθογόνου και αργότερα τη 

διατήρησή του και τη διακίνησή του στο φυτό. Για το σκοπό αυτό αναλύθηκε, όπως 

παραπάνω, ο τίτλος του PSTVd στο μολυσμένο ιστό, αγρίου τύπου και NbSE5.1i φυτών, 5 

μόλις ημέρες μετά τη μόλυνση. Ποσοτικοποίηση της συσσώρευσης του PSTVd σε τρία 

ανεξάρτητα πειράματα, σε συνολικά 20 αγρίου τύπου και 17 NbSE5.1i φυτά, παρουσίασε 

σημαντική μείωση της τάξης του 67.5%, ήδη στις 5dpi, συγκρινόμενη με τα αγρίου τύπου 
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φυτά (Εικόνα 3.14Α, Β). Το γεγονός αυτό υπονοεί τη μη αποτελεσματική εγκατάσταση του 

ιοειδούς στα διαγονιδιακά φυτά. 

 Το ιοειδές ωστόσο έχει την ικανότητα να πολλαπλασιάζεται και να μετακινείται 

διαστυστηματικά στα νεότερα μέρη του φυτού όπου θα μπορούσε ακόμα και να φτάσει 

επίπεδα μόλυνσης αντίστοιχα των αγρίου τύπου φυτών. Αναλύθηκε συνεπώς η πορεία της 

μόλυνσης μελετώντας φυτικό ιστό από μολυσμένα διασυστηματικά φύλλα, σε διάφορες 

χρονικές περιόδους. Πραγματοποιήθηκαν 3 ανεξάρτητα πειράματα κατά τα οποία αγρίου 

τύπου και NbSE5.1i φυτά μολύνθηκαν με το PSTVdNB με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού. 

Ιστός από μολυσμένα διασυστηματικά φύλλα αναλύθηκε με northern, 7, 14, 21, 28, 35 και 

42dpi, χρησιμοποιώντας το (-) PSTVd ως ανιχνευτή, όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην 

εικόνα 3.14Γ. Μετά από ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων βρέθηκε ότι ο τίτλος του 

ιοειδούς παραμένει σταθερά χαμηλότερος καθ΄ όλη τη διάρκεια της μόλυνσης, για τις 

χρονικές στιγμές που αναλύθηκαν. Το πείραμα επαναλήφθηκε για τουλάχιστον δύο φορές 

με τουλάχιστον 5 φυτά σε κάθε περίπτωση. Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι η 

καταστολή του SE επηρεάζει τη συσσώρευση του PSTVd, ειδικότερα κατά τα πρώτα στάδια 

της μόλυνσης. 

Εικόνα 3.14. Ανάλυση συσσώρευσης του PSTVd στα Ν.benthamiana SEi φυτά. A. Β. Ανάλυση ολικού 
RNA (5μg) με τη μέθοδο northern για την ανίχνευση του ιοειδούς σε WT και NbSEi φυτά στη 
μολυσμένη περιοχή, 5dpi Α. Γραφική αναπαράσταση της συσσώρευσης του ιοειδούς, 5dpi, όπως 
προκύπτει από την ποσοτικοποίηση με το πρόγραμμα Quantity one της Biorad. Η γραφική παράσταση 
έγινε με το πρόγραμμα Graphpad όπου πραγματοποιήθηκε ανάλυση Student t-test και το επίπεδο 
σημαντικότητας ορίστηκε ως p<0.0001 (****) Γ. Δ. Ανάλυση northern ολικού RNA για την ανίχνευση 
του (+) PSTVd σε WT και στα NbSE5.1i φυτά 7, 14, 21, 28 και 35dpi. Δ. Γραφική αναπαράσταση του 
τίτλου του ιοειδούς 7, 14, 21, 28 και 35dpi βασιζόμενοι σε northern αναλύσεις. Ως μάρτυρας 
ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με τη χρωστική methylene blue. Το 
‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που αναλύθηκαν. Στο διάγραμμα φαίνονται οι μέσοι όροι με 
την τυπική απόκλιση. 
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3.4.1.4 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με το ιοειδές HSVd 

 

 Προκειμένου να αναλυθεί η επίδραση του SE στη μολυσματικότητα των ιοειδών, 

επεκτείναμε την μελέτη μας στην ανάλυση ενός ακόμα ιοειδούς, του Hop stunt viroid 

(HSVdY09352-Family: Pospiviroid, Genus Hostuviroid), (Daros and Flores, 2004; Kofalvi et al., 

1997), το οποίο ανήκει στην ίδια οικογένεια με το PSTVd. Χρησιμοποιήθηκαν αγρίου τύπου 

καθώς και τα NbSE5.1i φυτά τα οποία μολύνθηκαν, αντίστοιχα με το PSTVd, σε νεαρή ηλικία 

με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού. Στις 21 ημέρες μετά τη μόλυνση, ιστός διασυστηματικών 

φύλλων από μολυσμένα φυτά, αναλύθηκε με τη μέθοδο northern όπως φαίνεται ενδεικτικά 

στην εικόνα 3.15Α, χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτή το (-) HSVd. Ποσοτικοποίηση των 

επιπέδων του ώριμου (+)HSVd έδειξε 72.8% μείωση του συγκρινόμενο με τα αγρίου τύπου 

φυτά (Εικόνα 3.15Β). Το πείραμα επαναλήφθηκε σε τρία ανεξάρτητα πειράματα σε συνολικά 

56 αγρίου τύπου και 41 NbSE5.1i φυτά. Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν μία γενικότερη 

επίδραση της καταστολής τoυ SE στη μολυσματικότητα των ιοειδών της οικογένειας 

Pospiviroidae. 

 Όπως και τα αγρίου τύπου, έτσι και τα NbSEi μολυσμένα φυτά παρουσίασαν μικρότερη 

ανάπτυξη (νανισμός), εντονότερη διακλάδωση καθώς και συστροφή των βλαστών και των 

φύλλων, σε σχέση με τα υγιή φυτά (Εικόνα 3.15Γ). Συμπεραίνουμε επομένως, ότι ακόμα και 

το χαμηλότερο ποσοστό μόλυνσης που επιτυγχάνεται στα διαγονιδιακά φυτά, είναι ωστόσο 

ικανό προκαλέσει τα χαρακτηριστικά συμπτώματα της μόλυνσης. 
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Εικόνα 3.15. Ανάλυση της συσσώρευση του HSVd στα N. benthamiana SEi φυτά. A. Ανάλυση ολικού 
RNA με τη μέθοδο northern για την ανίχνευση του (+) HSVd σε WT και NbSE5.1i φυτά. Η (-) HSVd 
αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 
25s rRNA έπειτα από χρώση με τη χρωστική methylene blue. B. Γραφική αναπαράσταση της 
συσσώρευσης του HSVd όπως προέκυψαν από την ποσοτικοποίηση των northern με το πρόγραμμα 
Quantity one Της Biorad. Η γραφική παράσταση έγινε με το πρόγραμμα Graphpad όπου 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση Student t-test και το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε ως p<0.0001 
(****)Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που αναλύθηκαν. Στο διάγραμμα φαίνεται η τυπική 
απόκλιση. Γ. Απεικόνιση φαινοτύπων υγιών και μολυσμένων με το ιοειδές HSVd 21dpi, αγρίου τύπου 
και NbSEi φυτών. 
 
3.4.1.5 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στη μολυσματικότητα του PSTVd έπειτα από 

μηχανική μόλυνση 

 

 Στις προηγούμενες παραγράφους μελετήθηκε εκτενώς η επίδραση των μειωμένων 

επιπέδων του SE στην αποτελεσματικότητα της μόλυνσης των ιοειδών PSTVd και HSVd, όταν 

αυτή πραγματοποιείται με τη μέθοδο του αγροεμποτισμού. Στην παρούσα ενότητα 

αναλύθηκε η επίδραση της μεθόδου με την οποία μολύνονται τα φυτά και η οποία οδηγεί 

στα παραπάνω αποτελέσματα. Για το λόγο αυτό, αγρίου τύπου και NbSE5.1i φυτά 

μολύνθηκαν μηχανικά με τη χρήση μολύσματος από ήδη μολυσμένα με το PSTVd φυτά (Υλικά 

και Μέθοδοι, υποενότητα 2.11.3). Καθώς αυτού του είδους οι μολύνσεις απαιτούν 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα μέχρι να εγκατασταθούν στο φυτό, στις 28 μέρες μετά τη 

μόλυνση (dpi) συλλέχθηκε και αναλύθηκε με τη μέθοδο northern, ιστός από μολυσμένα 

διασυστηματικκά φύλλα. Η ένταση του φαινομένου ήταν κατά πολύ μεγαλύτερη στην 

προκειμένη περίπτωση. Ενώ το σύνολο των αγρίου τύπου φυτών που χρησιμοποιήθηκε 

μολύνθηκε επιτυχώς (24/24, 100%), μόνο 2 από τα 24 SEi φυτά (8.3%) μολύνθηκαν με το 

PSTVd (Εικόνα 3.16Αi). Στην Εικόνα 3.16Aii φαίνονται ενδεικτικά αποτελέσματα του 

υβριδισμού ενώ ποσοτικοποίηση του τίτλου στα μολυσμένα διαγονιδιακά φυτά έδειξε να 

είναι 64.8% χαμηλότερος σε σχέση με τον αντίστοιχο στα αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 

3.16Αiii). Περαιτέρω ανάλυση της συσσώρευσης του ιοειδούς 42dpi έδειξε ότι 4 από τα 12 

φυτά που χρησιμοποιήθηκαν, ποσοστό 33.3% (Εικόνα 3.16Βi), ήταν μολυσμένα και 

παρουσίασαν 30.4% μείωση του τίτλου του ιοειδούς, σε αντίθεση με το σύνολο και σε υψηλό 

βαθμό, μολυσμένων φυτών αγρίου τύπου (Εικόνα 3.16Β iii), ενώ στην εικόνα 3.16Βii 

παρουσιάζεται ενδεικτική φωτογραφία από τη northern ανάλυση. Τα παραπάνω δεδομένα 

δείχνουν ότι υπάρχει ισχυρή συσχέτιση μεταξύ των μειωμένων επιπέδων του SE και της 

μολυσματικότητας του PSTVd, ιδιαίτερα όταν η μόλυνση πραγματοποιείται μηχανικά. 

Ωστόσο, το πείραμα πραγματοποιήθηκε μία φορά και καθώς ο αριθμός των μολυσμένων 

τελικά φυτών είναι μικρός (4), δεν ήταν εφικτή στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων όσον 

αφορά στο ακριβές ποσοστό της μείωσης του τίτλου που παρατηρείται. Είναι 
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αδιαμφισβήτητη όμως η επίδραση που έχει στην αποτελεσματικότητα της μόλυνσης στο 

σύνολο των φυτών που τελικά μολύνονται από το PSTVd. 

Εικόνα 3.16. Ανάλυση του τίτλου του PSTVd έπειτα από μηχανικές μολύνσεις. WT και ΝbSE5.1i φυτά 
μολύνθηκαν με μηχανικά και αναλύθηκε με τη μέθοδο northern ο τίτλος του PSTVd A. 28dpi και B. 
42dpi. Ai, Bi. Αναπαράσταση του ποσοστού των επιτυχώς μολυσμένων φυτών επί του συνόλου των 
φυτών που μολύνθηκαν  Ai.  28dpi και Bi. 42dpi. Aii, Bii. Χαρακτηριστικές εικόνες από την ανάλυση 
τύπου northern στις Aii. 28dpi και Bii. 42dpi. Η (-) PSTVd αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής 
και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με τη χρωστική 
methylene blue. Aiii, Biii, Γραφική αναπαράσταση του τίτλου του ιοειδούς Aiii. 28dpi και Biii. 42dpi, 
έπειτα από ποσοτικοποίηση με το πρόγραμμα Quantity one. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των 
φυτών που αναλύθηκαν και στα διαγράμματα φαίνεται η τυπική απόκλιση. 
 

3.4.2 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με τον ιό CMV 

  

Κύριο γνώρισμα του μηχανισμού της RNA σίγησης είναι ο αμυντικός του χαρακτήρας, 

καθώς ενεργοποιείται από τα δίκλωνα μόρια RNA που παράγονται κατά τον 

πολλαπλασιασμό των ιών και των ιοειδών και στοχεύει στην καταστροφή συμπληρωματικών 

αλληλουχιών, οδηγώντας στην άμυνα των φυτών. Η ιδιότητα αυτή του μηχανισμού βρέθηκε 

από τους Dougherty και Lindbo, το 1993 για τον Tobacco etch virus (TEV) και έχει βρεθεί να 

εφαρμόζεται για πλήθος ιών (Εισαγωγή, υποενότητα 1.2.1). 

 Ο ιός που επιλέξαμε να μελετήσουμε ήταν ο ιός του μωσαϊκού της αγγουριάς 

(Cucumber mosaic virus, CMV) (Εισαγωγή, υποενότητα 1.2.1.4). Έχει μελετηθεί η σχέση του 
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με το αντιιικό μονοπάτι της RNA σίγησης, και ιδιαίτερα λόγω της πρωτεΐνης – καταστολέα, 

2b, η οποία ήταν από τις πρώτες πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας που ανακαλύφθηκαν, και 

η οποία καταστέλλει τη δράση του RISC αλληλεπιδρώντας με την PAZ επικράτεια της AGO1 

(Duan et al., 2012; Moon and Park, 2016). Υπάρχουν επιπλέον αναφορές για την επίδραση 

του ενδογενούς μονοπατιού (miRNAs) έπειτα από μόλυνση με ιούς, όπως και για τον CMV 

(Bazzini et al., 2009, 2007; Cillo et al., 2009; Feng et al., 2011). Έτσι, στην παρούσα εργασία 

θελήσαμε να προχωρήσουμε και να μελετήσουμε περαιτέρω αυτή τη συσχέτιση της 

μολυσματικότητας του CMV με τα miRNAs. Για το σκοπό αυτό μολύνθηκαν με τον ιό CMV 

φυτά τα οποία έχουν μειωμένη έκφραση του SE και παρακολουθήσαμε την πορεία της 

μόλυνσης σε διάφορες χρονικές στιγμές. Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν μηχανικές 

μολύνσεις στα N.tabacum φυτά καταστολής του SE και τα επίπεδα της μόλυνσής του 

συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα στα αγρίου τύπου φυτά, 7, 14, 21, και 28dpi. Σε δύο 

ανεξάρτητα πειράματα μολύνθηκαν συνολικά από 3 - 15 και 4 - 17 έως φυτά για την 

περίπτωση των WT και ΝtSE4ai φυτών, αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με τη 

μέθοδο northern όπου ως ανιχνευτής χρησιμοποιήθηκε in – vitro RNA μετάγραφο του ιού. 

