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Περίληψη 
 
Η RNA σίγηση (RNA silencing) αναφέρεται στη μεσολάβηση RNA μορίων σε 
μηχανισμούς που ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση, οδηγώντας είτε στον 
κατακερματισμό των αντίστοιχων μεταγράφων είτε στην παρεμπόδιση της 
μετάφρασής τους. Αν και ο μηχανισμός της σίγησης περιλαμβάνει διαφορετικά 
μονοπάτια, που διακρίνονται με βάση τη λειτουργία τους και τις εμπλεκόμενες 
πρωτεΐνες, κοινό χαρακτηριστικό αποτελεί η παραγωγή μικρών RNAs (sRNAs) μήκους 
20-24 νουκλεοτιδίων από τις Dicer-like (DCL) πρωτεΐνες. Στο φυτό-μοντέλο Nicotiana 
benthamiana (N. benthamiana) υπάρχουν τέσσερις DCL πρωτεΐνες, που η κάθε μία 
παράγει μικρά RNAs συγκεκριμένου μήκους, τα οποία εμπλέκονται σε συγκεκριμένα 
μονοπάτια. Η μελέτη του ρόλου των πρωτεϊνών αυτών παρουσιάζει μεγάλο 
ενδιαφέρον. Με σκοπό την πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων, επιλέχθηκε το 
πρόσφατα ανεπτυγμένο σύστημα CRISPR/Cas9. Ως εργαλείο γονιδιακής 
τροποποίησης, το σύστημα CRISPR/Cas9 περιλαμβάνει την ενδονουκλεάση Cas9 και 
ένα ενιαίο μόριο RNA-οδηγό (single-guide RNA), το οποίο παρουσιάζει ομολογία με 
την αλληλουχία-στόχο και κατευθύνει την Cas9 προκειμένου να προκληθούν 
δίκλωνες θραύσεις στο DNA.  
 
Για τους σκοπούς της εργασίας στο παρελθόν σχεδιάστηκαν πλασμίδια για την 
έκφραση RNA-οδηγών που στοχεύουν στα γονίδια των DCL (DCL2, DCL3, DCL4) σε 
συγκεκριμένες περιοχές, καθώς αποκτήθηκε και πλασμίδιο που εκφράζει την Cas9. 
Τα πλασμίδια χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία διαγονιδιακών φυτών και στη 
συνέχεια μέσω διασταυρώσεων αποκτήθηκαν φυτά που εκφράζουν ταυτόχρονα την 
Cas9 και ένα ή δύο RNA-οδηγούς που στοχεύουν στο γονίδιο μιας συγκεκριμένης DCL. 
Μετά την απόκτηση των φυτών, ακολουθεί η ανίχνευση και η ανάλυση των 
προκληθέντων μεταλλαγών σε φυτά της επόμενης γενιάς.  
  
Μέσω της ανάλυσης που είχε ήδη πραγματοποιηθεί τα προηγούμενα χρόνια στο 
εργαστήριο, σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας, έχει 
επιτευχθεί η απόκτηση φυτών με γενετικές τροποποιήσεις στα γονίδια των DCL2, 
DCL3 και DCL4. Για τη DCL3 έχει ολοκληρωθεί η δοκιμή λειτουργικότητας με βάση τον 
έλεγχο παραγωγής μικρών RNAs 24nt, ενώ έχουν αποκτηθεί φυτά ομόζυγα για 
μεταλλαγή που οδηγεί σε πλήρη καταστολή της λειτουργίας της DCL3. Για τη DCL2 η 
ανάλυση έχει προχωρήσει μέχρι τη δοκιμή λειτουργικότητας, όπου έχουν εντοπιστεί 
πιθανά φυτά με απουσία παραγωγής μικρών RNAs 22nt. Τέλος, για τη DCL4 
αναμένεται να πραγματοποιηθεί η δοκιμή λειτουργικότητας, για τον εντοπισμό 
φυτών με απουσία παραγωγής μικρών RNAs 21nt.  
 
Τα φυτά με πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων θα πρέπει μελλοντικά να συγκριθούν 
με τα αντίστοιχα φυτά που παρουσιάζουν μερική καταστολή των DCL γονιδίων μέσω 
RNAi. Έτσι, στα φυτά αυτά (DCLi φυτικές σειρές), καθώς και σε φυτά που προκύπτουν 
από τη διασταύρωσή τους, μελετήθηκε η μολυσματικότητα του ιού CMV. Οι μελέτες 
αυτές θα αποτελέσουν πρότυπο σύγκρισης για τα φυτά με πλήρη καταστολή των DCL 
γονιδίων.  
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Στα πλαίσια της σύγκρισης φυτών με μερική και πλήρη καταστολή, τα ομόζυγα φυτά 
με πλήρη καταστολή του γονιδίου της DCL3 επιλέχθηκαν να χρησιμοποιηθούν σε 
πειράματα μελέτης μολυσματικότητας ιών και ιοειδών. Στην παρούσα εργασία 
περιγράφεται η προσπάθεια σύγκρισης των επιπέδων μολυσματικότητας του 
ιοειδούς PSTVd (Potato Spindle Tuber Viroid) σε φυτά με μερική και πλήρη καταστολή 
του γονιδίου της DCL3. 
 
Συνοψίζοντας, η παρούσα εργασία αποτελεί μέρος της διαδικασίας που θα οδηγήσει 
στη δημιουργία φυτών με μεταλλαγές απώλειας λειτουργίας στα DCL γονίδια. Τα 
φυτά αυτά θα αποτελέσουν ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη του ρόλου των 
DCL πρωτεϊνών, ιδιαίτερα στην περίπτωση ιικών μολύνσεων.  
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Abstract 
 
RNA silencing refers to the involvement of RNA molecules in mechanisms of gene 
regulation, leading either to the cleavage of mRNA-targets, or to inhibition of 
translation.  RNA silencing includes different pathways, with different functions and 
proteins involved. However, they all share the production of 20-24nt long small RNAs 
(sRNAs) by Dicer-like (DCL) proteins. In the model plant Nicotiana benthamiana (N. 
benthamiana) four DCLs have been identified, each of which produced sRNAs of 
specific length, involved in specific pathways. Studying the role of these proteins is of 
great interest. The recently evolved CRISPR/Cas9 system was chosen, in order to 
knock-out the DCL genes. As a gene editing tool, CRISPR/Cas9 includes the Cas9 
endonuclease and a single-guide RNA (sgRNA), which shows homology to the target 
sequence and guides the Cas9 to produce double-strand breaks in the DNA.  
 
For the purpose of this project, in the past there have been designed plasmids which 
express guide RNAs targeting the DCL genes (DCL2, DCL3, DCL4) at specific sites, 
whereas at the same time a plasmid expressing Cas9 was obtained. The plasmids were 
used for the creation of transgenic plants and then through crosses there have been 
obtained plants expressing simultaneously the Cas9 endonuclease and one or two 
sgRNAs targeting a specific DCL. After the creation of these plants follows a prosess of 
screening for mutant plants and analyzing the mutations in the next generation.  
 
Through already completed analysis from previous work in the lab, combined with the 
results of this work, plants with genetic modifications in the genes of DCL2, DCL3 and 
DCL4 have been created. For DCL3, the functional test based on the production of 24nt 
long small RNAs has been completed, whereas homozygous knock-out mutants have 
been obtained. For DCL2, the analysis has been completed until the functional test 
and putative knock-out plants with no 22nt sRNA production have been selected for 
further screening. Finally, for DCL4 the functional test is ongoing, in order to find 
plants that do not produce 21nt long small RNAs.  
 
The knock-out DCL plants have to be compared in the future with the respective DCLi 
plants. For that purpose, DCLi lines as well as DCLi crossed lines were used for the 
study of CMV infectivity. Studies like this will allow the comparison between DCLi and 
DCL knock-out plants. In the context of the above comparison, DCL3 knock-out plants 
were selected for experiments of viral/viroidal infections. In this work there has been 
an attempt to compare PSTVd (Potato Spindle Tuber Viroid) infectivity between DCL3i 
and DCL3 knock-out plants.  
 
Summing up, this work is part of the process that will lead to the creation of DCL knock-
out plants.  These plants will be useful tools in studying the role of DCL proteins, 
especially during viral infections.  
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Εισαγωγή 
 
RNA σίγηση  
 
Η RNA σίγηση (RNA interference - RNAi) αποτελεί ένα μηχανισμό ρύθμισης της 
γονιδιακής έκφρασης συντηρημένο στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, ο οποίος 
εμπλέκεται σε μεγάλο εύρος διεργασιών. Στα φυτά η RNA σίγηση εξυπηρετεί τρεις 
βασικές λειτουργίες: τη δημιουργία και διατήρηση της ετεροχρωματίνης στο 
επαναλαμβανόμενο DNA και στα μεταθετά στοιχεία, τη ρύθμιση της ανάπτυξης, της 
απόκρισης στην καταπόνηση και άλλες ενδογενείς ρυθμιστικές διαδικασίες, καθώς 
και την άμυνα απέναντι στην προσβολή από παθογόνους οργανισμούς και 
εισβάλλοντα γενετικά στοιχεία (Xie et al., 2004; Hohn and Vazquez, 2011; Parent et 
al., 2015). Αξίζει να αναφερθεί ότι η RNA σίγηση ανακαλύφθηκε στα φυτά ως 
μηχανισμός καταστολής της γονιδιακής έκφρασης σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο 
(Baulcombe, 2004). Πλέον, είναι γνωστό ότι η RNA σίγηση στους φυτικούς 
οργανισμούς μπορεί να καταστείλει τη γονιδιακή έκφραση σε δύο διαφορετικά 
επίπεδα: 
 

 Σε μεταγραφικό επίπεδο (Transcriptional Gene Silencing – TGS), όπου ρυθμίζει 
τη δημιουργία και διατήρηση της ετεροχρωματίνης μέσω RNA-επαγόμενης 
μεθυλίωσης του DNA (Wassenegger, 2005; Wendte and Pikaard, 2017).  

 
 Σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο (Post-Transcriptional Gene Silencing – PTGS), 

όπου επάγει είτε α) τον κατακερματισμό μορίων αγγελιοφόρου RNA (Lindbo 
et al., 1993; Brodersen et al., 2006), είτε β) την παρεμπόδιση της μετάφρασης 
μορίων αγγελιοφόρου RNA (Brodersen et al., 2006; Brodersen et al., 2008).  

 
Αυτά τα μονοπάτια παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές ως προς τα μόρια που 
εμπλέκονται, καθώς και τα μόρια στα οποία στοχεύουν. Ωστόσο, αποτελεί κοινό 
χαρακτηριστικό η παρουσία δίκλωνου RNA (double-stranded RNA – dsRNA), το οποίο 
ενεργοποιεί το μηχανισμό της RNA σίγησης. Στη συνέχεια, τα δίκλωνα αυτά RNAs 
υπόκεινται σε επεξεργασία από τις πρωτεΐνες Dicer (DICER-LIKE ενδονουκλεάσες – 
DCL). Οι πρωτεΐνες αυτές ανήκουν στην οικογένεια των RNασών τύπου ΙΙΙ (RNase III 
endonucleases) και παράγουν μικρά RNAs (small RNAs – sRNAs) μήκους 21 έως 24 
νουκλεοτιδίων (nt), τα οποία χαρακτηρίζονται από μονόκλωνες προεξοχές μήκους 
2nt στα δύο 3’ άκρα. Τέλος, η μία από τις δύο αλυσίδες των μικρών RNAs δεσμεύεται 
σε μια πρωτεΐνη της οικογένειας των Αργοναυτών (ARGONAUTE – AGO) και μαζί με 
άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με την AGO σχηματίζεται ένα σύμπλοκο το 
οποίο επάγει τη σίγηση (RNA-Induced Silencing Complex - RISC), καθοδηγούμενο από 
το μικρό RNA στο DNA- ή RNA-στόχο με βάση τη μερική ή πλήρη 
συμπληρωματικότητα (Voinnet, 2008; Hohn and Vazquez, 2011).  
 

Όλοι οι ανώτεροι φυτικοί οργανισμοί έχουν τουλάχιστον τέσσερις πρωτεΐνες DCL και 
ποικίλο αριθμό πρωτεϊνών που ανήκουν στην οικογένεια των AGO, ο οποίος 
σχετίζεται με τον οργανισμό (Baulcombe, 2004; Chapman et al., 2007). Σημαντικό 
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ρόλο στο μηχανισμό της σίγησης παίζουν επίσης οι RNA-εξαρτώμενες RNA-
πολυμεράσες (RNA-dependent RNA-polymerases – RDRs). Οι πρωτεΐνες αυτές 
χρησιμοποιόυν ως υπόστρωμα τα προΐόντα κατακερματισμού των RNA-στόχων προς 
την παραγωγή δίκλωνων RNAs, τα οποία μπορούν να επάγουν εκ νέου τη σίγηση 
(Eamens et al., 2008). Είναι σημαντικό να επισημανθεί ότι συχνά  οι πρωτεΐνες που 
εμπλέκονται στην RNA σίγηση δεν εξειδικεύονται σε ένα μόνο μονοπάτι, πράγμα που 
υποδεικνύει ότι τα μονοπάτια αυτά εφάπτονται σε διαφορετικά επίπεδα και 
σχηματίζουν ουσιαστικά ένα περίπλοκο δίκτυο μοριακών αλληλεπιδράσεων 
(Gasciolli et al., 2005; Deleris et al., 2006; Bouché et al., 2006; Qi et al. 2008).  

 

Μονοπάτια της RNA σίγησης 

Με βάση τη φύση των στόχων των μικρών RNAs, ο μηχανισμός της σίγησης μπορεί 
να διακριθεί σε 5 μονοπάτια. Στην Εικόνα 1 φαίνεται η διάκριση των μονοπατιών 
αυτών ανάλογα με την προέλευση και τη φύση των μικρών RNAs που επάγουν κάθε 
μονοπάτι, καθώς και με τη βιολογική διαδικασία που σχετίζεται με το μονοπάτι αυτό. 
Επιπλέον, σε κάθε μονοπάτι διακρίνονται οι πρωτεΐνες που συμμετέχουν στο 
μηχανισμό. Τα μονοπάτια αυτά μπορούν να κατηγοριοποιηθούν και ανάλογα με το 
επίπεδο στο οποίο λαμβάνει χώρα η σίγηση (μεταγραφική ή μετα-μεταγραφική 
σίγηση) (Nakasugi et al., 2013). 

 

 

Εικόνα 1. Μονοπάτια της RNA σίγησης στο φυτό N. benthamiana και οι βασικές πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε αυτά. Με 
πορτοκαλί χρώμα επισημαίνονται τα υποστρώματα από τα οποία προέρχονται τα μικρά RNAs σε κάθε μονοπάτι. Με μπλε χρώμα 
φαίνονται τα μικρά RNAs που δρουν ως επαγωγείς της σίγησης σε κάθε μονοπάτι. Τέλος, με πράσινο χρώμα υποδεικνύονται οι 
βιολογικές διαδικασίες που σχετίζονται με κάθε μονοπάτι (για επεξηγήσεις βλ. παράγραφο «Πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην 
RNA σίγηση» (Nakasugi et al., 2013).  
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Μεταγραφική γονιδιακή σίγηση (TGS) 

Η μεταγραφική γονιδιακή σίγηση (TGS), γνωστή και ως RNA-κατευθυνόμενη DNA-
μεθυλίωση (RNA-directed DNA-methylation – RdDM) χρησιμοποιείται από όλους 
τους ευκαρυώτες ως ένας τρόπος να παρεμποδιστεί η μεταγραφή και η μετακίνηση 
των μεταθετών στοιχείων, προστατεύοντας έτσι το γονιδίωμα από μεταλλαγές και 
αστάθεια (Law and Jacobsen, 2010; Wendte and Pikaard, 2017; Tamiru et al., 2018). 
Στα φυτά, μη κωδικά RNAs μπορούν να κατευθύνουν τη μεθυλίωση καταλοίπων 
κυτοσίνης μέσα σε οποιαδήποτε αλληλουχία βάσεων (CG, CHG, CHH, όπου Η=Α, C ή 
Τ). Το ένζυμο DNA μεθυλτρανσφεράση που πραγματοποιεί αυτή τη de novo 
μεθυλίωση κυτοσίνης είναι η DRM2 (DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 
2) ή σε ορισμένες περιπτώσεις η DRM1 (DOMAINS REARRANGED 
METHYLTRANFERASE 1) (Matzke et al., 2009). Αξίζει να αναφερθεί εδώ ότι το γονίδιο 
της DRM2 αποτελεί ορθόλογο του ανθρώπινου γονιδίου της DNMT3a/b, γεγονός που 
αντανακλά την προέλευση από ένα αρχέγονο ένζυμο, παρόν σε κοινό πρόγονο φυτών 
και ζώων (Cao and Jacobsen, 2002; Wendte and Pikaard, 2017). Αφού 
πραγματοποιηθεί η de novo μεθυλίωση από τη DRM2, άλλες DNA 
μεθυλτρανσφεράσες διατηρούν τα πρότυπα μεθυλίωσης σε κάθε κύκλο αντιγραφής 
του DNA, με μηχανισμό ανεξάρτητο από το RNA. Για παράδειγμα, τα μοτίβα CG 
μεθυλίωσης, που ανήκουν στη συμμετρική μεθυλίωση, διατηρούνται σε θηλαστικά 
και φυτά από τα ένζυμα DNMT1 και ΜΕΤ1 αντίστοιχα, τα οποία αποτελούν επίσης 
ορθόλογα ένζυμα (Ronemus et al., 1996; Wendte and Pikaard, 2017). Τα φυτά 
επιπλέον κωδικοποιούν ειδικές μεθυλτρανσφεράσες κυτοσίνης, που ονομάζονται 
CMT3 και CMT2, και οι οποίες είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της συμμετρικής 
CHG μεθυλίωσης (CMT3) ή της ασύμμετρης CHH μεθυλίωσης σε περιοχές πυκνής 
περικεντρικής ετεροχρωματίνης (CMT2) (Cao et al., 2002; Cao et al., 2003). Στη 
συνέχεια, πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν τα διαφορετικά πρότυπα μεθυλίωσης 
συνεισφέρουν στην επιστράτευση ενζύμων που τροποποιούν χημικά τις ιστόνες που 
γειτνιάζουν με το μεθυλιωμένο DNA. Με τη σειρά τους, πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν 
συγκεκριμένες ιστονικές τροποποιήσεις επιστρατεύουν μεθυλτρανσφεράσες 
κυτοσίνης. Με τον τρόπο αυτό, οι μηχανισμοί βιογένεσης του RNA, μεθυλίωσης του 
DNA και τροποποίησης των ιστονών συνεργάζονται για την ενίσχυση των 
επιγενετικών τροποποιήσεων, οι οποίες μπορούν να οριστούν ως κληρονομήσιμες 
αλλαγές που επηρεάζουν την έκφραση ενός γονιδίου, αλλά δεν κωδικοποιούνται 
αποκλειστικά από την ίδια την αλληλουχία του DNA (Law and Jacobsen, 2010; 
Seymour and Becker, 2017).  

Σημαντικό στοιχείο του μηχανισμού της μεταγραφικής γονιδιακής σίγησης αποτελεί 
η παρουσία μικρών ενδογενών RNAs, όπως είναι τα siRNAs και τα piRNAs. Η 
πολυμεράση Pol IV είναι υπεύθυνη για την παραγωγή μεγάλου μήκους μονόκλωνων 
RNAs (ssRNAs), τα οποία μετατρέπονται σε δίκλωνα RNAs (dsRNAs) από την RDR2 
(RNA-dependent RNA-polymerase 2) (Xie et al., 2004; Zhou and Law, 2015). Τα 
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δίκλωνα αυτά RNAs στη συνέχεια υπόκεινται σε επεξεργασία από τη DCL3 μέσα στον 
πυρήνα, με αποτέλεσμα την παραγωγή siRNAs μήκους 24nt, τα οποία 
σταθεροποιούνται με μεθυλίωση στο 3’ άκρο από την πρωτεΐνη HEN1 (HUA enhancer 
1) (Xie et al., 2004; Li et al., 2005). Τα μικρά αυτά RNAs ονομάζονται ετεροχρωμικά 
siRNAs (heterochromatic siRNAs – hc-siRNAs) και δεσμεύονται σε πρωτεΐνες της 
οικογένειας AGO, συγκεκριμένα τις AGO4, AGO6 ή AGO9 (Dalakouras and 
Wassenegger, 2013; Zhou and Law, 2015). Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι μικρά RNAs 
μήκους 21-22nt συνεισφέρουν στην εγκαθίδρυσή της DNA-μεθυλίωσης (Bond and 
Baulcombe, 2015; Tamiru et al., 2018). 

 

Μετα-μεταγραφική γονιδιακή σίγηση (PTGS) 

Ο μηχανισμός της μετα-μεταγραφικής γονιδιακής σίγησης περιλαμβάνει τη ρύθμιση 
της γονιδιακής έκφρασης είτε μέσω του κατακερματισμού των αγγελιοφόρων RNA 
(mRNA-messenger RNA), είτε μέσω της παρεμπόδισης της μετάφρασης των mRNA 
στόχων. Τα μονοπάτια που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία σχετίζονται με την 
ανάπτυξη του φυτού, αλλά και με την απόκριση σε βιοτικές και αβιοτικές 
καταπονήσεις (Vaucheret, 2006). Ο παραπάνω μηχανισμός διακρίνεται σε 4 βασικά 
μονοπάτια, ανάλογα με το είδος και την προέλευση των μικρών RNAs που 
παράγονται: το μονοπάτι των miRNAs, το μονοπάτι των ta-siRNAs, το μονοπάτι των 
nat-siRNAs και το μονοπάτι των εξωγενών siRNAs, τα οποία περιγράφονται ξεχωριστά 
στις επόμενες παραγράφους (Xie and Qi, 2008; Nakasugi et al., 2013) (Εικόνα 1). 

 

Μονοπάτι των miRNAs 

Τα miRNAs προκύπτουν από τη μεταγραφή ενδογενών γονιδίων, τα οποία 
ονομάζονται MIR. Στην πλειοψηφία τους τα γονίδια MIR θεωρείται ότι προέρχονται 
από αλληλουχίες των γονιδίων-στόχων τους μέσω ανάστροφου διπλασιασμού 
(inverted duplication), ενώ εξελικτικά πρόσφατα MIR γονίδια που δεν εμφανίζουν 
ομοιότητα με άλλους γενετικούς τόπους φαίνεται να προέκυψαν «κατά τύχη» από 
αλληλουχίες διασπαρμένες στο γονιδίωμα ή από μικρά παλίνδρομα μεταθετά 
στοιχεία (miniature inverted-repeat transposable elements – MITEs) (Vazquez et al., 
2010). Τα γονίδια MIR μεταγράφονται από την DNA-εξαρτώμενη πολυμεράση ΙΙ 
(Polymerase II, Pol II), ενώ τα μετάγραφα που προκύπτουν ονομάζονται πρωτογενή 
miRNAs (primary miRNAs – pri-miRNAs) και δημιουργούν δομή φουρκέτας λόγω 
συμπληρωματικότητας των ανάστροφων επαναλήψεων. Βασικό χαρακτηριστικό των 
pri-miRNAs είναι ότι η δίκλωνη δομή της φουρκέτας δεν εμφανίζει τέλεια 
συμπληρωματικότητα (Vazquez et al., 2010, Datta et al., 2015). Τα pri-miRNAs στη 
συνέχεια υπόκεινται σε επεξεργασία από τη DCL1, ενώ στην επεξεργασία 
συμμετέχουν δύο ακόμη πρωτεΐνες, η HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1), η οποία 
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προσδένεται σε δίκλωνο RNA και η πρωτεΐνη δακτύλων ψευδαργύρου SERRATE 
(Dong et al., 2008), με την τελευταία να είναι απαραίτητη για την απομάκρυνση των 
ιντρονίων από τα μετάγραφα των MIR γονιδίων (Christie and Carroll, 2011). Η 
επεξεργασία αυτή λαμβάνει χώρα στον πυρήνα με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός 
πρόδρομου miRNA (precursor miRNA-pre-miRNA). Το pre-miRNA υφίσταται επιπλέον 
επεξεργασία από τη DCL1 στον πυρήνα, οπότε παράγεται το ώριμο miRNA, το οποίο 
μεθυλιώνεται από τη HEN1 στο 3’ άκρο (Yang et al., 2006; Carthew and Sontheimer, 
2009). Έπειτα, το μεθυλιωμένο miRNA μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα μέσω 
πρωτεϊνικών συμπλόκων έτσι ώστε να αλληλεπιδράσει με την πρωτεΐνη AGO1 
(Fujioka et al., 2007). Σε αυτό το σημείο πρέπει να αναφερθεί ότι δεν είναι σαφές αν 
η AGO1 αποτελεί μέρος του πρωτεϊνικού συμπλόκου που συμμετέχει στη μεταφορά 
από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, ή αν το miRNA έρχεται σε αλληλεπίδραση μαζί 
της αφού βρεθεί στο κυτταρόπλασμα. Σε κάθε περίπτωση, τελικά ένας από τους δύο 
κλώνους του miRNA παραμένει δεσμευμένος στην πρωτεΐνη AGO1 και συγκροτείται 
το σύμπλοκο RISC που θα επάγει τη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης είτε μέσω 
κατακερματισμού του στόχου είτε μέσω παρεμπόδισης της μετάφρασης (Vazquez et 
al., 2010; Achkar et al., 2016). 

  

Μονοπάτι των ta-siRNAs 

Το μονοπάτι των ta-siRNAs (trans-acting siRNAs) αποτελεί ένα μονοπάτι ενδογενών 
siRNAs, τα οποία έχουν ως στόχους συμπληρωματικά μετάγραφα που προκύπτουν 
από διαφορετικούς γενετικούς τόπους από αυτούς που προκύπτουν τα ίδια τα ta-
siRNAs. Τα ta-siRNA προέρχονται από τη μεταγραφή των TAS γονιδίων, μέσω ενός 
μονοπατιού βιογένεσης το οποίο εξαρτάται από miRNAs (Allen et al., 2005). Η 
μεταγραφή των TAS γονιδίων εκτελείται από την RNA πολυμεράση ΙΙ (Pol II) και τα 
παραγόμενα μετάγραφα, γνωστά ως πρόδρομα ta-siRNAs (primary ta-siRNAs – pri-ta-
siRNAs) περιέχουν μία ή περισσότερες θέσεις-στόχους για miRNAs. Η miRNA-
κατευθυνόμενη επεξεργασία των TAS μεταγράφων μέσω του συμπλόκου DCL1/HYL1 
θεωρείται πως δημιουργεί χαρακτηριστικά πάνω στο RNA-μόριο τα οποία 
αναγνωρίζονται από την RDR6 (RNA-DEPENDENT RNA POLYMMERASE 6). Το 
επεξεργασμένο TAS μετάγραφο μετατρέπεται έτσι σε δίκλωνο RNA από την RDR6, 
διαδικασία που απαιτεί την παρουσία της πρωτεΐνης SGS3 (SUPPRESSOR OF GENE 
SILENCING3) (Yoshikawa et al., 2005; Xie and Qi, 2008). Στη συνέχεια, τα δίκλωνα 
RNAs υφίστανται διαδοχική επεξεργασία από τη DCL4 και προκύπτει μια σειρά από 
ta-siRNAs μήκους 21nt (Brodersen et al., 2006; Xie and Qi, 2008). Τα ta-siRNAs στη 
συνέχεια μεθυλιώνονται από την πρωτεΐνη HEN1 και μερικά από αυτά 
ενσωματώνονται στο σύμπλοκο RISC μέσω της AGO1 ή της AGO7, με αποτέλεσμα τον 
κατακερματισμό των mRNA στόχων που εμφανίζουν συμπληρωματικότητα με τα ta-
siRNAs. Τα mRNAs αυτά συχνά σχετίζονται με τη ρύθμιση αναπτυξιακών διαδικασιών 
(Brodersen et al., 2006; Xie and Qi, 2008; Eamens et al., 2008).  
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Μονοπάτι των nat-siRNAs 

Τα nat-siRNAs (natural siRNAs) προκύπτουν από αλληλεπικαλυπτόμενες περιοχές 
δίκλωνου RNA που σχηματίζονται από φυσικά αντικωδικά μετάγραφα (natural 
antisense transcripts – NAT) τα οποία συντίθενται από την πολυμεράση IV 
(Polymerase IV, Pol IV). Η έκφραση των γονιδίων αυτών επάγεται υπό συνθήκες 
καταπόνησης ή κατά τη διάρκεια συγκεκριμένων αναπτυξιακών σταδίων (Brodersen 
et al., 2006; Hohn and Vazquez, 2011). Τα μερικώς δίκλωνα μόρια RNA που 
προκύπτουν στη συνέχεια υφίστανται επεξεργασία από τη DCL2, με αποτέλεσμα το 
σχηματισμό μορίων nat-siRNAs μήκους 22nt. Τα nat-siRNAs στη συνέχεια στοχεύουν 
ένα από τα δύο αντικωδικά μετάγραφα, με αποτέλεσμα την παραγωγή μονόκλωνων 
RNAs που στη συνέχεια μετατρέπονται σε δίκλωνα από την RDR6 παρουσία της SGS3, 
αντίστοιχα με την περίπτωση των ta-siRNAs. Τέλος, τα δίκλωνα αυτά RNAs 
μετατρέπονται σε μια σειρά από μικρά RNAs μήκους 21nt μέσω της DCL4 και 
συναρμολογείται το σύμπλοκο RISC για τη στόχευση συμπληρωματικών RNA 
αλληλουχιών (Xie et al., 2008; Vazquez et al., 2010; Hohn and Vazquez, 2011). 

Μονοπάτι των εξωγενών siRNAs 

Η άμυνα έναντι ιών, ιοειδών και άλλων ξένων γενετικών στοιχείων αποτελεί πολύ 
σημαντικό ρόλο του μηχανισμού της RNA σίγησης στα φυτά. Μετά από την είσοδο 
του ιικού γονιδιώματος στο φυτό, δίκλωνα ή μερικώς δίκλωνα μόρια RNA που 
σχηματίζονται αναγνωρίζονται και κατακερματίζονται, με αποτέλεσμα την παραγωγή 
siRNAs. Ένα από τα εντυπωσιακά χαρακτηριστικά του μηχανισμού της σίγησης είναι 
η ευαισθησία του: μόνο με λίγα μόρια δίκλωνου RNA ανά κύτταρο είναι δυνατό να 
συμβεί έντονη απόκριση. Τα siRNAs στη συνέχεια στοχεύουν τα ιικά γονίδια 
επάγοντας τη σίγησή τους, είτε μέσω PTGS (RNA-ιοί) είτε και μέσω TGS (DNA-ιοί) 
(Carthew and Sontheimer, 2009; Pumplin et al., 2013). Στα φυτά, όπως και σε άλλους 
οργανισμούς, δευτερογενή μόρια siRNAs παράγονται μέσω της δράσης των RDR. 
Αυτή η δευτερογενής δεξαμενή siRNAs είναι κρίσιμη για την ενίσχυση και διατήρηση 
της απόκρισης, ενώ είναι υπεύθυνη για την εγκαθίδρυση της συστημικής σίγησης 
(Kalantidis et al., 2008; Pumplin et al., 2013).  

