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Καλαντίδη ο οποίος κάλυψε μεγάλο μέρος των αναλωσίμων στο πρώτο στάδιο της 

εργασίας και για αυτό τον ευχαριστώ. Ιδιαίτερη αναφορά πρέπει να γίνει στις πολύτιμες 

συμβουλές και υποδείξεις του Martin Tabler, του οποίου το όραμα και ο τρόπος σκέψης θα 

είναι πολύτιμος οδηγός στα μελλοντικά μου βήματα, αν και δεν είναι πια κοντά μας. Θα 

είμαι παντοτινά υπόχρεος στην κ. Ρουμπελάκη-Αγγελάκη Καλλιόπη, η οποία στάθηκε 

πολύτιμος συμπαραστάτης στα πρώτα βήματα των μεταπτυχιακών μου σπουδών. Η 

συνεισφορά της και οι γνώσεις που απομύζησα κατά την παραμονή μου στο εργαστήριο 

της ήταν ανεκτίμητες. Θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα μέλη της επταμελούς εξεταστικής 

επιτροπής (και ιδιαίτερα αυτούς που δεν ανέφερα παραπάνω όπως την Καθηγήτρια 

Δέσποινα Αλεξανδράκη, τον Επίκουρο Καθηγητή Γεωργακόπουλο Δημήτρη, τον καθηγητή 

στα ΤΕΙ Κρήτης Βερβερίδη Φίλιππο και τον Ερευνητή στο Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό 

Ινστιτούτο Ν. Σκανδάλη) για την συνεργασία, την υπομονή και τις εύστοχες παρατηρήσεις 

τους. 

Αυτή η προσπάθεια μπορεί να μην είχε ποτέ ολοκληρωθεί χωρίς την αρωγή πολλών 

ανθρώπων. Ευχαριστώ τον Π. Σαρρή για τον ατελείωτο χρόνο που σπαταλήσαμε μαζί στον 

πάγκο αλλά και για τις ποικίλες πλασμiδιακές κατασκευές που μου παραχώρησε. Τον Νίκο 

Σκανδάλη και την Σπυριδούλα Χαρόβα που ήταν δίπλα μου όποτε τους χρειάστηκα. Την 

Σπυριδούλα Χαρόβα εκτός όλων των άλλων και για την πρωτεΐνη HrpZ που μου 

παραχώρησε. Τον Νίκο Σκανδάλη και για την συμβολή του στην αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων. Τον Mohamed Abdelhalem και τον Χρήστο Κοτάκη για την βοήθεια και την 

συμπαράσταση τους στην πιο δύσκολη περίοδο της δουλειάς. Τα παρελθόντα και παρόντα 

https://www.facebook.com/mabdelhalem?fref=pb&hc_location=friends_tab


 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 9 

μέλη του εργαστηρίου του Dr Κρίτωνα Καλαντίδη που ήταν ανέκαθεν το στήριγμα μου. Την 

Τζωρτζακάκη Σεργία, τον Νίκο Βρεττό, τον Θανάση Δαλακούρα, τον Τάσο Αλεξιάδη, την 

Έλενα Νταντάμη, τον Γιάννη Βλατάκη, την Νάντια Κατσαρού, την Ρίτα Μέρμηγκα, Την 

Νικολέτα Κρυοβρυσανάκη, την Αραμπατζή Παναγιώτα, την Εdytka Koscianska, την Victoria 

Tisza και όλα τα υπόλοιπα μέλη που με τις εποικοδομητικές συζητήσεις, τις τεχνικές τους 

γνώσεις και την σε προσωπικό επίπεδο συμπαράσταση τους στάθηκαν φίλοι και 

συνεργάτες. Τον Γιώργο Παπαδάκη και τον Αχιλλέα Τσώρτο για την ηθική τους 

συμπαράσταση και τις τεχνικές συμβουλές τους. Η σύντομη αλλά ουσιαστική συνεργασία 

μου με τον Γιάννη Παπανικολάου στάθηκε η πιο υπεραστική των πρώτων χρόνων της 

εργαστηριακής μου παρουσίας. Ο κατάλογος είναι ατελείωτος και ζήτω συγνώμη αν 

κάποιος παραλήφθηκε.  

Θα ήθελα να κάνω ιδιαίτερη αναφορά στους ανθρώπους των οποίων είχα έμμεσα 

την επίβλεψη: τον Άρη Μοσχονά, τον Αντώνη Ταταράκη και τον Γιάννη Κωνσταντινίδη, τον 

Σωτήρη Ζερβέα, τον Κώστα Σταματάκη, τον Νίκο Κατσαβό για την δημιουργική συνεργασία 

μας. Ευχαριστώ τον Μαυράκη Στέλιο για την άψογη φροντίδα που παρείχε στα φυτά μου. 

 Κάποιοι άνθρωποι δεν συμμετείχαν άμεσα στην προσπάθεια μου αλλά με 

βοήθησαν στα πρώτα δειλά μου βήματα ως μεταπτυχιακός φοιτητής όπως ο Γιάννης 

Δελλής, ο Κώστας Πασχαλίδης, ο Δημήτρης Γιακουμάκης, ο Νικόλας Πριμικίριος.  

Τόσοι πολλοί άνθρωποι σε κάποια φάση συμμετέχουν με τον ένα ή τον άλλο τρόπο 

στην ολοκλήρωση μιας προσπάθειας! Τους ευχαριστώ όλους για την συνεισφορά τους στην 

επίλυση καθημερινών τεχνικών προβλημάτων. Χωρίς την στήριξη τους θα είχα προ καιρού 

εγκαταλείψει την προσπάθεια μου. Τους ευχαριστώ όλους και τους υπόσχομαι ότι θα 

συνεχίσω να προσπαθώ να τους το ανταποδώσω στο μέλλον. Όλοι ξέρουν πόσο έχουν 

προσφέρει στην ολοκλήρωση αυτής της προσπάθειας…… 

Τέλος, θα ήθελα ξεχωριστά να ευχαριστήσω τους Σαρρή Παναγιώτη (για τους 

κλώνους HopAB1ΔΝ-term, HopK1DC3001, HopAO1, HopC1 καθώς και τα στελέχη P. savastanoi 

2480, P. savastanoi 2480), Gregory Martin (για ποικίλους κλώνους με ακρωτηριασμένες 

κατασκευές του avrPtoB και σημειακές μεταλλαγές της ίδιας πρωτεΐνης καθώς και κλώνους 

με ομόλογα του avrPtoB), Jeff Dangl [για έναν από τους κλώνους του AvrRps4 

(AvrRps4/pTA7002)], Cristian Staehelin (για τον κλώνο του NopT), Allan Colmer και James 

Alfano [για τα στελέχη P. fluorescens 55 (pHIR11), P. fluorescens 55 (pLN18), P. fluorescens 

55 (pCPP2071)[, David Baulcombe (για τον κλώνο mGFP4 και τα διαγονιδιακά φυτά 16c και 

sde1IR), Jozsef Burgyan (για τους κλώνους p19 και sigma3 και για τα διαγονιδιακά φυτά 

p19), Andrew Maule (για τον κλώνο p38), Shou Wei Ding (για τον κλώνο p69), Carmen-

Simon Mateo (για τον κλώνο Hc-Pro), Vicki Vance (για τα διαγονιδιακά φυτά U6B), Xuemei 
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Chen (για τον κλώνο RDR6), Daniel Klessig (για τον κλώνο SIPK), John Rathjen (για τον κλώνο 

avrPtoB σε φορέα pTFS40) και τα μέλη των εργαστηρίων Tabler, Τσαγρή, Καλαντίδη, 

Πανόπουλου για τους πλασμιδιακούς φορείς που μου παραχώρησαν.  

Η εργασία αυτή υποστηρίχτηκε οικονομικά από μια υποτροφία για διδακτορική 

έρευνα του Ιδρύματος Κρατικών Υποτροφιών και από μια υποτροφία για διδακτορική 

έρευνα του προγράμματος «εκπαίδευση και δια βίου μάθηση» του ΕΣΠΑ 2007-2013 

(Ηράκλειτος ΙΙ Πανεπιστημίου Κρήτης, ΚΑ 3396). 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Πολλά είδη φυτoπαθογόνων βακτηρίων ενχύουν ρεπερτόρια πρωτεϊνών-τελεστών 

(T3SS effectors, Τ3SEs, τελεστές, διεγέρτες) μέσω εξειδικευμένου συστήματος έκκρισης 

πρωτεϊνων (Συστημά Έκκρισης πρωτεϊνών Τυπου ΙΙΙ, Type Three Secretion Systems, [T3SS)]. 

Οι πρωτεϊνες αυτές αναγνωρίζονται από υποδοχείς του φυτού οι οποίοι κωδικεύονται απο 

τα ονομαζόμενα R-γονίδια (resistance genes). Η αναγνώριση «λειτουργικά αντίστοιχων» 

πρωτεϊνών-τελεστών και υποδοχέων πυροδοτεί την εκδήλωση μιας μορφής ανοσίας 

(ανοσία επαγωμενη απο πρωτετεϊνες-τελεστές,Effector-Triggered Immunity, ΕΤΙ). Η ανοσία 

αυτή περιορίζει την ανάπτυξη βιότροφων παθογόνων, συχνά με την πρόκληση μιας μορφής 

προγραματισμένου τοπικού κυτταρικού θανάτου που ονομάζεται αντίδραση 

υπερευαισθησίας (Hypersensitive Response, HR). Όταν η αναγνωριση αυτή δεν συμβαίνει, 

οι πρωτεΐνες-τελεστές προάγουν τη βακτηριακή παθογένεια παρεμβαίνοντας σε 

συγκεκριμένες φυσιολογικές διεργασίες ή σηματοδοτικά μονοπάτια που τελικά 

καταστέλλουν μηχανισμούς άμυνας των φυτών. Η RNA σίγηση (αποσιώπηση) γονιδίων 

(RNA interference, RΝΑi) είναι ένας μηχανισμός κατασταλτικού ελέγχου της γονιδιακής 

έκφρασης στον οποίο δίκλωνα μόρια RNA μετατρέπονται σε ολιγονουκλεοτίδια μήκους 21-

25 nt (siRNAs). Η RNA σίγηση είναι μια συντηρημένη ρυθμιστική διαδικασία που έχει 

εξελιχθεί ως μηχανισμός άμυνας στα φυτά και τα ζώα. Πολλά φυτοπαθογόνα βακτήρια 

καταστέλλουν τις άμυνες του ξενιστή που προκαλούνται από μια ποικιλία μικρών RNAs 

(miRNAs, nat-siRNAs, lsiRNAs κλπ) 

Στην παρούσα διατριβή αναλύεται η αλληλεπίδραση μεταξύ RNA σίγησης, 

κυτταρικού θανάτου και πρωτεϊνών τελεστών και καταδεικνύεται η παρεμβολή της RNAί- 

ως αρνητικού ρυθμιστή του κυτταρικού θανάτου που επάγεται στα φυτά από διάφορους 

διεγέρτες όπως: α) ένα διεγέρτη (HrpZ) που παρέχεται στο φυτό σε καθαρισμένη μορφή σε 

σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις, β) πρωτεϊνες- διεγέρτες που παραγονται στα βακτηριακ 

κύτταρά και ενχύονται μέσω T3SS στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου ξενιστή, γ) πρωτεϊνες-

διεγέρτες που παρέχονται μέσω αγροένχυσης (agroinfiltration) και εκφράζονται ενδογενώς 

στα φυτικά κύτταρα. Σε ορισμένες τουλαχιστον περιπτωσεις που εξετάστηκαν, η ρύθμιση 

κυτταρικού θανάτου στα φυτά μέσω RNA σίγησης εξαρτάται από τη θερμοκρασία. 

Πολλοί φυτοπαθογόνοι ιοί, μύκητες, βακτήρια και ωομύκητες κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες καταστολής της RNA σίγησης. Τα αποτελέσματά μας παρέχουν περαιτέρω 

αποδείξεις ότι οι T3SS πρωτεΐνες-τελεστές μπορούν να αλληλεπιδράσουν με τα φυτικά 

siRNA μονοπάτια, με στόχο όχι μόνο με την καταστολή αλλά και την ενίσχυση της RNA 

σίγησης. Στην παρούσα διατριβή, παρέχουμε αποδείξεις ότι παροδική έκφραση 

διαφορετικών μελών μιας υπεροικογένειας (HopF) πρωτεϊνών-τελεστών από 
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φυτοπαθογόνα στελέχη Pseudomonas στην διαγονιδιακή σειρά Nicotiana benthamiana 16c 

[η οποία υπερεκφράζει μία πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP)], κατέστειλε την γονιδιακή 

σίγηση που ενεργοποιείται μετα-μεταγραφικά από αγροένχυση μιας κασέτας που 

υπερεκφράζει GFP, ενώ άλλα μέλη της ίδιας υπεροικογένειας ενισχύουν τη γονιδιακή 

σίγηση. Χρησιμοποιώντας τμηματικές ελλείψεις αυτών των πρωτεϊνών τελεστών, 

ταυτοποιήθηκαν διακριτές αμινοτελικές και καρβοξυτελικές περιοχές που είναι επαρκείς 

τόσο για την καταστολή της RNA σίγησης όσο και για την αναστολή του θανάτου των 

φυτικών κυττάρων. Στοχευμένη μεταλλαξιγένεση αποκάλυψε κρίσιμα καταλοιπα 

συντηρημένων μοτίβων ορισμένων πρωτεϊνών τελεστών που απαιτούνται για καταστολή 

RNA σίγησης στην Ν. benthamiana και αναστολή κυτταρικού θανάτου τόσο σε Ν. 

benthamiana όσο και Nicotiana tabacum . 

Επιπλέον, προσδιορίσαμε ότι η ενεργότητα Ε3 λιγάσης ουβικιτίνης του HopAB2 

είναι επαρκής τόσο για ενίσχυση σίγησης όσο και αναστολή κυτταρικού θανάτου στα φυτά. 

Τοπο-κατευθυνόμενες μεταλλαγές υποκατάστασης συντηρημένων αμινοξέων στην πλήρους 

μήκους πρωτεΐνης HopAB2 που έχουν να αποτέλεσμα ήπια μείωση ενεργότητας Ε3 λιγάσης 

συμβάλλουν επίσης στον φαινότυπο της ενίσχυσης RNA σίγησης από το HopAB2. 

Η ανάλυσή μας επεκτείνει το φάσμα των γνωστών καταστολέων (και ενισχυτών) 

σίγησης πρωτεϊνών από παθοτυπους του είδους P. syringae και παρέχει ενδείξεις για το 

ρόλο της καταστολής (και ενίσχυσης) της RNA σίγησης στις αλληλεπιδράσεις παθογόνων-

ξενιστών. Επιπλέον, αποκαλύψαμε κρίσιμες παραμέτρους για την αναστολή του κυτταρικού 

θανάτου από υπεροικογένειες πρωτεϊνών-τελεστών.  
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ABSTRACT 
Many plant pathogenic bacteria inject compositionally and functionally diverse 

repertoires of effector proteins into the plant cell interior through Type Three Secretion 

Systems (T3SSs)]. Plant Resistance (R) genes mediate recognition of effectors and induce 

Effector-Triggered Immunity. R gene mediated resistance  is often expressed as localized 

programmed cell death (Hypersensitive Response, HR) accompanied by accumulation of 

antimicrobial metabolites, restricting the proliferation of biotrophic pathogens. Effector 

proteins promote bacterial virulence by manipulating specific physiological processes or 

signaling pathways to subvert host immunity and suppress plant defenses (Pattern-Triggered 

Immunity [PTI] and Effector-Triggered Immunity [ETI]). RNA interference (RNAi) is an 

immunity mechanism in which double-stranded RNAs are processed into 21-25 nt short 

interfering RNAs (siRNAs). RNA interference is a conserved regulatory process that has 

evolved as a defense mechanism in plants and animals. Plant pathogenic bacteria encounter 

host defenses mediated by a variety of small RNAs (miRNAs, nat-siRNAs, lsiRNAs etc). 

Here, we show that RNA interference is a novel negative regulator of necrosis 

induced by various elicitors of HR: a) Harpin (HrpZ), a protein elicitor  supplied to the plant in 

purified form at relatively high concentrations, b) effector proteins injected through T3SS 

into the host cell cytosol, c) effectors  produced endogenously in the plant cells following 

agrodelivery of effector-coding genes. At least in some cases, regulation of plant cell death 

by RNA interference is temperature-dependent. 

Plant pathogenic viruses, bacteria fungi and οomycetes encode suppressor proteins 

of RNA interference. Our results provide further evidence that bacterial T3S-secreted 

effector proteins may manipulate the plant siRNA pathways not only by suppressing but also 

by enhancing silencing efficiency. We provide evidence that transient expression of different 

members of an effector superfamily (HopF) from phytopathogenic Pseudomonas syringae in 

transgenic Nicotiana benthamiana line 16c over-expressing a green fluorescent protein 

(GFP), suppressed sense-post-transcriptional gene silencing (s-PGTS) triggered by agro 

infiltration of a GFP-over expressing cassette while other members of the same superfamily 

enhanced gene silencing. Using truncated versions of these effector proteins, we identified 

distinct N- and C-terminal domains that are sufficient for both silencing suppression and 

inhibition of plant cell death. Through targeted mutagenesis we further identified clustered 

residues in conserved motifs of some effector proteins that are required for silencing 

suppression in N. benthamiana and cell death inhibition in both N. benthamiana and 

Nicotiana tabacum.  
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Finally, we provide evidence that the E3 ubiquitin ligase domain of HopAB2 as 

sufficient for both silencing enhancement and inhibition of plant cell death. Site-directed 

substitutions in the full-length HopAB2 protein which mildly reduce its E3-ligase activity also 

contribute in HopAB2 silencing enhancement phenotype. 

Our analysis extends the range of known suppressor (and enhancer) proteins from P. 

syringae and provides clues about the role of silencing suppression (and enhancement) in 

plant-microbe interactions. Furthermore, it uncovers criticalparameters for cell death 

inhibition by members of effector protein superfamilies. The interplay between gene 

silencing, plant cell death and effector proteins is discussed. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
  

Μηχανισμός RNA silencing 
  

 1.1.1 Γενικά Χαρακτηριστικά. Ο μηχανισμός της μεταμεταγραφικής 

αποσιώπησης (σίγησης) γονιδίων (RNA silencing) είναι ένας μηχανισμός ρύθμισης της 

έκφρασης γονιδίων ο οποίος περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια : την ανίχνευση δίκλωνων 

μορίων RNA από διάφορες πηγές, την μετατροπή τους σε μικρότερα δίκλωνα μόρια RNA 

συνήθως 21-26 nt και την χρησιμοποίηση των μορίων αυτών σαν υποστρώματα από 

πρωτεΐνες “Slicer”με τελικό αποτέλεσμα την ενδονουκλεόλυση των μεγαλυτέρων αυτών 

μορίων RNA ή την αναστολή της μετάφρασης τους. 

  

 

 

Εικόνα 1. Ο μηχανισμός της RNA σίγησης στα φυτά (Voinnet, 2005). 

  Στα φυτά, η RNA σίγηση παράγει ένα σήμα που μεταδίδεται από ένα αρχικό 

κύτταρο σε γειτονικά (cell to cell movement) μέσω των καναλιών που ονομάζονται 

πλασμοδέσματα. Τα πλασμοδέσματα επιτρέπουν την άμεση μοριακή επικοινωνία μεταξύ 
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γειτονικών φυτικών κύτταρων. Η RNA σίγηση μεταδίδεται επίσης συστηματικά (systemic 

movement) σε μεγάλες αποστάσεις μέσω του φλοιώματος (το οποίο μεταθέτει μεταβολίτες 

και μεγαλύτερα μόρια και σύμπλοκα). Η διασπορά της σίγησης είναι εξαρτώμενη από 

αλληλουχία και το μεταφερόμενο «σήμα» συμπεριλαμβάνει ένα τουλάχιστον συστατικό 

RNA. 

1.1.2 Στάδια του μηχανισμού RNA silencing και κατηγορίες μικρών RNAs.  

 

 1.1.2.1 O ρόλος των RNA εξαρτώμενων RNA πολυμερασών (RdRPs). Το 

πρώτο στάδιο του μηχανισμού της μεταμεταγραφικής αποσιώπησης γονιδίων συνίσταται 

στην ανίχνευση δίκλωνων μορίων RNA. Τα δίκλωνα RNA μόρια μπορεί να προέρχονται από 

διάφορες πηγές: 

1) από μόρια RNA με εκτεταμένες περιοχές συμπληρωματικότητας [π.χ. miRNAs, (Llave et 

al., 2002)]  

2) μέσω της δράσης Rdrps δηλαδή RNA-directed RNA polymerases (Dalmay et al., 2000), 

3) από μεταγραφή μορίων RNA τύπου ανεστραμμένων επαναλήψεων (Smith et al., 2000), 

4) από ταυτόχρονη μεταγραφή θετικής και αρνητικής πολικότητας RNA(Waterhouse et al., 

1998),  

5)από μεταγραφή αντίστροφης (αντικωδικής, antisense) πολικότητας RNA (Borsani et al., 

2005) κ.α. 

  Οι RNA-directed RNA polymerases είναι ενζυμα που συμμετέχουν στην δημιουργία 

συμπληρωματικών RNA αλυσίδων (Schiebel et al., 1998; Wassenegger & Krczal, 2006). Κατ’ 

επέκταση συμμετέχουν στο πρώτο στάδιο του μηχανισμού δημιουργίας δευτερογενών 

siRNAs. Δευτερογενή siRNAs είναι τα siRNAs που αντιστοιχούν σε αλληλουχίες εκτός των 

πρωτογενών περιοχών στόχου σε ένα μετάγραφο (Moissiard et al., 2007). Το φαινόμενο της 

παραγωγής δευτερογενών siRNAs ονομάζεται μεταβατικότητα (transitivity). 

   Στο γονιδίωμα της Arabidopsis έχουν καταμετρηθεί έξι RdRPs (RDR1-6) αν και 

κάποιες από αυτές φαίνεται να είναι ψευδογονίδια. Η RDR1 (κατά κύριο λόγο), η RDR6, και, 

σε μικρότερο βαθμό, η RDR2 έχουν εμπλακεί στο στάδιο της ενισχύσεως της συσσώρευσης 

ιϊκών siRNA (vsRNA). Τα siRNA που παράγονται από την δράση των RdRPs μερικές φορές 

αντιπροσωπεύουν το μεγαλύτερο όγκο των συνολικών αντιϊκών siRNA(Garcia-Ruiz et al., 

2010). O κύριος ρόλος της RDR2 είναι η ρύθμιση της de novo DNA μεθυλίωσης (Chan et al., 

2004). Η RDR2 απαιτείται για την υποδοχή των σημάτων σίγησης που μεταφέρονται σε 

μακρές αποστάσεις βλαστό των φυτών, αλλά όχι και για την μετάδοση του σήματος  
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        Εικόνα 2. Μηχανισμός παραγωγής δευτερογενών siRNA (Ghildiyal & Zamore, 2009). 

 

 σίγησης από το υποκείμενο στο εμβόλιο σε εμβολιαζόμενα φυτά (Dunoyer et al., 2007; 

Smith et al., 2007). Πειράματα εμβολιασμού αποκάλυψαν επίσης ότι η RDR6 

είναιαπαραίτητη σε κύτταρα που λαμβάνουν το σήμα σίγησης. Πιθανώς η RDR6 να 

αποτελεί τμήμα ενός συστήματος ενισχύσεως της σίγησης (Brosnan et al., 2007; Schwach et 

al., 2005). Η RDR6 απαιτείται και για την παραγωγή των trans-acting siRNAs (βλ. και 

παρακάτω) στην Arabidopsis (Peragine et al., 2004). Μεταλλάξεις στo γονίδιο RDR2 δεν 

επηρεάζουν την παραγωγή του σινιάλου για κοντινή διασπορά της RNA σίγησης (cell-to-cell 

movement).Εμπλέκουν όμως τον παράγοντα αυτό στην υποδοχή ή/και λειτουργική 

ολοκλήρωση των μεταφερόμενων (κινητών) siRNAs στα κύτταρα του αποδέκτη (Brosnan & 

Voinnet, 2011). 

 1.1.2.2 O ρόλος των Dicers. Οι πρωτεΐνες Dicers (Qi et al., 2005) είναι 

ενδονουκλεάσες τύπου RNase III οι οποίες μετατρέπουν δίκλωνα RNA σε μικρότερα 

δίκλωνα μόρια RNA 21-26 nt (siRNAs). Στην Arabidopsis έχουν χαρακτηριστεί συνολικά 
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τέσσερις Dicers. H DCL1 παράγει τα sRNAs συνήθως 21nt που χαρακτηρίζονται σαν 

microRNAs (miRNAs). Η DCL2 παράγει 22-nt siRNAs από δίκλωνα ιϊκά RNA και διαγονίδια. Η 

DCL3 παράγει siRNAs που προέρχονται από επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του 

γενώματος (repetitive sequences), siRNAs από μεταθετά στοιχεία και την υποκατηγορία των 

24 nt siRNA από διαγονίδια. Τα προϊόντα δράσης της μπορούν να προκαλέσουν αλλαγές 

στην ετεροχρωματίνη. Χρησιμοποιεί σαν υποστρώματα πρόδρομα dsRNAs που προέρχονται 

από τη συντονισμένη δράση της DNA-εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης IV (POL IV) και της 

RDR2. Τέλος, η DCL4 παράγει 21-nt trans-acting siRNAs (tasiRNAs) από τα μη-

κωδικοποιούντα μετάγραφα TAS γονιδίων. Τα tasiRNAs προέρχονται από TAS μετάγραφα 

μετά την ενδονουκλεολυτική τους διάσπαση παρουσία miRNA και έχουν μετατραπεί σε 

dsRNAs μετά από μεσολάβηση RDR6. Τα tasiRNAs δρουν μέσω των πρωτεϊνών AGO1 ή 

AGO7 και ελέγχουν την ανταπόκριση σε ορμόνες και την πολικότητα των φύλλων. Η DCL4 

παράγει επίσης siRNAs από ιούς και διαγονίδια (Deleris et al., 2006; Liu et al., 2009). Η 

μεταβατικότητα (transitivity ) μπορεί να ξεκινήσει με μικρές ποσότητες DCL4-εξαρτώμενων 

21 νουκλεοτιδίων (nt) μήκους siRNAs, ενώ τα εξαρτώμενα από DCL3 24-nt siRNA φαίνεται 

να είναι περιττά για αυτή τη διαδικασία (Moissiard et al., 2007). 

  1.1.2.3 Χαρακτηριστικά των siRNAs. Tα siRNA είναι δίκλωνα RNA μόρια που 

παράγονται από τη δράση των πρωτεϊνών Dicers και συνίστανται σε δύο συμπληρωματικές 

αλυσίδες 21 με 24-26 νουκλεοτιδίων. Κάθε αλυσίδα έχει ένα φωσφορικό στο 5 '-άκρο και 

υδροξυλομάδα στο 3'-ακρο. Το δίκλωνο μόριο έχει τέτοια δομή ώστε να αφήνει δύο 

νουκλεοτίδια ελεύθερα στα 3'- άκρα (2-nt overhangs). Η αλυσίδα που κατευθύνει την 

σίγηση αλληλουχιών με συμπληρωματικότητα με αυτήν ονομάζεται οδηγός (guide). Η 

συμπληρωματική αλυσίδα, η οποία τελικά καταστρέφεται, ονομάζεται παροδική ή 

επιβάτης (passenger). Οι σχετικές θερμοδυναμικές σταθερότητες των 5 '-άκρων από τους 

δύο κλώνους του siRNA στο δίκλωνο μόριο καθορίζoυν ποια από τις δυο θα χρησιμοποιηθεί 

σαν οδηγός. Στα φυτά, τόσο τα miRNAs όσο και τα siRNA είναι μεθυλιωμένα στο άκρο. Η 

τροποποίηση αυτή είναι ζωτικής σημασίας για τη σταθερότητα τους. Η μεθυλίωση είναι 

αποτέλεσμα της δράσης ενός ενζύμου που ονομάζεται HEN1. Στα φυτά, ανεστραμμένες 

επαναλήψεις, διαγονίδια, δίκλωνα ιϊκά μόρια ή συνέκφραση θετικής και αρνητικής 

πολικότητας ενδογενών μεταγράφων παράγουν τρία μεγέθη των siRNAs: 21, 22 και 24 

νουκλεοτίδια. Οι δυο πρώτες κατηγορίες συμμετέχουν στην μεταμεταγραφική σίγηση 

γονιδίων (post-transcriptional gene silencing, PTGS) και η τρίτη στην μεταγραφική 

αποσιώπηση γονιδίων (transcriptional gene silencing, TGS). Η TGS συνοδεύεται από 

μεθυλίωση του DNA και τροποποίηση της δομής χρωματίνης ενώ η PTGS συνοδεύεται από 
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διάσπαση RNA ή αναστολή της μετάφρασής (που οδηγεί σε μετά-μεταγραφική 

αδρανοποίηση των γονιδίων).  

 1.1.2.4. Χαρακτηριστικά των miRNAs. Tα microRNAs (miRNAs) αποτελούν μια 

κατηγορία μικρών RNAs μεγέθους 20-25 νουκλεοτιδίων. Τα miRNAs δεν κωδικοποιούν για 

πρωτεΐνες. Παράγονται από μια περιοχή εν μέρει διπλής έλικας ενός ατελώς 

συμπληρωματικού προδρόμου RNA. Ρυθμίζουν την έκφραση των mRNAs μέσω της 

συμπληρωματικότητας τους με θέσεις-στόχους. Η δράση των μικρών RNA μορίων δεν 

επιβάλει πάντα την αποικοδόμηση του μεταγράφου. Εναλλακτικά προκαλεί την αναστολή 

της μετάφρασης του (Brodersen et al., 2008).  

 Τα mRNAs-στόχοι των miRNAs κωδικοποιούν συχνά μεταγραφικούς παράγοντες 

που απαιτούνται για την ανάπτυξη των φυτών, καθώς επίσης και ένζυμα που εμπλέκονται 

σε διάφορες μεταβολικές λειτουργίες και ορμονικά μονοπάτια. Τα miRNAs ρυθμίζουν 

συλλογικά την έκφραση ενός μεγάλου αριθμού mRNAs είτε προωθώντας 

αποσταθεροποίηση του mRNA (Llave et al., 2002) ή την καταστολή της μετάφρασης του 

(Brodersen et al., 2008), ή και τα δύο. 

 

Εικόνα 3. Μηχανισμός βιογένεσης και δράσης miRNAs (Rogers & Chen, 2013). 
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Ως εκ τούτου, διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διαμόρφωση των μεταγραφοσωμάτων 

και των πρωτεϊνών των ευκαρυωτικών οργανισμών. Τυπικά, τα miRNAs παράγονται από 

μεγαλύτερα πρωτογενή μετάγραφα που περιέχουν μία ή περισσότερες δομές φουρκέτας. 

Το τελικό στάδιο της ωρίμανσης τους γίνεται από τις πρωτεΐνες Dicer στο κυτταρόπλασμα. 

Τέλος, τα ώριμα miRNAs φορτώνονται σε σύμπλοκα που περιέχουν τις πρωτεΐνες που 

ονομάζονται Argonaute. 

 Ωστόσο, έχουν παρατηρηθεί πολλές αποκλίσεις από αυτό τον κανόνα. Υπάρχουν 

υποκατηγορίες miRNAs οι οποίες ανταποκρίνονται εν μέρει μόνο τον κλασικό ορισμό ενός 

miRNA. Προέρχονται από εναλλακτικές οδούς βιογένεσης, παρέχοντας έτσι ένα επιπλέον 

επίπεδο πολυπλοκότητας στην miRNA-εξαρτώμενη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. 

Υπάρχουν διάφορες εναλλακτικές διαδικασίες βιογένεσης. Έτσι διακρίνουμε τα 

προερχόμενα από τα μονοπάτια Mirtron, snoRNA, shRNA, tRNA, από την tRNase Z-

εξαρτώμενη οδό, από miRNAs που προέρχεται μια τερματική φουρκέτα ενός endo-siRNA 

πρόδρομου (Miyoshi et al., 2010). 

  1.1.2.5 Άλλες κατηγορίες μικρών RNAs. Πιο πρόσφατα, ο όρος scanning sRNA 

(scanRNA) έχει χρησιμοποιηθεί για να αναφερθεί σε μικρά RNAs που επιτρέπουν την 

εξάλειψη DNA σε πρωτόζωα. Τα αλληλεπιδρώντα με QDE-2 μικρά RNAs (qiRNAs) και τα 

μικρά RNA ονομαζόμενα Double stranded Breaks siRNAs (DSB siRNAs, diRNAs) 

αναφέρονται σε μικρά RNAs που προκαλούν τομές στο DNA διπλής έλικας (DSB) και 

συμμετέχουν στην επιδιόρθωση του DNA στη Neurospora και την Arabidopsis, αντίστοιχα. 

 Τα endoIR-siRNAs προέρχονται από μονόκλωνα πρόδρομα με δομή φουρκέτας που 

μεταγράφονται από διαφορετικούς γενετικούς τόπους που βρέθηκαν σε όλο το γονιδίωμα 

της Arabidopsis. Αυτές οι ανεστραμμένες επαναλήψεις διαφέρουν από τα γονίδια MIR όσον 

αφορά τη δομή και το μέγεθος της φουρκέτας. Πράγματι, η ενδογενής φουρκέτα είναι πολύ 

μεγαλύτερη από τη χαρακτηριστική φουρκέτα των πρόδρομων miRNAs. Οι δομές αυτές δεν 

πληρούν τα κριτήρια για να ταξινομηθούν τα προϊόντα τους ως miRNAs. Όπως τα pri-

miRNAs, τα endoIR-siRNA προέρχονται από πρόδρομα μόρια RΝΑ που διπλώνονται για να 

σχηματίσουν μόρια με τέλεια ή σχεδόν τέλεια φουρκέτα με διπλόκλωνη περιοχή. Η 

συμπληρωματικότητα αυτή πιθανόν τα καθιστά πιο κατάλληλα υποστρώματα για τις 

πρωτεΐνες DCL2 , DCL3 και DCL4 αντί για την DCL1 (Martínez de Alba et al., 2013). 

  Σε ένα υποσύνολο γενετικών τόπων, η μεθυλίωση του DNA απαιτεί ειδικής 

κατηγορίας 21-22 nt siRNAs. Αυτή η εναλλακτική οδός TGS είναι ανεξάρτητη από τα 

στοιχεία RdDM (RDR2, AGO4), αλλά εξαρτάται από συστατικά της κλασικής PTGS οδού 
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(όπως RDR6 και AGO2). Επιπλέον, αυτό το μεσολαβούμενο από 21-22 nt μονοπάτι 

μεθυλίωσης του DNA απαιτεί την πρωτεΐνη NERD. Η τελευταία είναι ένα μέλος της 

οικογένειας πρωτεϊνών με επαναλήψεις καταλοίπων GW. Οι επαναλήψεις αυτές γενικά 

είναι μοριακά αγκίστρια για την πρόσδεση σε άλλες πρωτεΐνες. Η NERD πιστεύεται ότι 

συνδέεται με μεθυλίωση ιστόνης H3Κ9 στην γονιδιωματική περιοχή-στόχο. Η μεθυλίωση 

του DNA πραγματοποιείται μέσω της αλληλεπίδρασής της NERD με την AGO2 η οποία 

δεσμεύει τα siRNAs 21 -22- nt (Pontier et al., 2012). 

  1.1.2.6 Μονοπάτια βιοσύνθεσης κατηγοριών μικρών RNAs ανεξάρτητα 

από Dicer. Σήμερα, είναι γνωστό ότι υπάρχουν και μονοπάτια βιοσύνθεσης κατηγοριών 

μικρών RNAs τα οποία δεν εξαρτώνται από την δράση πρωτεϊνών Dicer. Τέτοια μονοπάτια 

δεν έχουν χαρακτηριστεί ακόμα και στα φυτά. Ενδεικτικά αναφέρονται κάποιες κατηγορίες: 

a. piRNAs. Τα piRNAs είναι μια κατηγορία μικρών RNAs μεγέθους συνήθως 24-30 nt. 

Πήραν την ονομασία τους λόγω της αλληλεπίδρασης με PIWI πρωτεΐνες. Είναι μια διακριτή 

κατηγορία των μικρών RNAs που σχηματίζουν το piRNA-induced silencing complex (piRISC) 

στην γαμετική σειρά πολλών ειδών ζώων. Το piRISC προστατεύει την ακεραιότητα του 

γονιδιώματος από τον πολλαπλασιασμό «γενωμικών παράσιτων» (μεταθετών στοιχείων) με 

αποσιώπηση τους. Η έκφρασή τους είναι περιορισμένη στις γονάδες (Siomi et al., 2011).  

Πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι το μονοπάτι παραγωγής piRNAs είναι ανεξάρτητο 

από τις πρωτεΐνες Dicer (Houwing et al., 2007) . 

b.  Τelomere specific small RNAs (tel-sRNAs). Τα tel-sRNAs αρχικά απομονώθηκαν σε 

εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα ποντικού. Έχουν μήκος 24 νουκλεοτίδια , είναι ανεξάρτητα από 

τις πρωτεΐνες Dicer και είναι 2'-Ο-μεθυλιωμένα στο 3'-άκρο. Υπόκεινται σε επιγενετική 

ρύθμιση, είναι ετεροχρωματινικής προέλευσης και παρόμοια με τα pi-RNAs (Cao et al., 

2009).  

c.  priRNAs (primal small RNAs). Ta priRNAs είναι μια ξεχωριστή κατηγορία μικρών 

μορίων RNA που βιοσυντίθενται ελλείψει RNA- dependent RNA polymerase complex (RDRC) 

και Dicer αλλά αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη ago1 στον σχιζοσακχαρομύκητα. Τα priRNAs 

αποτελούν προϊόντα αποδόμησης άφθονων μεταγράφων. Δεσμεύονται με ago1 και 

στοχεύουν συμπληρωματικά μετάγραφα που προκύπτουν από την αμφίδρομη μεταγραφή 

DNA επαναλήψεων (Halic & Moazed, 2010).  

d. Dicer-independent small interfering RNAs (disiRNAs). Τα disiRNAs αρχικά 

απομονώθηκαν στον νηματώδη μύκητα Neurospora. Τα disiRNAs προέρχονται από 

γενετικούς τόπους που παράγουν επικαλυπτόμενα θετικής και αρνητικής πολικότητας 

μετάγραφα. Δεν απαιτούν τα γνωστά RNAi σύμπλοκα για την παραγωγή τους (Lee et al., 

2010). 
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e. Κάποια miRNA-like small RNAs (milRNAs) στον νηματώδη μύκητα Neurospora (Lee 

et al., 2010) κ.α. 

  

 

 

Εικόνα 4. Μονοπάτια βιοσύνθεσης μικρών RNAs εξαρτώμενα και ανεξάρτητα από 
πρωτεΐνες Dicer (Jin & Zhu, 2010). 

  

  1.1.2.7 Ο ρόλος των AGOs. Τα μικρά RNAs χρησιμοποιούνται σαν υποστρώματα 

από πρωτεΐνες “Slicer”, οι οποίες ανιχνεύουν μεγαλύτερα μόρια RNA με 

συμπληρωματικότητα με τα μικρά RNAs. H αναγνώριση οδηγεί στην ενδονουκλεόλυση των 

μεγαλυτέρων αυτών μορίων RNA. Σαν “Slicers” έχουν ταυτοποιηθεί πρωτεΐνες της 

οικογένειας AGO {Baumberger, 2005 #77}. Ο όρος RISC (RNA-induced silencing complex) 

αναφέρεται σε ένα πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο που αποτελείται από μια AGO πρωτεΐνη, ένα 

sRNA και άλλους βοηθητικούς πρωτεϊνικούς παράγοντες (Csorba et al., 2010; Lakatos et al., 

2006). Στα φυτά, η φόρτωση των siRNAs σε ένα συγκεκριμένο σύμπλοκο AGO υπαγορεύεται 

κατά προτίμηση (αλλά όχι αποκλειστικά) από τα 5' τερματικά νουκλεοτίδια τους. 
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  Στην Arabidopsis, η οικογένεια των AGO γονιδίων μετρά δέκα μέλη. Τα περισσότερα 

miRNAs και τα εξαρτώμενα από DCL4 21-nt siRNAs φορτώνονται κυρίως στο AGO1. Το 

τελευταίο καθοδηγεί μετά-μεταγραφική γονιδιακή σίγηση (PTGS) των mRNA στόχων. 

Γενικά, φυτικά miRNAs και 21-nt siRNAs (τα οποία παράγονται από τις πρωτεΐνες DCL1 και 

DCL4 αντίστοιχα) μπορούν να ενσωματωθούν σε πρωτεΐνες AGO1, AGO2, AGO7 ή AGO10. 

(Mallory & Vaucheret, 2010) 

  Επίσης, έχει δειχθεί ότι τόσο η AGO1 όσο και η AGO7 λειτουργούν για να 

εξασφαλίσουν την αποτελεσματική κάθαρση των ιϊκών RNA. Το AGO7 φαίνεται να 

λειτουργεί ως ένα υποκατάστατο slicer όταν το AGO1 απουσιάζει (Qu et al., 2008).Τα 

εξαρτώμενα από DCL3 24-nt siRNAs ενσωματώνονται σε AGO4, AGO6 ή AGO9.Μετά την 

ενσωμάτωσή τους ενεργούν ως επί το πλείστον στο να κατευθύνουν μεθυλίωση της 

κυτοσίνης και αναπροσαρμογές της χρωματίνης σε ενδογενείς τόπους. Σε αυτούς 

συμπεριλαμβάνονται μεταθετά και επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες με μια διαδικασία 

που είναι γνωστή ως RNA κατευθυνόμενη DΝΑ μεθυλίωση (RdDM). 

  1.1.2.8. O ρόλος των RNA Πολυμερασών IV και V στην RdDM. H RNA 

πολυμεράση IV (Pol IV) εκκινεί την RNA -κατευθυνόμενη DNA μεθυλίωση (RdDM) 

παράγοντας μετάγραφα τα οποία στη συνέχεια αντιγράφονται σε δίκλωνο RNA (dsRNA) 

από την RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση 2 (RDR2). Η Pol IV και η RDR2 αλληλεπιδρούν 

φυσικά in νiνο. Η DICER3 (DCL3) διασπά το dsRNA σε δίκλωνα siRNAs 24 - νουκλεοτιδίων 

που μεθυλιώνονται στα 3'-άκρα από την πρωτεΐνη HEN1. Η οδηγός αλυσίδα του 

διπλόκλωνου siRNA αλληλεπιδρά με Argonaute 4 (AGO4) για να σχηματίσουν ένα σύμπλοκο 

RISC. Ανεξάρτητα από την βιογένεση του siRNA, η μεταγραφή από την Pol V επικουρείται 

από το συγκρότημα DDR που περιλαμβάνει την DRD1 (DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA 

METHYLATION 1), την DMS3 DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3) και την RDM1 

(REQUIRED FOR DNA METHYLATION 1) και την DMS4. Στη συνέχεια , η AGO4 δεσμεύει 

μετάγραφα της Pol V μέσω σχηματισμού ζευγών βάσεων με το siRNA . Η πρωτεΐνη RDM1 

του συγκροτήματος DDR δεσμεύει και την AGO4 και την de novo μεθυλτρανσφεράση 

κυτοσίνης DRM2(DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2). Με τον τρόπο αυτό 

γεφυρώνει το χάσμα ανάμεσα στις δυο προσελκύοντας την DRM2 σε περιοχές που 

μεταγράφει η Pol V. Το σύνολο των βημάτων καταλήγει σε μεθυλίωση του DNA. 

Παράλληλα, λαμβάνουν χώρα τροποποιήσεις των ιστονών που προκύπτουν από την οδό 

RdDM και περιλαμβάνουν την αφαίρεση των τροποποιήσεων που σχετίζονται με ενεργή 

χρωματίνη (απακετυλίωση ιστονών, απομεθυλίωση H3K4) και την αντικατάσταση τους με 

τροποποιήσεις χαρακτηριστικές της ανενεργής χρωματίνης (μεθυλίωση H3K9 και H3K27) 

διευκολύνοντας έτσι την μεταγραφική σίγηση.  
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Εικόνα 5. Αριστερά: RNA-κατευθυνόμενη DNA μεθυλίωση (RdDM) στον 
σχιζοσακχαρομύκητα (Halic & Moazed, 2010). Δεξιά: RNA -κατευθυνόμενη DNA 
μεθυλίωση (RdDM) στα φυτά (Haag & Pikaard, 2011). 

  

 1.1.2.9 Μικρής και μεγάλης κλίμακας διασπορά της RNA σίγησης. Πρώιμες 

μελέτες της PTGS απέδειξαν (Himber et al., 2003) ότι η RNA σίγηση είναι σε θέση να 

εξαπλωθεί σε περίπου 10-15 κύτταρα μακριά από όπου ξεκίνησε (cell-to-cell movement). 

To σήμα είναι μόρια RNA που μεταφέρονται από κύτταρο σε κύτταρο μέσω 

πλασμοδεσμάτων. Για την παραγωγή του σήματος είναι απαραίτητες οι πρωτεΐνες DCL4 και 

AGO1 ενώ οι DCL3 και AGO4 χρειάζονται για την υποδοχή του σήματος (Dunoyer et al., 

2005). Αντίθετα, στην υποδοχή του σήματος στα γειτονικά κύτταρα απαιτούνται μια 
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πυρηνική RDR με ρόλο στην μεθυλίωση του DNA, μια πρωτεΐνη με μοτίβο SNF2 που 

σχετίζεται με αναπροσαρμογή χρωματίνης και η μεγαλύτερη υπομονάδα της RNA 

πολυμεράση-IV (Dunoyer et al., 2007; Smith et al., 2007). Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν 

ότι το σύμπλοκο POL IV (NRPD1)-RDR2-DCL3-AGO4 (που σχετίζεται επίσης με DNA 

μεθυλίωση) απαιτείται για την υποδοχή του σήματος. Η υποδοχή του διασυστηματικού 

σήματος (δηλαδή του σήματος που διασπείρεται σε μεγάλες αποστάσεις μέσω του 

φλοιώματος) είναι επίσης εξαρτώμενη από τους ίδιους γενετικούς παράγοντες, δηλαδή το 

σύμπλοκο POL IV (NRPD1)-RDR2-DCL3-AGO4 (Brosnan et al., 2007; Dunoyer et al., 2007; 

Smith et al., 2007). 

  

1.1.2 Μηχανισμοί δράσης (καταστολέων) suppressors της RNA σίγησης. 

 

 1.1.2. 1 Πρόσδεση σε small RNAs (small RNAs Binding). Η πρωτεΐνη Ρ19 [του 

ιού Cymbidium ringspot virus (CymRSV)] αναστέλλει την RNA σίγηση μέσω της δέσμευσης 

small RNAs. Με τον σχηματισμό Ρ19-siRNA συμπλόκων μειώνεται η ποσότητα των 

ελεύθερων siRNA σε κύτταρα, καθιστώντας έτσι τα siRNAs απροσπέλαστα για το RISC 

(Lakatos et al., 2004). Η πρωτεΐνη P21 (Beet yellows closterovirus), ο P15 (Peanut clump 

pecluvirus), ο {gamma} B (Barley stripe mosaic hordeivirus), ο HC-Pro (Tobacco etch 

potyvirus), όπως η P19, προσδένονται σε ds-sRNAs και η πρόσδεση αυτή είναι εξαρτώμενη 

από το μήκος του ds-RNA. Αντίθετα, η πρωτεΐνη CP (Turnip crinkle carmovirus) προσδένεται 

όχι μόνο σε small RNAs αλλά και σε δίκλωνα μόρια μεγαλύτερου μεγέθους (Merai et al., 

2006). Η πρωτεΐνη Ρ21 (Beet yellow virus) δεσμεύει small RNAs μόρια δημιουργώντας μια 

οκταμερική δομή δακτυλίου που δεσμεύει sRNAs (Ye & Patel, 2005). Η πρωτεΐνη NS1 (του 

influenza A virus), αν και προέρχεται από ζωικό ιό, έχει την δυνατότητα να προσδένει small 

RNAs εάν εκφραστεί σε φυτά (Bucher et al., 2004). Καταστολείς που έχουν την δυνατότητα 

να προσδένονται σε siRNA έχουν την δυνατότητα να προσδένονται και σε miRNAs (miRNA 

binding). Μάλιστα, πολλές αναπτυξιακές ανωμαλίες που αποτελούν συμπτώματα ιών έχουν 

αποδοθεί σε αυτή την ικανότητα (Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 2004; Kasschau et 

al., 2003). Τόσο η Ρ21 όσο και η Ρ19 (αλλά όχι η P1/HC-Pro) μπορούν να δημιουργούν 

σύμπλοκα (Chapman et al., 2004) με miRNA/miRNA* (o αστερίσκος αναφέρεται στην 

συμπληρωματική αλυσίδα της αλληλουχίας οδηγού). Αντίθετα, η AC4 (του ACMV) έχει την 

δυνατότητα να δεσμεύει μονόκλωνα miRNAs και small RNAs [Πρόσδεση σε ss miRNA (ss 

miRNA binding)] αλλά όχι και τα δίκλωνα RNA πρόδρομα τους δηλ. δίκλωνα miRNAs και 

small RNAs (Chepallan et al., 2005). Οι πρωτεΐνες P15 (του PCV), P25 (του Potato virus X) και 

P38 (του TCV) δεν επηρεάζουν τον μεταβολισμό των miRNAs. Όμως, οι Hc-Pro [του Turnip 
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mosaic virus (TuMV)]και P19 [του Tomato bushy stunt virus (TBSV)] μπορούν να 

δημιουργήσουν σύμπλοκα με miRNAs (Dunoyer et al, 2004). Σύμπλοκα με miRNA/miRNA* 

και με δίκλωνα siRNAs μπορούν να συν-ανοσοκατακρυμνιστούν και με την πρωτεΐνη 

αντιγραφής ενός tobamovirus όπως ο ιός του μωσαϊκού του καπνού (Kurihara et al., 2007).  

  1.1.2.2 Αλληλεπιδράσεις με 3’-overhangs. Η δέσμευση του Ρ19 σε 

miRNA/miRNA* δίκλωνα συνδέεται με ενισχυμένη συσσώρευση miRNAs με διαφορετική 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα. Αυτό είναι συμβατό με την υπόθεση ότι τα miRNAs έχουν 

μικρότερο μέγεθος λόγω απαλοιφής των 3’-overhangs (Dunoyer et al., 2004). Τα δεδομένα 

αυτά για τα miRNA επιβεβαιώνονται και από άλλες ομάδες και επεκτείνονται και στην 

περίπτωση small RNAs που προέρχονται από υποκινητές διαγονιδιακών γενετικών τόπων 

(Papp et al., , 2003). 

 1.1.2.3 Τροποποίηση του 3’-άκρου siRNAs (Alteration of 3’-end siRNAs 

modifications). Ένα μεγάλο μέρος όλων των small RNAs στον καπνό έχουν τροποποιηθεί. 

Η τροποποίηση εμφανίζεται στη 2-υδροξυλομάδα της τερματικής ριβόζης και μειώνει 

σημαντικά την αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης των τροποποιημένων αυτών small RNAs. 

Η έκφραση του καταστολέα Hc-Pro εχει σαν αποτέλεσμα μία αξιοσημείωτη μείωση στην 

τερματική τροποποίηση των ιογενών siRNAs, αλλά δεν επηρεάζει σημαντικά την 

τροποποίηση των ενδογενών miRNAs και των 24-nt siRNAs (Ebhardt et al., 2005).  

 1.1.2.4. Αλλαγές στα πρότυπα μεθυλίωσης miRNA (miRNA methylation) Η 

ρεπλικάση του TMV δημιουργεί παρεμβολές στην μεσολαβούμενη από την HEN1 

μεθυλίωση των siRNA και miRNΑ (Vogler et al., 2007). Διάφοροι άλλοι ιογενείς καταστολείς 

της RNA σίγησης, όπως οι P1/HC-Pro, p21 και p19 έχουν παρόμοια δράση (Yu et al., 2006). 

Η εξαρτώμενη από HEN1 μεθυλίωση στο 3'-τελικό νουκλεοτίδιο είναι ένα κρίσιμο βήμα για 

την σταθερότητα των microRNAs (miRNAs). 

 1.1.2.5 Πρόσδεση σε dsRNA (dsRNA binding). Όπως παρατέθηκε προηγουμένως, η 

πρόσδεση πολλών καταστολέων σε δίκλωνο RNA εξαρτάται από το μέγεθος του (εκλεκτική 

πρόσδεση σε sRNAs). Υπάρχουν όμως και καταστολείς οι οποίοι προσδένονται σε δίκλωνο 

RNA ανεξαρτήτως μεγέθους. Μπορούν δηλαδή να προσδεθούν και σε μεγαλύτερου 

μεγέθους RNA μόρια. Τέτοια περίπτωση είναι η P14 από Pothos latent Aureusvirus (Mérai 

et al., 2005) η CP του Turnip crinkle carmovirus (Merai et al., 2006) ή η p21 από Beet yellow 

closterovirus (Ye & Patel, 2005). Ανάλογα παραδείγματα έχουμε και για καταστολείς από 

ιούς που προσβάλουν ζώα όπως η B2 από Nodamura virus (NoV,  ή η B2 από Flock House 

virus (FHV, Chao et al., 2005). 