Αρχικά, παρατηρήσαμε την πρόοδο του ιού σε όλες τις χρονικές στιγμές που 

αναλύθηκαν (7, 14, 21, 28δdpi), όπως φαίνεται, από ενδεικτικές εικόνες της northern 

ανάλυσης, στην εικόνα 3.17A. Να αναφέρουμε αρχικά ότι ο ιός στα WT φυτά φαίνεται να 

ακολουθεί ένα πρότυπο όπου στις 7dpi έχει ήδη μολύνει ικανοποιητικά τα φυτά και 

αυξάνεται επιπλέον μέχρι τις 14dpi, κατά 9%. Ακολουθεί 8% πτώση των επιπέδων του στις 

21dpi, ενώ φαίνεται να αυξάνεται ελαφρώς μέχρι τις 28dpi που μελετήσαμε. Αντίστοιχο 

πρότυπο φαίνεται να ακολουθούν και τα NtSE4ai φυτά με τη διαφορά ότι στις 7dpi και στις 

14dpi τα επίπεδα του ιού είναι τα ίδια. Μειώνονται στη συνέχεια κατά 22%, στις 21dpi και 

φαίνεται να αυξάνονται κατά 10% μέχρι τις 28dpi (Εικόνα 3.17Β). Να σημειωθεί εδώ ότι το 

πρότυπο αυτό της εμφάνισης του ιού που παρατηρείται στα WT φυτά και ως ένα βαθμό στα 

διαγονιδιακά, είναι χαρακτηριστικό της μόλυνσης των ιών. Μετά από επιτυχή εγκατάσταση 

του ιού στο φυτό, ενεργοποιούνται μηχανισμοί άμυνας οι οποίοι οδηγούν στη μείωση των 

επιπέδων του ιού, ο οποίος τελικά καταφέρνει να τους ξεπεράσει και τελικά να ξανα-

συσσωρευτεί σε υψηλά επίπεδα στα φυτά. Είναι δηλαδή συχνά ένα είδος ‘’αγώνα δρόμου’’ 

στο οποίο μπορεί να υπερισχύει είτε ο ιός είτε η άμυνα του φυτού σε διαφορετικές χρονικές 

στιγμές. 

Εκτός όμως από το πρότυπο τη μόλυνσης που είναι αντίστοιχο στις δύο κατηγορίες 

φυτών (WT και NtSE4ai), υπάρχουν διαφορές όσον αφορά στα επίπεδα του ιού στα φυτά 

αυτά την κάθε χρονική στιγμή που αναλύθηκε. Για το σκοπό αυτό, ποσοτικοποιήθηκαν τα 
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αποτελέσματα από τις αναλύσεις τύπου northern, όπου ορίστηκε ως 1 (100%) το ποσοστό 

της μόλυνσης στα WT φυτά και τα επίπεδα του ιού αποτυπώνονται ως ποσοστό μόλυνσης σε 

σχέση με τα WT φυτά. Σύμφωνα με αυτή την ανάλυση προκύπτει ότι στις 7dpi ο ιός 

ανιχνεύεται κατά 22% περισσότερο στα NtSE4ai φυτά σε σχέση με τα WT ενώ στις 14dpi ο ιός 

ανιχνεύεται σε αντίστοιχο ποσοστό και για τα δύο είδη φυτών. Στις 21dpi, όπου τα επίπεδα 

του ιού μειώνονται και για τα δύο είδη φυτών σε σχέση με αυτά στις 14dpi, στα NtSE4ai φυτά 

ο ιός μειώνεται κατά 32% περισσότερο σε σχέση με τα WT φυτά. Τέλος, 28dpi τα επίπεδα του 

ιού είναι κατά 28% χαμηλότερα σε σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.17Γ). Επίσης, 

παρατηρήθηκε ανομοιογένεια ως προς τη μολυσματικότητα των διαγονιδιακών φυτών, 

πιθανά, λόγω της διαφορετικής επίδρασης του SE σε αναπτυξιακά χαρακτηριστικά των 

φυτών, γεγονός που μπορεί να εξηγεί και τη διαφορετική απόκριση των φυτών. 

Αναφορικά με τα συμπτώματα της παρουσίας του ιού στα φυτά, όλα τα είδη φυτών 

που χρησιμοποιήθηκαν στα παραπάνω πειράματα (WT, Nt4ai) εμφάνισαν το χαρακτηριστικό 

φαινότυπο του μωσαϊκού. Διάσπαρτες λευκές – κίτρινες κηλίδες στην επιφάνεια των 

φύλλων. Η ένταση των συμπτωμάτων ήταν αντίστοιχη σε όλα τα φυτά και δεν επηρέασαν 

την εμφάνιση των χαρακτηριστικών φαινοτύπων των διαγονιδιακών φυτών. 

Συνοψίζοντας, φαίνεται ότι τα Nt4ai φυτά, με εξαίρεση την έναρξη της μόλυνσης, 

ακολουθούν την χαρακτηριστική πορεία της συσσώρευσης του ιού και ο ιός παραμένει σε 

χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με τα WT φυτά, στις 21 και 28dpi. Συνεπώς, τα φυτά που 

παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα του SE πιθανά να επηρεάζουν τη μολυσματικότητα του ιού 

CMV, ιδιαίτερα σε μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης. Να σημειώσουμε ωστόσο ότι τα 

παραπάνω αποτελέσματα αποτελούν ενδείξεις για τον πιθανό ρόλο του SE στη 

μολυσματικότητα του CMV καθώς δεν είναι απολύτως στατιστικώς σημαντικά σύμφωνα με 

στατιστικές αναλύσεις, τύπου Student t-test. 
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Εικόνα 3.17. Ανάλυση της συσσώρευσης του CMV σε διάφορες χρονικές στιγμές, στα N.tabaum SEi 
φυτά. Α. Ανάλυση ολικού RNA (5μg) τύπου northern για την ανίχνευση του CMV σε WT και NtSEi φυτά, 
i. 7, ii. 14, iii. 21 και iv. 28dpi σε μολυσμένα διασυστηματικά φύλλα. Η (-) CMV αλληλουχία 
χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA 
έπειτα από χρώση με τη χρωστική methylene blue. Β. Γραφική αναπαράσταση της συσσώρευσης του 
CMV 7, 14, 21 και 28dpi βασιζόμενοι στην ποσοτικοποίηση των northern αναλύσεων. Γ. Γραφική 
αναπαράσταση τίτλου του CMV, που έχει προκύψει από northern αναλύσεις και ποσοτικοποίηση 
όπου ο τίτλος στα WT φυτά ορίστηκε ως 1. Οι γραφικές παραστάσεις έγιναν με το πρόγραμμα 
GraphPad prism 6Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που αναλύθηκαν και στα διαγράμματα 
φαίνονται οι μέσοι όροι με την τυπική απόκλιση. 
 

3.4.3 Ανάλυση των επιπέδων miRNAs σε συνθήκες βιοτικής καταπόνησης 

 

Σύμφωνα με τα πειραματικά δεδομένα που έχουν παρουσιαστεί μέχρι τώρα 

συμπεραίνουμε ότι σε φυτά τα οποία έχουν μειωμένη έκφραση του γονιδόυ SE, επηρεάζεται 

σημαντικά η μολυσματικότητα των ιοειδών του γένους Pospiviroidae (PSTVd, HSVd). Η 

επίδραση αυτή είναι εμφανής ανεξάρτητα από την μέθοδο μόλυνσης των φυτών που 

ακολουθείται, είναι ωστόσο εντονότερη στην περίπτωση που τα φυτά μολύνονται μηχανικά. 

Το γεγονός αυτό μπορεί να είναι αποτέλεσμα της επίδρασης των μειωμένων επιπέδων του 
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SE σε παράγοντες που εμπλέκονται στην μηχανική μόλυνση και όχι στη μέθοδο μόλυνσης με 

εμποτισμό. 

Επιπλέον, υπάρχουν αναφορές οι οποίες συσχετίζουν τα επίπεδα miRNAs με την 

άμυνα και την ανάπτυξη του φυτού έπειτα από συνθήκες μόλυνσης με παθογόνα, όπως 

βακτήρια, ιοί και ιοειδή (Bazzini et al., 2007; Diermann et al., 2010; Feng et al., 2011; Navarro 

et al., 2006; Niu et al., 2016; Owens et al., 2012). Ως προς την κατεύθυνση αυτή και 

συνδυάζοντας την κύρια λειτουργία του SE, που αφορά στην βιοσύνθεση των miRNAs, έγινε 

προσπάθεια χαρακτηρισμού του προφίλ συγκεκριμένων miRNAs, σε N.benthamiana 

NbSE5.1i, έπειτα από μόλυνση με το ιοειδές PSTVd, καθώς και σε N.tabacum NtSE4ai 

μολυσμένα με τον ιό CMV. 

 

3.4.3.1 Ανάλυση των επιπέδων miRNAs σε υγιή και μολυσμένα, αγρίου τύπου και 

N.benthamiana SEi φυτά μετά από μόλυνση με το ιοειδές PSTVd 

 

Όσον αφορά στη μελέτη των miRNAs έπειτα από μόλυνση με το PSTVd, αναλύθηκαν 

με ποσοτική PCR τα επίπεδα των miRNA159, miR162 και miR166 (τα οποία έχουν αναφερθεί 

στις παραπάνω έρευνες) 21 ημέρες μετά από μόλυνση με το PSTVddNB καθώς και σε ίδιας 

ηλικίας υγιή φυτά και συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα αποτελέσματα στα αγρίου τύπου φυτά. 

Χρησιμοποιήθηκε RNA από τα νεαρά, διασυστηματικά φύλλα φυτών και ως αρνητικοί 

μάρτυρες του πειράματος ήταν φυτά (αγρίου τύπου και NbSE5.1i) τα οποία είχαν εμποτιστεί 

με το διάλυμα επαναιώρησης των βακτηρίων και χαρακτηρίζονται ως mock. Αρχικά, 

αναλύθηκαν τα επίπεδα των παραπάνω miRNAs σε mock φυτά των δύο κατηγοριών, αγρίου 

τύπου και NbSEi, όπου επιβεβαιώνεται ξανά η σημαντική μείωση στα επίπεδα των miRNAs 

στα NbSEi φυτά. Πιο αναλυτικά, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. 18Α, το επίπεδο των miR159 

και miR162 είναι 38% ενώ το miR166 είναι 11% επί των αγρίου τύπου φυτών που έχει οριστεί 

ως 100%. Στη συνέχεια, αναλύθηκαν τα επίπεδα των εν λόγω miRNAs, στα υπό ανάλυση 

φυτά, αλλά 21 ημέρες μετά από τη μόλυνση με το PSTVd. Φαίνεται ότι τα επίπεδα των 

miRNAs είναι επίσης μειωμένα στα διαγονιδιακά φυτά, το οποίο είναι αναμενόμενο καθώς 

συνεχίζουν να έχουν μειωμένα επίπεδα SE. Τα ποσοστά τους στην περίπτωση αυτή είναι 66% 

και 24% για τα miR159, miR162 και miR166, αντίστοιχα, επί του 100% που αντιστοιχεί στα 

μολυσμένα με PSTVd αγρίου τύπου φυτά (Εικόνα 3.18Β).  

Παρατηρείται ωστόσο μικρότερη διαφορά στα επίπεδα των miRNAs μεταξύ των NbSEi 

και αγρίου τύπου φυτών όταν αυτά είναι μολυσμένα με το ιοειδές συγκρινόμενα με την 

αντίστοιχη διαφορά στην κατάσταση mock. Αυτό σημαίνει είτε ότι αυξήθηκαν τα επίπεδα 
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των miRNAs στα μολυσμένα NbSEi φυτά, είτε ότι μειώθηκαν στα αγρίου τύπου. Προκειμένου 

να απαντήσουμε στο παραπάνω ερώτημα πραγματοποιήθηκε ανάλυση των αποτελεσμάτων 

συγκρίνοντας το προφίλ των miRNAs με ή χωρίς μόλυνση, στις δύο κατηγορίες φυτών, όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.18Γ, Δ. Αναλυτικότερα, αναφορικά με τα αγρίου τύπου φυτά, 

τα επίπεδα βρέθηκαν στο 80%, 110% και 60% για τα miR159, miR162 και miR166 σε σχέση 

με τα αγρίου τύπου, αντίστοιχα (Εικόνα 3.18Γ). Σημειώνεται δηλαδή μείωση των miR159 και 

miR166 στην περίπτωση των μολυσμένων φυτών και αύξηση στην περίπτωση του miR162. 

Οι αλλαγές αυτές ωστόσο είναι ενδεικτικές καθώς δεν είναι στατιστικώς σημαντικές. Όσον 

αφορά στα NbSEi φυτά, τα miRNAs σημείωσαν αύξηση και βρέθηκαν στο 138%, 163% και 

127% για τα miR159, miR162 και miR166, αντίστοιχα και ιδιαίτερα στις περιπτώσεις των 

miRNA159 και miR162, οι διαφορές είναι στατιστικώς σημαντικές (Εικόνα 3.18Δ). 

Παρατηρείται συνεπώς αντίθετη τάση στην αλλαγή τω επιπέδων των miR159 και miR166, τα 

οποία μειώνονται μετά τη μόλυνση στα αγρίου τύπου φυτά ενώ αυξάνονται στα NbSEi φυτά. 

Τέλος, το miR162 παρουσιάζει αυξητική τάση και στις δύο κατηγορίες φυτών, αγρίου τύπου 

και NbSEi, σε συνθήκες μόλυνσης. 

Εικόνα 3.18. Ανάλυση συγκεκριμένων miRNAs σε υγιή και PSTVd μολυσμένα N.benthamiana SEi 
φυτά. Ποσοτική PCR για την ανάλυση των επιπέδων των miRNAs σε Α. υγιή αγρίου τύπου και NbSE5.1i 
φυτά. Β. μολυσμένα με το PSTVd ,21dpi, αγρίου τύπου και NbSE5.1i φυτά, Γ. υγιή και PSTVd 21dpi, 
αγρίου τύπου φυτά και Δ. σε υγιή και PSTVd 21dpi, NbSE5.1i φυτά. Χρησιμοποιήθηκε RNA (3μg) από 
νεαρά φύλλα φυτών ηλικίας 7-8 εβδομάδων (υγιη 21dpi και PSTVd 21dpi). Η ανάλυση των 
αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο του Pfaffl όπου η τιμή των αγρίου τύπου 
φυτών, είτε σε υγιή κατάσταση είτε 21dpi με PSTVd, ορίστηκε ως 1. Στο διάγραμμα φαίνεται η τυπική 
απόκλιση. Χρησιμοποιήθηκαν 4 βιολογικές και 3 τεχνικές επαναλήψεις σε κάθε περίπτωση και ως 
γονίδια αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν τα πυρηνικά γονίδια, UI και U4. Στη γραφική παράσταση 
φαίνεται η τυπική απόκλιση. 
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3.4.3.2 Ανάλυση των επιπέδων miRNAs σε υγιή και μολυσμένα, αγρίου τύπου και 

N.tabacum SEi φυτά μετά από μόλυνση με τον ιό CMV 

 

 Σχετικά με την ανάλυση των miRNAs έπειτα από μόλυνση με τον ιό CMV, 

πραγματοποιήθηκε ένα πρώτο πείραμα κατά το οποίο εκτιμήθηκαν με ανάλυση τύπου 

northern τα επίπεδα του miRNA166, χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτή ραδιενεργό LNA. Με 

μηχανική μόλυνση, μολύνθηκαν N.tabacum, αγρίου τύπου και φυτά καταστολής του SE 

(NtSE4ai). Επτά (7) και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση συλλέχθηκαν νεαρά διασυστηματικά 

φύλλα από υγιή και μολυσμένα φυτά, από τα οποία απομονώθηκε RNA, 50μg από το οποίο 

αναλύθηκε σε 15% πηκτή ακρυλαμίδης. Μετά τον υβριδισμό με το miR166 προέκυψαν τα 

αποτελέσματα που φαίνονται στην Εικόνα 3.19. Στους πίνακες έχουν ποσοτικοποιηθεί οι 

εντάσεις των ζωνών με το πρόγραμμα Quantity One (Biorad) και συγκρίνονται με τα 

αποτελέσματα με τον κατάλληλο για κάθε περίπτωση μάρτυρα, του οποίου η τιμή ορίζεται 

ως 1 (100%). Πιο αναλυτικά, στις 7dpi φαίνεται ότι τα επίπεδα του miR166 αυξάνονται στα 

αγρίου τύπου μολυσμένα φυτά κατά 43-45% σε σχέση με τα επίπεδα του στο υγιές φυτό. 