Αν και όλες οι DCL έχουν αντιικό ρόλο υπό κατάλληλες συνθήκες, οι πρωτεΐνες DCL4 
και DCL2 είναι οι βασικές αντιιικές πρωτεΐνες και εμφανίζουν εξειδικευμένες και 
ιεραρχημένες δράσεις (Deleris et al., 2006).  Αρχικά η DCL4 αναγνωρίζει το 
πρωτογενές δίκλωνο ιικό RNA και παράγει siRNAs μήκους 21nt, με αποτέλεσμα την 
επαγωγή της σίγησης. Στη συνέχεια, η DCL2 παράγει siRNAs μήκους 22nt, 
αναγνωρίζοντας δευτερογενή δίκλωνα μόρια RNA που προέρχονται μέσω δράσης 
των RDR (Pumplin et al., 2013). Απουσία λειτουργικής DCL4 η DCL2 μπορεί και 
συμπληρώνει τη δράση της, ενώ όταν απενεργοποιηθούν και τα δύο ένζυμα, τα φυτά 
είναι πολύ ευαίσθητα σε ιικές μολύνσεις, γεγονός που υπογραμμίζει τη συνδυαστική 
τους δράση στην άμυνα (Deleris et al., 2006). H DCL1 φαίνεται να έχει κάποιο ρόλο 
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στην αντιική άμυνα, στοχεύοντας δίκλωνα ιικά μόρια που δεν εμφανίζουν τέλεια 
συμπληρωματικότητα. Τέλος, η DCL3 παίζει σημαντικό ρόλο στην άμυνα έναντι DNA 
ιών μέσω TGS, αν και έχει περιορισμένη δράση και στην άμυνα έναντι RNA-ιών 
(Parent et al., 2015). Όσον αφορά στη μόλυνση από ιοειδή, φαίνεται να μην 
ακολουθείται η ίδια ιεραρχία με αυτή των ιικών μολύνσεων, καθώς έχει δειχθεί ότι η 
συνδυαστική δράση των DCL2 και DCL3 είναι υπεύθυνη για την άμυνα έναντι του 
ιοειδούς PSTVd (Katsarou et al., 2016).  

Όσον αφορά στις πρωτεΐνες AGO, οι πιο σημαντικές στην αντιική άμυνα είναι οι 
AGO1 και AGO2. Σε μικρότερο βαθμό φαίνεται να εμπλέκονται επίσης οι AGO4, 
AGO5, AGO7 και AGO10 (Qu et al., 2008; Meister 2013). Η AGO που θα κυριαρχήσει 
σε μια ιική μόλυνση εξαρτάται από τον εκάστοτε εισβάλλοντα ιό. Για παράδειγμα 
κατά τη μόλυνση με τον ιό του μωσαϊκού του αγγουριού (Cucumber Mosaic Virus - 
CMV), κυριαρχεί η AGO1, ενώ κατά τη μόλυνση με άλλα είδη φυτικών ιών, όπως για 
παράδειγμα ο ιός του κροταλισμού του καπνού (Tobacco Rattle Virus - TRV) κυριαρχεί 
η AGO2 (Musidlak et al., 2017). Ο ιός CMV αποτελεί αντικείμενο μελέτης στην 
παρούσα εργασία και θα περιγραφεί εκτενέστερα παρακάτω.  

Είναι σημαντικό σε αυτό το σημείο να αναφερθεί ότι στο μονοπάτι των siRNAs οι 
πρωτεΐνες DCL είναι σημαντικές και για τη φόρτωση των siRNAs στο σύμπλοκο RISC, 
καθώς αποτρέπουν την ελεύθερη διάχυσή τους στο κυτταρόπλασμα. Η παραπάνω 
λειτουργία φαίνεται να επιτρέπει και τη διάκριση των siRNAs από τα διάφορα 
προϊόντα αποικοδόμησης RNA του κυττάρου (Siomi and Siomi, 2009).  Μια σημαντική 
ιδιότητα της αντιικής άμυνας αποτελεί η συστημική σίγηση. Τα δευτερογενή μόρια 
siRNAs που παράγονται από τις RDR μεταφέρουν την πληροφορία για αντιική σίγηση 
τόσο στα γειτονικά κύτταρα μέσω πλασμοδεσμάτων, όσο και σε μεγάλες αποστάσεις 
μέσω του φλοιώματος (Vaistijet et al., 2012; Mermigka et al, 2015).  

 

Πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην RNA σίγηση 

DICER-LIKE πρωτεΐνες 

Οι φυτικές Dicer πρωτεΐνες (DICER-LIKE, DCL) έχουν μελετηθεί εκτενώς στο φυτό 
Arabidopsis thaliana. H δράση τους έγκειται στην αναγνώριση δίκλωνου RNA (double-
stranded RNA – dsRNA) και την επεξεργασία του προς την παραγωγή μικρών RNAs 
(small RNAs – sRNAs). Τα γονίδια των DCL κωδικοποιούν επικράτειες με ενεργότητα 
RNάσης τύπου ΙΙΙ, με τις οποίες πραγματοποιούνται διπλές πέψεις στα δίκλωνα μόρια 
RNA με συγκεκριμένη γεωμετρία, έτσι ώστε να προκύπτουν δίκλωνα μικρά RNAs με 
2 νουκλεοτίδια να προεξέχουν στα 3’ άκρα κάθε αλυσίδας και με μία φωσφορική 
ομάδα στα 5’ άκρα. Πιο συγκεκριμένα, οι φυτικές DCL περιλαμβάνουν μια σειρά από 
επικράτειες συντηρημένες στα φυτά, αλλά και σε άλλους οργανισμούς που είναι οι 
παρακάτω: DEAD κουτί, ελικάση-C, επικράτεια PAZ (PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE), 
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RNάση-ΙΙΙ και επικράτεια πρόσδεσης δίκλωνου RNA (dsRNA-binding domain – dsRBD) 
(Margis et al., 2006; Nakasugi et al., 2013; Bologna and Voinnet, 2014) (Εικόνα 2).  

Αναλυτικότερα, το DEAD κουτί αποτελεί συντηρημένη περιοχή στην οικογένεια των 
RNA ελικασών και έχει ενεργότητα ΑTPάσης, η οποία φαίνεται να προάγει την 
επεξεργασία δίκλωνου RNA (Tanner et al., 2003; Musidlak et al., 2017). Η επικράτεια 
ελικάσης-C μαζί με την επικράτεια dsRBD συμμετέχουν στη δέσμευση δίκλωνων 
μορίων RNA. Οι επικράτειες PAZ και RNάσης ΙΙΙ παίζουν κεντρικό ρόλο στο 
σχηματισμό siRNAs, κατά προτίμηση από τα άκρα των δίκλωνων RNAs (Carthew and 
Sontheimer, 2009). Οι επικράτειες PAZ, κοινές σε DCL και AGO, αναγνωρίζουν και 
προσδένονται σε άκρα δίκλωνων RNAs, ενώ δείχνουν μεγαλύτερη εξειδίκευση στα 3’ 

Εικόνα 2.  Σχηματική αναπαράσταση των βασικών πρωτεϊνών της RNA σίγησης AGO, DCL, DRB και RDR των φυτών N. benthamiana
(Nb), A. thaliana (At) και S. lycopersicum (Sl) (Nakasugi et al., 2013).   
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άκρα των μικρών RNAs με τα 2 προεξέχοντα νουκλεοτίδια. Αν και η πρωτεΐνη 
λειτουργεί ως μονομερές, οι δύο επικράτειες RNάσης ΙΙΙ που περιέχει σχηματίζουν 
ένα ενδομοριακό διμερές, όπου κάθε ενεργότητα RNάσης κόβει μία από τις δύο 
αλυσίδες του δίκλωνου RNA με κατάλληλο τρόπο ώστε να προκύπτουν άκρα με 
προεξοχές 2nt. Το μέγεθος του μικρού RNA που θα προκύψει καθορίζεται από την 
απόσταση μεταξύ της επικράτειας PAZ και του ενδομοριακού διμερούς που 
σχηματίζεται από τις επικράτειες RNάσης ΙΙΙ (Aliyari et al., 2009; Siomi and Siomi, 
2009; Song and Rossi, 2017). 

Τα φυτικά γονίδια των DCL σχηματίζουν μια μονοφυλετική ομάδα που τοποθετείται 
μετά το διαχωρισμό φυτών και ζώων, αλλά πριν τη διαφοροποίηση των φυτών σε 
μονοκοτυλήδονα και δικοτυλήδονα 150 εκατομμύρια χρόνια πριν (Bologna and 
Voinnet, 2014). Τα φυτικά γονιδιώματα περιλαμβάνουν τουλάχιστον τέσσερις 
διακριτές κλάσεις πρωτεϊνών της DCL οικογένειας. Τα φυτά A. thaliana και Nicotiana 
benthamiana διαθέτουν 4 γονίδια που κωδικοποιούν DCL πρωτεϊνες, ενώ η ντομάτα 
(Solanum lycopersicum) έχει αντίστοιχα 7 γονίδια, με 4 από αυτά να εμφανίζουν 
μεγάλη ομοιότητα (Nakasugi et al., 2013). Κάθε κλάση πρωτεϊνών DCL έχει εξελιχθεί 
να συμμετέχει σε ένα βασικό μονοπάτι, ωστόσο οι τρεις DCL υπεύθυνες για την 
παραγωγή siRNAs (DCL2-4) λειτουργούν επιπλέον με αλληλεπικαλυπτόμενο τρόπο, 
καθώς έχει δειχθεί ότι η απουσία λειτουργίας μίας κλάσης DCL μπορεί να 
αντικατασταθεί από άλλες κλάσεις σε ορισμένες περιπτώσεις (Mukherjee et al., 2013; 
Fukudome and Fukuhara, 2016). Αν και με μελέτες γενετικής και φυσιολογίας έχουν 
εντοπιστεί τα βασικά μονοπάτια της σίγησης, καθώς και η θέση κάθε DCL στα 
μονοπάτια αυτά, ωστόσο ο ρόλος των πρωτεϊνών αυτών στα φυτά δεν έχει ακόμη 
διασαφηνιστεί πλήρως και η μελέτη των DCL αποτελεί σημαντικό πεδίο έρευνας.  

DCL1 

Η πρωτεΐνη DCL1 είναι υπεύθυνη για την επεξεργασία δίκλωνων ή μερικώς δίκλωνων 
μορίων RNA προς το σχηματισμό μικρών RNAs μήκους 21nt. Εμπλέκεται κυρίως στο 
μονοπάτι βιογένεσης των miRNAs, όπου είναι υπεύθυνη για την επεξεργασία των pri-
miRNAs που προκύπτουν από μεταγραφή των γονιδίων MIR. Από τη δράση της DCL1 
αρχικά προκύπτουν μόρια pre-miRNAs, τα οποία υφίστανται εκ νέου πέψη από τη 
DCL1, με αποτέλεσμα το σχηματισμό των ώριμων miRNAs σε συνεργασία με την 
πρωτεΐνη HYL1 (HYPONASTIC LEAVES1) και την πρωτεΐνη SERRATE (Yang et al., 2006; 
Christie and Carroll, 2011). Η παραπάνω διαδικασία λαμβάνει χώρα στον πυρήνα των 
κυττάρων (Fujiola et al., 2007). Καθώς η DCL1 είναι η βασική DCL που παράγει μικρά 
RNAs μήκους 21nt, τα οποία είναι απαραίτητα για τη φυσιολογική ρύθμιση της 
ανάπτυξης του φυτού, απώλεια της λειτουργίας της DCL1 οδηγεί σε θνησιμότητα 
κατά το εμβρυικό στάδιο στο φυτό A. thaliana (Schauer et al., 2002; Fukudome and 
Fukuhara, 2016), καθώς και σε ανώμαλους φαινοτύπους στην περίπτωση μερικής 
καταστολής της (Bouché et al., 2006).  
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DCL2  

Η πρωτεΐνη DCL2 εντοπίζεται στον πυρήνα και παίζει βασικό ρόλο στο μονοπάτι των 
nat-siRNAs, που σχετίζεται με την απόκριση του φυτού σε βιοτικές και αβιοτικές 
καταπονήσεις. Η δράση της έγκειται στην επεξεργασία των μερικώς δίκλωνων μορίων 
που προκύπτουν από τα ΝΑΤ μετάγραφα, με αποτέλεσμα την παραγωγή μικρών 
RNAs μήκους 22nt, που ονομάζονται nat-siRNAs. Τα μόρια αυτά στη συνέχεια 
υπόκεινται σε επεξεργασία από τη DCL1, συνδέοντας τους ρόλους των δύο αυτών 
πρωτεϊνών. Πέρα από το συγκεκριμένο ρόλο, έχει δειχθεί ότι η DCL2 μαζί με τη DCL4 
παίζουν ρόλο στην αντι-ιική άμυνα, με την DCL2 να είναι κυρίως υπεύθυνη για την 
παραγωγή siRNAs μήκους 22nt από δευτερογενή δίκλωνα RNAs που έχουν παραχθεί 
μέσω δράσης των RDR (Deleris et al., 2006).  

DCL3  

Η ενδονουκλεάση DCL3 εντοπίζεται στον πυρήνα και παράγει κυρίως hc-siRNAs 
μήκους 24nt, τα οποία προέρχονται από μεταθετά στοιχεία και επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες του γενωμικού DNA και επάγουν τη μεταγραφική γονιδιακή σίγηση 
(TGS) μέσω RNA-κατευθυνόμενης DNA-μεθυλίωσης. Υπόστρωμα για τη DCL3 
αποτελούν μόρια RNA μήκους 30-50nt, τα οποία έχουν παραχθεί είτε από την RNA 
πολυμεράση IV (Pol IV) είτε δευτερογενώς από την RDR2 (Bologna and Voinnet, 
2014). Έχει παρατηρηθεί επίσης ο ρόλος της DCL3 στην αντιική άμυνα, κυρίως έναντι 
DNA ιών, αλλά και έναντι ιοειδών, σε συνδυασμό με τη DCL2 (Wang et al., 2012; 
Katsarou et al., 2016). Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι η DCL3 της N. benthamiana, 
σε αντίθεση με την αντίστοιχη της A. thaliana, δεν κωδικοποιεί για την περιοχή DEAD-
κουτί (Nakasugi et al, 2013).  

DCL4 

Η ενδονουκλεάση DCL4, η βασική αντιική πρωτεΐνη, παράγει siRNAs μήκους 21nt 
χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα μεγάλου μήκους (>100nt) πλήρως 
συμπληρωματικά δίκλωνα μόρια RNAs. Τα siRNAs που παράγονται χρησιμοποιούνται 
για καταστολή της έκφρασης ιικών γονιδίων μέσω PTGS, ενώ αποτελούν επίσης το 
σήμα για την επαγωγή της συστημικής σίγησης (Bologna and Voinnet, 2014; Nagano 
et al., 2014). Επιπλέον, η DCL4 εμπλέκεται στο μονοπάτι των ta-siRNAs, αλλά και στο 
μονοπάτι των miRNAs σε ορισμένες περιπτώσεις (Brodersen et al., 2006; Bologna and 
Voinnet, 2014). Στην A. thaliana, η DCL4, σε αντίθεση με τις υπόλοιπες DCL που 
φαίνεται να εντοπίζονται στην περιοχή του πυρήνα, έχει δειχθεί ότι βρίσκεται είτε 
στον πυρήνα είτε στο κυτταρόπλασμα και αυτό εξαρτάται από τη μεθυλίωση του 
υποκινητή του αντίστοιχου γονιδίου. Παρουσία μεθυλίωσης στον υποκινητή, η 
πρωτεΐνη που παράγεται περιέχει σήμα πυρηνικού εντοπισμού (nuclear localization 
signal, NLS) και εντοπίζεται στον πυρήνα. Απουσία μεθυλίωσης στον υποκινητή δεν 
υπάρχει NLS στην παραγόμενη πρωτεΐνη, επομένως η δράση της εντοπίζεται στο 
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κυτταρόπλασμα, όπου έρχεται σε επαφή και δρα έναντι των RNA-ιών (Pumplin et al., 
2016).  

Σύμπλοκο RISC 
 
Προκειμένου να επιτευχθεί η στόχευση των συμπληρωματικών μορίων, τα μικρά 
RNAs που παράγονται από τις DCL πρέπει να δεσμευτούν πάνω σε πρωτεϊνικά 
σύμπλοκα, βασικά συστατικά των οποίων είναι οι πρωτεΐνες AGO.  Καθώς ένας από 
τους δύο κλώνους του μικρού RNA παραμένει συνδεδεμένος στην πρωτεΐνη AGO, 
σχηματίζεται ένα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο που ονομάζεται RISC (RNA-
induced silencing complex), ενώ ο συμπληρωματικός κλώνος που δε δεσμεύεται στην 
AGO αποδομείται (Carthew and Sontheimer, 2009). Το ποιος από τους δύο κλώνους 
του μικρού RNA θα δεσμευτεί στην AGO καθορίζεται από τη σχετική θερμοδυναμική 
σταθερότητα των δύο άκρων: η αλυσίδα που έχει το 5’ άκρο της στο άκρο με τη 
μικρότερη θερμοδυναμική σταθερότητα θα επιλεγεί ως η οδηγός αλυσίδα του 
συμπλόκου RISC και θα το κατευθύνει στα μόρια-στόχους, τα οποία μπορεί να είναι 
είτε RNA είτε DNA. Μετά τον κατακερματισμό, ο στόχος απομακρύνεται από το μικρό 
RNA, επιτρέποντας στο σύμπλοκο RISC να στοχεύσει περισσότερα μόρια RNA 
(Pumplin et al., 2013).  
 
Πρωτεΐνες AGO  
 
Οι πρωτεΐνες της υπεροικογένειας των Αργοναυτών αποτελούν τον πυρήνα του 
συμπλόκου RISC, καθώς αλληλεπιδρούν και δεσμεύουν τα μικρά RNAs που θα 
επάγουν τη σίγηση. Οι πρωτεΐνες AGO χαρακτηρίζονται από την παρουσία 4 
επικρατειών: την επικράτεια PAZ (PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE), την οποία μοιράζονται 
με τις DCL, την επικράτεια PIWI, που απαντάται αποκλειστικά στην υπεροικογένεια 
των Αργοναυτών, καθώς και τις επικράτειες Ν και Mid (Carthew and Sontheimer, 
2009) (Εικόνα 2).  
 
Η επικράτεια PAZ, όπως αναφέρεται παραπάνω, αναγνωρίζει τα 2 3’-προεξέχοντα 
νουκλεοτίδια που προκύπτουν από τη δράση των DCL. Η επικράτεια PIWI σχηματίζει 
δομή παρόμοια με RNάσης. Η στη δομή της πρωτεΐνης και καταλύει την 
ενδονουκλεολυτική κοπή του συμπληρωματικού RΝA-στόχου Αφού συμβεί αυτή η 
αρχική κοπή, κυτταρικές εξωνουκλεάσες αποδομούν τα τμήματα RNA που 
προκύπτουν (Song et al., 2004; Carthew and Sontheimer, 2009).  Στα φυτικά 
γονιδιώματα ο αριθμός των AGO γονιδίων διαφέρει ανάλογα με τον οργανισμό. Στην 
A. thaliana έχουν εντοπιστεί 10 AGO, στη N. benthamiana 7, ενώ στη ντομάτα 8 
γονίδια AGO, που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες με διακριτούς ρόλους (Nakasugi et al., 
2013). Έχει υποτεθεί ότι η συγγένεια των AGO με τα μικρά RNAs σχετίζεται με το 
νουκλεοτίδιο του 5’ άκρου, αν και δε φαίνεται να είναι ο μόνος καθοριστικός 
παράγοντας. Στην A. thaliana, τα miRNAs και ta-siRNAs αλληλεπιδρούν συνήθως με 
την AGO1, η οποία αναγνωρίζει κατά προτίμηση 5’ ουριδίνη. Αντίθετα, η AGO2 
αναγνωρίζει κατά προτίμηση 5’ αδενοσίνες, ενώ η AGO5 5’ κυτιδίνες (Siomi and 
Siomi, 2009).  
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RNA-εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (RDRs) 

Οι πρωτεΐνες RDR έχουν εντοπιστεί σε φυτά, μύκητες, νηματώδεις και ορισμένους 
μονοκύτταρους ευκαρυώτες, ωστόσο απουσιάζουν από τη δροσόφιλα και τα 
θηλαστικά. Οι RDR χαρακτηρίζονται από μια συντηρημένη καταλυτική επικράτεια, 
απαραίτητη για τη μετατροπή του μονόκλωνου RNA σε δίκλωνο. Τα προϊόντα των 
RDR θα αποτελέσουν εκ νέου υπόστρωμα για τις DCL (Vaucheret, 2006; Bologna and 
Voinnet, 2014). Οι πρωτεΐνες αυτές είναι πολύ σημαντικές για την εγκαθίδρυση της 
αντιικής άμυνας, καθώς είναι υπεύθυνες για την ενίσχυση του σήματος της σίγησης, 
ώστε να μπορέσει το φυτό να ανταπεξέλθει στη γρήγορη αναπαραγωγή και 
μετακίνηση του ιού (Baulcombe, 2004; Bologna and Voinnet, 2014). Στο φυτό 
Arabidopsis thaliana έχουν αναγνωριστεί έξι RDRs, από τις οποίες η βασική RDR που 
ενεργοποιείται κατά την ιική μόλυνση είναι η RDR6, δευτερογενώς η RDR1 και σε 
μικρότερο βαθμό η RDR2. Για τη δράση των RDR είναι σημαντική η συμμετοχή της 
πρωτεΐνης SGS3 (SUPPRESSOR OF GENE SILENCING3). Η πρωτεΐνη αυτή σταθεροποιεί 
τα μονόκλωνα μόρια RNAs και επιτρέπει στην RDR6 να πραγματοποιήσει τη σύνθεση 
δίκλωνου RNA (Elmayan et al., 2009; Ruiz-Ferrer et al., 2009; Bologna and Voinnet, 
2014). 

Πρωτεΐνη HEN1  

Η πρωτεΐνη ΗΕΝ1 (HUA ENHANCER1) καταλύει την προσθήκη μιας μεθυλομάδας στο 
2’ υδροξύλιο κάθε αλυσίδας στα προϊόντα όλων των πρωτεϊνών DCL που έχουν 
χαρακτηρισθεί μέχρι στιγμής, προστατεύοντάς τα από την αποδόμηση (Li et al., 
2005). Η HEN1 της A. thaliana αποτελείται από πέντε δομικές επικράτειες, από τις 
οποίες τέσσερις αλληλεπιδρούν άμεσα με μικρά RNAs: μια συντηρημένη επικράτεια 
μεθυλτρανσφεράσης, δύο επικράτειες πρόσδεσης δίκλωνου RNA (dsRBD) και μια 
επικράτεια LCD (La-motif containing domain), που αναγνωρίζει την 3’-υδροξυλομάδα. 
Η προτίμηση της HEN1 σε διαφορετικά μικρά RNAs φαίνεται να καθορίζεται από την 
απόσταση μεταξύ επικράτειας μεθυλτρανσφεράσης και LCD (Huang et al., 2009).  

Πρωτεΐνη SERRATE 

Η πρωτεΐνη SERRATE (SE) ανήκει στις πρωτεΐνες δακτύλων ψευδαργύρου και είναι 
απαραίτητη για τη βιογένεση των miRNAs. Η δράση της έγκειται στην αλληλεπίδραση 
με το σύμπλοκο ωρίμανσης (spliceosome) για τη ρύθμιση της απομάκρυνσης των 
ιντρονίων από τα μετάγραφα των MIR γονιδίων (Christie and Carroll, 2011).   

Πρωτεΐνη που δεσμεύει δίκλωνα μόρια RNA (DRB) 

Οι πρωτεΐνες DRB (dsRNA binding proteins) αλληλεπιδρούν με δίκλωνα μόρια RNA, 
μεσολαβώντας στην αλληλεπίδραση των DCL με τα δίκλωνα μόρια RNA που θα 
αποτελέσουν το υπόστρωμά τους. Για παράδειγμα, η DRB4 συμμετέχει στην 
αλληλεπίδραση της DCL4 με τα ιικά RNA-στόχους, ενώ φαίνεται να σταθεροποιεί τα 
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παραγόμενα siRNAs για τη μεταφορά τους στο σύμπλοκο RISC (Ruiz-Ferrer et al., 
2009).  

Ιοί και ιοειδή που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

Ιός του Μωσαϊκού του αγγουριού (CMV) 

Ο ιός του μωσαϊκού του αγγουριού (Cucumber Mosaic Virus – CMV) ανήκει στο γένος 
Cucumovirus της οικογένειας Bromoviridae και είναι RNA ιός θετικής πολικότητας. 
Έχει πολύ μεγάλο εύρος ξενιστών και αποτελεί έναν από τους πιο εξαπλωμένους ιούς 
παγκοσμίως. Οι ξενιστές του περιλαμβάνουν περισσότερα από 1200 είδη φυτών που 
ανήκουν σε περισσότερες από 100 οικογένειες, με είδη μεγάλης οικονομικής 
σημασίας (Scholthof et al., 2011; Ohshima et al., 2016). Η μετάδοση του ιού μπορεί 
να συμβεί είτε μηχανικά, είτε μέσω αφίδων είτε ο ιός να περάσει μέσω των 
σπερμάτων στην επόμενη γενιά φυτών.  

Τα σωματίδια του ιού είναι 
εικοσαεδρικά με διάμετερο 29nm, με το 
καθένα να αποτελείται από 180 
υπομονάδες μιας καψιδιακής 
πρωτεΐνης μεγέθους περίπου 24kDa και 
ένα από τα τρία γενωμικά RNAs του ιού. 
Με βάση τη νουκλεοτιδική αλληλουχία, 
τα στελέχη του CMV μπορούν να 
διαχωριστούν σε δύο βασικές 
υποκατηγορίες (Ι και ΙΙ). Το γονιδίωμα 
του ιού περιλαμβάνει 5 γονίδια, τα 
οποία εκφράζονται είτε από τα 3 
γενωμικά RNAs είτε από 2 υπογενωμικά (subgenomic) RNAs (Palukaitis et al., 2003; 
Scholthof et al., 2011). Οι πρωτεΐνες 1a και 2a εμπλέκονται στην αναπαραγωγή του 
ιού, ενώ η πρωτεΐνη 2b αποτελεί καταστολέα της σίγησης. Οι πρωτεΐνες 3a και CP 
είναι απαραίτητες για τη μετακίνηση από κύτταρο σε κύτταρο αλλά και σε μακρινές 
αποστάσεις, μια διαδικασία που επηρεάζεται από όλες τις πρωτεΐνες που 
κωδικοποιούνται από τον ιό. Οι πρωτεΐνες 2b και CP εκφράζονται από τα 
υπογενωμικά RNAs RNA 4A και RNA4 αντίστοιχα. Το RNA 4 βρίσκεται πακεταρισμένο 
μαζί με το RNA 3, ενώ για το RNA 4A δεν είναι ακόμα γνωστό το πώς ακριβώς 
πακετάρεται (Εικόνα 3). Ο ιός CMV φέρει επίσης δορυφορικά RNAs μεγέθους 330-
390 νουκλεοτιδίων, μερικά από τα οποία εντείνουν τα συμπτώματα των ξενιστών που 
μολύνονται (Scholthof et al., 2011).  

Ο ιός CMV έχει αποτελέσει αντικείμενο μελέτης, τόσο πάνω στη δράση του 
καταστολέα της σίγησης, όσο και για τη διασαφήνιση του ρόλου των DCL κατά την 
ιική μόλυνση. Έχει δειχθεί ότι η 2b πρωτεΐνη που δρα ως καταστολέας της σίγησης 
είναι απαραίτητη για τη συστημική μόλυνση και την καταστολή της σίγησης σε 

Εικόνα 3. Οργάνωση γονιδιώματος του ιού CMV (Scholthof et al., 
2011). 
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νεαρούς ιστούς, ενώ η δράση της δεν είναι αποτελεσματική όταν έχει ήδη επαχθεί η 
αντιική άμυνα (Kalantidis et al., 2002). Οι πρωτεΐνες DCL4 και DCL2 είναι υπεύθυνες 
για την άμυνα του φυτού έναντι του ιού CMV (Parent et al., 2015). Το γονιδίωμα του 
ιού υπόκειται σε επεξεργασία από τις πρωτεΐνες αυτές, με αποτέλεσμα να 
δημιουργούνται μικρά μόρια RNA μήκους 22 και 21 νουκλεοτιδίων αντίστοιχα 
(Bouché et al., 2006).  

 

Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd)  

Τα ιοειδή έχουν βρεθεί αποκλειστικά στα φυτά και είναι μολυσματικά, μονόκλωνα 
κυκλικά RNAs μήκους 246 έως 401 νουκλεοτιδίων, τα οποία δε φαίνεται να 
κωδικοποιούν για κάποια πρωτεΐνη. Έτσι, βασίζονται πλήρως στον ξενιστή για την 
επίτευξη της μόλυνσης, της αναπαραγωγής και της μετακίνησής τους. Μολύνουν 
μεγάλο εύρος φυτών, πολλά από τα οποία είναι μεγάλης οικονομικής σημασίας. 
Διακρίνονται σε δύο οικογένειες, τις Pospiviroidae και Avsunviroidae. Μέλη της 
οικογένειας Pospiviroidae πολλαπλασιάζονται στον πυρήνα, ενώ μέλη της 
οικογένειας Avsunviroidae πολλαπλασιάζονται στα πλαστίδια, κυρίως στους 
χλωροπλάστες (Flores et al., 2005; Daros et al., 2006). Το ιοειδές PSTVd (Potato 
Spindle Tuber Viroid) αποτελεί το τυπικό είδος της οικογένειας Pospiviroidae. To RNA 
του έχει επιμήκη δευτεροταγή δομή (Εικόνα 4), η οποία περιλαμβάνει 27 θηλιές που 
διακόπτονται από μικτού μήκους δίκλωνες περιοχές. Έχει προταθεί ότι οι θηλιές 
αυτές μεσολαβούν στη διακυτταρική μετακίνηση του ιοειδούς (Qi et al., 2004; Zhong 
et al., 2007). To PSTVd πολλαπλασιάζεται στον πυρήνα μέσω ασύμμετρου 
κυλιόμενου κύκλου, χρησιμοποιώντας της φυτική RNA-πολυμεράση ΙΙ.  

 

Εντός των ξενιστών του PSTVd περιλαβάνονται μέλη της οικογένειας των σολανωδών 
(Solanaceae), όπως η ντομάτα και η πατάτα. Ωστόσο, δεν είναι ικανό να προκαλέσει 
συστημική μόλυνση στο φυτό μοντέλο A. thaliana.  