 1.1.2.6 Παρεμπόδιση της συγκρότησης του RISC (inhibition of RISC formation). Οι 

καταστολείς p19, p21 και HC-Pro παρεμποδίζουν την επαγόμενη από siRNA 
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συναρμολόγηση του συμπλόκου RISC παρακωλύοντας το πρώτο στάδιο του σχηματισμού 

του. Κανένας από τους καταστολείς αυτούς δεν επηρεάζει την δραστικότητα των 

προσυναρμολογημένων RISC συμπλόκων (Lakatos et al., 2006). 

 1.1.2.7 Παρεμβολή στην δράση Dicers (Interfering with Dicers) π.χ. Η P38 που 

κωδικοποιείται από τον ιό TCV καταστέλλει την DCL4. Η αναστολή της DCL4 από έναν ιϊκό 

καταστολέα αποκαλύπτει την δευτερεύουσα αντιϊκή δράση της DCL2 (Deleris et al., 2006). 

 1.1.2.8 Δημιουργία συμπλόκων με ένζυμα μηχανισμού RNA silencing (Protein-

Protein Interactions with RNA silencing enzymes). Η πρωτεΐνη 2b του ιού CMV αλληλεπιδρά 

άμεσα με την πρωτεΐνη Argonaute1 (ago1) in vitro και in vivo. Αυτή η αλληλεπίδραση 

λαμβάνει χώρα κυρίως στην επιφάνεια του μοτίβου PAZ και μέρος του μοτίβου PIWI της 

AGO1. Συνεπώς με αυτή την αλληλεπίδραση, η 2b αναστέλλει ειδικά την 

ενδονουκλεολυτική ενεργότητα από ago1 στο σύμπλοκο RISC. Με τον τρόπο αυτό η 2b 

επιτυγχάνει αναστολή miRNA μονοπατιών, εξασθένιση της RNA σίγησης και την καταστολή 

της άμυνας του ξενιστή. Η ago1 είναι υπεύθυνη για την αξιοποίηση των προερχόμενων από 

ιό siRNAs in νίνο. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η ago1 είναι ένας σημαντικός 

παράγοντας στην άμυνα ενάντια σε μόλυνση από τον ιό CMV (Zhang et al., 2006). Η 

πρωτεΐνη V2 του ιού tomato yellow leaf curl geminivirus (TYLCV) αλληλεπιδρά άμεσα με την 

πρωτεΐνη SlSGS3 από τομάτα, ομόλογη της πρωτεΐνης SGS3 (AtSGS3) της Arabidopsis (Glick 

et al., 2008). Η SGS3 συμμετέχει στα εξαρτώμενα από την RDR6 μονοπάτια βιογένεσης 

siRNA σε φυτά και αλληλεπιδρά με την RDR6, με την οποία και συνεντοπίζεται σε διακριτά 

κυτταροπλασματικά διαμερίσματα. Είναι ενδιαφέρον ότι τα διαμερίσματα που περιέχουν 

SGS3 και RDR6 (ονομάζονται SGS3/RDR6-bodies) είναι διαφορετικά από αυτά που 

επεξεργάζονται mRNAs για φυσιολογική αποικοδόμηση (Kumakura et al., 2009). Έκφραση 

της πρωτεΐνης Ρ6 από τον ιό Cauliflower mosaic virus (CaMV) στην Arabidopsis είναι 

γενετικά ισοδύναμη με αδρανοποίηση της DRB4, μιας πυρηνικής πρωτεΐνης που 

διευκολύνει τη δραστικότητα της DCL4.Η πρωτεΐνη Ρ6 συν-ανοσοκατακρυμνίζεται με την 

DRB4 σε φυτικά κύτταρα μολυσμένα με CaMV (Haas et al., 2008). 

 1.1.2.9 Αποικοδόμηση ένζυμων του μηχανισμού RNA σίγησης (ago degradation). 

Η αποικοδόμηση αυτή μπορεί να είναι ή να μην είναι κατευθυνόμενη από 26S 

πρωτεάσωμα (proteasome). Για παράδειγμα, η πρωτεΐνη P0 από poleroviruses αλληλεπιδρά 

με τη βοήθεια ενός διατηρημένου μοτίβου F-box με τα ορθόλογα της πρωτεΐνης S-phase 

kinase-related protein 1 (SKP1) της A. thaliana. Η SKP1 είναι ένα μέλος της οικογένειας SCF 

Ε3 λιγασών ουβικιτίνης (Pazhouhandeh et al., 2006). Η πρωτεΐνη P0 επίσης αλληλεπιδρά 

φυσικά με ago1. Με βάση αυτά τα αποτελέσματα, οι Bortolamiol et al. (2007) πρότειναν ότι 

η P0 χρησιμοποιεί σαν εργαλείο το μηχανισμό των Ε3 λιγασών ουβικιτίνης για να ρυθμίζει 
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την γονιδιακή σίγηση μέσω αποσταθεροποίησης της ago1. Ωστόσο, η στοχευμένη 

καταστολή των AGOs δεν είναι ευαίσθητη στην αναστολή του πρωτεασώματος, 

υποδηλώνοντας ίσως ότι το πρωτεάσωμα δεν εμπλέκεται (Baumberger et al., 2007). Η P0 

αποτρέπει την συγκρότηση του RISC μέσω αλληλεπίδρασης της με ένα από τα πρωτεϊνικά 

συστατικά του. Αναστέλλει έτσι το σχηματισμό siRNA/miRNA-RISC, και τελικά, οδηγεί σε 

αποσταθεροποίηση και αποικοδόμηση του ago1 (Csorba et al., 2010). 

 1.1.2.10 Αλληλεπιδράσεις με σχετιζόμενες με καλμοδουλίνη πρωτεΐνες. 

(Interaction with calmodulin-related proteins). Χρησιμοποιώντας το σύστημα δύο υβριδίων 

του ζυμομύκητα εντοπίστηκε μια calmodulin-related protein (που ονομάζεται RGS-Cam) 

που αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη HC-Pro. Η πρωτεΐνη RGS-Cam όπως και η πρωτεΐνη HC-

Pro μόνη της, καταστέλλει την RNA σίγηση (Anandalakshmi et al., 2000). 

 1.1.2.11 Επαγωγή γονιδίων ξενιστή (Transactivation of host genes). Η πρωτεΐνη 

AC2 από τον ιό MYMV σχετίζεται με εξασθένιση της RNA σίγησης τοπικά και την 

παρεμπόδιση της εξάπλωσης του συστεμικού σήματος. Πολλοί υποκινητές κλωνοποιήμενοι 

από την Arabidopsis επάγονται έντονα από την πρωτεΐνη AC2. Η AC2 επάγει συστατικά του 

μεταγραφοσώματος του φυτού, όπως ανιχνεύεται με μικροσυστοιχίες Affymetrix (Trinks et 

al., 2005). 

 1.1.2.12 Επαγωγή αρνητικών ρυθμιστών των γονιδίων που σχετίζονται με την 

σίγηση. Το miR168 είναι αρνητικός ρυθμιστής του mRNA της πρωτεΐνης ago1 το οποίο 

φέρει θέση πρόσδεσης του miR168. Επαγωγή της έκφρασης miR168 προκαλείται από την 

Ρ19 από Tombusvirus. Η απουσία της Ρ19 έχει ως αποτέλεσμα την μη επαγωγή του miR168 

και συνοδεύεται με την αυξημένη συσσώρευση της πρωτεΐνης ago1 (Várallyay et al., 2010). 

 1.1.2.13 Δράση ιϊκών RΝασών III (viral RΝases III as silencing suppressors). Οι 

ειδικές ενδονουκλεάσες για δίκλωνο RNA (dsRNA) που ανήκουν στις κλάσεις 3 και 2 των 

RNase III μετατρέπουν πρόδρομα dsRNA σε siRNA ή microRNA. Ωστόσο, μια RNase III 

κλάσης 1 από τον ιό Sweet potato chlorotic stunt closterovirus (SPCSV) εμπλέκεται στην 

καταστολή της RNA σίγησης. Η εν λόγω RNaseIII έχει ειδική δραστικότητα dsRNA-

ενδονουκλεάσης και δρα συνεργιστικά με μια άλλη πρωτεΐνη (P22) που κωδικοποιείται από 

τον SPCSV για την καταστολή της RNA σίγησης (Kreuze et al., 2005). 

 1.1.2.14 Πρωτεΐνες μιμητές (protein mimicry). Η πρωτεΐνη Ρ38 δρα ως ένα 

ομοδιμερές ή πολλαπλάσια αυτού. Μιμείται πρωτεΐνες ξενιστή που περιέχουν μοτίβα 

γλυκίνης/ τρυπτοφάνης (GW). Οι πρωτεΐνες αυτές απαιτούνται κανονικά για 

συναρμολόγηση και λειτουργία του RISC σε διαφορετικούς οργανισμούς. Ο P38 έχει επίσης 

μοτίβα GW που δεσμεύουν άμεσα και εκλεκτικά την ago1 στην Arabidopsis (Azevedo et al., 

2010). Η πρωτεΐνη P1 από τον ιό Sweet potato mild mottle ipomovirus (SPMMV) αναστέλλει 
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την προγραμματισμένη από si/miRNA-δραστηριότητα του συμπλόκου RISC. Η αναστολή της 

δραστικότητας του RISC συμβαίνει με σύνδεση Ρ1 σε υψηλού μοριακού βάρους RISC. Η Ρ1 

στοχεύει την Argonaute1 (ago1), καταλυτική μονάδα του RISC. Η δραστηριότητα 

καταστολέα εντοπίζεται στο Ν-τερματικό ήμισυ του Ρ1. Στην περιοχή αυτή υπάρχουν τρία 

μοτίβα WG/GW που μοιάζουν με θέσεις πρόσδεσης στο AGO και είναι απολύτως 

απαραίτητα για πρόσδεση και καταστολή της λειτουργίας του ago1. Σε αντίθεση με άλλους 

ιογενείς καταστολείς σίγησης που έχουν αναλυθεί μέχρι στιγμής, η Ρ1 αναστέλλει τόσο 

υφιστάμενα όσο και de novo σχηματιζόμενα RISC σύμπλοκα που περιέχουν ago1 πρωτεΐνες 

(Giner et al., 2010). 

 1.1.2.15 Τα ιϊκά RNAs ως καταστολείς σίγησης. Μέχρι τώρα ασχοληθήκαμε με ιϊκές 

πρωτεΐνες που δρουν σαν καταστολείς σίγησης. Σαν καταστολείς σίγησης όμως μπορούν να 

δράσουν και ιϊκά RNAs. Για παράδειγμα, ιϊκά RNAs που σχετίζεται με ανθρώπινους 

αδενοϊούς (adenovirus) όπως τα VA RNAI and VA RNAII λειτουργούν ως καταστολείς της 

RNAi παρεμποδίζοντας τη δραστηριότητα Dicer. Τα RNAs αυτά δρουν ως ανταγωνιστικά 

υποστρώματα για Dicer (την οποία δεσμεύουν) και παρεμποδίζουν την πρόσβαση της στα 

κανονικά της υποστρώματα (Andersson et al., 2005). Ανάλογες περιπτώσεις έχουμε και στα 

φυτά όπως στην περίπτωση του Red clover necrotic mosaic dianthovirus (RCNMV). Και εδώ 

τα RNA ενδιάμεσα του διπλασιασμού του ιού απομακρύνουν από τον μηχανισμό του RNAi 

ενζυμα όπως οι Dicer (Takeda et al., 2005). 

  Οι καταστολείς έχουν την δυνατότητα να επηρεάζουν ποικιλοτρόπως το σύνολο 

των μηχανισμών που συνδέονται με RNA σίγηση. Μερικά παραδείγματα αναφέρονται 

παρακάτω. 

 1.1.2.16 Ρόλος Καταστολέων στην Μεταβατικότητα (Suppressors AND 

transitivity). Οι πρωτεΐνες P19, P38, και Hc-Pro καταστέλλουν την κατευθυνόμενη από 

RDR6 μεταβατική (transitive) RNA σίγηση, ενώ οι P15 και P25 δεν παρεμβαίνουν σε αυτή τη 

διαδικασία (Moissiard et al., 2007). Επίσης, η πρωτεΐνη 2b του CMV αναστέλλει την 

παραγωγή εξαρτώμενων από RDR1 ιικών siRNAs (Diaz-Pendon et al., 2007). 

 1.1.2.17 Ρόλος Καταστολέων στην συστεμική σίγηση (Suppressors and systemic 

silencing). H δυνατότητα διαγονιδιακών φυτών (που υπερεκφράζουν ανεστραμμένες 

επαναλήψεις ή εκφράζουν σιγημένα γονίδια μονής πολικότητας) να μπορούν να στείλουν 

ένα σήμα συστηματική σίγησης δεν αλλοιώνεται ανιχνεύσιμα από την πρωτεΐνη HC-Pro 

(Mallory et al., 2003). Ο P0 δεν εμποδίζει το συστεμικό σήμα της σίγησης υποδεικνύοντας 

ότι το σηματοδοτικό μόριο είναι εξαρτώμενο από AGO πρωτεΐνες (Baumberger et al., 2007). 

 1.1.2.18 Ρόλος Καταστολέων στην RdDM (Suppressors AND methylation). Η 

πρωτεΐνη p69 (από τον ιό turnip yellow mosaic tymovirus)) αναστέλλει την PTGS και DNA 
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Μεθυλίωση που επάγεται από θετικής πολικότητας διαγονίδια. Επίσης καταστέλλει το 

μονοπάτι των siRNA, αλλά προωθεί το μονοπάτι των miRNA στο A. thaliana. Η καταστολή 

του μονοπατιού siRNA από την Ρ69 είναι σε στάδιο πριν την αναγνώριση του dsRNA (Chen 

et al., 2004a). 

   

 

  

Εικόνα 6. Ενδοκυτταρικοί στόχοι καταστολέων RNA σίγησης. Επιχειρείται αντιπαραβολή με 
γνωστούς στοχους εκκρινόμενων βακτηριακών πρωτεϊνών (Pelaez & Sanchez, 2013). 

 1.1.2.19 Καταστολείς και νέκρωση. H πρωτεΐνη-καταστολέας RNA σίγησης Ρ19 του 

TBSV (tombusvirus) πυροδοτεί HR ή HR-like νέκρωση σε ορισμένα είδη Nicotiana (Angel & 

Schoelz, 2013) και πιο συγκεκριμένα στα sections Sylvestres (Ν. sylvestris), Nicotiana (Ν. 

tabacum), και Alatae (Ν. bonariensis). Η ταχεία αυτή νέκρωση θεωρείται ως HR απόκριση 

του φυτού και συνδέεται με γονίδια ανθεκτικότητας και την απόκτηση άμυνας του φυτού 

που περιορίζει την εξάπλωση του ιού (Angel et al., 2011). Αντίθετα, η συστημική νέκρωση 

θεωρείται σύμπτωμα του ιού.Tα είδη Nicotiana που εκδηλώνουν συστεμική νέκρωση μετά 

από μόλυνση με ολόκληρο τον ιό, ανταποκρίθηκαν στην αγροένχυση της tombusvirus Ρ19 

με μια πολύ αδύναμη και καθυστερημένη νέκρωση. Για παράδειγμα, αγροένχυση της TBSV 

Ρ19 έχει σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη μιας καθυστερημένης νέκρωσης στη N. 

benthamiana, η ανάπτυξη της οποίας γίνεται εμφανής 10 μέρες αργότερα (dpi). Η ανάπτυξη 
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αυτών των νεκρωτικών συμπτωμάτων ενισχύεται από ορισμένους περιβαλλοντικούς 

παράγοντες (Angel et al., 2011).  

  Εκτός από τον P19 και άλλες προσδενόμενες σε RNA πρωτεΐνες έχουν εμπλακεί 

στον κυτταρικό θάνατο. Για παράδειγμα, η RNA-binding protein CaRBP1 από την πιπεριά 

(Capsicum annuum) είναι απαραίτητη για HR και σηματοδότηση άμυνας στο 

κυτταρόπλασμα (Lee et al., 2012). Η CaRBP1 περιέχει ένα μοτίβο αναγνώρισης RNA και 

εμφανίζει in vitro ικανότητα δέσμευσης RNA. Παροδική έκφραση CaRBP1 στην πιπεριά 

προκαλεί κυτταρικό θάνατο . 

 1.1.2.20 Ενδογενείς καταστολείς του RNA silencing. Συνήθως ως καταστολείς 

σίγησης έχουν χαρακτηριστεί πρωτεΐνες παθογόνων. Δεν προέρχονται όμως όλοι οι γνωστοί 

αναστολείς από κυτταρικά παράσιτα. Στην Arabidopsis οι πρωτεΐνες FIERY1, XRN2, και 

XRN3 έχουν χαρακτηριστεί ως ενδογενείς καταστολείς του RNA silencing (Gy et al., 2007). Η 

FIERY1 είναι μια nucleotidase/phosphatase (FRY1) ενώ οι άλλες δυο εξωριβονουκλεάσες. 

Παρόμοια συμπεριφορά εμφανίζει ένας αναστολέας της RNase L που ονομάζεται AtRLI2 

(Sarmiento et al., 2006). Επιπλέον, μια calmodulin-related protein (που ονομάζεται RGS-

Cam) καταστέλλει την RNA σίγηση και επίσης θεωρείται ενδογενής καταστολέας σίγησης 

(Anandalakshmi et al., 2000). 

  1.1.2.21 Ενίσχυση Σίγησης. Ενισχυτές της RNA σίγησης είχαν χαρακτηριστεί και 

παλιότερα όπως το άφθονο φυτικό ένζυμο μεθυλεστεράση πηκτίνης. Η ενίσχυση της 

σίγησης στην περίπτωση αυτή συνοδεύεται από μετεγκατάσταση της πρωτεΐνης DCL1 από 

τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα και ενεργοποίηση της βιογένεσης siRNAs και miRNAs 

(Dorokhov et al., 2006). 

1.2 Αλληλεπίδραση RNA σίγησης και Φυτοπαθογόνων. 
 
   

1.2.1 Αλληλεπίδραση RNA σίγησης και Φυτικών Ιων. 

 
 1.2.1.1''Extreme Resistance'' (ER). Ορισμένα είδη του γένους Nicotiana είναι σε 

θέση να ανιχνεύουν και, στη συνέχεια, να ανταγωνίζονται την επίδραση της πρωτεΐνης Ρ19 

ενεργοποιώντας ένα εξαιρετικά ισχυρό μηχανισμό απόκρισης που προστατεύει τους ιστούς 

έναντι του ιού Tomato bushy stunt virus (Sansregret et al., 2013). Η απόκριση αυτή είναι 

εξαρτώμενη από σαλικυλικό και αιθυλένιο. Συμβαίνει χωρίς μικροσκοπικό κυτταρικό 

θάνατο, παρέχοντας ένα παράδειγμα ''extreme resistance'' (ER). Η ικανότητα του Ρ19 να 

δεσμεύει sRNA (η οποία είναι απαραίτητη για την λειτουργία του), είναι επίσης απαραίτητη 
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για την επαγωγή ER. Ο μηχανισμός άμυνας του φυτού αναγνωρίζει την ύπαρξη συμπλόκου 

P19-sRNA και ενεργοποιεί μηχανισμούς απόκρισης. 

  H '' extreme resistance'' (ER) είναι ένα παράδειγμα ανθεκτικότητας για την οποία 

δεν είναι απαραίτητος ο κυτταρικός θάνατος. Υπερέκφραση R-γονιδίων όπως το RCY1 

(προσδίδει αντίσταση σε CMV (Y) στην A. thaliana οικότυπος C24) έχει την δυνατότητα να 

επάγει σε τέτοιο βαθμό τα υπόλοιπα μονοπάτια απόκρισης του ξενιστή ώστε να μην είναι 

απαραίτητη και η εκδήλωση HR (Sekine et al., 2008). 

  1.2.1.2 Εμφάνιση χλωρωτικών, νεκρωτικών και μωσαϊκών συμπτωμάτων. Ο 

μηχανισμός της σίγησης έχει ενοχοποιηθεί για συμμετοχή στους μηχανισμούς που 

καταλήγουν στην εμφάνιση χλωρωτικών, νεκρωτικών και μωσαϊκών συμπτωμάτων. Ένα 

συνηθισμένο σύμπτωμα μετά από ιϊκή μόλυνση σε φυτά είναι ο σχηματισμός χλωρωτικών 

κηλίδων στα φύλλα. Χλωρωτικές και υγιείς περιοχές συνυπάρχουν στο ίδιο φύλλο. Έχει 

αποδειχθεί ότι τα επίπεδα του ιού στον χλωρωτικό ιστό είναι υψηλά, ενώ είναι χαμηλά σε 

υγιή ιστό. Επιπλέον, η παρουσία των siRNAs περιορίζεται στα χλωρωτικά σημεία και τα 

όρια μεταξύ των υγιών και μολυσμένων ιστών. Αυτά τα αποτελέσματα συνιστούν ισχυρή 

ένδειξη ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ της αύξησης του ιού και της RNA σίγησης παίζει ένα 

ρόλο στο σχηματισμό των προτύπων μόλυνσης στα φύλλα (Groenenboom & Hogeweg, 

2008). 

  Η συμμετοχή της RNA σίγησης στην ανάπτυξη συμπτωμάτων μωσαϊκού έχει σαν 

στόχο τον περιορισμό της εξάπλωσης του παθογόνου. Για παράδειγμα, η RNA σίγηση 

εναντίον του ToMV εντοπίζεται στα κύτταρα που βρίσκονται στο περιθώριο των "dark 

green areas" περιορίζοντας την επέκταση τους και την μετατροπή τους σε "yellow-green 

areas". Με τον τρόπο αυτό καθορίζει το πρότυπο του μωσαϊκού που δημιουργείται (Hirai et 

al., 2008). 

 H πρωτεΐνη p19 του TBSV έχει ρόλο στην επέκταση των "local lesions" στον 

ανθεκτικό ξενιστή Vigna unguiculata (Turina et al., 2003). Ως "local lesions" χαρακτηρίζουμε 

το φαινόμενο κατά το οποίο ο ιός μετά τον πολλαπλασιασμό σε αρκετά κύτταρα γύρω από 

το σημείο εισόδου δεν συνεχίζει την εξάπλωση του και παραμένει σε μια τοπική κηλίδα 

(Loebenstein & Akad, 2006). 

  1.2.1.3 To φαινόμενο της ανάκαμψης (Recovery). To φαινόμενο της ανάκαμψης 

(Recovery) των φυτών από τα συμπτώματα που προκαλούνται από ιούς συχνά έχει 

σχετιστεί με RNA σίγηση (Ratcliff et al., 1997). Σε μολυσμένα από nepovirus Nicotiana sp. 

υπάρχουν σοβαρά ιογενή συμπτώματα στο φύλλο που ξεκίνησε η μόλυνση και στα πρώτα 

συστεμικά φύλλα. Ωστόσο, τα νεώτερα φύλλα που αναπτύσσονται μετά από την συστημική 

μόλυνση είναι ασυμπτωματικά και περιέχουν χαμηλότερες συγκεντρώσεις του ιού από ό, τι 
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τα συμπτωματικά φύλλα. Πειράματα μόλυνσης νεαρότερων ασυμπτωματικών φύλλων με 

στελέχη nepovirus συγγενικά με αυτό που χρησιμοποιήθηκε στην πρώτη μόλυνση 

αποδεικνύει ότι η ανθεκτικότητα είναι συνάρτηση του βαθμού ομολογίας του RNA μεταξύ 

του στελέχους που χρησιμοποιήθηκε στην πρώτη μόλυνση και του στελέχους που 

χρησιμοποιήθηκε στην δεύτερη (Ratcliff et al., 1997). Το φαινόμενο κατά το οποίο η ανοχή 

ή αντίσταση ενός φυτού σε ένα στέλεχος του ιού προκαλείται από προηγούμενη 

συστηματική μόλυνση με ένα άλλο στέλεχος ονομάζεται διασταυρούμενη προστασία 

(Cross-protection) (Gal-On & Shiboleth, 2006). Μπορεί να συνοδεύεται από ανάκαμψη 

(Recovery), μπορεί και όχι (όπως στην περίπτωση των potexviruses). Σε κάθε περίπτωση το 

φαινόμενο είναι μεσολαβούμενο από RNA και λειτουργικά ισοδύναμο με μετά-

μεταγραφική γονιδιακή σίγηση (Ratcliff et al., 1999). 

  Σε ένα διαφορετικό πειραματικό σύστημα, στα πρώτα στάδια της μόλυνσης που 

προκαλείται από ToRSV παρατηρούμε ένα νεκρωτικό φαινότυπο σε N. benthamiana 

(τυπικά χαρακτηριστικά μιας αντίδρασης υπερευαισθησίας). Ταυτόχρονα, ενεργοποιείται ο 

μηχανισμός της RNA σίγησης κατά τη διάρκεια μόλυνσης ToRSV (όπως αποδεικνύεται από 

την παρουσία ToRSV- προερχόμενων siRNAs). Παραδόξως, η εξαφάνιση των συμπτωμάτων 

(Recovery) δεν συνοδεύεται από την ανάλογη μείωση των επιπέδων του ιϊκού RNA. Αν και 

RNA σίγηση είναι ενεργή κατά τη διάρκεια της ανάκαμψης, η μείωση του τίτλου του ιού δεν 

απαιτείται για την έναρξη αυτού του φαινοτύπου (Jovel et al., 2007). Πιθανόν siRNAs που 

προέρχονται από τον ιό στοχεύουν κάποιον/κάποιους από τους αμυντικούς μηχανισμούς 

του ξενιστή. Εναλλακτικά, ο ρόλος της σίγησης πιθανόν να σχετίζεται με ρύθμιση γονιδίων 

απόκρισης του φυτού παρά με την αποικοδόμηση των ιϊκών RNAs. 

 Σε διαγονιδιακές σειρές που υπερεκφράζουν τον καταστολέα της RNA σίγησης Ρ1-

HC-Pro ενισχύθηκε ο περιορισμός της μόλυνσης από τον ιό. Σε διαγονιδιακές σειρές με 

καταστολή έκφρασης RDR6 επιδεινώθηκε η νεκρωτική αντίδραση (HR) αλλά δεν 

επηρεάστηκε η συστεμική εξάπλωση του ιού (Jovel et al., 2011). Γενικά, η συστηματική 

αντίδραση σε αυτό το σύστημα είναι μέτρια, γεγονός που υποδηλώνει αναποτελεσματική 

επαγωγή ή εξάπλωση της RNA σίγησης και της SAR. 

   1.2.1.4 Το φαινόμενο του συνεργισμού. Το φαινόμενο του συνεργισμού στην 

περίπτωση των ιών (Pruss et al., 1997) αφόρα ιογενείς ασθένειες των ανώτερων φυτών που 

προκαλούνται από την αλληλεπίδραση δύο ανεξάρτητων ιών στον ίδιο ξενιστή. 

Χαρακτηρίζονται από δραματική αύξηση της δριμύτητας των συμπτωμάτων και την 

αυξημένη συσσώρευση του ενός από τους δυο ιούς σε σχέση με μονή μόλυνση με τον ίδιο 

ιό. Σε συνεργισμό potyvirus με ιό της πατάτας Χ (PVX)ή ιό μωσαϊκού του αγγουριού (CMV) ή 

ιό του μωσαϊκού του καπνού (ΤMV) παρατηρείται αυξημένη παθογένεια και συσσώρευση 
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των PVX και CMV ή ΤMV αντίστοιχα. Ο συνεργισμός διαμεσολαβείται από την πρωτεΐνη HC-

Pro του potyvirus. Ο HC-Pro είναι ένας από τους πλέον χαρακτηρισμένους ιϊκούς 

αναστολείς σίγησης (Mallory et al., 2001). Η ιδιότητα του ως καταστολέα είναι άρρηκτα 

συνδεδεμένη με την διαμεσολάβηση συνεργιστικών φαινομένων.  

Η συνεργική αλληλεπίδραση του ιού της πατάτας Χ (PVX) με potyviruses που 

φέρουν τον καταστολέα σίγησης HC-Pro οδηγεί σε αυξημένα συμπτώματα πουπροωθούν 

συστημική νέκρωση (SN) σε Nicotiana benthamiana. Συστημική νέκρωση παρατηρείται και 

στην περίπτωση μόλυνσης με ανασυνδυασμένο ιό PVX που εκφράζει HC-Pro. Έχει 

αποδεδειχθεί (Pacheco et al., 2012) ότι η συστημική νέκρωση που προκαλείται από 

ανασυνδυασμένο ιό PVX που εκφράζει HC-Pro είναι μια μορφή προγραμματισμένου 

κυτταρικού θανάτου. Με τα πειράματα αυτά αποδεικνύεται επίσης ότι η έκφραση HC-Pro 

«υποβόηθα» την πυροδότηση νεκρώσεων σε αλληλεπιδράσεις ιών με φυτικούς ξενιστές. 

  1.2.1.5 Αναπτυξιακές δυσαρμονίες. Γενικά, ο βασικός τρόπος με τον οποίο οι ιοί 

συμμετέχουν στην πρόκληση των συμπτωμάτων σε φυτά είναι μέσω των καταστολέων 

σίγησης που κωδικεύουν στα γονιδιόματα τους. Οι καταστολείς αυτοί αλληλεπιδρούν με τα 

miRNAs. Πολλά miRNAs ρυθμίζουν αναπτυξιακούς μηχανισμούς των κυττάρων. 

Αναπτυξιακές δυσαρμονίες που συγκαταλέγονται στα συμπτώματα των ιών μπορούν να 

αποδοθούν σε αυτό το φαινόμενο (Kasschau et al., 2003). 

  Εναλλακτικά, ορισμένα από τα ιϊκά siRNAs έχουν συμπληρωματική ομολογία με 

μετάγραφα του ξενιστή και, ως εκ τούτου, έχουν τη δυνατότητα να προκαλέσουν 

αποσιώπηση των αντιστοίχων γονιδίων του ξενιστή. siRNAs με υψηλά επίπεδα αντίστροφης 

συμπληρωματικότητας προς ένα γονίδιο του ξενιστή θα μπορούσαν να επάγουν την 

αποικοδόμηση mRNA του ξενιστή, ενώ με μερική συμπληρωματικότητα θα μπορούσε να 

επάγει μεταγραφική αναστολή. siRNAs που έχουν υψηλή συμπληρωματικότητα με 

υποκινητές θα μπορούσαν να προκαλέσουν μεθυλίωση του υποκινητή μέσω της οδού 

RdDM. Αυτό δυνητικά μπορεί να οδηγήσει σε μεταγραφική απενεργοποίηση/σίγηση του 

γονιδίου του ξενιστή. 

 Τα έντονα συμπτώματα χλώρωσης σε φυτά καπνού που έχουν μολυνθεί με τον ιϊκό 

δορυφόρο CMV Υ-sat οφείλονται στην αποσιώπηση βιοσυνθετικών γονιδίων της 

χλωροφύλλης. Η αποσιώπηση κατευθύνεται από sRNAs προερχόμενα από το Y-sat. Το 

γονιδίωμα του Y-sat (369 nt) έχει μια περιοχή 22 nt με αλληλουχία συμπληρωματική με το 

mRNA βιοσυνθετικών γονιδίων της χλωροφύλλης (Shimura et al., 2011; Smith et al., 2011). 

Επιπλεον, siRNAs που προέρχονται από το Cg στέλεχος του TMV (TMV - Cg) έχει πρόσφατα 

δειχθεί (Qi et al., 2009) ότι στοχεύουν τουλάχιστον δύο γονίδια του ξενιστή (CPSF30,TRAP). 

Ένας αριθμός των siRNA που προέρχονται από CaMV έχουν σχεδόν τέλεια 
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συμπληρωματικότητα με μετάγραφα στην Arabidopsis. Επομένως, έχουν τη δυνατότητα να 

κατευθύνουν αποσιώπηση αυτών των γονιδίων σε μολυσμένα φυτά (Moissiard & Voinnet, 

2006). 

1.2.2. Αλληλεπίδραση RNA σίγησης και Φυτοπαθογόνων Βακτηρίων. 

  1.2.2.1 RNA σίγηση και παθογόνα στελέχη αγροβακτηρίου. Αρχικά πειράματα 

χρησιμοποιώντας παθογόνα στελέχη αγροβακτηρίου (Dunoyer et al., 2006) υπέδειξαν 

αλληλεπίδραση του μηχανισμού της σίγησης με την φυτοπαθογένεια βακτηρίων.  

  Συγκεκριμένα, η μεταφορά του Τ-DNA από το αγροβακτήριο στο φυτό συνοδεύεται 

από ύπαρξη siRNA μορίων που αντιστοιχούν σε τμήματα του Τ-DNA. Διαγονιδιακά φυτά 

που υπερεκφράζουν ιϊκούς αναστολείς RNA σίγησης (πρωτεΐνες που έχουν την δυνατότητα 

να καταστέλλουν τον μηχανισμό της σίγησης) είναι πιο ευπαθή στην μόλυνση με 

αγροβακτήριο. Αντίστοιχα αποτελέσματα υπήρχαν και σε πειράματα με μεταλλάγματα 

γονιδίων που καταστέλλουν την έκφραση ενζύμων του μηχανισμού της σίγησης. 

Συμπερασματικά, η φυσιολογική απόκριση του φυτού είναι η επαγωγή του μηχανισμού της 

σίγησης για την αποτροπή της έκφρασης των γονιδίων του T-DNA. Το αγροβακτήριο όμως 

έχει μηχανισμούς για την αναστολή της σίγησης αυτής και την προώθηση της 

μολυσματικότητας του. Σε πλήρη συνάφεια με τα προηγούμενα, η επαγωγή καλλογένεσης 

από παθογόνο αγροβακτήριο συνοδεύεται με επανενεργοποίηση σιγημένων διαγονιδίων 

του φυτού. Η παρατήρηση αυτή μπορεί να αποδοθεί στην καταστολή από το αγροβακτήριο 

του μηχανισμού της σίγησης (Dunoyer et al., 2006). 

  1.2.2.2 RNA σίγηση, μολύνσεις από Pseudomonas syringae και miRNAs. H ύπαρξη 

αλληλεπίδρασης, μεταξύ του μηχανισμού της σίγησης και την δράση των miRNAs άρχισε να 

αποσαφηνίζεται με την παρατήρηση ότι επίδραση φλαγγελίνης από Pseudomonas syringae 

έχει σαν αποτέλεσμα την επαγωγή ενός miRNA (miR-393) σε μεταγραφικό επίπεδο 

(Navarro et al., 2006). Η φλαγγελίνη είναι δομική πρωτεΐνη του βακτηριακού μαστιγίου που 

αναγνωρίζεται από τον ξενιστή ως «αποτύπωμα παθογόνου» (Pathogen-associated 

Molecular Pattern PAMP) και οδηγεί στην επαγωγή μηχανισμών βασικής άμυνας (basal 

defense). Το miR-393 καταστέλλει μετάγραφα που σχετίζονται με την απόκριση στην 

αυξίνη. Η καταστολή του μηχανισμού της απόκρισης σε αυξίνη επάγει μηχανισμούς αν-

θεκτικότητας σε παθογόνες ψευδομονάδες. Αντίθετα, η επαγωγή του μηχανισμού της 

απόκρισης σε αυξίνη έχει σαν αποτέλεσμα την υποβοήθηση της μόλυνσης (Chen et al., 

2007). Η επαγωγή αυτή μπορεί να συμβεί π.χ. μέσω δράσης εκκρινόμενων από το βακτήριο 

στο εσωτερικό του φυτικού κυττάρου πρωτεϊνών (type III effectors) που προάγουν τη 

μολυσματικότητα. 
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Εικόνα 7. Εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες που στοχεύουν στάδια του μηχανισμού 
βιογένεσης ή δράσης miRNAs (Katiyar-Agarwal & Jin, 2010). 

 Πιο αναλυτικά, μόλυνση φυτών A. thaliana με Pseudomonas syringae pv. tomato 

(Pst) προκαλεί συσσώρευση του miR393. Το miR393 φορτώνεται σε Argonaute 1 (ago1) για 

να σιγήσει τον υποδοχέα μεταφοράς αυξίνης TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE (TIR1). Η 

αυξίνη σηματοδοτεί μονοπάτια που ρυθμίζουν αρνητικά μηχανισμούς της βασικής άμυνας 

των φυτών σε προσβολή από παθογόνα. Διάφοροι τελεστές του Pst εγχύονται σε κύτταρα 

του ξενιστή μέσω του συστήματος έκκρισης τύπου III (T3SS) και ορισμένοι από αυτούς 

παρεμποδίζουν την σίγηση σε διαφορετικά στάδια (Navarro et al., 2008)). Παράλληλα, 

επάγεται το Ago2 και φορτώνεται με miR393*(Zhang et al., 2011c). Το miR393 με την σειρά 

του σιγεί το mRNA της MEMBRIN 12 μια SNARE πρωτεΐνης που ελέγχει μέρος της εκκριτικής 

οδού μέσω του cis Golgi σε φυτά. Αποσιώπηση του mRNA της MEMB12 προκαλεί μια 

αλλαγή στην οδό έκκρισης που ευνοεί την εξωκυττάρωση της σχετιζόμενης με άμυνα 

πρωτεΐνης PATHOGENESIS-RELATED 1 (PR1). 

 Η μολυσματικότητα του στελέχους Pst DC3000 στο μοντέλο φυτό A. thaliana 

περιορίζεται χωρίς επαγωγή κυτταρικού θανάτου (Ανθεκτικότητα μη-ξενιστή τύπου Ι, non-

host resistance type I). Το ίδιο συμβαίνει και με μόλυνση με Pseudomonas syringe pv. 

phaseolicola NPS3121.  Τα στελέχη αυτά εμφανίζουν αυξημένα επίπεδα πολλαπλασιασμού 

σε μεταλλάγματα Α. thaliana που μπλοκάρουν τον μηχανισμό της βιογένεσης των miRNA 

(Navarro et al., 2008).  

  Συμπερασματικά, άθικτος μηχανισμός βιοσύνθεσης miRNA στα φυτά σχετίζεται με 

την επαγωγή ανθεκτικότητας σε βακτηριακή μόλυνση. Από την άλλη πλευρά, η Pst έχει 

αναπτύξει μηχανισμούς καταστολής του μονοπατιού των miRNAs μέσω κάποιων από τις 
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εκκρινόμενες από το τύπου ΙΙΙ εκκριτικού μονοπατιού πρωτεΐνες που ενχύει στο φυτικό 

κύτταρο (Navarro et al., 2008). Οι πρωτεΐνες αυτές ονομάζονται βακτηριακοί καταστολείς 

σίγησης κατά αντιστοιχία με τους ιϊκούς καταστολείς της σίγησης. Δρουν είτε επηρεάζοντας 

σε μεταγραφικό επίπεδο την έκφραση miRNAs όπως το miR-393 είτε στοχεύοντας 

πρωτεΐνες που σχετίζονται με την βιογένεση των ώριμων miRNAs.  

 Πέρα του mi393, έχουν πιστοποιηθεί διάφορες ομάδες miRNAs ρυθμιζόμενων από 

μόλυνση με βακτήρια. Πολλά από αυτά στοχεύουν γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

που εμπλέκονται σε μονοπάτια βιοσύνθεσης φυτικών Ορμονών (αυξίνης, αμπσισικού 

οξέος, και ιασμονικού οξέος ) ή σε σηματοδότηση από αυτές (Zhang et al., 2011b).  

 Παράλληλα επίδραση με μη παθογόνο μετάλλαγμα του Pst (DC3000hrcC) έχει σαν 

αποτέλεσμα την επαγωγή και άλλων miRNAs (miRNA-160 και miRNA-167) που σχετίζονται 

με αρνητική ρύθμιση στην απόκριση με αυξίνη (Fahlgren et al., 2007). Το μη παθογόνο 

στέλεχος σε αυτή τη περίπτωση έχει προκύψει από μεταλλαγή στον εκκριτικό μηχανισμό 

Τύπου ΙΙΙ που σχετίζεται με την μεταφορά από το βακτήριο στο φυτικό κύτταρο των 

προαναφερθέντων βακτηριακών πρωτεϊνών-τελετών (effectors). 

  Στην τομάτα (Solanum lycopersicum) έχουν περιγραφεί μικρά RNA που σχετίζονται 

με την απόκριση σε παθογόνα όπως τα miR482 και miR2118. Τα μέλη αυτής της 

υποοικογένειας έχουν μεταβλητή αλληλουχία και αφθονία σε διάφορα είδη , αλλά όλες οι 

παραλλαγές στοχεύουν την κωδική αλληλουχία για το μοτίβο P-loop στις αλληλουχίες 

mRNA των πρωτεϊνών αντίστασης σε παθογόνα με μοτίβο ΝΒS (θέση προσδέσεως 

νουκλεοτιδίου, nucleotide binding motif) και μοτίβα πλούσια σε επαναλήψεις λευκίνης 

(LRR). Το miR482 στοχεύει mRNA για NBS-LRR πρωτεΐνες αντοχής σε ασθένεια. Η στόχευση 

προκαλεί αποικοδόμηση των αντίστοιχων mRNA και παραγωγή δευτερογενών siRNAs κατά 

τρόπο που εξαρτάται από την RDR6 . Τουλάχιστον ένα από αυτά τα δευτερεύοντα siRNAs 

στοχεύει mRNAs μιας άλλης πρωτεΐνης που επίσης σχετίζεται με την άμυνα . Η δράση του 

miR482 καταστέλλεται σε φυτά μολυσμένα με ιούς ή βακτήρια. Έτσι, η έκφραση των 

mRNAs που στοχεύονται από το miR482 είναι αυξημένη. Η διαδικασία αυτή επιτρέπει την 

επαγόμενη έκφραση των NBS-LRR πρωτεϊνών παρουσία παθογόνου και συμβάλλει σε ένα 

νέο επίπεδο προστασίας από προσβολή από παθογόνα (Shivaprasad et al., 2012) . 

 Αρκετά miRNAs (μεταξύ αυτών τα miR169, mir396, mir157,mir167) φαίνεται να 

υπερεκφράζονται σε ιστούς στους οποίους έχει γίνει επαγωγή HR μετά από επίδραση 

πρωτεΐνης HrpN (harpin) της E. amylovora (Boccara et al., 2007). Αντίθετα, το miRNA164 

έχει προταθεί σαν παράγοντας αντιγήρανσης (anti-senescence) σε Α. thaliana (Kim et al., 

2009). Έχει ρόλο στον εξαρτώμενο από ηλικία κυτταρικό θάνατο (Age-Dependent Cell 
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Death). Ρυθμίζει αρνητικά την πρωτεΐνη ORE1 (οικογένεια NAC). Η πρωτεΐνη αυτή είναι 

ένας θετικός ρυθμιστής κυτταρικού θανάτου.  

  1.2.2.3 Ρόλος των ago’s σε μολύνσεις από Pseudomonas syringae. Σε πλήρη 

συνάφεια με τα προηγούμενα, μεταλλάγματα γονιδίων που κωδικεύουν ένζυμα του 

μηχανισμού της σίγησης (όπως το ago4) εμφανίζουν μεγαλύτερη ευπάθεια σε 

φυτοπαθογόνα βακτήρια και είναι ελλειμματικά στον μηχανισμό ανθεκτικότητας (Agorio & 

Vera, 2007).  

 Από την άλλη πλευρά, η πρωτεΐνη Ago2 της Arabidopsis επάγεται μετά από 

μόλυνση από το βακτηριακό παθογόνο Pseudomonas syringae pv. tomato. Περαιτέρω 

γενετική ανάλυση την λειτουργία του Ago2 στην αντιβακτηριακή ανοσία. Το small RNA 

miR393b* προσδένεται στο Ago2. Το small RNA miR393b* στοχεύει σε μια πρωτεΐνη που 

εντοπίζεται στο Golgi (MEMB12-δες και παραπάνω).  

 Η Λειτουργία του Ago2 στην αντιβακτηριακή άμυνα βασίζεται στην δέσμευση του 

στο miR393b*.Με τον τρόπο αυτό το miR393b* ρυθμίζει την εξωκύττωση των 

αντιμικροβιακών PR πρωτεϊνών μέσω του Golgi (Zhang et al., 2011c) . Τα miR393 /miR393* 

αντιπροσωπεύουν ένα παράδειγμα ενός ζεύγους miRNA*/miRNA που εμπλέκεται στην 

ανοσία με δύο διακριτά Ago’s: το miR393* προσδένεται στο Ago2 (Zhang et al., 2011c)και 

το miR393 προσδένεται στο ago1 (Navarro et al., 2008). 

 1.2.2.4 RNA σίγηση, μολύνσεις από Pseudomonas syringae και nat-siRNAs/ 

lsiRNAs. Βακτηριακές πρωτεΐνες εκκρινόμενες μέσω του τύπου ΙΙΙ εκκριτικού συστήματος 

έχουν την δυνατότητα να επάγουν την έκφραση κάποιων μελών μιας άλλης κατηγόριας 

ενδογενών siRNAs στην Arabidopsis. Τέτοια περίπτωση είναι η επαγωγή nat-siRNAs (όπως 

το nat-siRNA ATGB2) από πρωτεΐνες-τελεστές όπως η AvrRpt2. Η βιογένεση των nat-siRNAs 

είναι διαδικασία εξαρτώμενη από ένζυμα του μηχανισμού της σίγησης. Στην επαγωγή τους 

μεσολαβούν πρωτεΐνες άμυνας του φυτού δηλαδή φυτικές πρωτεΐνες που μέσω των 

οποίων γίνεται ο περιορισμός του φυτοπαθογόνου. Ο περιορισμός αυτός εκδηλώνεται 

μέσω της επαγωγής τοπικού κυτταρικού θανάτου γύρω από το σημείο της μόλυνσης 

(αντίδρασης υπερευαισθησίας, HR). Τα nat-siRNAs αυτής της κατηγόριας καταστέλλουν 

αρνητικούς ρυθμιστές του μονοπατιού απόκρισης μέσω προγραμματισμένου κυτταρικού 

θανάτου. Άρα, και στην περίπτωση αυτή, η επαγωγή του nat-siRNA ATGB2 είναι μέρος της 

απόκρισης του φυτού για τον περιορισμό του φυτοπαθογόνου μέσω αντίδρασης 

υπερευαισθησίας (Katiyar-Agarwal et al., 2006). 
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Εικόνα 8. Ρόλος των ago’s σε μολύνσεις από Pseudomonas syringae (Pumplin & Voinnet, 
2013). 

  

 Μολυσματικά στελέχη (virulent strains) φυτοπαθογόνων στελεχών Pseudomonas 

που φέρουν (επιπρόσθετα του οπλοστασίου των πρωτεϊνών-τελεστών Τύπου ΙΙΙ που 

διαθέτουν) την εκκρινόμενη μέσω του Τύπου ΙΙΙ καναλιού πρωτεΐνη AvrRpt2 έχουν την 

δυνατότητα να επάγουν μια άλλη κατηγορία siRNA μορίων μεγέθους 30-40 νουκλεοτιδίων 

που ονομάζονται lsiRNAs. Το βιογενετικό μονοπάτι των lsiRNAs είναι διακριτό από τα 

υπόλοιπα μονοπάτια siRNA/miRNA μορίων. Τα lsiRNAs ρυθμίζουν την έκφραση 

μεταγράφων που είναι επικαλυπτόμενα με το RNA που τα παράγει αλλά με αντίθετη 

πολικότητα (αν και αυτό δεν είναι πάντα ο κανόνας). Τα lsiRNAs συνεισφέρουν στην άμυνα 

του φυτού και την αντίσταση σε φυτοπαθογόνα στοχεύοντας αρνητικούς ρυθμιστές της 

άμυνας του φυτού. Ο μηχανισμός δράσης των lsiRNAs μπορεί να περιλαμβάνει αναστολή 

μετάφρασης και όχι ενδονουκλεολυτική τομή μεταγράφου (Katiyar-Agarwal et al., 2007). 
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Εικόνα 9. Κατηγορίες ενδογενών siRNAs στα φυτά (Ghildiyal & Zamore, 2009). Τα ενζυμα που είναι 
απαραίτητα για την βιογένεση της κάθε κατηγορίας φαίνονται στην εικόνα. Tα Natural antisense 
transcripts (NAT) είναι ενδογενή μετάγραφα που περιέχουν αλληλουχίες συμπληρωματικές μεταξύ 
τους και έχουν τη δυνατότητα να συν-ρυθμίζονται είτε θετικά είτε αρνητικά. Με βάση την βιογένεση 
τους, τα NATs κατηγοριοποιούνται σε δύο υποομάδες: α) τα cis-NATs που μεταγράφονται από 
αντίθετους κλώνους DNA από την ίδια γονιδιωματική περιοχή β) τα trans-NATs που μεταγράφονται 
από διαφορετικές θέσεις του γονιδιώματος. Τα cis-NATs έχουν συνήθως τέλεια 
συμπληρωματικότητα και κάθε αρνητικής πολικότητας RNA ταιριάζει με ένα μόνο μετάγραφo από 
τον ίδιο γενετικό τόπο. Tα trans-NATs έχουν μερική συμπληρωματικότητα και σε κάθε αρνητικής 
πολικότητας RNA ταιριάζουν RNA από διαφορετικές γονιδιωματικές περιοχές (Zhang et al., 2012) 
(Zhang et al., 2013). Στο ρύζι είχαν καταγραφεί και κάποια "miRNAs" η βιογένεση των οποίων ήταν 
εξαρτώμενη από DCL1 και τα οποία προέρχονταν από cis-NATs (Lu et al., 2008). Τα cis-acting siRNAs 
(casiRNAs) προέρχονται από τρανσποζόνια, επαναλαμβανόμενα στοιχεία και tandem repeats (όπως 
5S γονίδια ριβοσωματικού RNA). Αποτελούν το μεγαλύτερο μέρος των endo-siRNAs. Τα casiRNAs 
προάγουν τον σχηματισμό ετεροχρωματίνης με μεθυλίωση του DNA και την τροποποίηση των 
ιστονών στους γενετικούς τόπους από τους οποίους προέρχονται (Chan et al., 2004).Τα trans-acting 
siRNAs (ta-siRNAs) είναι ενδογενή siRNAs που κατευθύνουν την αποικοδόμηση ενδογενών 
μεταγράφων. Η διαδικασία ξεκινάει από την κατευθυνόμενη από ένα miRΝΑ διάσπαση ενός 
πρωτογενούς μεταγράφου. Τα θραύσματα στη συνέχεια μετασχηματίζονται σε μικρά siRNAs με τη 
διαδοχική δράση των SGS3, RDR6 και DCL4. Η SGS3 σταθεροποιεί το θραύσμα, η RDR6 παράγει ένα 
συμπληρωματικό σκέλος και η DCL4 διασπά το προκύπτον δίκλωνο μόριο σε μικρά siRNAs, 
αρχίζοντας από το άκρο με τη θέση διάσπασης από το miR173 και προχωρώντας σε προσαυξήσεις 
21-nt από το σημείο αυτό. Στην διαδικασία αυτή δεν συμμετέχει το DCL3-εξαρτώμενο μονοπάτι που 
παράγει 24 nt siRNAs (Yoshikawa et al., 2005).  
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 Εικόνα 10. (προηγούμενη σελίδα) Συγκριτική παρουσίαση μονοπατιών βιογένεσης μικρών 
RNAs στα φυτά (Katiyar-Agarwal & Jin, 2010). Παρουσιάζονται τα μονοπάτια βιογένεσης 
των nat-siRNAs και lsiRNAs κατά αντιπαράθεση με τα μονοπάτια βιογένεσης άλλων 
κατηγοριών μικρών RNAs που είναι εκτενεστέρα μελετημένα. 

   

 1.2.2.5 RNA σίγηση, Μολύνσεις από Pseudomonas syringae και RdDM. Επίσης, τo 

πεπτίδιο flg22 (συντηρημένο τμήμα της μαστιγιακής δομικής πρωτεΐνης βακτηρίων) 

καταστέλλει την μεθυλίωση σε στόχους RdDM σε φύλλα Arabidopsis. Η απομεθυλίωση των 

στόχων RdDM συνδέεται με την καταστολή ενός υποσυνόλου γενετικών παραγόντων που 

σχετίζονται με την μεθυλίωση. Το ROS1 ρυθμίζει αρνητικά την RdDM. Η πρωτεΐνη αυτή 

διευκολύνει την επαγωγή της απομεθυλίωσης του γενετικού τόπου AtSN1 μετά από 

επίδραση με το πεπτίδιο flg22. Η απομεθυλίωση του DNA περιορίζει τον πολλαπλασιασμό 

των βακτηρίων σε φύλλα Arabidopsis και συνδέεται με ενεργοποίηση της εξαρτώμενης από 
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σαλικυλικό οξύ άμυνας (SAR). Το RMG1 είναι μια πρωτεΐνη ΝΒ-LRR με μοτίβο υποδοχέα 

Toll/interleukin-1 (TIR) στο αμινοτελικό άκρο. Το RMG1 είναι ένα γονίδιο αντοχής στην 

ασθένεια το οποίο στοχεύει η ROS1-εξαρτημένη DNA απομεθυλίωση (Yu et al., 2013). Οι 

διαπιστώσεις αυτές ευθυγραμμίζονται με παλιότερες παρατηρήσεις για τον ρόλο της 

μεθυλίωσης στη μόλυνση με Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Πιο συγκεκριμένα, 

η Arabidopsis εμφανίζει υπομεθυλίωση του κεντρομερικού DNA και κυτταρολογικές 

μεταβολές ετεροχρωματίνης μετά την προσβολή από το εν λόγω βακτήριο (Pavet et al., 

2006). 

  

  

 

Εικόνα 11. Μοντέλο για την επίδραση ιϊκών και βακτηριακών καταστολέων σίγησης στην 
άμυνα του φυτού (Katiyar-Agarwal & Jin, 2010). 