Αυξητική τάση αλλά σε χαμηλότερο βαθμό παρατηρείται και στα NtSE4ai τα οποία 

αυξάνονται από 16-24% στο μολυσμένο σε σχέση με το υγιές φυτό καταστολής (Εικόνα 

3.19Α). Αντίθετα, στις 14dpi, τα επίπεδα του miR166 μειώνονται από 47-53% και παρομοίως 

μειώνονται και στα NtSE4ai από 51 – 96,6% (Εικόνα 3.19Β). Η μείωση αυτή είναι εμφανώς 

μεγαλύτερη στην περίπτωση των διαγονιδιακών φυτών γεγονός που πιθανά να οφείλεται 

στο διαταραγμένο μηχανισμό των NtSEi φυτών ως προς την παραγωγή miRNAs, 

συγκρινόμενα με τα αγρίου τύπου φυτά. 

 Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι τα αγρίου τύπου και διαγονιδιακά φυτά 

παρουσιάζουν παρόμοια τάση ως προς την αλλαγή της συγκέντρωσης του miR166 σε 

συνθήκες μόλυνσης, που είναι ανοδική στα μολυσμένα φυτά στην έναρξη της μόλυνσης 

(7dpi) και καθοδική στις 14dpi παρ’ όλο που σημειώνεται μεγαλύτερη μείωση του στα 

NtSE4ai φυτά 14dpi. Όμως, η συσσώρευση του ιού τη στιγμή εκείνη είναι στα ίδια επίπεδα 

στις δύο κατηγορίες φυτών (Εικόνα 3.19Β) και συνεπώς, τα επίπεδα του miR166 δε φαίνεται 

να σχετίζονται με την άμυνα του φυτού μέχρι αυτήν τη χρονική στιγμή. Περισσότερη ανάλυση 

απαιτείται ωστόσο, μελετώντας περισσότερα miRNAs και σε μεταγενέστερα στάδια της 

μόλυνσης. 
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Εικόνα 3.19. Northern ανάλυση των επιπέδων του miR166 σε υγιή και CMV μολυσμένα N.tabacum 
SEi φυτά. Α. Επίπεδα mir166 σε υγιή και CMV μολυσμένα αγρίου τύπου και NtSE4ai φυτά, 7dpi. Β. 
Επίπεδα mir166 σε υγιή και CMV μολυσμένα αγρίου τύπου και NtSE4ai φυτά, 14dpi. Χρησιμοποιήθηκε 
RNA από νεαρά φύλλα φυτών ηλικίας 6-7 εβδομάδων (υγιή 21dpi και CMV, 7 και 14dpi). Ως ανιχνευτής 
χρησιμοποιήθηκε ραδιενεργό miR166 LNA και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, το U6 RNA. Η 
ποσοτικοποίησης έγινε με το πρόγραμμα Quantity one της Biorad, όπου οι αριθμοί αντιστοιχούν στη 
σχετική αναλογία των επιπέδων του miR166 προς των επιπέδων U6, όπουη κατάλληλη για λόγους 
σύγκριση τιμή ορίζεται ως 1. 
 

3.4.4 Επίδραση της καταστολής του SERRATE στην απόκριση των φυτών έπειτα από 

μόλυνση με το βακτήριο P.syringae 

 

 Στα πλαίσια της ανάλυσης της πιθανής επίδρασης του SE στην απόκριση των φυτών σε 

συνθήκες βιοτικού στρες, πραγματοποιήθηκαν πειράματα μόλυνσης με βακτήρια. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε το βακτήριο Pseudomonas syringae pv tabaci σε αγρίου 

τύπου και τα διαγονιδιακά NtSE4ai, N.tabacum φυτά. Με τη μέθοδο του εμποτισμού, 

μολύνθηκαν τα φυτά σε ηλικία περίπου 2 – 2,5 μηνών, τα οποία διέθεταν τουλάχιστον 9 

φύλλα, έτσι ώστε να χρησιμοποιηθούν για τα πειράματα τουλάχιστον 3 φύλλα σε ενδιάμεση 

ηλικία (αποκλείονται τα πολύ νεαρά και γηραιότερα φύλλα). Η μόλυνση πραγματοποιήθηκε 

σε δύο ανεξάρτητα πειράματα όσον αφορά στην NtSE4ai και μία φορά για την NtSE8bi σειρά. 

Ακολούθησε μέτρηση του βακτηριακού πληθυσμού καθώς και μακροσκοπική παρατήρηση 

των συμπτωμάτων σε διάφορες χρονικές περιόδους κατά τη διάρκεια της μόλυνσης.  

 Σχετικά με την ανάλυση του βακτηριακού πληθυσμού, πραγματοποιήθηκε συλλογή 

φυλλικών δίσκων από τις μολυσμένες περιοχές καθώς τα βακτήρια έχουν την τάση να 

αποικίζουν μόνο τις μολυσμένες περιοχές και να μη μεταφέρονται. Ακολουθεί μία σειρά 

αραιώσεων (Υλικά και Μέθοδοι, υποενότητα 2.12) και μέτρηση των αποικιών σε διάφορες 

χρονικές περιόδους. Ακολούθησε αναγωγή των αποτελεσμάτων και υπολογισμός του 

αριθμού των αποικιών ανά 1ml φυλλικού εκχυλίσματος (Colony formig units, CFU) και 

σύγκριση του αριθμού των αποικιών στα διαγονιδιακά φυτά σε σχέση με τα φυτά αγρίου 

τύπου. Στην Εικόνα 3.20 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την ανάλυση του 
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βακτηριακού πληθυσμού στην NtSE4ai σε λογαριθμική κλίμακα 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 13, 16 

και 27dpi. Φαίνεται ότι ο πληθυσμός των βακτηρίων στα NtSE4ai είναι μικρότερος σε σχέση 

με τα αγρίου τύπου φυτά, έως τις 7dpi με τη μεγαλύτερη διαφορά να σημειώνεται στις 6dpi, 

όπου τα NtSE4ai φυτά έχουν 2,21*101 λιγότερες αποικίες από τα WT φυτά. Στη συνέχεια οι 

αποικίες του P.syringae αυξάνονται στα NtSE4ai φυτά κατά (~) 4,2*101 και 4,4 CFU/ml, στις 

10 και 13dpi αντίστοιχα, συγκρινόμενα με τα αγρίου τύπου φυτά. 

 Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε και μακροσκοπική ανάλυση των μολυσμένων φυτών 

προκειμένου να εκτιμηθεί η ένταση των συμπτωμάτων 4, 5, 7, 8, 9 και 11dpi. Τα συμπτώματα 

περιλαμβάνουν την εμφάνιση χλώρωσης, μάρανσης και σταδιακής νέκρωσης της 

μολυσμένης περιοχής και έγινε μακροσκοπική ποσοτικοποίηση αυτών με βάση την ένταση 

τους στις παραπάνω χρονικές περιόδους, χρησιμοποιώντας μία κλίμακα μέτρησης από 1-10. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 3. 22Α, τα συμπτώματα είναι εντονότερα στα αγρίου τύπου φυτά 

έως τις 9dpi ενώ υπάρχει ένδειξη για αντιστροφή του φαινομένου μετά τις 11dpi. Μετά από 

το διάστημα αυτό δεν υπάρχουν δεδομένα ποσοτικής εκτίμησης των συμπτωμάτων, παρά 

μόνο ενδεικτικές φωτογραφίες στις 13 και 19dpi. Οι φωτογραφίες αυτές παρουσιάζονται 

στην εικόνα 3.22Β και δείχνουν ότι η ένταση των συμπτωμάτων είναι εντονότερη στα NtSE4ai 

φυτά ενώ φαίνεται να έχουν επηρεαστεί ακόμα και περιοχές εκτός αρχικής επιμόλυνσης. 

Εικόνα 3.20. Ανάλυση αποικισμού του βακτηρίου P.sysingae pv tabaci στα Nt4ai φυτά. Μέτρηση των 
αποικιών σε μολυσμένα WT και NtSE4ai φυτά  σε διάφορες χρονικές στιγμές. Φυλλικοί δίσκοι 
συλλέχθηκαν και μετά από μία σειρά δεκαδικών αραιώσεων επιστρώθηκε ποσότητα σε τρυβλία Petri 
με το κατάλληλο θρεπτικό μέσο. Έγινε καταμέτρηση των αποικιών σε 3 βιολογικές και τεχνικές 
επαναλήψεις και υπολογίστηκε το CFU/ml. Η γραφική αναπαράσταση των αποτελεσμάτων έγινε με το 
πρόγραμμα GraphPad Prism 6 σε λογαριθμική. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που 
αναλύθηκαν. Στο διάγραμμα φαίνονται οι μέσοι όροι με την τυπική απόκλιση. 
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 Αντίστοιχη ανάλυση πραγματοποιήθηκε και στην περίπτωση των NtSE8bi φυτών τα 

οποία παρουσίασαν παρόμοιο πρότυπο ανάπτυξης του βακτηρίου. Στο συγκεκριμένο 

πείραμα αναλύθηκε ο πληθυσμός του βακτηρίου έως 8dpi και στην εικόνα 3.21 

παρουσιάζονται τα αποτελέσματα σε λογαριθμική κλίμακα. Παρατηρώντας το διάγραμμα, 

προκύπτει ότι το P.syringae είναι σταθερά σε χαμηλότερα επίπεδα συγκρινόμενο με τα WT 

φυτά έως τις 8dpi που αναλύθηκαν. Η διαφορά αυτή φτάνει έως 1,09*101 λιγότερες αποικίες 

στις 5dpi. Δεν υπάρχει ανάλυση για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα έτσι ώστε να διαπιστωθεί 

αν και στην περίπτωση των Nt8bi φυτών παρατηρείται αντιστροφή του φαινομένου και 

αύξηση του βακτηριακού αποικισμού σε επίπεδα μεγαλύτερα αυτών των WT φυτών. 

Αντίστοιχα, τα δεδομένα από τη μακροσκοπική παρατήρηση των φυτών σχετικά με την 

ένταση των συμπτωμάτων, δείχνουν να είναι χαμηλότερη στα NtSE8bi φυτά σε όλες τις 

περιόδους που αναλύθηκαν (Εικόνα 3.21Α). Δυστυχώς δεν υπάρχουν επιπλέον φωτογραφίες 

που να δείχνουν την ένταση των συμπτωμάτων στα μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης. 

Εικόνα 3.21. Μέτρηση αποικισμού του βακτηρίου P.sysingae pv tabaci στα Nt8bi φυτά. Μέτρηση 
των αποικιών σε μολυσμένα WT και NtSE8bi φυτά σε διάφορες χρονικές στιγμές. Φυλλικοί δίσκοι 
συλλέχθηκαν και μετά από μία σειρά δεκαδικών αραιώσεων επιστρώθηκε ποσότητα σε πιάτα Petri με 
το κατάλληλο θρεπτικό μέσο. Έγινε καταμέτρηση των αποικιών σε 3 βιολογικές και τεχνικές 
επαναλήψεις και υπολογίστηκε το CFU/ml. Η γραφική αναπαράσταση των αποτελεσμάτων έγινε με το 
πρόγραμμα GraphPad Prism 6 σε λογαριθμική. Το ‘’n’’ αντιστοιχεί στον αριθμό των φυτών που 
αναλύθηκαν. Στο διάγραμμα φαίνονται οι μέσοι όροι με την τυπική απόκλιση. 
 

Συνοψίζοντας, φαίνεται να υπάρχει αρνητική συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων του SE 

και της απόκρισης των N.tabacum φυτών στην μόλυνση με το βακτήριο P.syringae pv tabaci, 

για τα πρώτα στάδια της μόλυνσης (έως τις 7dpi). Σε μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης, 

(μετά από τις 7dpi) σημειώνεται αντίστροφη σχέση μεταξύ SE και των επιπέδων του 

βακτηρίου. Παρατηρείται δηλαδή αύξηση του βακτηριακού αποικισμού στα φυτά τα οποία 

έχουν μειωμένα επίπεδα SE. Τα συμπεράσματα αυτά αντικατοπτρίζονται και από την ένταση 

των συμπτωμάτων τα οποία είναι εντονότερα στα WT φυτά κατά τα πρώτα στάδια της 

μόλυνσης και αντίστροφα σε μεταγενέστερα στάδια. 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   130 
 

Εικόνα 3.22.Απεικόνιση συμπτωμάτων έπειτα από μόλυνση με το βακτήριο Pseudomonas syringae 
pv tabaci. A. Γραφική αναπαράσταση των συμπτωμάτων με ποσοτικοποίηση της έντασης σε μία 
κλίμακα από 1-10, σε WT και Nt4ai και Nt8bi φυτά 5, 7, 8, 10 και 16dpi. Β. Χαρακτηριστικές 
φωτογραφίες μολυσμένων με το P.syringae, WT και NtSE4ai φυτών, 4, 8, 11, 13 και 19dpi. 
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3.5 Επίδραση του PSTVd στην έκφραση του SERRATE 

 

 Τα ιοειδή αποτελούν μία κατηγορία παθογόνων, τα οποία καθώς δεν κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες, εξαρτώνται από παράγοντες και μηχανισμούς των φυτών – ξενιστών τους, 

προκειμένου να ικανοποιήσουν όλες τις ανάγκες και να ολοκληρώσουν το βιολογικό τους 

κύκλο. Οι ανάγκες αυτές μπορεί να αφορούν τα στάδια από την επιτυχή είσοδο των ιοειδών 

στα φυτά, τον πολλαπλασιασμό και τη μετακίνησή ή τους (ανασκόπηση, Palukaitis, 2014). 