Ένας από τους ενδογενείς μηχανισμούς που φαίνεται να αλληλεπιδρά με τα ιοειδή 
είναι η RNA σίγηση. Ωστόσο, είναι αμφιλεγόμενος ο ρόλος που έχει η RΝΑ σίγηση στη 
μολυσματικότητα των ιοειδών. Φαίνεται ότι τα μικρά RNAs που παράγονται από το 

Εικόνα 4. Δευτεροταγής δομή του ιοειδούς PSTVd (Takeda et al., 2011).  



 

22 
 

γονιδίωμα των ιοειδών μέσω του μηχανισμού της σίγησης στοχεύουν όχι μόνο τα ίδια 
τα ιοειδή, αλλά και ενδογενή γονίδια (Navarro et al., 2012).  Επιπλέον, έχει δειχθεί η 
εμπλοκή συγκεκριμένων συστατικών του μηχανισμού της σίγησης στην άμυνα έναντι 
ιοειδών. Πιο συγκεκριμένα, η RDR6 φαίνεται να παίζει αρνητικό ρόλο στη 
μολυσματικότητα του PSTVd, καθώς φυτά με καταστολή της RDR6 στα αρχικά στάδια 
της μόλυνσης εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα ιοειδούς σε σχέση με τα φυτά αγρίου 
τύπου (Di Serio et al., 2010). Επιπλέον, η DCL4 φαίνεται να παίζει θετικό ρόλο  στη 
μολυσματικότητα του PSTVd, καθώς φυτά με καταστολή της DCL4 εμφανίζουν 
χαμηλότερα επίπεδα μολυσματικότητας σε σχέση με φυτά αγρίου τύπου (Dadami et 
al., 2013). Το παραπάνω εύρημα παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον, καθώς έρχεται σε 
αντίθεση με τις ιικές μολύνσεις, όπου η DCL4 είναι η βασική αντιική πρωτεΐνη και η 
καταστολή της οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων μολυσματικότητας του ιού. Τέλος, 
πρόσφατα διαλευκάνθηκε ότι η άμυνα έναντι του PSTVd εξαρτάται κυρίως από τη 
συνδυαστική δράση των DCL2 και DCL3, ενώ η DCL4 δεν έχει τόσο αποτελεσματική 
δράση έναντι του ιοειδούς, παρόλο που είναι η πρώτη DCL που το επεξεργάζεται. 
Έτσι, έχει προταθεί πως το PSTVd έχει εξελιχθεί με τέτοιο τρόπο ώστε να κόβεται 
πρώτα από τη DCL4, η οποία ναι μεν το στοχεύει, αλλά επηρεάζει λιγότερο τη 
μολυσματικότητά του, ξεφεύγοντας έτσι από την καταστροφική δράση των DCL2 και 
DCL3 (Katsarou et al., 2016).  

 

Γενετική τροποποίηση για την εξάλειψη γονιδίων 

Η δημιουργία φυτικών οργανισμών με συγκεκριμένες γενετικές τροποποιήσεις είναι 
απαραίτητη στο πεδίο της Μοριακής Βιολογίας Φυτών τόσο για τη βασική όσο και 
για την εφαρμοσμένη έρευνα. Η πιο κοινή προσέγγιση για τη μελέτη ενός γονιδίου 
είναι η απώλεια ή η μείωση της έκφρασής του. Προκειμένου να επιτευχθεί αυτό 
ακολουθείται ένας αριθμός μεθόδων αντίστροφης γενετικής, οι οποίες μπορούν να 
διακριθούν σε αυτές που παράγουν μη στοχευμένες μεταλλάξεις, δηλαδή 
μεταλλαγές που δε συμβαίνουν σε συγκεκριμένο σημείο στο γονιδίωμα και σε αυτές 
που προκαλούν τροποποίηση σε μια επιλεγμένη αλληλουχία του γονιδιώματος.  

 

Μέθοδοι πρόκλησης μη στοχευμένων μεταλλάξεων 

Για την πρόκληση μη στιχευμένων μεταλλάξεων υπάρχουν τρεις μέθοδοι: Η χημική 
μεταλλαξιγένεση, η μέθοδος TILLING και η χρήση της τεχνολογίας RNAi. Η χημική 
μεταλλαξιγένεση με τη χρήση EMS (ethylmethane sulphonate) ή ENU (ethyl 
nitrosourea) προκαλεί σημειακές μεταλλαγές στο DNA, οι οποίες κατανέμονται 
τυχαία στο γονιδίωμα. Καθώς οι σημειακές μεταλλαγές είναι λιγότερο 
καταστροφικές από τις μεγάλες ανακατατάξεις, μπορεί να επιτευχθεί μεγάλος 
βαθμός κορεσμού σε ένα πληθυσμό μεταλλαγμάτων, πράγμα που επιτρέπει την πιο 
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εύκολη μελέτη της λειτουργίας ενός γονιδίου. Επιπλέον, σε αντίθεση με άλλες 
μεθόδους αντίστροφης γενετικής, η χημική μεταλλαξιγένεση μπορεί να καταλήξει όχι 
μόνο σε μεταλλαγές απώλειας λειτουργίας, αλλά και σε μεταλλαγές απόκτησης 
λειτουργίας. Η δυσκολία που έγκειται στη χρήση σημειακών μεταλλαγών για 
αντίστροφη γενετική είναι ότι δεν είναι εύκολος ο έλεγχος για τον εντοπισμό 
μεταλλαγών στο επιθυμητό γονίδιο (Gilchrist and Haughn, 2010).  

Μία προσέγγιση που επέτρεψε στο παραπάνω εμπόδιο να μετριαστεί είναι η 
μέθοδος TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genome). Κατά τη μέθοδο αυτή, 
σπόροι του φυτού εκτίθενται σε ένα χημικό μεταλλαξογόνο και η επόμενη γενιά 
ελέγχεται για την παρουσία μεταλλαγών στο επιθυμητό γονίδιο (Gilchrist and 
Haughn, 2010). Για το σκοπό αυτό, DNA από μεγάλο αριθμό διαφορετικών φυτών 
συνδυάζεται και χρησιμοποιείται για την ενίσχυση με τη χρήση φθοριζόντων 
εκκινητών ειδικών για το προς μελέτη γονίδιο. Τα προϊόντα της ενίσχυσης 
αποδιατάσσονται και αφήνονται να επαναδιαταχθούν τυχαία, προτού 
χρησιμοποιηθούν για πέψη με μια ενδονουκλεάση που αναγνωρίζει ετερόδιπλα 
μόρια DNA που προκύπτουν λόγω ύπαρξης μεταλλαγμένων αλληλουχιών. Μέσω της 
ανίχνευσης της πέψης, μπορούν να εντοπιστούν τα επιθυμητά μεταλλάγματα. Η 
μέθοδος TILLING έχει λειτουργήσει αποτελεσματικά σε μεγάλο εύρος φυτικών ειδών. 
Ωστόσο, παρουσιάζει μειονεκτήματα, όπως είναι η πρόκληση ανεπιθύμητων 
μεταλλαγών, καθώς και η δυσκολία στόχευσης γονιδίων μικρού μεγέθους (McCallum 
et al., 2000; Gilchrist and Haughn, 2010). 

Μία τρίτη προσέγγιση που χρησιμοποιείται ευρέως στη γενετική τροποποίηση φυτών 
είναι η χρήση της τεχνολογίας RNAi. Κατά τη μέθοδο αυτή, μια κατασκευή DNA που 
παράγει είτε μονόκλωνο είτε δίκλωνο RNA συμπληρωματικό με το RNA του 
επιθυμητού γονιδίου εισάγεται στο κύτταρο και ενεργοποιεί το μηχανισμό της 
σίγησης. Ως αποτέλεσμα, μέρος των μεταγράφων του προς μελέτη γονιδίου 
αποδομείται. Η εισαγωγή της επιθυμητής αλληλουχίας στο φυτό πραγματοποιείται 
συνήθως μέσω του πλασμιδίου Ti του βακτηρίου Agrobacterium tumefaciens, το 
οποίο έχει την ικανότητα να μεταφέρει ένα τμήμα του πλασμιδίου (T-DNA) στο 
γονιδίωμα του φυτού (Zupan et al. 1995; Gilchrist and Haughn, 2010). Αν και η 
μέθοδος αυτή παρουσιάζει πλεονεκτήματα, όπως είναι τα γρήγορα αποτελέσματα, η 
ταυτόχρονη στόχευση παράλογων γονιδίων και η δυνατότητα μερικής καταστολής, 
παρουσιάζει επίσης ορισμένα προβλήματα, όπως είναι η επίδραση σε μη 
στοχευόμενα γονίδια, η διακύμανση της καταστολής ανάλογα με την κατασκευή του 
DNA και τον οργανισμό που μετασχηματίζεται. Ακόμη, μερικά γονίδια είναι 
ανθεκτικά στη σίγηση (Gilchrist and Haughn, 2010).  

Οι παραπάνω τεχνικές στο σύνολό τους εμφανίζουν μειονεκτήματα. Το 
σημαντικότερο από αυτά είναι η τυχαία πρόκληση μεταλλαγών στο φυτικό 
γονιδίωμα, που αυξάνει την πιθανότητα να πραγματοποιηθούν τροποποιήσεις ή 
ενθέσεις και σε άλλες περιοχές του γονιδιώματος. Η τυχαιότητα της γενετικής 
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τροποποίησης με βάση τις παραπάνω μεθόδους οδηγεί επίσης σε κυμαινόμενο 
βαθμό αλλαγής της έκφρασης του επιθυμητού γονιδίου σε κάθε φυτική σειρά. Για το 
λόγο αυτό είναι απαραίτητο να χρησιμοποιούνται περισσότερες από μία φυτικές 
σειρές σε κάθε περίπτωση, έτσι ώστε να εξακριβωθεί η εγκυρότητα του 
αποτελέσματος (Gilchrist and Haughn, 2010).  

 

Μέθοδοι στοχευμένης μεταλλαξιγένεσης 

Η ανάπτυξη της τεχνολογίας του ανασυνδυασμένου DNA τη δεκαετία του 1970 
σήμανε την έναρξη μιας νέας εποχής στην επιστήμη της βιολογίας.  Για πρώτη φορά 
κατέστη εφικτός ο χειρισμός μορίων DNA, γεγονός που έκανε δυνατή τη μελέτη 
γονιδίων. Ένα πολύ σημαντικό βήμα στην προσπάθεια χειρισμού του γενετικού 
υλικού αποτέλεσε η ανάπτυξη της στόχευσης γονιδίων μέσω ομόλογου 
ανασυνδυασμού (homologous recombination – HR), μέσω του οποίου εξωγενείς 
αλληλουχίες ενσωματώνονται σε μια αλληλουχία-στόχο μέσω της ομολογίας που 
εμφανίζουν στα άκρα τους. Αν και η τροποποίηση που προκαλείται μέσω του  
μηχανισμού αυτού είναι ακριβής, ωστόσο τα επιθυμητά γεγονότα ανασυνδυασμού 
είναι πολύ σπάνια, πράγμα που καθιστά την παραπάνω τεχνολογία ακατάλληλη για 
τη χρήση ρουτίνας στη στόχευση γονιδίων (Hsu et al., 2014). Το 1988, παρατηρήθηκε 
ότι η απόδοση της γονιδιακής στόχευσης μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού στη ζύμη 
αυξάνει με την εισαγωγή δίκλωνων θραύσεων (double-strand breaks – DSBs) στα 
επιθυμητά σημεία στο γονιδίωμα (Rudin and Haber, 1988), ενώ το 1994 δείχθηκε το 
αντίστοιχο φαινόμενο σε κύτταρα θηλαστικών. Στην τελευταία περίπτωση 
χρησιμοποιήθηκε μια μεγανουκλεάση για την πρόκληση δίκλωνων θραύσεων και 

Εικόνα 5. Επιπτώσεις της θραύσης του DNA στο κύτταρο μέσω μεθόδων γονιδιακής τροποποίσης. Μετά τη 
δημιουργία δίκλωνης θραύσης στο DNA από μεγανουκλεάσες, ZFNs, TALENs ή Cas9, μπορεί να συμβεί επιδιόρθωση 
με δύο τρόπους: μέσω μη ομόλογης ένωσης άκρων (nonhomologous end joining - NHEJ) δημιουργούνται μικρές 
ελλείψεις ή προσθήκες βάσεων, ενώ με ομόλογο ανασυνδυασμό, υπό την παρουσία κατάλληλου μορίου DNA-δότη 
μπορεί να παραχθεί μία συγκεκριμένη γονιδιακή τροποποίηση (Sander and Joung, 2014).  
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παρατηρήθηκε αποτελεσματική επιδιόρθωση είτε μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού, 
παρέχοντας ένα μόριο DNA-δότη ως μήτρα, είτε μέσω μη ομόλογης σύνδεσης άκρων 
(non-homologous end joining – NHEJ), οδηγώντας σε στοχευμένες γενετικές 
τροποποιήσεις σε κύτταρα θηλαστικών (Rouet et al., 1994) (Εικόνα 5). Αν και οι 
μεγανουκλεάσες (Εικόνα 6) είναι πολύ αποτελεσματικές στην ειδική στόχευση μιας 
αλληλουχίας, καθώς αναγνωρίζουν αλληλουχίες DNA 12-40 ζευγών βάσεων, ωστόσο 
είναι πολύ δύσκολο να επαναπρογραμματιστούν. Έτσι έγιναν προσπάθειες 
κατασκευής επαναπρογραμματιζόμενων εργαλείων για τη στόχευση οποιασδήποτε 
αλληλουχίας στο γονιδίωμα (Kim, 2016).  

Στις αρχές του 1990 έγινε η σημαντική ανακάλυψη ότι η FokI, ένα περιοριστικό 
ένζυμο τύπου IIS, μπορούσε να διαχωριστεί μέσω μιας πρωτεάσης σε μια επικράτεια 
πρόσδεσης στο DNA και σε μια επικράτεια νουκλεάσης που αναγνωρίζει DNA (Li et 
al., 1992; Kim, and Chandrasegaran, 1994). Έτσι προέκυψε η ιδέα της κατασκευής μια 
νέας νουκλεάσης ειδικής για μια αλληλουχία, χρησιμοποιώντας την επικράτεια 
νουκλεάσης της FokI σε συνδυασμό με μια επικράτεια πρόσδεσης στο DNA (Kim, 
2016). Η ίδια ομάδα το 1996 έδειξε ότι οι νουκλεάσες δακτύλων ψευδαργύρου (zink-
finger nucleases – ZFNs), που δημιουργήθηκαν μέσω σύντηξης της FokI επικράτειας 
νουκλεάσης με πρωτεΐνες δακτύλων ψευδαργύρου, έκοβαν με ακρίβεια το DNA in 
vitro (Kim et al., 1996). Κάθε ZFN πρωτεΐνη περιέχει τουλάχιστον τρεις επικράτειες 
δακτύλων ψευδαργύρου και κάθε επικράτεια αλληλεπιδρά με μια αλληλουχία τριών 
νουκλεοτιδίων (Εικόνα 6). Ως αποτέλεσμα, οι πρωτεΐνες αυτές αποτέλεσαν τη βάση 
για τη δημιουργία πρωτεΐνών που δεσμεύονται σε ειδικές αλληλουχίες στο DNA. Λίγο 
αργότερα  πραγματοποιήθηκε γονιδιακή τροποποίηση μέσω ένεσης ZFNs σε έμβρυα 
δροσόφιλας, που αποτέλεσε την πρώτη περίπτωση γονιδιακής τροποποίηση σε ζώα 
(Bibikova et al., 2002). Τα επόμενα χρόνια οι ZFNs χρησιμοποιήθηκαν επιτυχώς για τη 
γονιδιακή τροποποίηση και σε άλλους οργανισμούς (Kim, 2016). Ωστόσο, οι ZFNs 
παρουσίασαν μειονεκτήματα, κυρίως φαινόμενα μη ειδικής στόχευσης που συχνά 
οδηγούσε σε κυτταροτοξικότητα. Το 2009, δύο ομάδες έφεραν ανεξάρτητα στο φως 
τη φύση της αλληλεπίδρασης των TALE πρωτεϊνών (transcription-activator-like 
effector) με το DNA (Boch et al., 2009; Moscouv and Bogdanove, 2009). Αντίθετα με 
τις ZFNs, κάθε επικράτεια των TALE πρωτεϊνών αναγνωρίζει μία και μόνο βάση. Έτσι, 
τέσσερις διαφορετικές επικράτειες μπορούν να συνδυαστούν για τη δημιουργία 
νέων επικρατειών πρόσδεσης στο DNA, οι οποίες μπορούν στη συνέχεια να ενωθούν 
με τη FokI. Με τον τρόπο αυτό κατασκευάστηκε μια καινούργια κλάση 
προγραμματιζόμενων νουκλεασών, οι TALENs (Miller et al., 2011) (Εικόνα 6). 
Σημαντικό χαρακτηριστικό των TALENs ήταν η χαμηλή κυτταροτοξικότητα. Έκτοτε 
αναπτύχθηκαν μέθοδοι για την αξιοποίηση των TALENs ως εργαλεία γονιδιακής 
τροποποίησης, ωστόσο η ανάπτυξη της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 δεν τους επέτρεψε 
να κυριαρχήσουν για μεγάλο διάστημα (Kim, 2016). Η παραπάνω τεχνολογία κέρδισε 
γρήγορα έδαφος έναντι των προηγούμενων, εξαιτίας της RNA-εξαρτώμενης 
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στόχευσης, η οποία επιτρέπει τη στόχευση οποιασδήποτε αλληλουχίας με γρήγορο 
τρόπο και χαμηλό κόστος (Belhaj et al., 2013; Scheben et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Τεχνολογίες γονιδιακής τροποποίησης: μεγανουκλεάσες, ZFNs, TALENs και (CRISPR)/Cas (Baltes and Voytas, 
2014). 
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Ιστορία του συστήματος CRISPR/Cas 

Οι πρώτες CRISPR αλληλουχίες ανακαλύφθηκαν το 1987 στο βακτήριο Escherichia 
coli, σε μελέτες ανάλυσης γονιδίων που σχετίζονται με αντοχή στην ωσμωτική 
καταπόνηση (Ishino et al., 1987), όπου εντοπίστηκε μια σειρά από σύντομες 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες οι οποίες διακόπτονταν από σύντομες μη 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες. Ωστόσο, η λειτουργία των αλληλουχιών αυτών 
δεν ήταν ακόμη δυνατό να προβλεφθεί. Το 1993, αλληλουχίες CRISPR 
παρατηρήθηκαν για πρώτη φορά σε Αρχαία, ενώ στη συνέχεια ανιχνεύθηκαν σε 
μεγάλο αριθμό γονιδιωμάτων αρχαίων και βακτηρίων (Mojika et al., 2000), γεγονός 
που ανέδειξε τη σημαντικότητα των αλληλουχιών αυτών και κίνησε το ενδιαφέρον 
της επιστημονικής κοινότητας. Λίγα χρόνια αργότερα, στην αρχή του 2000, έγινε η 
σημαντική ανακάλυψη ότι οι μη επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες εντός των CRISPRs 
παρουσιάζουν ομοιότητα με αλληλουχίες από βακτηριοφάγους και ιούς αρχαίων, 
γεγονός που διαλεύκανε το ρόλο του CRISPR ως μηχανισμού άμυνας (Mojica et al., 
2005). Παράλληλα, για έναν αριθμό γονιδίων που θεωρούνταν πως σχετίζονται με 
την επιδιόρθωση του DNA, αναγνωρίστηκε η άμεση σχέση τους με τις αλληλουχίες 
CRISPR και ονομάστηκαν γονίδια cas (CRISPR-associated) (Jansen et al., 2002; Ishino 
et al., 2018). Συγκριτικές γονιδιωματικές αναλύσεις στη συνέχεια υπέδειξαν ότι οι  
αλληλουχίες CRISPR και τα προϊόντα των cas γονιδίων (Cas πρωτεΐνες) συνεργάζονται 
και συνιστούν ένα σύστημα επίκτητης ανοσίας στους προκαρυώτες, το οποίο δρα 
έναντι εισβαλλόντων γενετικών στοιχείων, ανάλογο με το μηχανισμό της RNA 
σίγησης στους ευκαρυώτες (Makarova et al., 2006; Ishino et al., 2018). Η τελική 
πειραματική απόδειξη της λειτουργίας του συστήματος CRISPR/Cas ως 
προκαρυωτικού συστήματος επίκτητης ανοσίας έλαβε χώρα το 2007, όπου εισήχθη 

Εικόνα 7. Χρονολογικά συμβάντα που οδήγησαν στην ανακάλυψη του CRISPR και στην εγκαθίδρυσή του ως εργαλείο 
γονιδιακής τροποποίησης (Hsu 2014). 
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τμήμα φαγικής αλληλουχίας μεταξύ δύο επαναλήψεων της CRISPR αλληλουχίας του 
βακτηρίου Streptococcus thermophilus, με αποτέλεσμα το βακτήριο να αποκτήσει 
ανοσία στο φάγο αυτό. Επιπρόσθετα, η ανοσία αυτή χάθηκε όταν η αλληλουχία του 
φάγου αφαιρέθηκε εκ νέου από το βακτήριο (Barrangou et al., 2007). Πλήθος 
μελετών στη συνέχεια διαλεύκανε περαιτέρω τη λειτουργία του συστήματος και 
έδωσε φως στη δομή του και στο μηχανισμό που το διέπει (Garneau et al., 2010; 
Ishino et al., 2018).  

Ένα πολύ σημαντικό βήμα που επέτρεψε τη χρήση του συστήματος ως εργαλείο 
γενετικής τρποποποίησης ήταν η ετερόλογη έκφραση του CRISPR/Cas συστήματος 
του βακτηρίου S. thermophilus στο βακτήριο E. coli, που οδήγησε σε προστασία 
έναντι πλασμιδίων και φάγων (Sapranauskas et al., 2011). Το επόμενο σημαντικό 
βήμα ήταν η έκφραση του συστήματος CRISPR/Cas τύπου ΙΙ των βακτηρίων S. 
thermophilus και S. pyogenes σε κύτταρα θηλαστικών (Cong et al., 2013; Mali et al., 
2013). Ακολούθησαν μελέτες για τη δομή της πρωτεΐνης Cas9 (Nishimasu et al., 2014), 
ενώ παράλληλα έγιναν μελέτες για την εισαγωγή του συστήματος σε φυτικούς 
οργανισμούς (Jiang et al., 2013). Πλέον, το σύστημα CRISPR/Cas9 (CRISPR τύπου ΙΙ) 
έχει χρησιμοποιηθεί για την εφαρμογή γενετικών τροποποιήσεων και άλλων 
εφαρμογών από πληθώρα εργαστηρίων και σε μεγάλο εύρος οργανισμών (Ishino et 
al., 2018).  Τα σημαντικά βήματα που οδήγησαν στην ανακάλυψη του CRISPR και στην 
εγκαθίδρυσή του ως εργαλείο γονιδιακής τροποποίησης περιγράφονται συνοπτικά 
στην Εικόνα 7.  

 

Τρόπος λειτουργίας του συστήματος 
CRISPR/Cas 

Συνοπτικά, η πορεία της δράσης του 
συστήματος CRISPR/Cas μπορεί να 
περιγραφεί σε τρία στάδια (Εικόνα 7). Το 
πρώτο στάδιο είναι η προσαρμογή 
(adaptation). Κατά τη φάση αυτή, το 
εισβάλλον γενετικό υλικό αναγνωρίζεται από 
τις Cas πρωτεΐνες, κατακερματίζεται και 
τμήμα του ενσωματώνεται εκατέρωθεν δύο 
επαναλήψεων στην αλληλουχία του CRISPR. 
Το δεύτερο στάδιο είναι η έκφραση 
(expression). Η CRISPR αλληλουχία 
μεταγράφεται με αποτέλεσμα να παραχθεί 
το πρώιμο crRNA (CRISPR-RNA). Το 
μετάγραφο αυτό στη συνέχεια υφίσταται 
επεξεργασία και σχηματίζονται τα ώριμα 

Εικόνα 8. Στάδια δρασης του συστήματος CRISPR/Cas 
μετά από ιική προσβολή (Ishino et al., 2018).  
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crRNAs. Το τρίτο και τελευταίο στάδιο αποτελεί η παρεμπόδιση (interference). Το 
σύστημα εκμεταλλεύεται την ομολογία της ενσωματωμένης αλληλουχίας που πλέον 
αντιπροσωπεύεται στο crRNA, έτσι ώστε να στοχεύσει το ξένο DNA και να επιτρέψει 
στην ενεργότητα νουκλεάσης της Cas πρωτεΐνης να κόψει το DNA (Marraffini et al., 
2008; Barrangou et al., 2014; Ishino et al., 2018).  

 

Βασικά χαρακτηριστικά των συστημάτων CRISPR/Cas 

Οι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες των CRISPR έχουν μήκος μεταξύ 24 και 47 
νουκλεοτιδίων. Επιπλέον, σε όλα τα συστήματα είναι συντηρημένες οι πρωτεΐνες 
Cas1 και Cas2, οι οποίες λειτουργούν στο πρώτο στάδιο λειτουργίας του μηχανσμού, 
για την ανίχνευση και την ενσωμάτωση του ξένου DNA μεταξύ δύο επαναλήψεων 
(Heler et al. 2015; Briner and Barrangou, 2017). Οι αλληλουχίες που ενσωματώνονται 
ονομάζονται spacers και έχουν μήκος περίπου 20 νουκλεοτιδίων (Koonin and 
Makarova 2013). Οι ομόλογες αλληλουχίες ξένου DNA που δίνουν γένεση στους 
spacers ονομάζονται protospacers (Jansen et al. 2002; Deveau et al. 2008). Νέες 
spacer αλληλουχίες ενσωματώνονται πάντοτε στην αρχή της CRISPR αλληλουχίας και 
η πολικότητα αυτή διασφαλίζει την προστασία απέναντι στους πιο πρόσφατους 
εισβολείς (Barrangou et al., 2007; Wei et al. 2015). Μετά την ενσωμάτωση του νέου 
spacer, ολόκληρη η αλληλουχία μεταγράφεται σε ένα μόριο RNA που περιλαμβάνει 
όλες τις επαναλήψεις και τους spacers και ονομάζεται precursor-CRISPR RNA (pre-
crRNA). Το πρόδρομο αυτό μόριο στη συνέχεια κόβεται σε μικρότερα RNA μόρια 
(crRNAs), που περιλαμβάνουν μέρος μιας επανάληψης και μέρος ενός spacer. Τα 
μόρια αυτά κατευθύνουν τις Cas ενδονουκλεάσες σε συμπληρωματικούς 
protospacers, με αποτέλεσμα το σπάσιμο του δίκλωνου ξένου DNA. Προκειμένου να 
μπορεί το σύστημα να διακρίνει το στόχο από την ενδογενή CRISPR-αλληλουχία, είναι 
απαραίτητη η παρουσία μιας σύντομης αλληλουχίας PAM (protospacer adjacent 
motif) επάνω στο στόχο (Brouns et al. 2008; Mojica et al. 2009; Marraffini and 
Sontheimer 2010). 

 

Κατηγοριοποίηση των συστημάτων CRISPR/Cas 

Τα συστήματα CRISPR/Cas διακρίνονται σε 2 κλάσεις και διαχωρίζονται περαιτέρω σε 
διαφορετικούς τύπους, με βάση το μήκος και την αλληλουχία των επαναλήψεων, το 
περιεχόμενο σε γονίδια cas, τη βιογένεση και σύνθεση των crRNAs και τις πρωτεΐνες 
που είναι υπεύθυνες για το σπάσιμο του δίκλωνου DNA (Makarova et al., 2015). Αν 
και όλα τα συστήματα περιλαμβάνουν τα γονίδια cas1 και cas2, κάθε τύπος διαθέτει 
ένα χαρακτηριστικό γονίδιο που κωδικοποιεί για την εκάστοτε ενδονουκλεάση. 
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Κλάση Ι   

Στην κλάση Ι περιλαμβάνονται τα συστήματα τύπου Ι και ΙΙΙ, που έχουν βρεθεί σε 
βακτήρια και αρχαία και εμφανίζουν ομοιότητες στον τρόπο λειτουργίας τους, καθώς 
και ένα πιθανό σύστημα τύπου IV, για το οποίο δεν υπάρχουν επαρκή δεδομένα 
(Makarova et al., 2015). Στα συστήματα τύπου Ι και ΙΙΙ ένα μεγάλο πρωτεϊνικό 
σύμπλοκο είναι υπεύθυνο για τη στόχευση και τον κατακερματισμό του ξένου DNA, 
καθοδηγούμενο από ένα crRNA. (Brouns et al. 2008; Hale et al. 2009). Επιπλέον, στα 
συστήματα αυτά οι CRISPR επαναλήψεις είναι έντονα παλίνδρομες και σχηματίζουν 
φουρκέτες, οι οποίες επιτρέπουν στην Cas6 ριβονουκλεάση να κόψει το πρόδρομο 
precrRNA σε ώριμα crRNAs (van der Oost et al. 2014; Briner and Barrangou, 2017).  

Τα συστήματα CRISPR/Cas τύπου Ι χαρακτηρίζονται από την παρουσία της πρωτεΐνης 
Cas3, η οποία περιέχει επικράτεια ελικάσης και DNάσης και είναι υπεύθυνη για τον 
κατακερματισμό του στόχου. Πέρα από τις πρωτεΐνες Cas1, Cas2 και Cas3, τα 
συστήματα αυτά κωδικοποιούν επίσης για ένα σύμπλοκο τύπου Cascade (CRISPR-
associated complex for antiviral defense). Το σύμπλοκο αυτό προσδένεται στο crRNA 
και το κατευθύνει στο στόχο, ενώ συνήθως είναι υπεύθυνο και για την ωρίμανση των 
μορίων crRNA (Rath et al., 2015)(Εικόνα 8). 

Τα συστήματα CRISPR/Cas τύπου ΙΙΙ χαρακτηρίζονται από την παρουσία της 
πρωτεΐνης Cas10, η οποία σχηματίζει είτε το σύμπλοκο Csm/Cas10 (τύπος ΙΙΙ-Α) ή το 

Εικόνα 9. Οι τρεις βασικοί τύποι συστημάτων CRISPR/Cas. Τα συστήματα έχουν κοινό τρόπο δράσης, 
αλλά διαφέρουν στις πρωτεΐνες και στα μόρια RNAs που αποτελούν το μηχανισμό (Marrafini, 2015).  



 

31 
 

Cmr/Cas10 (τύπος ΙΙΙ-Β), τα οποία είναι παρόμοια με τα σύμπλοκα Cascade του τύπου 
Ι. Η πρωτεΐνη Cas6 είναι υπεύθυνη για την αρχική επεξεργασία των pre-crRNAs με 
αποτέλεσμα τη δημιουργία ενδιάμεσων μορίων crRNA (int-crRNA), τα οποία 
υπόκεινται στην τελική επεξεργασία για το σχηματισμό crRNAs μετά τη δέσμευσή 
τους στα σύμπλοκα Csm ή Cmr (Hale et al., 2012; Rath et al., 2015). Τα συστήματα 
τύπου ΙΙΙ εμφανίζουν μια ενδιαφέρουσα ιδιότητα: μπορούν να στοχεύσουν όχι μόνο 
DNA (σύμπλοκα Csm) αλλά και RNA μόρια (σύμπλοκα Cmr) (Rath et al., 2015) (Εικόνα 
8).  