  

1.2.3 Αλληλεπίδραση RNA σίγησης και Φυτοπαθογόνων Μυκήτων και 

Οομυκήτων. 

 Γενετικά τροποποιημένα φυτά με ελλειμματικό μηχανισμό RNA silencing 

εμφανίζουν αυξημένη ευαισθησία στο μύκητα Verticillium dahliae (Ellendorff et al., 2009). 

Τα ίδια φυτά δεν εμφανίζουν αυξημένη ευαισθησία προς άλλες μυκητολογικές προσβολές 

(από Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina, Fusarium 

oxysporum), ούτε τροποποιημένη ευαισθησία σε αβιοτικές καταπονήσεις. 

 Το γονίδιο NRPD2 κωδικοποιεί την δεύτερη μεγαλύτερη υπομονάδα της ειδικής για 

τα φυτά RNA πολυμεράσης IV και V (Pol IV και V Pol). Η RNA πολυμεράση V είναι ζωτικής 

σημασίας για την πορεία RdDM. Φυτά ελλειμματικά σε NRPD2 παρουσίασαν αύξηση της 

ευαισθησίας σε προσβολές από νεκρότροφους παθογόνους μύκητες όπως οι Botrytis 

cinerea και Plectosphaerella cucumerina αλλά και με το βακτήριο Pseudomonas syringae 
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pv. tomato DC3000. Μελέτες και σε άλλες μεταλλάξεις που επηρεάζουν διαφορετικά 

στάδια της οδού RdDM (όπως μεταλλάξεις nrpe1, ago4, drd1, rdr2 και drm1drm2) έχουν τον 

ίδιο φαινότυπο με τις μεταλλάξεις nrpd2 (Lopez et al., 2011). Είναι ενδιαφέρον ότι η 

απόκριση στο σαλικυλικό οξύ (SA) είναι ενισχυμένη σε φυτά με ελαττωματική NRPD2. Το 

αντίστροφο συμβαίνει για την απόκριση στο ιασμονικό οξύ (JA).  

 Οι hypoviruses είναι ιϊκά παράσιτα μυκήτων των ειδών Cryphonectria. Ο hypovirus 1 

(CHV1) κωδικοποιεί μια πρωτεάση τύπου παπαΐνης (Ρ29) που μοιράζεται ομοιότητες με τον 

ιϊκό καταστολέα της RNA σίγησης HC-Pro. Η p29 από hypovirus CHV1-EP71 μπορεί να 

καταστείλει την RNA σίγηση στο φυσικό ξενιστή δηλαδή το μύκητα Cryphonectria parasitica 

(Segers et al., 2006). 

  Το σύμπλεγμα των παραλόγων R γονίδιων RPP5 προσδίδει ανθεκτικότητα σε 

στελέχη του παθογόνου μύκητα Hyaloperonospora parasitica και μολυσματικά στελέχη του 

βακτηρίου Pseudomonas syringae. Έχουν διαπιστωθεί αρνητικής πολικότητας μετάγραφα 

επικαλυπτόμενα με τους γενετικούς τόπους RPP4, SNC1, και At4g16900 του συμπλέγματος 

RPP5. Παράλληλα, τα επίπεδα έκφρασης του SNC1 εμφανίζονται αυξημένα σε φυτά 

ελλειμματικά ως προς τα ενζυμα του μηχανισμού της RNA σίγησης (Yi & Richards, 2007). 

 Χρησιμοποιώντας το σύστημα της παροδικής συνέκφρασης μέσω Αγροβακτηρίου 

(Hamilton et al., 2002) δηλαδή το ίδιο πειραματικό σύστημα με αυτό που χρησιμοποιήθηκε 

στην παρούσα εργασία, σαρώθηκαν 59 RXLR τελεστές από Phytophthora sojae (από τους 

περίπου 400 προβλεπόμενες τελεστές με δομική περιοχή RXLR). Διαπιστώθηκε ότι δυο 

(PsAvh18 και PsAvh146) καταστέλλουν την RNA σίγηση (Qiao et al., 2013). Ανάλυση 

αλληλουχίας έδειξε την παρουσία ενός υποθετικού διμερούς σήμα πυρηνικού εντοπισμού 

(NLS) σε μια από τις δύο. Σημειακές μεταλλαγές στο NLS που καταργούν τον πυρηνικό 

εντοπισμό οδηγούσαν σε μεγάλο βαθμό την πρωτεΐνη να χάσει την ικανότητα να 

καταστέλλει σίγηση του RNA. In vitro αναλύσεις έδειξαν επίσης ότι οι δυο πρωτεΐνες δεν 

δεσμεύουν μονόκλωνα ή δίκλωνα 21-nt μικρά RNAs. 

  Οι περισσότεροι από τους χαρακτηρισμένους παράγοντες παθογένειας είναι 

πρωτεΐνες. Πρόσφατα αποκαλύφθηκε ότι (εκτός από τις εκκρινόμενες πρωτεΐνες τελεστές) 

μπορεί να μεταφερθεί και RNA από παθογόνο σε ξενιστή (Weiberg et al., 2013). Η έρευνα 

πραγματοποιήθηκε στο Botrytis cinerea, έναν νεκρότροφο παθογόνο μύκητα. Υπάρχουν 

περισσότερα από 800 sRNAs του μύκητα που επάγονται όταν ο Botrytis μολύνει φυτικά 

κύτταρα. Από αυτά, 73 είχαν προβλεφθεί από την ακολουθία ότι μπορούν να στοχεύσουν 

mRNAs του ξενιστή (συμπεριλαμβανομένων και ορισμένων που έχουν ένα ρόλο στην 

απόκριση του φυτού). Τα μικρά RNA των μυκήτων είναι πιθανό να προέρχονται από μακριά 

πρόδρομα RNA και ωριμάζουν προτού μετατοπιστούν εντός του φυτικού κύτταρου. 
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 Το αντίστροφο έχει επίσης παρατηρηθεί. Συσσώρευση διπλόκλωνου ή αρνητικής 

πολικότητας (αντινοηματικού) RNA για μετάγραφα του μύκητα Blumeria graminis στο 

εσωτερικό κυττάρων κριθαριού (Hordeum vulgare) και το σιταριού (Triticum aestivum) 

επηρεάζει την ανάπτυξη του μύκητα. Ο μύκητας θα μπορούσε να διασωθεί από το σίγηση 

των γονιδίων από την παροδική έκφραση ενός συνθετικού γονιδίου που ήταν ανθεκτικό σε 

RNA σίγηση (RNAi) λόγω σιωπηλών σημειακών μεταλλάξεων. Τα αποτελέσματα δείχνουν 

την κυκλοφορία των μορίων RNA από φυτά ξενιστές σε Β. graminis και μπορούν να 

οδηγήσουν σε μια στρατηγική προστασίας των καλλιεργειών έναντι παθογόνων μυκήτων με 

βάση την τεχνολογία RNAi (Nowara et al., 2010).  

 Αντίθετα, εκτοπική έκφραση αλληλουχιών dsRNA στο φυτό ξενιστή δεν είναι 

επαρκής για να οδηγήσει σε αποσιώπηση των ομόλογων γονιδίων ωομυκήτων, ούτε 

μειώνει την ικανότητα αποικισμού των φυτών από αυτούς. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε 

διάφορους λόγους. Πιθανόν, π.χ. , τα δίκλωνα RNAs μεταφέρονται σαν μακριά δίκλωνα 

μόρια και μετατρέπονται σε μικρά RNAs στο εσωτερικό του παθογόνου. Έτσι, μόνο τα 

παθογόνα που έχουν μηχανισμό RNAi μπορούν να γίνουν στόχος αποσιώπησης γονιδίων με 

αυτό το τρόπο (Zhang et al., 2011a). 

1.3 Ανοσία μέσω αναγνώρισης "αποτυπώματος" και 
ανθεκτικότητα που διαμεσολαβείτε από R-γονίδια. 

  

 Στην παρούσα διατριβή ακολουθούμε έναν τροποποιημένο μοντέλο Ζιγκ-ζαγκ. To 

συγκεκριμένο μοντέλο Ζιγκ-ζαγκ επιχειρεί να εξηγήσει τους εξελικτικούς μηχανισμούς τόσο 

της φυσικής ανοσίας όσο και της RNA σίγησης. Η τροποποίηση που ακλουθούμε καλύπτει 

τους μηχανισμούς άμυνας των φυτών έναντι και των ιολογικών και των μη ιογογικών 

παθογόνων (Jones & Dangl, 2006; Zvereva & Pooggin, 2012).  

 Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, το απόλυτο εύρος της αντίστασης σε ασθένεια ή της 

επιδεκτικότητας ισούται με το αποτέλεσμα PTI + RNA silencing- ETS + ETI .  

 Ως PTI (Pattern-Triggered Immunity) ορίζεται η ανοσία μέσω αναγνώρισης 

"αποτυπώματος" από ποικίλους υποδοχείς αναγνώρισης . Τέτοια "αποτυπώματα" μπορεί 

να είναι: 

α) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) δηλαδή συντηρημένα μοτίβα που 

προέρχονται από τα ίδια τα παθογόνα 

β) danger-associated molecular patterns (DAMPs) δηλαδή ενδογενή μόρια που 

παράγονται στα πρώτα στάδια της μόλυνσης και "ευαισθητοποιούν" τους αμυντικούς 

μηχανισμούς για την ενίσχυση (amplification) της απόκρισης.  
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 Στην περίπτωση ιογενών μολύνσεων ως "εξωγενή αποτυπώματα" θα μπορούσαν να 

χαρακτηριστούν π.χ. το δίκλωνο ιϊκό RNA ή τα sRNAs ιϊκής προέλευσης κ.τ.λ. 

 

  

Εικόνα 12.To μοντέλο Ζιγκ-ζαγκ για τους εξελικτικούς μηχανισμούς της φυσικής ανοσίας και 
της RNA σίγησης. Βασίζεται στην άμυνα των φυτών τόσο έναντι των ιογενών όσο και των μη 
ιογενών παθογόνων. Από (Zvereva & Pooggin, 2012) το οποίο τροποποιεί το (Jones & Dangl, 
2006). 

  

 

 Ως ETΙ (Effector-Triggered Immunity) εννοούμε την αντίσταση που διαμεσολαβείται 

από R-γονίδια. Συνίσταται στην ενδοκυτταρική αναγνώριση των πρωτεϊνών τελεστών, 

γεγονός που οδηγεί επαγωγή σηματοδότησης. Η ETI είναι μια ταχεία και υψηλής έντασης 

απόκριση και θεωρείται ότι είναι μια ενισχυμένη εκδοχή του PTI. Τα σηματοδοτικά 

μονοπάτια στην ETI συχνά οδηγούν σε αντίδραση υπερευαισθησίας (HR) και τον 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (PCD) που τοπικά περιορίζει το παθογόνο και 

αναστέλλει επιπλέον εξάπλωση του. 

 Ως ETS (effector-triggered susceptibility) χαρακτηρίζουμε την ευπάθεια που 

συνοδεύει την προσβολή από παθογόνα. Στηρίζεται στην τροποποίηση μέσω των 

πρωτεϊνών τελεστών των μηχανισμών απόκρισης προς όφελος του παθογόνου. Σε πρώτη 

φάση, τα φυτά ανιχνεύουν το παθογόνο μέσω PAMPs και DAMPs. Στην αναγνώριση 

μεσολαβούν υποδοχείς αναγνώρισης μοριακών προτύπων (PRRs) για να εκδηλώσουν PTI. 

Στην περίπτωση των ιικών παθογόνων, τα φυτά ανιχνεύουν επιπροσθέτως ιογενή δίκλωνα 

RNA (dsRNA) που μπορούν να προκαλέσουν RNA σίγηση. 
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   Σε δεύτερη φάση, τα επιτυχημένα ιογενή και μη ιογενή παθογόνα μεταφέρουν 

Τελεστές (effectors) / καταστολείς (suppressors) που παρεμβαίνουν και μπλοκάρουν την 

PTI και την RNA σίγηση. Σαν αποτέλεσμα έχουμε ευαισθησία στην μόλυνση με παθογόνο 

(ETS). 

  Στην επομένη φάση, ένας (και συχνά περισσότεροι) τελεστής ή καταστολέας 

αναγνωρίζεται άμεσα ή συνηθέστερα έμμεσα από μια R-πρωτεΐνη ενεργοποιώντας ETI. Η 

ETI είναι μια ενισχυμένη εκδοχή του PTI που συχνά περνά ένα κατώτατο κατώφλι για την 

επαγωγή της υπερευαισθησίας ανταπόκριση (HR) και τον προγραμματισμένο κυτταρικό 

θάνατο (PCD) . 

 Στη τέταρτη φάση, έχουμε εξελικτική επιλογή παθογόνων που έχουν απολέσει 

ή/και τροποποιήσει τους Τελεστές (effectors)/καταστολείς (suppressors) που 

αναγνωρίζονται. Επιπρόσθετα έχουμε οριζόντια μεταφορά ή εξέλιξη νέων τελεστών που 

μπορούν να βοηθήσουν το παθογόνο να καταστείλει ETI. Ένα νέο NB- LRR αλληλόμορφο 

εξελίσεται στη συνέχεια και επιλέγεται ώστε να μπορεί να αναγνωρίσει τον 

νεοαποκτηθέντα τελεστή με αποτέλεσμα και πάλι την ΕΤΙ . 

 Πρόκειται δηλαδή για μια αέναη συνεξέλιξης παθογόνων-ξενιστών όπου στόχος 

των παθογόνων είναι να μπλοκάρουν με ποικίλους τρόπους τους μηχανισμούς αντίστασης 

του φυτού. Στόχος του φυτού από την άλλη πλευρά είναι η εξέλιξη αλληλομόρφων για την 

πιο αποτελεσματική αναγνώριση των παθογόνων. Αυτό που συμβαίνει στην πράξη είναι ότι 

π.χ. ένα βακτήριο ενχύει δεκάδες τελεστές. Συνήθως το φυτό έχει εξελιχθεί για να 

αναγνωρίζει όσο το δυνατόν περισσότερους (το οποίο όμως είναι πάλι ένα υποσύνολο). 

Βέβαια αρκεί να αναγνωρίζει έστω ένα. Η αναγνώριση των "σεσημασμένων" τελεστών 

οδηγεί σε παράλληλα μονοπάτια σηματοδότησης HR. Εάν το σύνολο των τελεστών μπορεί 

να παρεμποδίσει το σύνολο των μονοπατιών σηματοδότησης HR έχουμε ευπάθεια στο 

παθογόνο. Διαφορετικά παρατηρούμε ανθεκτικότητα. 

 Προηγουμένως αναφέρθηκε ότι Η ETI είναι μια ενισχυμένη εκδοχή του PTI που 

συχνά συνοδεύεται από HR. Έχουν καταγραφεί διάφορες περιπτώσεις όπου η ETI δεν 

συνοδεύεται από HR. Ο τελεστής ΗopPsyA από το βακτήριο Pseudomonas syringae pv. 

syringae 61 προσδιορίζεται ως παράγοντας «αμολυσματικότητας» (avirulence, Αvr) στην 

Arabidopsis. Όμως, ενεργοποιεί την ανθεκτικότητα απουσία μακροσκοπικής HR. Ένας 

γενετικός τόπος που ονομάζεται HED1 κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη που μπλοκάρει εκλεκτικά 

το σηματοδοτικό μονοπάτι HR χωρίς να μπλοκάρει την εκδήλωση ανθεκτικότητας στο 

σύνολο. Αυτός ο μηχανισμός μπορεί να εξηγήσει ορισμένες περιπτώσεις στην Arabidopsis 

που αφορούν αντοχή τύπου I σε «ετερόλογο» ξενιστή (non-host resistance type Ι) 

(Gassmann, 2005). Ενδιάμεσες καταστάσεις μπορεί να παρατηρηθούν κατά τις οποίες η 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 47 

ανθεκτικότητα μπορεί να συνοδεύεται από χλωρωτικά αλλά όχι και νεκρωτικά 

συμπτώματα (Cole et al., 2001). 

  Γενικά, οι αντιδράσεις μη-ξενιστή (non-host) διακρίνονται σε δυο κατηγορίες. Τις 

τύπου Ι αντιδράσεις μη-ξενιστή που δεν συνοδεύονται από κυτταρικό θάνατο και στους 

τύπου ΙΙ αντιδράσεις μη-ξενιστή που συνοδεύονται από κυτταρικό θάνατο (Mysore & Ryu, 

2004). 

 

 

  

1.4. Κυτταρικός Θάνατος και Aντίδραση Yπερευαισθησίας 
  

 1.4.1 Κατηγορίες κυτταρικού θανάτου στα ζώα. Στα ζωικά κύτταρα έκτος από τον 

αυτοφαγικό κυτταρικό θάνατο (autophagic cell death) διακρίνουμε άλλες δυο κύριες 

κατηγορίες κυτταρικού θανάτου (van Doorn, 2011). 

 1) Νέκρωση. Σαν νέκρωση κατατάσσουμε κάθε είδους κυτταρικό θάνατο ο οποίος 

χαρακτηρίζεται από έλλειψη αποπτωτικών ή αυτοφαγικών χαρακτηριστικών. Βασικά 

χαρακτηριστικά του είναι η διόγκωση των διαφόρων οργανιδίων, η πρώιμη ρήξη της 

πλασματικής μεμβράνης και η απώλεια του ενδοκυτταρικού περιεχόμενου. Συνοδεύεται 

από μιτοχονδριακές αλλαγές όπως η αποσύνδεση της αναπνοής, η παραγωγή δραστικών 

ειδών οξυγόνου (reactive oxygen species-ROS), παραγωγή δραστικών ειδών αζώτου 

(reactive nitrogen species-RNS), η πτώση των επίπεδων ATP και η αύξηση της 

διαπερατότητας της μιτοχονδριακή μεμβράνης. Στις λυσοσωματικές εκδηλώσεις 

συγκαταλέγονται η παραγωγή ROS, η διαπερατότητα της λυσοσωματικής μεμβράνης και η 

απελευθέρωση των δραστικών πρωτεασών καθεψίνης (cathepsin proteases) στο 

κυτταρόπλασμα. 

2) Απόπτωση. Μορφολογικά χαρακτηριστικά της είναι η στρογγυλοποίηση του κυττάρου, η 

μείωση του κυτταρικού όγκου, η συμπύκνωση χρωματίνης, ο κατακερματισμός του πυρήνα, 

η τροποποίηση των κυτταροπλασματικών οργανιδίων, η διόγκωση της πλασματικής 

μεμβράνης, ο κατακερματισμός του κυττάρου σε μικρότερες δομές που ονομάζονται 

αποπτωτικά σωμάτια. Τα αποπτωτικά σωμάτια "καταπίνονται" από τα φαγοκύτταρα και 

υποβαθμίζονται με την δράση λυσοσωμικών ενζύμων. 

 

 1.4.2 Κατηγορίες κυτταρικού θανάτου στα φυτά. Στα φυτικά συστήματα δεν 

υπάρχει ένας γενικά αποδεκτός τρόπος ταξινόμησης των διαφόρων ειδών κυτταρικού 

θανάτου. Μια διαπίστωση που γίνεται όλο και περισσότερο αποδεκτή τα τελευταία χρόνια 
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είναι ότι στα φυτά δεν υπάρχει μηχανισμός αντίστοιχος με τον απόπτωτικο τύπο 

κυτταρικού θανάτου των ζώων. Η ύπαρξη στα φυτά κυτταρικών τοιχωμάτων αποκλείει την 

αναγκαιότητα για κατάτμηση των φυτικών κυττάρων σε αποπτωτικά σώματα. Επίσης δεν 

έχουν αναφερθεί φαγοκύτταρα (phagocytic cells) σε φυτικά συστήματα.  

 Οι παλιότερες ταξινομήσεις χώλαιναν διότι προσπαθούσαν απλά να αντιστοιχίσουν 

κάθε τύπο κυτταρικού θανάτου με κάποιον αντίστοιχο στα ζωικά συστήματα. Μια τέτοια 

ένα προς ένα αντιστοιχία δεν είναι δυνατή καθώς οι διάφοροι τύποι κυτταρικού θανάτου 

στα φυτά έχουν τις δικές τους ιδιαιτερότητες. Μια πρόσφατη ταξινόμηση (van Doorn, 2011) 

προσπαθεί να κατατάξει εξαρχής τους κυτταρικούς θανάτους στα φυτά αποφεύγοντας τις 

αγκυλώσεις του παρελθόντος. Διακρίνονται τρεις βασικές κατηγορίες: 

1) Κυτταρικός θάνατος εξαρτώμενος από χυμοτόπια (‘Vacuolar’ Plant Cell Death). 

Χαρακτηρίζεται από σταδιακή μείωση του όγκου του κυτταροπλάσματος, αύξηση στον όγκο 

που καταλαμβάνεται από λυτικά χυμοτόπια (lytic vacuoles), εγκόλπωση του 

κυτταροπλάσματος σε λυτικά χυμοτόπια, σχηματισμό "καλωδίων" ακτίνης, 

αποσυναρμολόγηση πυρηνικού φακέλου και κατακερματισμό του πυρήνα. Σε άλλες 

ταξινομήσεις αναφέρεται και ως Αυτολυτικός Προγραμματισμένος Κυτταρικός Θάνατος 

[Autolytic Programmed Cell Death (PCD)] και του αποδίδονται χαρακτηριστικά παρόμοια με 

αυτοφαγία σε ζωικά κύτταρα και κύτταρα σακχαρομύκητα (van Doorn, 2011). Για τον λόγο 

αυτό παλιότερα χαρακτηριζόταν (Reape et al., 2008) αυτοφαγικός θάνατος των κυττάρων 

(autophagic cell death). Αυτοφαγικό PCD (autophagic PCD) παρατηρούμε για παράδειγμα 

στην γήρανση (senescence, Love et al., 2008) είτε αναφερόμαστε σε γήρανση των φύλλων 

(leaf senescence) είτε γήρανση πέταλων (petal senescence), στην διαφοροποίηση των 

αγγειακών στοιχείων σε ξύλο (differentiation of vascular elements in wood), στην σμίλευση 

σχήματος φύλλου (leaf shape sculpting), στην απόρριψη αναπαραγωγικών οργάνων 

(floral organ abortion) και ίσως στην τελική διαφοροποίηση του ενδοσπερμίου κατά την 

ωρίμανση των σπόρων (terminal differentiation of the endosperm during seed maturation) 

και στον σχηματισμό αερενχύματος (aerenchyma) μεταξύ άλλων (Hofius et al., 2007). 
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 Εικόνα 13. Κατηγορίες κυτταρικού θανάτου σε φυτικά και ζωικά συστήματα. 
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 2) "Νεκρωτικός" Κυτταρικός Θάνατος που επάγεται από μια σειρά από αβιοτικές 

καταπονήσεις, την αναγνώριση του παθογόνου κατά τη διάρκεια της αντίδρασης 

Υπερευαισθησίας (HR) ή από νεκρότροφα παθογόνα. Συχνά οι παραπάνω καταστάσεις αν 

και έχουν όλα τα χαρακτηριστικά νέκρωσης, παρουσιάζουν και κάποια επιπλέον 

χαρακτηριστικά της πρώτης κατηγορίας. Στην τελευταία περίπτωση κατατάσσονται σε μια 

τρίτη κατηγορία (Μεικτά-Μη Τυπικά Χαρακτηριστικά) που περιγράφεται παρακάτω. Η 

νέκρωση χαρακτηρίζεται από διόγκωση των μιτοχονδρίων, απουσία λυτικών χυμοτοπίων, 

πρώιμη ρήξη της πλασματικής μεμβράνης, συρρίκνωση του πρωτοπλάστη, οξεία αντίδραση 

του θανάτου των κυττάρων (acute cell death response) που αναπτύσσεται με ταχείς 

ρυθμούς. Τα πτώματα των νεκρωτικών κυττάρων παραμένουν σε μεγάλο βαθμό μη 

επεξεργασμένα. 

  Ο νεκρωτικός θάνατος κύτταρων (necrotic cell death) αναγνωρίζεται σαν μια 

διακριτή κατηγορία κυτταρικού θανάτου (Reape et al., 2008) αλλά όχι σαν μια κατηγορία 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε διάφορες ταξινομήσεις (Hofius et al., 2007; 

Love et al., 2008; van Doorn, 2011). 

 3) Κυτταρικός Θάνατος με μεικτά ή/και μη τυπικά χαρακτηριστικά (Mixed and Atypical 

Modalities of Plant Cell Death).  

3α) Πολλές μορφές αντίδρασης Υπερευαισθησίας (HR) εμφανίζουν και μερικά 

χαρακτηριστικά του εξαρτώμενου από χυμοτόπια κυτταρικού θανάτου. Μια πρώτη 

διαπίστωση είναι ότι καταρχήν εμφανίζουν όλα τα χαρακτηριστικά της κυτταρικής 

νέκρωσης. Όμως, συχνά συνοδεύονται από την εμφάνιση των λυτικών χυμοτοπίων και ρήξη 

του τονοπλάστη (tonoplast), μπορεί να απαιτούν πρωτεΐνες VPE από το χυμοτόπιο (vacuole) 

και εμφανίζουν αυξημένη αυτοφαγική δραστηριότητα. Η κατάρρευση των λυτικών 

χυμοτοπίων (lytic Vacuoles) κατά τη διάρκεια της HR δεν οδηγει σε πλήρη κάθαρση του 

πρωτοπλάσματος, όπως συμβαίνει στον εξαρτώμενο από χυμοτόπια κυτταρικό θάνατο. 

3β) Επαγόμενος από βικτορίνη κυτταρικός θάνατος (victorin-induced cell death). 

Χαρακτηρίζεται από συρρίκνωση πρωτοπλαστών, ανέπαφη πλασματική μεμβράνη ενώ 

εμφανίζει χαρακτηριστικά της νέκρωσης όπως μορφολογικές αλλαγές στον πρωτοπλάστη 

και διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης (mitochondrial membrane 

permeabilisation). Ο τονοπλάστης διατηρεί την ακεραιότητά του. 

3γ) Απόκριση αυτο-ασυμβατότητας (self-incompatibility response). Αποτελεί μείγμα 

εξαρτώμενου από χυμοτόπια κυτταρικού θανάτου (τροποποιήσεις του κυτταροσκελετού 
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της ακτίνης, εγκόλπωση οργανιδίων, απώλεια της ακεραιότητας χυμοτοπίων) και 

νεκρωτικών χαρακτηριστικών (διόγκωση των μιτοχονδρίων, αύξηση του 

κυτταροπλασματικου Ca+2.  

3δ) θάνατος ενδοσπερμίου αμυλούχων δημητριακών (cereal starchy endosperm death). Τα 

πτώματά των κυττάρων δεν υφίστανται επεξεργασία μέχρι τη βλάστηση. Μετά την 

βλάστηση των σπόρων, τα αλευρώδη κύτταρα (aleurone cells) εκκρίνουν υδρολυτικά 

ένζυμα. 

  Σε παλιότερες ταξινομήσεις κάποιες υποκατηγορίες του μεικτού-μη τυπικού 

θανάτου είχαν ταξινομηθεί σαν προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος που μοιάζει με 

απόπτωση (apoptosis-like programmed cell death). Έτσι, οι Love και συνεργάτες (2008) 

ενέτασσαν σε αυτήν την κατηγορία την απόκριση υπερευαισθησίας (HR) και την απόρριψη 

της αυτο-ασύμβατης γύρης (self-incompatibility). Οι Reape και συνεργάτες (2008) 

εντάσσουν στην κατηγορία προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος που μοιάζει με 

απόπτωση (apoptosis-like programmed cell death) έκτος από την αντίδραση 

υπερευαισθησίας (HR), την ανάπτυξη τάπητα των αγγειοσπέρμων (tapetum development), 

τον κυτταρικό θάνατο που σχετίζεται με ανδρική στειρότητα (male sterility-associated), τον 

θάνατο σε καλλιέργειες εμβρυακών κυττάρων καρότου (embrogenic carrot cultures) και 

κάποιες κατηγορίες γήρανσης (senescence) όπως σε καλλιέργειες κυττάρων Arabidopsis. Οι 

Hofius και συνεργατες (2007) ταξινομούν ως κυτταρικό θάνατο που μοιάζει με απόπτωση 

την ανάπτυξη καλύμματος ρίζας (root cap development), την κυτταροπλασματική αρσενική 

στειρότητα (cytoplasmic male sterility), τις αντιδράσεις αυτο-ασυμβατότητας (self-

incompatibility reactions), την αφαίρεση αμυλούχου ενδοσπέρμιο (starchy endosperm 

removal) και την αντίδραση υπερευαισθησίας (HR). Οι van Doorn και συνεργατες ( 2011b) 

ταξινομούν συλλογικά όλες τις μορφές προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου που δεν 

σχετίζονται με αυτοφαγία ως μη- αυτολυτικός PCD με κύρια χαρακτηριστικά την απουσία 

ταχείας κάθαρσης του κυτταροπλάσματος και την αυξημένη διαπερατότητα ή ακόμα και 

θραύση του τονοπλάστη. Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει διάφορες μορφές κυτταρικού 

θανάτου. Ανάμεσα τους η αντίδραση υπερευαισθησίας (HR), η PCD που οφείλεται σε 

νεκρότροφα (necrotrophic) παθογόνα των φυτών και η PCD στο ενδοσπέρμιο των σπόρων 

σιτηρών (endosperm of cereal seeds). Ειδικά για την αντίδραση υπερευαισθησίας 

διακρίνουν δυο κατηγορίες: α) την PCD που απαιτεί κενοτόπιο (Vacuole) και β) τον 

κυτταρικό θάνατο που δεν απαιτεί κενοτόπιο. 
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 1.4.3 Αντίδραση Υπερευαισθησίας. H αντίδραση υπερευαισθησίας (Hypersensitive 

Response, HR) είναι μια μορφή κυτταρικού θανάτου στα φυτά. Έχει όλα τα χαρακτηριστικά 

νέκρωσης αλλά τις περισσότερες φορές εμφανίζει και μερικά χαρακτηριστικά του 

εξαρτώμενου από χυμοτόπια κυτταρικού θανάτου (van Doorn et al., 2011). Για τον λόγο 

αυτό (όταν έχει μεικτά χαρακτηριστικά) στις περισσότερες ταξινομήσεις κατατάσσεται στις 

μορφές προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (Programmed Cell Death, PCD).  

  Αρχικά είχαν διαπιστωθεί κάποιες ομοιότητες της αντίδρασης υπερευαισθησίας με 

τον αποπτωτικού τύπου (apoptosis-like cell death) κυτταρικό θάνατο στα ζωικά συστήματα 

(Reape et al., 2008). Νεότερες όμως ταξινομήσεις την κατατάσσουν στις μεικτές-μη τυπικές 

εκδηλώσεις κυτταρικού θανάτου (van Doorn, 2011). Ειδικά για την αντίδραση 

υπερευαισθησίας, οι van Doorn και συνεργατες (2011b) διακρίνουν δυο κατηγορίες : α) την 

PCD που απαιτεί χυμοτόπιο (Vacuole) και β) τον κυτταρικό θάνατο που δεν απαιτεί το 

χυμοτόπιο. Εντάσσεται σε μια ευρύτερη κατηγορία που συλλογικά ονομάζεται μη-

αυτολυτικός προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος 

  H αντίδραση υπερευαισθησίας χαρακτηρίζεται από γρήγορη νέκρωση των 

περιοχών γύρω από το σημείο επαφής με το φυτοπαθογόνο. Σαν αποτέλεσμα έχουμε την 

παρεμπόδιση της εξάπλωσης του φυτοπαθογόνου αυτού (Hofius et al., 2007).  

  

 1.4.4 Επαγωγείς προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Σαν επαγωγείς 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου έχουν ενοχοποιηθεί διάφορες εκκρινόμενες 

πρωτεΐνες φυτοπαθογόνων που χαρακτηρίζονται συλλογικά σαν παράγοντες 

«αμολυσματικότητας» (avirulence factor, avr). Είχαν αρχικά χαρακτηριστεί από την 

ικανότητα να επάγουν κυτταρικό θάνατο σε ανθεκτικές ποικιλίες του ξενιστή (ασύμβατες 

αλληλεπιδράσεις παθογόνου-ξενιστή). Στην περίπτωση αυτή, ο ξενιστής είχε ένα γονίδιο 

ανθεκτικότητας (R-gene) με την ικανότητα να αναγνωρίζει άμεσα η έμμεσα την παρουσία 

του avr (Huynh et al., 1989). 

 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 53 

 

Εικόνα 14. (προηγούμενη σελίδα) Ταξινομήσεις κυτταρικών θανάτων στα φυτά. 

  



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 54 

 Oι χαρπίνες είναι μια άλλη κατηγορία επαγωγέων κυτταρικού θανάτου. Πρόκειται 

για όξινες, θερμοανθεκτικές, πλούσιες σε κατάλοιπα γλυκίνης και ευαίσθητες στην 

πρωτεόλυση πρωτεΐνες (Wei et al., 1992). Οι χαρπίνες (σε αντίθεση με άλλες κατηγορίες 

πρωτεϊνικών επαγωγέων HR) έχουν την δυνατότητα να επάγουν HR παρεχόμενες εξωγενώς 

στα φυτά σε βιοχημικά καθαρισμένη μορφή. Ο υποδοχέας που σηματοδοτεί την επαγωγή 

του κυτταρικού θανάτου σε αυτή την περίπτωση δεν είναι πλήρως χαρακτηρισμένος (Lee et 

al., 2001). H σηματοδότηση στην περίπτωση των χαρπινών περιλαμβάνει μονοπάτι MAP 

κινασών [μονοπάτι SIPK σε κυτταροκαλλιέργιες καπνού (Lee et al., 2001)] και του 

ορθόλογου της SIPK (AtMAP6) στην Arabidopsis (Desikan et al., 2001).  

 Επιπλεον, η χαρπίνη (He et al., 2007) κατατάσσεται σε μια κατηγορία επαγωγέων 

της βασικής άμυνας του φυτού (PAMP-Triggered Immunity, PTI). Τελος , η χαρπίνη σε 

ορισμένες περιπτώσεις επάγει ανθεκτικότητα (Dong et al., 1999) μέσω του μονοπατιού της 

επίκτητης συστεμικής ανθεκτικότητας (Systemic Acquired Resistance –SAR). 

 Υπάρχουν και μη πρωτεϊνικής φύσεως επαγωγείς HR. Π.χ., τα συριγγολίδια είναι 

μικρού μοριακού βάρους επαγωγείς HR τα οποία παράγονται ενζυματικά από την πρωτεΐνη 

AvrD (έναν παράγοντα ατοξικότητας της Pseudomonas syringae pv. tomato και P. syringae 

pv. glycinea). Σε κάποιες περιπτώσεις PAMPs όπως η φλαγγελίνη έχουν την ικανότητα να 

επάγουν και κυτταρικό θάνατο σε καπνό (Takeuchi et al., 2003) και στο ρύζι (Zipfel, 2008). 

 1.4.5 Επίκτητη Συστεμική Ανθεκτικότητα. Η επίκτητη συστεμική ανθεκτικότητα 

(Systemic Acquired Resistance -SAR) χαρακτηρίζεται από διασυστηματική επαγομένη 

ανθεκτικότητα, σε μακρινούς από τη μόλυνση ιστούς/όργανα του φυτού, σε παθογόνα στα 

όποια κανονικά ο ξενιστής είναι ευπαθής. Αρχικά προηγείται μόλυνση με παθογόνο που 

προκαλεί τοπική νέκρωση σε κάποιο φύλλο (αν και αυτό δεν είναι απαραίτητο στην 

περιπτωση μολύνσεων από ιούς). Στην συνέχεια μέσω κατάλληλης σηματοδότησης 

επάγεται ανθεκτικότητα στους υπόλοιπους μη μολυσμένους ιστούς (Kiefer & Slusarenko, 

2003). Η SAR στους μεταδίδεται σε μακρινούς ιστούς του φυτού μέσω του μονοπατιού 

σηματοδότησης που διαμεσολαβεί το σαλικυλικό οξύ. 
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 Εικόνα 15. Επίκτητη Συστεμική Ανθεκτικότητα (Hofius et al., 2007).  
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1.5 Μονοπάτια σηματοδότησης στην βασική άμυνα και την 
αντίδραση Υπερευαισθησίας. 

 

 

 

 
Εικόνα 16. Μονοπάτια σηματοδότησης στην βασική άμυνα και την αντίδραση 
Υπερευαισθησίας (Hofius et al., 2007). 

 

 1.5.1 Συμμετοχή ΜΑΡ κινασών. Αναφορικά με την συμμετοχή ΜΑΡ κινασών στο 

μονοπάτι σηματοδότησης από R γονίδια, το πιο μελετημένο σύστημα αυτή την στιγμή είναι 

η σηματοδότηση από την εκκρινόμενη πρωτεΐνη HopAB2. Με χρήση τεχνολογίας 

επαγόμενης από ιό σίγησης (Virus Induced Gene Silencing,VIGS) αποδεδείχθηκε ότι σε φυτά 

ντομάτας (Solanum lycopersicum) συμμετέχουν τουλάχιστον δυο σηματοδοτικά μονοπάτια 

ΜΑΡ κινασών (WIPK και ΝΤF6). Αντίστοιχα συμμετέχουν και οι ΜΑΡΚΚ που τις 

ενεργοποιούν (NtMEK2 και NtΜΕΚ1 αντίστοιχα (Ekengren et al., 2003)). Ακολούθως, με 

βιοχημικά πειράματα αποδεδείχθηκε ότι μετά την έκφραση HopAB2 ενεργοποιούνται δυο 

MAP κινάσες, η WIPK (LeMPK3) και SIPK (LeMPK2) αλλά όχι η ΝΤF4 (LeMPK1). Oι κινάσες 

αυτές ενεργοποιούνται από τις ΜΑΡΚΚ LeMKK2 και LeMKK4. Η παροδική υπερέκφραση των 
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LeMKK2 και LeMKK4 (χωρίς μετάλλαξη για συνεχή ενεργοποίηση) έχει σαν φαινότυπο τον 

κυτταρικό θάνατο στην ντομάτα και στην περίπτωση της LeMKK4 και στη N. benthamiana 

(Pedley & Martin, 2004).  

  

 

Εικόνα 17. Μονοπάτια MAP κινασών (απλουστευτικό).  

 Μια ΜΡΚΚΚ (LeMRKKKα) αποδεδείχθηκε (del Pozo et al., 2004) ότι αποτελεί μέρος 

μονοπατιού MAP κινασών που ρυθμίζουν θετικά τόσο την αντίδραση υπερευαισθησίας όσο 

και τον κυτταρικό θάνατο σε περιπτώσεις νεκρότροφων παθογόνων. Υπερέκφραση 

(παροδική) της πρωτεΐνης αυτής (ή της μετάλλαξης της για συνεχή ενεργοποίηση) έχουν 

σαν φαινότυπο κυτταρικό θάνατο. Σε φυτά Ν. benthamiana τα ίδια δυο σηματοδοτικά 

μονοπάτια που αποκαλύφθηκαν στην ντομάτα είναι αυτά που ρυθμίζονται από την 

LeMRKKKα (del Pozo et al., 2004). Η μόνη διαφορά ανάμεσα στους δυο οργανισμούς είναι 

ότι σε φυτά Ν. benthamiana δεν βρέθηκε επίδραση στην πρωτεΐνη WIPK αλλά στην 

αλληλεπιδρώσα της SIPK (Liu et al., 2000). Οι κινάσες WIPK και SIPK συνήθως (αλλά όχι 

πάντα) συμμετέχουν στο ίδιο μονοπάτι (Liu et al., 2003). 
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   Σε αντίθεση με τα μονοπάτια MAP κινασών που εμπλέκονται στη σηματοδότηση 

από τις πρωτεΐνες Pto και Cf-4, στις περιπτώσεις των μονοπατιών που εμπλέκονται τα 

γονίδια ανθεκτικότητας Ν, Bs2 και Rx συμμετέχει μια άλλη MRKKK [NPK1, (Jin et al., 2002)]. 

Αυτό δεν σημαίνει απαραίτητα την ύπαρξη διαφορετικών μονοπατιών ανάλογα με το 

γονίδιο ανθεκτικότητας. Η σηματοδότηση από το γονίδιο Ν στον καπνό εμπλέκει το ίδιο 

μονοπάτι NtMEK2/SIPK/WIPK (Jin et al., 2003) αλλά και αυτό του ΝtMEK1/NTF6 (Liu et al., 

2004). Επιπλεον, και στις δυο περιπτώσεις, η σηματοδότηση από MAP κινάσες συμβαίνει 

πριν από την συμμετοχή των μιτοχονδρίων στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο 

(Takabatake et al., 2007). Eξαιρετικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι παροδική 

έκφραση της πρωτεΐνης HopAB2 αναστέλλει την έκφραση της SIPK στην σηματοδότηση 

κυτταρικού θανάτου που προκαλείται από φλαγγελίνη (από P. tabaci) και ΜΑΡ κινάσες σε 

N. benthamiana (Hann & Rathjen, 2007). Παροδική υπερέκφραση της SIPK/ LeMPK2 (αλλά 

όχι της WIPK/LeMPK3) έχει σαν φαινότυπο κυτταρικό θάνατο (Zhang & Liu, 2001) δυο μέρες 

μετά την αγροένχυση. Παρόμοιο φαινότυπο έχει και η υπερέκφραση μεταλλαγμένης (ώστε 

να μην χρειάζεται φωσφορυλίωση για ενεργοποίηση αλλά να είναι συνεχώς 

ενεργοποιημένη) NtMEK2 (Yang et al., 2001).  

  Παρόμοιο φαινότυπο έχει και η υπερέκφραση των LeMKK2 και LeMKK4 (Pedley & 

Martin, 2004), η υπερέκφραση της Ntf4 (ΜΑΡ κινάση, επίσης στόχος της ΝtMEK2, (Ren et 

al., 2006)), η υπερέκφραση της ΝbMKK1 (επίσης στόχος της SIPK/ LeMPK2 που συμμετέχει 

σε «non-host» resistance και απόκριση σε INF1, (Takahashi et al., 2007)) αλλά και η 

υπερέκφραση της LeMRKKKα (del Pozo et al., 2004). Κοινό χαρακτηριστικό των 

προαναφερθέντων πειραματικών συστημάτων είναι ο εύκολος στην παρατήρηση 

φαινότυπος. Αυτό, τα καθίστα ελκυστικά εργαλεία στις μελέτες των ΜΑΡ κινασών.  

  Επίσης, παροδική συν-υπερέκφραση συνεχώς ενεργοποιημένης NtMEK2 με τη 

φωσφατάση MAP κινασών NtMKP1 έχει σαν αποτέλεσμα την αντιστροφή του κυτταρικού 

θανάτου (Katou et al., 2005).  

 Αντίθετα στην περίπτωση της απόκρισης μέσω αντίδρασης υπερευαισθησίας από 

Cf-4/Avr4 και Cf9/Avr9 εκτός από τα μονοπάτια WIPK/LeMPK3 και SIPK/LeMPK2 (Rivas et 

al., 2002; Romeis et al., 1999), φαίνεται να συμμετέχει και αυτό του ΝΤF4 /LeMPK1 

(Stulemeijer et al., 2007). Το μονοπάτι WIPK/LeMPK3 φαίνεται να έχει πολλαπλό ρόλο στην 

απόκριση σε διάφορα φυτοπαθογόνα (Pseudomonas, Xanthomonas, αλλά και διεγέρτες 

(elicitors) από μύκητες (Mayrose et al., 2004). 
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Εικόνα 18. Μονοπάτια ΜΑΡ κινασών (Mishra et al., 2006). Κάθε τετράγωνο περιλαμβάνει 
μια πρωτεΐνη και τα γνωστά ορθόλογα της από τα υπόλοιπα φυτικά είδη (Le: τομάτα 
(Lycopersicum esculentum), Αt: Αrabidospis thaliana Nt: καπνός (Nicotiana tabacum). Pc: 
Petroselinum crispum. 

  To μονοπάτι ΝtMEK2/StMEK1, SIPK/StMPK1 και WIPK φαίνεται να είναι επίσης 

υπεύθυνο για την ανθεκτικότητα στο μύκητα Phytophthora infenstans (Yamamizo et al., 

2006). H SIPK/ LeMPK2 (και η ορθόλογη της AtMPK6) μαζί με την AtMPK4 (Desikan et al., 

2001)) φαίνεται να συμμετέχει και στην σηματοδότηση κυτταρικού θανάτου από τη 

χαρπίνη της P. syringae pv. phaseolicola) η οποία απαιτείται και για την έκφραση PR 

πρωτεϊνών (Lee et al., 2001).  

 H μεσολάβηση των μονοπατιών αυτών έχει σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση WRKY 

μεταγραφικών παραγόντων και γονιδίων απόκρισης (Kim & Zhang, 2004). 

  Η ενεργοποίηση των MAP κινασών αναστέλλεται σε υψηλές θερμοκρασίες (32 °C) 

που αναστέλλουν τον κυτταρικού θανάτου/HR προκαλούμενο από ιούς (Zhang & Klessig, 

1998). Αντίθετα σε φυτά με μειωμένη έκφραση της NbRDR6 (αν και είναι πιο ευαίσθητα σε 

όλους τους ιούς), η επίδραση της RNA σίγησης είναι πιο έντονη σε υψηλότερες 

θερμοκρασίες ανάπτυξης. Το φαινόμενο είναι αντιστρεπτό από ιϊκούς αναστολείς της 

σίγησης (Qu et al., 2005). Τα συμπεράσματα αυτά έρχονται σε συνάφεια με προηγούμενες 

παρατηρήσεις ότι η χαμηλή θερμοκρασία αναστέλλει RNA σίγηση μέσω έλεγχου της 

παραγωγής siRNA (Szittya et al., 2003). 
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Εικόνα 19. Ο ρόλος της σηματοδότησης των ΜΑΡ κινασών σε σχέση με τα υπόλοιπα 
σηματοδοτικά μονοπάτια που σχετίζονται με την άμυνα του φυτού (Oh & Martin, 2011). 

  1.5.2 Αυξίνη και απόκριση στα Φυτοπαθογόνα. Όπως αναλύθηκε σε άλλο σημείο 

του κειμένου, υπάρχει αλληλεπίδραση του μηχανισμού της σίγησης με την ανθεκτικότητα 

σε ψευδομονάδες. Η αλληλεπίδραση αυτή σχετίζεται και με την ρύθμιση γονιδίων που 

σχετίζονται με την απόκριση σε ορμόνες όπως η αυξίνη. 

   Γενικά ο μηχανισμός της απόκρισης σε φυτοπαθογόνα και ο μηχανισμός της 

απόκρισης στην αυξίνη μοιράζονται μια κοινή πρωτεΐνη (SGT1). Η SGT1 σχετίζεται με την 

επαγωγή γονιδίων απόκρισης σε αυξίνη και βρίσκεται στο ίδιο σύμπλοκο με τις πρωτεΐνες 

TIR1. Οι πρωτεΐνες TIR1 σχετίζονται με την απόκριση σε φυτοπαθογόνα μέσω επαγόμενης 

από R-γονίδια αντίδρασης υπερευαισθησίας (Austin et al., 2002), (Azevedo et al., 2002), 

(Peart et al., 2002) και με την αντίδραση μη-ξενιστή (Peart et al., 2002). Τα μετάγραφα των 

πρωτεϊνών TIR1 ρυθμίζονται από το (επαγόμενο από φλαγγελίνη φυτοπαθογόνων) 

miRNA393. 
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Εικόνα 20. Σηματοδοτικά μονοπάτια που σχετίζονται με απόκριση στην αυξίνη (Kazan & 
Manners, 2009). 

  

  Και στις δυο περιπτώσεις (απόκριση σε αυξίνη και επαγωγή ανθεκτικότητας), ο 

μηχανισμός δράσης του SGT1 είναι ο ίδιος και συνίσταται στην ουμπικουϊτινιλίωση και 

αποσταθεροποίηση αρνητικών ρυθμιστών (Azevedo et al., 2002). Από την άλλη πλευρά, 

εκκρινόμενες πρωτεΐνες-τελεστές της Pseudomonas syringae αλληλεπιδρούν σε ποικίλα 

επίπεδα με την ισορροπία των ορμονών στο φυτικό κύτταρο.  

  Υπερέκφραση του R-γονιδίου RPS4 στον καπνό έχει σαν αποτέλεσμα την μίμηση της 

επαγωγής του σηματοδοτικού μονοπατιού αντίδρασης υπερευαισθησίας απουσία του 

αντίστοιχου avr γονιδίου (AvrRps4). H επαγωγή αυτή απαιτεί SGT1 αλλά και τις 

αλληλεπιδρώσες με αυτό πρωτεΐνες EDS1 και Hsp90 (Zhang et al., 2004). Ομοίως, η 

επαγόμενη από την αλληλεπίδραση avrRpt2-RPS2 (Takahashi et al., 2003) και avrPphB-RPS5 

(Holt et al., 2005) αντίδραση υπεραισθησίας είναι εξαρτώμενη από SGT1 και των 

αλληλεπιδρώντων με αυτή πρωτεϊνών RAR1/HSp90. Ομοίως, ο μηχανισμός επαγωγής 
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αντίδρασης υπεραισθησίας από τον τελεστή HopQ1-11 στην N. benthamiana είναι 

εξαρτώμενος από SGT1.  

  Από την άλλη πλευρά, κάποιες εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες (όπως η 

AvrPtoB) εκμεταλλεύονται το μονοπάτι του SGT1 (και των αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών 

του) για την καταστολή της βασικής άμυνας του φυτού (Hann & Rathjen, 2007).  

  O επαγόμενος από SGT1 προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος (αντίδραση 

υπερευαισθησίας) καταστέλλεται από μια σειρά εκκρινόμενων βακτηριακών πρωτεϊνών. 

Στην παρούσα μελέτη θα παρουσιαστούν στοιχεία που αποδεικνύουν ότι κάποιες από 

αυτές σχετίζονται επίσης με τροποποίηση της απόκρισης σε σίγηση. 

  H σχέση μολυσματικότητας στελεχών Pseudomonas syringae με την αυξίνη είναι 

πολυεπίπεδη. Πολλά στελέχη/παθότυποι του είδους P. syringae έχουν την δυνατότητα να 

παράγουν τα ίδια αυξίνη (Glickmann et al., 1998), η οποία υποβοηθά την μολυσματικότητα 

τους. Επίσης, μόλυνση από Pseudomonas syringae επάγει μηχανισμούς του φυτού που 

αυξάνουν τα επίπεδα ενδογενώς παραγόμενης αυξίνης, που συνεισφέρει στην ανάπτυξη 

μόλυνσης (Chen et al., 2007).  

 Ένας από τους δευτερεύοντες στόχους της παρούσας διατριβής ήταν η 

αποσαφήνιση των πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στην φυτική ορμόνη αυξίνη και 

του μηχανισμού της σίγησης. Το πειραματικό μοντέλο που χρησιμοποιήθηκε ήταν η 

επαγωγή αντίδρασης υπερευαισθησίας από φυτοπαθογόνα στελέχη του γένους 

Pseudomonas. Μάλιστα καθώς οι εκκρινόμενες πρωτεΐνες της Pseudomonas syringae 

υποβοηθούνται από τα ενδογενή επίπεδα αυξίνης και τροποποιούν τον μηχανισμό της 

σίγησης, η μελέτη τους δίνει την ευκαιρία να στοχεύσουμε και να μελετήσουμε τον 

μηχανισμό της αλληλεπίδρασης ορμονών και σίγησης. Καθώς αντίστοιχα θέματα στο 

παρακλάδι των miRNAs έχουν πρόσφατα καλυφθεί από άλλους (Navarro et al., 2008), 

επιλέχθηκε αντί για το παρακλάδι των miRNAs να μελετηθεί αυτό των siRNAs. 

1.6 Εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες στην αναστολή του 
κυτταρικού θανάτου και της βασικής άμυνας. 

 

  1.6.1 Εισαγωγή. Οι περισσότεροι βακτηριακοί παράγοντες «αμολυσματικότητας» 

(πρωτεΐνες που κωδικεύονται από γονίδια avr) μεταφέρονται στον ενδοκυτταρικό χώρο του 

φυτικού κυττάρου μέσω των εξειδικευμένων Εκκριτικών Συστημάτων Τύπου ΙΙΙ (TTSS, Type 

Three Secretion System) (Gopalan et al., 1996). Αρχικά χαρακτηρίστηκαν με βάση τον 

                                                 
1 Απαλοιφή  του HopQ1-1 καθιστά την N. benthamiana ευπαθή στη Pseudomonas syringae 

pv tomato DC3000. Το φυσικού τύπου στέλεχος δεν είναι παθογόνο σε αυτό το φυτό. 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 63 

αρνητικό τους ρόλο στην εκδήλωση της βακτηριακής παθογένειας (Staskawitcz et al., 1984). 

Η επικρατής άποψη όμως είναι ότι οι πρωτεΐνες αυτές προάγουν τον παρασιτισμό του 

βακτηρίου σε φυτά που δεν διαθέτουν λειτουργικά αντίστοιχα γονίδια R (resistance genes). 