Έχουν ταυτοποιηθεί άμεσες αλληλεπιδράσεις μεταξύ ιοειδών, όπως του PSTVd με την 

πρωτεΐνη Virp1 (Jiang et al., 2018; Kalantidis et al., 2007; Maniataki et al., 2003; Martínez de 

Alba et al., 2003), των CEVd και PLMVd με τον elf1 παράγοντα της μετάφρασης  (Dube et al., 

2009; Lisón et al., 2013), του HSVd με την πρωτεΐνη PP2 (Gómez and Pallás, 2006), και του 

ASBVd με την PARBP33  (Daròs and Flores, 2002) (Εισαγωγή υποενότητα 1.2.2.5). Παράλληλα, 

έπειτα από αναλύσεις του μεταγραφήματος και του πρωτεόωματος των φυτών, μετά από 

μολύνσεις με ιοειδή, παρατηρήθηκαν αλλαγές στην έκφραση ενδογενών γονιδίων, όπως 

στην περίπτωση του ιοειδούς CEVd και PSTVd οδηγώντας είτε στην αύξηση είτε τη μείωση 

της έκφρασης των γονιδίων των ξενιστών (Itaya et al., 2002; Katsarou et al., 2015; Lisón et al., 

2013; ανασκόπηση, Palukaitis, 2014; Qi and Ding, 2003), επιβεβαιώνοντας την εξάρτηση των 

ιοειδών από μηχανισμούς του φυτού-ξενιστή προκειμένου να ικανοποιήσουν τις ανάγκες 

τους, να επιβιώσουν και να εγκατασταθούν στα φυτά. 

 Έχοντας συνεπώς μελετήσει την επίδραση του SE και της μείωσης των miRNAs, 

θελήσαμε να μελετήσουμε περαιτέρω τη μεταξύ τους σχέση και να μελετήσουμε πιο 

αναλυτικά τη πιθανή επίδραση του PSTVd στην έκφραση του SΕ. Για το σκοπό αυτό, 

μελετήσαμε την έκφρασή του SE τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και σε επίπεδο πρωτεϊνών, σε 

αγρίου τύπου και σε φυτά καταστολής του SE. Αναλυτικότερα, αναφορικά με τα mRNA 

επίπεδα του SE, πραγματοποιήθηκε ποσοτική PCR σε αγρίου τύπου N.benthamiana και 

N.tabacum φυτά στα οποία είτε είχε πραγματοποιηθεί αγροεμποτισμός με PSTVd είτε μόνο 

το διάλυμα επαναιώρησης των βακτηρίων (mock). Συλλέχθηκε ιστός από νεαρά φύλλα 

ακριβώς πριν από τη μόλυνση αλλά και 21dpi. Ακολούθησε ανάλυση western και υβριδισμός 

με το ειδικό αντίσωμα SE. Όπως φαίνεται στην εικόνα 3.23A και Β δεν παρατηρείται διαφορά 

ως προς τα επίπεδα του SE πριν τη μόλυνση και 21dpi, και συνεπώς δεν επηρεάζονται τα 

μετάγραφα του SE στα αγρίου τύπου φυτά. Ωστόσο, πραγματοποιώντας την ίδια διαδικασία 

στα NbSEi φυτά καταστολής του SE, παρατηρήθηκε αύξηση κατά 58,9% στα μετάγραφα του 

SE στα μολυσμένα με το PSTVd φυτά (Εικόνα 3.23B). Φαίνεται δηλαδή να επηρεάζεται θετικά 

η έκφραση του SE έπειτα από την μόλυνση με το ιοειδές. 
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Εικόνα 3.23. Μελέτη επίδρασης του PSTVd στην έκφραση του SERRATE στα SΕi φυτά. Α. Ποσοτική 
ανάλυση με qPCR σε mock και PSTVd μολυσμένα WT N.tabacum φυτά. Β. Ποσοτική ανάλυση με qPCR 
σε mock και PSTVd μολυσμένα WT και Nb5.1i, N.benthamiana φυτά. Χρησιμοποιήθηκε RNA από 4 
διαφορετικά νεαρά φυτά, για κάθε σειρά, ηλικίας 4-5 εβδομάδων και έγινε κανονικοποίηση των 
αποτελεσμάτων με βάσει τα αποτελέσματα των αγρίου τύπου φυτών των οποίων η τιμή ορίστηκε ως 
1. Στο διάγραμμα φαίνεται η τυπική απόκλιση (st error). Το πείραμα επαναλήφθηκε 2 φορές. Γ. 
Ανάλυση Western για την ανίχνευση της πρωτεΐνης SE χρησιμοποιώντας ειδικό SE αντίσωμα. 
Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών από νεαρά WT και NtSE4ai φυτά, πριν και 21dpi. Η 
μεγάλη υπομονάδα της Rubisco χρησίμευσε ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από χρώση με 
Ponceau. Δ. Ανάλυση τύπου northern για την ανίχνευση του PSTVd σε WT και NtSE4ai φυτά, 21dpi. Ως 
μάρτυρας ποσοτικοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 25s rRNA έπειτα από χρώση με methylene blue. 
 

Προκειμένου να αναλυθεί σε μεγαλύτερο βάθος η επίδραση του PSTVd στα SEi φυτά, 

προχωρήσαμε στην ανάλυση του SE σε επίπεδο πρωτεΐνης. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν αγρίου τύπου N.tabacum φυτά τα οποία μολύνθηκαν είτε με το PSTVd 

είτε με το διάλυμα επαναιώρησης και αντίστοιχα, συλλέχθηκε ιστός πριν και 21 ημέρες μετά 

τη μόλυνση. Ακολούθησε εκχύλιση ολικών πρωτεϊνών και ανάλυση τύπου western και 

φαίνεται ότι όλα τα φυτά έχουν υψηλά επίπεδα πρωτεΐνης ενώ οι διαφορές που φαίνονται 

είναι αποτέλεσμα της διαφορετικής ποσότητας της πρωτεΐνης που φορτώθηκε στην πηκτή, 

όπως δείχνει ο μάρτυρας ποσοτικοποίησης (Ponceau) (Εικόνα 3.24Α). 21 ημέρες μετά τη 

μόλυνση, τα μολυσμένα φυτά παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα του SE σε σχέση με τα 

αντίστοιχα υγιή, αγρίου τύπου (Εικόνα 3.24Βi). Η τόσο μεγάλη διαφορά βέβαια, πιθανώς 

σχετίζεται και με τεχνικούς λόγους, όπως μπορεί να είναι η κατανάλωση του αντισώματος, 

που είναι χαμηλής απόδοσης, κυρίως από τα μολυσμένα φυτά και για το λόγο αυτό σχεδόν 

δεν ανιχνεύεται στα υγιή φυτά. Στο κάτω μέρος της εικόνας (Εικόνα 3.24Bii) φαίνεται επίσης 

και η ανάλυση τύπου northern που επιβεβαιώνει τη μόλυνση των υπό μελέτη φυτών. 

SERRATE SERRATE 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

SE & ΒΙΟΤΙΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΕΙΣ 
ΣΕ N.benthamiana & N.tabacum   133 
 

Εικόνα 3.24. Ανάλυση επιπέδων SE σε αγρίου τύπου υγιή και PSTVd μολυσμένα φυτά. Α. Ανάλυση 
western για την ανίχνευση της πρωτεΐνης SE σε νεαρά αγρίου τύπου φυτά πριν τη μόλυνση. Bi. 
Ανάλυση western για την ανίχνευση της πρωτεΐνης SE σε αγρίου τύπου φυτά 21dpi και από υγιή ίδιας 
ηλικίας. Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών από νεαρά φύλλα. Η μεγάλη μονάδα της 
Rubisco χρησίμευσε ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από χρώση με Ponceau. Bii. Ανάλυση 
τύπου northern για την ανίχνευση του PSTVd σε αγρίου τύπου φυτά, 21dpi. Η (-) PSTVd αλληλουχία 
χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, το 25s rRNA έπειτα από χρώση 
με τη methylene blue. 
 

Την ίδια διαδικασία ακολουθήσαμε, στη συνέχεια, μελετώντας τα N.tabacum φυτά 

καταστολής του SE, NtSE4ai  πριν και 21 ημέρες μετά τη μόλυνση. Πριν τη μόλυνση η έκφραση 

της SE είναι σχετικά χαμηλή ενώ οι διαφορές μπορεί να οφείλονται σε διαφορετική ποσότητα 

ολικής πρωτεΐνης στην πηκτή (Εικόνα 3.25Ai). Στις 21dpi παρατηρείται μεγαλύτερη έκφραση 

της SE στα μολυσμένα NtSEi φυτά σε σχέση με τα αντίστοιχης αναπτυξιακής φάσης υγιή 

NtSE4ai φυτά (Εικόνα 3.25Αii). Ανάλυση επίσης του PSTVd στα 21 ημέρες δείχνει ότι υπάρχει 

συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων της SE και των επιπέδων του PSTVd. Συγκεκριμένα, φαίνεται 

ότι τα Nt4ai φυτά που δεν έχουν μολυνθεί έχουν τη χαμηλότερη έκφραση του γονιδίου 

(Εικόνα 3.25Αiii). 

Αντίστοιχες είναι οι παρατηρήσεις όσον αφορά στα Nt8bi φυτά, όπου όμως υπάρχει 

μεγαλύτερη ανομοιογένεια μεταξύ των φυτών. Ωστόσο, αξίζει να παρατηρήσουμε ότι σε 

σχέση με τη μολυσματικότητα του ιοειδούς, φαίνεται ότι το φυτό Nt8b2 στο οποίο η έκφραση 

της SE είναι μη ανιχνεύσιμη με τη μέθοδο western, δεν έχει μολυνθεί με το PSTVd (Εικόνα 

3.25Β). 

Υγιή 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα είναι ενδεικτικά της συσχέτισης που μπορεί να υπάρχει 

μεταξύ της SE και του ιοειδούς PSTVd. Φαίνεται ότι προκειμένου να επιτευχθεί ικανοποιητική 

εγκατάσταση του ιοειδούς, πρέπει να έχει εξασφαλιστεί ικανοποιητικό ποσοστό έκφρασης 

της SE. Συνδυάζοντας παράλληλα και τα παραπάνω αποτελέσματα από τις ποσοτικές 

αναλύσεις, φαίνεται ότι η αύξηση αυτή του SE, σημειώνεται και σε επίπεδο μεταγράφων στα 

NbSEi, αλλά όχι στα αγρίου τύπου φυτά. Το επίπεδο της πρωτεΐνης που παράγει ένα γονίδιο 

εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως είναι η μεταγραφική δραστηριότητα του 

γονιδίου, η αποτελεσματικότητα της μετάφρασης του mRNA αλλά κα το ρυθμό αποδόμησης 

της πρωτεΐνης. Φαίνεται συνεπώς ότι στην περίπτωση των αγρίου τύπου φυτών, πιθανά, να 

μειώνεται ο ρυθμός της αποδόμησης της πρωτεΐνης, ενώ στην περίπτωση των διαγονιδιακών 

φυτών, πιθανά να αυξάνεται η μεταγραφική δραστηριότητα και παράλληλα να μειώνεται ο 

ρυθμός αποδόμησης της πρωτεΐνης. 

 

 

Εικόνα 3.25. Συσχέτιση SE και PSTVd σε NtSEi, υγιή και με PSTVd μολυσμένα φυτά. Ανάλυση τύπου 
western για την ανίχνευση της πρωτεΐνης SE σε νεαρά Αi. NtSE4ai και Bi. Nt8bi φυτά πριν τη μόλυνση. 
Ανάλυση τύπου western για την ανίχνευση της πρωτεΐνης SE Aii. NtSE4ai και Bii φυτά 21dpi και από 
υγιή ίδιας ηλικίας. Χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα πρωτεϊνών από νεαρά φύλλα. Η μεγάλη 
μονάδας της Rubisco χρησίμευσε ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, έπειτα από χρώση με Ponceau. 
Ανάλυση τύπου northern για την ανίχνευση του PSTVd σε Aiii. NtSE4ai και Biii φυτά, 21dpi. Η (-) PSTVd 
αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε ως ανιχνευτής και ως μάρτυρας ποσοτικοποίησης, το 25s rRNA έπειτα 
από χρώση με τη methylene blue.
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

Ο ρόλος της RNA σίγησης ως ρυθμιστικός μηχανισμός και ειδικότερα η θέση του στη 

ρύθμιση της σχέσης μεταξύ φυτών - ξενιστών και παθογόνων, έχει αποτελέσει αντικείμενο 

μελέτης πλήθους ερευνών, τόσο από το εργαστήριό μας όσο και από άλλους (Blevins et al., 

2006; Bouché et al., 2006; Dadami et al., 2013; Gomez et al., 2008; Katsarou, 2018; Katsarou 

et al., 2016; Minoia et al., 2014; Torchetti et al., 2016). Οι μελέτες αυτές εστιάζονται κυρίως 

στη μελέτη του μονοπατιού της σίγησης που αφορά στην απόκριση σε εξωγενή RNA είτε ως 

αποτέλεσμα μολύνσεων με ιούς και ιοειδή, είτε ως έκφραση διαγονιδίων, καθώς και των 

μηχανισμών που διέπουν τις μεταξύ τους σχέσεις και εντοπίστηκαν παράγοντες του 

μηχανισμού που επηρεάζουν είτε θετικά είτε αρνητικά στην επικράτηση των παθογόνων. 

Αντίστοιχες έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί γύρω από τον ενδογενή μηχανισμό της 

RNA σίγησης και αφορούν στην επίδραση συγκεκριμένων miRNAs σε συνθήκες μόλυνσης 

δίνοντας έμφαση κυρίως σε μολύνσεις με ιούς και βακτήρια (ανασκόπηση, Liu et al., 2017; 

Navarro et al., 2006; Niu et al., 2016; Zhang et al., 2011). Στην περίπτωση των ιοειδών 

ειδικότερα, το ενδιαφέρον εστιάζεται στο γεγονός ότι τα ίδια τα ιοειδή, εξαιτίας των δομικών 

χαρακτηριστικών τους, αντιμετωπίζονται ως pri-miRNA και τα παραγόμενα vdsiRNAs, 

φαίνεται να έχουν δράση όμοια με εκείνη των miRNAs, ρυθμίζοντας την έκφραση ενδογενών 

γονιδίων και καθορίζοντας με αυτόν τον τρόπο τις ιδανικές για την επικράτησή τους συνθήκες 

(Landry and Perreault, 2005; Markarian et al., 2004; Wang et al., 2004). Ακόμα μεγαλύτερο 

είναι το ενδιαφέρον σχετικά με αυτή την κατηγορία των ιοειδών καθώς τα ίδια έχουν την 

ιδιαίτερη ικανότητα ενώ, επάγουν και αποτελούν στόχο της RNA σίγησης (Itaya et al., 2001; 

Papaefthimiou et al., 2001; ανασκόπηση, Tabler and Tsagris, 2004), ωστόσο, καταφέρνουν να 

του διαφεύγουν, πιθανά λόγω της δευτεροταγούς δομής τους (Itaya et al., 2007) είτε λόγω 

του εντοπισμού τους (Qi and Ding, 2003).  