Κλάση ΙΙ 

Η κλάση ΙΙ περιλαμβάνει τα συστήματα τύπου ΙΙ, V και VI, τα οποία χαρακτηρίζονται 
από την ύπαρξη μίας μόνο πρωτεΐνης για την αναγνώριση και τον κατακερματισμό 
του ξένου DNA (Makarova et al., 2015). Τα συστήματα τύπου ΙΙ χαρακτηρίζονται από 
την πρωτεΐνη Cas9, η οποία περιέχει τις ανεξάρτητες επικράτειες RuvC και ΗΝΗ για 
την κοπή του DNA. Τα συστήματα τύπου V χρησιμοποιούν πρωτεΐνες που περιέχουν 
μόνο επικράτεια RuvC (Shmakov et al., 2015; Zetsche et al., 2015), ενώ τα συστήματα 
τύπου VΙ βασίζονται σε πρωτεΐνες με δράση RNάσης (Mohanraju et al., 2016; 
Abudayyeh et al., 2016; Tamulaitis et al., 2017).  

 

Σύστημα CRISPR/Cas τύπου ΙΙ 

Παρόλο που το σύστημα CRISPR Cas τύπου ΙΙ είναι σχετικά σπάνιο στους 
προκαρυώτες, καθώς περιορίζεται στα βακτήρια και μάλιστα σε λιγότερο από 5% των 
βακτηριακών γονιδιωμάτων, αποτελεί το πιο μελετημένο και αξιοποιημένο σύστημα 
CRISPR/Cas, εξαιτίας της απλότητάς του (Makarova et al., 2015; Briner and Barrangou, 
2017). Στον τύπο ΙΙ εντάσσονται σημαντικά συστήματα-μοντέλα όπως αυτά των 
βακτηρίων Streptococcus pyogenes (Spy), S. thermophilus (Sth) και Staphylococcus 
aureus (Anders et al. 2014; Ran et al. 2015). 

Τα συστήματα τύπου ΙΙ χαρακτηρίζονται από ένα μοναδικό γονίδιο cas9, που 
συνήθως αποτελεί το πρώτο γονίδιο ενός οπερονίου, με το τελευταίο να 
περιλαμβάνει ακόμη δύο ή τρία γονίδια cas που παίζουν ρόλο στο στάδιο της 
προσαρμογής (cas1, cas2, csn2 ή cas4). Επιπλέον, χαρακτηρίζονται από την παρουσία 
ενός δεύτερου μορίου RNA, γνωστό ως trans-activating RNA (tracrRNA) (Makarova et 
al.2011; Charpentier et al., 2015). Τα παραπάνω συστήματα χρησιμοποιούν ένα 
μοναδικό μονοπάτι βιογένεσης των  crRNAs, το οποίο διαφέρει από τα αντίστοιχα 
των τύπων Ι και ΙΙΙ.  Το μονοπάτι αυτό περιλαμβάνει τη συντονισμένη δράση τριών 
παραγόντων: του tracrRNA, μιας RNάσης III και της πρωτεΐνης Cas9 (Deltcheva et al., 
2011) (Εικόνα 8).  

Κατά το στάδιο της έκφρασης, παράγεται ένα ενιαίο μετάγραφο pre-crRNA, που 
περιέχει όλες τις επαναλήψεις και τους spacers. Το tracrRNA, μέσω μερικής 
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συμπληρωματικότητας με τις αλληλουχίες των επαναλήψεων, δεσμεύεται στο pre-
crRNA με τη βοήθεια της Cas9. Έπειτα, μια ενδογενής RNάση ΙΙΙ κόβει το RNA στην 
περιοχή της επανάληψης, με αποτέλεσμα να σχηματίζονται υβριδικά μόρια 
crRNA:tracrRNA, τα οποία σταθεροποιούνται μέσω της Cas9 (Charpentier et al., 2015; 
Briner and Barrangou, 2017). Ο ρόλος του tracrRNA, ωστόσο, δεν περιορίζεται στην 
ωρίμανση του crRNA. Το μόριο αυτό αλληλεπιδρά με την Cas9 και είναι απαραίτητο 
για την αποτελεσματική λειτουργία της (Jinek et al., 2012). 

 

Το σύστημα CRISPR/Cas9 ως εργαλείο γονιδιακής τροποποίησης  

Μόρια RNA-οδηγοί 

Για την περαιτέρω απλοποίηση του συστήματος CRISPR/Cas9 ως βιοτεχνολογικό 
εργαλείο, κατασκευάστηκαν μόρια RNA-οδηγοί (single guide RNAs – sgRNAs), που 
προέκυψαν από συνδυασμό των crRNAs και tracrRNAs. Με την προσέγγιση αυτή, η 
αλληλουχία που στοχεύεται μπορεί να καθοριστεί αλλάζοντας 20 νουκλεοτίδια στην 
περιοχή του sgRNA που εντοπίζεται το crRNA (Jinek et al., 2012; Xing et al., 2014). 
Έτσι, προκειμένου να επιτευχθεί η επιθυμητή γονιδιακή τροποποίηση δύο είναι τα 
συστατικά που απαιτούνται: ένα ενιαίο μόριο sgRNA που περιλαμβάνει τη 
συμπληρωματική αλληλουχία με αυτή του στόχου και η Cas9 ενδονουκλεάση που θα 
προκαλέσει τη δίκλωνη θραύση του DNA (Jinek et al., 2012).  

 

Πρωτεΐνη Cas9 και παραλλαγές της 

Η πρωτεΐνη Cas9 είναι χαρακτηριστική για τα συστήματα τύπου ΙΙ. Είναι πρωτεΐνη 
μεγάλου μεγέθους που περιλαμβάνει δύο επικράτειες νουκλεάσης, τις ΗΝΗ και RuvC, 
υπεύθυνες για την κοπή του DNA-στόχου. Η κοπή του DNA λαμβάνει χώρα 3 ζεύγη 
βάσεων άνωθεν του PAM, όπου η επικράτεια ΗΝΗ κόβει την αλληλουχία που είναι 
συμπληρωματική στο μόριο RNA-οδηγό (αλυσίδα-στόχος), ενώ η επικράτεια RuvC 
είναι υπεύθυνη για την κοπή της απέναντι αλυσίδας (Jinek et al., 2012). Πέρα από το 
ρόλο της στο στάδιο της παρεμπόδισης, η Cas9 επίσης συμμετέχει στην ωρίμανση 
του crRNA, καθώς και στη διαδικασία της προσαρμογής, στο πρώτο στάδιο 
λειτουργίας του μηχανισμού (Jiang and Doudna, 2017).  

Η Cas9 πρωτεΐνη πραγματοποιεί δίκλωνη θραύση στο DNA, με τελικό σκοπό είτε τη 
δημιουργία μικρών ελλείψεων, προσθηκών ή αντικαταστάσεων, είτε την εισαγωγή 
μιας επιθυμητής αλληλουχίας σε ένα συγκεκριμένο σημείο με ομόλογο 
ανασυνδυασμό (Kim et al., 2005). Με σκοπό τη χρήση τους για διαφορετικές 
εφαρμογές, έχουν δημιουργηθεί μια σειρά από τροποποιημένες μορφές της Cas9. 
Μία από αυτές είναι η Cas9-D10A, στην οποία έχει απενεργοποιηθεί η ενεργότητα 
της νουκλεάσης RuvC, ενώ η ενεργότητα ΗΝΗ λειτουργεί κανονικά (Cong et al., 2013). 
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Χρησιμοποιώντας την τροποποιημένη αυτή μορφή σε συνδυασμό με δύο κοντινά 
σημεία-στόχους, αυξάνεται η ειδικότητα της στόχευσης, με αποτέλεσμα να 
ελαχιστοποιούνται οι πιθανότητες μη ειδικής κοπής (Bortesi et al., 2015). Επιπλέον, 
μέσω της δράσης της Cas9-D10A φαίνεται να αυξάνονται οι πιθανότητες 
επιδιόρθωσης του DNA με ομόλογο ανασυνδυασμό (Cong et al., 2013). Μία δεύτερη 
τροποποιημένη εκδοχή της Cas9 αποτελεί η dCas9 (dead-Cas9), στην οποία οι 
ενεργότητες νουκλεάσης έχουν απενεργοποιηθεί πλήρως, με αποτέλεσμα να μην 
προκαλείται θραύση του DNA, όμως η αναγνώριση και η πρόσδεση στην αλληλουχία-
στόχο πραγματοποιείται κανονικά (Gasiunas et al., 2012). Η παραπάνω εκδοχή της 
Cas9 μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε συνδυασμό με παράγοντες που ρυθμίζουν την 
έκφραση ενός γονιδίου, ώστε να επιτευχθεί σίγηση ή υπερέκφραση (Gilbert et al., 
2013). Ακόμη, μπορεί να συνδυαστεί με πρωτεΐνες που προκαλούν τροποποιήσεις, 
όπως για παράδειγμα μεθυλιωτικά ένζυμα. Τέλος, με τη σύντηξη της dCas9 με μια 
φθορίζουσα πρωτεΐνη μπορεί να γίνει οπτικοποίηση γενετικών τόπων στο γονιδίωμα 
(Maeder et al., 2013).  

Αν και η Cas9 είναι το πιο πολυχρησιμοποιημένο ένζυμο, πρόσφατα ανακαλύφθηκε 
η Cpf1 (CRISPR from Prevotella and Francisella 1), η οποία παρουσιάζει ορισμένα 
πλεονεκτήματα σε σχέση με την Cas9 (Zetsche et al., 2015). Το πιο σημαντικό 
χααρκτηριστικό του ενζύμου αυτού είναι ότι παράγει κολλώδη άκρα, σε αντίθεση με 
την Cas9 που προκαλεί σπάσιμο στο ίδιο σημείο στις δύο αλυσίδες. Ακόμη, ενώ η 
Cas9 στοχεύει σε περιοχές πλούσιες σε γουανιδίνες (G-rich sites), η Cpf1 στοχεύει σε 
περιοχές πλούσιες σε θυμιδίνες (T-rich sites) (Zetsche et al., 2015). 

 

Χρήση του συστήματος CRISPR/Cas9 στα φυτά 

Το σύστημα CRISPR/Cas9 έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε φυτικούς οργανισμούς, 
όπως είναι τα φυτά-μοντέλα A. thaliana (Li et al., 2014, Jiang et al., 2013, Feng et al., 
2014), N. benthamiana (Jiang et al., 2013, Belhaj et al., 2013 Nekrasov et al., 2013, Li 
et al., 2014) και N. tabacum (Gao et al., 2015; Baltes et al., 2015), αλλά και σε άλλα 
φυτά, όπως το σιτάρι (Triticum aestivum) (Wang et al., 2014), το καλαμπόκι (Zea mais) 
(Shi et al., 2016), το ρύζι (Oryza sativa)(Jiang et al., 2013; Li et al., 2016), η ντομάτα 
(Solanum lycopersicum)(Ali et al., 2015; Soyk et al., 2017; Nekrasov et al., 2017), η 
μηδική (Medicago truncatula) και η σόγια (Glycine max) (Curtin et al., 2018). Οι 
γενετικές τροποποιήσεις που έχουν επιτευχθεί, αφορούν κυρίως τη δημιουργία 
καλλιεργειών με ανθεκτικότητα σε βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις 
(Abdelrahman et al., 2018). Πέρα από τις εφαρμογές αυτές, η χρήση του συστήματος 
CRISPR/Cas9 σε φυτικούς οργανισμούς έχει προσφέρει σημαντική πληροφορία ως 
προς τον τρόπο που το σύστημα λειτουργεί στα φυτά. Στην A. thaliana, καθώς και στο 
ρύζι και στη ντομάτα έχουν πραγματοποιηθεί πειράματα που δείχνουν ότι οι 
μεταλλαγές που προκαλούνται από το σύστημα CRISPR/Cas9 ακολουθούν μενδελική 
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κληρονομικότητα (Brooks et al., 2014; Jiang et al., 2014). Υπολογίζοντας τη συχνότητα 
εμφάνισης μεταλλαγών στο επιθυμητό γονίδιο ενός φυτού, μπορεί να εκτιμηθεί η 
απόδοση του συστήματος στο συγκεκριμένο φυτό. Έτσι, στην A. thaliana η απόδοση 
του συστήματος υπολογίστηκε ότι είναι 100% (Feng et al., 2014), ενώ στο ρύζι 90% 
(Miao et al., 2013). Ακόμη, έχουν πραγματοποιηθεί πειράματα σε φυτά όπου η Cas9 
στοχεύει ταυτόχρονα σε δύο κοντινές θέσεις στο γονιδίωμα, με σκοπό να ελεγχθεί 
κατά πόσον είναι δυνατή η δημιουργία ελλείψεων, λόγω διαγραφής τμημάτων DNA. 
Έτσι δείχθηκε ότι το παραπάνω φαινόμενο είναι εφικτό στα φυτά A. thaliana (Li et 
al., 2014). N. benthamiana (Belhaj et al., 2013), ρύζι (Zhou et al, 2014) και ντομάτα 
(Brooks et al., 2014). Ένα άλλο φαινόμενο που ελέγχθηκε σε φυτικούς οργανισμούς 
είναι κατά πόσον είναι δυνατή η χρήση ομόλογου ανασυνδυασμού για την εισαγωγή 
επιθυμητών αλληλουχιών (knock-in) στο γονιδίωμα. Η μέθοδος είχε αρχικά επιτυχία 
σε πρωτοπλάστες φυτών καπνού (Li et al., 2014) και ρυζιού (Shan et al., 2013) όπου 
χρησιμοποιήθηκαν γονίδια αναφοράς. Επιπλέον, έχει πραγματοποιηθεί με επιτυχία 
αντικατάσταση γονιδίου μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού σε πρωτοπλάστες N. 
benthamiana (Li et al., 2013). Το γονίδιο σε αυτή την περίπτωση δεν ήταν γονίδιο 
αναφοράς, αλλά γονίδιο που σχετίζεται με φαινοτυπικό χαρακτηριστικό. Το 
φαινόμενο έχει επίσης αναφερθεί στο καλαμπόκι, όπου το DNA-δότης εισήχθη μαζί 
με κασέτες έκφρασης Cas9 και sgRNAs με βομβαρδισμό σωματιδίων (Svitashev et al., 
2015). Τέλος, πρόσφατα πραγματοποιήθηκε αντικατάσταση γονιδίου και στο φυτό A. 
thaliana, όπου το DNA-δότης εισήχθη με σταθερό μετασχηματισμό, μαζί με τα 
συστατικά του CRISPR/Cas9 (Zhao et al., 2016).  

Όλα τα συστήματα CRISPR/Cas9 που χρησιμοποιούνται σήμερα στην έρευνα είναι 
δυνατόν να δημιουργήσουν δίκλωνες θραύσεις σε περιοχές εκτός στόχου. Η 
πρόκληση δίκλωνων θραύσεων στα σημεία αυτά μπορεί να οδηγήσει στην πρόκληση 
μικρών προσθηκών, αντικαταστάσεων ή ελλείψεων (indels), καθώς και 
μετατοπίσεων. Το φαινόμενο μπορεί να οφείλεται είτε στην αναγνώριση από την 
Cas9 μιας αλληλουχίας που είναι παρόμοια με την PAM, είτε στην αναγνώριση από 
το sgRNA μιας αλληλουχίας παρόμοιας με την αλληλουχία-στόχο. Η κατανόηση και 
πρόληψη των μεταλλαγών εκτός στόχου είναι κρίσιμη για τη βασική έρευνα (Martin 
et al., 2016). Για τον έλεγχο του φαινομένου αυτού στα φυτά πραγματοποιήθηκαν 
γονιδιωματικές αναλύσεις, που υπέδειξαν αμελητέο αριθμό εκτός-στόχου 
μεταλλαγών (Zhang et al., 2014). Ωστόσο, μια πρόσφατη εργασία (Zhang et al., 2018) 
αναφέρει ότι στην Arabidopsis τελικά η συχνότητα μεταλλαγών εκτός στόχου είναι 
συχνότερη από την αναμενόμενη.  

Τέλος, με τη χρήση του συστήματος CRISPR/Cas9 είναι εφικτό να προκληθεί 
γονιδιακή τροποποίηση μέσω μη ομόλογης σύνδεσης άκρων (NHEJ) και έπειτα μέσω 
διάσχισης να απομακρυνθούν τα εισαχθέντα διαγονίδια της Cas9 και του sgRNA. Ένα 
τέτοιο φυτό δε διαφέρει από ένα φυτό στο οποίο οι μεταλλαγές προέκυψαν χωρίς τη 
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χρήση διαγονιδίων, επομένως ξεφεύγει από τον αυστηρό ορισμό του γενετικά 
τροποποιημένου οργανισμού (Ishii et al., 2016).  
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Υλικά και Μέθοδοι 

 

Υλικά 

Luria-Bertani (LB) 

1% τρυπτόνη 
0,5% εκχύλισμα ζύμης  
1% χλωριούχο νάτριο (NaCl) 
pH 7.0 με 1M υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) 

Αντιβιοτικά 

Αμπικιλίνη, Applichem GmbH 
Καναμυκίνη, Duchefa Biochemie 
Σπεκτινομυκίνη, Sigma-Aldrich Co. LLC. 
Ριφαμπικίνη, Phytotechnology Laboratories 
 

Ρυθμιστικό διάλυμα MOPS 10X – 1L 

41.85g MOPS (4-μορφολινοπροπανοσουλφονικό οξύ) 
6.8g οξικό νάτριο (CH3COONa) 
20ml 0.5M αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (Na2EDTA) pH 8.0 
pH 7.0 με 2Ν υδροξείδιο του νατρίου (NaOH)   

Χρωστική για τη φόρτωση μεγαλομοριακών RNAs 5X (10ml) 

720μl φορμαλδεΰδη 
3084μl φορμαμίδιο 
80μl 500mM EDTA pH 8.0 
16μl διάλυμα χρωστικής μπλε της βρωμοφαινόλης  
2ml γλυκερόλη 
4ml MOPS 10X  
 

Χρωστική για τη φόρτωση μικρομοριακών RNAs 2X 

80% φορμαμίδιο 
10mM EDTA 
1mg/ml μπλε της βρωμοφαινόλης 
1mg/ml ξυλόλιο 
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SSC 20X – 2L 

3M NaCl 350.66g 
0.3M κιτρικό νάτριο 176.46g 
pH 7.0 με HCl 

 

TBE 10X – 1L 

108g Tris  
55g βορικό οξύ (H3BO3) 
40ml  Na2EDTA pH 8.0 
 

TAE 50Χ – 1L 

242g Tris (pH 7.6) 
100ml 0.5M Na2EDTA pH 8.0 
57.1ml οξικό οξύ 
 

Διάλυμα για την απομόνωση ολικού RNA (100ml) 

38ml φαινόλη 
9.4528g θειοκυανική γουανιδίνη 
3.044g θειοκυανικό αμμώνιο 
3.34ml οξικό οξύ 3M pH 5.0  
5ml γλυκερόλη 
 

Διάλυμα εκχύλισης CTAB 

2% CTAB 
100mM Tris pH 8.0 
20mM EDTA 
1.4M NaCl 
1% PVP (πολυβινυλπυρολοδόνη, MB 40000) 
 

Φυτικό υλικό  

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν φυτά N. benthamiana τα οποία έχουν 
μετασχηματιστεί στο παρελθόν με σκοπό την πλήρη καταστολή των γονιδίων DCL2, 
DCL3 και DCL4 μέσω της τεχνολογίας CRISPR/Cas9. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκαν 
φυτά N. benthamiana που εκφράζουν RNA φουρκέτες για τη μερική καταστολή των 
DCL1, DCL2, DCL3 και DCL4 (DCLi φυτικές σειρές) (Dadami et al. 2013, Katsarou et al. 
2016), καθώς  και  φυτικές σειρές που προκύπτουν από συνδυασμό των DCLi φυτικών 
σειρών μέσω διασταυρώσεων (Katsarou et al. 2016).  
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Ιοί και ιοειδή  

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το ελληνικό στέλεχος GR21 του ιού CMV 
(Cucumber Mosaic Virus, ευγενική προσφορά του Καθηγητή Ν. Κατή, Αριστοτέλειο 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης) (Kalantidis et al., 2002). Ακόμη, χρησιμοποιήθηκε το 
στέλεχος NB του ιοειδούς PSTVd (ευγενική προσφορά από τους δρ. De Alba και 
Flores, Ινστιτούτο Κυτταρικής και Μοριακής Βιολογίας Φυτών – IMBCP) (Qi et al., 
2002; Kalantidis et al., 2007).  

 

Εκκινητές 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν κατά την παρούσα εργασία φαίνονται στον 
Πίνακα 1. 

 

Πίνακας 1. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία.  
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Πλασμίδια 

Τα πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία φαίνονται στον 
Πίνακα 2. 

  

Πίνακας 2. Πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία.  
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Μέθοδοι 

 

Αγροεμποτισμός  

Αγροβακτήρια του στελέχους C58C1 επωάστηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο LB με τα 
κατάλληλα αντιβιοτικά για 16 ώρες. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν σε 2700 rpm και 
4οC για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε και τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 
ΜΜΑ, επωάστηκαν για 1-2 ώρες στους 28οC και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις ίδιες 
συνθήκες. Μετά από 2 πλύσεις με 10mM χλωριούχο μαγνήσιο (MgCl2) και 
φυγοκεντρήσεις στις ίδιες συνθήκες, τα αγροβακτήρια επαναδιαλύθηκαν σε 10mM 
MgCl2 και αραιώθηκαν μέχρι την επιθυμητή οπτική απορρόφηση στα 600nM (OD600). 
Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ο εμποτισμός με τη χρήση σύριγγας ινσουλίνης 1ml 
(Schöb et al. 1997). 

 

Παρατήρηση της GFP υπό υπεριώδη φωτισμό (UV) 

Για την μακροσκοπική παρατήρηση της GFP χρησιμοποιήθηκε μία χειροκίνητη UV 
λάμπα 1000W (B100AP; Ultraviolet Products, Upland, CA, USA, http://www.uvp.com). 

 

Ομογενοποίηση ιστού 

Ο φυτικός ιστός συλλέγεται και ψύχεται σε υγρό άζωτο. Στη συνέχεια 
κονιορτοποιείται σε γουδί παρουσία υγρού αζώτου και αποθηκεύεται στους -80οC.  

 

Απομόνωση γενωμικού DNA  

Σε ομογενοποιημένο φυτικό ιστό (περίπου 30ng) προστίθενται 300μl διαλύματος 
CTAB. Τα δείγματα επωάζονται σε υδατόλουτρο στους 65οC για 20 λεπτά με 
ενδιάμεσες μηχανικές αναδεύσεις (vortex). Στη συνέχεια προστίθεται ίσος όγκος 
χλωροφορμίου, ανάδευση και φυγοκέντρηση στα 13000 rpm για 10 λεπτά. Το 
υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου Eppendorf και προστίθενται 250μl 
ισοπροπανόλης. Τα δείγματα επωάζονται για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (RT) 
και φυγοκεντρούνται σε 13000 rpm για 30 λεπτά. Μετά την απομάκρυνση του 
υπερκειμένου το ίζημα ξεπλένεται με 500μl 70% αιθανόλης. Τα δείγματα αφήνονται 
να στεγνώσουν και επαναδιαλύονται σε 40μl ddH2O. 

 

Απομόνωση ολικού RNA  

Σε ομογενοποιημένο φυτικό ιστό (περίπου 100ng) προστίθενται 900μl διαλύματος 
απομόνωσης RNA. Τα δείγματα αναδεύονται μηχανικά και επωάζονται σε RT για 10 
λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 7500 rpm για 10 λεπτά στους 4οC. Το 
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υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου Eppendorf, προστίθενται 200μl 
χλωροφορμίου και ακολουθεί μηχανική ανάδευση και επώαση σε RT για 10 λεπτά. 
Μετά από φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες, η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο 
σωλήνα και προστίθενται 250μl ισοπροπανόλης και 250μl διαλύματος υψηλής 
αλατότητας (1.2Μ χλωριούχο νάτριο και 0.8Μ κιτρικό νάτριο). Τα δείγματα 
φυγοκεντρούνται σε 12000rpm στους 4οC για 15 λεπτά και το υπερκείμενο 
απορρίπτεται. Τέλος, το ίζημα ξεπλένεται με 500μl 70% αιθανόλης και 
φυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες για 5 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται, τα 
δείγματα αφήνονται να στεγνώσουν και επαναδιαλύονται σε 40μl ddH2O.  

Το παραπάνω πρωτόκολλο χρησιμοποιείται για την απομόνωση μεγαλομοριακών 
RNAs. Για την συγκατακρήμνιση μικρομοριακών RNAs ακολουθείται παρόμοια 
διαδικασία, με τη διαφορά ότι δεν προστίθεται διάλυμα υψηλής αλατότητας, αλλά 
500μl ισοπροπανόλη και τα δείγματα αφήνονται στους -80οC για 1 ώρα, έτσι ώστε να 
επιτευχθεί η κατακρήμνιση των μικρομοριακών RNAs.  

 

Ποσοτικοποίηση νουκλεϊκών οξέων 

Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης των απομονωμένων νουκλεϊκών οξέων 
χρησιμοποιήθηκε φασματοφωτόμετρο NanoDrop 1000 Spectrophotometer 
(ThermoFischer Scientific).  

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)  

Για την ενίσχυση των επιθυμητών αλληλουχιών πραγματοποιήθηκε PCR με τη χρήση 
της Taq DNA πολυμεράσης (Minotech), σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρίας. Οι 
εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και η θερμοκρασία υβριδισμού κάθε 
αντίδρασης αναφέρονται στον πίνακα 1. 

Για την ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωμα αγαρόζης (TAE 1Χ, αγαρόζη και 1:15 βρωμιούχο αιθίδιο), με πυκνότητα 
αντίστοιχη του μεγέθους του προϊόντος. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε 
διάλυμα TAE 1Χ. 

 

Δοκιμή T7E1 

Για τη δοκιμή Τ7Ε1 αρχικά πραγματοποιήθηκε PCR με τελικό όγκο αντίδρασης 25μl 
και 25 κύκλους επαναλήψεων. Το προϊόν αραιώθηκε 50 φορές με ddH2O και 3μl 
χρησιμοποιήθηκαν ως υπόστρωμα για νέα ανίδραση PCR τελικού όγκου 20μl και 35 
κύκλων. Το προϊόν αυτό αποδιατάχθηκε και επαναδιατάχθηκε σύμφωνα με το 
παρακάτω πρόγραμμα στη συσκευή Reat time PCR CFX Connect TM (Biorad): 

95oC για 2 λεπτά 
μετάβαση από τους 95oC στους 85oC με ρυθμό 2oC/sec 
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μετάβαση από τους 85oC στους 25oC με ρυθμό 0,1oC/sec 
16oC ∞ 
Στη συνέχεια τα δείγματα επωάστηκαν με την ενδονουκλεάση T7E1 (New England 
BioLabs) στους 37οC για 20 λεπτά σε τελικό όγκο 20μl ως εξής:  

10μl δείγμα 
2μl Τ7Ε1 10X ρυθμιστικό διάλυμα 
0.25μl Τ7Ε1 
7.75μl ddH2O 
Μετά την επώαση ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης με πυκνότητα 
2.5%.  

 

Λογισμικά και διαδικτυακά εργαλεία  

Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων αλληλούχησης σε πλασμίδια και προϊόντα PCR 
χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα MEGA6 5.05. Για την ποσοτικοποίηση των RNAs 
χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Quantity One 4.4.1 (Biorad). Για τη στατιστική 
ανάλυση χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό GraphPad Prism (GraphPad software Inc). 
Για τον έλεγχο για μη ειδική στόχευση των sgRNAs χρησιμοποιήθηκε το διαδικτυακό 
πρόγραμμα Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/) (Bae et al., 2014).  
 
Μολύνσεις  

Για της μηχανικές μολύνσεις με τον ιό CMV χρησιμοποιήθηκε καρβίδιο του πυριτίου 
(carborundum, Prolabo, VWR) και μολυσμένος ιστός από φυτό N. benthamiana 
αγρίου τύπου διαλυμένος σε 50mM διάλυμα φωσφορικών. Σε κάθε φυτό στο στάδιο 
των 5 φύλλων η μόλυνση έγινε στο τέταρτο νεότερο φύλλο του φυτού με ίση 
ποσότητα μολύσματος (50μl). Τα 5 πιο νεαρά φύλλα συλλέχθηκαν 1 και 2 εβδομάδες 
μετά τη μόλυνση.  

Για τις μολύνσεις με αγροεμποτισμό, φυτά στο στάδιο των 5 φύλλων εμποτίστηκαν 
με στέλεχος C58C1 A. tumefaciens που περιέχει πλασμίδιο που εκφράζει την (+) 
αλυσίδα του ιοειδούς PSTVd. Τα 5 πιο νεαρά φύλλα συλλέχθηκαν 3 εβδομάδες μετά 
τη μόλυνση.  

 

In vitro μεταγραφή 

Για την in vitro μεταγραφή πραγματοποιήθηκε η παρακάτω αντίδραση: 

ρυθμιστικό διάλυμα 10Χ 2μl 
50mM DTT 2μl 
DIG-rNTPs 10Χ 2μl ή rNTPs 10mM 4μl 
RRI (20U/μl) 0.5μl  
υπόστρωμα 1μg 
Τ7 αντίστροφη μεταγραφάση (Takara, 5U/μl) 1μl 
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ddH2O μέχρι τα 20μl 
Στην περίπτωση της σύνθεσης ανιχνευτών σημασμένων με DIG, στην αντίδραση 
χρησιμοποιήθηκαν DIG-rNTPs, ενώ στην περίπτωση σύνθεσης RNAs για μολύνσεις 
χρησιμοποιήθηκαν rNTPs. 