Στοχεύουν τα μονοπάτια που σχετίζονται με την βασική άμυνα των φυτών (basal defense) 

και την «πυροδότηση» (επαγωγή) προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου όταν τα φυτά 

διαθέτουν αντίστοιχα R γονίδια (Block et al., 2008), (da Cunha et al., 2007),(Zhou & Chai, 

2008). Κάποιες από τις πρωτεΐνες αυτές [στη βιβλιογραφία αναφέρονται είτε ως 

«πρωτεΐνες Avr» είτε ως «πρωτεΐνες-τελεστές τύπου ΙΙΙ» (Type III effectors)] αναγνωρίζονται 

από τους μηχανισμούς άμυνας του φυτού άμεσα ή συνηθεστέρα έμμεσα για την επαγωγή 

μηχανισμών άμυνας που συλλογικά ονομάζονται effector–triggered immunity (ETI) (Bent & 

Mackey, 2007).  

 Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων πρωτεϊνών-τελεστών που συμμετέχουν 

στην καταστολή του κυτταρικού θανάτου είναι οι HopPtoD2 (Espinosa et al., 2003), 

HopPtoN (López-Solanilla et al., 2004), AvrPphC (Tsiamis et al., 2000), HopPtoG, HopPtoE, 

AvrPtoE, AvrPtoB, AvrPtoF, AvrPpiB1 (Jamir et al., 2004). Από την άλλη πλευρά, μια σειρά 

βακτηριακών εκκρινόμενων πρωτεϊνών συμμετέχουν στην καταστολή της βασικής άμυνας 

του φυτού όπως AvrPtoB, AvrRpt2, AvrRpm1 (Kim et al., 2005) ενώ η AvrPphE δεν την 

καταστέλλει), HopG1, HopC1, AvrPto, AvrPtoF, HopM1, AvrE (Oh & Collmer, 2005). Στην 

καταστολή της βασικής άμυνας του φυτού δεν είναι γνωστό αν μεσολαβεί το γονίδιο SGT1. 

Είναι γνωστό μόνο (Shang et al., 2006) ότι το AvrB αναστέλλει την αλληλεπιδρούσα με SGT1 

πρωτεΐνη RAR1, η οποία χρειάζεται για την μεσολαβούμενη από SGT1 καταστολή της 

βασικής άμυνας. 

  

  1.6.2 Βιοχημικές ενεργότητες βακτηριακών πρωτεϊνών-τελεστών τύπου ΙΙΙ και 

αναστολή του κυτταρικού θανάτου. Με δεδομένη την σημασία της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας στον περιορισμό των φυτοπαθογόνων, δεν είναι τυχαίο ότι μια πλειάδα 

εκκρινόμενων βακτηριακών πρωτεϊνών έχει προσαρμοστεί στην αναστολή του κυτταρικού 

θανάτου. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν ποικίλες βιοχημικά χαρακτηρισμένες ενεργότητες όπως 

π.χ.  

 πρωτεάση κυστεΐνης [AvrRpt2 (Axtell et al., 2003), HopX1 (Nimchuk et al., 2007)], 

  φωσφατάση τυροσίνης HopAO1 (James et al., 2003, Espinosa et al., 2003)],  

 ακετυλτρανσφεράση σερινών/θρεονινών (Mukherjee et al., 2006) και πρωτεάση 

κυστεïνών μορίων ουμπικουïτίνης (Orth, 2000) όπως η HopZ3,  

 προσδενόμενες σε RNA πρωτεΐνες όπως η HopU1 (Fu et al., 2007) που κωδικεύεται 

στο ίδιο οπερόνιο με την HopF2. 
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 Η πρωτεΐνη AvrRpt2 έχει την ικανότητα να αναστέλλει την σηματοδότηση 

κυτταρικού θανάτου σε ασύμβατες αλληλεπιδράσεις που ελέγχονται από τα γονιδιακά 

ζεύγη αvrRpm1/RPM1 (Chen et al., 2000, Ritter & Dangl, 1996) και AvrRpt2/RPS2 (Ritter & 

Dangl, 1996). Απαλοιφή του HopU1 έχει σαν αποτέλεσμα την μετατροπή μιας συμβατής 

αντίδρασης σε ασύμβατη και συνοδεύεται από εκδήλωση κυτταρικού θανάτου (Fu et al., 

2007). Τα σηματοδοτικά μονοπάτια των AvrPto, ΗοpAA1, HopAE1 αλλά και του HopM1 

(όταν αναγνωρίζονται σαν avr) είναι στόχος αναστολής για μια ακόμα εκκρινόμενη 

πρωτεΐνη- αναστολέα κυτταρικού θανάτου [HopZ3, Vinatzer et al., 2006]. Σε μια σάρωση 

υποψηφίων πρωτεϊνών για αναστολή κυτταρικού θανάτου επαγόμενου από HopPsyA 

(Jamir et al., 2004) ανασταλτικό χαρακτήρα εκδήλωσαν πρωτεΐνες όπως η HopD1 (ομόλογη 

της HopAO1 χωρίς ενεργότητα φωσφατάσης (Espinosa et al., 2003)], HopX1, HopK1 

(ομόλογη της AvrRps4 με διαφορετικές καρβοξυτελικές ουρές, (Petnicki-Ocwieja et al., 

2002), HopE1, HopAM1-2)2. Αντίθετα η χαρακτηρισμένη σαν αναστολέας πρωτεΐνη HopU1 

(Fu et al., 2007) δεν είχε ανασταλτικό χαρακτήρα σε αυτή την περίπτωση (Jamir et al., 

2004).  

  Η AvrPto (από P. syringae pv. tomato ή P. syringae pv. tabaci, (Kang et al., 2004)) ή η 

φωσφατάση τυροσίνης HopAO1 έχουν ενοχοποιηθεί σαν πρωτεΐνες που αναστέλλουν τον 

κυτταρικό θάνατο με την απόκριση μη ξενιστή τύπου ΙΙ (που συνοδεύεται από αντίδραση 

υπεραισθησίας).  

 Παρόλα αυτά, δεν έδειξαν παρόμοιο φαινότυπο στο προηγούμενο σύστημα 

(HopPhyA). Μάλιστα, δεν έδειξαν παρόμοιο φαινότυπο ούτε όταν ελέγχτηκαν με κάποιες 

μεμονωμένες πρωτεΐνες επαγωγής κυτταρικού θανάτου [π.χ. από AvrRpt2 (Hauck et al., 

2003), AvrRpm1, AvrB στην περίπτωση του AvrPto. Αναφορικά με την αντίδραση μη ξενιστή 

τύπου ΙΙ χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η αλληλεπίδραση P. syringae pv. tomato DC3000 

και N. benthamiana. Οι Wei et al. (2007) έδειξαν ότι στην περίπτωση αυτή δυνητικά 

τουλάχιστον 6 εκκρινόμενες πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα επαγωγής κυτταρικού θανάτου 

(AvrE1, HopK1, HopM1, HopQ1-1, HopT1-1, HopAA1-1 και ίσως οι HopV1 και HopX1). 

Παρόλα αυτά, μόνο η απάλειψη του HopQ1-1 έχει την ικανότητα να μετατρέψει το 

συγκεκριμένο βακτήριο σε παθογόνο για τον ξενιστή αυτό. Η σηματοδότηση κυτταρικού 

θανάτου από τις υπόλοιπες πέντε πρωτεΐνες παρεμποδίζεται από την δράση άλλων 

                                                 
2 Αντίθετα, οι εκκρινόμενες πρωτεΐνες HopC1 (Πρωτεάση κυστεΐνης), HopH1, HopL1, 

HopO1-1, HopAF1, HopB1, HopG1, HopAD1, HopT1-1 αν και ελεγχτήκαν στο ίδιο σύστημα 

δεν παρουσίασαν αναστολή κυτταρικού θανάτου. 
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αναστολέων κυτταρικού θανάτου –εκκρινόμενων πρωτεϊνών του βακτηρίου. Οι αναστολείς 

αυτοί είναι άγνωστοι μέχρι στιγμής αλλά το πιθανότερο είναι ότι είναι κάποιες από τις 

υπόλοιπες χαρακτηρισμένες εκκρινόμενες πρωτεΐνες του P. syringae pv. tomato DC3000. 

 

  

 

Εικόνα 21. Αναστολή βασικής άμυνας και αντίδρασης υπεραισθησίας από εκκρινόμενες 
πρωτεΐνες Pseudomonas syringae (Lindeberg et al., 2012). 

 

 

 Επιπλέον, η P. syringae pv. phaseolicola 1449Β εάν δεν περιέχει ένα ενδογενές 

πλασμίδιο (pAV511)3 δεν είναι παθογόνος σε φασολιά (Phaseolus vulgaris) και η 

αλληλεπίδραση τους συνοδεύεται από αντίδραση υπερευαισθησίας. Το πλασμίδιο pAV511 

κωδικοποιεί ανάμεσα στα άλλα και εκκρινόμενες πρωτεΐνες-αναστολείς κυτταρικού 

                                                 
3 Το στέλεχος P. syringae pv. phaseolicola 1449Β χωρίς το pAV511 που έχει προκύψει με 

εργαστηριακές τεχνικές ονομάζεται RW60. 
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θανάτου (Jackson et al., 1999), (Tsiamis et al., 2000)4. Ανάμεσα σε αυτές είναι και η ΗοpΑΒ1, 

ομόλογη της ΗοpAB2 (Jackson et al., 1999). 

 Αντίθετα κυτταρικό θάνατο επαγόμενο από μύκητες έχει βρεθεί να αναστέλλει η 

AvrRpm1 (Mackey et al., 2002) αλλά όχι η AvrRpt2 (Chen et al., 2004b).  

 

 

 

Εικόνα 22. Οι περισσότερες εκκρινόμενες πρωτεΐνες-τελεστές μοιράζονται κοινούς στοχους. 
Συνήθως πρόκειται για κεντρικούς διακόπτες του μηχανισμού απόκρισης (Deslandes & 
Rivas, 2012). 

 

  1.6.3 Αναστολή του επαγόμενου από ΜΑΡ κινάσες κυτταρικού θανάτου. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι περιπτώσεις αναστολής του κυτταρικού θανάτου για τις 

οποίες είναι γνωστό το σημείο του σηματοδοτικού μονοπατιού το οποίο στοχεύουν. Μια 

τέτοια περίπτωση είναι η αναστολή του επαγόμενου από ΜΑΡ κινάσες κυτταρικού 

θανάτου. 

                                                 
4 Βέβαια το φυτό έχει προσαρμοστεί ώστε ανάλογα με την ποικιλία να αναγνωρίζει 

εκκριτικές πρωτεΐνες του πλασμιδίου αυτού ως avr παράγοντες (Jackson et al., 1999, Tsiamis 

et al., 2000)  
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 Στην περίπτωση αυτή ανασταλτικό ρόλο έχει βρεθεί μέχρι τώρα να διαδραματίζουν 

οι πρωτεΐνες AvrPto (Hann & Rathjen, 2007), HopAB2 (Hann & Rathjen, 2007) αλλά και η 

HopAO1 (Espinosa et al., 2003)] ενώ η AvrRps4 δεν φαίνεται να συμμετάσχει (Hann & 

Rathjen, 2007).  

 

 1.6.4 Εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες και PAMPs. H βασική άμυνα του 

φυτού (PAMP-Triggered Immunity, PTI) χαρακτηρίζεται από την αναγνώριση συ-

ντηρημένων τμημάτων βακτηριακών μορίων (Pathogen Associated Molecular Patterns, 

PAMPs) από υποδοχείς του φυτού (Zipfel, 2008).  

 Tο γονίδιο BAK1 παράγει σύμπλοκο με το FLS2 και άλλους υποδοχείς PAMP και 

είναι ενδοκυτταρικός στόχος των εκκρινόμενων πρωτεϊνών AvrPto και ΗopΑΒ2 (Shan et al., 

2008)5. Στην περίπτωση της επαγόμενης από PAMP άμυνας (Heese et al., 2007), 

μεταλλάγματα του γονιδίου BAK1 παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα ενεργοποιημένων 

ΑtMEK3 (ορθόλογη της WIPK) και ΑtMEK6 (ορθόλογη της SIPK της Ν. tabacum). 

  Η επαγωγή του FRK1 είναι εξαρτώμενη από ΜΑΡ κινάσες. Χρησιμοποιώντας σαν 

πειραματικό σύστημα (για την αποσαφήνιση του ρόλου των MAP κινασών στην βασική 

άμυνα) την επώαση πρωτοπλαστών Arabidopsis με φλαγγελίνη και την επαγωγή του γονι-

δίου FRK1, οι εκκρινόμενες πρωτεΐνες AvrPto και ΗοpAB2 (αλλά όχι η ομόλογη της ΗοpAB1) 

βρέθηκε να έχουν ανασταλτικό ρόλο στην σηματοδότηση MAP κινασών στην βασική άμυνα. 

Η πρωτεΐνη AvrRps4 δεν φαίνεται να συμμετέχει (He et al., 2006)6.  

                                                 
5
 Πρόσφατες βιβλιογραφικές αναφορές υποστηρίζουν ότι οι μοριακοί στόχοι του AvrPto 

στην μεσολαβούμενη από ΡΑΜΡ άμυνα είναι και οι ίδιοι οι υποδοχείς-κινάσες των PAMΡ 

FLS2 και EFR (Xiang et al., 2008). Η πρόσδεση με Pto ανταγωνίζεται πρόσδεση μεFLS2 και 

EFR. Αυτο, ίσως υποδηλώνει ότι η άμυνα μέσω PAMP και μέσω αντίδρασης 

υπερευαισθησίας αν και έχουν κοινό στόχο δρουν ανταγωνιστικά. Οταν η μια 

(σηματοδότηση PAMP) έχει επαρκή αποτελέσματα η άλλη (αντίδρασης υπερευαισθησία) 

δυνητικά δεν χρειάζεται. Η HopAB2 προσδένεται σε FLS2 και ΒΑΚ1. Η E3 λιγάση 

ουμπικουïτίνης του HopAB2 είναι απαραίτητη για την αποικοδόμηση του FLS2 (Göhre et al., 

2008). H δράση του HopAB2 αναφορικά με την καταστολή του μονοπατιού των ΡΑΜΡ και 

της συμμετοχής των ΜΑΡ κινασών σε αυτό προσομοιάζει την δράση ενδογενών E3 λιγασών 

ουμπικουïτίνης (Trujillo et al., 2008). Οι μοριακοί στόχοι των τελευταίων όμως δεν είναι 

γνωστοί . 

6
 Μηδενική επίδραση έχουν και οι πρωτεΐνες AvrRpt2 και HopE1. 
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  Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η πρωτεΐνη HopAO1 (φωσφατάση 

τυροσίνης) αν και είχε βρεθεί ότι έχει επίδραση στον επαγόμενο από MAP κινάσες 

κυτταρικό θάνατο (Espinosa et al., 2003) δεν φαίνεται να έχει ρόλο σε αυτό το σύστημα. 

Μάλιστα σε κάποιες περιπτώσεις φαίνεται ότι ακόμα και ενεργοποιεί τις MAP κινάσες κατά 

την βασική άμυνα (Underwood et al., 2007). Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι 

η πρωτεΐνη HopAI1 [λυάση φωσφοθρεονίνης,(Li et al., 2007)] δεν βρέθηκε να έχει επίδραση 

σε αυτό το σύστημα (He et al., 2006) αν και έχει καταδειχτεί από άλλες ομάδες (Zhang et 

al., 2007) ότι αναστέλλει το σηματοδοτικό μονοπάτι των ΡΑΜΡ από ΜΑΡ κινάσες. Ακόμα 

και άλλες υποψήφιες πρωτεΐνες όπως η AvrBsT [πιθανολογούμενη ακετυλτρανσφεράση 

σερινών/θρεονινών, (Mukherjee et al., 2006)] δεν είχαν επίδραση σε αυτό το σύστημα. Θα 

πρέπει να σημειωθεί όμως, ότι τα αντικρουόμενα αποτελέσματα της εργασίας αυτής 

αναφορικά με τον ρόλο πολλών Τype ΙΙΙ-εκκρινόμενων πρωτεϊνών στην βασική άμυνα 

(ανεξαρτήτως του ρόλου τους στο μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών) σε σχέση με το σύνολο των 

βιβλιογραφικών αναφορών δημιουργεί κάποια ερωτήματα αναφορικά με την αξιοπιστία 

των αποτελεσμάτων και κατά πόσο οι πρωτοπλάστες αναπαριστούν πιστά την κατάσταση 

που συναντάται στην φύση. Κατά αναλογία με τις εκκρινόμενες πρωτεΐνες φυτοπαθογόνων, 

διάφορες πρωτεΐνες από ζωοπαθογόνα βακτήρια με Εκκριτικό Σύστημα Τύπου ΙΙΙ 

αλληλεπιδρούν με το μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών. Σαν παραδείγματα αναφέρονται η ΟspF 

(λυάση φωσφοθρεονίνης, ομόλογη του HopAI1) από Salmonella (Li et al., 2007), η YopJ 

(ακετυλτρανσφεράση σερινών/θρεονινών) από Yersinia pestis (Mukherjee et al., 2006) και η 

ομόλογη της VopA από Vibrio, η SptP (φωσφατάση τυροσίνης) από Salmonella (Lin et al., 

2003) και η (αλληλεπιδρώσα με την κινάση σερίνης/ θρεονίνης PNK1) SppH1 από 

Salmonella (Haraga & Miller, 2006). Για την φωσφατάση YopH από Yersinia pestis (Shao, 

2008) και την κινάση YopO/ΥpκΑ (Prehna et al., 2006) δεν έχει αναφερθεί συμμετοχή στο 

μονοπάτι των MAP κινασών.  
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Εικόνα 23. Πρωτεΐνες τελεστές που στοχεύουν μονοπάτια βιοσύνθεσης ή απόκρισης σε 
ορμόνες (Denancé et al., 2013). 

1.7 Υπερ-Οικογένεια Πρωτεϊνών-τελεστών HopF 

  

 1.7.1 Απομόνωση και χαρακτηρισμός ομολόγων. Το HopF1 (AvrPphF) είναι μια 

πρωτεΐνη-τελεστής τύπου ΙΙΙ από το βακτήριο P. syringae pv. phaseolicola 1449B, 

παθογόνου σε ποικιλίες φασολιάς. Σε συμβατές αλληλεπιδράσεις παθογόνου- ξενιστή 

συμπεριφέρεται σαν παράγοντας μολυσματικότητας (Tsiamis et al., 2000). Σε ασύμβατες 

αλληλεπιδράσεις , έκκριση της στο εσωτερικό του φυτικού κυττάρου οδηγεί στην 

πυροδότηση αντίδρασης υπερευαισθησίας. To γονίδιο εντοπίζεται σε μια «νησίδα 

παθογένειας» (pathogenicity island) του μεγάλου πλασμιδίου της P. syringae pv. 

phaseolicola 1449B. Επειδή υπάρχει εξελικτική πίεση για αποφυγή αντίδρασης 

υπεραισθησίας στους ασύμβατους ξενιστές (Rivas et al., 2005), σε κάποια στελέχη (όπως το 

αλληλουχημένο στέλεχος P. syringae pv. phaseolicola 1448Α) παρατηρείται μια έλλειψη στη 

χρωμοσωμική περιοχή που γειτνιάζει με το γονίδιο αλλά το στέλεχος αυτο φέρει ένα 

φυλογενετικά απομακρυσμένο χρωμοσωμικά κωδικοποιούμενο ομόλογο (HopF3). 

Μεταφορά στο εσωτερικό των φυτικών κυττάρων μέσω του Τ3SS έχει πειραματικά 

καταδειχτεί για την ομόλογη πρωτεΐνη HopF2 (AvrPtoF, HopPtoF) από P. syringae pv. 

tomato DC3000 (HopF2DC3000, Shan et al., 2004). H HopF2 εντοπίζεται υποκυτταρικά στην 

πλασματική μεμβράνη των φυτικών κυττάρων. Υπεύθυνο για αυτή την στόχευση είναι ένα 

σινιάλο μυριστοϋλίωσης. Το σινιάλο αυτό είναι απαραίτητο και για την δράση του 

HopF2DC3000 σαν παράγοντα μολυσματικότητας αλλά και για την αναγνώριση του στα 

πλαίσια της εκδήλωσης αντίδρασης υπερευαισθησίας (Robert-Seilaniantz et al., 2006). 
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  1.7.2 Οικογένεια HopF1/HopF2/HopF3 και αντίδραση υπεραισθησίας. Η 

αντίδραση υπερευαισθησίας του P. syringae pv. phaseolicola 1449B σε P. vulgaris cv. 

Tendergreen7 μεσολαβείται από ένα άγνωστο μέχρι στιγμής χρωμοσωμικά 

κωδικοποιούμενο avr γονίδιο. Το HopF1 (AvrPphF) έχει την δυνατότητα να καταστείλει την 

αντίδραση αυτή. Στελέχη που έχουν απολέσει το μεγάλο πλασμίδιο της P. syringae pv. 

phaseolicola 1449B (RW60) προκαλούν HR στην ποικιλία αυτή (λόγω του άγνωστου avr). 

Παρουσία HopF1 όμως μετατρέπονται σε παθογόνα και μπλοκάρουν την HR (Tsiamis et al., 

2000). To ομόλογο HopF2DC3000 έχει την δυνατότητα να μπλοκάρει την HR που προκαλείται 

από HopPsyA σε φύλλα καπνού και Arabidopsis (Jamir et al., 2004) και μάλιστα αυτή η 

καταστολή συμβαίνει στο εσωτερικό του φυτικού κυττάρου. Μεταλλάγματα στελεχών με 

απαλοιφή του HopF2DC3000 έχουν αυξημένη ικανότητα να προκαλούν αντίδραση 

υπεραισθησίας σε φυτά μη-ξενιστές (non-host).  

  Μάλιστα, ο μηχανισμός δράσης του ως προς την καταστολή του κυτταρικού 

θανάτου εμφανίζεται συντηρημένος καθώς έχει την δυνατότητα να αναστείλει κυτταρικό 

θάνατο και στο ζυμομύκητα όταν προκαλείται από το προ-αποπτωτικό γονίδιο Bax. Από την 

άλλη πλευρά, η πρωτεΐνη AvrB2 (ΑvrPphc) είναι αρνητικός ρυθμιστής της πυροδότησης 

αντίδρασης υπερευαισθησίας από HopF2. Συν-ύπαρξη του AvrB2 (ΑvrPphC) με HopF2 είναι 

ικανή να μετατρέψει μια ασύμβατη αλληλεπίδραση με τον ξενιστή λόγω παρουσίας του 

HopF2 σε συμβατή και να αναστείλει τον κυτταρικό θάνατο από HopF2 (Tsiamis et al., 

2000). 

   1.7.3 Οικογένεια HopF1/ HopF2/ HopF3 και φλαγγελίνη. Σε αλληλεπιδράσεις 

παθογόνου-ξενιστή στις οποίες μεσολαβεί η φλαγγελίνη (μια PAMP) επάγεται μεταγραφικά 

το γονίδιο NHO1. Αυτο με την σειρά του επάγει μηχανισμούς αντίστασης με τελικό 

αποτέλεσμα τον περιορισμό του παθογόνου. Τα παραπάνω συμβαίνουν και σε αντιδράσεις 

ετερόλογες αλληλεπιδράσεις (non-host) τύπου Ι (που δεν συνοδεύονται από κυτταρικό 

θάνατο) και σε τύπου ΙΙ (που συνοδεύονται από κυτταρικό θάνατο). Έκφραση HopF2DC3000 

έχει την ικανότητα να παρεμποδίζει την επαγόμενη από φλαγγελίνη (από P. syringae pv 

tomato DC3000) ενεργοποίηση του NHO1 (Li et al., 2005). Η επαγόμενη βασική άμυνα που 

προκαλείται από την αναγνώριση φλαγγελίνης (από P. syringae pv tomato DC3000) 

καταστέλλεται από τnν HopF2DC3000 (Oh & Collmer, 2005). Η εκδήλωση βασικής άμυνας στην 

περίπτωση αυτή συνοδεύεται από κλείσιμο αγγείων. Η παρουσία HopF2DC3000 έχει την 

δυνατότητα να αντιστρέψει αυτό το αποτέλεσμα. To ΗopF2DC3000 έχει την δυνατότητα να 

παρεμποδίσει την έκφραση των PR γονιδίων (Jamir et al., 2004), αλλά δεν επάγει τα 

                                                 
7 Η ποικιλία αυτή δεν έχει το R γονίδιο που αναγνωρίζει άμεσα ή έμμεσα το AvrPphF. 
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αποκρινόμενα στο ιασμονικό γονίδια (He et al., 2004). Πρόσφατα χαρακτηρίστηκαν 

ενδοκυτταρικοί στόχοι του HopF2DC3000 που σχετίζονται με την απόκριση σε φλαγγελίνη 

όπως κάποιες ΜΑΡ κινάσες (Wang et al.,2010) και η πρωτεΐνη ΒΙΚ1 που σχετίζεται με 

αλληλεπιδράσεις με υποδοχείς φλαγγελίνης (Zhou et al., 2014)  

 

Εικόνα 24. Γνωστοί ενδοκυτταρικοί στόχοι της πρωτεΐνης HopF2DC3000 (από Zhou et.al., 
2014). 

  1.7.4 Ενζυμική Ενεργότητα ριβοσυλτρανσφεράσης. Η λύση της δομής του HopF1 

(AvrPphF) από P. syringae pv. phaseolicola 1449B αποκάλυψε δομική ομολογία με μια 

οικογένεια ADP-ribosyltransferases. Όμως αρχικά οι βιοχημικές δοκιμές απέτυχαν να 

αποδείξουν ενεργότητα ADP-ribosyltransferase στο HopF1 (Singer et al., 2004). Στην 

συνέχεια και με την χρήση διαφορετικών βιοδοκιμών κατέστη δυνατή η επαλήθευση της 

ικανότητας του HopF2 να μεταφέρει ADP-ριβόζη σε αμινοξικά κατάλοιπα κάποιων 

πρωτεϊνών όπως η ΜΚΚ5 (Wang et al., 2010). Άλλες ερευνητικές ομάδες (Wilton et al., 

2010) απέτυχαν να επαληθέψουν την παρατήρηση αυτή στο δικό τους σύστημα.  

   Τα κατάλοιπα R72 (R71), S90 (S89), H97 (H96), E98 (E97), D174 (D175) του HopF1 

θεωρούνται κρίσιμα για την ενεργότατα ADP-ribosyltransferase (μέσα σε παρένθεση η 

αντιστοιχία με τα κατάλοιπα του HopF2. Μεταλλαγές στα κατάλοιπα R72 ή D174 

εξαλείφουν εντελώς την ικανότητα του HopF1 να δρα σαν παράγοντας παθογένειας. Και οι 

υπόλοιπες μεταλλαγές έχουν επίδραση αν και ηπιότερη (Singer et al., 2004).  

 To HopF2 ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση γονιδίων (όπως του FRK1) που επάγονται 

από PAMP (Wang et al., 2010).Τα καταλοιπα G2 του HopF1 (Wu et al., 2011) και τα 

καταλοιπα R71, S89, H96, E97, D175 του HopF2 (Wang et al., 2010) σχετίζονται με την 

ικανότητα των HopF1 /HopF2 να καταστέλλουν την έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν 
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στην απόκριση από PAMP. Τέτοια περίπτωση είναι η καταστολή από τα HopF1 /HopF2 της 

επαγωγής του γονιδίου FRK1 από flag-22. To κατάλοιπο G2 του HopF1 χρειάζεται και για 

την καταστολή της φωσφορυλίωσης του ΒΙΚ1 (Wu et al., 2011). Η φωσφοριλίωση του ΒΙΚ1 

είναι επίσης επαγόμενη από το πεπτίδιο flag-22. 

  Από την άλλη πλευρά, το HopF2 αναστέλλει την δραστηριότητα MAP κινασών σε 

φυτά (Wang et al., 2010). Η έκφραση HopF1 (και HopF2) συνοδεύεται από σημαντικά 

μειωμένη δραστικότητα MΡΚ3, MPK6 και MPK4 σε πρωτοπλάστες Arabidopsis (Wang et al., 

2010; Wu et al., 2011). Tα καταλοιπα R72 και D174 (αλλά όχι το Η97) θεωρουνται 

απαραίτητα για την καταστολή της ενεργοποίησης των ΜΑΡ κινασών (Wu et al., 2011). Το 

HopF2 αλληλεπιδρά με τις ΜΚΚ3, ΜΚΚ4, ΜΚΚ5, ΜΚΚ6, και MKK10 (και τις απενεργοποιεί), 

αλλά όχι με την MKK9 (Wang et al., 2010). Τα καταλοιπα R71 και D175 θεωρουνται κρίσιμα 

για την αλληλεπίδραση του HopF2 με την ΜΚΚ5 (Wang et al., 2010; Wu et al., 2011). 

 Η ενεργότητα ADP-ριβοζυλοτρανσφεράσης του HopF2 ριβοζυλιώνει το κατάλοιπο 

Arg313 της MKK5 και μπλοκάρει την δραστηριότητα κινάσης της (Wang et al., 2010). Από 

την άλλη πλευρά, σημειακές μεταλλαγές στα καταλοιπα R71 και D175 του HopF2 

μπλοκάρουν την ADP-ριβοσυλίωση του MKK5 (Wang et al., 2010) και μεταλλαγές στο D175 

του HopF2 την ADP-ριβοσυλίωση της πρωτεΐνης RIN4 της Αrabidopsis (Wilton et al., 2010) .  

  Το HopF2 αναστέλλει την μεσολαβούμενη από AvrRpt2 αποδόμηση της RIN4 in vivo 

και in vitro (Wilton et al., 2010). Η αποικοδόμηση αυτή είναι δυνατή λόγω της φυσικής 

αλληλεπίδρασης των HopF2 και RIN4. Τα καταλοιπα G2, R72 και D174 του HopF1 

σχετίζονται με την αναστολή της (μεσολαβούμενης από AvrRpt2) αποικοδόμησης του RIN4 

(Wilton et al., 2010). Τα ίδια καταλοιπα σχετίζονται και με την αναστολή της (επαγόμενης 

από AvrRpt2) HR (Wilton et al., 2010). Γενικά, τα ποιο κρίσιμα καταλοιπα στην δράση ως 

ενισχυτές μολυσματικότητας (virulence function) των HopF1 /HopF2 αλλά και στην επαγωγή 

απόκρισης από PAMP είναι G2,R72 αλλά όχι τα S90, H97, E98 του HopF1 και το D175 του 

HopF2 (Singer et al., 2004; Wang et al., 2010; Wilton et al., 2010). 

 Νεότερα πειραματικά δεδομένα απέδειξαν ότι μια οικογένεια 2’-tRNA- 

phosphotransferases μοιράζεται την ίδια δομή στο ενεργό κέντρο με τις ADP-

ribosyltransferases (Kato-Murayama et al., 2005). Οι 2’-tRNA-phosphotransferases είναι 

NAD-εξαρτώμενα ένζυμα, τα οποία (μέσω ενός κάπως πολύπλοκου μηχανισμού) 

απομακρύνουν μια 2-φωσφορική ομάδα (2- phosphate group) από ένα ενδιάμεσο της 

ωρίμανσης του tRNA.  

  Βιοπληροφορική ανάλυση, λαμβάνοντας υπόψη και δομές οι οποίες δεν είχαν 

λυθεί ακόμα όταν λύθηκε η δομή του HopF1, αποκάλυψε ότι το HopF1 παρουσιάζει τη 
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μεγαλύτερη δομική ομολογία με 2’-tRNA- phosphotransferases από όλες τις οικογένειες 

που έχουν όμοια δομή ενεργού κέντρου με ADP-ribosyltransferases.  

  

ADP-ribosyltransferase 

peptide                                 + NAD+ <=>                      N-(ADP-D-ribosyl)peptide         + nicotinamide 

2’-tRNA- phosphotransferase 

2'-phospho-[ligated tRNA] + NAD+ <=> mature tRNA + ADP-ribose 1,2-phosphate + nicotinamide + H2O 

  

  

 Με δεδομένο ότι το 5’-άκρο των siRNA είναι φωσφοριλιωμένο, ο τρόπος 

αποφωσφορυλίωσης τους θα μπορούσε να προσομοιάζει αυτόν του tRNA. Μάλιστα ,με 

δεδομένο ότι το 5’-end των siRNA είναι απαραίτητο για λειτουργικότητα, ενώ το ομόλογο 

HopF2DC3000 έχει ιδιότητες ενισχυτή σίγησης (Sarris et al., 2011), μια ενδιαφέρουσα αλλά 

ριψοκίνδυνη υπόθεση είναι ο συσχετισμός μιας πιθανής ενεργότητας που να συνδέει την 

ενεργότητα 2’-tRNA- phosphotransferase με το σιγητικό φαινότυπο.  

  1.7.5 Mηχανισμός λειτουργιάς άλλων ADP-ribosyltransferases. Εναλλακτικά, το 

HopF2 μπορεί να έχει παρόμοια λειτουργία με τον τελεστή HopUI. Το οπερόνιο στο οποίο 

κωδικεύεται το HopF2DC3000 έχει τρία ανοικτά αναγνωστικά πλαίσια (αντί για δυο όπως 

συμβαίνει σε άλλα στελέχη της P. syringae). Το πρώτο κωδικοποιεί για την σαπερόνη, το 

δεύτερο για το HopF2 και το τρίτο για το HopUI. 

  

 

Εικόνα 25. Το οπερόνιο του HopF2DC3000 (Fu et al., 2007). 

  

  Το HopUI είναι μια ADP-ribosyltransferase. Τα υποστρώματα του HopU1 σε A. 

thaliana είναι προσδενόμενες σε RNA πρωτεΐνες που διαθέτουν μοτίβα αναγνώρισης RNA 

[RNA-recognition motifs (RRMs)]. 
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  Η προσδενόμενη σε RNA πρωτεΐνη GRP7 της Arabidopsis (AtGRP7) είναι ένα 

υπόστρωμα του HopU1. Για την ADP-ριβοσυλίωση του GRP7 από HopU1 απαιτούνται δύο 

κατάλοιπα αργινίνης εντός της αλληλουχίας RRM. Αυτό υποδηλώνει ότι αυτή η 

τροποποίηση μπορεί να παρεμποδίζει την ικανότητα του GRP7 να δεσμεύει το RNA (Fu et 

al., 2007). Ενεργότητα ADP-ribosyltransferase εμφανίζουν και άλλες οικογένειες πρωτεϊνών-

τελεστών της P. syringae pv. tomato DC3000 όπως οι HopO1-1/HopO1-2 (Fu et al., 2007). 

Μια άλλη περίπτωση ADP-ribosyltransferase που στοχεύει ενζυμα του μεταβολισμού του 

RNA είναι η 6b του αγροβακτηρίου. 

  H πρωτεΐνη 6b του Ti -πλασμιδίου του Agrobacterium tumefaciens (Τ-DΝΑ) 

αλληλεπιδρά με πολλές διαφορετικές πρωτεΐνες του ξενιστή που εμπλέκονται στον 

πολλαπλασιασμό των φυτικών κυττάρων κατά την ογκογένεση. Ανάμεσα σε αυτές που 

στοχεύει άμεσα είναι η SERRATE και η Αgo1. Το SERRATE και το ago1 είναι δυο ενζυμα που 

σχετίζονται με την βιοσύνθεση των miRNAs. H 6β αντιπροσωπεύει μια νέα οικογένεια 

τοξινών. Τα αμινοξέα Tyr66, Thr93, και Tyr153 της 6b θεωρουνται τα καταλυτικά καταλοιπα 

της ενεργότητας ADP-ριβοζυλίωσης. Για την ριβοσυλίωση είναι απαραίτητοι ενδογενείς 

παράγοντες του φυτού όπως το ARF (ADP ribosylation factor). Συμπερασματικά, το 6b 

ρυθμίζει την ανάπτυξη των φυτικών κυττάρων μέσω διαταραχής της βιοσύνθεσης miRNA. 

Δηλαδή μέσω ριβοζυλίωσης ενζύμων του μονοπατιού βιοσύνθεσης miRNA (Wang et al., 

2011). 

  

 

Εικόνα 26. Οικογένειες ADP- ριβοσυλτρανσφερασών παθογόνων (Wirthmueller & Banfield, 
2012). 

  

 Οι ADP-ριβοσυλτρανσφεράσες είναι μια οικογένεια ενζύμων που διασπούν NAD + 

και συνδέουν ομοιοπολικά το ADP-ribosyl σε πρωτεΐνες-στοχους. Οι ADP- 

ριβοσυλτρανσφεράσες αναγνωριζονται ως σημαντικοί παράγοντες λοιμογόνου δύναμης 

των βακτηρίων που μολύνουν τα θηλαστικά. Η τοξίνη χολέρας, η τοξίνη κοκκύτη, και η 
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τοξίνη της διφθερίτιδας είναι τρία από τα πιο γνωστά παραδείγματα ADP- 

ριβοσυλτρανσφερασών (Wirthmueller & Banfield, 2012). 

  

  

1.8 Υπερ-Οικογένεια Πρωτεΐνης HopΑΒ2 

  1.8.1 Απομόνωση και χαρακτηρισμός ομολόγων. Η πρωτεΐνη HopAB2 (AvrptoB) 

από P. syringae pv. tomato DC3000 ανακαλύφθηκε σε μια σάρωση με την χρήση του 

συστήματος των δυο υβριδίων εξαιτίας της ικανότητας της για εξειδικευμένη πρόσδεση 

στην πρωτεΐνη-υποδοχέα Pto της τομάτας (Kim et al., 2002). Η ικανότητα μεταφοράς της 

στο εσωτερικό φυτικών κυττάρων επιβεβαιώθηκε πειραματικά, όπως επιβεβαιώθηκε και η 

ικανότητα πυροδότησης αντίδρασης υπερευαισθησίας σε γονότυπους τομάτας παρουσία 

Pto. Η πρωτεΐνη HopAB2 είναι μέλος της υπεροικογένειας που περιλαμβάνει και την 

HopAB1 (VirPphA). Η HopAB1 κωδικεύεται σε μια νησίδα παθογένειας του μεγάλου 

πλασμιδίου της P. syringae pv. phaseolicola 1449B (race 7). H πρωτεΐνη αυτή είναι η πρώτη 

εκκρινόμενη από T3SS που αρχικά απομονώθηκε όχι σαν παράγοντας αμολυσματικότητας 

(avr) αλλά λόγω της ικανότητας της να αυξάνει την παθογόνο ισχύ σε ορισμένους 

(ευπαθείς) γονότυπους φασολιάς. Μόνο αργότερα χαρακτηρίστηκε και σαν avr γονίδιο σε 

διαφορετικού γονότυπου ξενιστή (Jackson et al., 1999). H πρωτεΐνη αυτή καταστέλλει μια 

αντίδραση υπερευαισθησίας που προκαλείται από ένα άγνωστο avr γονίδιο σε συμβατές 

αλληλεπιδράσεις. Εξαιτίας αυτού έχει χαρακτηριστεί σαν αναστολέας κυτταρικού θανάτου 

(Jackson et al., 1999). Ομοίως, η ομόλογη πρωτεΐνη HopAB2DC3000 καταστέλλει την HR που 

προκαλείται από μια ποικιλία εκκρινόμενων παραγόντων και άλλων πρωτεϊνών με 

ικανότητα επαγωγής κυτταρικού θανάτου στα φυτά ή αποπτωτικού θανάτου στον 

σακχαρομύκητα (Abramovitch et al., 2003). 

  1.8.2 Δομικές Περιοχές HopAB2. Αρχικά πειράματα της ερευνητικής ομάδας του 

Gregory Martin είχαν αποκαλύψει το μοτίβο GINP ως την περιοχή πρόσδεσης με το Pto. Πιο 

ενδελεχή πειράματα όμως απέδειξαν ότι το συγκεκριμένο μοτίβο έχει σχέση με την 

σταθερότητα της δομής της πρωτεΐνης. Η κατάρρευση της δομής οδηγεί σε αδυναμία 

πρόσδεσης.  
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Εικόνα 27. Δομικές Περιοχές HopAB2 (Perrett et al., 2011).  

 

H πρωτεΐνη HopAB2DC3000 απαρτίζεται:  

α) από μια περιοχή αλληλεπίδρασης με Pto στο αμινοτελικό άκρο, 

β) μια κεντρική περιοχή με ικανότητα πρόσδεσης με την πρωτεΐνη Fen (Rsb φαινότυπος) και  

γ) μια καρβοξυτελική περιοχή με ικανότητα αναστολής του κυτταρικού θανάτου 

(Abramovitch et al., 2003). Τα ομόλογα HopAΒ1 και HopAB2 αλληλεπιδρούν με 

ουμπικουϊτίνη (Abramovitch et al., 2006) και ουμπικουϊτινιλιώνονται in vitro. Ειδικά για το 

δεύτερο, έχει επιπλέον πιστοποιηθεί ότι διαθέτει in vitro ενεργότητα E3 λιγάσης 

ουμπικουϊτίνης. Η ενεργότητα αυτή εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης και 

είναι υπεύθυνη για τις αντιαποπτωτικές της ιδιότητες (Abramovitch et al., 2006). Πράγματι 

(Janjusevicet al., 2006), η κρυσταλλογραφική δομή αυτής της περιοχής έχει δομική 

ομοιότητα με E3 λιγάσες. Η περιοχή πρόσδεσης E2 ενζύμων απαραίτητων για την 
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ενεργότητα είναι επίσης συντηρημένη. Τα ενδογενή Ε2 φυτικά ένζυμα που αλληλεπιδρούν 

με την HopAB2 δεν είναι όμως γνωστά.  

H ενεργότητα Ε3 λιγάσης είναι υπεύθυνη για την ουμπικουϊτινιλίωση της 

αλληλεπιδρώσας (μέσω Rsb) με την HopAB2 πρωτεΐνης Fen της τομάτας. Η 

ουμπικουϊτινιλίωση οδηγει σε εξαρτώμενη από πρωτεάσωμα αποικοδόμηση της Fen 

(Rosebrock et al., 2007)8. 

Η αποικοδόμηση του Fen οδηγεί στην διακοπή της έμμεσης αλληλεπίδρασης του 

ΗοpAB με την πρωτεΐνη Prf (και οι δυο αλληλεπιδρούν με Fen) με τελικό αποτέλεσμα την 

μη μετάδοση του σήματος επαγωγής κυτταρικού θανάτου. Αντίθετα, η ομόλογη με Fen 

πρωτεΐνη Pto έχει την ικανότητα φωσφοριλίωσης και συνεπακόλουθης απενεργοποίησης 

της E3 λιγάσης (Ntoukakis et al., 2009).  

Με τον τρόπο αυτό, εξουδετερώνεται η πιθανότητα ουμπικουϊτινιλίωσης του 

υποδοχέα Pto (και του υποδοχέα Fen αν συνυπάρχει με Pto). Πρόσφατες βιβλιογραφικές 

αναφορές υποστηρίζουν ότι επιπλέον μοριακοί στόχοι του τελεστή HopAB2 στην 

μεσολαβούμενη από ΡΑΜΡ άμυνα είναι και ο ίδιος ο υποδοχέας-κινάση των PAMP FLS2 και 

η (αλληλεπιδρώσα με FLS2) ΒΑΚ19. H E3 λιγάση ουμπικουïτίνης του HopAB2 είναι 

απαραίτητη για την αποικοδόμηση του FLS2 (Göhre et al., 2008)10. H πρωτεΐνη HopAB2 

προσδένεται άμεσα στην FLS2 και η ουμπικουϊτινιλίωση στοχεύει την επικράτεια κινάσης 

της FLS2. H πρωτεΐνη BAK1 επίσης προσδένεται άμεσα στην HopAB2. O τρόπος πρόσδεσης 

της είναι διακριτός από τον τρόπο πρόσδεσης σε Pto (Shan et al., 2008) αν και η περιοχή 

πρόσδεσης σε ΒΑΚ1 και Fen ίσως επικαλύπτονται. Η HopAB2 (όπως και η AvrPto) 

προσδένεται και διασπάει το σύμπλοκο FLS2/BAK1 (που σχηματίζεται μετά την αναγνώριση 

φλαγγελίνης) και παρεμποδίζει την επιμέρους αλληλεπίδραση BAK και FLS2. Επειδή η BAK1 

                                                 
8 Αντίθετα, η πρωτεΐνη Pto δεν είναι στόχος ουμπικουϊτινιλίωσης και πρωτεασωμικής 

αποικοδόμησης (Rosebrock et al., 2007).  

9 Η πρωτεΐνη BAK1 δημιουργεί ένα επαγόμενο από φλαγγελίνη σύμπλοκο με την FLS2. Είναι 

απαραίτητη για την μεταβίβαση του σήματος της επαγωγής βασικής άμυνας-απόκρισης 

λόγω PAMP και μάλιστα απαιτείται σε πολλά από τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

ξεκινούν από την αναγνώριση της φλαγγελίνης (Heese etl a., 2007). 

10 Κατά αντιστοιχία, η AvrPto προσδένεται στους υποδοχείς-κινάσες των PAMP FLS2 και EFR 

(Χiang et al. 2008). Η πρόσδεση με αυτές ανταγωνίζεται την πρόσδεση με Pto, γεγονός που 

ίσως υποδηλώνει ότι η άμυνα μέσω PAMP και μέσω αντίδρασης υπερευαισθησίας αν και 

έχουν κοινό στόχο δρουν ανταγωνιστικά. Οταν η μια έχει επαρκή αποτελέσματα 

(σηματοδότηση PAMP) η άλλη δυνητικά δεν χρειάζεται. 
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συμμετέχει σε διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια, η αλληλεπίδραση της με την HopAB2 

έχει την ικανότητα να αναστείλει τόσο την σηματοδότηση μέσω PAMP όσο και παρακλάδια 

που σχετίζονται με την επαγωγή κυτταρικού θανάτου (Shan et al., 2008).  

  1.8.3 Καταστολή μονοπατιού των ΡΑΜΡ και κυτταρικού θανάτου. H δράση του 

τελεστή HopAB2 αναφορικά με την καταστολή του μονοπατιού των ΡΑΜΡ και της 

συμμετοχής των ΜΑΡ κινασών σε αυτό προσομοιάζει την δράση ενδογενών E3 λιγασών 

ουμπικουïτίνης (Trujillo et al., 2008) αν και δεν είναι γνωστοί οι μοριακοί στόχοι των 

τελευταίων. 

H HopAB2 έχει γενικότερες αντι-αποπτωτικές ικανότητες (π.χ. καταστολή της 

επαγόμενης από Bax νέκρωσης, από κάποια άλλα R-γονίδια ή σε ετερόλογα συστήματα 

όπως του σακχαρομύκητα) που δεν αποδίδονται στους στόχους που αναφέραμε 

παραπάνω. Αυτο υποδεικνύει ότι υπάρχουν και άλλοι στόχοι ουμπικουϊτινιλίωσης του 

HopAB2 και μάλιστα δρουν σε σημεία κλειδιά των μηχανισμών απόπτωσης.  

  Το αμινοτελικό τμήμα του HopAB2 έχει και ενεργότητα avr αλλά και ικανότητα 

αύξησης της παθογονικότητας στο τμήμα της εκλεκτικής πρόσδεσης με Pto (αα 121-200)11. 

Με εξαίρεση ένα κρίσιμο κατάλοιπο (F173), οι μεταλλαγές που σχετίζονται με την 

αναγνώριση με Pto δεν επηρεάζουν την μολυσματικότητα. Άρα, οι δυο ενεργότητες δεν 

επικαλύπτονται (Xiao et al., 2007b).  

 Βέβαια, σε επικράτειες της πρωτεΐνης εκτός των επιφανειών πρόσδεσης στο Pto 

[επικράτεια 1: 176-181 aa, επικράτεια 2: 156-163 aa,12], η ικανότητα επαγωγής αντίδρασης 

υπερευαισθησίας και η μολυσματικότητα μπορεί να είναι αλληλοσυνδεόμενες (Xiao et al., 

2007b). 

                                                 
11 H λυμένη δομή της περιοχής αλληλεπίδρασης των HopAB2 και Pto αλλά και του 

συμπλόκου AvrPto/Pto αποκάλυψε ότι οι πρωτεΐνες HopAB2 και AvrPto μοιράζονται την 

μια από τις δυο επιφάνειες αλληλεπίδρασης. Αυτό συμβαίνει αν και α) η πρωτοταγής δομή 

των δυο πρωτεϊνών στην περιοχή αυτή είναι εντελώς διαφορετική και β) η τεταρτοταγής 

δομή της περιοχής αλληλεπίδρασης του HopAB2 είναι εντελώς διαφορετική από ότι του 

AvrPto. Στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης Pto-AvrPto, η δημιουργία του συμπλόκου 

οδηγεί στην απεμπλοκή ενός ανασταλτικού αποτελέσματος στην πρωτεΐνη Pto με 

αποτέλεσμα την ικανότητα του τελευταίου να ενεργοποιεί την Prf. Στην περίπτωση της 

αλληλεπίδρασης HopAB2 με το Pto, η διαμόρφωση του HopAB2 παραμένει αμετάβλητη 

μετά την πρόσδεση με την Pto (Dong et al., 2009). 

12 Η αρίθμηση αντιστοιχεί στην HopAB2 από την P. syringae pv. tomato DC3000. 
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  Για παράδειγμα, η πρωτεΐνη αυτή φωσφορυλιώνεται στο εσωτερικό του φυτικού 

κυττάρου από μια συντηρημένη ενδογενή (ανεξάρτητη από Pto/Prf) κινάση στο κατάλοιπο 

Ser258 (Xiao et al., 2007a). Η φωσφοριλίωση αυτή είναι απαραίτητη για την ενίσχυση και 

των δυο ιδιοτήτων. Σημειακές μεταλλαγές που απαλείφουν το κατάλοιπο αυτό (S258A) 

οδηγούν σε απώλεια μολυσματικότητας αλλά και ικανότητας αναγνώρισης από το R 

γονίδιο. Στην περίπτωση που έχουμε μια συνεχώς ενεργοποιημένη πρωτεΐνη ακόμα και 

απουσία κινάσης (S258D) τα αποτελέσματα είναι αντίστροφα. 

 Ποικίλες αναφορές έχουν συσχετίσει την παρουσία HopAB2 με ενίσχυση της 

βακτηριακής μολυσματικότητας (Abramovitch et al., 2003; He et al., 2006; de Torres et al., 

2006; Vinatzer et al., 2006). Επιπλέον, η πρωτεΐνη HopΑΒ2DC3000 έχει την δυνατότητα να 

μπλοκάρει την HR που προκαλείται από την HopPsyA σε φύλλα καπνού και Arabidopsis 

(Jamir et al., 2004) στο εσωτερικό του φυτικού κυττάρου. Ομοίως με την HopF2DC3000, 

μεταλλάγματα στελεχών με απαλοιφή HopΑΒ2DC3000 έχουν αυξημένη ικανότητα να 

προκαλούν αντίδραση υπεραισθησίας σε φυτά μη-ξενιστές (non-host ΗR). 

  Η πρωτεΐνη HopAB2 δεν έχει επίδραση στην αναστολή κυτταρικού θανάτου από τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που επάγονται από τους τελεστές AvrRpm1/ AvrRpt2/ AvrB/ 

AvrRps4 (de Torres et al., 2006)13. Αναστέλλει όμως τον κυτταρικό θάνατο που επάγεται 

από τον τελεστή AvrPto (Abramovitch et al., 2003). Ο ομόλογος τελεστής της P. syringae pv. 

syringae B728α έχει βρεθεί ότι αναστέλλει το μονοπάτι κυτταρικού θανάτου και από 

άλλους τελεστές εκκρινόμενους μέσω του καναλιού τύπου ΙΙΙ [ΗοpAA1, HopAE1, αλλά όχι 

από την HopM1 (Vinatzer et al., 2006)]. Η HopAB2 (Hann & Rathjen, 2007) έχει επίδραση 

στην απόκριση μη ξενιστή τύπου ΙΙ (από P. syringae pv. tabaci και P. syringae pv. tomato 

DC3000)14. Η πρωτεΐνη HopAB2 (όπως και η AvrPto αλλά όχι η AvrRps4) έχει την δυνατότητα 

να αναστείλει την νέκρωση στις περιπτώσεις που η φλαγγελίνη (από την P. syringae pv. 

tabaci) δρα σαν επαγωγέας κυτταρικού θανάτου στα πλαίσια της αντίδρασης μη-ξενιστή 

(Hann & Rathjen, 2007). H αναστολή συνοδεύεται από μείωση των επιπέδων ROS αλλά και 

της σηματοδότησης από Ca++. 

                                                 
13 Ομοίως, σε πρωτοπλάστες Arabidopsis (He et al. 2006), ο κυτταρικός θάνατος που 

επάγεται από AvrRpm1/AvrRpt2/AvrB δεν είναι αντιστρεπτός. Ο αντίλογος βέβαια είναι ότι 

οι συνθήκες στους πρωτοπλάστες δεν προσομοιάζουν τις αντίστοιχες συνθήκες in vivo ή in 

planta. 

14 Παρόμοιο φαινότυπο εμφανίζουν επίσης η HopU1 (Fu et al. 2007) αλλά και η πρωτεάση 

κυστεΐνης HopN1 (Lopez-Solanilla et al. 2004).  
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   Σε αυτόν τον μεσολαβούμενο από ΜΑΡ κινάσες κυτταρικό θάνατο σε N. 

benthamiana από φλαγγελίνη (από P. tabaci), παροδική έκφραση της HopAB2 αναστέλλει 

την έκφραση της SIPK και τον συνακόλουθο επαγόμενο από την υπερέκφραση της 

κυτταρικό θάνατο (Hann & Rathjen, 2007).  