Συνδυάζοντας συνεπώς την ήδη διαθέσιμη πληροφορία, θελήσαμε να εμβαθύνουμε 

περισσότερο στην μελέτη της συσχέτισης μεταξύ του miRNA μονοπατιού της σίγησης και 

παθογόνων των φυτών. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν φυτά με μειωμένη 

λειτουργικότητα του μονοπατιού της σίγησης και μελετήθηκε η επίδρασή τους στη 

μολυσματικότητα των παραπάνω παθογόνων. Η DCL1 αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή του 

miRNA μονοπατιού, ωστόσο, λόγω της σημαντικής θέσης που κατέχει στην ανάπτυξη και τη 

βιωσιμότητα των φυτών, κρίθηκε αναγκαίο να βρεθεί ένας εξίσου σημαντικός ρυθμιστής του 

μονοπατιού, ο οποίος θα διατάρασσε το μονοπάτι για να μπορέσουμε να εξάγουμε ασφαλή 

συμπεράσματα, ωστόσο, τα φυτά θα παρουσίαζαν μεγαλύτερη ανοχή στην μειωμένη 
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έκφρασή του, και αυτός ήταν το SE. Αφού δημιουργήσαμε και χαρακτηρίσαμε τα φυτά, 

προχωρήσαμε σε πειράματα μολυσματικότητας κυρίως με ιοειδή (PSTVd, HSVd) και 

δευτερευόντως με ιούς (CMV) και βακτήρια (P.syringae). Παρατηρήσαμε ότι επηρεάζονται 

όλα τα παθογόνα σε συνθήκες μειωμένης έκφρασης του SE, άλλα λιγότερο και άλλα 

περισσότερο, αφήνοντας περιθώριο για περαιτέρω ανάλυση γύρω από τη σχέση αυτή. 

 

4.1 Δημιουργία φυτών καταστολής του SERRATE 

 

Προκειμένου να μελετήσουμε την επίδραση του ενδογενούς μονοπατιού (miRNA) της 

RNA σίγησης, θέλαμε να χρησιμοποιήσουμε φυτά, τα οποία παρουσιάζουν μειωμένη 

λειτουργικότητα. Στο παρελθόν, δημιουργήθηκαν στο εργαστήριό μας N.benthamiana φυτά 

τα οποία καταστέλλουν τον κύριο τελεστή του miRNA μονοπατιού, το γονίδιο DCL1, με τη 

χρήση του RNAi μηχανισμού (Dadami et al., 2013). Η καταστολή έφτανε στο 37%, η οποία για 

το συγκεκριμένο γονίδιο είναι ικανοποιητική, καθώς έχει δειχθεί τόσο στην A.thaliana 

(Schauer et al., 2002) όσο και στο φυτό N.benthamiana (Bozorov et al., 2012), ότι ισχυρή 

καταστολή της DCL1 οδηγεί σε θνησιμότητα από την εμβρυική φάση. Ωστόσο, για να 

εξασφαλίσουμε πιο ικανοποιητική μείωση της λειτουργικότητας του miRNA μονοπατιού, 

προχωρήσαμε στην καταστολή μέσω RNAi, του γονιδίου SE, επίσης σημαντικού παράγοντα 

στο miRNA μονοπάτι. Καταστολή του σε φυτά A.thaliana οδηγεί σε μειωμένα επίπεδα 

miRNAs (Grigg et al., 2005; Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006) ενώ εμπλέκεται και σε άλλες 

διαδικασίες επεξεργασίας RNA μέσω της δημιουργίας συμπλόκων με άλλους παράγοντες 

RNA μονοπατιών, τόσο σε φυτά όσο και σε ζώα (Andreu-agullo et al., 2012; Ma et al., 2018; 

Raczynska et al., 2014; Speth et al, 2018; Wilson et al., 2008a). Η ομολογία που παρουσιάζουν 

τα ορθόλογα γονίδια διαφορετικών ειδών (ζωικών, φυτικών), κυρίως στην χαρακτηριστική 

zinc – finger περιοχή καθώς επίσης η ιδιαίτερα υψηλή ομολογία των N.benthamiana και 

N.tabacum φυτών με το περισσότερο μελετημένο είδος A.thaliana, μας οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι ο ρόλος του SE είναι συντηρημένος μεταξύ των ειδών και ιδιαίτερα μεταξύ 

των φυτικών ειδών και αναμένουμε να είναι αντίστοιχος με αυτόν στα φυτά A.thaliana. 

Έτσι, δημιουργήθηκαν διαγονιδιακά N.benthamiana και N.tabacum φυτά, τα οποία 

καταστέλλουν τo SE με τη μέθοδο RNAi. Έχει δειχθεί όμως ότι, όπως και για τo DCL1, ισχυρά 

μεταλλάγματα του γονιδίου οδηγούν σε θνησιμότητα των σπερμάτων από την εμβρυική 

φάση (Lobbes et al., 2006), εξαιτίας της σημασίας των miRNAs στη ρύθμιση της έκφρασης 

ενδογενών γονιδίων και στη βιωσιμότητα των φυτών. Συνεπώς, το ποσοστό της καταστολής 

που καταφέραμε ήταν αρκετά υψηλό και για τα δύο είδη φυτών και φαίνεται ότι τα φυτά 
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παρουσιάζουν μεγαλύτερη αντοχή σε συνθήκες μειωμένης έκφρασης της SE σε σχέση με την 

DCL1. Αυτό μπορεί να συμβαίνει είτε γιατί η ανάγκη της DCL1 είναι σε μεγαλύτερο βαθμό 

απαραίτητη για τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης των φυτών είτε γιατί απαιτούνται 

μεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης της DCL1. Περαιτέρω μοριακή ανάλυση έδειξε επίσης την 

ικανοποιητική καταστολή του SE σε επίπεδο πρωτεΐνης. Να σημειωθεί ωστόσο ότι η μέθοδος 

αυτής της ανάλυσης δεν είναι απόλυτα ποσοτική ειδικότερα καθώς στην περίπτωση αυτή 

στερείται υβριδισμού με γονίδιο αναφοράς το οποίο θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως 

μάρτυρας ποσοτικοποίησης. Είναι ωστόσο ενδεικτική του υψηλού επιπέδου καταστολής του 

SE που έχουμε επιτύχει στις υπό μελέτη σειρές. Ειδικότερα για την περίπτωση των NtSEi 

φυτών, επιβεβαιώνεται η αποτελεσματική λειτουργία της RNAi κατασκευής, καθώς 

ανιχνεύονται τα sRNAs που προκύπτουν ως αποτέλεσμα της δράσης του σιγητικού 

μηχανισμού έναντι του SE. 

Την ίδια ώρα προσπαθήσαμε να διασταυρώσουμε τα N.benthamiana φυτά 

καταστολής του DCL1 με τα φυτά καταστολής του SE (SEixDCL1i και αντίστροφα), δεν 

καταφέραμε ωστόσο να πάρουμε σπόρους. Ακόμα και σε δύο περιπτώσεις που πήραμε 

σπόρους, διαπιστώθηκε ότι έφεραν μειωμένη καταστολή τουλάχιστον ενός από τα δύο 

γονίδια. Αυτό επιβεβαιώνει τη σημασία και των δύο γονιδίων στην ανάπτυξη των φυτών, 

ισχυρή καταστολή των οποίων rκαθιστά αδύνατη τη δημιουργία φυτών που καταστέλλουν 

και τα δύο γονίδια ταυτόχρονα.  

 

Επιπλέον, και στα δύο είδη SEi φυτών καταστολής παρατηρήθηκαν έντονα 

παρεκκλίνοντα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που αφορούν στην ανάπτυξη των φυτών καθώς 

και στη μορφολογία των φύλλων και των βλαστών. Ειδικότερα όσον αφορά στα NtSEi φυτά, 

ένα αρκετά υψηλό ποσοστό των φυτών, ολοκληρώνει το βιολογικό του κύκλο χωρίς να 

ανθίσει ποτέ, ενώ στα φυτά που ανθίζουν, η άνθιση συμβαίνει αργότερα από τα αγρίου 

τύπου φυτά. Το γεγονός αυτό δικαιολογείται από τη σημασία του SE σε αναπτυξιακές 

διαδικασίες. Χαρακτηριστικά, η απουσία του προκαλεί σοβαρές αναπτυξιακές ανωμαλίες 

που μπορεί να οδηγήσουν ακόμα και σε πρόωρο θάνατο τόσο σε ζωικούς (Amsterdam et al., 

2004; Wilson et al., 2008b) όσο και σε φυτικούς οργανισμούς (Grigg et al., 2005; Lobbes et 

al., 2006). Όλα τα SEi φυτά που αναλύθηκαν παρουσίασαν χαμηλά επίπεδα SE, σε βαθμό 

ωστόσο που μπορεί να διέφερε ακόμα και μεταξύ των φυτών της ίδιας οικογένειας. Δεν 

μπορούμε όμως να συσχετίσουμε πλήρως τα επίπεδα καταστολής του SE με τους 

φαινοτύπους, όπως και στην περίπτωση των Arabidopis SEi διαγονιδιακών φυτών (Prigge and 

Wagner, 2001). 
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Παράλληλα, θελήσαμε να μελετήσουμε αν η καταστολή που επιτύχαμε στα παραπάνω 

φυτά, αντικατοπτρίζεται στη μειωμένη λειτουργία του SE. Καθώς το SE είναι βασικός 

παράγοντας του miNRA μονοπατιού, αναλύσαμε τα επίπεδα διαφορετικών miRNAs στα 

διαγονιδιακά φυτά και τα συγκρίναμε με αυτά στα αγρίου τύπου φυτά. Με qPCR ανάλυση 

προέκυψε ότι τα επίπεδα όλων των miRNAs που αναλύθηκαν και στα δύο είδη φυτών είναι 

εξαιρετικά χαμηλό σε σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά και ιδιαίτερα στα NtSEi φυτά. 

Υποθέτουμε συνεπώς ότι τα μειωμένα επίπεδα miRNAs πιθανά ευθύνονται για τους 

χαρακτηριστικούς αυτούς φαινοτύπους, καθώς ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων που με τη 

σειρά τους, ελέγχουν πλήθος αναπτυξιακών διαδικασιών (ανασκοπήσεις, Bartel et al., 2004; 

Chen, 2005). Ωστόσο, δεν μπορεί να αποκλειστεί και η πιθανότητα να επηρεάζονται και από 

άλλους παράγοντες όπως είναι το ελλαττωματικό μάτισμα γονιδίων, ακόμα και η μειωμένη 

μεταγραφή γονιδίων. Διαδικασίες όμως οι οποίες είναι άρρηκτα συνδεδεμένες μεταξύ τους 

καθώς επιτελούνται από κοινούς μεταξύ τους παράγοντες (Achkar et al., 2016; Chen et al., 

2005; Laubinger et al., 2008; Speth et al, 2018; Wang et al., 2018). 

 

 

4.2 Απόκριση των φυτών καταστολής του SERRATE σε συνθήκες βιοτικής καταπόνησης 

 

4.2.1α Απόκριση των φυτών καταστολής του SERRATE στη μόλυνση με τα ιοειδή PSTVd και 

HSVd 

 

Με σκοπό να αναλύσουμε την πιθανή επίδραση του miRNA μονοπατιού στις βιοτικές 

καταπονήσεις των φυτών, ξεκινήσαμε με την κατηγορία των ιοειδών. Τα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά τους σε συνδυασμό με την ικανότητά τους να επάγουν το μηχανισμό της 

σίγησης και ταυτόχρονα να μη στοχεύονται από αυτόν παρόλο που δεν κωδικοποιούν για 

πρωτεΐνες, αφήνουν περιθώρια για περαιτέρω μελέτες γύρω από τους μηχανισμούς δράσης 

τους (Itaya et al., 2007; Papaefthimiou et al., 2001; Tabler and Tsagris, 2004). Η συσχέτισή του 

με μονοπάτια της σίγησης έχει μελετηθεί στο παρελθόν από διάφορες ερευνητικές ομάδες, 

συμπεριλαμβανομένης και της δικής μας (Dadami et al., 2013; Katsarou et al., 2016; Minoia 

et al., 2014; Torchetti et al., 2016). Ιδιαίτερα, όπως έχουμε ήδη αναφέρει, δομικά και 

λειτουργικά χαρακτηριστικά των ιοειδών που ομοιάζουν αυτά των πρόδρομων miRNA (pri-

miRNA) οδηγούν στο συμπέρασμα ότι πιθανά να και να οδηγούν στην παραγωγή vd-sRNAs 

τα οποία με τη σειρά τους κατευθύνουν αλλαγές στην έκφραση των ενδογενών γονιδίων, 

παρόμοιες με αυτές των miRNAs (Markarian et al., 2004; Papaefthimiou et al., 2001; Wang et 
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al., 2004). Παρόμοια φαινόμενα έχουν παρατηρηθεί σε περιπτώσεις μόλυνσης με ιούς 

(Bazzini et al., 2007; Simon - Mateo and Garcia 2006, Zhang 2011, Cillo et al., 2009,rev Liu 

2017), και αποτέλεσμα των αλλαγών στα επίπεδα των ενδογενών γονιδίων, είναι η τελική 

επικράτηση των ιοειδών (Itaya et al., 2002; Y. Wang et al., 2011). Συγκεκριμένα, όσον αφορά 

σε μολυσμένα με το PSTVd φυτά, αλλαγές στα επίπεδα των miRNAs οδηγούν σε 

διαφοροποίηση της έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται σε διάφορα μονοπάτια που 

ρυθμίζουν ορμόνες, όπως της αυξίνης, των μπρασινοστεροειδών (Brassinosteroid, BR) και 

του γιβερελικού οξέος (Gibberellic acid, GA) (Diermann et al., 2010; Katsarou et al., 2015; 

Navarro et al., 2012a; Owens et al., 2012; Zheng et al., 2017). 

Αρχικά, μελετήσαμε την επίδραση στη μολυσματικότητα του PSTVd, χρησιμοποιώντας 

τις διαγονιδιακές σειρές καταστολής της DCL1 (Dadami et al., 2013), η οποία είναι ο κύριος 

ρυθμιστής του miRNA μονοπατιού. Σε προηγούμενα πειράματα είχε παρατηρηθεί μείωση 

των επιπέδων του ιοειδούς, αλλά με έντονες διαφοροποιήσεις μεταξύ των φυτών (Dadami 

et al., 2013), οι οποίες πιθανόν να οφείλονται σε ανωμαλίες που αφορούν στη συσσώρευση 

των miRNAs. Στην παρούσα μελέτη για τα αντίστοιχα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν πιο 

νεαρά φυτά (στάδιο των 4 φύλλων) και παρατηρήθηκε μέτρια αλλά σημαντική μείωση στη 

μολυσματικότητα του ιοειδούς, 18%. Επιπλέον, ανάλυση της συσσώρευσης του ιοειδούς σε 

διάφορες χρονικές στιγμές μετά τη μόλυνση, έδειξε ότι η μείωση αυτή είναι σταθερή σε όλη 

τη διάρκεια της μόλυνσης. Προκύπτει συνεπώς μία ένδειξη για τη συσχέτιση των miRNAs με 

τη μολυσματικότητα του PSTVd. Υποθέτουμε ωστόσο ότι η επίδραση δεν είναι ισχυρή 

εξαιτίας της μικρής καταστολής του DCL1 που είναι αποτέλεσμα της υψηλής σημασίας που 

έχει στη βιωσιμότητα των φυτών τα οποία προκειμένου να επιζήσουν πρέπει να έχουν 

ικανοποιητικά επίπεδα έκφρασης του DCL1 γονιδίου. Το γεγονός αυτό έρχεται σε συμφωνία 

με παρατηρήσεις A.thaliana (Schauer et al., 2002) και N.benthamiana (Bozorov et al., 2012) 

φυτών, τα οποία είναι θνησιγενή σε συνθήκες σημαντικής καταστολής του DCL1. 