 

Στύπωμα κατά Northern 

Μεγαλομοριακά RNAs 

Δείγματα ολικού RNA προετοιμάστηκαν ως εξής: Για κάθε δείγμα 4μg RNA 
αναμείχθηκαν με 10μl χρωστικής σε τελικό όγκο 20μl, ακολούθησε βρασμός για 5 
λεπτά και επώαση για 2-3 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια τα δείγματα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτικό πήκτωμα αγαρόζης (1% αγαρόζη για τους ιούς 
και 1,4% για τα ιοειδή, 1X MOPS, 12.3M φορμαλδεΰδη και 1:15 EtBr) στα 100V για 
περίπου 45 λεπτά σε διάλυμα 1Χ MOPS και 12.3Μ φορμαλδεΰδη. Το πήκτωμα 
πλύθηκε για 10 λεπτά σε ddH2O, ώστε να απομακρυνθεί η φορμαλδεΰδη και 
φωτογραφήθηκε κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία. Στη συνέχεια επωάστηκε σε 10Χ 
SSC για 10-15 λεπτά και ακολούθησε μεταφορά σε νάυλον μεμβράνη (Whatman, 
Nytran® N, 0.2 μm) με την μέθοδο Capillary και με τη χρήση διαλύματος SSC. Τα μόρια 
RNA μονιμοποιήθηκαν στην μεμβράνη με υπεριώδη ακτινοβολία (1200μJ/cm2) και 
στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε χρώση της μεμβράνης με διάλυμα μπλε του 
μεθυλενίου (0.3M οξικό νάτριο, 0,03% σκόνη μπλε του μεθυλενίου), ώστε να 
οπτικοποιηθεί η αποτελεσματικότητα της μεταφοράς του RNA στη μεμβράνη καθώς 
και η ποσότητα κάθε δείγματος. Η υβριδοποίηση πραγματοποιήθηκε με DIG-
σημασμένο RNA ανιχνευτή στους 65οC για 16 ώρες και για τον εντοπισμό 
χρησιμοποιήθηκε CDP-star (Roche Diagnostics).  

Μικρομοριακά RNAs 

Δείγματα ολικού RNA προετοιμάστηκαν ως εξής: Για κάθε δείγμα 20μg RNA 
αναμείχθηκαν με 25μl χρωστικής σε τελικό όγκο 50μl, ακολούθησε βρασμός για 5 
λεπτά και επώαση για 2-3 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε κάθετη ηλεκτροφόρηση σε 
αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στα 40mA και σε διάλυμα 1Χ TBE. Το 
πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στη συνέχεια επωάστηκε σε διάλυμα 1Χ TBE στο οποίο 
είχε προστεθεί EtBr για 10 λεπτά και  φωτογραφήθηκε κάτω από υπεριώδη 
ακτινοβολία. Ακολούθησε μεταφορά σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Whatman, 
Nytran® N, 0.2 μm) με ημι-στεγνή ηλεκτρομεταφoρά (semi-dry electro-blotting, 
Thermo Scientific Owl HEP-1 Semi Dry Electroblotting System, Dubuque, USA), με 
ένταση ρεύματος 2mA για κάθε τετραγωνικό εκατοστό του πηκτώματος και με χρήση 
διαλύματος 1Χ TBE, για 35 λεπτά. Τα μόρια RNA μονιμοποιήθηκαν στην μεμβράνη με 
υπεριώδη ακτινοβολία (1200μJ/cm2) και στη συνέχεια έγινε χρώση της μεμβράνης με 
διάλυμα μπλε του μεθυλενίου. Ο υβριδισμός πραγματοποιήθηκε για 16 ώρες στους 
42oC για τα μικρά RNAs (GFP, TiCV) και στους 65oC για τον ανιχνευτή του U6.  
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Για την ανίχνευση των μικρών RNAs χρησιμοποιήθηκαν ραδιενεργοί DNA ανιχνευτής 
που προέκυψαν από τμήμα της αντίστοιχης αλληλουχίας με PCR. 100ng του 
προϊόντος της ενίσχυσης σημάνθηκαν με [α-32P]CTP με τη χρήση τυχαίων εκκινητών 
(random primers) και κλάσμα Klenow (Minotech). Με τον ίδιο τρόπο συντέθηκε 
ραδιενεργός ανιχνευτής για το γονίδιο του U6 που χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο 
αναφοράς.  

 

Ανάλυση High Resolution Melt 

Τμήμα από την προς ανάλυση αλληλουχία ενισχύεται με αντίδραση PCR 25 κύκλων. 
Το προϊόν αραιώνεται 50 φορές και χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα για την 
αντίδραση HRM. Η αντίδραση πραγματοποιείται ως εξής:  

Υπόστρωμα (50X αραιωμένο προϊόν PCR)    2μl 
EvaGreen (BioRAD)                                            5μl 
Εκκινητής F (10μM)                                         0.5μl 
Εκκινητής R (10μM)                                         0.5 μl 
ddH20                                                                   2μl 

Το πρόγραμμα που χρησιμοποιείται είναι το παρακάτω: 

98oC για 3 λεπτά 
98οC για 3 δευτερόλεπτα 
59οC για 10 δευτερόλεπτα 
Ανάλυση δειγμάτων (plate read) 
Επανάληψη των βημάτων 2,3 και 4 για 35 ακόμη φορές 
Μετάβαση από τους 70.0 οC στους 95.0 οC με ρυθμό 0.2 οC κάθε 5 δευτερόλεπτα 
(δημιουργία καμπύλης τήξης) 
Ανάλυση δειγμάτων (plate read) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 
 

Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής εργασίας ήταν η δημιουργία φυτών N. 
benthamiana με πλήρη καταστολή των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες 
DCL2, DCL3 και DCL4, χρησιμοποιώντας την τεχνολογία CRISPR/Cas9. Τα φυτά αυτά 
θα αποτελέσουν χρήσιμα εργαλεία  για τη μελέτη του ρόλου των DCL πρωτεϊνών και 
την κατανόηση του περίπλοκου δικτύου αλληλεπίδρασης των μονοπατιών στα οποία 
συμμετέχουν, ιδιαίτερα όσον αφορά στην αντιική άμυνα. Επιπλέον, η εργασία αυτή 
είχε ως στόχο τη σύγκριση των φυτικών σειρών πλήρους καταστολής που 
κατασκευάστηκαν μέσω CRISPR/Cas9 με τις σειρές μερικής καταστολής των DCL μέσω 
RNAi (DCLi φυτικές σειρές). Έτσι, πραγματοποιήθηκαν πειράματα μόλυνσης των DCLi 
φυτικών σειρών με τον ιό CMV, καθώς και μολύνσεις φυτών με μερική και πλήρη 
καταστολή της DCL3 με το ιοειδές PSTVd.  
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Αποτελέσματα 

Δημιουργία φυτών που εκφράζουν το σύστημα CRISPR/Cas9 

Για τους σκοπούς της δημιουργίας φυτών N. benthamiana με πλήρη καταστολή των 
DCL2, DCL3 και DCL4 έχει πραγματοποιηθεί στο παρελθόν μεγάλο μέρος από 
φοιτητές στο εργαστήριο, το οποίο είναι απαραίτητο να αναφερθεί προτού 
παρουσιαστούν τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας.  

Το πρώτο βήμα για τη δημιουργία των διαγονιδιακών φυτών ήταν η επιλογή των 
περιοχών-στόχων της Cas9 για κάθε dcl γονίδιο. Επιλέχθηκαν δύο στόχοι για κάθε 
γονίδιο, στις ίδιες περιοχές όπου είχαν σχεδιαστεί στο παρελθόν οι φουρκέτες για 
την καταστολή των DCL (DCLi φυτικές σειρές). Οι περιοχές αυτές επιλέχθηκαν γιατί 
αποτελούν αλληλουχίες μοναδικές για κάθε DCL, επομένως αποφεύγεται η μη ειδική 
στόχευση. Με βάση τις επιλεγμένες αλληλουχίες-στόχους σχεδιάστηκαν και 
κατασκευάστηκαν πλασμίδια για την έκφραση των αντίστοιχων RNA-οδηγών 
(sgRNAs) (Εικόνα 1). Ως φορέας χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο pICH86966 και ως 
υποκινητής ο AtU6p του φυτού Arabidopsis thaliana. Φυτά N. benthamiana αγρίου 
τύπου μετασχηματίστηκαν και προέκυψαν έξι διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν 
sgRNAs, δύο για κάθε DCL (sgDCL2.1, sgDCL2.2, sgDCL3.1, sgDCL3.2, sgDCL4.1, 
sgDCL4.2). Τα φυτά αυτά επιλέχθηκαν με διάσχιση (με βάση την ανθεκτικότητα σε 
αντιβιοτικά), ώστε να έχουν ενσωματώσει το διαγονίδιο μόνο μία φορά. Ο 
σχεδιασμός και η δημιουργία των παραπάνω πλασμιδίων πραγματοποιήθηκε από το 
διδακτορικό φοιτητή Ιωάννη Βλατάκη και τη μεταπτυχιακή φοιτήτρια Βασιλική 
Μιχαλοπούλου. Επιπλέον αποκτήθηκε το πλασμίδιο pK7WGF2::hCas9, για την 
αλληλουχία του οποίου χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινα κωδικόνια (Addgene, 
#46965). Το αμινοτελικό άκρο της Cas9 πρωτεΐνης είναι συντηγμένο με μια πράσινη 
φθορίζουσα πρωτεΐνη (eGFP), υπό τον έλεγχο του υποκινητή p35SCaMV. Ο 
μετασχηματισμός φυτών N. benthamiana με τα πλασμίδια που εκφράζουν τα sgRNAs 
και την Cas9 πραγματοποιήθηκε από την εργαστηριακή ομάδα του  Dr. Michael 
Wassenegger (Ινστιτούτο Φυτικών Ερευνών AlPlanta, Neustadt a.d. Weinstraße, 
Γερμανία).  

 

Κάθε μία από τις έξι διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν sgRNAs διασταυρώθηκε με 
τη διαγονιδιακή σειρά που εκφράζει την Cas9, ώστε να προκύψουν απόγονοι που θα 
εκφράζουν ταυτόχρονα το επιθυμητό RNA-οδηγό και την Cas9. Επιπλέον, οι δύο 
διαγονιδιακές σειρές RNA-οδηγών για κάθε DCL διασταυρώθηκαν μεταξύ τους, ώστε 

Εικόνα 10. Σχηματική απεικόνιση των λειτουργικών περιοχών των DCL2, DCL3 και DCL4. Με πράσινο χρώμα 
υποδεικνύονται οι περιοχές στόχευσης μέσω RNA σίγησης, ενώ με πορτοκαλί οι περιοχές στόχευσης μέσω 
CRISPR/Cas9 (Katsarou et al., 2016).   
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να προκύψουν απόγονοι που θα εκφράζουν ταυτόχρονα δύο sgRNAs για την ίδια DCL. 
Τα φυτά αυτά στη συνέχεια διασταυρώθηκαν με την Cas9 διαγονιδιακή σειρά, με 
σκοπό τη δημιουργία φυτών που θα εκφράζουν ταυτόχρονα και τα τρία ενθέματα. Ο 
στόχος της διαδικασίας αυτής είναι η ταυτόχρονη στόχευση δύο γειτονικών θέσεων 
στο ίδιο γονίδιο, με αποτέλεσμα τη δημιουργία ελλείψεων μεγάλου μήκους.  

Μετά την ολοκλήρωση των διασταυρώσεων, σχεδιάστηκε μία διαδικασία επιλογής 
με σκοπό να καταλήξουμε στα επιθυμητά φυτά, δηλαδή σε φυτά με εξάλειψη 
γονιδίου για κάθε μία από τις DCL2, DCL3 και DCL4. Η διαδικασία αυτή θα πρέπει να 
αναφερθεί συνοπτικά πριν την παρουσίαση των αποτελεσμάτων, ώστε να είναι 
δυνατή η παρακολούθηση των αποτελεσμάτων που αναφέρονται παρακάτω. Τα 
βήματα που ακολουθούνται αναγράφονται συνοπτικά και στην Εικόνα 2.  

1. Η πρώτη γενιά φυτών (C1) ελέγχεται για την παρουσία των αντίστοιχων ενθεμάτων 
(sgRNA(s) και Cas9).  

2. Στα θετικά δείγματα εφαρμόζεται πέψη με Τ7Ε1. Για το σκοπό αυτό ενισχύεται 
τμήμα του γονιδίου της DCL από κάθε φυτό και προκαλείται αποδιάταξη και στη 
συνέχεια πολύ αργή επαναδιάταξη. Με τον τρόπο αυτό, αν στο μείγμα που 
αποδιατάχθηκε υπάρχουν αλυσίδες με διαφορές στην αλληλουχία, θα 
δημιουργηθούν ετερόδιπλα μόρια DNA. Η ενδονουκλεάση Τ7Ε1 αναγνωρίζει τα 
αζευγάρωτα τμήματα και προκαλεί τομές στο DNA, με αποτέλεσμα να 
παρατηρούνται πολλαπλές ζώνες έπειτα από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 
Έτσι, φυτά που έδωσαν πολλαπλή ζώνωση έπειτα από επώαση με Τ7Ε1 επιλέγονται 
ως φορείς μεταλλαγμένων αλληλομόρφων.  
3. Τα επόμενο δείγματα αλληλουχούνται με σκοπό την επιβεβαίωση της ύπαρξης της 
μεταλλαγής, αλλά και για να εξακριβωθεί η φύση της μεταλλαγής αυτής. Από κάθε 
επιλεγμένο φυτό τμήματα DNA κλωνοποιούνται σε πλασμίδιο pGEM (Promega) και 
κατά μέσο όρο 4 κλώνοι ανά φυτό αλληλουχούνται, ώστε να αυξηθούν οι 
πιθανότητες να παρατηρηθεί το αλληλόμορφο.  
4. Με βάση τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, σχεδιάζονται εκκινητές έτσι ώστε ο 
ένας από τους δύο να υβριδίζει πλήρως στο 3’ άκρο του μόνο με το αλληλόμορφο 
αγρίου τύπου. Έτσι καθίσταται εφικτό να επιλεγούν φυτά της επόμενης γενιάς (C2) 
που δεν περιέχουν αλληλόμορφα αγρίου τύπου, καθώς σε αυτά δε θα υπάρχει 
προϊόν ενίσχυσης.  
5. Από τα επιλεγμένα φυτά εντοπίζονται εκείνα που δεν παράγουν τα αντίστοιχα 
μικρά RNAs και επομένως δε θα έχουν λειτουργική DCL. Για το σκοπό αυτό 
πραγματοποιείται στα επιλεγμένα φυτά αγροεμποτισμός του μισού φύλλου με μίγμα 
αγροβακτηρίων που εκφράζουν τη GFP και αγροβακτηρίων που εκφράζουν τη 
φουρκέτα για την καταστολή του μεταγράφου της GFP (GFP+hpGFP) σε αναλογία 1:1. 
Για τον έλεγχο της επιτυχίας του αγροεμποτισμού per se εφαρμόζεται εμποτισμός με 
αγροβακτήριο που εκφράζει τη GFP στο άλλο μισό φύλλο. Τα φυτά παρατηρούνται 
κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία 3 ημέρες μετά τον αγορεμποτισμό (days post 
agroinfiltration – dpa) και συλλέγεται ιστός 6dpa από φύλλα όπου παρατηρείται 
φθορισμός. Δείγματα RNA στη συνέχεια αναλύονται με στύπωμα κατά Northern με 
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τη χρήση ραδιενεργού ανιχνευτή για GFP. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται δυνατή η 
επιλογή φυτών με απουσία του αντίστοιχου πληθυσμού μικρών RNAs (22nt για τη 
DCL2, 24nt για τη DCL3 και 21nt για τη DCL4).  
6. Οι επόμενες γενιές (C3 ή C4) των επιλεγμένων φυτών αναλύονται για την εύρεση 
ομόζυγων μεταλλαγμένων φυτών. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιείται αρχικά η 
μέθοδος T7E1 όπως και προηγουμένως, αλλά εδώ επιλέγονται φυτά με απουσία 
πολλαπλής ζώνωσης, που επομένως θα περιέχουν ένα μόνο αλληλόμορφο. Για να 
εξακριβωθεί η ομοζυγωτία στα φυτά αυτά εφαρμόζεται επιπλέον ανάλυση HRM 
(High Resolution Melt), η οποία βασίζεται στην ποσοτικοποίηση των καμπυλών τήξης 
των προϊόντων της PCR και μπορεί να διακρίνει με μεγάλη ευαισθησία την ύπαρξη 
ενός ή παραπάνω προϊόντων σε ένα μίγμα. Τέλος, τα επιλεγμένα δείγματα 
αλληλουχούνται ως PCR προϊόντα για περαιτέρω επιβεβαίωση της ύπαρξης ενός 
προϊόντος, αλλά και για την ανάλυση του μεταλλαγμένου αλληλομόρφου.  
Παρακάτω θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα για κάθε DCL ξεχωριστά. Σε κάθε 
περίπτωση θα αναφέρεται συνοπτικά τι έχει γίνει προηγουμένως και τι 
πραγματοποιήθηκε κατά την παρούσα εργασία.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Σχηματική απεικόνιση των βημάτων για τη δημιουργία και επιλογή διαγονιδιακών φυτών με 
εξάλειψη γονιδίου για κάθε μία από τις DCL2, DCL3 και DCL4. Με C συμβολίζεται η γενιά των φυτών στην οποία 
πραγματοποιείται η επιλογή.  
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Φυτά με πλήρη καταστολή της DCL2 

Προηγούμενα αποτελέσματα 

Η αρχική πορεία για τα φυτά sg2.1xCas9 και sg2.2xCas9 περιγράφεται στην πτυχιακή 
εργασία της Ελένης Μήττα, όπου ολοκληρώθηκαν μέχρι το στάδιο της αλληλούχησης. 
Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε επιλογή φυτών χωρίς αλληλόμορφο αγρίου τύπου 
και αγροεμποτισμός με GFP και φουρκέτα έναντι της GFP όπως περιγράφεται 
παραπάνω και συλλέχθηκε ιστός 6 ημέρες μετά τον αγροεμποτισμό (Άννα 
Μαθιουδάκη, πρακτική άσκηση). Ακόμη, από τα επιλεγμένα φυτά θετικά για 
μεταλλάξεις πραγματοποιήθηκαν επιπλέον κλωνοποιήσεις με σκοπό την 
αλληλούχηση παραπάνω αλληλομόρφων (Marie Štefková, πρακτική άσκηση).  

 

Αλληλούχηση για τον εντοπισμό μεταλλαγμένων φυτών 

Οι κλωνοποιημένες αλληλουχίες από 4 φυτά sg2.1xCas9 και 2 φυτά sg2.2xCas9 
αλληλουχήθηκαν και αναλύθηκαν. Στον πίνακα 4 καταγράφονται οι κλώνοι που 
αλληλουχήθηκαν κατά την παρούσα εργασία. Στις εικόνες 2 και 3 φαίνονται τα 
συγκεντρωτικά αποτελέσματα της αλληλούχησης για τα φυτά sg2.1xCas9 και 
sg2.2xCas9, μαζί με αυτά που αλληλουχήθηκαν κατά την παρούσα εργασία.  

Πίνακας 3. Κλώνοι από φυτά CR sg2.1xCas9 και CR sg2.2xCas9 που 
αλληλουχήθηκαν κατά την παρούσα εργασία. 
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Εξετάζοντας τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα που προκύπτουν από αλληλούχηση 
κλώνων από φυτά sg2.1xCas9 και sg2.2xCas9, παρατηρούμε ότι στην περίπτωση του 
sg2.1 έχουμε μικρό αριθμό μεταλλαγών, οι περισσότερες από τις οποίες είναι 
αντικαταστάσεις μίας βάσης, ενώ μόνο ένα αλληλόμορφο παρατηρήθηκε να 
εμφανίζει έλλειψη 1 νουκλεοτιδίου. Αντίθετα, στην περίπτωση του sg2.2 έχουμε 
πολύ περισσότερα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα, ενώ οι γενετικές τροποποιήσεις 
περιλαμβάνουν ελλείψεις και προσθήκες ποικίλου μήκους.  

 

 

 

Εικόνα 13. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά sg2.1xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνεται η αλληλουχία του 
στόχου του sg2.2. Τα υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM, ενώ με κόκκινους χαρακτήρες 
σημειώνονται οι γενετικές τροποποιήσεις. 

Εικόνα 12. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά sg2.2xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνεται η αλληλουχία του 
στόχου του sg2.1. Τα υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM, ενώ με κόκκινους χαρακτήρες 
σημειώνονται οι γενετικές τροποποιήσεις. 
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Επιλογή φυτών με απουσία παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22 νουκλεοτιδίων  

Φυτά από δύο φυτικές σειρές sg2.2xCas9 επιλέχθηκαν με βάση την απουσία 
αλληλομόρφου αγρίου τύπου, τα οποία φαίνονται στον πίνακα 4:  

 
 

 

 

 

 

Στα φυτά αυτά πραγματοποιήθηκε αγροεμποτισμός με GFP+hpGFP (βλ. 
Προηγούμενα αποτελέσματα). Από τον αγροεμποτισμένο ιστό πραγματοποιήθηκε 
απομόνωση RNA και στύπωμα κατά Northern για μικρά RNAs. Ακολούθησε εμφάνιση 
με τη χρήση ραδιενεργού ανιχνευτή για GFP. Στην εικόνα 14 φαίνονται τα 
αποτελέσματα από το Northern για τον έλεγχο παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22nt. 
Το μετάγραφο του γονιδίου του U6 χρησιμοποιείται ως δείκτης αναφοράς. Τα 
δείγματα 2.2xCas9 1-18-8,10,11 επιλέχθηκαν ως πιθανά μεταλλάγματα με απουσία 
παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22nt. Τα φυτά αυτά έχουν φυτευθεί στην επόμενη 
γενιά, όπου πρόκειται να αναλυθούν περαιτέρω προκειμένου να εξακριβωθεί ότι 
πρόκειται για φυτά με πλήρη εξάλειψη του γονιδίου της DCL2. 

 

Επιλογή φυτών που εκφράζουν ταυτόχρονα την Cas9 και τους δύο RNA-οδηγούς 
για τη DCL2  

Από τους απογόνους που προέκυψαν από τη διασταύρωση CR sg2.2xsg2.1xCas9 δε 
βρέθηκαν φυτά με ταυτόχρονη έκφραση και των τριών ενθεμάτων στον αρχικό 
έλεγχο (Ελένη Μήττα, πτυχιακή εργασία). Έτσι, φυτεύτηκαν φυτά από νέες 
διασταυρώσεις, οι οποίες έδωσαν τις εξής φυτικές σειρές: CR (2.2-9x2.1-2) 4-5 x Cas9 
2-1-1, CR (2.2-9x2.1-2) 10-5 x Cas9 2-1-1 και CR (2.2-9-5x2.1-2-10) x Cas9 2-1-1. Οι 
απόγονοι ελέγχθηκαν για τα τρία ενθέματα με PCR. Για το σκοπό αυτό, τα δείγματα 

Πίνακας 4. Φυτά C2 CR sg2.2xCas9 που επιλέχθηκαν με βάση την απουσία αλληλομόρφου 
αγρίου τύπου. 

Εικόνα 14. Στύπωμα κατά Northern για μικρά RNAs για τον εντοπισμό φυτών με απουσία παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22nt. 
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ελέγθηκαν αρχικά για την παρουσία του γονιδίου για το sg2.1, χρησιμοποιώντας τους 
εκκινητές CRguide2.1-F και CRsgRNA-R (μέγεθος προϊόντος: 160nt). Όσα δείγματα 
ήταν θετικά ελέγθηκαν στη συνέχεια για την παρουσία του γονιδίου για το sg2.2 με 
τους εκκινητές CRguide2.2-F και CRsgRNA-R (μέγεθος προϊόντος: 156nt). Τέλος, τα 
θετικά δείγματα ελέγχθηκαν για την παρουσία του γονιδίου της Cas9 με τους 
εκκινητές hCas9-F και hCAs9-R (μέγεθος προϊόντος: 717nt) (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, 
Πίνακας 1). Στις  εικόνες 15, 16 και 17 παρουσιάζονται αποτελέσματα από ανάλυση 
σε πήκτωμα αγαρόζης, με πυκνότητα 2% για τα προιόντα των sgRNAs και 1,2% για το 
προϊόν της Cas9.  

 

 

 

 

 

Από τον παραπάνω έλεγχο βρέθηκαν συνολικά 11 φυτά θετικά και για τα τρία 
ενθέματα. Συγκεκριμένα, πρόκειται για τα φυτά: CR (2.2-9x2.1-2) 4-5 x Cas9 2-1-1-

Εικόνα 15. Έλεγχος παρουσίας του γονιδίου για το sg2.1 στα φυτά CR 2.2x2.1xCas9. Οι πρώτες 2 φυτικές σειρές ελέγχθηκαν μαζί, για το λόγο 
αυτό περιλαμβάνουν κοινά δείγματα ελέγχου. Τα φυτά που επιλέχθηκαν ως θετικά επισημαίνονται με αστερίσκο.   

Εικόνα 17. Έλεγχος για την παρουσία του γονιδίου της Cas9 σε φυτά θετικά για sg2.1 και sg2.2. 

Εικόνα 16. Έλεγχος για την παρουσία του γονιδίου για το sg2.2 στα δείγματα που βρέθηκαν θετικά για το sg2.1. Τα δείγματα που επιλέχθηκαν ως θετικά 
επισημαίνονται με αστερίσκο. 
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4,6,8 και CR (2.2-9-5x2.1-2-10) x Cas9 2-1-1-1,4,7,8,10,11,14,17. Από τη φυτική σειρά 
CR (2.2-9x2.1-2) 10-5 x Cas9 2-1-1 δε βρέθηκαν θετικά δείγματα. Προκειμένου να 
αυξηθεί ο αριθμός των φυτών με την παρουσία και των τριών ενθεμάτων, 
φυτεύτηκαν επιπλέον φυτά από τις δύο σειρές όπου βρέθηκαν θετικά δείγματα και 
ελέγχθηκαν εκ νέου. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην εικόνα 18.  

 

Συνολικά βρέθηκαν 15 φυτά θετικά για τα τρία ενθέματα. Τα αποτελέσματα 
συνοψίζονται στον Πίνακα 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18. Έλεγχος επιπλέον φυτών CR sg2.2x2.1xCas9 για την παρουσία των γονιδίων των sg2.1, sg2.2 και Cas9. Τα δείγματα που επιλέχθηκαν ως 
θετικά για sg2.1 και sg2.2 επισημαίνονται με αστερίσκο.  

Πίνακας 5. Σύνοψη αποτελεσμάτων από τον έλεγο των φυτών sg2.2x2.1xCas9 για την παρουσία των 
γονιδίων των sg2.1, sg2.2 και Cas9. 
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Φυτά με πλήρη καταστολή της DCL3 

Προηγούμενα αποτελέσματα 

Η αρχική μελέτη για τα φυτά sg3.1xCas9 και sg3.2xCas9 περιγράφεται στην πτυχιακή 
εργασία της Ελένης Μήττα, όπου ολοκληρώθηκαν μέχρι το στάδιο της αλληλούχησης. 
Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε επιλογή φυτών χωρίς αλληλόμορφο αγρίου τύπου 
και αγροεμποτισμός με GFP+hpGFP όπως περιγράφεται παραπάνω και συλλέχθηκε 
ιστός 6 dpa. Από τον αγροεμποτισμένο ιστό πραγματοποιήθηκε απομόνωση RNA και 
στύπωμα κατά Northern  προσαρμοσμένο για μικρά RNAs. Ακολούθησε εμφάνιση με 
τη χρήση ραδιενεργού ανιχνευτή για τη GFP (Κωνσταντίνα Κατσαρού, 
μεταδιδακτορική ερευνήτρια). Το αποτέλεσμα της ανάλυσης κατά Northern φαίνεται 
στην εικόνα 19. Επιπλέον, τα φυτά CR (sg3.2)x(sg3.1)xCas9 ολοκληρώθηκαν μέχρι το 
στάδιο της κλωνοποίησης με σκοπό την αλληλούχηση (Marie Štefková, πρακτική 
άσκηση).  

 

Επιλογή φυτών ομόζυγων για μεταλλαγή απώλειας λειτουργίας της DCL3  

Βάσει του αποτελέσματος από την ανάλυση σε Northern για τα φυτά sg3.2xCas9, 
εντοπίστηκαν δύο φυτά με απουσία μικρών RNAs μήκους 24 νουκλεοτιδίων: 
sg3.2xCas9 2-2-13 και sg3.2xCas9 2-17-15 (γενιά C2). Επιλέχθηκε η γενιά C4 των 
φυτών αυτών (και όχι η C3) για ανάλυση προς εντοπισμό των επιθυμητών ομόζυγων 
φυτών, καθώς όσο μεγαλύτερη είναι η γενιά τόσο αυξάνουν οι πιθανότητες 
ομοζύγωσης. Αρχικά έγινε προσπάθεια επιλογής μέσω ηλεκτροφόρησης προϊόντος 
PCR σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (τα αποτελέσματα δε δείχνονται). Στη συνέχεια 
όμως επιλέχθηκε η δοκιμή Τ7Ε1 ως πιο κατάλληλη μέθοδος (Lin et al., 2014; Zhu et 
al. 2015). Στη συγκεκριμένη περίπτωση, η δοκιμή T7E1 χρησιμοποιήθηκε με 
αντίστροφο τρόπο σε σχέση με την επιλογή μεταλλαγμένων φυτών: φυτά ομόζυγα 
για ένα αλληλόμορφο αναμένεται να μην παρουσιάσουν ζώνωση μετά από πέψη με 
Τ7Ε1. Αντίθετα, προϊόντα ενίσχυσης από φυτά με περισσότερα από ένα 
αλληλόμορφα θα σχηματίσουν ετερόδιπλα, τα οποία θα κοπούν από την Τ7Ε1 και θα 
εμφανιστεί ζώνωση κατά την ηλεκτροφόρηση (βλ. Συζήτηση). Για την ενίσχυση 
μέρους του γονιδίου της DCL3 χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές LeDCL3b-for και 

Εικόνα 19. Στύπωμα κατά Northern για την επιλογή φυτών στα οποία παρουσιάζουν τα μικρά 
RNAs μήκους 24nt.  
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LeDCL3b-rev (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, Πίνακας 1). Το προΐόν που αναμένεται από 
αυτούς τους εκκινητές έχει μήκος 297 ζεύγη βάσεων. Στις εικόνες 20 και 21 
παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της δοκιμής Τ7Ε1 για τα φυτά που ελέγχθηκαν: C4 
3.2xCas9 2-2-13 (φυτά 1,3,5,7,9) και C4 3.2xCas9 2-17-15 (φυτά 1,7,10,13,14). Τα 
δείγματα έχουν αναλυθεί σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 2,5%. Το δείγμα 
γενωμικού DNA αγρίου τύπου (WT) δεν έχει υποστεί πέψη, όπως και ορισμένα από 
τα δείγματα, τα οποία επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα μεταλλάγματα. 

 

 

Εικόνα 20. Δοκιμή Τ7Ε1 για τα φυτά sg3.2xCas9 2-2-13_1,3,5,7,9. A, C, E, G. Δείγματα μετά από πέψη με Τ7Ε1. B, D, F, 
H. Δείγματα πριν από πέψη με Τ7Ε1. Τα δείγματα που επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα επισημαίνονται με αστερίσκο. 
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Εικόνα 21. Δοκιμή Τ7Ε1 για τα φυτά sg3.2xCas9 2-17-15_1,7,10,13,14. A, B, E, G, H. Δείγματα μετά από πέψη με 
Τ7Ε1. C, D, F, I, J. Δείγματα πριν από πέψη με Τ7Ε1. Τα δείγματα που επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα 
επισημαίνονται με αστερίσκο. Τα δείγματα sg3.2xCas9 2-17-15: 1,7,13,14 ελέγχθηκαν μαζί (Εικόνες 11,12), 
επομένως  έχουν κοινό δείγμα WT.  