  Φαίνεται ότι οι εκκρινόμενες πρωτεΐνες έχουν προσαρμοστεί να αναγνωρίζουν 

κεντρικά και συντηρημένα κομμάτια του μονοπατιού σηματοδότησης. Κάποιες από αυτές 

(ανάμεσα τους και η HopAB2) έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν τον κυτταρικό θάνατο 

που επάγεται από την ετερόλογη έκφραση στα φυτά ζωικών πρωτεϊνών (π.χ. Bax) 

σχετιζόμενων με τον κυτταρικό θάνατο (Abramovitch et al., 2003). Επιπλεον έχουν την 

ικανότητα να αναστείλουν τον κυτταρικό θάνατο σε ετερόλογα συστήματα όπως αυτά του 

σακχαρομύκητα (Abramovitch et al., 2003). Παρουσία HopAB2 επάγεται η παραγωγή 

αιθυλενίου και τα σχετικά με απόκριση σε αιθυλένιο γονίδια στα πλαίσια της εκδήλωσης 

αντίδρασης υπερευαισθησίας (Cohn & Martin, 2005). Στην περίπτωση αυτή η παραγωγή 

αιθυλενίου και η επαγωγή των αντιστοίχων γονιδίων εξαρτάται από το αμινοτελικό άκρο 

(αα 1-307) της πρωτεΐνης (Xiao et al., 2007a). 

  H πρωτεΐνη HopAB2 έχει την ικανότητα να αναστέλλει και τύπου Ι αντιδράσεις μη 

ξενιστή (που δεν συνοδεύονται από κυτταρικό θάνατο). Από την άλλη πλευρά, αναστέλλει 

τους επαγόμενους από PAMPs μηχανισμούς βασικής άμυνας (de Torres et al., 2006) με 

παρεμπόδιση της σχετικής σηματοδότησης (He et al., 2006)15. Ανάμεσα στα άλλα, η 

έκφραση HopΑΒ2DC3000 έχει την ικανότητα να παρεμποδίζει την επαγόμενη από φλαγγελίνη 

από P. syringae pv tomato DC3000 ενεργοποίηση του NHO1. Το NHO1 επάγει μηχανισμούς 

αντίστασης με τελικό αποτέλεσμα τον περιορισμό του παθογόνου (Li et al., 2005) σε 

αλληλεπιδράσεις παθογόνου-ξενιστή τύπου Ι (non-host). Σε πειράματα σε πρωτοπλάστες 

Arabidopsis (He et al., 2006), το HopAB2 έχει την δυνατότητα να παρεμποδίσει την 

επαγόμενη από PAMPs άμεση απόκριση βασικής άμυνας και να μειώσει την έκφραση 

γονιδίων που σχετίζονται και χρησιμοποιούνται ως μάρτυρες των αποκρίσεων αυτών16. 

Αντίθετα το στενά συγγενικό HopAB1 δεν καταστέλλει την επαγωγή των γονιδίων- 

μαρτύρων αυτών. Παράλληλα, η ΗopAB217 καταστέλλει τις MAP κινάσες που επάγονται 

μετά από απόκριση σε φλαγγελίνη στα πλαίσια της βασικής άμυνας (He et al., 2006). Είναι 

                                                 
15 Αν και το ομόλογο HopAB1 (VirPphA) δεν φαίνεται να έχει ιδιότητες παρεμπόδισης του 

σηματοδοτικού μονοπατιού της επαγωγής βασικής άμυνας (Ηe et al. 2006). 

16 H επίδραση αυτή δεν περιορίζεται μόνο στην απόκριση σε φλαγγελίνη, αλλά σε ποικιλία 

άλλων PAMPs συμπεριλαμβανόμενης και της πρωτεΐνης HrpZ. 

17 όχι όμως και το HopAB1 (VirPphA), (Ηe et al., 2006).  
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αξιοσημείωτο ότι η παρεμπόδιση αυτή γίνεται σε πολύ πρώιμο στάδιο της σηματοδότησης 

πριν την εμπλοκή MAPKKK. Επιπλέον δεν εμπλέκεται η ενεργότητα E3 λιγάσης της HopAB2 

στην παρεμπόδιση αυτή. Η ΗopAB2 εκμεταλλεύεται το μονοπάτι του SGT1 και των 

αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών του (RAR1/EDS1) για την καταστολή της βασικής άμυνας του 

φυτού (Hann & Rathjen, 2007). Αποτέλεσμα των παραπάνω είναι η καταστολή της 

εναπόθεσης καλλόζης και της παραγωγής δομών papilla (de Torres et al., 2006), η 

παρεμπόδιση της έκφρασης PR πρωτεϊνών (Jamir et al., 2004) η καταστολή του μονοπατιού 

του σαλικυλικού και της έκφρασης των επαγόμενων από σαλικυλικό γονιδίων. Στην 

καταστολή της βασικής άμυνας του φυτού απαραίτητη είναι η κεντρική περιοχή. Η περιοχή 

αυτή μάλιστα σχετίζεται με την αποσιώπηση της σηματοδότησης από MAP κινάσες στα 

πλαίσια της επαγωγής βασικής άμυνας από PAMPs όπως η φλαγγελίνη (Xiao et al., 2007a). 

  Σε περιπτώσεις συμβατών αλληλεπιδράσεων η παρουσία HopAB2 έχει σαν 

αποτέλεσμα αύξηση των επιπέδων ΑΒΑ (de Torres-Zabala et al., 2007).  

 Μέλη της υπεροικογένειας της HopAB2 έχουν απομονωθεί από μια ποικιλία 

στελεχών P. syringae (Lin et al., 2006). Όσα μέλη της υποοικογένειας HopAB3 (αλλά και ένα 

μέλος της υποοικογένειας HopAB1, αυτό από P. syringae pv syringae B728a) εξετάστηκαν 

έχουν ικανότητα πρόσδεσης σε Pto. Σε συμβατές αλληλεπιδράσεις, τα προαναφερόμενα 

ομόλογα ενισχύουν την μολυσματικότητα ενώ είναι αναστολείς του κυτταρικού θανάτου. 

Εξαίρεση αποτελούν αυτά που παρουσιάζουν έλλειψη στην επικράτεια E3 λιγάσης. Ομοίως, 

όσα μέλη της υποοικογένειας HopAB1 έχουν εξεταστεί (Jackson et al., 2002) παρουσιάζουν 

φαινότυπο αναστολή του κυτταρικού θανάτου και επιβάρυνση του μολυσματικού 

χαρακτήρα των στελεχών που τα περιέχουν. 

 1.8.4 Στοχευμένη μεταλλαξιγένεση του HopAB2. Στην κωδική περιοχή της HopAB2 

έχει πραγματοποιηθεί εκτεταμένη μεταλλαξιγένεση. Οι πιο κρίσιμες σημειακές μεταλλαγές 

που σχετίζονται με την αναγνώριση της πρωτεΐνης αλλά και την ενζυμική της ενεργότητα 

παρουσιάζονται παρακάτω: 

 H Σημειακή μεταλλαγή F173A αποτρέπει την αλληλεπίδραση HopAB2 με Pto 

κινάση (Xiao et al., 2007b). Η απάλειψη του σχετίζεται τόσο με τη δράση 

αναστολής της μολυσματικότητας (virulence function) όσο και αμολυσματικότητας 

(avirulence function) (Xiao et al., 2007b). Αντίθετα, τα υπόλοιπα κρίσιμα αμινοξέα 

της περιοχής αλληλεπίδρασης με Pto σχετίζονται μόνο με εκδήλωση HR.  

 Μεταλλαγές όπως η I181Α συγκρατούν την δομή της περιοχής αλληλεπίδρασης της 

HopAB2 με Pto. Το I181 το επιτυγχάνει αυτό μέσω πλευρικών αλληλεπιδράσεων με 

πολλαπλά διάσπαρτα στην πρωτοταγή δομή του HopAB2 αμινοξέα (Dong et al., 

2009).  



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 82 

 Σημειακή μεταλλαγή στο κατάλοιπο S258A. Σχετίζεται με αύξηση της δράσης 

μολυσματικότητας μέσω φωσφοριλίωσης του καταλοίπου αυτού (Xiao et al., 

2007a). Στο HopAB11449B το κατάλοιπο αυτό είναι μη συντηρημένο (Η258). To 

πλεονέκτημα του μεταλλάγματος αυτού είναι ότι ταυτόχρονα με την μείωση της 

μολυσματικότητας εκμηδενίζεται και η δράση αμολυσματικότητας (avirulence) 

(Xiao et al., 2007a). Έτσι, μπορεί να μελετηθεί η επίδραση της έλλειψης 

μολυσματικότητας χωρίς τον κίνδυνο εμφάνισης HR. 

 Σημειακή μεταλλαγή στο κατάλοιπο T450D το οποίο σχετίζεται με φωσφοριλίωση 

από Pto. H φωσφοριλίωση από Pto έχει σαν αποτέλεσμα την αναστολή της δράσης 

της Ε3 λιγάσης. Η μεταλλαγή T450D έχει σαν αποτέλεσμα η καταστολή της Ε3 

λιγάσης να εμφανίζεται συνεχώς ακόμα και απουσία Pto (Ntoukakis et al., 2009)). 

 Σημειακή μεταλλαγή Κ512R που σχετίζεται (Abramovitch et al., 2006) με 

αλληλεπίδραση με ουμπικουϊτίνη και με τον φαινότυπο αναστολής του κυτταρικού 

θανάτου.  

 Σημειακή μεταλλαγή Κ529R που σχετίζεται με αλληλεπίδραση με ουμπικουϊτίνη 

και με τον φαινότυπο αναστολής του κυτταρικού θανάτου (Abramovitch et al., 

2006).  

  Αναφορικά με τις δυο τελευταίες μεταλλαγές, σημειώνεται ότι (σε αντίθεση με την 

F479A) πρόκειται για ήπιες μεταλλαγές που οδηγούν απλά σε μείωση της ενεργότητας Ε3 

λιγάσης και έχουν ενδιάμεσους φαινοτύπους. Χρειάζονται πολλαπλές τέτοιες μεταλλαγές 

για εξ΄ ολοκλήρου απαλοιφή της ενεργότητας Ε3 λιγάσης και εμφάνιση ισχυρών 

νεκρωτικών φαινοτύπων. 

 Μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα επικράτεια για μεταλλαξιγένεση είναι η κεντρική 

περιοχή. Η περιοχή αυτή ταυτίζεται με την περιοχή του Rsb φαινοτύπου. Σχετίζεται 

ανάμεσα στα άλλα με την αναστολή του μονοπατιού των MAP κινασών (δες και 

προηγούμενες ενότητες). Δυστυχώς μεταλλαγές στο γνωστό GINP μοτίβο της περιοχής Rsb 

(Kim et al., 2002) οδηγούν σε κατάρρευση δομής ενώ δεν είναι γνωστά άλλα κρίσιμα 

κατάλοιπα που σχετίζονται με τις ιδιότητες της περιοχής αυτής. 

  Μια βασική παρατήρηση που μπορεί να γίνει είναι ότι το σύνολο των μεταλλαγών 

που προαναφέρθηκαν αφορούν είτε στην δράση μολυσματικότητας του HopAB2 είτε στις 

ιδιότητες της πρωτεΐνης που σχετίζονται και με δράση μολυσματικότητας και με 

πυροδότηση HR (avirulence function). Καμιά δεν σχετίζεται αποκλειστικά και μόνο με 

avirulence function. Κατάλοιπα που σχετίζονται με αυτή τη δράση (avirulence) είναι π.χ. τα 

F169 ή R170 ή H179 (Dong et al., 2009). Τα αμινοξέα αυτά σχετίζονται εκλεκτικά με 
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αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα Pto (Xiao et al., 2007b) και δεν είναι συντηρημένα στη 

αλληλουχία της HopAB1. 

 Αναφορικά με την HopAB11449B, σημειακή μεταλλαγή στο κατάλοιπο Υ525 

απαλείφει εντελώς της ενεργότητα Ε3 λιγάσης αλλά δεν οδηγεί σε νεκρωτικούς 

φαινοτύπους γιατί η HopAB11449B δεν αλληλεπιδρά με Pto και Fen (Rosebrock et al., 2007). 

Σε περίπτωση βέβαια που υπάρχει αναγνώριση του κυτταρικού θανάτου με εναλλακτικό 

μηχανισμό, η Ε3 λιγάση μπορεί να τον ανταγωνιστεί. 

Η μοριακή βάση της μη αλληλεπίδρασης Pto-HopAB1 δεν έχει αποσαφηνιστεί. 

Όμως η δομή του συμπλόκου HopAB2-Pto είναι λυμένη (Dong et al., 2009). Ιn silico 

ανάλυση (Karandemiris et al., unpublished observations) με την χρήση του συμπλόκου 

HopAB2-Pto σαν μοντέλο αποκαλύπτει ότι σε γενικές γραμμές όλα τα κρίσιμα κατάλοιπα 

για την σταθεροποίηση της δομής και την αλληλεπίδραση του HopAB1 με το Pto είναι 

συντηρημένα. Η αλληλεπίδραση όμως πιθανόν να μην είναι σταθερή λόγω της 

αντικατάστασης μιας αργινίνης (R170) στην αλληλουχία της HopAB1 από μια λευκίνη. Η 

R170 αλληλεπιδράει με την αλιφατική περιοχή του καταλοίπου της Gln-166 της πρωτεΐνης 

Pto. Πιθανόν η μικρότερη και μη πολική πλευρική ομάδα της λευκίνης να μην διατηρεί την 

αλληλεπίδραση. Επιπρόσθετα η ιστιδίνη-189 της HopAB2 έχει αντικατασταθεί από Thr στην 

κωδική περιοχή της HopAB1. Η Η179 κάνει υδροφοβικές επαφές με τις Val-242 και Val-250 

του Pto (Dong et al., 2009). Επιπλέον ένα από τα κρίσιμα κατάλοιπα της HopAB2 (F169) δεν 

είναι συντηρημένο στην HopAB1. Το F169 σχετίζεται εκλεκτικά με την ικανότητα 

πυροδότησης HR αλλά όχι με την μολυσματικότητα (Xiao et al., 2007). Το μειονέκτημα της 

χρήσης HopAB1 είναι ότι δεν έχει επιβεβαιωθεί πειραματικά η ενεργότητα Ε3 λιγάσης του 

HopAB1. Αντίθετα, η ενεργότητα Ε3 λιγάσης του HopAB2 έχει καλά τεκμηριωθεί βιοχημικά 

(Abramovitch et al., 2006; Janjusevic et al., 2006). Το μόνο που έχει επιβεβαιωθεί 

πειραματικά για το HopAB1 είναι η ικανότητα του να αλληλεπιδρά με ουμπικουϊτίνη και να 

είναι στόχος ουμπικουϊτινιλίωσης (Abramovitch et al., 2006). Βέβαια, in silico ανάλυση 

(Karandemiris et al., unpublished observations) αποδεικνύει ότι τα κρίσιμα αμινοξέα και του 

καρβοξυτελικού άκρου της HopAB1 είναι συντηρημένα. Επίσης, η γενική υποθετική δομή 

του καρβοξυτελικού άκρου της HopAB1 προσομοιάζει την δομή E3 λιγάσης. 

 1.8.5 Συμμετοχή του HopAB2 στην καταστολή του μηχανισμού της σίγησης. 

Αναφορικά με την συμμετοχή του HopAB2 στην καταστολή του μηχανισμού της σίγησης, 

πρέπει να σημειωθεί ότι η καταστολή της συσσώρευσης επαγόμενων από ΡΑΜΡ miRNAs 
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εντοπίζεται σε μεταγραφικό επίπεδο18 (Navarro et al., 2008). Η καταστολή αυτή είναι 

εκλεκτική για τα επαγόμενα από ΡΑΜΡ miRNAs και δεν αφορά το σύνολο των miRNAs 

συμπεριλαμβανομένων και των μη επαγόμενων από συνθήκες βιοτικής καταπόνησης 

miRNA/tasiRNA.  

  Έτσι, συντήγματα υποκινητή επαγόμενων από ΡΑΜΡ miRNAs με GUS ως γονίδιο-

δείκτη σε συνθήκες υπερέκφρασης HopAB2 δείχνουν μείωση επιπέδων GUS. H καταστολή 

αυτή δεν είναι συνάρτηση της ενεργότητας Ε3 λιγάσης. Μεταλλάγματα με απώλεια 

ενεργότητας λιγάσης εμφανίζουν ελαφρά μόνο αυξημένα επίπεδα GUS. Σε αντίθεση με το 

τον τελεστή HopT1-1, η καταστολή αυτή δεν σχετίζεται με παρεμπόδιση της ενεργότητας 

Slicer του φυτικού συμπλόκου «RISC», δηλαδή με παρεμπόδιση στο επίπεδο της δράσης 

των πρωτεϊνών Αrgonaute (Ago). 

 

                                                 
18 Βέβαια ούτε στην πρώτη περίπτωση μπορεί να αποκλειστεί εντελώς το ενδεχόμενο ότι 

ταυτόχρονα μέρος της καταστολής μπορεί να οφείλεται και σε καταστολή μεταγραφής, 

ούτε στην δεύτερη ότι η καταστολή είναι αποκλειστικά σε μεταγραφικό επίπεδο. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
 

2.1 Κατασκευές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία: 

 35S::HopF11449Β (35S::Flag-HopF1-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222). Η 

κωδική περιοχή HopF11449Β ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του Pseudomonas 

syringae pv. phaseolicola 1449Β με τη χρήση των εκκινητών 5'-AATGGGTAATAT 

CTGCAATTCG-3’ και 5'-CTAATCGAGGATATTGACCGGTACTTTG-3’ και υποκλωνο- 

ποιήθηκε σε φορέα pXSN-Flag (Chen et al., 2009). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag 

/ HopF11449Β, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του σινιάλου 

πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη μεEcoRI-HindIII και κλωνοποιήθηκε στην 

θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP222 (Hajdukiewicz etal., 

1994), ώστε να προκύψει η κατασκευή 35S::HopF11449Β. 

 35S::HopF2DC3000. (35S::Flag-HopF2-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222). Η 

κωδική περιοχή HopF2DC3000 ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του Pseudomonas 

syringae pv. tomato DC3000με τη χρήση των εκκινητών 5'-AACCATTATGGGTAATAT 

TTGC-3’ και 5'-TCAGACCCTTTCGACCGGC-3’ και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pXSN-

Flag (Chen et al., 2009). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag / HopF2DC3000, 

συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του σινιάλου 

πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-HindIII και κλωνοποιήθηκε στην 

θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP222 (Hajdukiewicz et al., 

1994), ώστε να προκύψει η κατασκευή 35S::HopF2DC3000. 

 35S::HopF31448Α. (35S::Flag-HopF3-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222). Η 

κωδική περιοχή HopF31448Α ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του Pseudomonas 

syringae pv. phaseolicola 1449Β με τη χρήση των εκκινητών 5'-

TTCCATGGGCATATGTGCATC-3’ και 5'-TTCAATCTTTTCAGCTGGCACGC-3’ και υποκλω-

νοποιήθηκε σε φορέα pXSN-Flag (Chen et al., 2009). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-

Flag / HopF31448Α, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του 

σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-HindIII και 

κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP222 

(Hajdukiewicz et al., 1994), ώστε να προκύψει η κατασκευή 35S::HopF31448Α. 

 HopF2DC3000-pProExHTc (Υποκινητής Trc:: ATG-6xHis-HopF2-rrnB T1/T2 σινιάλα 

τερματισμού σε φορέα pProExHTc). Η κωδική περιοχή του HopF2DC3000 αποκόπηκε με 

πέψη με SspI-ApoI από τον φορέα pXSN-Flag / HopF2DC3000 και κλωνοποιήθηκε στην 

θέση NcoI(fill-in)- EcoRI του φορέα έκφρασης pProExHTc. 
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 HopF31448A-pProExHTc (Υποκινητής Trc::ATG-6xHis-HopF3-rrnB T1/T2 σινιάλα 

τερματισμού σε φορέα pProExHTc). Η κωδική περιοχή του HopF3 αποκόπηκε με 

πέψη με NcoI -ApoI από τον φορέα pXSN-Flag / HopF3 και κλωνοποιήθηκε στην θέση 

NcoI- EcoRI του φορέα έκφρασης pProExHTc. 

 35S::HopF2DC3001. Η κωδική περιοχή του HopF2 ενισχύθηκε με PCR από  

συνολικό DNA του Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006) 

με τη χρήση των εκκινητών 5'-AGAGGATCCCATTATGGGTAATATTTG-3' και 5'-

CATCAGTTTAGTCGACCACCGAT-3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 

1992). Η κασέτα έκφρασης της pART7/HopF2, συμπεριλαμβανομένου του 

προαγωγέα CaMV 35S και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε 

στην θέση NotI του δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να 

προκύψει η κατασκευή 35S::HopF2 (Sarris et al., 2011). 

 35S::HopF1Pphrace7. Η κωδική περιοχή HopF1Pph ενισχύθηκε με PCR από  

συνολικό DNA του Pseudomonas syringae pv. phaseolicola race 7 με τη χρήση των 

εκκινητών 5'-CATCTCGAGAACGTTTAAATGGGTAATATC-3' και 5'-GTCGGTTGTGGGA 

TCCGGGGA-3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η κασέτα 

έκφρασης της pART7/HopF1Pph, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S 

και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση NotI του 

δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η κατασκευή 

35S::HopF1Pph race7 (Sarris et al., 2011). 

 35S::HopF11449Β (Δmotifs Ι-ΙΙ) (35S:: HopF1 ΔΙ-ΙΙ-nos terminator σε δυαδικό φορέα 

pPZP222). To πλασμίδιο pXSN-Flag / HopF11449Β ευθυγραμμίστηκε με πέψη με NcoI-

StuI και τα περιοριστικά άκρα μετατράπηκαν σε τυφλά (fill-in) με την χρήση του 

ενζύμου Klenow (NEB). Ακλούθησε αντίδραση συγκόλλησης των τυφλών άκρων και 

επανακυκλοποίηση του φορέα (self-ligation). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag / 

HopF11449Β (Δmotifs Ι-ΙΙ), συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του 

σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-HindIII και 

κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP222 

(Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S:: HopF11449Β (Δmotifs Ι-ΙΙΙ) (35S:: flag-HopF1 ΔΙ-ΙΙΙ-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pPZP22). Η κωδική περιοχή HopF11449Β ΔΙ-ΙΙΙ ενισχύθηκε με PCR από συνολικό 

DNA του Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1449Β με τη χρήση των εκκινητών 

5'-ATTTAAGCTAGCGCTCAGTGCTCTCCG-3’ και 5'-CTAATCGAGGATATTGACCGGTA 

CTTTG-3’ και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pXSN-Flag (Chen et al., 2009). Η κασέτα 
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έκφρασης της pXSN-Flag / HopF11449ΒΔΙ-ΙΙΙ, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα 

CaMV 35S και του σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-

HindIII και κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης 

pPZP 222 (Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S::HopF11449Β (Δmotifs ΙΙΙ-V) [35S:: flag-HopF11449Β ΔΙΙΙ-V-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pCXD(-G)]. Η κωδική περιοχή HopF11449Β ΔΙΙΙ-V αποκόπηκε με πέψη 

με NcoI-StuI από τον φορέα pXSN-Flag / HopF11449Β και κλωνοποιήθηκε στην θέση 

NcoI- XcmI [το οποίο είχε μετατραπεί σε τυφλό άκρο με S1 nuclease (NEB)] του 

φορέα έκφρασης pSB-GFP [PCXD(-G)]για τον οποίο παρέχονται πληροφορίες 

παρακάτω στο κείμενο. 

 35S::HopF2DC3000 (Δmotifs I-III) [35S::HopF2(Δmotifs I-III)-nos σε δυαδικό φορέα 

pPZP222]. To πλασμίδιο pXSN-Flag / HopF2DC3000 ευθυγραμμίστηκε με πέψη με StyI-

NheI και τα περιοριστικά άκρα μετατράπηκαν σε τυφλά (fill-in) με την χρήση του 

ενζύμου Klenow (NEB). Ακλούθησε αντίδραση συγκόλλησης των τυφλών άκρων και 

επανακυκλοποίηση του φορέα (self-ligation). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag / 

HopF2DC3000(Δmotifs I-III), συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του 

σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-HindIII και 

κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP 222 

(Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S::HopF2DC3000(Δmotifs I-II) [35S::HopF2(Δmotifs I-II)-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pPZP222]. To πλασμίδιο pXSN-Flag / HopF2DC3000 ευθυγραμμίστηκε με πέψη 

με NcoI και τα περιοριστικά άκρα μετατράπηκαν σε τυφλά (fill-in) με την χρήση του 

ενζύμου Klenow (NEB). Ακλούθησε αντίδραση συγκόλλησης των τυφλών άκρων και 

επανακυκλοποίηση του φορέα (self-ligation). Η κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag / 

HopF2DC3000(Δmotifs I-II), συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του 

σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-HindIII και 

κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης pPZP 222 

(Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S::HopF2DC3000 (Δmotifs ΙΙΙ-V) [35S:: HopF2DC3000 ΔΙΙΙ-V-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pCXD(-G)]. Η κωδική περιοχή HopF2DC3000 ΔΙΙΙ-V αποκόπηκε με πέψη με PvuII-

NheI από τον φορέα pXSN-Flag / HopF2DC3000 και κλωνοποιήθηκε στην θέση PvuII-

XbaI του φορέα έκφρασης pSB-GFP [PCXD(-G)]για τον οποίο παρέχονται 

πληροφορίες παρακάτω στο κείμενο. 
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 Α) 35S::Flag-HopF2DC3000(G6E). (35S::Flag-HopF2 (G6E)-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pPZP222). 

Β ) 35S:: Flag-HopF2DC3000(R71A). (35S::Flag-HopF2(R71A)-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pPZP222).  

Γ) 35S:: Flag-HopF2 DC3000(V135G). (35S::Flag-HopF2(V135G)-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pPZP222). 

Δ) 35S::Flag-HopF2 DC3000(H150A). (35S::Flag-HopF2(H150A)-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pPZP222). 

Ε) 35S:: Flag-HopF2 DC3000(D164A). (35S::Flag-HopF2(D164A)-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pPZP222). 

ΣΤ) 35S:: Flag-HopF2 DC3000(S177A). (35S::Flag-HopF2(S177A)-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pPZP222). 

Ζ) 35S: Flag-HopF2 DC3000(L193G). (35S::Flag-HopF2(L193 G)-nos terminator σε 

δυαδικό φορέα pPZP222). 

Οι σημειακές μεταλλαγές G6E, R71A, V135G, H150A, D164A, S177A, L193G 

κατασκευάστηκαν με τόπο-κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση (Braman et al., 1996) 

με υπόστρωμα pXSN-Flag/HopF2DC3000 και εκκινητές α) 5'-TAATATTTGCGAAACCTCG 

GGCTCAC-3' β) 5'-CGAGCTTTTCGCAACGACGGATAG-3', γ) 5'-ACTGAACGGAATG 

ACTGG-3', δ) 5'-TATCACTCAT GGCATCATAA GCTC-3', ε) 5'-TCGAGAAAAGCTCCCAGT -

3', στ) 5'-GTCAGCTACAGATGCAGCGTCGGCATAGAC-3', ζ) 5'-TCTGATTGTCAC 

AGGTCCCAAAGGACAG-3' αντίστοιχα. Οι κασέτες έκφρασης των pXSN-Flag/ 

HopF2DC3000(G6E), pXSN-Flag/HopF2DC3000(R71A), pXSN-Flag/HopF2DC3000(V135G), 

pXSN-Flag/HopF2DC3000(H150A), pXSN-Flag/ HopF2DC3000(D164A), pXSN-

Flag/HopF2DC3000(S177A), pXSN-Flag/HopF2DC3000(L193G) συμπεριλαμβανομένου του 

προαγωγέα CaMV 35S και του σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos 

υποκλωνοποιήθηκαν στον δυαδικό φορέα έκφρασης pPZP222 (Hajdukiewicz et al., 

1994). 

 Α) 35S:: Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-III+G169A). (35S::Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-

III+G169A)-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222).  

Β) 35S:: Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-III+G170A). (35S::Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-

III+G170A)-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222). 

Γ) 35S:: Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-III+V199G). (35S::Flag-HopF2DC3000(Δmotifs I-

III+V199G)-nos terminator σε δυαδικό φορέα pPZP222). 

Οι σημειακές μεταλλαγές G169A, G170A, V199G κατασκευάστηκαν με 

τόπο-κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση (Braman et al., 1996) με υπόστρωμα pXSN-
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Flag/ HopF2DC3000(Δmotifs I-IIΙ) και εκκινητές α) 5'- CTCGAAAGGGCTGGCAAGG -3', β) 

5'- GAAAGGGGTGCCAAGGTCT-3' γ) 5' - CCTTTCGACCGGACCTTTCTGTCCTT -3' 

αντίστοιχα. Οι κασέτες έκφρασης των pXSN-Flag/ HopF2DC3000(Δmotifs I-III+G169A), 

pXSN-Flag/ HopF2DC3000(Δmotifs I-III+G170A), pXSN-Flag/ HopF2DC3000(Δmotifs I-III+ 

V199G) συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του σινιάλου 

πολυαδενυλίωσης nos υποκλωνοποιήθηκαν στον δυαδικό φορέα έκφρασης 

pPZP222 (Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S::Flag-HopF11449Β(T74A) (35S::Flag-HopF11449Β(T74A)-nos terminator σε δυαδικό 

φορέα pPZP222). Η σημειακή μεταλλαγή T74A κατασκευάστηκε με τόπο-

κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση (Braman et al., 1996) με υπόστρωμα pXSN-Flag/ 

HopF11449Β και εκκινητή 5'-TATCGCACGGCCCAGAGAG-3'. Η κασέτα έκφρασης της 

pXSN-Flag/ HopF11449Β(T74A), συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και 

του σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos υποκλωνοποιήθηκε στον δυαδικό φορέα 

έκφρασης pPZP222 (Hajdukiewicz et al., 1994). 

 35S::HopX1DC3001. H κωδική περιοχή HopX1 (1243 bp) ενισχύθηκε με PCR από 

συνολικό DNA του Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006), 

με τη χρήση των εκκινητών 5'-GACATAGCTAGCTCGAGGAAAGTATTT-3' και 5'-

GGCGCTTATTCTAGAC GTACGTACT-3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 

(Gleave, 1992). Η κασέτα έκφρασης της pART7/HopX1, συμπεριλαμβανομένου του 

προαγωγέα CaMV 35S και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε 

στην θέση NotI του δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να 

προκύψει η κατασκευή 35S::HopX1 (Sarris et al., 2011). 

 35S::HopAB11449Β. H κασέτα 35S-HopAB1 κατασκευάστηκε ως εξής: Η κωδική περιοχή 

της πρωτεΐνης-τελεστή HopAB1 από P. syringae pv. phaseolicola 1449B ενισχύθηκε 

με PCR με το ζεύγος εκκινητών 5'-GGAGTGGAGGATCCATATGCCGGGTA-3 και 5'-

TTCGCCCTGCAGACCGATGCTCTC-3. Το PCR προϊόν υπέστη πέψη και συνδέθηκε στις 

θέσεις BamHI-PstI του φορέα pUC-A7-Tx. Ολόκληρη η κασέτα έκφρασης pUC-A7-

Tx/HopAB1 συμπεριλαμβανομένου του υποκινητή CaMV 35S και τον τερματιστή 

OCS, αποκόπηκε από τα πλασμίδια με πέψη EcoRI-HindIII και υποκλωνοποιήθηκε 

στις συνώνυμες θέσεις του δυαδικού φορέα pΒΙΝ-Hyg-Tx (Gatz et al., 1992; Sarris et 

al., 2011). 

 35S::HopAB1ΔΝ-term. Η κωδική περιοχή (376-539 αα) του HopAB1 ενισχύθηκε με 

PCR από ολικό DNA του Ρ. syringae pv. phaseolicola 1302A με εκκινητές  

5'-TTCGCCCTGCAGACCGATGCTCTC-3 και 5'-GCTGTAGGATCCGCGGTGATGCC-3'. Το 
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PCR προϊόν υπέστη πέψη και συνδέθηκε στις θέσεις BamHI-PstI του φορέα pUC-A7-

Tx. Η κασέτα έκφρασης pUC-A7-Tx/ HopAB1ΔΝ-term συμπεριλαμβανομένου του 

υποκινητή CaMV 35S και τον τερματιστή OCS, αποκόπηκε με πέψη EcoRI-HindIII και 

υποκλωνοποιήθηκε στις συνώνυμες θέσεις του δυαδικού φορέα pΒΙΝ-Hyg-Tx (Gatz 

et al., 1992; Sarris et al., 2011). 

 35S::avrPtoB σε φορέα pTFS40 (Hann & Rathjen, 2007). 

 35S::HopAB2. Η κωδική περιοχή του avrPtoB υποκλωνοποιήθηκε κάτω από τον 

έλεγχο του προαγωγέα 35S CaMV στον δυαδικό φορέα pBTEX (Kim et al., 2002). 

 35S::HopAB2m (35S:: HopAB2 (Κ529Α)-nos terminator σε δυαδικό φορέα pBTEX) 

Η σημειακή μεταλλαγή Κ529Α κατασκευάστηκε με τόπο-κατευθυνόμενη 

μεταλλαξιγένεση (Braman et al., 1996) με εκκινητή 5'-TTCCTCGCAGGCGCACCTGAGC 

ATCC-3' και υποκλωνοποιήθηκε στον δυαδικό φορέα έκφρασης pBTEX. 

 35S::HopAB2 (ΔΝ-term). Η ακρωτηριασμένη στο αμινοτελικό άκρο AvrPtoB 

κατασκευάστηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 5'-GTAATGCAGCGCCTC 

CCTATC-3' και 5'-TCAGGGGACTATTCTAA AAGC-3' και κλωνοποιήθηκε σε pCR2.1 

(Invitrogen). Το κλωνοποιημένο ένθεμα αποκόπηκε από pCR2.1 χρησιμοποιώντας 

XbaI και SpeI ένζυμα και κλωνοποιήθηκε εντός της θέσης XbaI του δυαδικού φορέα 

pBTEX (Abramovitch et al., 2003). 

 35S::HopAB2 (F479A). Η σημειακή μεταλλαγή F479A κατασκευάστηκε με τόπο-

κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο QuickChange 

(Agilent Technologies Genomics) με υπόστρωμα pCR2.1::AvrPtoB και εκκινητές 5'-

GTGACGCACTGTCTTgcTGGCGGA GAATTGTCG-3' και 5'-

CGACAATTCTCCGCCAgcAAGACAGTGCGTCAC-3'. Το κλωνο-ποιημένο ένθεμα 

αποκόπηκε από pCR2.1 χρησιμοποιώντας XbaI και SpeI ένζυμα και κλωνοποιήθηκε 

εντός της θέσης XbaI του δυαδικού φορέα pBTEX (Janjusevic et al., 2006). 

 35S::HopAB2 (ΔRsb+Cterm). Η ακρωτηριασμένη στο καρβοξυτελικό άκρο AvrPtoB 

κατασκευάστηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 5'- 

ATGGCGGGTATCAATAGAGCG-3' και 5'-TCACACCCGCAATCGTGTTGCAC-3' και 5'-TCA 

TACATGTCTTTCAAGGGCCG-3' και κλωνοποιήθηκε σε pCR2.1 (Invitrogen). Το 

κλωνοποιημένο ένθεμα αποκόπηκε από pCR2.1 χρησιμοποιώντας XbaI και SpeI 

ένζυμα και κλωνοποιήθηκε εντός της θέσης XbaI του δυαδικού φορέα pBTEX 

(Abramovitch et al., 2003). 

 Α) 35S::HopAB2 (K464R-gain of function), Β) 35S::HopAB2 (K546R-gain of function), 

Γ) (K512R-loss of function), Δ) 35S::HopAB2 (K529R-loss of function) . Οι σημειακές 
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μεταλλαγές K464R, K546R, K512R, K529R κατασκευάστηκαν με τόπο-

κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο QuickChange 

(Agilent Technologies Genomics) με υπόστρωμα pCR2.1::AvrPtoB. Τα κλωνοποιημένα 

ενθέματα αποκόπηκαν από pCR2.1 χρησιμοποιώντας XbaI και SpeI ένζυμα και 

κλωνοποιήθηκαν εντός της θέσης XbaI του δυαδικού φορέα pBTEX (Abramovitch et 

al., 2006). 

 35S::HopAB2 από P. syringae pv. maculicola ES4326. Το ομόλογο του avrPtoB από P. 

syringae pv. maculicola ES4326 ενισχύθηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 

5'-ATGGTAGGGATCAGTGGTAGAGCAG-3' και 5'-TCAAAATGCCTATGCATCAAGCC-3' και 

το προϊόν PCR κλωνοποιήθηκε σε pCR2.1. Θραύσμα KpnI/XbaI της κατασκευής σε 

pCR2.1 υποκλωνοποιήθηκε στις θέσεις KpnI/XbaI σε δυαδικό φορέα pBTEX (Lin et 

al., 2006). 

 35S::HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a. Το ομόλογο του avrPtoB από P. 

syringae pv. syringae B728a ενισχύθηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 5'-

ATGTCGGGTATCAACGGAGCAG-3' και 5'-TCAGTCAGGAACGACTCTAAAG-3' και το 

προϊόν PCR κλωνοποιήθηκε σε pCR2.1. Θραύσμα KpnI/XbaI της κατασκευής σε 

pCR2.1 υποκλωνοποιήθηκε στις θέσεις KpnI/XbaI σε δυαδικό φορέα pBTEX  

(Lin et al., 2006). 

 35S::AvrRps4 από P. syringae pv. pisi 151. H κωδική περιοχή AvrRps4 ενισχύθηκε με 

PCR από συνολικό DNA του P. syringae pv. pisi 151με τη χρήση των εκκινητών 5'-

GCATTGAATTCTTTGACAAAGAGGCT-3' και 5'-GCCCTAC CCAAGCTTATTTAAAATG-3', 

και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η κασέτα έκφρασης της 

pART7/AvrRps4, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του OCS 

αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση NotI του δυαδικού 

φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η κατασκευή 

35S::AvrRps4 (Σαρρής, Ph.D thesis). 

 35S::AvrRps4 από P. syringae pv. phaseolicola 1448A. H κωδική περιοχή AvrRps4 

ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του P. syringae pv. phaseolicola 1448A 

με τη χρήση των εκκινητών 5'-TCGAATTTCAACCAGTTCAGT-3' και 5'-TTATTGGTTGATT 

CTGCGGTC -3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα PXSN-Flag (Chen et al., 2009). Η 

κασέτα έκφρασης της pXSN-Flag/AvrRps4, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα 

CaMV 35S και του σινιάλου πολυαδενυλίωσης nos αποκόπηκε με πέψη με EcoRI-

HindIII και κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRI-HindIII του δυαδικού φορέα έκφρασης 

pPZP222 (Hajdukiewicz et al., 1994), ώστε να προκύψει η κατασκευή 35S::AvrRps4. 
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 35S::HopK1DC3001. H κωδική περιοχή HopK1DC3001 ενισχύθηκε με PCR από  

συνολικό DNA του Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006), 

με τη χρήση των εκκινητών 5'-AGAGGGATCCAATGAATCGCAT-3' και 5'-CTTTGACGCTC 

TAGAAAAATTCGG-3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η 

κασέτα έκφρασης της pART7/HopK1DC3001, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα 

CaMV 35S και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση 

NotI του δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η 

κατασκευή 35S:: HopK1DC3001 (Σαρρής, Ph.D thesis). 

 35S::AvrRps4 από P. syringae pv. pisi Race 3. H κωδική περιοχή AvrRps4 ενισχύθηκε 

με PCR από συνολικό DNA του P. syringae pv. pisi Race 3 με τη χρήση των εκκινητών 

5'-GCATTGAATTCTTTGACAAAGAGGCT-3' και 5'-GCCCTACCCAAGCTTATTTAAAATG-3', 

και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η κασέτα έκφρασης της 

pART7/AvrRps4 συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του OCS 

αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση NotI του δυαδικού 

φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η κατασκευή 

35S::AvrRps4 (Σαρρής, Ph.D thesis). 

 AvrRps4/pTA7002. Το γονίδιο με ένα καρβοξυ-τελικό ΗΑ-tag κλωνοποιήθηκε σε 

pTA7002 για επαγόμενη έκφραση AvrRps4 in planta (Mackey et al., 2003; Mackey et 

al., 2002). 

 35S::HopAO1. H κωδική περιοχή HopAO1 ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006), με τη χρήση των 

εκκινητών 5'-CGTCAGCGAATTCCTCAACCGAGA-3' και 5'-GGTGAA 

AGCTTGCGCGAGAAACACT-3' και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 

1992). Η κασέτα έκφρασης της pART7/HopAO1, συμπεριλαμβανομένου του 

προαγωγέα CaMV 35S και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε 

στην θέση NotI του δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να 

προκύψει η κατασκευή 35S:: HopAO1. 

 35S::HopC1. H κωδική περιοχή HopC1 ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006), με τη χρήση των 

εκκινητών 5'-CTGATTTCTCGAGCATGATACGCGGCAT-3' και 5'-AAGTGAGCGGATCCT 

GGAGCGAGT-3' και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η κασέτα 

έκφρασης της pART7/HopC1, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και 

του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση NotI του 
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δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η κατασκευή 

35S:: HopC1. 

 35S::AvrPto. H κωδική περιοχή AvrPto ενισχύθηκε με PCR από συνολικό DNA του 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3001 (Landgraf et al., 2006) με τη χρήση των 

εκκινητών 5'-CTAAAGAGGGAATTCGAATGGGAAATAT -3' και 5'-AGGC 

CGTGTGCGTCTAGATTATG-3', και υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 

1992). Η κασέτα έκφρασης της pART7/AvrPto, συμπεριλαμβανομένου του 

προαγωγέα CaMV 35S και του OCS αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε 

στην θέση NotI του δυαδικού φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να 

προκύψει η κατασκευή 35S:: AvrPto (Σαρρής, Ph.D thesis). 

 35S::PthG. H κωδική περιοχή PthG (Ezra et al., 2000) ενισχύθηκε με PCR από 

συνολικό DNA του Erwinia herbicola pv. gypsophilae, με τη χρήση των εκκινητών 5'-

ATATCATGTCTCGAGAACTAAGCT-3' και 5'-TGCATAAGCATTCTAGAACAATCG-3', και 

υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pART7 (Gleave, 1992). Η κασέτα έκφρασης της 

pART7/PthG, συμπεριλαμβανομένου του προαγωγέα CaMV 35S και του OCS 

αποκόπηκε με πέψη με NotI και κλωνοποιήθηκε στην θέση NotI του δυαδικού 

φορέα έκφρασης pART27 (Gleave, 1992), ώστε να προκύψει η κατασκευή 35S:: PthG 

(Σαρρής, Ph.D thesis). 

 35S::NopT. Ένα θραύσμα DNA που περιέχει NopT (από στέλεχος Rhizobium sp. strain 

NGR234) κλωνοποιήθηκε σε pRT104, το οποίο περιέχει υποκινητή 35SCaMV και ένα 

σήμα πολυαδενυλίωσης. Η κασέτα έκφρασης αποκόπηκε με HindIII και 

υποκλωνοποιήθηκε στο δυαδικό φορέα pCAMBIA2301 (www.cambia.org), 

αποδίδοντας pCAMBIA-NopΤ (Dai et al., 2008). 

 35S::p19. Το θραύσμα που αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 3902 ± 4545 της  

γονιδιωματικής αλληλουχίας του AMCV (αλληλουχία p19 του AMCV)  

κλωνοποιήθηκε στις θέσεις SacI-BamHI του δυαδικού φορέα έκφρασης pBI121.1,  

αντικαθιστώντας την αλληλουχία της β-γλυκουρονιδάσης (Silhavy et al., 2002). 

 35S::p38. Η πρωτεΐνη p38 του TCV κλωνοποιήθηκε σε μια κασέτα έκφρασης T-DNA 

κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή 35SCaMV σε ένα δυαδικό φορέα (pBIN61) που 

είναι παράγωγο του pΒΙΝ19 (Thomas et al., 2003). 

 35S::p69. Η κωδικοποιητική αλληλουχία του Ρ69 TYMV-Blue Lake (BL) 

κλωνοποιήθηκε σε pCambia1301 αντικαθιστώντας την αλληλουχία GUS  

μεταξύ του υποκινητή 35S και τερματιστή (terminator) nopaline synthase για να 

δώσει 35S::P69 (Chen et al., 2004a). 
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 35S::Hc-Pro. Η κωδική αλληλουχία P1/HC-Pro του ΤΕV ελήφθη με PCR από το 

πλασμίδιο pTEV7DA και υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα ρΒΙΝ19 (Delgadillo, 2004). 

  35S::sigma3. Το τμήμα που κωδικοποιεί την sigma3 ενισχύθηκε με PCR με εκκινητές 

5΄-ATGGAGTGTTGCTTGCC-3΄ και 5΄-TTAGCCAAGAATCATCGG-3΄ από το πλασμίδιο 

pBC12BI (Giantini & Shatkin, 1989) και κλωνοποιήθηκε στην θέση SmaI του pBIN61 

για να προκύψει η κατασκευή 35S::sigma3 (Lichner et al., 2003). 

 35S::RDR6. Το cDNA πλήρους μήκους του RDR6 (3.6kb) ενισχύθηκε από το ATG έως 

το κωδικόνιο λήξης με PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 5'-

CCGGAATTCGAGAAATGGGGTCAGAGGGAAATA-3' και 5'-CCGCGGCCGCAACATAACCTT 

TTAGAGACGTGAGC-3'). Το προκύπτον προϊόν ενίσχυσης κλωνοποιήθηκε εντός 

pENTR1A και στην συνέχεια εισήχθηκε στο pEG201 φορέα (Curaba & Chen, 2008). 

 PCAMBIA-SIPK:GFP. Το ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο του SIPK: ενισχύθηκε με PCR 

με εκκινητές XbaI-SIPK και SIPK-BamHI. Το προϊόν PCR κλωνοποιήθηκε σε pGEM-T-

Easy (Promega), αποκόπηκε με XbaI και BamHI, και συνδέθηκε σε pCAMBIA2300-

smGFP (Menke et al., 2005). 

 35S::mGFP4. H mGFP4 είναι μια τροποποιημένη πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

(GFP) από την μέδουσα Aequorea victoria. Έχει προκύψει με εναλλακτική χρήση 

κωδικονίων με σκοπό να καταστραφεί ένα κρυπτικό ιντρόνιο. H mGFP4 

κλωνοποιήθηκε μεταξύ της BamHI και SacI θέσης στο pBI121 αντικαθιστώντας την 

αλληλουχία GUS(Haseloff et al., 1997). 

 35S::mGFP5. H mGFP5 (Siemering et al., 1996) κλωνοποιήθηκε μεταξύ της BamHI και 

SacI θέσης στο 35S::mGFP4 αντικαθιστώντας την αλληλουχία mGFP4 (Ruiz et al., 

1998). 

 pCAMBIA-GFP. Η κωδική περιοχή της smGFP έχει κλωνοποιηθεί σε δυαδικό φορέα 

pCAMBIA2300 (Kang & Klessig, 2005). 

 pSB-GFP [PCXD(-G)]. To πλασμίδιο PCXDG (Chen et al., 2009) ευθυγραμμίστηκε με 

πέψη με BamHI. Ακλούθησε αντίδραση συγκόλλησης των άκρων και 

επανακυκλοποίηση του φορέα (self-ligation). 

 pHIR11. Θραύσμα 30 kb που περιέχει το hrp Cluster από Pseudomonas syringae 

pv.syringae 61 σε φορέα pLAFR3 (Huang et al., 1988). 

 pLN18. Παράγωγο του pHIR11 στο οποίο έχουν επαλειφθεί τα shcA και hopPsyA, 

αλλά κωδικοποιεί ένα λειτουργικό TTSS (Jamir et al., 2004). 

 pCPP2071. Παράγωγο pHIR11 με ένθεση TnphoA στο hopPsyA (Huang et al., 1991). 
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Πίνακας 1. Πλασμιδιακοί φορείς  που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

 

2.2 Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία: 

 

Εκκινητής Αλληλουχία 

HopF1 FW 5'-AATGGGTAATATCTGCAATTCG-3’ 

HopF1 REV 5'-CTAATCGAGGATATTGACCGGTACTTTG-3’ 

HopF1 FW NheI fusion 5'-ATTTAAGCTAGCGCTCAGTGCTCTCCG-3’ 

HopF2 FW 5'-AACCATTATGGGTAATATTTGC-3’ 

HopF2 REV 5'-TCAGACCCTTTCGACCGGC-3’ 

HopF2_Int_FW 5'-CCAACCACACGAAGCAAG-3’ 

HopF3 FW 5'-TTCCATGGGCATATGTGCATC-3’ 

HopF3 REV 5'-TTCAATCTTTTCAGCTGGCACGC-3’ 

HopAB1FW 5'-GGAGTGGAGGATCCATATGCCGGGTA-3’ 

HopAB1REV 5'-TTCGCCCTGCAGACCGATGCTCTC-3' 

HopAB1-CFW 5'-TTCGCCCTGCAGACCGATGCTCTC-3 

HopAB1-CREV 5'-GCTGTAGGATCCGCGGTGATGCC-3' 

HopAB2 FW 5'-GCATATGGCGGGTATCAATAG-3’ 

HopAB2 REV 5'-GGGACTATTCTAAAAGCATACTTG-3’ 

AvrPphE For 5'-GGGCCCGCACTCGAGGAACATATGAGAAT-3' 

AvrPphE REV 5'-GGCGCTTATTCTAGACGTACGTACT-3' 

HopK1_HopAQ1_FW 5'-TCGMATTTCAACCAGCTCAG-3’ 

HopK1_REV 5'-TCAGCAGTAGAGCGTGTCG-3’ 

HopK_Int1_REV 5'-AGTTTGAGGCCAACACGTT-3’ 

                                                 
19 Ανθεκτικότητα στην γκενταμυκινη στα φυτά. 
20 Ανθεκτικότητα στην υγρομυκινη στα φυτά. 