 

Προχωρήσαμε έτσι στην ανάλυση των φυτών καταστολής του SΕ ο οποίος αποτελεί 

επίσης ένα σημαντικό παράγοντα του μονοπατιού και η κατασκευή τους αναλύεται 

παραπάνω. Σε αντίθεση με την περίπτωση των DCL1i φυτών, η μολυσματικότητα του PSTVd 

στα N.benthamiana και N.tabacum φυτά καταστολής του SE, είναι αρκετά υψηλή και φτάνει 

έως και 69.4 %. Επίσης, αναφορικά με τα NtSEi φυτά, συναντήσαμε και εδώ το φαινόμενο 

της ανομοιογένειας των επιπέδων του PSTVd, μεταξύ των φυτών της ίδιας σειράς. Ήταν 

μάλιστα έντονο καθώς μολύνθηκε το 50.9% του συνόλου των NtSEi φυτών που 

χρησιμοποιήθηκαν. Καθώς τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε αντίστοιχης και νεαρής 
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ηλικίας φυτά (στάδιο 4 φύλλων), θέλοντας να μειώσουμε τους τεχνικούς λόγους οι οποίοι θα 

οδηγούσαν σε ανομοιογενές αποτέλεσμα μεταξύ των φυτών, υποθέσαμε ότι αυτή η 

ποικιλομορφία είναι αποτέλεσμα τυχαίων φαινομένων καθώς και περιβαλλοντικών 

παραγόντων οι οποίοι πιθανόν να συμβάλλουν στη διαφορετική συσσώρευση miRNAs σε 

κάθε φυτό ξεχωριστά. Ανάλυση επίσης του τίτλου του ιοειδούς τόσο στην περιοχή της 

μόλυνσης στα πρώτα στάδια, όσο και σε διάφορες χρονικές στιγμές έδειξε ότι η μείωση του 

ιοεδούς διατηρείται σε χαμηλότερα επίπεδα στα φυτά καταστολής του SE σε σχέση με τα 

αγρίου τύπου φυτά. Επομένως, η συσχέτιση που παρατηρείται μεταξύ των SEi φυτών και του 

PSTVd αφορά τόσο στην έναρξη της μόλυνσης όσο και τη διατήρησή της. 

Αντίστοιχη, σημαντική μείωση παρατηρήθηκε και στη μολυσματικότα με το ιοειδές 

HSVd το οποίο ανήκει επίσης στην Pospiviroidae. Φαίνεται συνεπώς ότι η επίδραση της 

μειωμένης έκφρασης του SE να επεκτείνεται και να επηρεάζει όλα τα μέλη της Pospiviroidae 

οικογένειας, υπονοώντας ως ένα βαθμό, την εξάρτηση της μολυσματικής ικανότητας των 

ιοειδών με την έκφραση του SE. 

Ακόμα πιο έντονη ήταν αυτή η παρατήρηση όπως προέκυψε από τα πειράματα 

μηχανικών μολύνσεων όπου τα μειωμένα επίπεδα του SE ήταν ακόμη πιο καθοριστικά για 

την εγκατάσταση της μόλυνσης με το ιοειδές PSTVd. Μόνο το 8.3% των φυτών μολύνθηκε 

μέχρι τις 28dpi και το 33.3% στις 42dpi. Φαίνεται συνεπώς ότι το ιοειδές δυσκολεύεται να 

ξεκινήσει τη μόλυνση, όταν αυτό εφαρμόζεται με μηχανικό τρόπο, και ακόμα και αν οι 

επιπτώσεις μειώνονται σταδιακά, σίγουρα απαιτείται μεγάλο χρονικό διάστημα. Το 

αποτέλεσμα αυτό μπορεί να είναι συνέπεια της επίδρασης της καταστολής του SE σε 

παράγοντες που εμπλέκονται στη μηχανική μόλυνση και είναι διαφορετικοί από αυτούς στην 

περίπτωση της μόλυνσης με αγροεμποτισμό. Τέτοιο παράδειγμα αποτελεί η εισαγωγή του 

ιοειδούς στο κύτταρο και η μετακίνησή του στον πυρήνα, το οποίο στην περίπτωση του 

αγροεμποτισμού πραγματοποιείται από τα βακτήρια ενώ μπορεί να έχουν επηρεαστεί και 

παράγοντες που σχετίζονται με την απόκριση των κυττάρων στον τραυματισμό (Speth et al, 

2018). 

Τέλος, ανάλυση του προφίλ των miRΝAs σε συνθήκες αγρίου τύπου και έπειτα από 

μόλυνση με το PSTVd, μας έδωσε ενδείξεις σχετικά με τις αλλαγές των επιπέδων των miRNAs 

σε συνθήκες μόλυνσης. Αρχικά επιβεβαιώσαμε το διαφορετικό πρότυπο miRNAs μετά από 

μόλυνση, το οποίο ήταν αναμενόμενο καθώς έχει δειχθεί ότι σε συνθήκες βιοτικής 

καταπόνησης αλλάζει το πρότυπο της συσσώρευσης των miRNAs (Diermann et al., 2010; 

Navarro et al., 2009; Niu et al., 2016; B. Pradhan et al., 2015). Το γεγονός ότι για τα miR159 

και miR162, το προφίλ NbSEi φυτά καταστολής ήταν αντίθετο με αυτό των αγρίου τύπου 
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φυτών, πιθανά να σχετίζεται με τα διαφορετικά επίπεδα των miRNAs που έχουν τα NbSEi 

φυτά εξαιτίας της μειωμένης έκφρασης του SE. Πιθανά, τα μεν αγρίου τύπου φυτά να πρέπει 

να μειώσουν τα επίπεδα των miR159 και miR162, προκειμένου να φτάσουν στο επιθυμητό 

επίπεδο, ενώ τα NbSEi φυτά, τα οποία έχουν μειωμένα επίδεδα των συγκεκριμένων miRNAs, 

να πρέπει να τα αυξήσουν για την καλύτερη απόκριση τους στη μόλυνση. 

 

4.2.1β Επίδραση του PSTVd στην έκφραση του SERRATE 

 

Θέλοντας να αποκτήσουμε μία πληρέστερη εικόνα γύρω από την πιθανή 

αλληλεπίδραση του SE με βιοτικούς παράγοντες καταπόνησης, αναλύσαμε την επίδραση που 

έχει η παρουσία του PSTVd στη διαφοροποίηση των επιπέδων του SE. Για το λόγο αυτό 

αναλύσαμε τόσο τα επίπεδα της μόλυνσης σε αγρίου τύπου όσο και σε φυτά καταστολής του 

SE, συγκριτικά με τα επίπεδα έκφρασης του SE. Ήδη από τα παραπάνω πειράματα 

μολυσματικότητας είχαμε οδηγηθεί στο συμπέρασμα ότι υπάρχει άμεση συσχέτιση μεταξύ 

των επιπέδων της μόλυνσης και των επιπέδων του SE, καθώς παρατηρήσαμε ότι σε φυτά με 

πολύ χαμηλή έκφρασή του SE, τα επίπεδα του PSTVd ήταν πολύ χαμηλά ενώ υπήρχαν και 

φυτά που δε μολύνθηκαν καθόλου. Παράλληλα, σύγκριση υγιών και μολυσμένων φυτών της 

ίδιας κατηγορίας, αγρίου τύπου ή διαγονιδιακά, έδειξε ότι σημειώνεται αύξηση των 

επιπέδων της SE μετά από τη μόλυνση. Η αύξηση αυτή, σημειώνεται και σε επίπεδο 

μεταγράφων στα NbSEi, αλλά όχι στα αγρίου τύπου φυτά. Φαίνεται συνεπώς ότι για να 

επιτευχθεί ικανοποιητική εγκατάσταση του ιοειδούς, πρέπει να έχει εξασφαλιστεί 

ικανοποιητικό ποσοστό έκφρασης της SE. Το επίπεδο της πρωτεΐνης που παράγει ένα γονίδιο 

εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως είναι η μεταγραφική δραστηριότητα του 

γονιδίου αλλά κα το ρυθμό αποδόμησης της πρωτεΐνης. Έτσι, στην περίπτωση των αγρίου 

τύπου φυτών πιθανά να μειώνεται ο ρυθμός της αποδόμησης της πρωτεΐνης έτσι ώστε να 

διατηρηθεί η έκφραση της SE σε ποσοστό που ευνοεί την επικράτηση του ιοειδοούς. Στην 

περίπτωση των διαγονιδιακών φυτών, όπου το επίπεδο του SE είναι πολύ χαμηλότερο, 

πιθανά να επάγεται τόσο η αύξηση της μεταγραφικής δραστηριότητας και παράλληλα να 

μειώνεται ο ρυθμός αποδόμησης της πρωτεΐνης, οδηγώντας τελικά στην αύξηση 

συσσώρευσής του. 
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Συνοψίζοντας όλα τα παραπάνω καταλήγουμε στο συμπέρασμα ότι είναι η 

αποτελεσματικότερη καταστολή του SE που ευθύνεται για τη μείωση της μολυσματικότητας 

και των δύο ιοειδών της Pospiviroidae οικογένειας και είναι ιδιαίτερα έντονη στην περίπτωση 

που το ιοεδές εφαρμόζεται με μηχανικό τρόπο. Συμπεραίνουμε δηλαδή ότι το SE είναι 

θετικός ρυθμιστής της μόλυνσης με το PSTVd. Το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να προκύπτει από 

διαφορετικά μονοπάτια. Ξεκινώντας, πιθανά να ευθύνεται η μειωμένη συσσώρευση 

συγκεκριμένων miRNAs. Έχει δειχθεί ότι η συσσώρευση των miRNAs μεταβάλλεται με την 

παρουσία των παθογόνων, ιών, ιοειδών και βακτηρίων, επηρεάζοντας τη μολυσματικότητα 

τους (Diermann et al., 2010; Navarro et al., 2006; Niu et al., 2016; Owens et al., 2012; B. 

Pradhan et al., 2015; Xia et al., 2017). Αυτό συμβαίνει γιατί τα miRNAs με τη σειρά τους 

ρυθμίζουν διάφορες αναπτυξιακές λειτουργίες των φυτών και συνεπώς μεταβάλλονται στα 

πλαίσια της προσπάθειας των φυτών να δημιουργήσουν αντίξοες για τη μόλυνση συνθήκες. 

Άλλες φορές πάλι, η μεταβολή τους είναι αποτέλεσμα της παρουσίας των παθογόνων, στα 

πλαίσια της δικιάς τους προσπάθειας να εγκατασταθούν στο φυτό – ξενιστή. Αυτό ίσως είναι 

μεγαλύτερη ανάγκη στην περίπτωση των ιοειδών τα οποία δεν κωδικοποιούν για πρωτεΐνες 

και συνεπώς στηρίζονται στο φυτό – ξενιστή για τις βιολογικές τους διεργασίες. Δεν έχει 

ταυτοποιηθεί η δράση συγκεκριμένων miRNAs ως προς τη μία ή την άλλη κατεύθυνση καθώς 

μπορεί να αλλάζουν οι απαιτήσεις ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης τόσο των φυτών όσο και 

των παθογόνων και κατ’ επέκταση και οι ανάγκες για τη συσσώρευση άλλων miRNAs. Τα SEi 

φυτά συνεπώς δημιουργούν ένα περιβάλλον το οποίο είναι διαταραγμένο ως προς την 

παραγωγή των miRNAs έχοντας θετικές ή αρνητικές επιπτώσεις στην ανάπτυξη των ιοειδών. 

Παράλληλα, η έκφραση των ίδιων των τελεστών του μονοπατιού, ρυθμίζονται από 

miRNAs. Η έκφραση του DCL1 από το miR162 (Xie et al., 2003) και του SE από το miR863-3p 

στο φυτό A.thaliana (Niu et al., 2016) και άρα, με την καταστολή του SE, επηρεάζεται επίσης 

αρνητικά και το miR863-3p, και ίσως να επηρεάζεται και από διαφορετική πλευρά το τελικό 

επίπεδο του SE. Πιθανά, με την καταπόνηση από τη μόλυνση με το ιοειδές, να διαταράσσεται 

και πάλι αυτή η ισορροπία η οποία τελικά οδηγεί στη μειωμένη επικράτηση του PSTVd στα 

φυτά καταστολής. Σε αυτή τη βασική αρχή στηρίζεται η άμυνα φυτών A.thaliana, μετά τη 

μόλυνση με το βακτήριο P.syringae, όπου επάγει τη συσσώρευση του miR863-3p και 

δημιουργεί έναν κυκλικό αμυντικό μηχανισμό σε σχέση με τα επίπεδα έκφρασης του SE (Niu 

et al., 2016). 

Επιπλέον, το SE εμπλέκεται και σε άλλα ρυθμιστικά και RNA – εξαρτώμενα μονοπάτια, 

όπως είναι το μάτισμα και η μεταγραφή γονιδίων χωρίς ιντρόνια, τα οποία ελέγχουν πλήθος 

γονιδίων (Raczynska et al., 2014; Speth et al, 2018)(Speth 2018, Raczhynska 2014). Μέσω των 
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διαδικασιών αυτών ελέγχεται η έκφραση πλήθους γονιδίων, όπως κινάσες, φωσφατάσες και 

μεταγραφικοί παράγοντες που συμμετέχουν σε διάφορα μονοπάτια συμβάλλοντας στην 

ομαλή λειτουργία των φυτών στο σύνολό τους και συνεπώς και στην αποτελεσματικότερη 

απόκρισή τους στο στρες. Τα συμπτώματα της μόλυνσης των ιοειδών, CEVd και PSTVd, από 

την άλλη πλευρά, έχει δειχθεί ότι επηρεάζονται από μονοπάτια ρύθμισης ορμονικών 

σινιάλων, όπως του GA, των BR και της αυξίνης (Owens et al., 2012; Rizza et al., 2012). 

Επομένως, η διαταραχή και αυτών των μονοπατιών πιθανά να επηρεάζει την ένταση της 

μόλυνσης. 

Οι πιθανοί αυτοί μηχανισμοί άμυνας, είναι έμμεσοι, ενώ δεν αποκλείεται και το 

ενδεχόμενο της άμεσης αλληλεπίδρασης του παθογόνου με τη SE. Αφ’ ενός, τα ιοειδή είναι 

RNA μόρια, αφετέρου, η SE έχει την ικανότητα από τη φύση της να προσδένει RNΑ 

αλληλουχίες, αφήνοντας ανοιχτό το ενδεχόμενο της άμεσης αλληλεπίδρασης της SE με το 

PSTVd. Υπάρχουν αναφορές σε περιπτώσεις αλληλεπίδρασης του ιοειδούς με γονίδια των 

φυτών ξενιστών, οι οποίες ευνοούν την τελική επικράτησή τους στο φυτό. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα είναι η αλληλεπίδραση με την Virp1 πρωτεΐνη, απουσία της οποίας καθίσταται 

αδύνατη η μηχανική μόλυνση N.benthamiana φυτών με το PSTVd (Kalantidis et al., 2007). 