Πίνακας 6. Φυτά sg3.2xCas9 που επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα για 
μεταλλαγή απώλειας λειτουργίας της DCL3 με βάση τη δοκιμή Τ7Ε1.  
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Με βάση τη δοκιμή Τ7Ε1 εντοπίστηκαν 7 πιθανά ομόζυγα φυτά από τη σειρά C4 
3.2xCas9 2-2-13 και 10 φυτά από τη σειρά C4 3.2xCas9 2-17-15, τα οποία φαίνονται 
στον Πίνακα 6. Προκειμένου να εντοπιστούν φυτά ομόζυγα για ένα συγκεκριμένο 
μεταλλαγμένο αλληλόμορφο, χρειάζεται να ελεγχθεί μεγάλος αριθμός φυτών. Έτσι, 
η Τ7Ε1 είναι χρήσιμη, γιατί μπορούμε να επιλέξουμε υποψήφια ομόζυγα άτομα μέσα 
από ένα μεγάλο αριθμό δειγμάτων. Ωστόσο, η συγκεκριμένη τεχνική δεν πάντοτε 
ακριβής (βλ. Συζήτηση), επομένως είναι σημαντικό να γίνει περαιτέρω έλεγχος των 
υποψήφιων ομόζυγων φυτών και με άλλες μεθόδους.  

Μία κατάλληλη μέθοδος για τον εντοπισμό ομόζυγων φυτών είναι η ανάλυση High 
Resolution Melt (HRM) με τη χρήση μη ειδικών χρωστικών που προσδένονται στο 
δίκλωνο DNA, όπως είναι η Eva Green (Zaboikin et al., 2017). Οι χρωστικές αυτές 
φθορίζουν περισσότερο όταν είναι προσδεδεμένες στο δίκλωνο DNA. Μετά από 
ενίσχυση της επιθυμητής περιοχής που φέρει τη μεταλλαγή, το δίκλωνο DNA 
θερμαίνεται σταδιακά μέχρι την πλήρη τήξη του. Καθώς οι δίκλωνες περιοχές 
μετατρέπονται σε μονόκλωνες, η χρωστική απελευθερώνεται και το σήμα φθορισμού 
μειώνεται. Συνήθως οι τροποποιημένες αλληλουχίες μέσω NHEJ χαρακτηρίζονται 
από χαμηλότερα Tms (η θερμοκρασία στην οποία έχει συμβεί τήξη στο 50% του 
δίκλωνου DNA), καθώς συχνά το μήκος του προϊόντος ενίσχυσης είναι μικρότερο από 
το αντίστοιχο που προέρχεται από φυτό αγρίου τύπου. Με τον τρόπο αυτό 
μπορούμε, λοιπόν, να διακρίνουμε με μεγάλη ακρίβεια φυτά ομόζυγα για μια 
μεταλλαγή. Οι καμπύλες τήξης που προκύπτουν μετά την HRM ανάλυση δεν μπορούν 
να ερμηνευθούν με ακρίβεια, επομένως χρησιμοποιείται ένας αλγόριθμος που θέτει 
τα δείγματα αγρίου τύπου στον άξονα X. Δείγματα ομόζυγα για μια μεταλλαγή θα 
τοποθετηθούν πάνω από τον άξονα Χ, ενώ δείγματα ετερόζυγα θα τοποθετηθούν 
κάτω από τον άξονα Χ. Στις Εικόνες 22 και 23 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της 
HRM για τα δείγματα που επιλέχθηκαν με βάση τη δοκιμή Τ7Ε1.  

  

 

 

 

 

 

Εικόνα 22. Αποτελέσματα ανάλυσης HRM για τα φυτά sg3.2xCas9 2-
2-13 που επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα μέσω της δοκιμής Τ7Ε1. 
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Με βάση τα αποτελέσματα της HRM ανάλυσης, επιλέχθηκαν ως ομόζυγα τα φυτά 
sg3.2xCas9 2-2-13-7_2,14, καθώς και τα φυτά sg3.2xCas9 2-17-15-13_3,4,7. Τα 
δείγματα αυτά επιλέχθηκαν με βάση τη μορφή της καμπύλης που προκύπτει (Εικόνες 
22 και 23). Στη συνέχεια, τα δείγματα αυτά αλληλουχήθηκαν, για να εξακριβωθεί 
πρώτον ότι υπάρχει όντως ένα μόνο προΐόν και άρα ένα μόνο αλληλόμορφο και 
δεύτερον για να ελεγχθεί η συγκεκριμένη μεταλλαγή. Στην εικόνα παρουσιάζονται τα 
αποτελέσματα αλληλούχησης των προϊόντων PCR που αναγνωρίστηκαν ως ομόζυγα 
με βάση την αλληλούχηση. 
Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24, στη σειρά sg3.2xCas9 2-2-13-7 έχουμε δύο ομόζυγα 
φυτά (2 και 14) με ακριβώς την ίδια μεταλλαγή, μια έλλειψη δύο νουκλεοτιδίων. Η 
μεταλλαγή αυτή αλλάζει το πλαίσιο ανάγνωσης, επομένως θα πρέπει να αλλοιώνει 
τη δομή της πρωτεΐνης από αυτό το σημείο και μετά. Όσον αφορά στα φυτά 
sg3.2xCas9 2-17-15-13, εντοπίστηκαν δύο ομόζυγα φυτά (3 και 4) με ακριβώς την ίδια 
μεταλλαγή. Αυτή τη φορά η μεταλλαγή είναι μια έλλειψη 3 νουκλεοτιδίων, που δεν 
αλλάζει το πλαίσιο ανάγνωσης, επομένως δεν αναμένεται να επηρεάζει τη 
λειτουργικότητα του ενζύμου. Και στις 4 αυτές περιπτώσεις το χρωματογράφημα δεν 
περιέχει κάποια επιπλέον καμπύλη, επομένως πρόκειται για ομόζυγα φυτά. 
Επιπλέον, παρατηρούμε ότι τα φυτά που εντοπίστηκαν ως ομόζυγα με τη μέθοδο 
HRM επιβεβαιώνονται ως ομόζυγα μετά την αλληλούχηση. Εξαίρεση αποτελεί ένα 
δείγμα, το sg3.2xCas9 2-17-15-13-7, στο οποίο το χρωματογράφημα δεν ήταν 
καθαρό, επομένως πρέπει να αλληλουχηθεί εκ νέου. Επιπλέον πρέπει να αναφερθεί 
ότι στην περίπτωση των φυτών sg3.2xCas9 2-2-13 η αλληλούχηση πραγματοποιήθηκε 
με τον εκκινητή LeDCL3b-for, ενώ στην περίπτωση των φυτών sg3.2xCas9 2-17-15 με 
τον εκκινητή LeDCL3b-rev. Για το λόγο αυτό, στη δεύτερη περίπτωση αλληλουχήθηκε 
η συμπληρωματική αλληλουχία, η οποία συμβολίζεται ως «RC» στην Εικόνα 24.  

Εικόνα 23. Αποτελέσματα ανάλυσης HRM για τα φυτά sg3.2xCas9 2-
17-15 που επιλέχθηκαν ως πιθανά ομόζυγα μέσω της δοκιμής Τ7Ε1. 
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Έλεγχος επαναφοράς της λειτουργίας της DCL3 με δοκιμή 
συμπληρωματικότητας 
 
Για περαιτέρω επιβεβαίωση της απουσίας παραγωγής μικρών RNAs μήκους 24 
νουκλεοτιδίων λόγω μεταλλαγής στο γονίδιο της DCL3, σχεδιάστηκε ένα πείραμα με 
το οποίο επανεισάγεται η λειτουργική DCL3 στα φυτά και ελέγχεται κατά πόσον 
αποκαθίσταται η παραγωγή των αντίστοιχων μικρών RNAs. Για το σκοπό αυτό, 
χρησιμοποιήθηκαν τα δύο φυτά που επιλέχθηκαν με βάση την απουσία παραγωγής 
μικρών RNAs μήκους 24 νουκλεοτιδίων, καθώς και φυτό αγρίου τύπου ως δείγμα 
ελέγχου. Σχεδιάστηκε στη συνέχεια ένα πείραμα ως εξής: Εφαρμόστηκε παροδική 
έκφραση του DCL3 γονιδίου της A. thaliana σε συνδυασμό με έκφραση είτε i) 
φουρκέτας έναντι του ιού TiCV (Tomato infectious chlorosis virus) είτε ii) φουρκέτας 
έναντι του mRNA της καψιδιακής πρωτεΐνης του ιού PDV (Prune Dwarf Virus) μαζί με 
το ίδιο το γονίδιο που κωδικοποιεί για την καψιδιακή πρωτεΐνη (οι ιοί αυτοί δεν 
αποτελούν αντικείμενο μελέτης στην παρούσα εργασία, επομένως δεν 
περιγράφονται). Ως συνθήκη αναφοράς χρησιμοποιήθηκε ο άδειος βέκτορας 
pART27. Φυτά εμποτίστηκαν με τα κατάλληλα μίγματα αγροβακτηρίων στο μισό 
φύλλο, ενώ στο άλλο μισό πραγματοποιήθηκε αγροεμποτισμός με GFP όπως 
περιγράφεται και παραπάνω, έτσι ώστε να ελεγχθεί η επιτυχία του αγροεμποτισμού 
per se. Τα φύλλα ελέγχθηκαν για την έκφραση της GFP 3dpa και ο ιστός συλλέχθηκε 
6dpa. Τα παραπάνω πραγματοποιήθηκαν από τη μεταπτυχιακή φοιτήτρια Marie 
Štefková κατά την πρακτική της άσκηση. Στη συνέχεια, δείγματα RNA αναλύθηκαν 
μέσω στυπώματος κατά Northern προσαρμοσμένο για την ανίχνευση μικρών RNAs. 
Πραγματοποιήθηκε επώαση των αντίστοιχων μεμβρανών με ραδιενεργό ανιχνευτή 

Εικόνα 24. Αποτελέσματα αλληλούχησης προϊόντων PCR από τα δείγματα που επιβεβαιώθηκαν ως ομόζυγα και με τις 3 μεθόδους 
(Τ7Ε1, HRM, αλληλούχηση). Για κάθε φυτό φαίνεται το αλληλουχημένο τμήμα που φέρει τη μεταλλαγή, σε στοίχιση με το αντίστοιχο 
τμήμα του αλληλομόρφου αγρίου τύπου, καθώς και το sg3.2.  
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για τον TiCV. Στον Πίνακα 7 παρουσιάζεται η διάταξη του πειράματος. Στην εικόνα 25 
φαίνεται το αποτέλεσμα μετά από εμφάνιση της μεμβράνης με το ραδιενεργό 
ανιχνευτή. Δυστυχώς δεν υπήρξε σήμα έπειτα από επώαση με ραδιενεργό ανιχνευτή, 
επομένως η διαδικασία θα πρέπει να επαναληφθεί στο μέλλον (Εικόνα 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

   Αλληλούχηση για τον εντοπισμό ελλείψεων σε φυτά που εκφράζουν ταυτόχρονα 
τους δύο RNA-οδηγούς για τη DCL3  

Πραγματοποιήθηκε αλληλούχηση των κλώνων από 4 φυτά, τα οποία είχαν επιλεχθεί 
με βάση τη δοκιμή Τ7Ε1 και στη συνέχεια τμήμα από το γονίδιο της DCL3 
κλωνοποιήθηκε (Marie Štefková, πρακτική άσκηση).  Στον Πίνακα 8 φαίνονται οι 
κλώνοι που αλληλουχήθηκαν στην παρούσα εργασία για τα φυτά 
(sg3.2)x(sg3.1)xCas9, ενώ στην Εικόνα 26 φαίνονται τα αποτελέσματα της 
αλληλούχησης.  

Πίνακας 7. Πειραματική διάταξη για τον έλεγχο συμπληρωματικότητας της DCL3. 

Πίνακας 8. Κλώνοι από φυτά (sg3.2)x(sg3.1)xCas9 που 
αλληλουχήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

Εικόνα 25. Αποτελέσματα δύο διαφορετικών Northerns για μικρά RNAs για τη δοκιμασία 
συμπληρωματικότητας της DCL3. Όπως φαίνεται, δεν υπήρξε σήμα μετά από επώαση με ραδιενεργό 
ανιχνευτή.  
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Όπως φαίνεται στα αποτελέσματα της αλληλούχησης (Εικόνα 26), εντοπίζονται 
αρκετές μεταλλαγές και στα δύο σημεία στόχευσης των RNA-οδηγών, κυρίως 
ελλείψεις μικρού μήκους, Ωστόσο, δεν ανιχνεύθηκαν μεγάλες ελλείψεις, όπως αυτές 
που αναμένονται αν συμβούν ταυτόχρονα δύο δίκλωνες θραύσεις στα σημεία που 
στοχεύουν οι δύο RNA-οδηγοί και μετέπειτα αφαίρεση του τμήματος αυτού.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά CR sg3.2xsg3.1xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνονται οι αλληλουχίες-στόχοι των 
sg3.1. και sg3.2.  Τα υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM, ενώ με κόκκινους χαρακτήρες επισημαίνονται οι γενετικές 
τροποποιήσεις. 
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Φυτά με πλήρη καταστολή της DCL4 

Προηγούμενα αποτελέσματα 

Η αρχική διαδικασία για τα φυτά sg4.1xCas9 και sg4.2xCas9 πραγματοποιήθηκε από 
τις Ελένη Μήττα και Marie Štefková. Για τα φυτά sg4.1xCas9 και sg4.2xCas9 
αλληλουχήθηκαν ορισμένα μεταλλαγμένα φυτά, ωστόσο δεν εντοπίστηκαν πολλές 
μεταλλαγές. Έτσι, κλωνοποιήθηκαν επιπλέον αλληλουχίες προς αλληλούχηση (Marie 
Štefková, πρακτική άσκηση).  

Επιπλέον, φυτά με ταυτόχρονη έκφραση των sg4.1, sg4.2 και της Cas9 εντοπίστηκαν 
και ελέγχθηκαν με τη δοκιμή Τ7Ε1 για την παρουσία μεταλλαγών. Δυστυχώς δεν 
υπήρξε κάποιο πρότυπο ζώνωσης διαφορετικό σε σχέση με το δείγμα αγρίου τύπου, 
οπότε δεν ήταν δυνατό να επιλεγούν μεταλλαγμένα φυτά με αυτό τον τρόπο. 
Ωστόσο, τα δείγματα κλωνοποιήθηκαν με σκοπό την αλληλούχηση, καθώς ο αριθμός 
των φυτών ήταν μικρός. Επιπλέον, η δοκιμή Τ7Ε1 ενδέχεται να μην αναγνωρίζει 
διαφορές μίας βάσης (Mashal et al., 1995) (Marie Štefková, πρακτική άσκηση).  

 

Αλληλούχηση για τον εντοπισμό μεταλλαγμένων φυτών   

Στην παρούσα εργασία αλληλουχήθηκαν οι κλώνοι που φαίνονται στον Πίνακα 9. 
Στην εικόνα 27 φαίνονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της αλληλούχησης για τα 
φυτά sg4.1xCas9, ενώ στην εικόνα 28 για 
τα φυτά sg4.2xCas9. Στην περίπτωση του 
sg4.1 εντοπίστηκαν 3 φυτά με μεταλλαγές 
που προκαλούν αλλαγή πλαισίου 
ανάγνωσης. Πιο συγκεκριμένα, στο φυτό 
sg4.1xCas9 1-3 εντοπίστηκε αλληλόμορφο 
με έλλειψη 5 νουκλεοτιδίων, στο φυτό 
sg4.1xCas9 1-7 αλληλόμορφο με 
προσθήκη 1 νουκλεοτιδίου, ενώ στο φυτό 
sg4.1xCas9 1-17 ένα αλληλόμορφο με 
προσθήκη 1 νουκλεοτιδίου και ένα με 
έλλειψη 5 νουκλεοτιδίων. Από την άλλη, 
στην περίπτωση του sg4.2 εντοπίστηκαν 
μόνο ορισμένες αντικαταστάσεις βάσεων, 
επομένως σε φυτά αυτής της σειράς δε 
συνεχίστηκε η ανάλυση. Τα φυτά 
sg4.1xCas9 1-3, 1-7 και 1-17 φυτεύτηκαν 
στην επόμενη γενιά ώστε να ελεγχθούν 
περαιτέρω.  

 

Πίνακας 9. Κλώνοι που αλληλουχήθηκαν στην παρούσα εργασία 
για τα φυτά CR sg4.1xCas9 και CR sg4.2xCas9. 
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Εικόνα 27. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά CR sg4.1xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνεται η αλληλουχία του στόχου του sg4.1. Τα 
υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM, ενώ με κόκκινους χαρακτήρες σημειώνονται οι γενετικές τροποποιήσεις. 

Εικόνα 28. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά CR sg4.2xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνεται η αλληλουχία του στόχου του 
sg4.2. Τα υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM, ενώ με κόκκινους χαρακτήρες σημειώνονται οι γενετικές 
τροποποιήσεις. 
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Επιλογή φυτών με απουσία παραγωγής μικρών RNAs μήκους 21 νουκλεοτιδίων 

Με βάση τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, τα φυτά sg4.1xCas9 1-3, 1-7 και 1-17 
φυτεύτηκαν στην επόμενη γενιά. Στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές 
CRDelDCL4-F και NegDCL4-rev (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, Πίνακας 1) για τον εντοπισμό 
φυτών με απουσία αλληλομόρφου αγρίου τύπου. Το αναμενόμενο μέγεθος του 
προϊόντος είναι 219bp. Στην εικόνα 29 φαίνονται τα αποτελέσματα της PCR μετά από 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2%.  

 

Στα φυτά που βρέθηκαν να μην περιέχουν 
αλληλόμορφα αγρίου τύπου (sg4.1xCas9 1-3-4, και 
sg4.1xCas9 1-7-1 & 1-7-30) πραγματοποιήθηκε 
αγροεμποτισμός με GFP+hpGFP όπως 
περιγράφεται παραπάνω. Ο ιστός συλλέχθηκε, 
απομονώθηκε RNA και πραγματοποιήθηκε 
στύπωμα κατά Northern με χρήση ραδιενεργού 
ανιχνευτή για τη GFP. Δυστυχώς δεν υπήρξε κάποιο 
σήμα έπειτα από επώαση με ραδιενεργό ανιχνευτή 
για GFP, οπότε η δοκιμή θα πρέπει να 
επαναληφθεί. 

Εικόνα 29. Έλεγχος για την επιλογή φυτών 
sg4.1xCas9 χωρίς αλληλόμορφο αγρίου τύπου. 
Τα φυτά που επιλέχθηκαν επισημαίνονται με 
αστερίσκο.  

Εικόνα 30. Στύπωμα κατά Northern για τον 
εντοπισμό φυτών με απουσία παραγωγής μικρών 
RNAs μήκους 21nt. 
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Αλληλούχηση για τον εντοπισμό ελλείψεων σε φυτά που εκφράζουν 
ταυτόχρονα τους δύο RNA-οδηγούς για τη DCL4 

 Όπως αναφέρεται παραπάνω, 
αλληλουχίες από φυτά θετικά για 
sg4.1, sg4.2 και Cas9 έφτασαν μέχρι το 
στάδιο της κλωνοποίησης. Συνολικά 
επιλέχθηκαν 5 φυτά (Πίνακας 10). Τα 
δείγματα αλληλουχήθηκαν και στην 
εικόνα 31 φαίνονται τα 
αποτελέσματα. Δυστυχώς, όλα τα 
δείγματα προέρχονται από 
αλληλόμορφα αγρίου τύπου, οπότε 
δεν ήταν δυνατόν να εντοπιστούν οι 
επιθυμητές ελλείψεις.  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 31. Αποτελέσματα αλληλούχησης για τα φυτά (sg4.2)x(sg4.1)xCas9. Με έντονα γράμματα σημειώνεται η αλληλουχία των στόχων των sg4.1 και  sg4.2. Τα 
υπογραμμισμένα σημεία υποδεικνύουν την αλληλουχία PAM.  

Πίνακας 10. Κλώνοι από φυτά (sg4.2)x(sg4.1)xCas9 που 
αλληλουχήθηκαν κατά την παρούσα εργασία.  
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Έλεγχος μη ειδικής στόχευσης των RNA-οδηγών 

Αν και προηγουμένως η συχνότητα πρόκλησης μεταλλαγών εκτός στόχου στα φυτά 
μέσω του CRISPR/Cas9 θεωρούνταν πολύ χαμηλή (Zhang et al., 2014), νέες μελέτες 
υποδεικνύουν ότι στην Arabidopsis η συχνότητα αυτή είναι μεγαλύτερη από την 
αναμενόμενη (Zhang et al. 2018). Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί πολυάριθμα 
διαδικτυακά εργαλεία για την πρόβλεψη των πιθανών εκτός στόχου μεταλλαγών 
μέσω του CRISPR/Cas9. Ένα από αυτά είναι το εργαλείο Cas-OFFinder 
(http://www.rgenome.net/cas-offinder/), το οποίο επιλέχθηκε για τον έλεγχο των 
RNA-οδηγών για μεταλλαγές εκτός-στόχου στην παρούσα εργασία. Το εργαλείο αυτό 
δίνει τη δυνατότητα εντοπισμού πιθανών αλληλουχιών εκτός στόχου ανάλογα με τον 
αριθμό μη συμπληρωματικών βάσεων (mismatches). Στον πίνακα 11 παρουσιάζονται 
τα αποτελέσματα για κάθε sgRNA. Οι αριθμοί στον πίνακα προκύπτουν από το 
άθροισμα στόχων που σχηματίζουν είτε αζευγάρωτες βάσεις εκατέρωθεν του 
τμήματος DNA που στοχεύεται και του τμήματος του RNA-οδηγού που υβριδίζει με 
το στόχο, είτε στόχων που προκύπτουν από σχηματισμό λούπας είτε στον RNA-
οδηγό, είτε στο DNA-στόχο. Παρατηρούμε ότι στα sg2.1, sg2.2, sg3.1, sg3.2 και sg4.2 
το πρόγραμμα εντοπίζει ένα στόχο ανά RNA-οδηγό, ο οποίος αντιστοιχεί στην 
προβλεπόμενη θέση του αντίστοιχου γονιδίου. Ωστόσο, για το sg4.1 εντοπίστηκαν 2 
διαφορετικοί στόχοι, ο ένας στην αναμενόμενη θέση του DCL4 γονιδίου, ενώ ο ίδιος 
RNA-οδηγός φαίνεται να στοχεύει και σε ένα άλλο γονίδιο, που αναφέρεται ως 
“Ribonuclease 3-like protein 2” στην πλατφόρμα Sol Genomics. Η παρατήρηση αυτή 
θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω στο μέλλον, ώστε να διευκρινιστεί αν όντως το 
sg4.1 στοχεύει και σε άλλη περιοχή του γονιδιώματος. Για όλους τους RNA-οδηγούς 
παρατηρείται αυξανόμενος αριθμός στόχων όσο αυξάνουν οι αζευγάρωτες βάσεις, 
όπως είναι αναμενόμενο.  

Πίνακας 11. Αθροιστικά αποτελέσματα που προκύπτουν από την εισαγωγή των αλληλουχιών των RNA-οδηγών για τις DCL2, DCL3 και DCL4  
στο πρόγραμμα CasOFF-inder. 
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Μελέτη μολυσματικότητας ιών και ιοειδών με σκοπό τη σύγκριση 
φυτών με μερική και πλήρη καταστολή των DCL 

Προκειμένου να δημιουργηθούν πρότυπα σύγκρισης των φυτών N. benthamiana με 
πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων, κρίθηκε χρήσιμο σε πρώτο στάδιο να 
πραγματοποιηθούν ιικές μολύνσεις σε φυτικές σειρές με μερική καταστολή των DCL 
γονιδίων. Σε δεύτερο στάδιο, πραγματοποιήθηκαν μολύνσεις με το ιοειδές PSTVd σε 
φυτά με μερική και πλήρη καταστολή της DCL3, ώστε να γίνει μια άμεση σύγκριση 
της μολυσματικότητας μεταξύ των δύο φυτικών σειρών.  

 

      Μελέτη μολυσματικότητας του ιού CMV σε φυτικές σειρές με μερική καταστολή 
των DCL γονιδίων για τη δημιουργία προτύπων σύγκρισης με τις φυτικές σειρές 
πλήρους καταστολής 

Για τους σκοπούς των μολύνσεων με τον ιό CMV χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω 
DCLi φυτικές σειρές: DCL1.9i, DCL1.13i, DCL2.11i, DCL2.41i, DCL3.1i, DCL3.10i, 
DCL4.9i, DCL4.16i, DCL2/4.5i και DCL2/4.16i, καθώς και συνδυασμοί τους που 
προέκυψαν μέσω διασταυρώσεων. Νεαρά φυτά μολύνθηκαν μηχανικά με τον ιό και 
ο ιστός συλλέχθηκε 1 και 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση. Στις εικόνες 32 και 33  
παρουσιάζονται τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την ανάλυση ολικού RNA με 
στύπωμα κατά Northern και υβριδισμό με DIG RNA ανιχνευτή. Ως ποσοτικός 
μάρτυρας εμφανίζεται η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης έπειτα από χρώση με μπλε του 
μεθυλενίου.  

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την εμφάνιση των Northerns 
ποσοτικοποιήθηκαν και συνδυάστηκαν με τα αποτελέσματα από προηγούμενες 
μολύνσεις DCLi φυτών με τον ιό CMV (Κωνσταντίνα Κατσαρού, μεταδιδακτορική 
ερευνήτρια). Έτσι, στην εικόνα 34 παρουσιάζονται τα γραφήματα που προκύπτουν 
από το σύνολο των μολύνσεων με τον ιό CMV, καθώς και αντιπροσωπευτικά 
Northerns για κάθε φυτική σειρά και για κάθε χρονικό σημείο (1 και 2 εβδομάδες 
μετά τη μόλυνση).  

Όπως φαίνεται στα διαγράμματα της Εικόνας 34, παρατηρούνται αυξημένα επίπεδα 
μολυσματικότητας στις φυτικές σειρές 2/4.5 και 2/4.16 σε σχέση με τα φυτά αγρίου 
τύπου, ενώ στις υπόλοιπες περιπτώσεις όπου καταστέλλεται μία μόνο DCL δεν 
παρατηρείται διαφορά στα επίπεδα του ιού σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου. 
Επιπλέον, στις περιπτώσεις των διασταυρώσεων παρατηρείται αύξηση στα επίπεδα 
του ιού στις σειρές 1.13x2/4.5i, 2/4.16x1.9i, 2/4.16x3.1i και 2/4.5x3.1i. Στις υπόλοιπες 
διασταυρώσεις δεν παρατηρείται κάποια διαφορά των επιπέδων μολυσματικότητας 
σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου. 
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Εικόνα 32. Ανάλυση κατά Northern σε DCLi φυτικές σειρές 1 εβδομάδα μετά τη μόλυνση με τον ιό CMV. Για την εμφάνιση χρησιμοποιήθηκε 
RNA ανιχνευτής σημασμένος με DIG. Στο κάτω μέρος φαίνεται το ολικό RNA μετά από χρώση με μπλε του μεθυλενίου (mb).  
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Εικόνα 33. Ανάλυση κατά Northern σε DCLi φυτικές σειρές 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση με τον ιό CMV. Για την εμφάνιση χρησιμοποιήθηκε 
RNA ανιχνευτής σημασμένος με DIG. Στο κάτω μέρος φαίνεται το ολικό RNA μετά από χρώση με μπλε του μεθυλενίου (mb). 
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Εικόνα 34. Αντιπροσωπευτικά στυπώματα κατά Northern και γραφήματα που δείχνουν τα επίπεδα μολυσματικότητας ανά DCLi φυτική 
σειρά, A. Aπλές DCLi σειρές 1 εβδομάδα μετά τη μόλυνση (1wpi), B. Απλές DCLi σειρές 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση (2wpi), C., D. 
Διασταυρωμένες DCLi σειρές 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση (2wpi). CMV: ανιχνευτής που αναγνωρίζει μέρος του μεταγράφου της CP του ιού 
CMV, mb: ολικό RNA με χρώση μπλε του μεθυλενίου, n: αριθμός φυτών, p value: p<0.01 (**), p<0.001 (***), p<0.0001 (****). Τα γραφήματα 
αντιπροσωπεύουν μετρήσεις που έγιναν με το πρόγραμμα Quantity One 4.4.1 (Biorad). 
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Μελέτη μολυσματικότητας του ιοειδούς PSTVd σε φυτά με μερική και πλήρη 
καταστολή του DCL3 γονιδίου  

Για να συγκριθούν τα επίπεδα μολυσματικότητας του PSTVd σε φυτά με μερική και 
πλήρη καταστολή της DCL3, εφαρμόστηκε αγροεμποτισμός με στέλεχος A. 
tumefaciens που φέρει πλασμίδιο που εκφράζει την (+) αλυσίδα του PSTVd. 
Μολύνθηκαν 8 φυτά αγρίου τύπου, 8 φυτά DCL3.10i (F7 γενιά) και 8 φυτά C5 
sg3.2xCas9 2-2-13-7. Τα αποτελέσματα μετά από ανάλυση κατά Northern φαίνονται 
στην εικόνα 35. Δυστυχώς, τα φυτά δε φαίνεται να έχουν μολυνθεί με ομοιόμορφο 
τρόπο ώστε να μπορεί να υπάρξει σαφές συμπέρασμα, καθώς βλέπουμε διαφορές 
στη μολυσματικότητα ανάμεσα σε φυτά της ίδιας σειράς, οπότε το πείραμα θα 
πρέπει να επαναληφθεί στο μέλλον.  

 

Εικόνα 35. Ανάλυση κατά Northern για τη σύγκριση μολυσματικότητας του PSTVd σε φυτά με μερική και 
πλήρη καταστολή του γονιδίου της DCL3.  
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Συζήτηση  

Το σύστημα CRISPR/Cas9 αποτελεί ένα ιδιαίτερα πολύτιμο εργαλείο στο πεδίο της 
γονιδιακής τροποποίησης και έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς για τη γενετική 
τροποποίηση φυτών (βλ. Εισαγωγή: Χρήση του συστήματος CRISPR/Cas9 στα φυτά). 
Αν και έχει γίνει η χρήση του με επιτυχία σε πληθώρα γονιδίων, η μόνη περίπτωση 
που σχετίζεται με την πλήρη καταστολή dcl γονιδίου μέσω CRISPR/Cas9 σε φυτά είναι 
η εργασία των Yang et al. (2015) που αναφέρει την πλήρη καταστολή του γονιδίου  
της DCL1 της A. thaliana. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε CRISPR/Cas9 για την πλήρη 
καταστολή του dcl1 γονιδίου σε φυτά με καταστολή μεταγράφου των DCL2, DCL3 και 
DCL4, που έχει πραγματοποιηθεί μέσω TILLING. Ωστόσο, στη συγκεκριμένη εργασία 
βασίζουν την παρουσία πλήρους καταστολής της DCL1 αποκλειστικά στα 
φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των φυτών και όχι σε μοριακή ανάλυση, επομένως τα 
αποτελέσματά τους δεν είναι πλήρως τεκμηριωμένα.  