Φορείς Περιγραφή Πηγή ή αναφορά 
pGEMT-easy Φορέας κλωνοποίησης με την βοήθεια της τεχνολογίας ΤA-κλωνοποίηση 

(apr) 
Promega 

pGXT Τροποποιημένος pGEM T-easy με παρεμβολή ccdB γονιδίου ανάμεσα στα 
Τ-overhangs (apr) 

ABRC (Chen et al., 2009) 

pXSN-Flag Ενδιάμεσος φορέας κλωνοποίησης που περιέχει την κασέτα 35S::Flag-
polylinker- nos terminator (apr) 

ABRC (Chen et al., 2009) 

pPZP222 Δυαδικός φορέας που περιέχει την κασέτα LB-aacC119-polylinker-RB (Spr) Δώρο από τον Prof. 
Sablowski 

pProExHTc Φορέας για υπερέκφραση πρωτεϊνών σε E. coli (apr)  
Invitrogen 

pCXDG Δυαδικός φορέας που περιέχει την κασέτα LB-Hyg20-35S:: GFP- polylinker-
terminator-RB (Kmr) 

ABRC (Chen et al., 2009) 

pCXD(-G) Δυαδικός φορέας που περιέχει την κασέτα LB-Hyg-35S:: - polylinker-
terminator-RB (Kmr) 

Καραντεμίρης Κώστας 
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HopK1_Int2_REV 5'-AGCTCGTCGTCATAGCTGCC-3’ 

HopAQ1_REV 5'-CTGACTGCAAAAGACCCTG-3’ 

AvrRps4_ph_pisi_FW  5'-TCGAATTTCAACCAGTTCAGT-3’ 

AvrRps4_ph_pisi_HopAQ1_FW  5'-TCGAATTTCAACCAGYTCAGT-3’ 

AvrRps4_ph_pisi_REV 5'-TTATTGGTTGATTCTGCGGTC-3’ 

HopF1_T74A sense 5'-TATCGCACGGCCCAGAGAG-3’ 

HopF1_A150D/G151H/M152 sense 5'-CTCTCCGTGGTTACGATCATATGTCCGATCATGTAAC-3’ 

HopF2_G6Es 5'-TAATATTTGCGAAACCTCGGGCTCAC-3’ 

HopF2_R71A sense 5'-CGAGCTTTTCGCAACGACGGATAG-3’ 

HopF2_N134A_sense 5'-TTCCATCACTGGCCGTAATGACTGG-3’ 

HopF2_V135G_sense 5'-ACTGAACGGAATGACTGG-3’ 

HopF2_H150A_as (-)BclI  5'-TATCACTCAT GGCATCATAA GCTC-3’ 

HopF2_D164A_as 5'-TCGAGAAAAGCTCCCAGTC-3’ 

HopF2_G169A_sense 5'-CTCGAAAGGGCTGGCAAGG-3’ 

HopF2_G170A sense  5'-GAAAGGGGTGCCAAGGTCT-3’ 

HopF2_D175A_as 5'-ACGAAGCGGCGGCATAGAC-3’ 

HopF2_S177A_as 5'-GTCAGCTACAGATGCAGCGTCGGCATAGAC-3’ 

HopF2_L193G_sense 5'-TCTGATTGTCACAGGTCCCAAAGGACAG-3’ 

HopF2_P194A_sense 5'-TCACATTGGCCAAAGGAC-3’ 

HopF2_V199G_as 5'-CCTTTCGACCGGACCTTTCTGTCCTT-3’ 

ΗopAB1_Y525A sense 5'-AAACTTGCCCAAGCCCTGGCAGACAAG -3’ 

HopAB2_F173A sense 5'-TTTCGCCAGCATGCCCCGAACATGC-3’ 

HopAB2_S258A antisense 5'-CGCGTGGCGGGGCCCTGTCGACCG-3’ 

HopAB2_T450D antisense 5'-CGGCCTTCGAAATGTCGCGCAGCTGACTGA-3’ 

HopAB2_K529A sense 5'-TTCCTCGCAGGCGCACCTGAGCATCC-3’ 

HopAB2_K529A antisense 5'-GGATGCTCAGGTGCGCCTGCGAGGAA-3’ 

HopAB2_E531A sense 5'-GGCAAGCCTGCACATCCGATGAC-3’ 

HopAB2_E531A antisense 5'-GTCATCGGATGTGCAGGCTTGCC-3’ 

HopAB2_K529A/E531A antisense 5'-CTCTGGTCATCGGATGTGCAGGTGCGCCTGCGAGGAATTGG-3’ 

HopAB2_R536A sense 5'-CCGATGACCGCAGAAACGCTTA-3’ 

HopAB2_R536A antisense 5'-TAAGCGTTTCTGCGGTCATCGG-3’ 

Nt RAR1 FW 5'-AGG AAA GCA CAC AAC AGA AAA ACC-3' 

Nt RAR1 REV 5'-GTG CCA TCC TTT GGT GCA TGG AGG-3' 

Nt EDS1 FW 5'-GAG TAT CAG ACC AAG TGT GAT ATC CG-3' 

Nt EDS1 REV 5'-GCT GAG GTG GGA GTG TTT TCC ACC-3' 

p19/F 5'-CCATGGAACGAGCTATACAAGGAA-3’ 

p19/R 5'-GAATTC TACTCGCTTTCTTTTTCGAA-3’ 

CaMVpro 5'-ACTATCCTTCGCAAGACC-3’ 

CaMV_ promoter_FW 5'-AAGCATTCTACTTCTATTGCAG-3’ 

19S pro 5'-TCCTAATTGAAATCCGAAG-3’ 

Nos pro 5'-AACCATTATTGCGCGTTC-3’ 

Nos pro for 5'-ATGAGCGGAGAATTAAGG-3’ 

Nos pro rev  5'-AGGGGAATTTATGGAACG-3’ 

Nos coding rev  5'-CATAACGTCTAAGCTATCGG-3’ 

nosTerm_REV 5'-TGATAATCATCGCAAGACCGG-3’ 

OcsTer 5'-CATAGATGTCGCTATAAACC-3’ 

nptII rev 5'-AGCCAACGCTATGTCCTG 

TRVRNA1for 5'-AAAGTTGGCTACTAAGTGG 
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TRVRNA1REV 5'-GTTCAGTTCTTCCACATTG-3’ 

Gus for 5'-GGCACTAGCGGGACTTTG -3’ 

Gusrev 5'-CTACCATCCGTAATAACGG-3’ 

mGFP4/5siRich_FW 5'-TCGTCAACAGGATCGAGC-3’ 

mGFP4siRich_REV 5'-GCTAGTTGAACGCTTCCATC-3’ 

mGFP5siRich_REV 5'-CGCCGTCTTCGATGTTGTG-3’ 

GDH intron for 5'-TGCTG TGGGGCTTAC TTG-3’ 

GDH intron rev 5'-ACAATCCCAC AATCCCAC-3’ 

GADPH FW 5'-CGGGATCC GGCCTTCAGAGTACCAAC-3’ 

GADPH REV 5'-GGAATTCCCCATTCGTTGTCATACC-3’ 

chlor rev 5'-ATTATACGAGCCGGAAGC-3’ 

pPZP222_spec_upper 5'-TGCTTAGTGCATCTAATCGCTTG-3’ 

pPZP222_spec_lower 5'-GTAACTGCCGTCACGCAAC-3’ 

T3 PRIMER 5'-ATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ 

T7 PRIMER 5'-AATACGACTCACTATAGGG-3’ 

SP6 PRIMER 5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3’ 

GEN_ED selection as 5'-GATAAATCTGGAGCCTCCAAGGGTGGGTCTCGCGG-3’ 

Gene_ed selection sense 5'-CCGCGAGACCCACCCTTGGAGGCTCCAGATTTATC-3’ 

Trans oligo SspI/EcoRV sense 5'-CTTCCTTTTTCGATATCATTGAAGCATTTATC-3’ 

Trans oligo SspI/EcoRV as 5'-GATAAATGCTTCAATGATATCGAAAAAGGAAG-3’ 

Trans oligo EcoRI/EcoRV sense _pPZP222 
/XSN 

5'-ACTAGATCGGATATCGTAATCATGGTC-3’ 

Trans oligo EcoRI/EcoRV as_ pPZP222 
/XSN 

5'-CATGATTACGATATCCGATCTAGTAAC-3’ 

Trans oligo HindIII/SspI sense 
_pPZP222/XSN 

5'-GGCCAGTGCCAATATTGCATGCCTGC-3’ 

Trans oligo HindIII/SspI as _pPZP222/XSN 5'-CAGGCATGCAATATTGGCACTGGCCG-3 

Trans Oligo ScaΙ/BglII sense 5'-GTGACTGGTGAGATCTCAACCAAGTC-3’ 

Trans Oligo ScaΙ/BglII as 5'-GACTTGGTTGAGATCTCACCAGTCAC-3’ 

Control MUT LacZ_stop_sense 5'-CAGGGTTTTCTCAGTCACGACG-3’ 

Control MUT LacZ_stop_as 5'-GGCGTTACCTAACTTAATC-3’ 

 

Πίνακας 2. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

 

2.3 Βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία: 

 

Στέλεχος Χαρακτηριστικά-Γενότυπος Πηγή ή 

Αναφορά 

E. coli 

DH10B  

 

F- endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL ΔlacX74 

Φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) λ- 

Invitrogen 

 

DH5α 

 

F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 

nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, 

hsdR17(rK
- mK

+), λ– 

Invitrogen 

 

ER2925 ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 ΝΕΒ 
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galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 

R(zgb210::Tn10)TetS endA1 rpsL136 dam13::Tn9 

xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2 

ccdB Survival F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 

ΔlacX74 recA1 araΔ139 Δ(ara-leu)7697 galU galK 

rpsL (StrR) endA1 nupG fhuA::IS2 

Invitrogen 

 

BMH 71-18 

mutS 

thi, supE, Δ(lac-proAB), [mutS::Tn10], [F´, proAB, 

lacIqZΔM15]. 

Promega 

HB101 

(pRK600) 

Στέλεχος HB101 (SmR recA thi pro leu hsdRM+)που 

φέρει το βοηθό πλασμίδιο pRK600 (CmR oriColE1 

RK2 -mob+RK2-tra+) για τριγονικές συζεύξεις 

(Pérez-

Martínez et al., 

2007) 

HB101 

(pRK2013) 

Στέλεχος HB101 (SmR recA thi pro leu hsdRM+)που 

φέρει το βοηθό πλασμίδιο pRK2013 για τριγονικές 

συζεύξεις 

(Ditta et al., 

1980) 

Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404 
(pAL4404) 

LBA4404 (Ach5 pTiACH5) Rifampicin R και SmR στο 

πλασμίδιο μολυσματικότητας (από Tn904). Η περιοχή 

T-DNA του pTiACH5 έχει επαλειφθεί στο pAL4404 

(Ooms et al., 

1982) 

C58C1 Παράγωγο του C58, Rifampicin R (Deblaere et 

al., 1985) 

GV2260 Παράγωγο του C58 που φέρει Ti πλασμίδιο pGV2260 

(pTiB6S3DT-DNA), Rifampicin R 

(McBride & 

Summerfelt, 

1990) 

GV3101 Παράγωγο του C58, Rifampicin R (Holsters et al., 

1980) 

A281 Α. tumefaciens C58 που φέρει το ογκογόνο πλασμίδιο 

pTiBo542 [ανακατασκευασμένο στέλεχος, παράγωγο 

του A136 (cured C58) που φέρει pTiBo542, υπέρ-

ογκογόνο] 

(Hood et al., 

1986) 

Pseudomonas 

P. syringae pv. 
tomato DC3000 

Μια αυθόρμητη μετάλλαξη για ανθεκτικότητα σε 

Ριφαμπικίνη του P. syringae pv. tomato DC52 

(Cuppels, 

1986) 

P. syringae pv. 
tomato DC3001 

Προέρχεται από το P. syringae pv. tomato DC3000 και 
φέρει επιπλέον ελλείψεις και ανασυνδυασμούς  

(Landgraf et 

al., 2006) 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
1448A 

P. syringae pv. phaseolicola race 7, Ανθεκτικό στην 

Ριφαμπικίνη 

(Taylor et al., 

1996) 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
1449B 

P. syringae pv. phaseolicola race 6, Ανθεκτικό στην 

Ριφαμπικίνη 

(Taylor et al., 

1996) 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
NPS3121 

P. syringae pv. phaseolicola race 1, Ανθεκτικό στην 

Ριφαμπικίνη 

(Lindgren et 

al., 1986) 

P. savastanoi 
2480 

Ανθεκτικό στην Ριφαμπικίνη Π. Σαρρής 

P. savastanoi 
4530 

Ανθεκτικό στην Ριφαμπικίνη Π. Σαρρής 

P. syringae pv. 

maculicola 

ES4326 

Μια αυθόρμητη μετάλλαξη για ανθεκτικότητα σε 

στρεπτομυκίνη του P. syringae pv. maculicola 4326 

(Dong et al., 

1991) 

P. syringae pv. 

syringae B728a 

Ανθεκτικό στην Ριφαμπικίνη στέλεχος απομονωμένο 

από P. vulgaris 

(Loper & 

Lindow, 1987) 
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P. fluorescens 55 
(pHIR11) 

P. fluorescens 55 μετασχηματισμένη με pHIR11 (Το 
pHIR11 είναι θραύσμα 30 kb που περιέχει το hrp 
Cluster από Pseudomonas syringae pv. syringae 61 σε 
φορέα pLAFR3) 

(Huang et al., 

1988) 

P. fluorescens 55 
(pLN18) 

P. fluorescens 55 μετασχηματισμένη με pLN18 (Το 

pLN18 είναι ένα παράγωγο pHIR11 στο οποίο έχουν 

επαλειφθεί τα shcA και hopPsyA, αλλά κωδικοποιεί 

ένα λειτουργικό TTSS) 

(van Dijk et al., 

2002) 

P. fluorescens 55 
(pCPP2071) 

P. fluorescens 55 μετασχηματισμένη με pCPP2071 (Το 
pCPP2071 είναι παράγωγο pHIR11 με ένθεση TnphoA 

στο hopPsyA) 

(Huang et al., 

1991) 

 

Πίνακας 3. Βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

 

2.4 Διαγονιδιακές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτήν την εργασία: 

 U6B. Η σειρά αυτή είναι μια διαγονιδιακή σειρά N. tabacum cv. Petit Havana 425, η 
οποία υπερεκφράζει την Ρ1/Hc-Pro αλληλουχία του ιού TEV κάτω από τον έλεγχο 
του CaMV35S υποκινητή (Mallory et al., 2001). 

 16c. Διαγονιδιακή σειρά Nicotiana benthamiana που υπερεκφράζει το διαγονίδιο 

mGFP5 (Siemering et al., 1996) κάτω από τον έλεγχο του CaMV35S υποκινητή (Ruiz 
et al., 1998). 

 sde1IR. Είναι φυτά N. benthamiana που έχουν ως φαινότυπο καταστολή της RDR6. 
Εκφράζουν ένα τμήμα 245 bp της κωδικής περιοχής της RDR6 (που οριοθετείται 
από τους εκκινητές 5’TGACGTGGCTTTTGATG3’ και 5’TCTTGAATAAAGCATTGGCC3’) 
σε μορφή αντεστραμμένης επανάληψης (Schwach et al., 2005). 

 p19. Τα διαγονιδιακά φυτά που χρησιμοποιήσαμε υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη 
p19 του ιού ΑΜCV κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή CaMV35S (Silhavy et al., 
2002) 
 

2.5 Μικρής κλίμακας απομόνωση βακτηριακού γενωμικού DNA (Wilson, 2001). 

Τα βακτήρια από ένα κορεσμένο υγρό καλλιέργειας λύονται και οι πρωτεΐνες 

απομακρύνονται με πέψη με πρωτεϊνάση Κ. Τα συντρίμμια του κυτταρικού τοιχώματος, 

πολυσακχαρίτες , πρωτεΐνες και τα υπόλοιπα απομακρύνονται με εκλεκτική καταβύθιση με 

CΤΑΒ , και το DNA υψηλού μοριακού βάρους ανακτάται από το προκύπτον υπερκείμενο με 

καθίζηση με ισοπροπανόλη. 

1. 5 -ml υγρή καλλιέργεια εμβολιασμένη με το βακτηριακό στέλεχος του ενδιαφέροντος 

αναπτύσσονται σε συνθήκες κατάλληλες για το εν λόγω στέλεχος (δηλαδή κατάλληλο μέσο, 

επιλογή αντιβιοτικού, θερμοκρασία) μέχρις ότου η καλλιέργεια είναι κορεσμένη. Αυτό 

μπορεί να διαρκέσει αρκετές ημέρες , ανάλογα με το ρυθμό ανάπτυξης του βακτηρίου. 

2. 1,5-4,5 ml της καλλιέργειας φυγοκεντρείται σε μικροφυγόκεντρο για 2 λεπτά και το 

υπερκείμενο απορρίπτεται.  
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3 . Το ίζημα επαναιωρείται σε 550 μl ρυθμιστικού διαλύματος ΤΕ με πιπέταρισμα. 

Προστίθενται 30 μΙ 10 % SDS και 3 μΙ 20 mg/ml πρωτεϊνάσης Κ για να δώσει μια τελική 

συγκέντρωση 100 μg / ml πρωτεϊνάση Κ σε 0,5 % SDS. Ακολουθεί ανάδευση και επώαση για 

1 ώρα στους 37 ° C. 

4. Προστίθεται 100 μl 5 Μ NaCl με καλή ανάδευση. Ο στόχος εδώ είναι να αφαιρεθούν τα 

συντρίμμια του κυτταρικού τοιχώματος , μετουσιωμένη πρωτεΐνη , και πολυσακχαρίτες σε 

σύμπλοκο με CΤΑΒ , διατηρώντας τα νουκλεϊνικά οξέα σε διάλυμα. 

5. Προστίθεται 80 μl διαλύματος CTAB / NaCl (10% CTAB in 0.7 M NaCl) με καλή ανάδευση 

και επώαση 10 λεπτών στους 65 ° C. 

6. Προστίθεται ίσος όγκος (0,7 έως 0,8 ml) φαινόλης / χλωροφορμίου / ισοαμυλικής 

αλκοόλης με καλή ανάδευση και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά. Αυτή η εκχύλιση 

απομακρύνει τα σύμπλοκα CTAB με πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες. 

7. Το παχύρρευστο υπερκείμενο μεταφέρεται σε ένα νέο σωλήνα μικροφυγοκέντρησης , 

προστίθεται ίσος όγκος χλωροφόρμιο/ισοαμυλική αλκοόλη και επαναλαμβάνεται το 

προηγούμενο στάδιο. 

8. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε ένα νέο σωλήνα. Ακολουθεί προσθήκη 0,6 νοΙ 

ισοπροπανόλη για την καθίζηση των νουκλεϊκών οξέων (δεν υπάρχει ανάγκη να προστεθεί 

αλάτι δεδομένου ότι η συγκέντρωση NaCl είναι ήδη υψηλή). Ο σωλήνας ανακινείται ώσπου 

να γίνει σαφώς ορατό το ινώδες λευκό ίζημα DNA. Σε αυτό το σημείο είναι δυνατόν να 

μεταφερθεί το DNA σαν νήμα (με την βοήθεια μικροπιπέτας που έχει θερμικά σφραγιστεί 

και καμφθεί σε μια φλόγα Bunsen) σε ένα νέο σωλήνα που περιέχει 70 % αιθανόλη.  

Εάν δεν σχηματίζονται νήματα, αυτό συνεπάγεται ότι το DNA έχει διάτμηση 

σε σχετικά χαμηλού μοριακού βάρους κομμάτια. Εάν αυτό είναι αποδεκτό , (δηλαδή, εάν το 

DNA να πρόκειται να χρησιμοποιηθεί σε πέψη με ενδονουκλεάσες περιορισμού για 

ανάλυση κατά Southern), το χρωμοσωμικό DNA μπορεί να ανακτηθεί απλά με καθίζηση του 

ιζήματος σε μικροφυγόκεντρο . 

9. Το DNA πλένεται με 70 % αιθανόλη για την απομάκρυνση του υπολειμματικού CTAB και 

επαναφυγοκεντρείται 5 min σε θερμοκρασία δωματίου. Το υπερκείμενο αφαιρείται 

προσεκτικά και το ίζημα στεγνώνει σε ένα λυοφιλοποιητή . 

10. Το ίζημα επαναδιαλύεται εκ νέου σε 100 λ ρυθμιστικού διαλύματος ΤΕ. 

Η διαδικασία της επαναδιάλυσης μπορεί να πάρει κάποιο χρόνο (μέχρι 1 hr), δεδομένου ότι 

το DNA είναι υψηλού μοριακού βάρους.  

2.6 Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA από στελέχη Pseudomonas 

(Kado & Liu, 1981; Zhao et al., 2005). 
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1 . Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε υγρή καλλιέργεια overnight στους 28 ° C σε μια οπτική 

πυκνότητα στα 600 nm του 0,8 και συγκεντρώνονται με φυγοκέντρηση ( 3.000 rpm , RT, για 

10 λεπτά) . 

2. Ακολουθεί ψύξη (-20 ° C) – απόψυξη. 

3 . Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε [ 5 ] ml ρυθμιστικού Ε [40 mM Tris-οξικό (pΗ = 7,8), 

2 mM ΕDΤΑ , pΗ 7.9] . 

4 . Τα κύτταρα λύνονται με την προσθήκη [ 10 ] ml [ προθερμασμένου ] διαλύματος λύσεως 

[50 mM Tris-οξικό, (pΗ=7,8), 3 % δωδεκυλοθειικό νάτριο , pΗ= 12,6] , το οποίο 

αναμιγνύεται με σύντομη ανάδευση. 

5. Το διάλυμα θερμαίνεται στους 65°C για 40 λεπτά σε ένα υδατόλουτρο. 

6 . Προστίθενται 12 ml 3Μ οξικού καλίου, pΗ = 5,2 ml [τελική συγκέντρωση 1,3 Μ σε οξικό 

κάλιο]. 

7. Ακολουθεί ήπια ανάδευση και επώαση σε πάγο για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση [12.000 

rpm, 4°C, επί 10 λεπτά]. 

8 . Το υπερκείμενο διηθείται διαμέσου υαλοβάμβακα και 

9. Προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος φαινόλης-χλωροφορμίου (1:1, vol/vol) . Το διάλυμα 

γαλακτωματοποιείται με ανακίνηση εν συντομία , και το γαλάκτωμα φυγοκεντρείται στις 

3000 rpm για 10 λεπτά σε RT. 

10. Αποφεύγοντας το ίζημα στη μεσόφαση , η ανώτερη υδατική φάση μεταφέρεται σε έναν 

σωλήνα με βιδωτό πώμα και 

11. Προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος χλωροφορμίου (1:1, vol/vol) . Το διάλυμα 

γαλακτωματοποιείται με ανακίνηση εν συντομία , και το γαλάκτωμα φυγοκεντρείται στις 

3000 rpm για 10 λεπτά σε RT . 

12. Το πλασμιδιακό DNA στο υπερκείμενο στη συνέχεια καταβυθίζεται με 0,7 vol 

ισοπροπανόλη (10 λεπτά επώαση στους -20 ° C/10 min φυγοκέντρηση 12.500 RPM / 4 οC ), 

ξεπλένεται με 70 % αιθανόλη και επαναιωρείται σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ . 

 

2.7 Απομόνωση συνολικού DNA από φυτικό ιστό. Η μέθοδος που περιγράφεται 

είναι μια τροποποίηση του γενικού πρωτοκόλλου για απομόνωση νουκλεϊκών οξέων 

(Dellaporta et al., 1983). Αρχικά ο ιστός παγώνεται παρουσία υγρού αζώτου και στην 

συνέχεια λειοτριβείται παρουσία υγρού αζώτου. Προστίθενται 10 vol/gr extraction buffer 

(100mM Tris/Cl, pH=8, 50 mm EDTA pH=8, 500 mM NaCl, 10 mM β-μερκαπτοαιθανόλη). 

Στην συνέχεια προστίθεται SDS –προθερμασμένο στους 65 ºC- σε τελική συγκέντρωση 1, 25 

% και αφού διασπαρθεί ομοιόμορφα με ανακίνηση το δείγμα επωάζεται στους 65 ºC για 10 

λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 8000 στροφές για 10 min για την απομάκρυνση 
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κυτταρικών τοιχωμάτων και λοιπών κυτταρικών υπολειμμάτων. Προστίθεται στο 

υπερκείμενο οξικό κάλιο σε τελική συγκέντρωση 0,25M, το δείγμα ανακινείται ήπια και 

επωάζεται για 20 λεπτά στους 0 ºC. Μετά την φυγοκέντρηση του δείγματος (10.000 rpm/15 

min/4 ºC), το υπερκείμενο διέρχεται από Miracloth και προστίθεται σε 0,7 vol παγωμένη 

ισοπροπανόλη. Αφού ανακινηθεί μέχρι ομογενοποιήσεως, επωάζεται στους -20 ºC για 20 

λεπτά και επαναφυγοκεντρείται (12.000 rpm/15 min/4 ºC). Η πελέττα επαναδιαλύεται σε 

ΤΕ αφού προηγηθεί ξέπλυμα με 70 % αιθανόλη και στέγνωμα. Προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα RNase, το επαναιώρημα επωάζεται για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και 

αφού επαναφυγοκεντρηθεί, για την απομάκρυνση του αδιάλυτου μη νουκλεϊνικού οξέος 

περιεχομένου του, φυλάσσεται στους -20 ºC. 

 

2.8 Απομόνωση συνολικού DNA από φυτικό ιστό (Murray & Thompson, 1980). 

 Ιστός παγώνεται παρουσία υγρού αζώτου και λειοτριβείται σε σκόνη με την 

βοήθεια γουδιού και γουδοχεριού παρουσία υγρού αζώτου. Επαναδιαλύεται σε 10 vol/gr 

ιστού extraction buffer [0.7 M NaCl, 1% CTAB, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA, και 1% 

2-mercaptoethanol].Επωάζεται για 20-30 λεπτά στους 50-60 ºC με περιοδική ήπια 

ανακίνηση. Κυτταρικά τοιχώματα, αποδιαταγμένες πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες 

απομακρύνονται μετά από επανειλημμένα extraction με χλωροφόρμιο /ισοαμυλική (24:1), 

ήπια ανακίνηση και φυγοκέντρηση στις 4000 rpm/10min/4 ºC) μέχρι το υπερκείμενο να 

αποκτήσει διαύγεια. Προστίθεται 0,1 vol 10% CTAB, 0.7 M NaCl και επαναλαμβάνεται η 

διαδικασία της φυγοκέντρησης στις ίδιες συνθήκες. Ένα ίζημα νουκλεϊκού οξέος–CTAB 

δημιουργείται όταν η συγκέντρωση του αλατιού μειωθεί από 0,7 σε 0,35 με την προσθήκη 

1% CTAB, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), και 10 mM EDTA. Μετά από overnight επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου, το ίζημα κατακρημνίζεται με την βοήθεια φυγοκέντρησης στις 

7000 rpm/20 λεπτα/4 ºC). 

 
2.9 Απομόνωση DNA από ιστό (Fulton et al., 1995). 

 Σε λειοτριβειμένο ιστό με γουδί και γουδοχέρι παρουσία υγρού αζώτου 

προστίθενται 7,5 vol/gr ιστού πρόσφατα παρασκευασμένου extraction buffer [2,5 μέρη 

DNA extraction buffer (0.35 M sorbitol, 100 mM Tris-base pH=7,5 and 5 mM EDTA): 2,5 μέρη 

Nuclei lysis buffer (0.2 M Tris-base (pH=8.0), 50 mM EDTA, pH 8.0), 2 M NaCl and 2 % CTAB): 

1 μέρη sacrosyl 5%- στο buffer προστίθεται 0,3 έως 0,5 gr sodium bisulphite/100 mL buffer 

λίγο πριν την χρήση] και αναμειγνύεται με ήπια ανακίνηση (ήπιο vortex). Επωάζεται στους 

65 ºC για 30-60 λεπτά. Στην συνέχεια προστίθεται ίσος όγκος χλωροφορμίου/ισοαμυλικής 

αλκοόλης (24:1), το δείγμα ανακατεύεται 50-100 φορές και φυγοκεντρείται στις 3000 
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στροφές /15 min . Το extraction με χλωροφόρμιο επαναλαμβάνεται μέχρι το υπερκείμενο 

να είναι διαυγές. Στην συνέχεια προστίθενται 0,7 vol ισοπροπανόλη, το δείγμα 

φυγοκεντρείται άμεσα στις 12000 στροφές /15 min, η πελέττα ξεπλένεται με 70 % 

αιθανόλη, στεγνώνεται και επαναδιαλύεται σε ΤΕ με RNase. 

 Στην πράξη μια τροποποίηση του παραπάνω πρωτοκόλλου χρησιμοποιείται (Li et 

al., 2012). Συνοπτικά, μετά την λειοτρίβιση του ιστού, προστίθεται 6 vol DNA extraction 

buffer (100 mM Tris-base and 5 mM EDTA pH=7,5, 0.35 M sorbitol, 0.4 g/100 mL buffer 

sodium bisulfite λίγο πριν την χρήση), το δείγμα ανακινείται με ήπιο vortex για 1 λεπτό και 

φυγοκεντρείται στις 7000 στροφές για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου. Η πελέττα 

επαναδιαλύεται με ήπιο vortex για 1 λεπτό σε 2,5 vol DNA extraction buffer και 

προστίθενται 6 vol διαλύματος {0.2 M Tris-base (pH=8.0), 50 mM EDTA (pH=8.0), 2 M NaCl, 

55 mM CTAB και 5 % sacrosyl}. Τα δείγματα ανακατεύονται ήπια μέχρι ομογενοποιήσεως 

και επωάζονται στους 65 ºC για 30 λεπτά. Το chloroform extraction και το isopropanol 

precipitation πραγματοποιούνται όπως περιγράφεται αλλού (Fulton et al., 1995). 

2.10 Απομόνωση DNA από πλούσιο σε πολυσακχαρίτες ιστό (Sharma et al., 2012). 

 O ιστός λειοτριβείται μέχρι τέλειας σκόνης παρουσία υγρού αζώτου και 

προστίθεται 5 vol/gr ιστού διάλυμα {5 M NaCl, 2% sarcosyl}. Το μίγμα αναδεύεται μέχρι 

ομογενοποιήσεως και φυγοκεντρείται στις 7000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου για 15 

λεπτά. Στο υπερκείμενο προστίθεται ίσος όγκος χλωροφορμίου/ ισοαμυλικής (24:1) και 

μετά από ήπια ανακίνηση για 1 λεπτό φυγοκεντρείται στις 3000 στροφές για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στο υπερκείμενο προστίθενται 2 vol extraction buffer (100 mM 

Tris-ΗCl (pH=8), 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB) αναμειγνύεται ήπια και επωάζεται σε 

60 ºC για 30 λεπτά με συνεχή ήπια ανακίνηση. Επαναλαμβάνεται το extraction με 

χλωροφόρμιο στις ίδιες συνθήκες επανειλημμένες φορές μέχρι διαύγειας του 

υπερκειμένου, στο υπερκείμενο προστίθεται 1/30 vol 3 M sodium acetate (pH=5.2) και 0,7 

vol ισοπροπανόλη, το δείγμα αναμειγνύεται και φυγοκεντρείται στις 12000 στροφές για 15 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Το δείγμα επαναδιαλύεται σε ΤΕ (αφού προηγηθεί 

πλύσιμο με 70 % αιθανόλη και στέγνωμα) και επωάζεται παρουσία RNase για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

 

2.11 Ενίσχυση συνολικού γενωμικού DNA από βακτήρια ή φυτικο ιστο με την 

χρήση phi polymerase (Blanco & Salas, 1984). 

Αποδιάταξη γενωμικού DNA σε αλκαλικές συνθήκες: Αναμιγνύονται 10 ng 

γενωμικού DNA σε x όγκο νερού με ίσο όγκο Denaturation solution (0,4 N KOH, 10 mM 

EDTA) και το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Προστίθεται όγκος 
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Neutralization solution (0,4 N HCl, 0,6 M Tris-HCl ph=7,5) ίσος με τον όγκο του Denaturation 

solution και η αντίδραση μεταφέρεται σε πάγο.  

Αντίδραση Ενίσχυσης: Προστίθενται ποσότητα sample buffer (random hexamers), 

0,25 mM τελική συγκέντρωση dNTPs, 1X phi29 DNA Polymerase Reaction Buffer (50 mM 

Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM (NH4)2 S04, 4 mM DTT, 200 µg/ml BSA pH 7.5 @ 25°C) και 1λ 

μείγματος ενζύμου phi polymerase. Η αντίδραση επωάζεται στους 28-30 oC για 16 ώρες ενώ 

το ενζυμο απενεργοποιείται στους 65 oC για 10 λεπτά. 

 

2.12 Προετοιμασία κυττάρων Xl1-blue MRF για μόλυνση με φάγο (Lech & Brent, 

1988). Από Stab κυττάρων Xl1-blue MRF πραγματοποιείται streaking σε πιάτο LB-tet. 

Μοναδιαίες αποικίες χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό καλλιέργειας LB μικρής 

κλίμακας, η οποία με την σειρά της μετά από overnight επώαση στους 37 ºC 

χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό μεγάλης κλίμακας καλλιέργεια LB/0,2 % μαλτόζη/10 

mΜ MgSO4. Η καλλιέργεια επωάζεται στους 37 ºC μέχρι η πυκνότητα των κυττάρων να 

είναι 109 κύτταρα /ml (OD600=1). Στην συνέχεια η καλλιέργεια συλλέγεται με 

φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 15 λεπτά στους 4 ºC και επαναδιαλύεται σε 10 mΜ 

MgSO4 με τελική πυκνότητα κυττάρων 5 x 108 κύτταρα/ml. 

2.13 Μετατροπή φαγικής σε cDNA βιβλιοθήκη (Ouwerkerk & Meijer, 2001). 

Αναμειγνύονται 1,5 x 109 pfu από την φαγική βιβλιοθήκη με (100 x αντιπροσώπευση του 

τίτλου της βιβλιοθήκης) με 1,5 x 1010 κύτταρα Xl1-blue MRF (παρασκευασμένα όπως 

περιγράφεται στην αντίστοιχη παράγραφο και επαναδιαλυμένα σε τελική πυκνότητα 

109/ml). Προστίθεται 1,5 x 1011 pfu ExAssist Helper phage και το μείγμα επωάζεται στους 37 

ºC για υποβοήθηση της πρόσδεσης του φάγου στα κύτταρα. Στην συνέχεια το μείγμα 

προστίθεται σε LB και επωάζεται για 2-3 h στους 37 ºC με συνεχή ανακίνηση. Το μείγμα 

θερμαίνεται στους 70 ºC για 15-20 λεπτά και τα κυτταρικά υπολείμματα απομακρύνονται 

με φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 10000 rpm. Παράλληλα εμβολιάζεται καλλιέργεια 2x 

YT-Kan (100 μg/ml) με το στέλεχος SOLR και επωάζεται στους 37 ºC με συνεχή ανακίνηση 

μέχρι η πυκνότητα της καλλιέργειας να φτάσει 8 x 108 κύτταρα/ml και μεταφέρεται σε 

καλλιέργεια 1L 2x YT(+ Kan). Ακολουθεί επώαση στις ίδιες συνθήκες μέχρι πυκνότητας 5 x 

108 κύτταρα/ml. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 3000 στροφές για 15 λεπτά στους 4 ºC 

και η πελέττα επαναδιαλύεται σε 100ml 10 mΜ MgSO4, η οποία (αφού επωαστεί χωρίς 

ανακίνηση για 15 λεπτά στους 37 ºC) αναμειγνύεται με το 1/10 των phagemid cDNA clones 

από το προηγούμενο στάδιο (1011 pfu), επωάζεται για 15 λεπτά στους 37 ºC χωρίς 

ανακίνηση και χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό 400ml 2x YT. Στην καλλιέργεια, αφού 

επωαστεί για 2 ώρες στους 30 ºC με ανακίνηση απουσία αντιβιοτικού, προστίθεται 
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αμπικιλίνη σε τελική συγκέντρωση 100 μg/ml και επωάζεται στις ίδιες συνθήκες overnight. 

Αφού συγκεντρωθεί με φυγοκέντρηση χρησιμοποιείται για την απομόνωση DNA με την 

μέθοδο της αλκαλικής λύσης. Το πλασμιδιακό πια DNA είναι έτοιμο για ανάλυση PCR. 

 

2.14 Απομόνωση φαγικού DNA (Lech et al., 2001). Σε 100 ml κυττάρων ξενιστή 

μεγαλωμένα στους 37 ºC με συνεχή ανακίνηση μέχρι πυκνότητας 6 x 108 κύτταρα/ml 

προστίθενται 109 pfu φάγου και η καλλιέργεια επωάζεται στις ίδιες συνθήκες μέχρι την 

λύση των κυττάρων. Στην συνέχεια προστίθενται 1 ml χλωροφορμίου και έπειτα από 

ανακίνηση στις ίδιες συνθήκες για 15 λεπτά –για την λύση και των εναπομεινάντων τυχόν 

μη λυμένων κυττάρων- η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 7000 rpm για 15 λεπτά στους 4 

ºC (για την απομάκρυνση κυτταρικών υπολειμμάτων). To υπερκείμενο (αφού τιτλοδοτηθεί) 

χρησιμοποιείται για DNA extraction. Στο υπερκείμενο προστίθεται τελική συγκέντρωση 0,6 

mM NaCl, 0,2 mM Tris/HCl pH=7,5, 20 μΜ EDTA, 0,4 μg/ml BSA, 40 μg/ml RNase και 12 

μg/ml DΝase για την απομάκρυνση του βακτηριακού RNA και DNA αντίστοιχα. Μετά από 

επώαση στους 37 ºC για 30 λεπτά στο υπερκείμενο προστίθενται τελικές συγκεντρώσεις 5 

% PEG6000 και 0,5 M NaCl και η κατακρήμνιση των φαγοσωματίων επιταχύνεται με 

επώαση για μια ώρα στον πάγο. Το ίζημα των φαγοσωματίων συλλέγεται με φυγοκέντρηση 

στις 12000 στροφές για 10 λεπτά και έπειτα από παρατεταμένο στέγνωμα επαναδιαλύεται 

σε διάλυμα 100 mM NaCl, 100 mM Tris/HCl pH=7,5, 25 mΜ EDTA και υφίσταται dialysis 

έναντι 2 lt του ίδιου διαλύματος με ανακίνηση και περιστασιακή αλλαγή του buffer ανά 6 h 

για 5-6 φορές για την απομάκρυνση των υπολειμμάτων της PEG6000. Προστίθεται SDS σε 

τελική συγκέντρωση 2% και έπειτα από ήπια ανακίνηση και παραμονή στους 70 ºC για 20 

λεπτά, οι αποδιαταγμένες από το SDS φαγικές καψιδιακές πρωτεΐνες κατακρημνίζονται με 

την προσθήκη ολικού καλίου pH=5,5 (τελική συγκέντρωση 1 Μ- το SDS με το μονοσθενές 

ιόν κατακρημνίζει τις πρωτεΐνες), ήπια ανακίνηση και φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές 

για 15 λεπτά στους 4 ºC. To υπερκείμενο υφίσταται 3 διαδοχικά extraction με φαινόλη/ 

φαινόλη: χλωροφόρμιο και χλωροφόρμιο και κατακρημνίζεται παρουσία ίσου όγκου 

ισοπροπανόλης, επώαση για μια 1 h στους -20 ºC και φυγοκέντρηση στις 12000 

στροφές/λεπτό για 30 λεπτά στους 4 ºC. Το τελευταίο στάδιο περιλαμβάνει ξέπλυμα με 

70% αιθανόλη, στέγνωμα και επαναδιάλυση σε TE παρουσία RNase.  

 

2.15 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction). 

(Dieffenbach & Dveksler, 2003; Innis et al., 1990; Saiki et al., 1985). 

  Γενικά εισαγωγικά στοιχεία. Η αντίδραση αυτή έχει ως στόχο την ενίσχυση 

μιας περιοχής DNA που ορίζεται από δυο εκκινητές. Το τμήμα DNA που βρίσκεται μεταξύ 
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των εκκινητών αυτών μπορεί να πολλαπλασιαστεί μέχρι 106 φορές με την βοήθεια 

αλλεπάλληλων επαναλήψεων ενός κύκλου αντίδρασης. Αρχή της αντίδρασης είναι ο 

εκλεκτικός πολλαπλασιασμός ενός τμήματος DNA από ένα ετερογενές σύνολο μορίων.  

Υλικά. 

Υπόστρωμα DNA: Υπάρχει δυνατότητα χρησιμοποίησης οποιοδήποτε τύπου DΝΑ (είτε 

πρόκειται για ολικό φυτικό γενωμικό DNA σε τελική ποσότητα ανά αντίδραση 50 ng, είτε 

για ολικό DNA από cDNA βιβλιοθήκες σε τελική ποσότητα 50-80 ng). Σε DNA-κλώνο 

πλασμιδιακό η ποσότητα είναι ακόμα μικρότερη. Μία τροποποίηση της μεθόδου επιτρέπει 

την χρησιμοποίηση υποστρώματος που προέρχεται από προϊόν αντίστροφης μεταγραφής 

(RT-PCR). 

Eκκινητές: Μικρές νουκλεοτιδικές αλληλουχίες μήκους συνήθως 17-25 

νουκλεοτιδίων που παράγονται με την χρήση χημικών μεθόδων. Παρέχονται από τον 

κατασκευαστή λυοφιλοποιημένοι και επαναδιαλύονται σε αποστειρωμένο και απιονισμένο 

νερό (τελική συγκέντρωση 1 mg/ml). Η τελική τους συγκέντρωση ανά αντίδραση 

καθορίζεται σε 10 ng ανά εκκινητή. 

Διάλυμα πολυμεράσης: Η τελική συγκέντρωση του διαλύματος περιλαμβάνει 100 

mΜ Tris.HCl pH=8.3 και 100 mM KCl. Το πρώτο είναι ρυθμιστικό του pH της αντίδρασης ενώ 

το δεύτερο ευνοεί την υβριδοποίηση εκκινητή και αλληλουχίας στόχου. 

BSA (Bovine Serum Albumin, τελική συγκέντρωση στο μίγμα της αντίδρασης 100 

μg/μl). Είναι απαραίτητη για την σταθερότητα και κατά επέκταση την δράση της 

πολυμεράσης. 

dNTPs: Μίγμα των τεσσάρων νουκλεοτιδίων που χρησιμοποιούνται σε τελική 

συγκέντρωση 0.25 mΜ ανά αντίδραση. 

MgCl2: Τα Ιόντα Mg+2 είναι απαραίτητα για την δράση της πολυμεράσης ενώ σε 

συνεργασία με τα μονοσθενή ιόντα του ρυθμιστικού διαλύματος της πολυμεράσης 

υποβοηθούν την ουδετεροποίηση του σκελετού του DNA εκκινητών και υποστρώματος –

και κατ’επέκταση μειώνουν την θερμοκρασία υβριδοποίησης και η τελική συγκέντρωση 

τους στην αντίδραση κυμαίνεται από 0.7-2 mΜ ανά αντίδραση ανάλογα με την φύση και 

την εξειδίκευση της αντίδρασης. Η συνηθισμένη συγκέντρωση έχει οριστεί στο 1.5 mΜ. 

Ταq πολυμεράση (Minotech): Θερμοανθεκτική DNA-κατευθυνόμενη DNA 

πολυμεράση (ποσότητα ανά αντίδραση: 0,7 units/αντίδραση) 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης κυμαίνεται από 10-50 λ 

 Συνθήκες Αντίδρασης. 
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Η αντίδραση πραγματοποιείται σε τυπικούς θερμοανακυκλωτές με τις ακόλουθες 

συνθήκες: 

1. Προθέρμανση του μηχανήματος στους 94-95 C πριν την προσθήκη των δειγμάτων. 

2. Αρχική αποδιάταξη DNA στους 94-95 C για 3-5 λεπτά. 

3. Αποδιάταξη στους 94-95 C για 30-60 δευτερόλεπτα . 

4. Υβριδοποίηση εκκινητή -στόχου στους 48-65 C (ανάλογα με την θερμοκρασία τήξης 

του εκκινητή)21 για 30-60 δευτερόλεπτα. 

5. Επέκταση αλληλουχίας στους 68-72 C (ανάλογα με την φύση του ενζύμου 

πολυμερισμού για 45 sec-2 min ανάλογα με το μήκος της αναμενόμενης αλληλουχίας). 

6. Επανάληψη των βημάτων 3-5 30-40 φορές. 

7. 68-72 C για 3-5 λεπτά με στόχο την συμπλήρωση ημιτελών αλυσίδων. 

Στην περίπτωση που κρίθηκε απαραίτητο τα PCR προϊόντα κλωνοποιήθηκαν σε 

πλασμιδιακούς φορείς είτε με την αξιοποίηση της τεχνολογίας ΤΑ cloning (Holton & 

Graham, 1991; Marchuk et al., 1991) ή με την χρήση περιοριστικών ουρών στους εκκινητές 

(Kaufman & Evans, 1990). 

 
2.16 ΤΑ-tailing για ευθυγραμμισμένους με XcmI πλασμωδιακούς φορείς. 

  
Ποσότητα ευθυγραμμισμένου με XcmI πλασμιδιακού φορέα επωάζονται με Taq 

πολυμεράση (1 μονάδα / μg plasmid/20 λ όγκο) χρησιμοποιώντας πρότυπες συνθήκες 

ρυθμιστικού διαλύματος (50 mM KCl, 10 mM Tris pH=8.3, 1.5 mM MgCl2, and 200 μg/ml 

BSA)) σε παρουσία 2 mM dTTP για 2 ώρες στους 72 ° C. 

 

2.17 RT–PCR (Dieffenbach & Dveksler, 2003). Η μέθοδος αυτή είναι μια παραλλαγή 

της κλασσικής αντίδρασης πολυμεράσης που επιτρέπει τον συνδυασμό της με την 

αντίστροφη μεταγραφή. Το τελικό αποτέλεσμα είναι ο εκλεκτικός πολλαπλασιασμός μιας 

αλληλουχίας που καθορίζεται από δυο εκκινητές με την χρήση RNA (ολικού ή mRNA) ως 

πρώτη ύλη. Η θεωρεία της αντίδρασης είναι ότι πραγματοποιείται ένα βήμα πολυμερισμού 

DNA χρησιμοποιώντας σαν υπόστρωμα RNA με την δράση της αντίστροφης μεταγραφάσης, 

ακολουθούμενο από αποικοδόμηση του RNA με την δράση της RNase H. Ακολουθεί 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Υπάρχουν διάφορες παραλλαγές της μεθόδου. Στην 

πρώτη η διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής είναι μηχανιστικά και χωροχρονικά 

διαχωρισμένη από την αντίστοιχη της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης ενώ στην 

                                                 
21 Η θεωρητική θερμοκρασία τήξης του εκκινητη για μικρά ολιγονουκλεοτιδια 
προσδιορίζεται από τον εμπειρικό τύπο Tm= αριθμός Α/Τα x2 + αριθμός G/C x4. Στην πράξη 
όμως προσδιορίζεται εμπειρικά μετά από δοκιμές σε διάφορες θερμοκρασίες.   



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 109 

δεύτερη το μίγμα της αντίδρασης είναι κοινό για τα δυο ένζυμα απλά η αντίδραση της 

αντίστροφης μεταγραφής και του πολυμερισμού στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

συμβαίνουν διαδοχικά με αλλαγή της θερμοκρασίας (η Taq πολυμεράση έχει μικρή 

ενεργότητα στην θερμοκρασία δράσης της αντίστροφης μεταγραφάσης) 

Αρχικά εκκινητές22 (oligo-dt ή τυχαία εξαμερή ή εκκινητής ειδικός για την προς 

ενίσχυση αλληλουχία) και RNA (η ποσότητα του RNA καθορίζεται από το ένζυμο που 

χρησιμοποιείται –στην περίπτωση της Οmniscript reverse transcriptase/ Qiagen ή της 

Thermoscript reverse transcriptase- η απαιτούμενη ποσότητα είναι 2 γ RNA) υφίστανται 

αποδιάταξη στους 65 C για 5 λεπτά και ακολούθως τοποθετούνται στους 4 C. Tο μίγμα 

της αντίδρασης περιέχει τελική συγκέντρωση 50 mM Tris acetate (pH=8.4), 75 mM 

potassium acetate, 8 mM magnesium acetate, 0,5 mM dNTPs, 5mM DTT, 40 units RNase 

inhibitor ,15 units Reverse transcriptase (στην περίπτωση Thermoscript reverse 

transcriptase. για την περίπτωση της σύστασης του μίγματος της Οmniscript 

ακολουθήθηκαν οι υποδείξεις της κατασκευάστριας εταιρίας{Qiagen}). Μετά από spin στο 

μίγμα RNA-εκκινητών προστίθεται ο κατάλληλος όγκος από το μίγμα αντίδρασης και η 

αντίδραση πραγματοποιείται στους 50 ºC (37 C στην περίπτωση της Οmniscript) για 1—2 

ώρες. Για έλεγχο της επιτυχίας της αντίδρασης ένας μικρός όγκος ραδιενεργού προστίθεται 

στην τελική ποσότητα της αντίδρασης (προαιρετικά). 

 

2.18 Απομόνωση DNA από αγαρόζη (Sambrook et al., 1989). Βλέπουμε στο 

υπεριώδες την ζώνη που μας ενδιαφέρει και είναι καλά διακριτή από όλες τις υπόλοιπες. 

Με την βοήθεια αποστειρωμένου νυστεριού κόβουμε το περίγραμμα της ζώνης αυτής και 

την τοποθετούμε σε Eppendorf. Kόβουμε την αγαρόζη (που περιέχει DNA) σε όσο πιο 

λεπτές φέτες μπορούμε με την βοήθεια αποστειρωμένου νυστεριού. Εναλλακτικά 

χρησιμοποιούμε ένα υποτυπώδες πλαστικό «γουδί» -το οποίο έχουμε φροντίσει 

προηγουμένως να εκθέσουμε στο υπεριώδες για χρόνο αρκετό ώστε να καταστραφεί κάθε 

ίχνος DNA που τυχόν περιέχει- το οποίο μπορεί να εφαρμοστεί στην εσωτερική επιφάνεια 

του Eppendorf και να πολτοποιήσει την αγαρόζη. Βάζουμε το ομογενοποίημα σε ένα 

Eppendorf 0,5 ml, το οποίο και έχουμε τροποποιήσει ως εξής: στο κάτω άκρο με την 

βοήθεια σύριγγας ινσουλίνης ανοίγουμε μια τρυπά και προσθέτουμε -με την βοήθεια 

πιπέττας Παστέρ στο εσωτερικό του κάτω άκρου υαλοβάμβακα (μέχρι να καλυφθεί 

περίπου το 1 /3 του μήκους του Eppendorf). Προσαρμόζουμε το Eppendorf 0,5 ml στο 

εσωτερικό ενός 1,5 ml Eppendorf. Προσθέτουμε τις ψιλοκομμένες φέτες στο εσωτερικό του 

                                                 
22

 Ως εκκινητές είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθούν είτε ολιγονουκλεοτίδια προκαθορισμένης 

αλληλουχίας είτε τυχαία εξαμερή. 
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0,5 ml Eppendorf. Φυγοκεντρούμε για 15 λεπτά στις 9-11.000 στροφές ανά λεπτό σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στην πράξη κατά την διάρκεια της φυγοκέντρησης η αγαρόζη θα 

κατακρατηθεί στον υαλοβάμβακα ενώ το DNA θα διέλθει και θα συσσωρευτεί στο 1,5 ml 

Eppendorf. Επαναλαμβάνουμε την φυγοκέντρηση μέχρι να σταματήσει να συσσωρεύεται 

DNA στο Eppendorf. Ακολουθεί τυπικό πρωτόκολλο επεξεργασίας με φαινόλη (phenol 

extraction) και κατακρήμνισης με αιθανόλη παρουσία αλάτων (ethanol precipitation).  

2.19 Ηλεκτροέκλουση (Zassenhaus et al., 1982). Ενυδατωμένο τμήμα 

ημιδιαπερατής μεμβράνης (μεγέθους πόρων που αποκλείει την διέλευση νουκλεοτιδικών 

σκελετών πάνω από 18 nt) σφραγίζεται εκατέρωθεν ενώ στο εσωτερικό του έχουν 

εναποτεθεί το τμήμα της αγαρόζης σε ποσότητα ΤΕ (0,5 ml). Η κατασκευή με επίδραση 

πεδίου (30 λεπτά στα 100 V) επιτρέπει την απομάκρυνση του DNA από την αγαρόζη στο 

περιεχόμενο buffer. Αντιστροφή πόλων για 30 sec στα 100V επιτρέπει την απομάκρυνση 

του DNA που έχει επικαθίσει στα τοιχώματα της κατασκευής. Extraction με φαινόλη/ 

χλωροφόρμιο επιτρέπει την απομάκρυνση του βρωμιούχου εθιδίου και τον καθαρισμό του 

δείγματος το οποίο συμπυκνώνεται με ethanol precipitation και επαναδιαλύεται σε 

κατάλληλο όγκο TE όπως περιγράφεται αλλού στο κείμενο. 

2.20 Σύνδεση (ligation) τμημάτων DNA (Dugaiczyk et al., 1975) (Struhl, 1985) 

(Struhl, 2001). DNA από φορέα απομονωμένο με την κλασσική τεχνική απομόνωσης 

πλασμιδιακού DNA με αλκαλική λύση υφίσταται τεμαχισμό με τις κατάλληλες περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες, διαχωρίζεται σε πήκτωμα αγαρόζης, απομονώνεται η κατάλληλη ζώνη και 

υποβάλλεται σε καθαρισμό από αγαρόζη. Ομοίως τμήμα DNA προς ένθεση υφίσταται 

επίδραση των αντίστοιχων περιοριστικών ενδονουκλεασών απομονώνεται και καθαρίζεται 

από αγαρόζη. 50 ng του φορέα αναμειγνύεται με κατάλληλη ποσότητα υποψήφιου 

ενθέματος ώστε η αναλογία άκρων μορίων φορέα: υποψήφιου ενθέματος να είναι 

τουλάχιστον 1:3. Το μίγμα της αντίδρασης εκτός από τις απαιτούμενες ποσότητες DNA 

περιλαμβάνει ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης (30 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM MgCl2, 10 mM 

DTT and 1 mM rATP), 1 mg/ml BSA και 4 units ενζύμου T4 DNA λιγάσης (Minotech) σε τελικό 

όγκο 10 λ. Η αντίδραση της λιγάσης πραγματοποιείται για 2-16 h στους 16 °C (ή 4–8 °C 

overnight). Για blunt-end ligations επώαση 15–25 °C overnight. 

2.21 Κλωνοποίηση με την χρήση ομόλογου (Landy, 1989) ανασυνδυασμού 

(Αντίδραση BP). 

Σε ένα σωλήνα μικροφυγοκέντρησης αναμιγνύονται τα ακόλουθα συστατικά : 25 

fmol προϊόν PCR και 75 ng φορέας pDONR (Invitrogen). Το Μίγμα ενζύμων (carboxy-6xHis-

Intergase, IHF σε 50% γλυκερόλη) ξεπαγώνεται επί πάγου για περίπου 2 λεπτά και 
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ανακινείται εν συντομία δύο φορές με vortex (2 δευτερόλεπτα, κάθε φορά). Το Μίγμα 

ενζύμων περιέχει και ρυθμιστικό διάλυμα (1x ρυθμιστικό διάλυμα: 25 mM Tris-HCl pH=7,5, 

20 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM σπερμιδίνη, 1 mg/ml BSA). Σε κάθε δείγμα προστίθεται 1 μΙ 

Μίγμα ενζύμων /5 μΙ τελικού όγκου αντίδρασης και ανακατεύουμε καλά με ανακίνηση. Οι 

αντιδράσεις επωάζονται στους 25 ° C για 1 ώρα έως overnight. Προστίθεται 0,2 mg/ml του 

διαλύματος πρωτεϊνάσης Κ σε κάθε δείγμα για τον τερματισμό της αντιδράσεως και τα 

δείγματα επωάζονται στους 37 ° C για 10 λεπτά. Ακολουθεί μετασχηματισμός δεκτικών 

κυττάρων. 

 

2.22 Κλωνοποίηση με την χρήση ομόλογου (Landy, 1989) ανασυνδυασμού 

(Αντίδραση LR). 