Άλλο παράδειγμα αποτελεί η αλληλεπίδρασή του με τη ριβοσωμική πρωτεΐνη L5 (ribosomal 

protein RPL5), η οποία αποτελεί ρυθμιστή του TFIIIA παράγοντα ματίσματος, ο οποίος με τη 

σειρά του σχετίζεται με την δράση της πολυμεράσης (polII), και τον πολλαπλασιασμό του 

ιοειδούς (Jiang et al., 2018). 

 

4.2.2 Απόκριση των φυτών καταστολής του SERRATE στη μόλυνση με τον ιό CMV 

 

Σε συνέχεια των παραπάνω πειραμάτων, θέλαμε να μελετήσουμε την απόκριση των 

φυτών με μειωμένη έκφραση του SE και συνεπώς με διαταραγμένο το miRNA μονοπάτι, 

έπειτα από μόλυνση με ιούς. O ιός CMV που χρησιμοποιήθηκε έχει μελετηθεί στο παρελθόν 

και έχει βρεθεί να σχετίζεται τόσο με το αντιιικό μονοπάτι της RNA σίγησης (Bouché et al., 

2006; Deleris et al., 2006; Katsarou, 2018) όσο και με παράγοντες του miRNA μονοπατιού 

(Chapman et al., 2004; Lewsey et al., 2007; Shiboleth et al., 2007; Tagami et al., 2007; Zhang 

et al., 2006).  

Στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήσαμε πειράματα μολυσματικότητας του CMV, 

σε αγρίου τύπου και N.tabacum φυτά καταστολής του SE. Από τα πειράματα προέκυψε ότι 

τα φυτά με μειωμένα επίπεδα SE, επηρεάζουν αρνητικά τη συσσώρευση του CMV σε 

μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης (21dpi). Ο ιός, καταφέρνει να εγκατασταθεί αρχικά στα 
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φυτά, τα οποία προφανώς ενεργοποιούν τους μηχανισμούς άμυνας, οι οποίοι φαίνεται να 

λειτουργούν σε συνθήκες με μειωμένη έκφρασης του SE και να οδηγούν σε μικρή μείωση 

των επιπέδων του ιού στις 21dpi, υπονοώντας και στην περίπτωση αυτή μία ελαφρά 

εξάρτηση του CMV με το SE. Μία υπόθεση για το φαινόμενο αυτό δεν αποκλείεται να είναι 

η επίδραση της συσσώρευσης των miRNAs στις 21dpi. Από τα μέχρι στιγμής αποτελέσματά 

μας δεν μπορούμε να το επιβεβαιώσουμε καθώς δεν εντοπίσαμε μεταβολή στο miR166 που 

εξετάσαμε. Όμως η ανάλυση αυτή είναι ελλιπής και πρέπει να επαναληφθεί με ανάλυση 

ακόμα περισσότερων miRNAs καθώς και με μία ποσοτική μέθοδο. 

Είναι γνωστό ωστόσο από προηγούμενες μελέτες ότι η παρουσία ιών πυροδοτεί 

αλλαγές στη συσσώρευση miRNAs που οδηγούν σε αλλαγές στην ανάπτυξη των φυτών και 

κατ’ επέκταση στην απόκριση και άμυνα έναντι των ιών, όπως παρατηρείται με τους ιούς 

CMV και TAV στην τομάτα (Bazzini et al., 2007; Feng et al., 2011). Οι αλλαγές αυτές άλλοτε 

είναι ευνοϊκές για τους ξενιστές, άλλοτε επάγονται ως αποτέλεσμα της δράσης των ιών στα 

φυτά – ξενιστές για δικό τους όφελος. Δεν έχει χαρακτηριστεί η δράση miRNAs αποκλειστικά 

ως αντι-ιική ή όχι. Επιπλέον, η ίδια κατάσταση καταπόνησης, μπορεί να επάγει διαφορετικού 

τύπου αλλαγές στη συσσώρευση των miRNAs, ανάλογα  με τον ιστό ή το στάδιο της 

μόλυνσης. Χαρακτηριστικά, ανάλυση του ιού Tomato leaf curl new delhi virus (ToLCNDV), 

συσχέτισε τη συσσώρευση των miR miR159/319 και miR172 στα φύλλα, με την πρόοδο του 

ιού, ενώ τα miR160, miR164,miR169, miR171 και miR391, παρουσίασαν μειωμένα επίπεδα 

(Naqvi et al., 2010). 

Καταλαβαίνουμε συνεπώς την πολύπλοκη συσχέτιση που μπορεί να υπάρχει μεταξύ 

miRNAs και ιών, η οποία θα γίνεται ακόμα πιο σύνθετη στην περίπτωση όπου το μονοπάτι 

των miRNAs είναι δυσλειτουργικό, όπως συμβαίνει στην περίπτωση της καταστολής του SE. 

Δεν αποκλείεται όμως και πάλι η πιθανότητα της αλληλεπίδρασης του SE με παράγοντες του 

μηχανισμού της σίγησης. Έχουν χαρακτηριστεί κυρίως αλληλεπιδράσεις που αφορούν στις 

πρωτεΐνες– καταστολείς της σίγησης, που διαθέτουν οι ιοί, όπως στην περίπτωση της 

αλληλεπίδρασης της 2b πρωτεΐνης με AGO1 (Duan et al., 2012), η οποία όμως συντελεί στη 

θετική έκβαση της μόλυνσης. 
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4.2.3 Απόκριση των φυτών καταστολής του SERRATE στη μόλυνση με το βακτήριο 

P.syringae 

 

Ένας άλλος παθογόνος παράγοντας που αναλύθηκε σε συνθήκες μειωμένης έκφρασης 

του SE ήταν η απόκριση στο βακτήριο P.syringae. Το βακτήριο αυτό και η συσχέτισή του με 

την απόκριση μέσω miRNAs, αποτελεί το πλέον χαρακτηριστικό παράδειγμα αυτής της 

κατηγορίας. Νωρίς σχετικά στη μελέτη των miRNAs, βρέθηκε ότι το miR393 λειτουργεί ως 

θετικός ρυθμιστής της απόκρισης στη μόλυνση από το P.syringae μέσω της ρύθμισης της 

μετάδοσης του σήματος από την αυξίνη (Navarro et al., 2006) καθώς και μέσω της ρύθμισης 

του SA μονοπατιού (Robert-seilaniantz et al., 2011). Φαίνεται συνεπώς ότι τα miRNAs έχουν 

ενεργό ρόλο στην άμυνα έναντι βακτηρίων. 

Στα πλαίσια της παρούσα εργασίας αναλύσαμε τη μολυσματικότητα του P.syringae σε 

N.tabacum φυτά, αγρίου τύπου και NtSEi. Από την ανάλυση του βακτηριακού αποικισμού 

και των συμπτωμάτων της ασθένειας στα υπό μελέτη φυτά, προέκυψε ότι στα πρώτα στάδια 

της μόλυνσης η απόκριση των φυτών επηρεάζεται αρνητικά στις αγρίου τύπου συνθήκες, 

ενώ αντιστρέφεται το φαινόμενο κατά τα τελευταία στάδια της μόλυνσης όπου φαίνεται η 

μόλυνση να τίθεται υπό έλεγχο. Αντίθετα, στα φυτά καταστολής φαίνεται ότι καθυστερεί η 

εγκατάσταση του βακτηρίου η οποία όμως σε μεταγενέστερα στάδια φάνηκε να επεκτείνεται 

και εκτός της περιοχής που εφαρμόστηκε αρχικά ο εμποτισμός του βακτηρίου. Από την 

παρατήρηση αυτή προκύπτει ότι το SE λειτουργεί ως θετικός ρυθμιστής της άμυνας έναντι 

του P.syringae, σε μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης, γεγονός που συμφωνεί με 

αντίστοιχο αποτέλεσα στη μόλυνση φυτών A.thaliana με το ίδιο βακτήριο (Niu et al., 2016). 

Στην περίπτωση της A.thaliana μάλιστα, η δράση του SE επηρεάζεται από τη συσσώρευση 

του miR863-3p, κάτι που δε μπορούμε να αποκλείσουμε στη συγκεκριμένη περίπτωση. 

Ομοίως, όπως και στις προηγούμενες περιπτώσεις παθογόνων που συζητήθηκαν, 

υπάρχει το ενδεχόμενο να διαταράσσεται η ισορροπία στην έκφραση των miRNAs, αύξηση ή 

μείωση, οδηγώντας σε καταστάσεις άμυνας ή ασθένεια των φυτών από τα βακτήρια, ή 

απλώς να επηρεάζεται η ένταση των συμπτωμάτων (Jagadeeswaran et al., 2009; Li et al., 

2010; Zhang et al., 2011). Επίσης, έχει βρεθεί ότι τα βακτήρια επιστρατεύουν μόρια – 

καταστολείς της άμυνας των φυτών, όπως στην περίπτωση του τελεστή AvrPtoB, ο οποίος 

καταστέλλει την παραγωγή του miR393 καταστέλλοντας τη συσσώρευση των pri-miRNAs 

(Navarro et al., 2008). Συμπεραίνουμε λοιπόν, ότι τα miRNAs είναι σημαντικοί ρυθμιστές της 

άμυνας και συνεπώς η αλλαγή στο πρότυπο έκφρασής τους σε φυτά με ήδη δυσλειτουργικό 

το miRNA μονοπάτι, μπορεί να συμβάλλουν στην επιτυχή μόλυνση από τα βακτήρια, όπως 
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στην περίπτωση των φυτών που μελετήσαμε. Αντίστοιχα επίσης με τις παραπάνω 

περιπτώσεις, η άμυνα των φυτών μπορεί να είναι αποτέλεσμα της επίδρασης στον αμυντικό 

μηχανισμό γονιδίων τα οποία έχουν επηρεαστεί λόγω της συμμετοχής του SE σε άλλες 

διαδικασίες ωρίμανσης μορίων RNA, όπως αναλύθηκε νωρίτερα.  

 

4.3 Συμπεράσματα 

 

Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης θελήσαμε να κατανοήσουμε βαθύτερα τη 

συσχέτιση μεταξύ του SE, σημαντικό παράγοντα του miRΝΑ μονοπατιού με τη 

μολυσματκότητα παθογόνων, όπως ιοειδών, ιών και βακτηρίων, στα N.benthamiana και 

N.tabacum φυτά. Αρχικά, δημιουργήσαμε και χαρακτηρίσαμε διαγονιδιακά φυτά 

καταστολής του SE τα οποία ήταν λειτουργικά και χρησιμοποιήσαμε στη διεξαγωγή των 

μετέπειτα πειραματικών διαδικασιών. 

Όσον αφορά στη μελέτη των βιοτικών καταπονήσεων, συμπερασματικά και 

συνοψίζοντας τα αποτελέσματα των παραπάνω πειραμάτων δείχνουμε ότι υπάρχει σαφής, 

θετική συσχέτιση μεταξύ της μολυσματικότητας των ιοεδών της οικογένειας Pospiviroidae 

και των επιπέδων του SE και ότι η επίδραση αυτή είναι ιδιαίτερα εμφανής στην περίπτωση 

μηχανικής μόλυνσης. Μικρότερη είναι η επίδραση στην περίπτωση του ιού που αναλύσαμε, 

που περιορίζεται σε μετέπειτα στάδιο της μόλυνσης. Τέλος, το SE φαίνεται να λειτουργεί ως 

αρνητικός ρυθμιστής κατά τα αρχικά στάδια της μόλυνσης με το βακτήριο που 

χρησιμοποιήσαμε. 

Δεν εντοπίστηκε ο ακριβής μηχανισμός που διέπει την κάθε μία από τις παραπάνω 

περιπτώσεις συσχέτισης ξενιστή – παθογόνου. Υποθέτουμε ότι μπορεί να ευθύνεται η 

διατάραξη της ισορροπίας στη συσσώρευση των miRNAs. Δεν αποκλείεται ωστόσο οι σχέσεις 

αυτές να είναι αποτέλεσμα της επίδρασης της μειωμένης έκφρασης του SE σε πλήθος 

λειτουργιών των φυτών, λόγω της συμμετοχής του SE σε διάφορες RNA – εξαρτώμενες 

λειτουργίες. 
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5 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 
Παράρτημα Ι 

 
 

Ανάλυση έκφρασης του SERRATE. A. Απεικόνιση της έκφρασης του SE στο φυτό A.thaliana όπως 
προέκυψε από ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών με το πρόγραμμα Geneinvestigator (Winter et 
al., 2007). 
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Παράρτημα ΙΙ 

 
Aligned_sequences: 
1: S.lycopersicum 
2: N.tabacum 
Matrix: EDNAFULL 
Gap_penalty: 16 
Extend_penalty: 4 
Length: 342 
Identity:     317/342 (92.7%) 
Similarity:   317/342 (92.7%) 
Gaps:           0/342 ( 0.0%) 
Score: 1485 

 
S.lycopersicu      1 CCGAAGCCTTAGATCCCTATGTCCGTAAAATTAGGGATGAGAAGTATGGC     50 

              |.||||||||||||||.|||||.|||||.||||||||||||||||||||| 
N.tabacum          1 CTGAAGCCTTAGATCCGTATGTACGTAAGATTAGGGATGAGAAGTATGGC     50 

 
S.lycopersicum    51 TGGAAATATGGTTGCGGAGCCAAGGGTTGTACAAAGCTCTTCCATGCGTC    100 

              ||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||..| 
N.tabacum         51 TGGAAATATGGTTGTGGAGCCAAGGGTTGTACAAAGCTCTTCCATGCTGC    100 

 
S.lycopersicum    101 TGAATTTGTCCATAAACATTTAAAGTTGAAACACCCTGATCTGTCAGTGG    150 

               .||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||||| 
N.tabacum         101 CGAATTTGTCCATAAACATTTAAAGTTGAAACACCCTGATCTGGCAGTGG    150 

 
S.lycopersicum    151 ATCTGACTACTAAAGTGCGTGAAGATTTGTATTTCCAGAACTATATGAAT    200 

               ||.|.||||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||||||| 
N.tabacum         151 ATGTTACTACTAAAGTGCGTGAAGATTTGTACTTCCAGAACTATATGAAT    200 

 
S.lycopersicum    201 GATGAAAATTCTCCTGGTGGGACTCCTGTAATGCTGCCATCTGTGCCGAA    250 

               |||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||. 
N.tabacum         201 GATGAAAATGCTCCTGGTGGGACTCCTGTAATGCTGCCATCTATGCCGAT    250 

 
S.lycopersicum    251 AGAGAAGCCACTTAGGCGCCGACCTGGGCTAGATGGCCGGCTGAAGGATG    300 

               ||||||||||||.||||||||.|||||||||||||||||.|||||||||| 
N.tabacum         251 AGAGAAGCCACTAAGGCGCCGGCCTGGGCTAGATGGCCGACTGAAGGATG    300 

 
    S.lycopersicum    301 ACAGAGGGAACCGTAAAGATCGGGATGGACGTGCTAATGGCG    342 

|||||||.|.|||||.||||||.|||||.||.||||||||.| 
    N.tabacum         301 ACAGAGGTAGCCGTAGAGATCGTGATGGTCGAGCTAATGGTG    342 

 
Σύγκριση, με το πρόγραμμα Clustalw 2, των αμινοξικών αλληλλουχιών του SERRATE. Από τα φυτά 
N.tabacum και S.lycopersicum, που αντιστοιχούν στην περιοχή του SE που στοχεύεται από την RNAi 
κατασκευή, για τη δημιουργία των N.tabacum φυτών καταστολής του SE. Παρουσιάζουν ομολογία 
92,7%. 
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Παράρτημα ΙΙΙ 
 

miRNAs Λειτουργία Αναφορά 

miR159 
Στοχεύει τα γονίδια που κωδικοποιούν τις MYB πρωτεΐνες, οι οποίες προσδένονται 

στον επαγωγέα του LEAFY, που σχετίζεται με την ταυτότητα του ανθικού 
μεριστώματος. 