Σε μια πρόσφατη εργασία (Curtin et al., 2018) επιχειρήθηκε η στόχευση γονιδίων που 
εμπλέκονται στο μηχανισμό της σίγησης στη σόγια (Glycine max) και στη μηδική 
(Medicago truncatula). Πιο συγκεκριμένα, η τεχνολογία CRISPR/Cas9 
χρησιμοποιήθηκε για τη στόχευση των δύο παραλόγων DRB2a και DRB2b γονιδίων 
στη σόγια, όπου επιτεύχθηκε η δημιουργία διπλών μεταλλαγμάτων στην πρώτη γενιά 
φυτών (T0), ενώ δείχθηκε ότι οι μεταλλαγές αυτές είναι κληρονομήσιμες στην 
επόμενη γενιά (Τ1). Ακόμη, έγινε προσπάθεια εξάλειψης του DCL3a γονιδίου στη 
σόγια. Ωστόσο, στη συγκεκριμένη περίπτωση, ενώ ανιχνεύθηκαν μεταλλαγές, δεν 
επιτεύχθηκε η κληρονόμηση στην επόμενη γενιά. Στο ίδιο φυτό επίσης στοχεύθηκαν 
τα ομόλογα γονίδια Hen1a και Hen1b, καθώς και το μοναδικό γονίδιο Hen1 στη 
μηδική. Όσον αφορά στη σόγια, δεν κατέστη εφικτό να ταυτοποιηθούν 
μεταλλάγματα. Στη μηδική βρέθηκαν μεταλλάγματα με κληρονομήσιμες 
τροποποιήσεις, ωστόσο οι μεταλλαγές δεν άλλαζαν το πλαίσιο ανάγνωσης, επομένως 
πιθανότατα δεν επηρεάζουν τη λειτουργία του γονιδίου.  

Μία άλλη περίπτωση χρήσης του συστήματος CRISPR/Cas9 για τη στόχευση γονιδίου 
που σχετίζεται με το μηχανισμό της σίγησης περιγράφεται στην εργασία των Ludman 
et al. (2017). Στη συγκεκριμένη εργασία οι ερευνητές εφάρμοσαν το σύστημα 
CRISPR/Cas9 σε φυτά N. benthamiana, με σκοπό την πλήρη καταστολή του γονιδίου 
της πρωτεΐνης AGO2. Στα μεταλλάγματα που προέκυψαν πραγματοποιήθηκε 
μοριακή ανάλυση για την επιβεβαίωση της ύπαρξης μεταλλαγών. Επιπλέον, ago2 
μεταλλάγματα που μολύνθηκαν με τον ιό PVX του γένους Potexvirus εμφάνισαν 
υπερευαισθησία στην ιική μόλυνση (Ludman et al., 2017).  

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η δημιουργία φυτών N. benthamiana με πλήρη 
καταστολή των γονιδίων που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες DCL2, DCL3 και DCL4, μέσω 
εφαρμογής του συστήματος CRISPR/Cas9. Για τους σκοπούς της εργασίας έχει 
πραγματοποιηθεί ήδη μεγάλο μέρος, το οποίο περιγράφεται αναλυτικά στην 
πτυχιακή εργασία της Ελενης Μήττα. Αρχικά σχεδιάστηκαν πλασμίδια έκφρασης 
sgRNAs που στοχεύουν τα επιθυμητά γονίδια σε επιλεγμένα σημεία (Ιωάννης 
Βλατάκης, Βασιλική Μιχαλοπούλου). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε παροδική 
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έκφραση του συστήματος CRISPR/Cas9 σε φυτά N. benthamiana αγρίου τύπου μέσω 
αγροεμποτισμού, ώστε να αξιολογηθεί η λειτουργικότητα των sgRNAs που 
σχεδιάστηκαν. Η λειτουργικότητα επιβεβαιώθηκε μόνο στην περίπτωση της DCL3, 
ενώ δεν υπήρξε ένδειξη λειτουργικότητας του συστήματος για τα γονίδια των DCL2 
και DCL4, ακόμη και όταν χρησιμοποιήθηκαν φυτά με σταθερή έκφραση του 
καταστολέα της σίγησης P19 (Silhavy et al., 2002) ή φυτά με σταθερή έκφραση της 
Cas9 (Ελένη Μήττα). Με τα ίδια πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν για τα παραπάνω 
πειράματα, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός φυτικών κυττάρων N. 
benthamiana με σκοπό τη δημιουργία διαγονιδιακών φυτών που υπερεκφράζουν 
είτε κάποιο sgRNA είτε  την Cas9. Οι φυτικές σειρές δημιουργήθηκαν σε συνεργασία 
με το εργαστήριο Επιγενετικής στο ινστιτούτο φυτικών ερευνών AlPlanta (Neustadt 
a.d. Weinstraße, Γερμανία). 

Πριν χρησιμοποιηθούν αυτές οι φυτικές σειρές για τα επόμενα βήματα της 
διαδικασίας, ήταν απαραίτητος ο υπολογισμός του αριθμού των ενθέσεων για κάθε 
γονίδιο που εισήχθη. Η παραπάνω διαδικασία είναι σημαντική, γιατί η έκφραση των 
διαγονιδίων επηρεάζεται από τον αριθμό ενθέσεων. Ακόμη, σε διαγονιδιακές σειρές 
που φέρουν ένα ένθεμα είναι πιο εύκολη η απομάκρυνσή του με διάσχιση σε 
μετέπειτα γενιές. Η επιλογή φυτών με παρουσία ενός ενθέματος έγινε με βάση την 
ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη, όπου εντοπίστηκαν σειρές με αναλογία 
ανθεκτικότητας 3:1. Τα φυτά που επιλέχθηκαν χρησιμοποιήθηκαν για τις 
απαραίτητες διασταυρώσεις, ώστε να προκύψουν φυτά που θα εκφράζουν και τα 
δύο συστατικά του συστήματος CRISPR/Cas9 (ένα ή δύο sgRNAs και την Cas9) (Ελένη 
Μήττα).  

 

DCL2 

Όσον αφορά στη DCL2, τα φυτά sg2.1xCas9 και sg2.2xCas9 ολοκληρώθηκαν μέχρι το 
στάδιο της επιλογής φυτών της C2 γενιάς τα οποία δεν περιέχουν αλληλόμορφα 
αγρίου τύπου (Ελένη Μήττα, Ευαγγελία Ταχματζίδη, Άννα Μαθιουδάκη). Στην 
παρούσα εργασία, από φυτά με απουσία αλληλομόρφου αγρίου τύπου και έγινε 
απομόνωση ολικού RNA και ανάλυση κατά Northern με τη χρήση ραδιενεργού 
ανιχνευτή, με σκοπό την επιλογή φυτών που δεν παράγουν μικρά RNAs μήκους 22nt. 
Δυστυχώς οι περισσότερες μεμβράνες δεν έδωσαν κάποιο σήμα όταν 
πραγματοποιήθηκε η εμφάνιση με ραδιενεργό ανιχνευτή, επομένως λήφθηκε 
πληροφορία για μικρό αριθμό φυτών. Ωστόσο, συγκρίνοντας με το δείγμα αγρίου 
τύπου, τα δείγματα CR sg2.2xCas9 1-18-8,10,11 επιλέχθηκαν ως πιθανά φυτά με 
απουσία παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22nt και φυτεύτηκαν στην επόμενη γενιά 
για περαιτέρω έλεγχο.  

Το μικρό ποσοστό επιτυχίας των παραπάνω πειραμάτων σχετίζεται με την 
ευαισθησία της συγκεκριμένης διαδικασίας. Προκειμένου να υπάρξει ευκρινές 
αποτέλεσμα στην τελική ανάλυση κατά Northern, ώστε να είναι ορατοί και διακριτοί 
οι διαφορετικοί πληθυσμού μικρών RNAs στη μεμβράνη, πρέπει αρχικά να επαχθεί 
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σωστά ο μηχανισμός της σίγησης μετά από τον αγροεμποτισμό. Ακόμη, πρέπει να 
επιτευχθεί αποτελεσματική απομόνωση του κλάσματος των μικρών RNAs και τα 
δείγματα να αναλυθούν στο πήκτωμα πολυακρυλαμίδης υπό κατάλληλες συνθήκες 
ρεύματος και θερμοκρασίας. Τέλος, η ποιότητα του ραδιενεργού ανιχνευτή θα 
επηρεάσει την ποιότητα του τελικού αποτελέσματος. Το παραπάνω πείραμα θα 
πρέπει να επαναληφθεί, προκειμένου να καταστεί δυνατός ο εντοπισμός 
περισσότερων φυτών με απουσία παραγωγής μικρών RNAs μήκους 22nt, στα οποία 
πιθανότατα υπάρχει πλήρης καταστολή του γονιδίου της DCL2.  

Για τις παραπάνω φυτικές σειρές (sg2.1xCas9 και sg2.2xCas9) πραγματοποιήθηκαν 
παράλληλα επιπλέον κλωνοποιήσεις με σκοπό την αλληλούχηση (Marie Štefková). Τα 
δείγματα αυτά αλληλουχήθηκαν κατά την παρούσα εργασία. Όσον αφορά στα φυτά 
sg2.1xCas9, εντοπίστηκαν μόνο κάποιες αντικαταστάσεις βάσεων. Αντίθετα, στα 
φυτά sg2.2Cas9 εντοπίστηκαν ελλείψεις 1 και 3 νουκλεοτιδίων στο φυτό 1-5, και 
προσθήκη και έλλειψη 1 νουκλεοτιδίου στο φυτό 1-6. Η αλληλούχηση περισσότερων 
φυτών για κάθε φυτική σειρά είναι σημαντική για δύο λόγους. Η N. benthamiana 
είναι αλλοτετραπλοειδής οργανισμός, με αποτέλεσμα να φέρει 4 αλληλόμορφα για 
κάθε γονίδιο. Όσο περισσότεροι κλώνοι από ένα φυτό αλληλουχηθούν, τόσο αυξάνει 
η πιθανότητα να εντοπιστούν όλα τα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα του φυτού αυτού, 
εφόσον υπάρχουν. Επιπλέον, αποκτώντας σαφέστερη εικόνα για τα μεταλλαγμένα 
αλληλόμορφα που έχουν προκύψει σε κάθε φυτική σειρά, μπορούμε να εξάγουμε 
πιο ολοκληρωμένο συμπέρασμα για την αποδοτικότητα του εκάστοτε RNA-οδηγού 
(βλ. παράγραφο RNA-οδηγοί). Τέλος, με την αλληλούχηση μεγάλου αριθμού κλώνων 
μπορεί να γίνει εφικτή η παρουσία χιμαιρικότητας σε ένα φυτό (βλ. παράγραφο 
DCL3).  

Όσον αφορά στα φυτά (sg2.2)x(sg2.1)xCas9, δεν είχε καταστεί δυνατό σε 
προηγούμενη προσπάθεια να εντοπιστούν φυτά με ταυτόχρονη έκφραση των sg2.1, 
sg2.2 και Cas9. Κατά την παρούσα εργασία εντοπίστηκαν 15 φυτά με την ταυτόχρονη 
έκφραση των τριών ενθεμάτων. Σε προϊόντα PCR από ενίσχυση τμήματος του 
γονιδίου της DCL2 από φυτά αυτά εφαρμόστηκε πέψη με Τ7Ε1, με σκοπό τον 
εντοπισμό δειγμάτων με παρουσία ζώνωσης, τα οποία θα επιλεγούν ως 
μεταλλάγματα. Σκοπός της διαδικασίας αυτής είναι ο εντοπισμός φυτών με 
παρουσία ελλείψεων στο γονίδιο της DCL2, που θα προκύψουν λόγω δίκλωνης 
θραύσης του DNA σε δύο γειτονικά σημεία. Αρχικά έγιναν προσπάθειες εντοπισμού 
ελλείψεων μέσω εφαρμογής PCR και ανάλυσης σε πήκτωμα αγαρόζης στην 
περίπτωση των φυτών (sg3.2)x(sg3.1)xCas9 (βλ. Συζήτηση για τη DCL3), αλλά δεν 
κατέστη δυνατός ο εντοπισμός τους, επομένως η προσέγγιση αυτή εγκαταλείφθηκε 
και επιλέχθηκε η δοκιμή Τ7Ε1. Η τεχνική αυτή βασίζεται στην πέψη ετερόδιπλων 
μορίων DNA από το ένζυμο Τ7 Endonuclease I (Déclais et al., 2008), που 
χρησιμοποιείται ευρέως για τον εντοπισμό γενετικών τροποποιήσεων που έχουν 
δημιουργηθεί μέσω του συστήματος CRISPR/Cas9 (Ali et al., 2015; Bortesi et al, 2015). 
Στη συγκεκριμένη περίπτωση, όπου επιχειρήθηκε δοκιμή Τ7Ε1 για τα φυτά  
(sg2.2)x(sg2.1)xCas9, παρουσιάστηκαν τεχνικές δυσκολίες σε επανειλημμένες 
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προσπάθειες ολοκλήρωσης της δοκιμής, ωστόσο το πρόβλημα δεν εξαλείφθηκε και 
οι συνθήκες χρειάζεται να επανεξεταστούν στο μέλλον.  

 

DCL3 

Περνώντας στα αποτελέσματα για τη DCL3, κατά την παρούσα εργασία έγινε 
προσπάθεια εντοπισμού φυτών ομόζυγων για μεταλλαγή πλήρους καταστολής του 
γονιδίου της DCL3. Μετά από ανάλυση κατά Northern που είχε πραγματοποιηθεί στο 
παρελθόν σε φυτά της C2 γενιάς (Νάντια Κατσαρού), επιλέχθηκαν δύο φυτά στα 
οποία φάνηκε να απουσιάζει ο πληθυσμός των μικρών RNAs μήκους 24nt. Τα φυτά 
αυτά είναι τα C2 sg3.2xCas9 2-2-13 και C2 sg3.2xCas9 2-17-15. Τα φυτά αυτά φαίνεται 
να μην έχουν ικανότητα παραγωγής μικρών RNAs 24nt, όμως πιθανότατα είναι 
ετερόζυγα για διαφορετικά μεταλλαγμένα αλληλόμορφα, με αποτέλεσμα να μην 
αποτελούν καθαρές σειρές. Έτσι, μετά τον εντοπισμό φυτών με πλήρη καταστολή του 
επιθυμητού γονιδίου, είναι σημαντικό να σχεδιαστεί μια διαδικασία επιλογής 
ομόζυγων φυτών σε επόμενες γενιές.  

Στην περίπτωση της DCL3, η γενιά C4 των δύο παραπάνω φυτών ελέγχθηκε για την 
ύπαρξη ομόζυγων ατόμων. Αρχικά, έγινε προσπάθεια εντοπισμού ενίσχυσης μικρού 
τμήματος του γονιδίου της DCL3 με PCR και ανάλυση του DNA σε αποδιατακτικό 
πήκτωμα πολυακρυλαμίδης διαφορετικών συγκεντρώσεων. Υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες, τα μόρια DNA αναλύονται στο πήκτωμα και είναι δυνατόν να 
διαχωριστούν μόρια με έστω και μικρή διαφορά στο μέγεθος, εφόσον στο δείγμα 
υπάρχουν περισσότερα από ένα αλληλόμορφα. Αντίθετα, αν το δείγμα προέρχεται 
από ομόζυγο φυτό, θα υπάρχει ένα μόνο προϊόν ενίσχυσης και στο πήκτωμα δε θα 
παρουσιαστεί ζώνωση. Ωστόσο, αποδείχθηκε δύσκολο να εντοπιστούν οι κατάλληλες 
συνθήκες ώστε να ληφθεί το επιθυμητό αποτέλεσμα και τελικά επιλέχθηκε και πάλι 
η Τ7Ε1 ως πιο εύκολη και γρήγορη μέθοδος για τον εντοπισμό ομόζυγων 
μεταλλαγμάτων. Αυτή τη φορά η λογική ήταν η αντίστροφη σε σχέση με τη δοκιμή 
για την επιλογή μεταλλαγμένων φυτών: τα ομόζυγα φυτά αναμένεται να εμφανίσουν 
μία ζώνη μετά από την προσθήκη του ενζύμου Τ7Ε1, καθώς υπάρχει ένα προϊόν 
ενίσχυσης και άρα δε σχηματίζονται ετερόδιπλα μόρια μετά από αποδιάταξη και 
επαναδιάταξη, επομένως δε θα συμβεί πέψη. Αντίθετα, δείγματα από ετερόζυγα 
άτομα θα εμφανίζουν ζώνωση στο πήκτωμα. Με τον τρόπο αυτό επιλέχθηκαν 7 φυτά 
ως πιθανά ομόζυγα από τη φυτική σειρά C4 sg3.2xCas9 2-2-13 και 10 φυτά αντίστοιχα 
από τη φυτική σειρά C4 CR sg3.2xCas9 2-17-15 (βλ. Αποτελέσματα, Πίνακας 6). Η 
δοκιμή Τ7Ε1 ωστόσο δε μπορεί από μόνη της να θεωρηθεί αξιόπιστη. Ενδέχεται το 
ένζυμο να μη λειτούργησε σωστά σε ορισμένα δείγματα, με αποτέλεσμα να ληφθεί 
ψευδώς θετικό αποτέλεσμα. Άλλωστε έχει δειχθεί ότι η λειτουργία του ενζύμου 
επηρεάζεται από τον αριθμό των μη συμπληρωματικών βάσεων και φαίνεται να μην 
είναι αποτελεσματική σε μεταλλάξεις μιας μόνο νουκλεοτιδικής βάσης (Mashal et al., 
1995).  
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Για να ελεγχθεί περαιτέρω η ομοζυγωτία των επιλεγμένων φυτών, επιλέχθηκε η 
ανάλυση High Resolution Melt. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στην ανίχνευση μικρών 
διαφορών στις καμπύλες τήξης προϊόντων PCR, για τον εντοπισμό μικρών διαφορών 
σε αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων. Η οπτικοποίηση καθίσταται εφικτή μέσω 
χρωστικών που προσδένονται στο δίκλωνο DNA και χρήσης PCR πραγματικού χρόνου 
(real-time PCR). Έπειτα, με τα κατάλληλα λογισμικά τα δεδομένα αναλύονται και 
οπτικοποιούνται.  

Με βάση την ανάλυση HRM, δύο μόνο φυτά αποδείχθηκαν ομόζυγα μεταλλάγματα 
από τη σειρά C4 sg3.2xCas9 2-2-13, τα φυτά 7-2 και 7-14. Τα προϊόντα PCR των φυτών 
αυτών αλληλουχήθηκαν και πράγματι, βρέθηκαν ομόζυγα για την ίδια μεταλλαγή, 
μια έλλειψη 2nt. Όσον αφορά στη σειρά C4 sg3.2xCas9 2-17-15, μετά από ανάλυση 
HRM εντοπίστηκαν τρία φυτά ως ομόζυγα, τα 13-3, 13-4 και 13-7. Ωστόσο, στη 
συγκεκριμένη περίπτωση δύο φυτά αποδείχθηκαν ομόζυγα, τα 13-3 και 13-7, τα 
οποία δυστυχώς περιλαμβάνουν την ίδια έλλειψη 3 νουκλεοτιδίων, η οποία δεν 
οδηγεί σε αλλαγή πλαισίου ανάγνωσης και επομένως πιθανότατα δεν οδηγεί σε 
καταστολή της DCL3.  

Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την αλληλούχηση των ομόζυγων φυτών 
δημιουργούν προβληματισμούς. Αρχικά, φαίνεται ότι η δοκιμή Τ7Ε1 μπορεί να δώσει 
συχνά ψευδώς θετικά αποτελέσματα όσον αφορά την ομογυγωτία, αφού δείγματα 
που εμφανίστηκαν ως ομόζυγα με τη μέθοδο αυτή, εμφανίστηκαν ως ετερόζυγα μετά 
από ανάλυση HRM. Επιπλέον, αν πάμε πίσω στη C1 γενιά που έγινε η αρχική 
αλληλούχηση των κλώνων, θα δούμε ότι στο φυτό sg3.2xCas9 2-2 έχουν 
αλληλουχηθεί 3 μεταλλαγμένα αλληλόμορφα με ελλείψεις 1,5 και 6 νουκλεοτιδίων, 
ενώ στη C4 γενιά καταλήγουμε σε ομόζυγο φυτό με έλλειψη 2 νουκλεοτιδίων, άρα 
με ένα αλληλόμορφο που δεν ανιχνεύθηκε στη C1 γενιά που πραγματοποιήθηκε η 
αλληλούχηση (βλ. Ελένη Μήττα, πτυχιακή εργασία). Αυτό θα μπορούσε στην 
περίπτωση αυτή να εξηγηθεί με το ότι έχουν αλληλουχηθεί 3 μόνο αλληλόμορφα από 
το φυτό αυτό, οπότε το 4ο άγνωστο αλληλόμορφο ενδέχεται να είναι η έλλειψη των 
2 νουκλεοτιδίων. Ωστόσο, αν παρατηρήσουμε τα αλληλουχημένα αλληλόμορφα του 
φυτού sg3.2xCas9 2-17, αυτά περιλαμβάνουν ένα αλληλόμορφο αγρίου τύπου, 
καθώς και τρία μεταλλαγμένα αλληλόμορφα – δύο με ελλείψεις 11 και 34 
νουκλεοτιδίων και ένα με προσθήκη 1 νουκλεοτιδίου (βλ. Ελένη Μήττα, πτυχιακή 
εργασία). Τα τελικά ομόζυγα φυτά όμως έχουν έλλειψη 3 νουκλεοτιδίων, γεγονός 
που όχι μόνο δε συνάδει με την αλληλούχηση του αρχικού φυτού, αλλά ούτε με τα 
αποτελέσματα από τη δοκιμασία λειτουργικότητας της DCL3, όπου το φυτό C2 
sg3.2xCas9 2-17-15 φαίνεται να μην παράγει μικρά RNAs 24nt και άρα να έχει συμβεί 
πλήρης καταστολή του γονιδίου της DCL3. Αυτό γιατί μια έλλειψη 3 νουκλεοτιδίων 
επαναφέρει το φυσιολογικό πλαίσιο ανάγνωσης, προκαλώντας την απώλεια ενός 
αμινοξέος, επομένως δεν αναμένεται να επηρεάσει τη λειτουργία του ενζύμου.  

Η ύπαρξη παραπάνω από 4 αλληλομόρφων σε ένα φυτό μπορεί να εξηγηθεί με το 
φαινόμενο της χιμαιρικότητας. Ενδέχεται στην πρώτη γενιά φυτών το σύστημα 
CRISPR/Cas9 να έδρασε σε σωματικά κύτταρα και όχι στα αρχικά κύτταρα του φυτού, 
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με αποτέλεσμα να μη μεταβιβαστεί η τροποποιημένη γενετική πληροφορία σε όλα 
τα κύτταρα του ενήλικου φυτού. Το φαινόμενο αυτό έχει ως αποτέλεσμα η C1 γενιά 
να εμφανίζει διαφορετικές μεταλλαγές σε διαφορετικά μέρη του φυτού (Feng et al., 
2014). Για το λόγο αυτό είναι σημαντικό να πραγματοποιείται η αλληλούχηση 
μεγάλου αριθμού κλώνων ανά φυτό.  

Ένα εύλογο ερώτημα που προκύπτει από τη διαδικασία εύρεσης των ομόζυγων 
φυτών είναι το εξής: Εφόσον το φυτό N. benthamiana είναι αλλοτετραπλοειδές, για 
ποιο λόγο ψάχνουμε ομόζυγα φυτά για ένα μόνο αλληλόμορφο; Ένα 
αλλοτετραπλοειδές φυτό προκύπτει από υβριδισμό μεταξύ δύο συγγενικών ειδών, 
με αποτέλεσμα να φέρει δύο σειρές χρωμοσωμάτων, κάθε μία προερχόμενη από το 
προγονικό είδος. Κατά κανόνα, στα αλλοτετραπλοειδή φυτά συμβαίνει δισωμικός 
ανασυνδυασμός (disomic recombination), καθώς μόνο τα ομόλογα χρωμοσώματα 
που προέρχονται από το ίδιο προγονικό είδος ανασυνδυάζονται κατά τη μείωση. 
Αντίθετα, χρωμοσώματα που είναι μεν ορθόλογα αλλά προέρχονται από 
διαφορετικά προγονικά είδη (homeologous chromosomes) δεν ανασυνδυάζονται.  
Επομένως, θεωρητικά μία μεταλλαγή που θα δημιουργηθεί σε ένα χρωμόσωμα 
μπορεί να μεταφερθεί και στο ομόλογό του, αλλά όχι στα άλλα δύο χρωμοσώματα 
με τα οποία δε θα αλληλεπιδράσει. Ωστόσο, έχει δειχθεί ότι μερικά 
αλλοτετραπλοειδή φυτά παρουσιάζουν κατά τη μείωση μια ενδιάμεση 
συμπεριφορά, με αποτέλεσμα να συμβαίνει αλληλεπίδραση και γενετικός 
ανασυνδυασμός και μεταξύ ορθόλογων χρωμοσωμάτων που δεν προέρχονται από 
το ίδιο προγονικό φυτό (Wu, et al. 2001). Πρόσφατα μάλιστα δείχθηκε ότι το 
φαινόμενο αυτό είναι συχνότερο από το αναμενόμενο στο είδος Arachis hypogaea  
(καλλιεργούμενη φιστικιά) (Leal-Bertioli S. et al., 2015). Έτσι, φαίνεται ότι και στη N. 
benthamiana λαμβάνει χώρα το ίδιο φαινόμενο, τουλάχιστον όσον αφορά στην 
περίπτωση των DCL γονιδίων, με αποτέλεσμα τα φυτά να συμπεριφέρονται μερικώς 
ως αυτοτετραπλοειδή και να πραγματοποιείται ανεξάρτητο ζευγάρωμα των 4 
ορθόλογων χρωμοσωμάτων κατά τη μείωση.  

Αν και αποκτήθηκαν ομόζυγα φυτά στη C4 γενιά, τα οποία προέρχονται από φυτά 
που έδειξαν να μην παράγουν μικρά RNAs μήκους 24nt, και άρα παρουσιάζουν πλήρη 
καταστολή του γονιδίου της DCL3, είναι σημαντικό η δοκιμασία λειτουργικότητας να 
επαναληφθεί και στα ομόζυγα φυτά, ώστε να εξακριβωθεί ότι έχει επιτευχθεί η 
πλήρης καταστολή. Για το σκοπό αυτό έχει ήδη πραγματοποιηθεί συλλογή 
αγροεμποτισμένου ιστού με GFP+GFPhp όπως περιγράφεται στα πειράματα που 
παρουσιάζονται στα αποτελέσματα και αναμένεται η ανάλυση των δειγμάτων με 
στύπωμα κατά Northern και εμφάνιση με ραδιενεργό ανιχνευτή για GFP.   

Όσον αφορά στη δοκιμή συμπληρωματικότητας για τη DCL3, πρόκειται για ένα 
πείραμα που σχεδιάστηκε για να επιβεβαιώσει τα αποτελέσματα που προέκυψαν 
από την ανάλυση κατά Northern για τον εντοπισμό μεταλλαγμάτων με πλήρη 
καταστολή της παραγωγής μικρών RNAs μήκους 24nt. Χρησιμοποιήθηκαν τα δύο 
φυτά που επιλέχθηκαν ως μεταλλάγματα που δεν παράγουν μικρά RNAs (C2 3.2xCas9 
2-2-13 και C2 3.2xCas9 2-17-15). Για τους σκοπούς του πειράματος 
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πραγματοποιήθηκε ένας αριθμός μεταχειρίσεων στα φυτά αυτά, καθώς και σε φυτό 
αγρίου τύπου, που χρησιμοποιήθηκε ως δείγμα ελέγχου. Η λογική του πειράματος 
ήταν να επανεισαχθεί λειτουργική DCL3 στα μεταλλαγμένα φυτά και να ελεγχθεί 
κατά πόσον αποκαθίσταται η παραγωγή μικρών RNAs μήκους 24nt. Για το σκοπό 
αυτό χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο της DCL3 της A. thaliana, ενώ για την παραγωγή 
μικρών RNAs τα οποία θα μπορούν να οπτικοποιηθούν χρησιμοποιήθηκαν δύο 
διαφορετικές μεταχειρίσεις: α) μία φουρκέτα έναντι της καψιδιακής πρωτεΐνης του 
ιού TiCV και β) μία φουρκέτα έναντι της καψιδιακής πρωτεΐνης του ιού PDV, σε 
συνδυασμό με το γονίδιο που εκφράζει την πρωτεΐνη αυτή. Οι δύο αυτές 
μεταχειρίσεις εξυπηρετούν την ίδια λειτουργία που εξυπηρετεί η GFP μαζί με τη 
φουρκέτα για GFP: επάγεται η δράση των λειτουργικών DCL με αποτέλεσμα την 
έντονη παραγωγή μικρών RNAs, τα οποία μπορούν να οπτικοποιηθούν με κατάλληλο 
ανιχνευτή. Για κάθε φυτό εφαρμόστηκε αγροεμποτισμός με συνδυασμό της DCL3 και 
μίας από τις δύο περιπτώσεις φουρκέτας έναντι καψιδιακής πρωτεΐνης. Ως 
μεταχείριση ελέγχου πραγματοποιήθηκε ο ίδιος συνδυασμός αλλά με τον άδειο 
βέκτορα pART27 αντί της DCL3. Επιπλέον, σε όλες τις μεταχειρίσεις συμπεριλήφθηκε 
η εισαγωγή γονιδίου έκφρασης του καταστολέα της σίγησης P19 (Silhavy et al., 2002), 
ώστε να διευκολυνθεί η έκφραση των εισαχθέντων διαγονιδίων.  

Το παραπάνω πείραμα πραγματοποιήθηκε από τη Marie Štefková και η απομόνωση 
RNA από τον αγροεμποτισμένο φυτικό από την Άννα Μαθιουδάκη. Στην παρούσα 
εργασία πραγματοποιήθηκε ανάλυση κατά Northern για τα δείγματα που 
προέρχονται από μεταχείριση με φουρκέτα για τον ιό TiCV. Οι αντίστοιχες μεμβράνες 
επωάστηκαν με ραδιενεργό ανιχνευτή για τον ιό TiCV, ωστόσο μετά την εμφάνιση 
δεν υπήρξε σήμα, επομένως δεν είναι δυνατόν να εξαχθεί κάποιο συμπέρασμα και η 
ανάλυση πρέπει να επαναληφθεί.  