Σε ένα σωλήνα μικροφυγοκέντρησης αναμιγνύονται τα ακόλουθα συστατικά : 150-

300 ng Entry clone και 150-300 ng Destination vector. Το Μίγμα ενζύμων (carboxy-6xHis-

Intergase, carboxy-6xHis Xis, IHF σε 50% γλυκερόλη) ξεπαγώνεται επί πάγου για περίπου 2 

λεπτά και ανακινείται εν συντομία δύο φορές με vortex (2 δευτερόλεπτα, κάθε φορά). Το 

Μίγμα ενζύμων περιέχει και ρυθμιστικό διάλυμα (1x ρυθμιστικό διάλυμα: 50 mM Tris-HCl 

pH=7,5, 65 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM σπερμιδίνη, 0,2 mg/ml BSA). Σε κάθε δείγμα 

προστίθεται 1 μΙ Μίγμα ενζύμων /5 μΙ τελικού όγκου αντίδρασης και ανακατεύουμε καλά 

με ανακίνηση. Οι αντιδράσεις επωάζονται στους 25 ° C για 1 ώρα έως overnight. 

Προστίθεται 0,2 mg/ml του διαλύματος πρωτεϊνάσης Κ σε κάθε δείγμα για τον τερματισμό 

της αντιδράσεως και τα δείγματα επωάζονται στους 37 ° C για 10 λεπτά. Ακολουθεί 

μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων. 

 
2.23 Προετοιμασία δεκτικών κυττάρων E. coli. Η μέθοδος αυτή είναι μια 

τροποποίηση του κλασικού πρωτοκόλλου του Hanahan (Hanahan, 1983; Hanahan et al., 

1991) με τροποποιήσεις. Με την βοήθεια αποστειρωμένης λούπας κάνουμε streaking σε 

πιάτο LB (με τα κατάλληλα αντιβιοτικά π.χ. τετρακυκλίνη στη περίπτωση των Xl1-blue, 

χωρίς αντιβιοτικά στην περίπτωση των JM83 ή DH5α ή Μ9 (6g Na2HPO4, 3g KH2PO4, 0.5g 

NaCl, 1g NH4Cl, 15g Agar/l, pH=7.4 με 5N NaOH, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl2,0,2 % Glucose) 

με 1 mM θειαμίνη (JM109) και επωάζουμε για 16 h στους 37 ºC. Μοναδιαίες αποικίες 

μεταφέρονται σε υγρό θρεπτικό για καλλιέργεια μικρής κλίμακας, η οποία αφού επωαστεί 

overnight με συνεχή ανακίνηση χρησιμοποιείται για inoculation καλλιέργειας μεγάλης 

κλίμακας (100 ml) με καλό αερισμό. Η καλλιέργεια επωάζεται στις ίδιες συνθήκες έως ότου 

η πυκνότητα της καλλιέργειας είναι 6 x 108/ml με 8 x 108/ml (ΟD600=0,6-0,8). Η καλλιέργεια 

φυγοκεντρείται στις 4000rpm, για 20 min στους 4 ºC αφού προηγηθεί επώαση στον πάγο 
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για 20-30 min. Μετά την απομάκρυνση του υπερκειμένου η πελέττα επαναδιαλύεται με 

ήπιο vortex σε ice-cold διάλυμα TFBI (30mM potassium acetate, 50mM MnCl2, 100mM KCl, 

10mM CaCl2, 15% glycerol) και επωάζεται στον πάγο για 15 λεπτά. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναδιάλυση σε ice-cold TFBII (10 mM MOPS, 

pH=7, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 15% glycerol), διασπορά σε aliquots και ψύξη σε υγρό 

άζωτο. Τα δεκτικά φυλάσσονται στους -80 ºC. 

2.24 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων (Hanahan et al., 1991) E. coli (JM83, 

JM109, DH5α ή XL1-Blue). Ποσότητα από το μίγμα της αντίδρασης προστίθενται σε 

κατάλληλη ποσότητα δεκτικών κυττάρων και επωάζεται για 20 λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί 

θερμικό σοκ για 90 δευτερόλεπτα, επώαση σε πάγο για 2 λεπτά και επώαση στους 37 ºC 

παρουσία θρεπτικού μη επιλεκτικού (χωρίς αντιβιοτικά) με συνεχή ανακίνηση (για 45 

λεπτά-2 h). Στην συνέχεια το περιεχόμενο του θρεπτικού κατακρημνίζεται και το ίζημα των 

βακτηριακών κυττάρων, αφού επαναδιαλυθεί σε LB με τις κατάλληλες συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικών, χρησιμοποιείται για την επίστρωση τρυβλίων. Τα τρυβλία επωάζονται για 16 

h στους 37 °C. Η επιλογή των θετικών κλώνων πραγματοποιείται είτε με μεταφορά των 

βακτηριών σε μεμβράνη και υβριδοποίηση με ανιχνευτή που αντιστοιχεί σε τμήμα του 

ενθέματος, είτε με τυχαία επιλογή κλώνων για απομόνωση DNA και ανάλυση 

περιοριστικών πρότυπων, είτε με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με εκκινητές που 

εσωκλείονται ή περιβάλλουν το ένθεμα. 

 

 Τελική συγκέντρωση 

Aμπικιλίνη 50-100 μg/ml 

Καναμυκίνη 50-100 μg/ml 

Τετρακυκλίνη 10-15 μg/ml 

Στρεπτομυκίνη 100 μg/ml 

Ριφαμπικίνη 150 μg/ml 

Καρβενικιλίνη  100 μg/ml 

Στρεπτομυκίνη  25 μg/ml 

Γενταμυκίνη  25 μg/ml 

 Πίνακας 4. Χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών. 

 

2.25 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA (Birnboim & Doly, 1979). Με αποστειρωμένο 

στυλεό μεταφέρουμε μια βακτηριακή αποικία σε ποσότητα LB (με τις απαραίτητες 

συγκεντρώσεις αντιβιοτικών) και επωάζουμε στους 37 C με συνεχή ανάδευση για 16h. 



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 113 

Φυγοκεντρούμε το περιεχόμενο της υγρής καλλιέργειας στις 5000 στροφές ανά λεπτό για 

10 λεπτά στους 4 C. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε το ίζημα των 

κυττάρων σε ποσότητα διαλύματος Ρ1 (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 10 mM EDTA) με έντονη 

ανάδευση. Προσθέτουμε ίσο όγκο Ρ2 (0,2 Ν ΝαΟΗ, 1 % SDS) - στόχος του Ρ2 είναι η θραύση 

κυττάρων-αναδεύουμε ήπια και επωάζουμε 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Προσθέτουμε ίσο όγκο Ρ3 (3 Μ οξικό κάλιο pH=5,5), αναδεύομε προσεκτικά και ήπια και 

επωάζουμε για 15 λεπτά στον πάγο. Το Ρ3 προστίθεται αφ’ενός για την εξουδετέρωση του 

Ρ2 και αφ’ετέρου γιατί το SDS με το άλας συνκατακρυμνίζουν τις πρωτεΐνες. 

Φυγοκεντρούμε στις 10000 στροφές για 5-15 λεπτά ώστε να κατακαθίσουν οι πρωτεΐνες και 

συλλέγουμε το υπερκείμενο αφού το φιλτράρουμε με την βοήθεια υαλοβάμβακα. 

Προσθέτουμε 2 vol απόλυτη παγωμένη (-20 C) αιθανόλη (εναλλακτικά 0,8 όγκους 

ισοπροπανόλης) και επωάζουμε για 5-15 λεπτά στους -80 C (η 30 λεπτά στους -20 C). 

Φυγοκεντρούμε στις 12000 στροφές ανά λεπτό για 30 λεπτά στους 4 C, απομακρύνουμε το 

υπερκείμενο και προσθέτουμε στο ίζημα αιθανόλη 70 %. Αναδεύουμε, φυγοκεντρούμε στις 

ίδιες συνθήκες, απομακρύνουμε το υπερκείμενο και αφήνουμε το ίζημα να στεγνώσει σε 

θερμοκρασία δωματίου (ή με λυοφιλοποίηση). Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 

αποστειρωμένο νερό (>100 λ) ή ΤΕ (1 mM EDTA /10 mM Tris-HCl, pH=8) και προσθέτουμε 

RNase Α (τελική συγκέντρωση 100 μg/μl) με επώαση για μίση ώρα στους 37 C. 

Προσθέτουμε ίσο όγκο φαινόλης, κάνουμε ένα απαλό vortexing (1-2 sec) και 

φυγοκεντρούμε στις 3000-8000 στροφές ανά λεπτό για πέντε λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Συλλέγουμε την υδατική φάση και επαναλαμβάνουμε την διαδικασία με την 

φαινόλη. Εναλλακτικά χρησιμοποιούμε μίγμα φαινόλη :χλωροφόρμιο:ισοαμυλική με 

αναλογία όγκων 25:24:1 και συνολικού όγκου ίσου με το υπερκείμενο της φυγοκέντρηση. 

Συλλέγουμε το υπερκείμενο και προσθέτουμε 2 όγκους μίγματος 

χλωροφόρμιου:ισοαμυλικής (αναλογία όγκων 24:1), φυγοκεντρούμε στις ίδιες συνθήκες και 

συλλέγουμε την υδατική φάση. Προσθέτουμε 2,5 όγκους απόλυτης παγωμένης αιθανόλης, 

1/10 του όγκου οξικό νάτριο 3 Μ (pH=5,2) και ψύχουμε στους -80 C για 5-15 min ή 30 

λεπτά στους -20 C. Φυγοκεντρούμε για 15 λεπτά στους 4 C (ψυχόμενη φυγόκεντρος) στις 

12.000 στροφές ανά λεπτό, αφαιρούμε το υπερκείμενο και προσθέτουμε στο ίζημα 

αιθανόλη 70 % (παγωμένη). Φυγοκεντρούμε, απομακρύνουμε υπερκείμενο και 

επαναδιαλύουμε το ίζημα σε αποστειρωμένο νερό (<100 λ ) . 

Συνήθως για μικρής κλίμακας καλλιέργειες χρησιμοποιείται μια παραλλαγή του 

παραπάνω πρωτοκόλλου που συνοπτικά περιλαμβάνει την επαναδιάλυση της πελλέτας σε 

διάλυμα Solution I (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 10 mM EDTA παρουσία γλυκόζης), επώαση του 



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 114 

επανεωρήματος για πέντε λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου παρουσία διαλύματος Solution 

IΙ (0,2 Ν ΝαΟΗ, 1 % SDS), προσθήκη Solution IΙΙ (5 Μ οξικό κάλιο pH=4,8), στιγμιαία έντονη 

ανακίνηση και επώαση στον πάγο για 5 λεπτά, φυγοκέντρηση (δυο διαδοχικές φορές) στις 

14000 στροφές για 3-5 λεπτά, extraction του υπερκειμένου με ίσο φαινόλης:χλωροφορμίου 

και στην συνέχεια με δυο όγκους χλωροφορμίου. Το τελικό στάδιο περιλαμβάνει 

κατακρήμνιση της υδατικής φάσης με 2 vol απόλυτης αιθανόλης με επώαση για 2 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου, φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 2 λεπτά και επαναδιάλυση 

της πελλέτας αφού προηγηθεί έκπλυση με 70 % αιθανόλη και στέγνωμα.  

2.27 Τόπο-κατευθυνόμενη μεταλλαξιγενεση που διευκολύνεται από επιλογή με 

DpnI για το μεθυλιωμένο και ημι-μεθυλιωμένο DNA (QuikChange, Agilent Technologies 

Genomics). 

 

Η αντίδραση κάθε δείγματος περιλαμβάνει: 

1 X ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης [10 mM KCl, 6 mM(NH4)2SO4, 20 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 2 mM MgCl2, 0,1% Triton®X-100, 10 µg/ml nuclease-free bovine serum albumin (BSA)] 

10-50ng dsDNA πλασμιδιακό DNA23 

125 ng του μεταλλαξιγόνου ολιγονουκλεοτιδικού εκκινητή # 1 

 125 ng του συμπληρωματικού μεταλλαξιγόνου ολιγονουκλεοτιδικού εκκινητή # 2 

0,25 mM μείγματος dNTPs 

3% DMSO 

2,5 υ DNA πολυμεράσης Pfu 

 

Παράμετροι ενίσχυσης: Αρχικό στάδιο αποδιάταξης 95°C /1 min, ακολουθουμενο 

από 18 κυκλους24 με σταδια α) 95°C /50 seconds , β) 60°C /50 seconds, γ) 68°C/ 1 min/kb of 

plasmid length) και ένα τελικο στάδιο 68°C /7 min. 

Μετά την ολοκλήρωση των κύκλων, τα σωληνάρια αντίδρασης τοποθετούνται σε 

πάγο επί 2 λεπτά για να ψυχθούν οι αντιδράσεις σε ≤ 37 ° C και προστίθενται 10 υ του 

ενζύμου περιορισμού DpnI. Οι αντιδράσεις επωάζονται στους 37 ° C για 1-2 ώρες για να 

                                                 
23

 Στην  δοκιμαστικη αντίδραση του δείγματος χρησιμοποιουμε 10 ng πλασμιδιακου dsDNA. 
Εάν Εαν η αρχική αντίδραση είναι ανεπιτυχής χρησιμοποιουμε  διάφορες συγκεντρώσεις 
πλασμιδιακου dsDNA που κυμαίνονται από 5 έως 50 ng (π.χ. , 5 , 10 , 20 , και 50 ng του 
πλασμιδιακου dsDNA) διατηρώντας παράλληλα σταθερή συγκέντρωση εκκινητων. 
24 Περισσότεροι από 18 κύκλους μπορεί να έχουν επιβλαβή αποτελέσματα για την 
αποτελεσματικότητα της αντίδρασης. 
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αφομοιωθεί το γονικό (δηλαδή το μη μεταλλαγμένο) υπερελικομένο dsDNA. Ακολουθεί 

μετασχηματισμός της αντίδρασης σε δεκτικά κύτταρα (π.χ. DH10B), επίστρωση σε τρυβλία 

Petri και έλεγχος αποικιών. 

 

2.28 Τόπο-κατευθυνόμενη μεταλλαξιγενεση με αλλαγμένη θέση ενζύμου 

περιορισμού (Braman et al., 1996). 

Φωσφοριλίωση στο 5’-άκρο εκκινητών: Σε ένα σωληνάριο μικροφυγοκέντρου 

προστίθενται τα ακόλουθα αντιδραστήρια: 100pmol ολιγονουκλεοτιδίων, 1Χ Ρυθμιστικό 

Διάλυμα Κινάσης, 1mM ATP, 100 μg/ml BSA, 5U Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση σε τελικό 

όγκο των 25 λ. Η αντίδραση επωάζεται στους 37 °C για 30-60 λεπτά. Στην συνέχεια, η 

αντίδραση επωάζεται στους 70 °C για 10 λεπτά για την απενεργοποίηση της Τ4 

Πολυνουκλεοτιδικής Kινάσης. Τα προϊόντα της αντίδρασης μπορούν να αποθηκευτούν 

στους -20 °C ή προστίθενται απευθείας στο επόμενο στάδιο. 

Αποδιάταξη σε αλκαλικές συνθήκες του πλασμιδίου προς μεταλλαξιγένεση: 

Αναμιγνύονται 0,25 pmol του πλασμιδίου προς μεταλλαξιγένεση σε x όγκο νερού με ίσο 

όγκο Denaturation solution (0,4 N KOH, 10 mM EDTA) και το μείγμα επωάζεται σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Προστίθεται όγκος Neutralization solution (0,4 N HCl, 

0,6 M Tris-HCl ph=7,5) ίσος με τον όγκο του Denaturation solution και η αντίδραση 

μεταφέρεται σε πάγο.  

Το ολιγονουκλεοτίδιο επιλογής και μεταλλαξιογόνο ολιγονουκλεοτίδιο 

προσδένονται στο πλασμιδιακό DNA διπλής έλικος στόχου σε μια αντίδραση που 

περιλαμβάνει: 

Α) 0,25 pmol του πλασμιδίου προς μεταλλαξιγένεση που έχει αποδιαταχθεί σε 

αλκαλικές συνθήκες όπως περιγράφεται στο προηγούμενο στάδιο, 

Β) 25 pmol του εκκινητή επιλογής που έχει φωσφοριωθεί στο 5’-ακρο όπως 

περιγράφεται σε προηγούμενο στάδιο, 

C) 25 pmol του μεταλλαξιογόνο εκκινητή που έχει φωσφοριωθεί στο 5’-ακρο όπως 

περιγράφεται σε προηγούμενο στάδιο, 

  D) 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα μεταλλαξιγένεσης KGB (100 mM potassium glutamate, 25 

mM Tris-acetace (pH7.6), 10 mM magnesium acetate, 100 μg/ml BSA, 0,5 mM 2-

mercaptoethanol). 

Τα σωληνάρια μικροφυγοκέντρου τοποθετούνται σε προθερμασμένο (στους 37 oC) 

υδατόλουτρο για 10 λεπτά. Ακολουθεί σύντομη φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια 

μικροφυγόκεντρο για τη συλλογή του συμπυκνώματος και επώαση σε θερμοκρασία 

δωματίου για 10-20 λεπτά προτού τοποθετηθούν σε πάγο. Σε κάθε σωληνάριο 
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μικροφυγοκέντρου προστίθεται ποσότητα του μίγματος dNTPs σε τελική συγκέντρωση 1 

mM. Το μίγμα δεοξυνουκλεοτιδίων πρέπει να προστίθεται στην αντίδραση πριν την 

προσθήκη ενζύμου. Διαφορετικά, η ενεργότητα 3'-5'-εξωνουκλεάσης της φυσικής Τ7 DNA 

πολυμεράση θα εποικοδομήσει τους εκκινητές. Επιπρόσθετα προστίθενται 250 μg/ml BSA, 

10 u T7 DNA polymerase ή 5u T4 DNA polymerase και ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος 

KGB ώστε η τελική συγκέντρωση του στην αντίδραση να εξακολουθεί να είναι 1Χ.  

Τα σωληνάρια μικροφυγοκέντρησης επωάζονται στους 37 °C για 1,5-2 ώρες. 

Η Τ7 DNA πολυμεράση και η Τ4 DNA λιγάση αδρανοποιούνται με επώαση στους 70-

75°C για 10 λεπτά (Τ4 DNA λιγάση )-15 λεπτά (Τ7 DNA πολυμεράση) και οι αντιδράσεις 

ψύχονται έως ότου φτάσουν σε θερμοκρασία δωματίου. 

Στην συνέχεια προστίθεται rATP σε τελική συγκέντρωση 1 mM, 250 μg/ml BSA και 4 

u Τ4 DNA ligase. Τα σωληνάρια μικροφυγοκέντρησης επωάζονται στους 25 °C για 16 ώρες. 

Η Τ4 DNA ligase αδρανοποιείται με επώαση στους 70°C για 10 λεπτά και οι αντιδράσεις 

ψύχονται έως ότου φτάσουν σε θερμοκρασία δωματίου. 

Αφού οι αντιδράσεις έχουν ψυχθεί, ακολουθεί πέψη με ένα ένζυμο περιορισμού 

για να εξαλειφθούν τα πλασμίδια στα οποία δεν έχει αναδιαταχθεί το ολιγονουκλεοτιδικό 

εκκινητή επιλογής. Η αντίδραση περιλαμβάνει την προσθήκη 20 U του ενζύμου 

περιορισμού και 100 μg/ml BSA αφού ρυθμιστεί και η κατάλληλη συγκέντρωση KGB για το 

ένζυμο περιορισμού25. Η αντίδραση επωάζεται στους 37 °C για 1-2 ώρες. Ακολουθεί 

μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων mutS κατά τα γνωστά και επώαση υγρών 

καλλιεργειών overnight στους 37 °C26. 

Ακολουθεί μικρής κλίμακας απομόνωση DNA με την χρήση κολώνων Qiaprep 

(Qiagen) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και πέψη με το ίδιο (με το 

προηγούμενο στάδιο) ένζυμο περιορισμού του πλασμιδιακού DNA κατά τα γνωστά. Τα 

προϊόντα της πέψης χρησιμοποιούνται για αντίδραση μετασχηματισμού δεκτικών 

κυττάρων DH10B. Σε περίπτωση που απαιτείται εκ νέου εμπλουτισμός σε μεταλλαγμένο 

πλασμίδιο ακολουθεί και ένας επιπλέον κύκλος απομόνωσης πλασμιδιακού DNA, πέψης 

και μετασχηματισμού δεκτικών κυττάρων DH10B. Τελικά, τα μετασχηματισμένα βακτήρια 

απλώνονται σε τρυβλία Petri, τα τρυβλία Petri επωάζονται overnight στους 37 °C, 

λαμβάνονται μοναδιαίες αποικίες και η πιστοποίηση των θετικών σημάτων 

πραγματοποιείται με απομόνωση πλασμιδιακού DNA και πέψεις με ένζυμα περιορισμού. 

                                                 
25  Προκειμένου να αποφευχθεί η αναστολή λόγω της συγκέντρωσης γλυκερόλης, η 
ποσότητα του ενζύμου περιορισμού δεν πρέπει να υπερβαίνει το 10 % του συνολικού 
όγκου πέψης αντίδρασης. 
26 Μέρος της αντίδρασης μετασχηματισμού επιστρώνεται σε τρυβλία Petri που επωάζονται 
στους 37 °C overnight για την εκτίμηση της επιτυχίας της αντίδρασης. 
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2.29 Δημιουργία ανθεκτικών βακτηριακών στελεχών σε αντιβιοτικά.  

Το πρωτόκολλο αυτό χρησιμοποιήθηκε για την δημιουργία ανθεκτικότητας στην 

Ριφαμπικίνη (Rifampicin) Αγροβακτηριακών στελεχών αγρίου τύπου. Σε 10ml υγρής 

βακτηριακής καλλιέργειας προσθέτουμε 5μg/ml Rifampicin και αφήνουμε σε επωαστήρα 

ανάδευσης περίπου 48-60 ώρες. Μετά το διάστημα αυτό παίρνουμε 5μl από την 

καλλιέργειας και τα προσθέτουμε σε υγρό καλλιέργειας στο οποίο έχουμε προσθέσει 

Rifampicin 10μg/ml (διπλάσια συγκέντρωση από προηγουμένως) και αφήνουμε για επώαση 

48 ώρες. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται με συνεχή αύξηση της συγκέντρωσης της 

Rifampicin (15μg/ml, 20μg/ml, 30μg/ml κτλ) έως ότου φτάσουμε την συγκέντρωση της 

Rifampicin στην καλλιέργεια στα 80-100 μg/ml. Κατόπιν με μια βακτηριακή λούπα 

παίρνουμε από την βακτηριακή καλλιέργεια και απλώνουμε σε Petri με θρεπτικό και 80-

90μg/ml Rifampicin. Από το Petri αυτό επιλέγουμε μοναδιαίες αποικίες τις οποίες 

καλλιεργούμε και διατηρούμε ως stock, σε μικροφυαλίδια με 15 % γλυκερόλη στους –80 

οC.  

2.30 Γενετική τροποποίηση Agrobacterium.  

Κατά την διάρκεια της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκε το αγροβακτηριακό 

στέλεχος C58C1. Εναλλακτικά, χρησιμοποιήθηκαν και άλλα τρία διαφορετικά στελέχη 

Agrobacterium: το LBA4404 το οποίο φέρει το βοηθό πλασμίδιο pAL4404 

(Streptomycin/Rifampicin resistance), το GV3101 που φέρει το βοηθό πλασμίδιο pMON 

(Rifampicin/Gentamycin resistance) και το GV3101 τροποποιημένο ώστε να έχει το 

πλασμίδιο pSoup27 (Hellens et al., 2000). To τελευταίο χρησιμοποιήθηκε για τα βασισμένα 

σε pGreen ανασυνδυασμένα πλασμίδια του pTV00 (Ratcliff et al., 2001). Τρεις διαφορετικές 

μέθοδοι γενετικού μετασχηματισμού χρησιμοποιήθηκαν εναλλακτικά ανά περίσταση. 

2.30.1 Τριγονική σύζευξη (Triparental mating). Ακολουθήθηκε το κλασικό 

πρωτόκολλο (Ditta et al., 1980; Fraley et al., 1983) με τροποποιήσεις. Από πρόσφατο 

streaking, εμβολιάζονται αποικίες μετασχηματισμένου με ανασυνδυασμένο δυαδικού 

(binary) φορέα E. coli (100 μg/ml Spectinomycin για τα pART27 βασιζόμενα πλασμίδια, 100 

μg/ml Kanamycin για τα pGreen βασιζόμενα πλασμίδια), παράλληλα με E. coli 

μετασχηματισμένο με το βοηθητικό πλασμίδιο pRK201328(Figurski & Helinski, 1979) ή 

pRK600 (Kessler et al., 1992). Ταυτόχρονα εμβολιάζεται καλλιέργεια με ένα κατάλληλο 

                                                 
27 Rifambicin, Tetracycline resistance 
28 100 μg/ml Kanamycin 
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στέλεχος Agrobacterium (150 μg/ml Rifampicin). Οι τρεις καλλιέργειες αφού αναπτυχθούν 

για τουλάχιστον 12 h αναμειγνύονται (50-100 λ από την καθεμία) και χρησιμοποιούνται για 

την δημιουργία κηλίδων (30 λ η καθεμία) πάνω σε στερεό LB απουσία αντιβιοτικών. Το 

τρυβλίο επωάζεται για 12 h στους 28 ºC. Ποσότητα από την κηλίδα διαλύεται σε υγρό LB 

και χρησιμοποιείται για την επίστρωση τρυβλίου με Rifampicin (150 μg/ml) και αντιβιοτικό 

για το οποίο έχει γονίδιο ανθεκτικότητας ο δυαδικός (binary) φορέας. Μετά την διέλευση 

δυο ημερών στους 28 ºC, οι ανθεκτικές αποικίες αντιπροσωπεύουν τα επιτυχή 

αποτελέσματα του μετασχηματισμού. 

2.30.2 Ψύξη-Απόψυξη (Freeze-throw). Καλλιέργεια (overnight στους 28 ºC) μικρής 

κλίμακας (που προήλθε από εμβολιασμό μοναδιαίας αποικίας από πρόσφατα 

παρασκευασμένο πιάτο από streaking) σε LB-Rifampicin στελέχους Agrobacterium που 

φέρει το απαραίτητο Ti βοηθό πλασμίδιο χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό μεγάλης 

κλίμακας καλλιέργειας (100 ml σε φλάσκα 1 L), η οποία αναπτύσσεται στους 28 ºC με 

συνεχή ανάδευση μέχρι η πυκνότητα των κυττάρων να γίνει 5 x 108- 109 κύτταρα/ml. Η 

καλλιέργεια αφού διατηρηθεί στον πάγο για 15 min, συλλέγεται με φυγοκέντρηση στις 

3000 στροφές για 10 λεπτά στους 4 ºC και η πελέττα επαναδιαλύεται σε 1ml/10ml όγκου 

καλλιέργειας 20 mM CaCl2 (ice-cold). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες, 

επαναδιάλυση της πελέττας σε 2ml/100 ml καλλιέργειας 20 mM CaCl2/10% γλυκερόλη, 

άμεση ψύξη σε υγρό άζωτο μετά από δημιουργία aliquots (σε προψυγμένα Εpentorf tubes) 

και διατήρηση στους  -80 ºC. Ποσότητα αποψυγμένων σε πάγο κυττάρων αναμειγνύεται με 

1 μg πλασμιδίου και καταψύχεται ακαριαία σε υγρό άζωτο για 5 λεπτά. Ακολουθεί 

απόψυξη για 25 λεπτά στους 37 ºC, προσθήκη ποσότητας υγρού θρεπτικού και επώαση με 

ανακίνηση στους 28 ºC για 3-4 h. Ακολουθεί συλλογή των κυττάρων με φυγοκέντρηση σε 

χαμηλές στροφές, επαναδιάλυση σε μικρό όγκο υγρού θρεπτικού και επίστρωση τρυβλίων 

θρεπτικού με τα απαραίτητα αντιβιοτικά (Tzfira et al., 1997). 

2.30.3 Ηλεκτροπόρωση (electroporation). Η μέθοδος που περιγράφεται εδώ είναι 

σύμφωνα με υποδείξεις που περιγράφονται αλλού (Dower et al., 1988) με τις κατάλληλες 

τροποποιήσεις (Lu et al., 2003) και χρησιμοποιείται για την παρασκευή δεκτικών κυττάρων 

είτε E. coli, είτε Agrobacterium. Καλλιέργεια μικρής κλίμακας –προερχόμενη από μοναδιαία 

αποικία- και αναπτυγμένη στους 37 ºC (overnight) με συνεχή ανακίνηση χρησιμοποιείται 

για τον εμβολιασμό καλλιέργειας 0,5 L (2 L φλάσκα). Η καλλιέργεια αναπτύσσεται μέχρι 

οπτικής πυκνότητας 5x 108 κύτταρα/ml και αφού διατηρηθεί σε πάγο για 20 λεπτά, 

συλλέγεται με φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 15 λεπτά στους 4 ºC. Η πελέττα 

επαναδιαλύεται σε ice-cold αποστειρωμένο νερό (2x αρχικού όγκου καλλιέργειας) και 

επανασυλλέγεται με φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες. Επαναλαμβάνεται η διαδικασία 
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της έκπλυσης με αποστειρωμένο νερό στις ίδιες συνθήκες -για την απομάκρυνση αλάτων 

που μπορούν να δημιουργήσουν βραχυκυκλώματα σε μετέπειτα στάδιο- και μετά την 

συλλογή της με φυγοκέντρηση, επαναδιαλύεται σε 10 % γλυκερόλη (1/10 αρχικού όγκου 

καλλιέργειας). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναδιάλυση των 

κυττάρων σε τελική πυκνότητα 2 x 1011 κύτταρα/ml. Τα κύτταρα διασπείρονται σε 

προψυγμένα aliquots, καταψύχονται σε υγρό άζωτο και διατηρούνται στους -80 ºC.  

Αποψυγμένα σε πάγο κύτταρα αναμειγνύονται με 1 μg πλασμιδιακού DNA (pg στην 

περίπτωση μετασχηματισμού δεκτικών E. coli ή ποσότητα από αντίδραση συγκόλλησης 

άκρων) μεταφέρονται στην κατάλληλη κυψελίδα σε στείρες συνθήκες και υφίστανται 

μετασχηματισμό στις ακόλουθες συνθήκες (2,3 KV, 25 μF, 200 Ω, Time constant= 5-5,2 ms). 

Στην συνέχεια μεταφέρονται σε ice-cold LB (απουσία αντιβιοτικών) και επωάζονται για 2-4 

h στους 28 ºC (37 ºC στο E. coli). Αφού συλλεγούν και συμπυκνωθούν με φυγοκέντρηση και 

επαναδιάλυση σε μικρότερο όγκο υγρού θρεπτικού χρησιμοποιούνται για την επίστρωση 

τρυβλίων με τα απαραίτητα αντιβιοτικά.  

 

2.31 Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA από αγροβακτήριο 

(Cooley et al., 1991) κατάλληλο για πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 

1. Ποσότητα πλούσιου θρεπτικού (LB, ΥΤ, ή Terrific Broth) που περιέχει το κατάλληλο 

αντιβιοτικό εμβολιάζεται με μια απλή αποικία μετασχηματισμένων βακτηρίων. Η 

καλλιέργεια επωάζεται στους 28 °C με έντονη ανακίνηση μέχρι του σημείου κορεσμού της 

καλλιέργειας. Πραγματοποιείται αραίωση 1:5 της καλλιέργειας σε φρέσκο θρεπτικό με 

150 μg/ml Καρβενικιλίνη και επώαση στους 28 °C για 2 ώρες με στόχο να εξασθενήσουν 

τα κυτταρικά τοιχώματα. 

2. Το σύνολο της καλλιέργειας μεταφέρεται σε ένα σωλήνα μικροφυγοκέντρου. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στη μέγιστη ταχύτητα για 1 min σε θερμοκρασία δωματίου σε μία 

μικροφυγόκεντρο. Προαιρετικά για την διευκόλυνση της θραύσης των κυττάρων μπορεί να 

ακολουθήσει στάδιο ψύξης-απόψυξης. 

3. Το υπερκείμενο αφαιρείται με αναρρόφηση, αφήνοντας το βακτηριακό ίζημα όσο το 

δυνατόν πιο στεγνό. 

4. Το βακτηριακό ίζημα επαναιωρείται σε 200 μΙ παγωμένου διαλύματος αλκαλικής λύσης Ι 

(50 mM glucose (MW 180), 10mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH=8) με ισχυρή περιδίνηση. 

Προστίθενται 100 λ λυσοζύμης (10 mg/ml) και ακολουθεί επώαση στους 37 °C για μια 

ώρα με περιστασιακή ανάδευση. 
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5. Προστίθεται 600 μΙ προσφάτως παρασκευασθέντος διαλύματος Αλκαλικής λύσης II (0.2 N 

NaOH, 1% SDS) σε κάθε βακτηριακό εναιώρημα. Το σωληνάριο Κλείνεται ερμητικά και 

αναμειγνύεται το περιεχόμενο αναποδογυρίζοντας το σωλήνα γρήγορα πέντε φορές.  

6. Ο σωλήνας αποθηκεύεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min, μεταφέρεται σε πάγο και 

προστίθεται 450 μΙ παγωμένου διαλύματος αλκαλικής λύσης III (5 M potassium acetate, 

pH=4,8). Ο σωλήνας κλείνεται και αναστρέφουμαι τον σωλήνα αρκετές φορές για να 

ομογενοποιηθεί το παχύρρευστο βακτηριακό κυτταρόλυμα. Αποθηκεύουμε το σωλήνα σε 

πάγο για 3-5 λεπτά . 

7. Φυγοκεντρούμε το βακτηριακό λύμα σε μέγιστη ταχύτητα (12500 rpm) για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου σε μία μικροφυγόκεντρο. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε ένα 

φρέσκο σωλήνα, επαναφυγοκεντρούμε στις ίδιες συνθήκες και μεταφέρουμε το 

υπερκείμενο σε ένα φρέσκο σωλήνα. 

8. Προσθέτουμε ένα ίσο όγκο φαινόλης : χλωροφορμίου . Αναμειγνύουμε τις οργανικές και 

υδατικές φάσεις με στροβιλισμό και κατόπιν φυγοκεντρούμε το γαλάκτωμα για 2-3 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου σε μία μικροφυγόκεντρο . Μεταφέρουμε την υδατική άνω φάση 

σε ένα φρέσκο σωλήνα, προσθέτουμε ίσο όγκο χλωροφορμίου και επαναλαμβάνουμε την 

φυγοκέντρηση. Μεταφέρουμε την υδατική άνω φάση σε ένα φρέσκο σωλήνα. 

9. Τα νουκλεϊκά οξέα καταβυθίζονται από το υπερκείμενο με την προσθήκη 2 όγκων 

αιθανόλης (ή 0,8 όγκων ισοπροπανόλης) σε θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα 

Αναμειγνύεται με στροβιλισμό και στη συνέχεια το μείγμα επωάζεται για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

10. Τα καταβυθισθέντα νουκλεϊκά οξέα συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα 

για 5 λεπτά στους 4 ° C σε μία μικροφυγόκεντρο . 

11. Το υπερκείμενο απομακρύνεται με ήπια αναρρόφηση, όπως περιγράφεται στο βήμα 3 

παραπάνω.  

12. Προστίθεται 1 ml 70 % αιθανόλης στο ίζημα και ο κλειστός σωλήνας αναστρέφεται 

αρκετές φορές. Το DNA ανακτάται με φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα για 2 λεπτά στους 

4 ° C σε μία μικροφυγόκεντρο . 

13. Απομακρύνει όλο το υπερκείμενο με ήπια αναρρόφηση όπως περιγράφεται στο Στάδιο 

3.  

14. Αφαιρούνται τυχόν σφαιρίδια αιθανόλης που σχηματίζονται στις πλευρές του σωλήνα . 

Ο ανοικτός σωλήνας αποθηκεύεται σε θερμοκρασία δωματίου έως ότου  

έχει εξατμιστεί η αιθανόλη (5-10 λεπτά) . 

15. Τα νουκλεϊκά οξέα επαναδιαλύονται εντός 50 μΙ ΤΕ (pΗ=8,0) που περιείχε 20 µg/ml 

DNase-free RNase A (pancreatic RNase). Το διάλυμα του DNA αποθηκεύεται στους -20 ° C. 
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2.32 Αγροένχυση (Agroinfiltration) (Lu et al., 2003; Schöb et al., 1997; Wroblewski 

et al., 2005; Yang et al., 2000) .  

 Εμβολιάζονται μοναδιαίες αποικίες ανασυνδυασμένων κλώνων Agrobacterium σε 

καλλιέργειες μικρής κλίμακας LΒ με τα απαραίτητα αντιβιοτικά (100 μg/ml στρεπτομυκίνη 

στην περίπτωση pART27 βασιζόμενου κλώνου, 100 μg/ml καναμυκίνη σε περίπτωση 

pGreen/pTVOO/pBIN19/pBINTRA6 βασιζόμενου πλασμιδίου, 150 μg/ml Ριφαμπικίνη, 12,5 

μg/ml τετρακυκλίνη στην περίπτωση pSoup μετασχηματισμένου στελέχους αγροβακτηρίου) 

με 20 μΜ ακετοσυριγκόνη και επωάζονται για 1,5 -3 μέρες στους 28 ºC με συνεχή 

ανακίνηση. Στην συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4000 στροφές για 

10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και επαναδιαλύονται σε ίσο όγκο 10 mM MES pH=5,6 

(σε MS, η σύσταση του MS παρατίθεται παρακάτω) με 200 μM ακετοσυριγκόνη. Αφού 

επωαστούν στους 28 ºC για 1-3h με συνεχή ανακίνηση, επανασυλλέγονται με 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναδιαλύονται σε 10 mM MgCl2. 

Επαναφυγοκεντρούνται στις ίδιες συνθήκες και η διαδικασία επαναλαμβάνεται δυο ακόμη 

φορές. Τελικά επαναδιαλύονται σε τελική πυκνότητα 108 κύτταρα/ml στην περίπτωση 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων που φέρουν μολυσματικά cDNA ιών ή σε 4 x 108/ 

κύτταρα/ml στις υπόλοιπες περιπτώσεις. Στην περίπτωση που απαιτείται από το πείραμα 

(όπως στην περίπτωση pTV00/pBINTRA6) γίνεται αγροένχυση με περισσότερα από ένα 

στελέχη τα οποία αναμειγνύονται σε ίσες ποσότητες. 

 Με την βοήθεια αιχμηρού αντικειμένου δημιουργείται οπή στην κάτω επιφάνεια 

του φύλλου στην οποία προσαρμόζεται σύριγγα χωρίς αιχμηρό άκρο η οποία περιέχει το 

επαναιώρημα του Agrobacterium και το οποίο ενχύεται στους μεσοκυττάριους χώρους. Τα 

φυτά τοποθετούνται σε 16 day/8 night φωτοπερίοδο, στους 23/19 ºC για δυο μέρες, 

συνθήκες που υποβοηθούν την μόλυνση με Agrobacterium πριν μεταφερθούν σε συνθήκες 

θερμοκηπίου. 

 

MS (Murashige & Folke, 1962)                                                                                             (pH=5,7) 

 
 

1. ΜΑΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 

  
NH4NO3 82,5 mM 
KNO3 18,8 mM 
CaCl2.2H2O 3 mM 
MgSO4.7H2O 1,5 mM 
KH2PO4 1,4 mM 
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2. Μικροστοιχεία 

  
KI 5 μΜ 
H3BO3 100 μΜ 
MnSO4.4H2O 109 μΜ 
ZnSO4.7H2O 30 μΜ 
Na2MoO4.2H20 1,2 μΜ 
CuSO4.5H20 0,1 μΜ 
CoCl2.6H2O 0,1 μΜ 

 
3. ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ 

  
Biotin 0,004 μΜ 
Nicotinic acid 4 μΜ 
Pyridoxine 2,5 μΜ 
Thiamine 1,5 μΜ 
D-Pantothenic acid 2,125 μΜ 
Myoinosotol 5,5 μΜ 

 
 

 Fe Na EDFS           1,17 mΜ 

 Σακχαρόζη            30 gr/l 

 Άγαρ                      7 gr/l 
 

 

2.33 Απομόνωση ολικού RNA από ιστό (Carpenter & Simon, 1998).Σε 

ομογενοποιητή προσθέτεται το δείγμα από τον ιστό (διατήρηση σε υγρό άζωτο)και 

κατάλληλη ποσότητα διαλύματος ομογενοποίησης (0.1 M LiCI, 100 mM Tris/HCI pH=8.0, 10 

mM EDTA, 1% SDS) ώστε να μην είναι ιξώδες το δείγμα και ομογενοποιείται. Στην συνεχεία 

προστίθεται 1/10 vol 2 M Οξικό νάτριο pH=4 και 1 vol όξινη φαινόλη29 και ανακινούμε 

έντονα (vortex) για 10 λεπτά. Προσθέτουμε 1/5 όγκου (όπου 1 όγκος ο όγκος του δείγματος 

πριν από την προσθήκη όξινης φαινόλης) μίγματος χλωροφορμίου:ισοαμυλικής (24:1) και 

επαναλαμβάνουμε την διαδικασία της έντονα ανακίνησης (vortex) για 5 λεπτά. Επωάζουμε 

                                                 
29

 Παρασκευή Όξινης φαινόλης: Φαινόλη σε στερεή μορφή προστίθεται σε ένα πλαστικό 
δοκιμαστικό σωλήνα 50 ml και διαλύεται τοποθετώντας την για 15 λεπτά σε 

προθερμασμένο υδατολουτρο στους 65  C. Παράλληλα πραγματοποιείται αραίωση  2 Μ 
οξικό νάτριο( pH=4,0) σε τελική συγκέντρωση 50 mM  και ανάδευση με το χέρι μέχρι 
ομογενοποιησεως. Ακολουθει προσθήκη στην φαινόλη ίσου όγκου 50 mM οξικό νάτριο, 
φυγοκέντρηση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, προσθήκη στο υποκείμενο  ίσου 
όγκου 50 mM οξικό νάτριο pH=4, και αφού προηγηθεί  ανάδευση, ήπια φυγοκεντρηση σε 
θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτα. Το τελευταίο στάδιο περιλαμβάνει απόρριψη 
υπερκειμένου αφήνοντας μόνο λίγο ώστε να καλύπτει την φαινόλη και να αποφεύγεται η 
οξείδωση της τελευταίας.  
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για 15 min στον πάγο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές ανά λεπτό για 20 

λεπτά στους 4 °C και λήψη της υπερκείμενης φάσης. Στην υπερκείμενη φάση προστίθεται 1 

όγκος ουδέτερης φαινόλης και επαναλαμβάνεται η διαδικασία της έντονης ανακίνησης 

(vortex) για 10 λεπτά ακολουθούμενη από προσθήκη 1/5 του όγκου του υπερκείμενου της 

φυγοκέντρησης χλωροφόρμιο: ισοαμυλική (24:1) και έντονη ανακίνηση (vortex) για 5 

λεπτά. Το δείγμα επωάζεται ξανά σε πάγο για 15 λεπτά και φυγοκεντρείται στις 13000 

στροφές ανά λεπτό για 20 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο κατακρημνίζεται με προσθήκη 

2.5 vol απόλυτη παγωμένη αιθανόλη (ή 1 vol ισοπροπανόλης), επώαση στους -80 °C για 30 

λεπτά (είτε στην περίπτωση της ισοπροπανόλης στους 20 °C για 1-2 h) και φυγοκεντρείται 

για 30 λεπτά στους 4 °C στις 13000 στροφές ανά λεπτό. Το ίζημα ξεπλένεται με 75% 

αιθανόλη και επαναλαμβάνεται η διαδικασία της φυγοκέντρησης στις ίδιες συνθήκες. Το 

ίζημα στεγνώνεται σε πάγο και επαναδιαλύεται σε διπλά αποστειρωμένο νερό. 

Προστίθεται LiCl σε τελική συγκέντρωση 2Μ και το δείγμα επωάζεται στους -20 ºC 

overnight. Το ίζημα συγκεντρώνεται με φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 30 λεπτά 

στους 4 ºC. H πελέττα είναι εμπλουτισμένη σε mRNA και rRNA ενώ το υπερκείμενο σε μικρά 

RNA, tRNA και γενωμικό DNA. Η πελέττα επαναδιαλύεται σε TE και επανακατακρυμνίζεται 

με 1/9 vol οξικό νάτριο pH=6,1 και 2 vol απόλυτη παγωμένη αιθανόλη, επώαση στους -20 

ºC για 1h-overnight και φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 30 λεπτά στους 4 ºC. To 

ίζημα ξεπλένεται με 70 % αιθανόλη, στεγνώνεται και επαναδιαλύεται σε ΤΕ. Φυλάσσεται 

στους -80 °C. 

 
2.34 Ταυτόχρονη απομόνωση DNA, RNA και πρωτεϊνών από φυτικό ιστό 

(Chomczynski, 1993, Chomczynski & Sacchi, 1987, Kingston et al., 2001). 
 
  Η ακόλουθη μέθοδος είναι μια τροποποίηση του γενικού πρωτοκόλλου 

απομόνωσης RNA με Guanidine thiocyanate που περιγράφηκε προηγουμένως (Chomczynski 

& Sacchi, 1987). 

Διάλυμα Εκχύλισης 

Αντιδραστήρια Τελική Συγκέντρωση Ποσότητα ανά λίτρο 
Acid Phenol 38 % 380 ml         
Guanidine thiocyanate 0.8 M  118.16 g    
Ammonium thiocyanate 0.4 M  76.12 g    
Sodium acetate pH 5.0   0.1 M  33.4 ml of 3 M stock    
Glycerol 5 %  50 ml     
DEPC-Water Adjust the final volume to 1 L  
  

 Κατά τη διάρκεια της ομογενοποίησης και της λύσης του δείγματος, το Διάλυμα 

Εκχύλισης διατηρεί την ακεραιότητα του RNA ενώ επιφέρει διατάραξη των κυττάρων και 
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διάλυση κυτταρικών συστατικών. Η προσθήκη χλωροφορμίου που ακολουθείται από 

φυγοκέντρηση διαχωρίζει το διάλυμα σε μία υδατική φάση και μία οργανική φάση. Το RNA 

παραμένει αποκλειστικά στην υδατική φάση. Μετά την μεταφορά της υδατικής φάσης , το 

RNA ανακτάται με καταβύθιση με ισοπροπυλική αλκοόλη. Μετά την απομάκρυνση της 

υδατικής φάσης, το DNA και οι πρωτεΐνες στο δείγμα μπορούν να ανακτηθούν με διαδοχική 

κατακρήμνιση. Κατακρήμνιση με αιθανόλη αποδίδει DNA στην μεσόφαση, και μια επιπλέον 

κατακρήμνιση με ισοπροπυλική αλκοόλη αποδίδει πρωτεΐνες από την οργανική φάση. 

Τα δείγματα ιστού ομογενοποιούνται σε 2 ml Διαλύματος Εκχύλισης ανά 50-100 mg ιστού 

και έντονη ανακίνηση (vortex) για 30 sec (x4). 

ΦΑΣΗ ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΥ  

1 . Τα ομογενοποιημένα δείγματα επωάζονται για 5 λεπτά στους 4 °C για να επιτραπεί η 

πλήρης διάσπαση των συμπλοκών νουκλεοπρωτεΐνης. 

2. Ακολουθεί προσθήκη 0,5 ml χλωροφορμίου ανά 2 ml ml Διαλύματος Εκχύλισης. Οι 

σωλήνες ανακινούνται ζωηρά με vortex για 30 δευτερόλεπτα και επωάζονται στους 4 ° C 

για 5 λεπτά. 

3 . Τα δείγματα φυγοκεντρούνται σε όχι περισσότερο από 8.000 × g για 10 λεπτά στους 4 °C. 

Μετά τη φυγοκέντρηση, το μίγμα διαχωρίζεται σε μία κατώτερη με φαινόλη-χλωροφόρμιο 

φάση, μία μεσόφαση, και ένα άχρωμο ανώτερη υδατική φάση. Το RNA παραμένει 

αποκλειστικά στην υδατική φάση.  

ΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ RNA  

1 . Η υδατική φάση Μεταφέρεται σε έναν καθαρό σωλήνα, και η οργανική φάση 

φυλάσσεται, εάν η απομόνωση του DNA ή πρωτεΐνης είναι επιθυμητή. Στην υδατική φάση 

προστίθεται ίσος όγκος ουδέτερης φαινόλης , ακολουθεί vortex για 30 sec (x2), 

φυγοκέντρηση όπως προηγουμένως και συλλογή της υδατικής φάσης. 

2 . Το RNA Καθιζάνει από την υδατική φάση με ανάμιξη με 0,5 ml (0,8v) ισοπροπυλική 

αλκοόλη.  

3. Τα δείγματα επωάζονται στους -20 °C για 20 λεπτά και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε όχι 

περισσότερο από 12.000 × g για 20 λεπτά στους 4 °C.  

4.Το υπερκείμενο απομακρύνεται και η πελέττα του RNA ξεπλένεται με 75 % αιθανόλη. Το 

δείγμα αναμειγνύεται με στροβιλισμό(vortex) και φυγοκέντρηση σε όχι περισσότερο από 

7,500 χ g για 5 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, η πελέττα στεγνώνει από 

υπολείμματα αιθανόλης και τo RNA επαναδιαλύεται και αποθηκεύεται στους -70 ° C. 

5. Προστίθεται LiCl σε τελική συγκέντρωση 2Μ και το δείγμα επωάζεται στους -20 ºC 

overnight. Το ίζημα συγκεντρώνεται με φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 30 λεπτά 

στους 4 ºC. H πελέττα είναι εμπλουτισμένη σε mRNA και rRNA ενώ το υπερκείμενο σε μικρά 
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RNA, tRNA και γενωμικό DNA. Η πελέττα επαναδιαλύεται σε TE και επανακατακρυμνίζεται 

με 1/9 vol οξικό νάτριο pH=6,1 και 2 vol απόλυτη παγωμένη αιθανόλη, επώαση στους -20 

ºC για 1h-overnight και φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 30 λεπτά στους 4 ºC. To 

ίζημα ξεπλένεται με 70 % αιθανόλη, στεγνώνεται και επαναδιαλύεται σε ΤΕ. Φυλάσσεται 

στους -80 °C. 

 

ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ ΣΕ siRNAs 

To υπερκείμενο που πρόεκυψε μετά την προσθήκη LiCl (1-2 Μ) και φυγοκέντρηση είναι 

εμπλουτισμένο σε μικρά RNA, tRNA και γενωμικό DNA. Σε αυτό προστίθεται όγκος 1:10 από 

3 Μ οξικό νάτριο και 4 όγκοι αιθανόλης 100%. Το μείγμα αναμειγνύεται επιμελώς και 

επωάζεται στους -20 ° C επί μία νύκτα (16 ώρες). Η ολονύκτια επώαση είναι σημαντική για 

τη μεγιστοποίηση ανάκτησης στην προκειμένη κατακρήμνιση . Τα siRNAs συλλέγονται με 

μικροφυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα για 30 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο 

συλλέγεται προσεκτικά και απορρίπτεται ενώ το ίζημα ξεπλένεται με προσθήκη 75 % κρύας 

αιθανόλης, επαναφυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες με προηγουμένως, το υπερκείμενο 

απορρίπτεται, η πελέττα στεγνώνεται και επαναδιαλύεται σε κατάλληλη ποσότητα RNase-

free H2O. Tα siRNAs φυλάσσονται στους -20° C μέχρι να χρησιμοποιηθούν. 

 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 

 Μετά από πλήρη απομάκρυνση της υδατικής φάσης, όπως περιγράφεται στην 

ενότητα απομόνωσης του RNA, το DNA στην μεσόφαση και τη φάση φαινόλης από την 

αρχική ομογενοποίηση μπορεί να απομονωθεί. Μετά την καθίζηση και μιά σειρά από 

πλύσεις , το DNA διαλύεται σε 8 mM ΝαΟΗ. Ανάλογα με την πηγή , το DNA που λαμβάνεται 

μπορεί να απαιτεί επιπρόσθετο καθαρισμό (π.χ. εκχύλιση με φαινόλη) πριν από άλλες 

εφαρμογές. 

1. Το DΝΑ κατακρημνίζεται από την μεσόφαση και οργανική φάση με προσθήκη 0,8 ml από 

100% αιθανόλης ανά 2 ml Διαλύματος Εκχύλισης που χρησιμοποιήθηκε για την αρχική 

ομογενοποίηση και ανάμειξη των δειγμάτων με αναστροφή. 

2. Στη συνέχεια, τα δείγματα επωάζονται στους 15 έως 30 ° C για 2-3 λεπτά και το ίζημα του 

DNA συλλέγεται με φυγοκέντρηση σε όχι περισσότερο από 2,000 χ g για 5 λεπτά στους 2 

έως 8 °C. Ακολουθεί προσεκτική απομάκρυνση της υδατικής φάσης. Το υπερκείμενο 

φαινόλης -αιθανόλης αποθηκεύεται για την απομόνωση της πρωτεΐνης . Το ίζημα του DNA 

ξεπλένεται δύο φορές σε ένα διάλυμα που περιείχε 0,1 Μ κιτρικό νάτριο σε 10 % αιθανόλη. 