Reinhart 2002, Mette 
2002 

miR166 
Στοχεύει, όπως και το miR165, HD-Zip μεταγραφικούς παράγοντες όπως τα γονίδια 

Phabulosa (PHB) και Phavoluta (PHV) τα οποία ρυθμίζουν τη δημιουργία του 
μεριστώματος και την ανάπτυξη των φύλλων 

Rhoades 2002 

miR167 

Στοχεύει, όπως το miR160, γονίδια που σχετίζονται με την απόκριση στην αυξίνη, 
πρωτεΐνες με δυνατότητα πρόσδεσης DNA τα οποία ρυθμίζουν τη μεταγραφή ως 
αποτέλεσμα της απόκρισης στην αυξίνη. Συμμετέχει έτσι σε μονοπάτια όπως η 

επιμήκυνση και η διαίρεση των κυττάρων και η διαφοροποίηση των ριζών και των 
βλαστών. 

Rhoades 2002 

miR168 
Στοχεύει το γονίδιο Argonaute (AGO1), το οποίο συμμετέχει στο σχηματισμό των 
φύλλων και των βλαστών. Συμμετέχει επίσης στο μονοπάτι της βιογένεσης των 

miRNAs και λειτουργεί ως αρνητικός ρυθμιστής της έκφρασης του γονιδίου AGO1. 
Rhoades 2002 

miR396 
Στοχεύει γονίδια που κωδικοποιούν για μεταγραφικούς παράγοντες ρύθμισης της 

ανάπτυξης, (Growth Regulating Factor (GRF)), rhodenase-like πρωτεΐνες και kinesin-
like πρωτεΐνες. 

Rhoades 2004 

 
Περιγραφή της λειτουργίας των miRNAs που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση της 
λειτουργικότητας της καταστολής του γονιδίου SE. 

 

Παράστημα ΙV 

Πλασμιδιακές κατασκευές που δημιουργήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

• pENTRY3C /NbSEi                                και                                 pK7GWIWGII/NbSEi 

 

Πλασμιδιακές κατασκευές που φέρουν την περιοχή στόχευσης του SE για τη δημιουργία 

των N.benthamiana φυτών καταστολής του 

SE, με RNAi. 

 

Εκκινητές:  

SE hpNb F: 5'-A GAATTC CCTATCTGTGGCGCATTC-3' (EcoRI) 

SE hpNb R: 5'-T CTCGAG ATGGACAAATTCGGCAGC -3' (XhoI) 

 

 

Πλασμιδιακή κατασκευή φορέα – δότη, 

pENTRY3C dual selection. 

Προκύπτει έπειτα από αντίδραση με το 
σύστημα Gateway και την LR κλωνάση 
(Invitrogen). Ως φορέας - δότης 
χρησιμοποιείται ο pENTRY3C /NbSEi και 
ως φορέας – δέκτης ο pK7GWIWGII. 
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Περιοχή στόχευσης (335bp). 

1324bp  
CCTATCTGTGGCGCATTCACGGGTTAGATTATTATGGCACGACAGAGACAAATGAAGCTAAGGGTCTTCGGCACGT

GAGAGTGGATGGCGGAAAGACTTCTGATGCAACAAGCAGTGGAACAGAATGGGAAACAAAACTAGATTCGCATTGG

CAAGACAGGCTGAAGGGTCAGGATCCTTTGGAACTAATGGCTGCAAAAGAAAAAATTGATGCAGCTGCTGCTGAAG

CCTTAGATCCGTATGTACGTAAGATTAGGGATGAGAAGTATGGCTGGAAATATGGTTGTGGAGCCAAGGGTTGTAC

AAAGCTCTTCCATGCTGCTGAATTTGTTCAT    1659bp 

       Zinc-finger περιοχή 

 

• pENTRY3C /NtSEi                                  και                                 pK7GWIWGII/NtSEi 

 

Πλασμιδιακές κατασκευές που φέρουν την περιοχή στόχευσης του SE για τη δημιουργία 

των N.tabacum φυτών καταστολής του SE, 

με RNAi. 

 

 

 

Πλασμιδιακή κατασκευή φορέα – δότη, 

pENTRY3C dual selection. 

Προκύπτει έπειτα από αντίδραση με το 
σύστημα Gateway και την LR κλωνάση 
(Invitrogen). Ως φορέας - δότης 
χρησιμοποιείται ο  pENTRY3C/NbSEi και 
ως φορέας – δέκτης ο pK7GWIWGII. 
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Εκκινητές:  

Sl SEhp F: 5'- CC GGATCC CCGAAGCCTTAGATCCC -3' (BamHI) 

Sl SEhp R: 5'- CC CTCGAG CGCCATTAGCACGTCC -3' (XhoI) 

Περιοχή στόχευσης (342bp).  

1480bp 
CCGAAGCCTTAGATCCCTATGTCCGTAAAATTAGGGATGAGAAGTATGGCTGGAAATATGGTTGCGGAGCCAAGGG

TTGTACAAAGCTCTTCCATGCGTCTGAATTTGTCCATAAACATTTAAAGTTGAAACACCCTGATCTGTCAGTGGAT

CTGACTACTAAAGTGCGTGAAGATTTGTATTTCCAGAACTATATGAATGATGAAAATTCTCCTGGTGGGACTCCTG

TAATGCTGCCATCTGTGCCGAAAGAGAAGCCACTTAGGCGCCGACCTGGGCTAGATGGCCGGCTGAAGGATGACAG

AGGGAACCGTAAAGATCGGGATGGACGTGCTAATGGCG  1817bp 

       Zinc-finger περιοχή 
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Παράρτημα V 

Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

Name Sequence (5’-3’) Used ToC Purpose 

Product 

length            

(bp) 

Reference 

L23-F 5'-AAGGATGCCGTGAAGAAGATGT-3' 60 
Reference gene in 

qPCR 
110 

(Liu et al., 

2012) 

L23-R 5'-GCATCGTAGTCAGGAGTCAACC-3' 60 
Reference gene in 

qPCR 

(Liu et al., 

2012) 

PP2A F 5‘-GACCCTGATGTTGATGTTCGCT-3' 62,1 
Reference gene in 

qPCR 
 

(Liu et al., 

2012) 

PP2A R 5'-GAGGGATTTGAAGAGAGATTTC-3' 58,4 
Reference gene in 

qPCR 

(Liu et al., 

2012) 

LeUBI3-for 5'-GCCGACTACAACATCCAGAAGG-3' 64 

Reference gene in 

qPCR / generated 

from tomato 
143 

(Kotakis et 

al., 2010) 

LeUBI3-rev 5'-TGCAACACAGCGAGCTTAACC-3' 61,3 

Reference gene in 

qPCR / generated 

from tomato 

(Kotakis et 

al., 2010) 

LeEF1-for 5'- GATTGGTGGTATTGGAACTGTC-3'  

Reference gene in 

qPCR / generated 

from tomato 
130 

(Kotakis et 

al., 2010) 

LeEF1-rev 5'-AGCTTCGTGGTGCATCTC-3'  

Reference gene in 

qPCR / generated 

from tomato 

(Kotakis et 

al., 2010) 

RT.SE.hp F 5'-GACAACCCGAAATCTGGGGA-3' 60 
qPCR for detection 

of SE suppression 
174 

This work 

RT.SE.hp R 5'-CCCAAGAGGACCAGCACC-3' 61 
qPCR for detection 

of SE suppression 
This work 

SEhpN.b F 5'-A GAATTC CCTATCTGTGGCGCATTC-3' 56 PCR/ N.b SEi 

335 

This work 

SEhpN.b R 
5'-T CTCGAG ATGGACAAATTCGGCAGC -

3' 
54 PCR/ N.b SEi This work 

SEhairpinF 5'-CC GGATCC CCGAAGCCTTAGATCCC -3' 54,8 PCR/ N.t SEi  This work 

Sl.SEhairpinF 
5’- CCGGATCCCCGAAGCCTTAGATCCC - 

3’ 
54,8 

PCR/ N.t SEi 342 Tasos 
Sl.SEhairpin 

R 
5'-CC CTCGAG CGCCATTAGCACGTCC-3' 53,3 
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N.DC1_F 5' AAAAGAATGAGATGGTATTTCGG-3’ 55 
Qpcr 191bp for 

plasmid 

pNbDCL1.190/ 

generated in 

N.tabacum 

191 
(Dadami et 

al., 2013) 
N.DC1_R 5' TTCTTTCTGGCATGCTCAA-3' 55 

Le_dc2.5'F 5' GAAGAACCACTTCTTAGGGGAAA-3' 60 
real time PCR 

amplicon is 

upstream of hp 

fragment, for 

plsmid 

pGNbDCL2.219 

213 
(Dadami et 

al., 2013) 
Le_dc2.5'R 5' GGCCATAACAAGGACTCAA-3' 60 

pK7G.intron 

F(up) 
5' - TACCCACTAAGCGTGACC -3' 56 

PCR verification for 

transgenic plants 
 This work 

pK7G.intron 

F(low) 
5 ' - AGGTTTCATACTCTTGCCTC - 3' 56,4 

StDCL1 rev 5' - TGAAACCTGGTTTTGATAGT-3' 52,3 
For cross plants 

analysis 
 

(Dadami et 

al., 2013) 
stdcl1 for 

5'- CGGGATCCCCGGGATTTATTCGTAAT-

3' 
67,9 

P35S 
5' - ATTTCATTTGGAGAGGACTGC - 3' 

(reverse primer) 
57,4 

from 

pK7GWIWG2(I), 

for sequencing of 

inserts 

 Yuta 

T35S 5' - GAGCGAAACCCTATAAGAACC - 3' 59 

from 

pK7GWIWG2(I), 

for sequencing of 

inserts 

 Yuta 

18S For 5΄-TCAACCATAAACGATGCCGACCA-3’ 60.0°C 
To clone a 

fragment of the 

Tobacco 

mitochondrial 18S 

rRNA for making a 

probe 

450 Rita 

18S Rev 5’-GCGTGCGGCCCAGAACATCTAA-3’ 59.8°C 

PSTVd F 5'- ATCCCCGGGAAACCTGGAGCGA - 3' 67 

PSVd replication 356 Elena 

PSTVd R 5' - CCCTGAAGCGCTCCTCCGAG-3' 66,6 

HSVd F 5’-  CAGGGAGGTGCTTACCTGAG -3’ 59,86 

HSVd replication 297 Nadia 

HSVd R 5’ – GGCGCAGATAGAACAAAAGC – 3' 59,99 
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3’ CP - CMV 5 

5’ –

GGCGAATTCGAGCTCGCCGTAAGCTGGAT

GGACC -3‘ 

61,6 
CMV CP 

amplification for 

probe 

850 Sergia 

5’CP - CMV  

5’ – 

CTCGAATTCGGATCCGCTTCTCCGCGAG -

3’ 

62,8 

U1 cDNA 

synt 

5'-

GTGCAGGGTCCGAGGTAGGGGCTGCGCG

AACGCAGGCC-3' 

 RT  
(Katsarou, 

2018)  

U1 Fw qPCR 5'-CTGCCTAAGGTCGGCTCAAG-3' 60oC Qpcr  
(Katsarou, 

2018) 

U4 cDNA 

synt 

5’-

GTGCAGGGTCCGAGGTAGGGCTTTACCCC

ATGAAGGG-3’ 

 RT  
(Katsarou, 

2018) 

U4 Fw qPCR 5’-TTTCCAAACCCCCTCTTCGG-3’ 65oC qPCR  
(Katsarou, 

2018) 

nbt-miR159 5’-TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA-3’ 65oC   
(Katsarou, 

2018) 

mir159 RT 

qPCR 

5'-

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT

CGCACTGGATACGACTAGAGC-3' 

 RT  

(Varkonyi-

gasic et al., 

2007) 

mir159 Fw 

qPCR 
5'-CGGCGGTTTGGATTGAAGGGA-3' 65oC qPCR  

(Varkonyi-

gasic et al., 

2007) 

mir166 RT 

qPCR 

5'-

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT

CGCACTGGATACGACGAGGAA- 3' 

 RT  
(Katsarou, 

2018) 

mir166 Fw 

qPCR 
TCGCTTCGGACCAGGCTTCA 65oC qPCR  

(Katsarou, 

2018) 

mir167 RT 

qPCR 

5'- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT

ATTCGCACTGGATACGACTAGATC-3' 
 RT  this work 

mir167 Fw 

qPCR 
5'- TCGCGTGAAGCTGCCAGCAT-3' 65oC qPCR  this work 

mir168 RT 

qPCR 

5'-

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT

CGCACTGGATACGACGTCCCG -3' 

 RT  
(Katsarou, 

2018) 

mir168 Fw 

qPCR 
5'-TGGTGTTCGCTTGGTGCAGGT-3' 65oC qPCR  

(Katsarou, 

2018) 
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mir396 RT 

qPCR 

5'-

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT

CGCACTGGATACGACCAGTTC-3' 

 RT  
(Katsarou, 

2018) 

mir396 Fw 

qPCR 
5'-GCGTCGTTCCACAGCTTTCTT-3' 65oC qPCR  

(Katsarou, 

2018) 

Uni Rw 

miRNA qPCR 
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' 60-65oC qPCR  

(Varkonyi-

gasic et al., 

2007) 

*-Underlined sequences manifest recognition site of 

restriction endonuclease. 

   

   

 
  

 

Παράρτημα VΙ  

Ανιχνευτές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

 
Θερμοκρασία 

Υβριδισμού (o C) 
Στόχος 

Ραδιενεργός 

Ανιχνευτής 
  

PSTVd (-) 65 Ανίχνευση ώριμου PSTVd (+) 

LNA miR159 
50 

Ανίχνευση ώριμου miR159 

LNA miR166 Ανίχνευση ώριμου miR166 

   

Μη - Ραδιενεργός 

Ανιχνευτής 
  

PSTVd (-) 

65 

Ανίχνευση ώριμου PSTVd (+) 

HSVd (-) Ανίχνευση ώριμου HSVd (+) 

CMV (-) Ανίχνευση ώριμου CMV (+) 

U6 Ανίχνευση U6 RNA 

18S Ανίχνευση 18S RNA 
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