Όσον αφορά στα φυτά (sg3.2)x(sg3.1)xCas9, αρχικά πραγματοποιήθηκε προσπάθεια 
εντοπισμού φυτών με ελλείψεις μεγάλου μήκους (152nt) μέσω ανάλυσης προϊόντων 
PCR σε πήκτωμα αγαρόζης (Marie Štefková) Ωστόσο, δεν κατέστη δυνατός ο 
εντοπισμός ζωνών μικρότερου μεγέθους που θα υποδείκνυαν την ύπαρξη 
ελλείψεων, επομένως η προσέγγιση αυτή εγκαταλείφθηκε. Το ότι δεν εντοπίστηκαν 
ελλείψεις όμως δε σημαίνει απαραίτητα ότι δεν δημιουργήθηκαν σε κανένα φυτό, 
αλλά ότι ενδέχεται να είναι πολύ δύσκολος ο εντοπισμός τους με τη μέθοδο αυτή. 
Κατά τον έλεγχο λειτουργικότητας του συστήματος, πραγματοποιήθηκε παροδικός 
μετασχηματισμός φυτών αγρίου τύπου για την έκφραση της Cas9 και δύο RNA-
οδηγών, ώστε να εκτιμηθεί η λειτουργικότητα μέσω του ελέγχου ύπαρξης ελλείψεων, 
όπως αναφέρεται στην αρχή της Συζήτησης. Ωστόσο, ακόμη και στην περίπτωση του 
παροδικού μετασχηματισμού, όπου τα διαγονίδια εκφράζονται σε μεγαλύτερο 
βαθμό και άρα υπάρχει κορεσμός των συστατικών του μηχανισμού του CRISPR/Cas9, 
παρατηρήθηκε έλλειψη μόνο στην περίπτωση της DCL3. Επομένως, στην αντίστοιχη 
περίπτωση των διαγονιδιακών φυτών, ο εντοπισμός ελλείψεων θα είναι ακόμη πιο 
δύσκολος, αφού θα συμβαίνουν ακόμη πιο σπάνια.  
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στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε αλληλούχηση φυτών από ήδη 
κλωνοποιημένες αλληλουχίες (Marie Štefková). Μετά από ανάλυση των αλληλουχιών 
με το πρόγραμμα MEGA, παρατηρήθηκαν μικρές ελλείψεις και προσθήκες, όπως 
στην περίπτωση της αλληλούχησης φυτών sg3.2xCas9, ωστόσο δυστυχώς δεν 
παρατηρήθηκαν μεγάλες ελλείψεις μήκους 152nt, όπως αναμένεται αν 
δημιουργηθούν δύο δίκλωνες θραύσεις στα σημεία που στοχεύουν οι δύο RNA-
οδηγοί. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της αλληλούχησης από τα φυτά sg3.1xCas9 
και sg3.2xCas9 (βλ. Παράρτημα), το παραπάνω φαινόμενο θα μπορούσε να εξηγηθεί 
από το γεγονός ότι στα φυτά sg3.1xCas9 παρατηρούνται μόνο μερικές ελλείψεις του 
1 νουκλεοτιδίου, επομένως το συγκεκριμένο sgRNA δε φαίνεται να έχει μεγάλη 
απόδοση στη στόχευση. Αντίθετα, στα φυτά sg3.2xCas9 παρατηρούνται 
περισσότερες μεταλλαγές που περιλαμβάνουν ελλείψεις και προσθήκες 
μεγαλύτερου μήκους. Επομένως, ενδέχεται παρόλο που τα δύο sgRNAs βρίσκονται 
ταυτόχρονα στο κύτταρο, το ένα να μην είναι ιδιαίτερα αποδοτικό, με αποτέλεσμα 
να είναι σπάνιο να δημιουργηθούν ταυτόχρονα δύο δίκλωνες θραύσεις ώστε να 
προκύψουν μεγάλες ελλείψεις. Αξίζει ωστόσο να παρατηρηθεί ότι στα αποτελέσματα 
της αλληλούχησης των φυτών (sg3.2)x(sg3.1)xCas9 στο τμήμα που στοχεύει το sg3.1 
δεν υπάρχουν μόνο ελλείψεις και προσθήκες του ενός νουκλεοτιδίου ή 
αντικαταστάσεις, αλλά παρατηρούνται και ορισμένες μεγαλύτερες ελλείψεις, ενώ η 
συχνότητα των μεταλλαγών είναι μεγαλύτερη από ό,τι παρατηρήθηκε στα 
αποτελέσματα της αλληλούχησης των φυτών sg3.1xCas9. Αυτό το γεγονός 
παρουσιάζει ενδιαφέρον, γιατί φαίνεται το sg3.1 να έχει λειτουργήσει πιο 
αποτελεσματικά στη στόχευση όταν συνυπάρχει με το sg3.2. Βέβαια, για να υπάρξει 
μια πιο ολοκληρωμένη εικόνα του φαινομένου θα πρέπει να αλληλουχηθεί 
μεγαλύτερος αριθμός κλώνων (βλ. παράγραφο: Αποδοτικότητα στόχευσης των RNA-
οδηγών).  

DCL4 

Παρατηρώντας τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, στα φυτά sg4.1xCas9 
παρατηρούνται 3 φυτά με μεταλλαγμένα αλληλόμορφα. Συγκεκριμένα, στο φυτό 
4.1xCas9 1-3 παρατηρούνται μία νουκλεοτιδική αντικατάσταση και μία έλλειψη 5 
νουκλεοτιδίων, ενώ 2 επιπλέον αντικαταστάσεις είναι σε πολύ απομακρυσμένα 
σημεία σε σχέση με το σημείο στόχευσης του sgRNA, επομένως δε θεωρούνται 
έγκυρες. Στο φυτό 4.1xCas9 1-7 παρατηρείται μία αντικατάσταση και μία προσθήκη 
1 νουκλεοτιδίου, ενώ στο φυτό 4.1xCas9 1-17 παρατηρούνται μία προσθήκη 1 
νουκλεοτιδίου και μία έλλειψη 5 νουκλεοτιδίων. Στα υπόλοιπα φυτά που 
αλληλουχήθηκαν παρατηρήθηκαν μόνο αλληλόμορφα αγρίου τύπου. Από την άλλη, 
στα φυτά sg4.2xCas9 παρατηρήθηκαν μόνο 2 περιπτώσεις αντικαταστάσεων. Η 
απόδοση της στόχευσης, δηλαδή, και των δύο RNA-οδηγών φαίνεται αρκετά χαμηλή 
(βλ. παράγραφο: Αποδοτικότητα στόχευσης των RNA-οδηγών).  

Με βάση τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, επιλέχθηκαν και φυτεύτηκαν στην 
επόμενη γενιά μόνο τα φυτά sg4.1xCas9 1-3, 1-7 και 1-17. Δυστυχώς στην περίπτωση 
των φυτών 1-17 τα σπέρματα που είχαν συλλεχθεί στο παρελθόν ήταν ελάχιστα, με 
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αποτέλεσμα να επιβιώσουν μόνο 2 απόγονοι στη C2 γενιά. Όσον αφορά στα φυτά 1-
3, επίσης επιβίωσε μικρός αριθμός απογόνων. Με βάση τις μεταλλαγές που 
παρατηρήθηκαν, σχεδιάστηκε κατάλληλος εκκινητής (NegDCL4-rev, βλ. Υλικά και 
Μέθοδοι, Πίνακας 1) που να μπορεί να υβριδίσει μόνο στο αλληλόμορφο αγρίου 
τύπου, ενώ στις μεταλλαγμένες αλληλουχίες το 3’ άκρο του δεν υβριδίζει, με 
αποτέλεσμα να μη μπορεί να επιτευχθεί η ενίσχυση κατά την αντίδραση PCR. Με τον 
τρόπο αυτό, θα υπάρξει προϊόν ενίσχυσης μόνο σε δείγματα φυτών που περιέχουν 
τουλάχιστον ένα αλληλόμορφο αγρίου τύπου. Στην περίπτωση όπου και τα 4 
αλληλόμορφα φέρουν τη μεταλλαγή, δε θα υπάρξει προϊόν ενίσχυσης. Με βάση την 
αντίδραση αυτή, επιλέχθηκαν 3 μόνο φυτά με απουσία προϊόντος ενίσχυσης: τα 
sg4.1xCas9 1-3-4, 1-7-1 και 1-7-30. Στη συνέχεια στα φυτά αυτά πραγματοποιήθηκε 
δοκιμασία λειτουργικότητας όπως περιγράφεται στις περιπτώσεις των DCL2 και 
DCL3. Πραγματοποιήθηκε δηλαδή αγροεμποτισμός με GFP+hpGFP και στη συνέχεια 
ο ιστός συλλέχθηκε, πραγματοποιήθηκε στύπωμα κατά Northern για μικρά RNAs και 
εμφάνιση με ραδιενεργό ανιχνευτή για GFP. Δυστυχώς δεν ήταν δυνατό να ληφθεί 
πληροφορία για την ικανότητα παραγωγής μικρών RNAs στα φυτά αυτά, καθώς δεν 
εμφανίστηκε σήμα έπειτα από επώαση με ραδιενεργό ανιχνευτή. Καθώς βλέπουμε 
κάποιο σήμα στην περίπτωση των δειγμάτων αγρίου τύπου, μπορούμε να 
υποθέσουμε ότι δεν πραγματοποιήθηκε αποτελεσματικά ο αγροεμποτισμός στην 
περίπτωση των φυτών sg4.1xCas9 1-3-4, 1-7-1 και 1-7-30, με αποτέλεσμα να μην 
παραχθούν σε μεγάλες ποσότητες τα μικρά RNAs ώστε να είναι ανιχνεύσιμα.   

Τα παραπάνω φυτά έχουν ήδη φυτευτεί στην επόμενη γενιά, όπου η διαδικασία 
επιλογής φυτών χωρίς αλληλόμορφο αγρίου τύπου και η δοκιμασία 
λειτουργικότητας της DCL4 θα επαναληφθούν.  

Όσον αφορά στα φυτά (sg4.2)x(sg4.1)xCas9, 
από τα αποτελέσματα της αλληλούχησης 
παρατηρούμε ότι όλοι οι κλώνοι που 
αλληλουχήθηκαν προέρχονται από 
αλληλόμορφα αγρίου τύπου. Το παραπάνω 
μπορεί να θεωρηθεί ότι σχετίζεται με τη χαμηλή 
αποδοτικότητα στόχευσης των δύο RNA-
οδηγών. Επιπλέον, προτού τα δείγματα αυτά 
κλωνοποιηθούν, έγινε προσπάθεια επιλογής 
μεταλλαγμένων φυτών (sg4.2)x(sg4.1)xCas9 
μέσω της δοκιμής Τ7Ε1 (Marie Štefková). Όπως 
φαίνεται στην εικόνα 36, στα φυτά που 
ελέγχθηκαν δεν παρουσιάστηκε κάποιο 
πρότυπο ζώνωσης διαφορετικό από ό,τι στο 
δείγμα αγρίου τύπου. Πιθανότατα όλα τα δείγματα να προέρχονταν από φυτά αγρίου 
τύπου, ωστόσο επειδή ήταν λίγα σε αριθμό (5 φυτά) αποφασίστηκε να 
αλλληλουχηθούν όλα. Τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, ωστόσο, υποδεικνύουν 
ότι δεν υπάρχει κάποιο μεταλλαγμένο αλληλόμορφο στα φυτά αυτά.  

Εικόνα 36. Δοκιμή Τ7Ε1 για τα φυτά sg4.2xsg4.1xCas9.
Στο πάνω μέρος του πηκτώματος φαίνονται τα 
δείγματα μετά από πέψη με Τ7Ε1, ενώ στο κάτω μέρος 
τα δέιγματα πριν από πέψη με Τ7Ε1. Η ανάλυση έγινε 
σε πήκτωμα αγαρόζης 2,5% (MS).  
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Έλεγχος για μη ειδική στόχευση των RNA-οδηγών 

Για τον έλεγχο της μη ειδικής στόχευσης των RNA-οδηγών χρησιμοποιήθηκε το 
διαδικτυακό πρόγραμμα Cas-OFFinder. Για την εξαγωγή των αποτελεσμάτων 
επιλέχθηκε το γονιδίωμα της N. benthamiana και εισήχθησαν ξεχωριστά οι RNA-
οδηγοί. Το πρόγραμμα αυτό έχει τη δυνατότητα να υπολογίσει τον αριθμό στόχων με 
βάση τον αριθμό αζευγάρωτων βάσεων μεταξύ sgRNA και στόχου, αλλά και με βάση 
του μεγέθους της θηλιάς (bulge) που σχηματίζεται είτε στο sgRNA είτε στο DNA-
στόχο, όταν κατά τον υβριδισμό προεξέχουν κάποια αζευγάρωτα νουκλεοτίδια. Έτσι 
στις παραμέτρους επιλέχθηκε ως μέγιστος αριθμός αζευγάρωτων βάσεων οι 3 
βάσεις, ενώ ως μέγιστος αριθμός νουκλεοτιδίων που σχηματίζουν θηλιά τα 2 
νουκλεοτίδια. Με βάση τα δεδομένα αυτά, προέκυψε ένα σύνολο αποτελεσμάτων 
για κάθε RNA-οδηγό. Στο παράρτημα παρατίθενται οι αρχικοί πίνακες που 
προέκυψαν από τη χρήση του προγράμματος Cas-OFFinder.  

 

Αποδοτικότητα στόχευσης των RNA-οδηγών 

Στην παρούσα εργασία κρίθηκε χρήσιμο να σχολιαστούν οι παράμετροι που 
ενδέχεται να επηρεάσουν την αποδοτικότητα της στόχευσης των RNA-οδηγών, 
καθώς και οι παράγοντες αυτοί να συσχετιστούν με τα αποτελέσματα που 
προκύπτουν έπειτα από την αλληλούχηση. Μία βασική παράμετρος που μπορεί να 
επηρεάσει την αποτελεσματικότητα της στόχευσης ενός RNA-οδηγού είναι το 
ποσοστό της αλληλουχίας του σε GC (%GC). Στα φυτά, στα ζώα και σε μονοκύτταρους 
οργανισμούς, RNA-οδηγοί με ποσοστό GC μεγαλύτερο από 50% συχνά αναφέρονται 
ως πιο αποδοτικοί στη στόχευση (Feng et al., 2014; Wang et al., 2014; Bortesi et al., 
2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Στον πίνακα 12 φαίνεται η περιεκτικότητα κάθε RNA-οδηγού σε GC (%). Όπως 
δείχθηκε με βάση τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, το sg2.2 είναι πιο 
αποτελεσματικό στη στόχευση από ό,τι το sg2.1, γεγονός που συνάδει με την 
περιεκτικότητά τους σε GC, αφού το sg2.1 περιέχει 40% GC, ενώ το sg2.2 50% GC. Το 

Πίνακας 12. Περιεκτικότητα των RNA-οδηγών σε GC (%). 
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ίδιο συμβαίνει με τα sg4.1 (50% GC) και sg4.2 (30% GC), όπου και εδώ το sg4.1 έδειξε 
μεγαλύτερη αποδοτικότητα στόχευσης. Ωστόσο, στα sg3.1 και sg3.2 δεν 
παρατηρείται το ίδιο φαινόμενο, καθώς το sg3.2 περιέχει 42% GC και έδειξε τη 
μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα στόχευσης σε σχέση με τους υπόλοιπους RNA-
οδηγούς, ενώ το sg3.1 με ποσοστό GC 55% έδειξε πολύ χαμηλή αποδοτικότητα. 
Βέβαια, ένας παράγοντας που μπορεί να εξηγήσει τη μεγαλύτερη 
αποτελεσματικότητα του sg3.2 είναι το μήκος του. Ο συγκεκριμένος RNA-οδηγός 
είναι ο μόνος με μήκος 19 νουκλεοτιδίων, ενώ οι υπόλοιποι έχουν μήκος 20 
νουκλεοτιδίων.  

Η αποδοτικότητα των RNA-οδηγών στη στόχευση σχετίζεται ακόμη με το αν 
στοχεύεται η μεταγραφόμενη (μη κωδική) ή η μη μεταγραφόμενη (κωδική) αλυσίδα 
του γονιδίου-στόχου. Έχει δειχθεί ότι τα sgRNAs που στοχεύουν τη μη 
μεταγραφόμενη αλυσίδα είναι πιο αποδοτικά σε σχέση με αυτά που στοχεύουν τη 
μεταγραφόμενη αλυσίδα (Wang et al., 2014). Θα είχε ενδιαφέρον η συγκεκριμένη 
παράμετρος να ελεγχθεί για τα sgRNAs που χρσιμοποιούνται στην παρούσα εργασία.  

Μία ακόμη παράμετρο αποτελεί το γεγονός ότι η Cas9 κατά προτίμηση προσδένεται 
σε sgRNAs που περιέχουν πουρινικά κατάλοιπα στις 4 τελευταίες θέσεις της 
αλληλουχίας που αντιπροσωπεύει το σημείο πρόσδεσης με το στόχο (Wang et al., 
2014). Στη δική μας περίπτωση η συνθήκη αυτή δεν καλύπτεται από κανένα από τους 
6 RNA-οδηγούς. Ωστόσο, αν συσχετίσουμε τις 4 τελευταίες θέσεις σε κάθε 
αλληλουχία στόχο, παρατηρούμε το εξής: στα 3 πιο αποδοτικά sgRNAs (sg2.2, sg3.2, 
sg4.1), υπάρχουν 2 πουρινικά κατάλοιπα στις 4 τελευταίες θέσεις που υβριδίζουν με 
το στόχο. Αντίθετα στα 3 sgRNAs που εμφανίζουν χαμηλότερη αποδοτικότητα (sg2.1, 
sg3.1, sg4.2), υπάρχει αντίστοιχα ένα μόνο πουρινικό κατάλοιπο στις 4 τελευταίες 
θέσεις που υβριδίζουν με το στόχο. Επομένως, η παράμετρος αυτή ενδέχεται να 
σχετίζεται με τα παρατηρηθέντα αποτελέσματα όσον αφορά στην αποδοτικότητα 
των RNA-οδηγών.  

Φυσικά, υπάρχουν αρκετοί ακόμη παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την 
αποδοτικότητα της στόχευσης, όπως είναι ο βαθμός έκφρασης του ενθέματος που 
είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση του sgRNA. Ακόμη, είναι σημαντική η δημιουργία 
δευτεροταγών δομών στο sgRNA, που ενδέχεται να επηρεάσουν την πρόσδεσή του 
στο στόχο (Bortesi et al., 2016).  

 

Σύγκριση λειτουργικότητας φυτών με πλήρη και μερική καταστολή των DCL 
γονιδίων 

Τα φυτά με πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων μέσω CRISPR/Cas9 θα πρέπει 
μελλοντικά να συγκριθούν με τα φυτά που παρουσιάζουν μερική καταστολή των DCL 
(DCLi φυτικές σειρές) (Dadami et al., 2013; Katsarou et al., 2016). Έτσι, κατά την 
παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε μελέτη μολυσματικότητας του ιού CMV 
(στέλεχος CMVGR21) στις διαφορετικές DCLi σειρές, καθώς και σε διασταυρώσεις τους. 
Τέτοιου είδους πειράματα μπορούν να λειτουργήσουν ως πρότυπο σύγκρισης για τα 
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φυτά με πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε μελέτη 
μολυσματικότητας του ιοειδούς PSTVd σε φυτά με πλήρη και μερική καταστολή της 
DCL3, καθώς στην περίπτωση της DCL3 αποκτήθηκαν ομόζυγα φυτά με πλήρη 
καταστολή της DCL3.  

Στην περίπτωση μελέτης μολυσματικότητας του ιού CMV σε DCLi φυτικές σειρές, ο 
στόχος ήταν να ελεγχθεί με στύπωμα κατά Northern αν υπάρχει διαφορά στα 
επίπεδα μολυσματικότητας στις διαφορετικές σειρές μερικής καταστολής. Για το 
σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν μηχανικές μολύνσεις και συλλέχθηκε ιστός 1 και 2 
εβδομάδες μετά τη μόλυνση. Με βάση τα αποτελέσματα, παρατηρείται αύξηση της 
μολυσματικότητας του ιού στις δύο φυτικές σειρές με ταυτόχρονη καταστολή των 
DCL2 και DCL4 (DCL2/4.5i και DCL2/4.16i) σε σχέση με τα φυτά αγρίου τύπου, ενώ 
δεν παρατηρείται κάποια διαφορά στις υπόλοιπες σειρές (DCL1.9i, DCL1.13i, 
DCL2.11i, DCL2.41i, DCL3.1i, DCL3.10i, DCL4.9i, DCL4.16i). Το αποτέλεσμα αυτό 
συνάδει εν μέρει με τα βιβλιογραφικά δεδομένα που υπάρχουν (Fusaro et al., 2006; 
Bouché et al., 2006). Πιο συγκεκριμένα, έχει δειχθεί ότι οι βασικές πρωτεΐνες που 
δρουν στην αντιική άμυνα είναι οι DCL4 και DCL2 (Deleris et al., 2006). Επομένως, 
αναμένεται στην περίπτωση της καταστολής μίας εκ των δύο αυτών πρωτεΐνών 
(φυτικές σειρές DCL2.11i, DCL2.41i, DCL4.9i, DCL4.16i) ή της ταυτόχρονης καταστολής 
και των δύο πρωτεϊνών (φυτικές σειρές DCL2/4.5i και DCL2/4.16i) να παρατηρηθεί 
αύξηση στα επίπεδα μολυσματικότητας του ιού. Το γεγονός ότι παρατηρείται 
διαφορά μόνο στις σειρές με ταυτόχρονη καταστολή των DCL2 και DCL4 και όχι στις 
απλές σειρές μπορεί να εξηγηθεί από την παρουσία πρωτεΐνης καταστολέα της 
σίγησης στον ιό CMV. Συγκεκριμένα, ο CMV εκφράζει την πρωτεΐνη 2b, η οποία 
επιτρέπει την παρεμπόδιση της συστημικής σίγησης και της δράσης του σαλικυλικού 
οξέος στην αντιική άμυνα (Béclin et al., 1998; Zhou et al., 2014). Ακόμη, έχει δειχθεί 
ότι η πρωτεΐνη 2b οδηγεί σε μείωση της συσσώρευσης μικρών RNAs ιικής 
προέλευσης μήκους 21, 22 και 24 νουκλεοτιδίων (Diaz-Pendon et al., 2007).  Με βάση 
τα παραπάνω, μπορεί να θεωρηθεί ότι εφόσον η ίδια η πρωτεΐνη 2b μειώνει τα 
επίπεδα της σίγησης σε όλες τις φυτικές σειρές, συμπεριλαμβανομένων των φυτών 
αγρίου τύπου, δεν είναι ορατή η διαφορά μολυσματικότητας στις απλές σειρές 
καταστολής της DCL4 ή της DCL2. Αντίθετα, όταν καταστέλλονται οι DCL4 και DCL2 
ταυτόχρονα, τα επίπεδα της σίγησης μείωνονται αρκετά ώστε να υπερβαίνουν τη 
μείωση της σίγησης που προκαλεί η πρωτεΐνη 2b, επομένως υπάρχει εμφανής 
διαφορά στα επίπεδα μολυσματικότητας του ιού, τα οποία φαίνονται αυξημένα. Με 
βάση τα παραπάνω μπορούν να εξηγηθούν τα αποτελέσματα που προκύπτουν και 
από τις διασταυρωμένες DCLi φυτικές σειρές. Στη συγκεκριμένη περίπτωση 
παρατηρούμε ότι υπάρχει αυξημένη μολυσματικότητα του CMV στις διασταυρώσεις 
1.13x2/4.5i, 2/4.16x1.9i, 2/4.16x3.1i και 2/4.5x3.1i, ενώ στις υπόλοιπες 
διασταυρώσεις δεν παρατηρείται κάποια στατιστικά σημαντική διαφορά σε σχέση με 
τα φυτά αγρίου τύπου.  Οι 4 παραπάνω διασταυρώσεις περιλαμβάνουν πάντοτε μία 
από της σειρές ταυτόχρονης καταστολής των DCL4 και DCL2 πρωτεϊνών, καθώς και 
κάποια σειρά με καταστολή της DCL1 ή της DCL3. Φαίνεται, λοιπόν, ότι προκειμένου 
να υπάρχουν εμφανείς διαφορές στα επίπεδα μολυσματικότητας του CMV παρουσία 
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του καταστολέα 2b, πρέπει να καταστέλλονται ταυτόχρονα οι DCL4 και DCL2 
πρωτεΐνες. Στο μέλλον θα είναι ενδιαφέρον να πραγματοποιηθούν αντίστοιχα 
πειράματα σε φυτά με πλήρη καταστολή των DCL γονιδίων και να γίνει σύγκριση των 
αποτελεσμάτων με αυτά που προέκυψαν από τις DCLi φυτικές σειρές.  

Όσον αφορά στη μελέτη μολυσματικότητας του ιοειδούς PSTVd σε φυτά με μερική 
και πλήρη καταστολή της DCL3, πραγματοποιήθηκε αγροεμποτισμός με το ιοειδές 
PSTVd σε φυτά DC3.10i (T7) και σε φυτά C5 sg3.2xCas9 2-2-13-7 (ομόζυγα φυτά με 
πλήρη καταστολή της DCL3). Ο ιστός συλλέχθηκε 3 εβδομάδες μετά τη μόλυνση και 
έγινε ανάλυση με στύπωμα τύπου Northern. Με βάση τη βιβλιογραφία (Dadami et 
al., 2013), δεν αναμένεται κάποια διαφορά στα επίπεδα μολυσματικότητας μεταξύ 
φυτών αγρίου τύπου και φυτών με μερική καταστολή της DCL3. Θα ήταν ενδιαφέρον 
όμως να διερευνηθεί κατά πόσον υπάρχει κάποια ορατή διαφορά στην περίπτωση 
των φυτών με πλήρη καταστολή της DCL3. Δυστυχώς οι μολύνσεις στη συγκεκριμένη 
περίπτωση δε φαίνεται να πραγματοποιήθηκαν με  ομοιόμορφο τρόπο, με 
αποτέλεσμα να μη μπορεί να εξαχθεί κάποιο συμπέρασμα, επομένως θα πρέπει να 
επαναληφθούν.  

Συνοψίζοντας, κατά την παρούσα εργασία έγινε χρήση τεχνικών με σκοπό τον 
εντοπισμό των επιθυμητών φυτών με πλήρη καταστολή των γονιδίων DCL2, DCL3 και 
DCL4, η οποία έχει προκληθεί μέσω της τεχνολογίας CRISPR/Cas9. Με βάση τα 
προηγούμενα αποτελέσματα, καθώς και αυτά που προέκυψαν από την παρούσα 
εργασία, φαίνεται ότι η διαδικασία εύρεσης των επιθυμητών φυτών έχει σχεδόν 
ολοκληρωθεί. Συγκεκριμένα, όσον αφορά στη DCL3 έχουμε καταλήξει σε ομόζυγα 
φυτά για μεταλλαγή που οδηγεί σε αλλαγή πλαισίου ανάγνωσης, ενώ προέρχονται 
από φυτά που φαίνεται να μην παράγουν μικρά RNAs 24nt. Είναι σημαντικό, ωστόσο, 
στο μέλλον τα φυτά αυτά να ελεγχθούν εκ νέου ως προς την ικανότητα παραγωγής 
μικρών RNAs 24nt. Ως προς τη DCL2 έχουν εντοπιστεί φυτά που ενδέχεται να μην 
παράγουν μικρά RNAs 22nt. Τα φυτά αυτά θα αναλυθούν περαιτέρω ώστε να 
διευκρινιστεί αν αποτελούν μεταλλάγματα πλήρους καταστολής. Τέλος, για τη DCL4 
εκκρεμεί η δοκιμασία λειτυργικότητας, ώστε να εντοπιστούν φυτά με απουσία 
παραγωγής μικρών RNAs 21nt.  

Πέρα όμως από την απόκτηση των επιθυμητών φυτών, αυτό που θα παρουσιάσει 
μεγάλο ενδιαφέρον είναι η διεξαγωγή πειραμάτων αντίστοιχων με αυτά που 
πραγματοποιούνται σε φυτά με μερική καταστολή των DCL γονιδίων και η σύγκριση 
των αποτελεσμάτων μεταξύ τους. Στην περίπτωση μελέτης ιικών μολύνσεων σε DCLi 
φυτικές σειρές, υπάρχει το μειονέκτημα ότι οι καταστολείς της σίγησης που 
εκφράζουν οι ιοί επηρεάζουν την αποτελεσματικότητα της σίγησης, με αποτέλεσμα 
να επηρεάζουν και την αποτελεσματικότητα σίγησης της εκάστοτε DCL. Έτσι, 
ενδέχεται να επηρεαστούν τα αποτελέσματα που θα προκύψουν από μελέτες 
μολυσματικότητας ιών σε φυτά με μερική καταστολή των DCL. Αντίθετα, φυτά με 
πλήρη καταστολή των DCL μέσω CRISPR/Cas9 δεν εξαρτώνται από το μηχανισμό της 
σίγησης, με αποτέλεσμα οι ιικοί καταστολείς της σίγησης να μην έχουν καμία 
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επίδραση στην αποτελεσματική καταστολή των DCL. Το γεγονός αυτό καθιστά τα 
φυτά με πλήρη καταστολή των DCL ιδανικά για τη μελέτη ιικών μολύνσεων.  

Τέλος, είναι σημαντικό να τονιστούν για μια ακόμη φορά τα πλεονεκτήματα της 
τεχνολογίας CRISPR/Cas9 στη γονιδιακή τροποποίηση. Βασικό πλεονέκτημά της 
αποτελεί η απλότητα στο σχεδιασμό, καθώς το μόνο που απαιτείται είναι η επιλογή 
της κατάλληλης αλληλουχίας στον RNA-οδηγό, έτσι ώστε να κατευθύνει την Cas9 
στον επιθυμητό στόχο. Η τεχνολογία αυτή δίνει επίσης τη δυνατότητα αφαίρεσης των 
διαγονιδίων που εισήχθησαν αρχικά ώστε να εκφραστούν τα συστατικά του 
μηχανισμού και να προκληθούν οι επιθυμητές μεταλλαγές. Έτσι προκύπτουν φυτά 
που φέρουν τις επιθυμητές γονιδιακές τροποποιήσεις, αλλά δεν φέρουν διαγονίδια, 
επομένως δε μπορούν να θεωρηθούν γενετικά τροποποιημένοι οργανισμοί. Το 
χαρακτηριστικό αυτό καθιστά την τεχνολογία CRISPR/Cas9 κατάλληλη για τη χρήση 
στη δημιουργία φυτών καλλιέργειας με βελτιωμένα χαρακτηριστικά, όπως για 
παράδειγμα η ανθεκτικότητα σε βιοτικές ή αβιοτικές καταπονήσεις.  
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