Χρησιμοποιήστε 3 ml του διαλύματος ανά 2 ml Διαλύματος Εκχύλισης που 

χρησιμοποιήθηκε για την αρχική ομογενοποίηση. Σε κάθε πλύση, το ίζημα του DNA 
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επωάζεται στο διάλυμα πλύσης για 30 λεπτά στους 15 έως 30 ° C (με περιοδική ανάμιξη) 

και φυγοκεντρείται στα 2000 χ g για 5 λεπτά στους 2 έως 8 ° C. Μετά από αυτές τις δύο 

εκπλύσεις, το ίζημα του DNA εμβαπτίζεται σε 75 % αιθανόλη, επωάζεται για 10-20 λεπτά 

στους 15 έως 30 ° C (με περιοδική ανάμιξη), φυγοκεντρείται στις 2000 χ g για 5 λεπτά στους 

2 έως 8 °C, 5 , το ίζημα του DNA στεγνώνεται για 5-10 λεπτά υπό κενό και επαναδιαλύεται 

σε 8 mM NaOH (Προστίθεται επαρκής ποσότητα των 8 mM NaOH για να προσεγγίσει μία 

συγκέντρωση DNA 0,2-0,3 μg / ml). Η χρήση ενός ήπιου αλκαλικού διαλύματος εγγυάται 

την πλήρη διαλυτοποίηση του ιζήματος DNA. Στο στάδιο αυτό, ωστόσο, τα 

παρασκευάσματα του DNA (ειδικά από ιστούς) εξακολουθούν να περιέχουν αδιάλυτα σαν 

γέλη συστατικά (θραύσματα μεμβρανών, κλπ.). Το αδιάλυτο υλικό αφαιρείται με 

φυγοκέντρηση στα 12000 χ g για 10 λεπτά και το υπερκείμενο μεταφέρεται που περιέχει 

DNA σε ένα νέο σωλήνα. 

 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

 

Οι πρωτεΐνες απομονώνονται από το υπερκείμενο με φαινόλη -αιθανόλη που ελήφθη μετά 

την καταβύθιση του DΝΑ με αιθανόλη (στάδιο 2 της απομόνωσης DNA). Το προκύπτον 

παρασκεύασμα μπορεί να αναλυθεί για την παρουσία ειδικών πρωτεϊνών με ανάλυση 

Western. 

1. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει κατακρήμνιση των πρωτεϊνών από το υπερκείμενο 

φαινόλης -αιθανόλης (κατά προσέγγιση όγκος 2,5 ml ανά 2 ml Διαλύματος Εκχύλισης) με 

προσθήκη 3 ml ισοπροπανόλης ανά ανά 2 ml Διαλύματος Εκχύλισης που χρησιμοποιήθηκε 

για την αρχική ομογενοποίηση. 

2. Τα δείγματα επωάζονται για 10 λεπτά στους 15 έως 30 °C , και τα ιζήματα πρωτεΐνης 

συλλέγονται σε 12.000 × g για 10 λεπτά στους 2 έως 8 °C. Το υπερκείμενο υγρό αφαιρείται 

και ξεπλένετε το ίζημα πρωτεΐνης 3 φορές σε ένα διάλυμα που περιέχει 0,3 Μ υδροχλωρική 

γουανιδίνη σε 95% αιθανόλη (Προσθήκη 6 ml διαλύματος πλύσης ανά 2 ml Διαλύματος 

Εκχύλισης που χρησιμοποιούνται για την αρχική ομογενοποίηση. 

3. Κατά τη διάρκεια κάθε κύκλου πλύσεως , το ίζημα πρωτεΐνης επωάζεται στο διάλυμα 

πλύσεως επί 20 λεπτά στους 15 έως 30 ° C και φυγοκεντρείται σε 7500 χ g για 5 λεπτά στους 

2 έως 8 ° C. Μετά την τελική πλύση , το ίζημα πρωτεΐνης στροβιλίζεται (vortex) σε 2 ml από 

100% αιθανόλη. Tο ίζημα πρωτεΐνης επωάζεται σε αιθανόλη για 20 λεπτά στους 15 έως 30 ° 

C και φυγοκεντρείται σε 7500 χ g για 5 λεπτά στους 2 έως 8 °C. 

4. το ίζημα πρωτεΐνης αφήνεται να στεγνώσει για 5-10 λεπτά υπό κενό και επαναδιαλύεται 

σε 1 % SDS με πιπετάρισμα. Η πλήρης διάλυση του ιζήματος πρωτεΐνης μπορεί να απαιτεί 
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επώαση του δείγματος στους 50 °C. Οποιοδήποτε αδιάλυτο υλικό απομακρύνεται με 

φυγοκέντρηση στα 10000 χ g για 10 λεπτά στους 2 έως 8 °C, και το υπερκείμενο 

μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα. Το δείγμα είναι έτοιμο για χρήση σε ανάλυση Western ή 

μπορεί να αποθηκευτεί στους -5 έως -20 ° C για μελλοντική χρήση. 

 
2.35 Ηλεκτροφόρηση νουκλεϊνικών οξέων (Grossman & Colburn, 1992; Li, 1992). Ο 

ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός νουκλεϊνικών οξέων σε πήκτωμα αγαρόζη(Weinberger, 

1993)ς πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης 1x TAE (4.48 gr Tris-

base, 1.141 ml οξικού οξέος και 2 ml 0.5 Μ EDTA pH=8/l) ή 0,5 % ΤΒΕ (5,4 gr Tris-base, 2,75 

gr boric acid, 2 ml 0.5 Μ EDTA pH=8/l) παρουσία βρωμιούχου εθιδίου τόσο στο πήκτωμα 

όσο και στο ρυθμιστικό διάλυμα σε τελική συγκέντρωση 100 ng/ml. Στις ίδιες συνθήκες 

πραγματοποιήθηκε και ο μη αποδιατακτικός διαχωρισμός των RNA. 

2.36 Ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε πηκτή πολυακριλαμίδης (Chory & 

Pollard, 2001). Ποσότητα 28 polyacrilamide:2 bis- polyacrilamide αραιώνεται σε 0,5 x TBE 

κατά τέτοιο τρόπο ώστε η τελική συγκέντρωση της πολυακριλαμίδης να είναι η επιθυμητή 

και αφού αναμιχθεί με 20 λ TEMED (καταλύτης της αντίδρασης πολυμερισμού) και 0,5 % 

τελική συγκέντρωση APS αφήνεται να πολυμεριστεί στην συσκευή που συναρμολογείται 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Bio-rad). 

 

2.37 Aνάλυση Northern (Alwine et al., 1977; Sambrook & Russell, 2006).  

2.37.1 Ηλεκροφορητικός διαχωρισμός και προεργασία για μεταφορά σε 

μεμβράνη. H ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε ένα αποδιατακτικό πήκτωμα 

φορμαλδεΰδης /αγαρόζης 1,2 % (~60 V για 3-4 h ). Το πήκτωμα κατεργάζεται παρουσία 

DEPC H2O με ανακίνηση για 2x 30 min. 

  2.37.2 Μεταφορά σε μεμβράνη. Σε ένα πλαστικό δοχείο προσθέτουμε 20x SSC και 

πάνω στο δοχείο τοποθετούμε κάθετα μια γυάλινη επίπεδη επιφάνεια. Πάνω στην γυάλινη 

επίπεδη επιφάνεια τοποθετούμε μια γέφυρα από χαρτί Whatman (GE Healthcare) το οποίο 

έχει εμβαπτιστεί πρώτα σε 20 x SSC). Στο σημείο επαφής της γυάλινης επιφάνειας και της 

γέφυρας τοποθετούμε το πήκτωμα αγαρόζης και πάνω σε αυτό ένα κομμάτι μεμβράνης 

(Nytran) ακριβώς ίδιων διαστάσεων με το πήκτωμα. Με νυστέρι απομακρύνουμε το τμήμα 

της αγαρόζης που τυχόν περισσεύει σε σχέση με την μεμβράνη. Πάνω από την μεμβράνη 

τοποθετούμε 4 χαρτιά Whatman (τα δυο πρώτα κατά προτίμηση εμβαπτισμένα στο 2 x SSC 

ενώ οι διαστάσεις τους οφείλουν να ταυτίζονται με αυτές του πηκτώματος). Στις τέσσερις 

πλευρές της γέφυρας που γειτονεύουν με το περίγραμμα του πηκτώματος προσθέτουμε 

πάραφιλμ (κολλώντας το σταθερά πάνω στην γέφυρα) και πάνω από αυτό τοποθετούμε 
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saran κατά τέτοιο τρόπο ώστε να καλύπτει τις εκτεθειμένες στην ατμόσφαιρα περιοχές του 

διαλύματος (ώστε να αποφεύγεται η εξάτμιση του τελευταίου). Πάνω από τα χαρτιά 

Whatman τοποθετούμε κοινές χαρτοπετσέτες στην κορυφή των οποίων εφαρμόζουμε ένα 

βάρος περίπου 1 kg. Για τον σκοπό αυτό τοποθετούμε μια γυάλινη υποδοχή στην κορυφή 

των χαρτοπετσετών ενώ στην υποδοχή αυτή προσαρμόζουμε το κατάλληλο βάρος. Στην 

πράξη αυτό που θα συμβεί είναι ότι το 20 x SSC θα περάσει από το διάλυμα στην γέφυρα 

και από εκεί με οσμωτικά φαινόμενα θα παρασύρει το σύνολο του DNA από το πήκτωμα 

στην μεμβράνη. H μεταφορά του DNA στην μεμβράνη πραγματοποιείται overnight. 

2.37.3 Μονιμοποίηση και υβριδοποίηση της μεμβράνης. Η μεμβράνη την επόμενη 

μέρα υφίσταται μονιμοποίηση του RNA με επίδραση υπεριώδους φωτισμού για 20 sec σε 

απόσταση 15 εκατοστών και παραμονή στους 80 °C για δυο ώρες. Αρχικά, η μεμβράνη 

τοποθετείται σε 2 x SSC και μεταφέρεται σε κύλινδρο υβριδοποίησης. Ακολουθεί 

προϋβριδοποίηση των μεμβρανών παρουσία 50-100 μg/ml DNA ή RNA φορέα (carrier). 

Προθερμασμένο στους 68 C διάλυμα υβριδοποίησης αναμίχθηκε με κατάλληλη ποσότητα 

(προθερμασμένου για 5 λεπτά στους 100C) carrier και προστέθηκε στον κύλινδρο. Η 

προϋβριδοποίηση διάρκεσε 2 h στους 65 C. Η σύσταση του διαλύματος υβριδοποίησης 

αναφέρεται αλλού στο κείμενο. 

Ακολούθως, ο ραδιοσημασμένος ανιχνευτής αποδιατάχθηκε για 5 λεπτά στους 100 

C, τοποθετήθηκε αμέσως σε πάγο και, έπειτα από μια στιγμιαία φυγοκέντρηση, 

αναμείχθηκε με φρέσκο διάλυμα υβριδοποίησης προθερμασμένο στους 68 C. Το διάλυμα 

αυτό αντικατέστησε το προηγούμενο και η υβριδοποίηση διάρκεσε 2 h- overnight στους 65 

C. Η διαδικασία των πλυσιμάτων που ακολουθήθηκε περιγράφεται αλλού στο κείμενο. H 

μεμβράνη εκτέθηκε στους –80 C. Για τα πρωτόκολλα αποϋβριδοποίησης που 

χρησιμοποιήθηκαν ο αναγνώστης παραπέμπεται αλλού (Brown et al., 2004) 

 

2.38 In vitro μεταγραφή (Tabor & Boyle, 2001). Ποσότητα DNA (0,5-1 μg) 

αναμειγνύεται με τελική συγκέντρωση 40 mM Tris–HCl pH=8, 10 mM MaCl2, 5 mM DTT, 0,5 

mM από κάθε ριβονουκλεοτίδιο, 4 mM σπερμιδίνη (στην περίπτωση μεταγραφής από την 

T7 RNA πολυμεράση) ή 40 mM Tris–HCl pH=7,9, 6 mM MaCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM από 

κάθε ριβονουκλεοτίδιο, 2 mM σπερμιδίνη (στην περίπτωση μεταγραφής από την T3 RNA 

πολυμεράση) ή 40 mM Tris–HCl pH=7,9, 6 mM MaCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM από κάθε 

ριβονουκλεοτίδιο (στην περίπτωση μεταγραφής από την SP6 RNA πολυμεράση) παρουσία 

ενός αναστολέα RNases (Rnasin, 100 units) και της απαραίτητης πολυμεράσης (50 units). 

Στην περίπτωση ραδιενεργής σήμανσης για την αποφυγή ανταγωνισμού από το 

υπόστρωμα, η τελική συγκέντρωση μη σημασμένου UTP είναι 10 μΜ ενώ η ποσότητα του 

file:///C:/Users/KOSTAS_2/Documents/Google%20Drive%20II/PhD_αρχικό%20κείμενο/PhD%20τελικό%20κείμενο/PhD%20Thesis%20v1_12α%20για%20επταμελή-11%20Mar%202014%20-ΝΠ%20-%20εισαγωγη-ευχαριστιες-υλικα-μεθοδοι.docx%23_ENREF_31
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ραδιενεργού είναι 2,5 μCi α-32P-UTP. Το μείγμα επωάζεται για 1,5 -2 h στους 37 ºC και 

προστίθεται ποσότητα DΝases (RNase free) για την απομάκρυνση του υποστρώματος 

(επώαση για 5 min/ RT). Τα ένζυμα απομακρύνονται με extraction με φαινόλη και το 

υπερκείμενο αραιωμένο σε 500 λ TE διέρχεται από κολώνα Bio-gel (Bio-rad, 

παρασκευασμένη σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή) και συλλέγονται κλάσματα. 

Τα κλάσματα εκατέρωθεν του πρώτου peak αντιπροσωπεύουν το ραδιοσημασμένο προϊόν 

ενώ του δεύτερου τα μη ενσωματωμένα νουκλεοτίδια. Ποσότητα ραδιοσημασμένου 

προϊόντος κατάλληλης ειδικής ενεργότητας αναμειγνύεται με ίσο όγκο 2 x φορμαμίδης και 

αφού αποδιαταχθεί με βρασμό στους 100 ºC για 3 λεπτά και παρουσία πάγου αποφευχθεί 

η επαναδιάταξη, προστίθεται σε κατάλληλο όγκο διαλύματος υβριδοποίησης. Στην 

περίπτωση μη ραδιοσημασμένου προϊόντος η κατεργασία με DΝase και η κλασμάτωση 

παραλείπεται. 

 2.39 Σήμανση DNA (Kucera & Nichols, 2008) με την μέθοδο του random priming. 

Ποσότητα δείγματος DNA προς σήμανση που περιέχει ποσότητα DNA ίση με 10-100 

ng σε όγκο 7,5 λ αναμειγνύεται με ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης LS- 11,5 λ- [Το LS είναι 

μίγμα που περιέχει τα τυχαία εξαμερή και τα μη σημασμένα νουκλεοτίδια. Τα τυχαία 

εξαμερή είναι εξαμερή τυχαίας αλληλουχίας κάποια από τα οποία περιμένουμε ότι θα 

έχουν αλληλουχία συμπληρωματική με το DNA που έχουμε και θα δράσουν ως εκκινητές 

για το ένζυμο της Klenow πολυμεράσης30Σύσταση του LS :25 μέρη HEPES1 M pH=6,5 (το 

ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης): 25 μέρη DTM (περιέχει τα μη σημασμένα 

νουκλεοτίδια: 0,1 mM dGTP, 0,1 mM TTP in 250mM Tris-HCl pH=8, 25 mM MgCl2, 50 mm b-

mercaptoethanol]: 7 μέρη ΟL (περιέχει τα τυχαία εξαμερή:1mM Tris-HCl pH=7,5, 1mM 

EDTA, 90 units/ml random primers),2 λ γ- p32- dCTP και γ- p32- dATP, 5 units Klenow, 1 μg/ml 

BSA σε συνολικό όγκο αντίδρασης: 25 μl 

Διαδικασία Αρχικά το διάλυμα που περιέχει το DNA υφίσταται αποδιάταξη με 

βρασμό στους 95 C. Στην συνέχεια τοποθετείται στον πάγο -για αποφυγή επαναδιάταξης 

του μορίου-, υφίσταται μια στιγμιαία φυγοκέντρηση και στην συνέχεια προστίθενται τα 

υπόλοιπα διαλύματα. Η αντίδραση της σήμανσης διαρκεί 3 h στους 37 C 

  Απομάκρυνση μη ενσωματωμένων νουκλεοτιδίων μέσω διέλευσης από στήλη 

χρωματογραφίας και μέτρηση ειδικής ενεργότητας. Αφού ολοκληρωθεί η αντίδραση της 

σήμανσης στους 37 C το μίγμα της αντίδρασης ρυθμίζεται σε τελικό όγκο 100 λ και 

διέρχεται από στήλη χρωματογραφίας διήθησης Sephadex G-50 για την απομάκρυνση των 

                                                 
30 Η Klenow πολυμεράση είναι ένα θραύσμα της DNA πολυμεράσης Ι της E.coli το οποίο δεν 
έχει 5’=>3’ εξωνουκλεολυτική δράση. 
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μη ενσωματωμένων ραδιοσημασμένων νουκλεοτιδίων. Ακολουθεί μέτρηση της ειδικής 

ενεργότητας του ανιχνευτή έπειτα από κατακρήμνιση με TCA 10 %.1 λ του δείγματος 

τοποθετείται σε χαρτί Whatman με 10 mg DNA-φορέα (carrier) ώστε να κατακρημνιστούν 

τα μόρια DNA άνω των 50 νουκλεοτιδίων. To χαρτί ξεπλένεται με TCA 10% για 5 min για την 

απομάκρυνση των ελεύθερων ραδιενεργών νουκλεοτιδίων ακολουθούμενο από ξέπλυμα 

με παγωμένη ακετόνη για 5 min και αφήνεται να στεγνώσει σε θερμοκρασία δωματίου. Η 

μέτρηση των κρούσεων πραγματοποιείται σε σπινθηρομετρητή απουσία υγρού 

σπινθηρομέτρησης. Σε αυτές της συνθήκες η καταγραφόμενη ένδειξη εκτιμάται ότι είναι 

2.5 φορές χαμηλότερη της πραγματικής.  

Αλγόριθμος υπολογισμού Ειδικής ενεργότητας (Specific Activity). 

Ορισμός Ειδικής ενεργότητας: Ονομάζουμε ειδική ενεργότητα την αριθμητική τιμή των 

κρούσεων ανά λεπτό ποσότητας ανιχνευτή ίσης με 1 γ( 1 μg). 

Ειδική ενεργότητα= αριθμός κρούσεων ανά λεπτό x (συνολικός όγκος αντίδρασης μετά από 

διέλευση από κολώνα / όγκος που χρησιμοποιήθηκε κατά την μέτρηση x (1 γ/ ποσότητα 

DNA που χρησιμοποιήθηκε κατά την σήμανση) x 2.5 

 

2.40 Σήμανση με την μέθοδο του ΗΟΤ-PCR (Dieffenbach & Dveksler, 2003).  

Διαδικασία. Μια παραλλαγή της παραπάνω μεθόδου είναι η σήμανση σχετικά 

μικρών μορίων DNA (100-300 nt) παρουσία ραδιενεργού νουκλεοτιδίου. Η διαδικασία είναι 

μια τυπική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με τις ακόλουθες τροποποιήσεις: Η τελική 

συγκέντρωση των νουκλεοτιδίων -εκτός του ραδιενεργού- στο μίγμα της αντίδρασης είναι η 

μισή της αντίστοιχης σε κανονική αντίδραση πολυμεράσης, το μίγμα των νουκλεοτιδίων δεν 

περιέχει το αντίστοιχο νουκλεοτίδιο του ραδιοσημασμένου ώστε να ελαχιστοποιηθούν 

φαινόμενα ανταγωνισμού μεταξύ ραδιενεργού νουκλεοτιδίου και μη ραδιενεργού, ενώ 

προστίθεται 1 λ ραδιενεργού νουκλεοτιδίου στο τελικό μίγμα της αντίδρασης. Η 

απομάκρυνση των αδέσμευτων νουκλεοτιδίων από τον ραδιοσημασμένο ανιχνευτή 

πραγματοποιείται με διέλευση του μίγματος της αντίδρασης (ρυθμισμένου σε τελικό όγκο 

100 λ) από στήλη χρωματογραφίας διέλευσης G-50. Ακολουθεί μέτρηση ειδικής 

ενεργότητας έπειτα από κατακρήμνιση με TCA. 

Εκτίμηση επιτυχίας αντίδρασης. Σε αντίθεση με την μέθοδο των τυχαίων εξαμερών 

η οποία δίνει προϊόντα τυχαίων μεγεθών που προκύπτουν από τον υβριδισμό τυχαίων 

εξαμερών με την αλληλουχία στόχο- η αντίδραση με ραδιενεργό PCR αποδίδει ένα προϊόν 

τα άκρα του οποίου ορίζονται από τους χρησιμοποιούμενους εκκινητές. Για τον έλεγχο της 
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επιτυχίας της αντίδρασης ποσότητα ραδιοσημασμένου DNA έπειτα από την απομάκρυνση 

των μη ραδιοσημασμένων νουκλεοτιδίων με την χρήση στήλης χρωματογραφίας διέλευσης 

διαχωρίζεται ηλεκροφορητικά σε πήκτωμα αγαρόζης, κατεργάζεται για μισή ώρα σε TCA 

10% με συνεχή ανακίνηση για προαγωγή της αφυδάτωσης του μορίου και αφυδατώνεται 

παρουσία βάρους για 2 h. Ακολουθεί έκθεση σε φιλμ αυτοραδιογραφίας σε ειδικές οθόνες 

ενίσχυσης σήματος στους -80 °C για 3 h. Από το αποτέλεσμα της αυτοραδιογραφίας 

γίνεται εκτίμηση του μεγέθους του μορίου.  

2.41 Υβριδοποίηση μεμβράνης (Green & Sambrook, 2012).  

Ακολουθεί μονιμοποίηση του DNA στην μεμβράνη με έκθεση σε υπεριώδη φωτισμό 

για 20 sec σε απόσταση 15 εκατοστών και επώαση στους 80 °C για 1.5 ώρα. 

 Η μεμβράνη εμποτίζεται σε 2x SSC και μεταφέρεται στην εσωτερική επιφάνεια του 

κυλίνδρου κατά τέτοιο τρόπο ώστε η πλευρά που έχει το DNA να μην ακουμπάει στα 

τοιχώματα του κυλίνδρου. Ο κύλινδρος τοποθετείται στους 65 °C παρουσία 12 ml 2x SSC 

στην περιστρεφόμενη βάση. Ποσότητα DNA–φορέα (carrier DNA, τελική συγκέντρωση στο 

διάλυμα προϋβριδοποίησης: 50-100 μg/ml) αποδιατάσσεται με βρασμό στους 95 °C, 

μεταφέρεται σε πάγο, υφίσταται στιγμιαία φυγοκέντρηση και προστίθεται σε 

προθερμασμένο στους 65 °C διάλυμα προϋβριδοποίησης (Church hybridization buffer: 500 

mM Na/phosphate buffer pH=7,2, 7% SDS, 1% BSA, 1mM EDTA ή Denharts hybridization 

buffer: 5x SSC, 0,02% PVP, 0,02 % ficoll, 0,02 %BSA, 1% SDS, 50 % formamide) το οποίο 

αντικαθιστά το 2x SSC. Συνθήκες προϋβριδοποίησης: 65 °C για 6 h. Στην περίπτωση που 

χρησιμοποιείται RNA ανιχνευτής προστίθεται 250 μg/ml tRNA. 

 H παρουσία DNA-φορέα (carrier, ολικό DNA σπέρματος σολομού ή ρέγκας 

θραυσματοποιημένο με υπερήχους) στο διάλυμα προϋβριδοποίησης συμβάλλει στην 

ελάττωση των μη ειδικών αλληλεπιδράσεων ανιχνευτή και DNA μεμβράνης. 

Ραδιοσημασμένο DNA (με την μέθοδο του ραδιενεργού PCR ή των τυχαίων εξαμερών) 

αποδιατάσσεται με βρασμό στους 95 °C, μεταφέρεται σε πάγο, και έπειτα από στιγμιαία 

φυγοκέντρηση, προστίθεται σε προθερμασμένο διάλυμα υβριδοποίησης- στους 65 °C- το 

οποίο ανανεώνει το προηγούμενο. Η υβριδοποίηση διαρκεί 16 h στους 65 °C. 

2.42 Έκπλυση μεμβράνης (Sambrook et al., 1989). 

Συνθήκες έκπλυσης για Southern : 

1. 2x με 2x SSC για 15 λεπτά κάθε φορά στους 65 ºC 

2. 2x με 2x SSC/0.1% SDS -προθερμασμένου στους 65 °C- για 15 λεπτά στους 65° C 

3. 2x με 1x SSC/0.5% SDS -προθερμασμένου στους 65 °C- για 15 λεπτά στους 65° C 

4. 2x 0.5x SSC/1 % SDS -προθερμασμένου στους 65 °C- για 15 λεπτά στους 65° C 
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Συνθήκες έκπλυσης για Northern : 

1. 2x με 2x SSC για 15 λεπτά κάθε φορά στους 65 ºC 

2. 2x με 2x SSC/0.5% SDS -προθερμασμένου στους 65 °C- για 15 λεπτά στους 65° C 

3. 2x με 0,1x SSC/0.1% SDS -προθερμασμένου στους 65 °C- για 15 λεπτά στους 65° C 

Tα δυο τελευταία βήματα (ή το τελευταίο στην περίπτωση του Northern) είναι 

προαιρετικά και παραλείπονται στην περίπτωση της ύπαρξης εντοπισμένων σημάτων και 

απουσίας θορύβου υποβάθρου από μη ειδική πρόσδεση του ανιχνευτή. Η έκθεση 

πραγματοποιείται στους -80 °C σε ειδικά διαμορφωμένες οθόνες ενίσχυσης σήματος και 

διαρκεί από ώρες έως μερικές ημέρες .  

2.43 Αποϋβριδοποίηση μεμβράνης (Sambrook et al., 1989). Για την απομάκρυνση 

του ειδικού σήματος μετά το πέρας της αυτοραδιογραφίας ακολουθείται έκπλυση με 0.4 Ν 

NaOH για 20 min ακολουθούμενη με έκπλυση με 2x SSC (15 min). Η αποϋβριδοποιημένη 

μεμβράνη φυλάσσεται στους 4 °C. Εναλλακτικά η μεμβράνη εμποτίζεται σε 1mM EDTA, 10 

mM Tris-HCl pH=7,4, 0,1 % SDS και αποϋβριδοποιείται με βρασμό για 15 λεπτά. 

 

2.44 Ανίχνευση siRNAs μετά από ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωμα 
πολυ-ακρυλαμίδης (Hamilton & Baulcombe, 1999). 

 
20-40 μg ολικού RNA αναλύονται σε 20% αποδιατακτικό πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης [29:1 ακρυλαμίδη: bis, 30% ακρυλαμίδη, 7 Μ ουρία, 0.5 xTBE (0.5 mM 

Τris, 41.5 mM βορικό οξύ, 0.5 mM EDTA)] σε κάθετη ηλεκτροφόρηση. Η ουρία έχει την 

ιδιότητα να αποδιατάσσει τις δίκλωνες δομές των μορίων του RNA. Η ακρυλαμίδη, είναι σε 

κατάλληλη συγκέντρωση για την ανίχνευση μικρών μορίων RNA μήκους 21-25 

νουκλεοτιδίων. Το πήκτωμα παρασκευάζεται από μείγμα μόνο και δις-ακρυλαμίδης σε 

αναλογία38:2 αντίστοιχα. Η δις-ακρυλαμίδη βοηθά τον πολυμερισμό των μορίων της μόνο-

ακρυλαμίδης που αποτελούν το πλέγμα του πηκτώματος. Οι πολυμεριστές APS (Ammonium 

persulfate) και TEMED (N’N’N’N’-tetramethylethylen-diamin) δημιουργούν ενεργές ρίζες 

(radicals) που ξεκινούν την διαδικασία πολυμερισμού.  

Ο πολυμερισμός της ακρυλαμίδης επιτυγχάνεται σε ειδικές συσκευές (Biorad) που 

συναρμολογούνται σύμφωνα με τις υποδείξεις του κατασκευαστή. 

Πριν την χρήση το πήκτωμα προθερμαίνεται με σύνδεση στην ηλεκτροφορητική 

συσκευή, χωρίς δείγματα, σε διάλυμα TBE (0.5x) στα 45-50 mA μέχρι η θερμοκρασία να 

φτάσει στους 50οC. Η θέρμανση αποτρέπει την δημιουργία δευτεροταγών δομών στα 

μόρια RNA και την επαναδιάταξη δίκλωνων siRNAs. Η ομοιόμορφη κατανομή της 

θερμοκρασίας επιτυγχάνεται με την τοποθέτηση μεταλλικής πλάκας στη συσκευή. Τα 
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δείγματα «φορτώνονται» προθερμασμένα σε ρυθμιστικό 95% φορμαμίδη, 1mM EDTA 

(ethylene-diamine tetra-acetate) pH=8.0, 0.1% κυανού της βρωμοφαινόλης και 0.1% κυανού 

του ξυλενίου. Οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης είναι 35-45 mA σε σταθερή ένταση ρεύματος, 

600-800V τάση και θερμοκρασία μεταξύ 50-55 οC σε 0.5 mM TBE. 

Ακολουθεί μεταφορά σε νάιλον μεμβράνη (Whatman, Nytran®N, UK μέγεθος 

πόρων μεμβράνης 0.2 μm) μέσω συσκευής semidry (Thermo Scientific Owl HEP-1 Semi Dry 

Electroblotting System, Dubuque, USA) με τη βοήθεια διαλύματος 0.5 xTBE. Αρχικά το 

πήκτωμα ξεπλένεται με 0,5 xTBE για 10 min ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα 

ουρίας. Στην συνέχεια τοποθετούμε 6 φύλλα χαρτιού Whatman, εμβαπτισμένα σε 0,5x ΤΒΕ, 

στην κάτω πλάκα της συσκευής ημι-ξηρής μεταφοράς(semi-drier). Μεταφέρουμε τη 

μεμβράνη  εμβαπτισμένη σε 0,5 x ΤΒΕ. Στην συνέχεια τοποθετούμε το πήκτωμα και πάνω 

σε αυτό τα 6 φύλλα χαρτιού Whatman εμβαπτισμένα σε 0,5x ΤΒΕ.  

Για κάθε τετραγωνικό εκατοστό του πηκτώματος εφαρμόζονται 3 mA για 25 λεπτά 

(όχι περισσότερο γιατί τα μικρά RNAs διαπερνούν την μεμβράνη και χάνονται)στους 4 οC. Η 

μονιμοποίηση του RNA στη μεμβράνη γίνεται με εφαρμογή υπεριώδους ακτινοβολίας 

(1200 μJ cm-2).  

 

2.45 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες (Burnette, 1981; 

Gallagher, 2008; Gallagher, 2006; Reid & Bieleski, 1968). Ποσότητα 28 polyacrilamide:2 bis- 

polyacrilamide αραιώνεται σε H2O κατά τέτοιο τρόπο ώστε η τελική συγκέντρωση της 

πολυακριλαμίδης να είναι η επιθυμητή και αφού αναμιχθεί με Tris-HCl pH=8,8 σε τελική 

συγκέντρωση 0,375 Μ, 0,1 % SDS (τελική συγκέντρωση), 0,1% APS (τελική συγκέντρωση) και 

20 λ ΤEMED προστίθεται σε όγκο ίσο με τα 2/3 του συνολικού όγκου της συσκευής η οποία 

συναρμολογείται σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Bio-rad). Στην πάνω 

επιφάνεια προστίθεται αλκοόλη για τον καλύτερο διαχωρισμό των δυο φάσεων. Αφού 

πολυμεριστεί η πηκτή (separating gel, η οποία αντιστοιχεί στο τμήμα της πηκτής που 

επιτρέπει τον διαχωρισμό πρωτεϊνών) και απομακρυνθεί η αλκοόλη προστίθεται το τμήμα 

της πηκτής χωρίς διαχωριστικές ιδιότητες αλλά με την ιδιότητα του πακεταρίσματος των 

πρωτεϊνών σε ενιαίο μέτωπο (stacking gel) με σύσταση (τελικές συγκεντρώσεις): 5% 

πολυακρυλαμίδη, 0,125 Μ Tris-HCl pH=6,8, 0,1 % SDS, 0,1% APS και 20 λ ΤEMED και 

αφήνεται να πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου. 

Τα δείγματα παρουσία 0,0625 Μ τελικής συγκέντρωσης Tris-HCl pH=6,8, 10 % 

glycerol, 5% b-mercaptoethanol, SDS) υφίστανται αποδιάταξη με βρασμό στους 95 ºC για 2-

3 λεπτά ενώ η αποφυγή της επαναδιάταξης επιτυγχάνεται με διατήρηση στον πάγο μέχρι 

την στιγμή που θα φορτωθούν στην πηκτή για να ηλεκτροφορηθούν παρουσία διαλύματος 
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ηλεκτροφόρησης 0,025 Μ Tris-HCl, 0,192 M glycine pH=8,3, SDS. Η πηκτή υφίσταται 

επώαση για 20 λεπτά με διάλυμα 0,1 % coomassie blue με ανακίνηση, ακολουθούμενη από 

αποχρωματισμό με διάλυμα 50 % μεθανόλη, 10 % οξικό οξύ. 
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Αποτελεσματα 
 
 
 

3.1 Ρόλος της RNA σίγησης στην αντίδραση υπερευαισθησίας (ΗR). 

 
3.1.1 RNA σίγηση και αντίδραση υπερευαισθησίας από P. savastanoi. Στην 

παρούσα ενότητα παρουσιάζονται πειράματα εγχύσεων/συνεγχύσεων αιωρηματων 

στελεχων των βακτηρίων P. syringae pv. phaseolicola (P. s. phaseolicola, Psp), P. savastanoi 

pv. savastanoi (P. s. savastanoi, Psv) σε φυτά καπνού (Νicotiana tabacum και Nicotiana 

benthamiana) φυσικού τύπου και διαγονιδιακές σειρες που έχουν κατεσταλμένο το 

μηχανισμό της RNA σίγησης. Τα εν λόγω βακτήρια δεν ειναι παθογόνα στον καπνό 

(«ασύμβατο» παθοσύστημα, «ετερόλογος» ξενιστής). Η επιλογή ων βακτηρίων βασιστηκε 

σε προηγούμενες δημοσιεύσεις (π.χ Robinette et al., 1990) που είχαν δείξει ότι η P. s. 

savastanoi έχει την δυνατότητα να αναστείλει ή να επιβραδύνει την εκδήλωση HR που 

παρατηρείται μετά από εγχύσεις P. s. phaseolicola και σε καπνό (N. tabacum cultivar Coker 

319), και άλλους ετερόλογους ξενιστές. Μεταλλάγματα των P. s. savastanoi και A. 

tumefaciens σε γονίδια βιοσύνθεσης φυτοορμονών (ινδολοξεικού οξέος και κυτοκινίνης) 

της δεν είχαν την παραπάνω ικανότητα. Η αναστολή της ΗR στις παραπάνω περιπτωσεις 

είχε αρχικά αποδοθεί στην παραγωγή αυξίνης, και ισως και κυτοκινίνης, από την P. s 

savastanoi και το αγροβακτήριο. Αλλες, πιο πρόσφατες εργασίες έχουν τεκμηριώσει την 

άμεση και έμμεση εμπλοκή αυξινών στη ρύθμιση της απόκρησης ανθεκτικότητας φυτών σε 

παθογόνα μέσω του μηχανσμού της γονιδιακής σίγησης (Navarro et al.,2006, Park et 

al.,2007, Ding etal.,2008, Kazan and Manners, 2009, Boller and Felix,2009; Pel and 

Pieterse,2012). Επίσης ειναι τωρα γνωστο οτι η εκδηλωση ΗR είναι αποτέλεσμα μοριακής 

αναγνώρισης παθογόνου-ξενιστη που διαμεσολαβέιται από πρωτείνες τελεστέςΤυπου ΙΙΙ 

που εγχυουν τα φυτοπαθογόνα βακτηρια στα κυτταρα του ξενιστη, οτι καθε 

βακτήριο/στέλεχος διαθετει διαφορετικό «ρεπερτουάρ» πρωτεϊνών-τελεστών, και οτι η 

πλειονότητα αυτων ειναι ικανοι να καταστείλουν την HR που πυροδοτείται απο αλλους 

(π.χ. Jamir et al. 2004, Guo et al. 2009). Με βαση τα παραπάνω διερευνήθηκε η πιθανη 

εμπλοκή της γονιδιακής σίγησης στην εκδήλωση της HR που πυροδοτέιται 

χρησιμοποιώντας επιλεγμενα βακτήρια και ποικιλίες/σειρές Νicotiana tabacum και N. 

benthamiana με λειτουργικούς και κατεσταλμένους μηχανισμούς σίγησης. 
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 Psp1448Α PspNPS3121 Psv2480 Psp1448A/Psv2480 PspNPS3121/PSV2480 

Ν. t. Petitee  

Havana 

A B C D E 

Ν. t. Petite  

Havana 

425 / 

HC-Pro 

F G H I J 

 
 Psp1448Α PspNPS3121 Psv2480 Psp1448A/Psv2480 PspNPS3121/PSV2480 

Ν. t. Petite  Havana - - - - - 

Ν. t. Petite  Havana 

425 /HC-Pro 

+ - + - - 

 
 

Εικόνα 28. Εγχύσεις και συνεγχύσεις στελεχών P. syringae pv. phaseolicola 1448A (RifR) 
και NPS3121 (RifR) σε φυτά Ν. tabacum cv. Petite  Havana φυσικού τύπου(A-E) και 
μετασχηματισμένα με τον ιϊκό καταστολέα σίγησης HC-Pro (F-J, βλ. κείμενο για 
λεπτομέρειες).  

A. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola 1448A (RifR) σε φυτά Ν. tabacum cv. Petite  
Havana φυσικού τύπου. 

B. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola NPS3121 (RifR) σε φυτά Ν. tabacum cv. Petite  
Havana φυσικού τύπου. 

C. Έγχυση  P. s. savastanoi 2480  σε φυτά Ν. tabacum cv. Petite  Havana φυσικού 
τύπου. 

D. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola 1448A με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. tabacum cv. 
Petite  Havana φυσικού τύπου. 

E. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola NPS3121 με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. tabacum 
cv. Petite  Havana φυσικού τύπου. 

F. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola 1448A (RifR) σε φυτά Ν. tabacum 
μετασχηματισμένα με τον ιϊκό καταστολέα σίγησης HC-Pro (Mallory et al., 2001). 

G. .Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola NPS3121 (RifR) σε φυτά Ν. tabacum 
μετασχηματισμένα με τον ιϊκό καταστολέα σίγησης HC-Pro. 

H. Έγχυση  P. s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. tabacum μετασχηματισμένα με τον ιϊκό 
καταστολέα σίγησης HC-Pro. 

I. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola 1448A με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. tabacum 
μετασχηματισμένα με τον ιϊκό καταστολέα σίγησης HC-Pro. 

J. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola NPS3121 με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. tabacum 
μετασχηματισμένα με τον ιϊκό καταστολέα σίγησης HC-Pro. 

 
Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν οι ποικιλίες καπνού N. tabacum cv. Basma 

(N34/4), N. tabacum cv. Xanthi και N. tabacum cv. ΒΥ4 για εγχύσεις και συνεγχύσεις των 

βακτηρίων με χαμηλές συγκεντρώσεις του μολύσματος (107 cfu/ml. Σε καμία περίπτωση οι 
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εγχύσεις/συνεγχύσεις των P. s. phaseolicola 1448α, ΝPS3121, P. s. savastanoi 2480 ή οι 

συνδυασμοί των πρώτων δύο στελεχών μα το τρίτο δεν έδωσαν μακροσκοπικά ορατή HR σε 

ποικιλίες Ν. tabacum (Eικόνα 1-I, και data not shown) στις χαμηλές συγκεντρώσεις 

μολύσματος που χρησιμοποιήθηκαν. Σε σύγκριση με τα παραπάνω, στη διαγονιδιακή σειρά 

N. tabacum cv. Petit  Havana 425 που υπερεκφράζει HC-Pro (Mallory et al., 2001) τα 

αποτελέσματα διαφοροποιούνται ως εξής: τα στελέχη P. s. phaseolicola 1448A και P. s. 

savastanoi 2480 ήταν θετικά ως προς την πρόκληση μακροσκοπικά ορατής νέκρωση τύπου 

ΗR ενώ το στέλεχος P. s. phaseolicola NPS3121, όπως και οι συνεγχύσεις των στελεχών P. s. 

phaseolicola 1448A και NPS3121 με P. s. savastanoi 2480 (Εικόνα 1-ΙΙ). Από αυτά και άλλα 

παρόμοια πειράματα συμπεραίνεται ότι: α) η έκφραση του ιϊκού καταστολέα σίγησης HC-

Pro καθιστά τα φυτά ευαίσθητα στην ΗR που πυροδοτούν τα στελέχη Psp1448A και 

Psv2480 και β) η συνέγχυση των στελεχών Psp1448A και Psv 2480 σε διαγονιδικά φυτά HC-

Pro+ ακυρώνει τη ικανότητα έκαστου να πυροδοτεί την ΗR σε αυτο τον ξενιστή. Με άλλα 

λόγια, όταν η αντίδραση υπερευαισθησίας είναι ασθενής (μη μακροσκοπικά ορατή), μπορεί 

να ενισχυθεί (γίνεται μακροσκοπικά ορατή) παρουσία ιϊκών καταστολέων σίγησης. Η 

ενίσχυση/επιτάχυνση αυτή είναι αντιστρεπτή με κατάλληλους συνδυασμούς στελεχών που 

κατα πασα πιθανότητα διαθέτουν διαφορετικες πρωτεϊνες –τελεστες, καποιες απο τις 

οποίες καταστελουν την HR αλλες πυροδοτουν στο συγεκριμένο φυτό.  

 Στις ποικιλίες/σειρές καπνού που χρησιμοποιήθηκαν στα παραπάνω πειράματα, η 

εκδήλωση ΗR είναι σχετικά ασθενής με την έννοια ότι δεν παρατηρείται όταν οι 

συγκεντρώσεις του βακτηριακού μολύσματος είναι σχετικά χαμηλές (107 cfu./ml). Σε 

αντίθεση με οτι παρατηρείται σε αγρίου (φυσικού) τύπου φυτά του N. tabacum, 

συγκεντρώσεις μολύσματος 107 cfu/ml Psp 1448A (RifR) και PspNPS3121 (RifR) επάγουν 

μακροσκοπικά ορατή HR σε άγριου τύπου φυτά N. benthamiana. Το ίδιο συμβαίνει και με 

τα στελέχη του παθότυπου P. s. tomato DC3000 (PstDC3000 ή DC3001) και P. s. savastanoi 

4530 ή P. s. savastanoi 2480. Μάλιστα, στη Ν. benthamiana (WT) η συν-ένχυση στελεχών P. 

s. phaseolicola και P. s. savastanoi δεν αναστέλλει την HR που το κάθε στέλεχος εγχυόμενο 

ξεχωριστά προκαλεί (Εικόνα 2Ι). Με βαση τις παρατηρήσεις αυτές, εξετάστηκε στη συνέχεια 

η εκδήλωση ή μη ΗR σε φυτά διαγονιδιακή N. benthamiana sde1IR. Στη διαγονιδιακή αυτή 

σειρά έχει κατασταλεί η έκφραση του γονιδίου της RNA πολυμεράσης RDR6, μετά από 

εισαγωγή ενός τμήματος 245 bp της κωδικής περιοχής του γονιδίου (που οριοθετείται από 

τους εκκινητές 5’TGACGTGGCTTTTGATG3’ και 5’TCTTGAATAAAGCATTGGCC3’) σε μορφή 

αντεστραμμένης επανάληψης (Schwach et al., 2005). Η RDR6 παράγει δίκλωνα RNA μόρια 

από μονόκλωνο RNA υπόστρωμα. Τα δίκλωνα RNA χρησιμοποιούνται με την σειρά τους σαν 

υποστρώματα από Dicer-like πρωτεΐνες για την παραγωγή siRNAs. Άρα, καταστολή της 
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RDR6 σε αυτά τα φυτά έχει σαν αποτέλεσμα μείωση RNA σίγησης. Στα φυτά N. 

benthamiana sde1IR έγιναν ξεχωριστές και συνδυασμένες εγχύσεις με P. s. phaseolicola 

1448A (RifR) ή NPS3121 (RifR) και με P. s. savastanoi 4530 ή 2480. Σε αντίθεση με ότι 

παρατηρείται στα αγρίου τύπου φυτά Ν. benthamiana, στα sde1IR φυτά συνδυασμοί P. s. 

phaseolicola. 1448A (RifR) και NPS3121 με P. s. savastanoi 4530 ή 2480 εμφανίζουν 

διαφοροποίηση της εκδήλωσης της ΗR. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στον 

συνδυασμό P. s. phaseolicola 1448A (ή NPS3121) με P. s. savastanoi 2480 κάθε μια από τις 

μονές μολύνσεις παρουσιάζει HR ενώ η διπλή μόλυνση όχι.  

N. benthamiana Psp 1448Α Psp NPS3121 Psv 2480 Psp1448A/ 

PSV2480 

Psp PS3121/ 

PSV2480 

 

WT 

Α Β C D E 

sde1IR 

F G H I J 

 

N. benthamiana Psp 1448Α Psp NPS3121 Psv 2480 Psp1448A/ 

PSV2480 

Psp PS3121/ 

PSV2480 

 

WT + + + + + 

sde1IR + - + - - 

 

Εικόνα 29. Εγχύσεις/συνεγχύσεις στελεχών P. s. phaseolicola και P. s. savastanoi σε φυτά 
w.t. N. benthamiana και Ν. benthamiana sde1IR. Παρουσιάζονται:  

A. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola 1448A (RifR) σε φυτά wt Ν. benthamiana. 
B. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola NPS3121 (RifR) σε φυτά wt Ν. benthamiana. 
C. Έγχυση  P. s. savastanoi 2480  σε φυτά wt Ν. benthamiana. 
D. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola 1448A με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά wt Ν. 

benthamiana. 
E. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola NPS3121 με P.s. savastanoi 2480 φυτά wt Ν. 

benthamiana. 
F. Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola 1448A (RifR) σε φυτά Ν. benthamiana sde1IR. 
G. .Έγχυση P. syringae pv. phaseolicola NPS3121 (RifR) σε φυτά Ν. benthamiana sde1IR. 
H. Έγχυση  P. s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. benthamiana sde1IR. 
I. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola 1448A με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. 

benthamiana sde1IR. 
J. Συν-έγχυση P. s. phaseolicola NPS3121 με P.s. savastanoi 2480 σε φυτά Ν. 

benthamiana sde1IR. 
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Από τα παραπάνω πειράματα συνάγεται ότι, καταστολή του μηχανισμού της 

σίγησης μπορεί να ενισχύσει την πυροδότηση ΗR. H ενίσχυση αυτή γίνεται αντιληπτή σε 

περιπτώσεις που πυροδότηση ΗR είναι ασθενής. Πιθανώτατα λαμβάνει χώρα και σε 

περιπτωσεις ισχυρής πυροδότησης ΗR αλλά δεν γίνεται αντιληπτή λόγω της ταχύτητας 

εκδήλωσης της τελευταίας. Πρωτεΐνες-τελεστές από Pseudomonas έχουν την δυνατότητα 

να αντιστρέψουν την υποβοήθηση HR απουσία σίγησης και σε ασθενή και σε ισχυρή 

πυροδότηση HR. Οι πρωτεΐνες-τελεστές έχουν εξελιχτεί ώστε να μπορούν σε κάθε 

περίπτωση να εκμεταλλευτούν τον μηχανισμό της σίγησης προς όφελος του παθογόνου. 

3.1.2 Ρόλος της σίγησης σε HR επαγόμενη από χρωματογραφικά καθαρισμένη 

ΗrpZ. Το προηγούμενο πειραματικό σύστημα έχει αυξημένη πολυπλοκότητα καθώς στο όλο 

φαινόμενο φαίνεται να αλληλεπιδρούν περισσότεροι από ένας γενετικοί παράγοντες του 

παθοσυστηματος βακτηρίου-φυτου. Για το λόγο αυτο, χρησιμοποιήθηκε ένα άλλο, 

απλούστερο σύστημα επαγωγής της HR. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε χρωματογραφικά 

καθαρισμένη χαρπίνη (ΗrpZPsph) από το βακτήριο P. s. phaseolicola NPS3121. Η 

συγκεκριμένη πρωτεΐνη, σε καθαρή μορφή έχει την δυνατότητα να επάγει HR (Tampakaki & 

Panopoulos, 2000), όπως και άλλες χαρπίνες φυτοπαθογόνων βακτηρίων (Choi et al., 2013). 

Αντίθετα, η πλειοψηφία των avr παραγόντων πυροδοτούν HR μόνο αν εκφραστούν σε 

κάποια ψευδομονάδα που έχει Τ3SS ή από κάποιο άλλο ετερόλογο σύστημα. Ετσι, η χρήση 

χρωματογραφικά καθαρισμένης ΗrpZ επιτρέπει την μελέτη ενός μόνο παράγοντα που 

επάγει αντίδραση υπερευαισθησίας ανεξάρτητα από την επίδραση άλλων παραγόντων.  

Στα πειράματα μας βρέθηκε ότι η ΗrpZ έχει την δυνατότητα να πυροδοτεί HR σε 

συγκέντρωση 2.5 μΜ σε φυτά καπνού N. tabacum cv. Xanthi και cv. Basma, αλλά όχι σε Ν. 

benthamiana (Εικόνα 30). 

Ν. tabacum cv. 
Xanthi 

Ν. tabacum cv. 
Basma N34/4 

N. benthamiana 

A B C 

 Εικόνα 30. Επίδραση καθαρισμένης ΗrpZPsp3121 σε φυτά N. tabacum και N. benthamiana. 
Παρουσιάζονται ενχύσεις με καθαρισμένη πρωτεΐνη (2,5μΜ) σε: A: Ν. tabacum cv. Xanthi, 
B: Ν. tabacum cv. Basma N34/4, C: N. benthamiana. Σημείωση: στα πειράματα των 
Τampakaki and Panopoulos (2000), HrpZPsph-από το στέλεχος NPS3121 πυροδοτούσε 
τυπική HR φύλλα N. tabacum cv. Xanthi, N. tabacum cv. W38 και N. benthamiana σε 
συγκέντρωση 100 µg/ml (2.8 μΜ). H μη πυροδότηση HR σε Ν. benthamiana στα δικά μας 
πειράματα ίσως να οφείλεται στο ότι στα δικά μας πειράματα χρησιμοποιήθηκε φυτά 
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διαφορετικού αναπτυξιακού σταδίου τα όποια τοποθετηθήκαν σε θαλάμους με υψηλότερη 
θερμοκρασία μετά την ένχυση. 

 

 
 Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιαστηκαν στην προηγούμενη 

Ενότητα καταλήξαμε σε μια υπόθεση εργασίας. Σύμφωνα με αυτήν, υπήρχε το ενδεχόμενο 

η καταστολή σίγησης να αυξάνει την ευαισθησία των φυτών όσον αφορα στην επαγωγή HR 

από χαρπίνη (βλ. και αναλυτική διαπραγμάτευση στη συζήτηση). 

Σε διαγονιδιακά φυτά που υπερεκφράζουν ιϊκούς καταστολείς της σίγησης ή στα 

οποία έχει κατασταλεί (μέσω έκφρασης ανάστροφων επαναλήψεων) η έκφραση γονιδίων 

του μονοπατιού βιογένεσης των siRNAs ο μηχανισμός σίγησης ή κάποια μονοπάτια του 

υπολειτουργούν ή είναι εντελώς αδρανή. Για την διερεύνηση αυτής της υπόθεσης 

χρησιμοποιήθηκαν φυτά N. benthamiana που υπερεκφράζουν p19 ή Ν. benthamiana 

sde1IR που απαλείφουν το μετάγραφο της RDR6 (βλ. προηγούμενη ενότητα). O p19 είναι 

ένας καταστολέας της σίγησης και προσδένεται σε siRNAs (Silhavy et al., 2002). Στη σειρά Ν. 

benthamiana P19 πρωτεΐνη p19 του ιού ΑΜCV (African cassava mosaic virus) εκφράζεται κάτω 

από τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή CaMV-35S (Silhavy et al., 2002). Στα πειράματα αυτά 

παρατηρήθηκε ότι, σε αντίθεση με τα φυτά αγρίου τύπου ή με το αρνητικό control (ένχυση 

διαλύματος 10 mM MgCl2) στα τα φυτά με καταστολή της σίγησης μέσω του p19 ή του 

sde1IR παρατηρείται μακροσκοπικά ορατή HR (Εικόνα 4). 

 Προηγούμενες μελέτες (Gopalan, 2008) είχαν δείξει ότι ένεση διαλύματος αυξίνης 

(50 μΜ) παρεμποδίζει την εκδήλωση φαινοτύπου της HR μετά από ένχυση 

χρωματογραφικά καθαρισμένης χαρπίνης από το βακτήριο Pseudomonas s, syringae 61 

(HrpZPss61) στον καπνό. Επειδή στα προηγούμενα πειράματα μας προέκυψαν ενδείξεις ότι 

πιθανώς υπάρχει αλληλεξάρτηση αυξινών και παρεμπόδισης της HR, ελέγξαμε την 

επίδραση αυξίνης στις διαγονιδιακές σειρές Ν. benthamiana sde1IR και Ν. benthamiana 

p19.  

N. 
benthamiana 
sde1 IR 

N. benthamiana 
p19 

W.t. N. 
benthamiana 

Α Β C 

Εικόνα 31. Επανάληψη του προηγούμενου πειράματος σε φυτά N. benthamiana με 
καταστολή της σίγησης. Παρουσιάζονται ενχύσεις με καθαρισμένη HrpZ (2,5μΜ) σε: A. 
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διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana sde1 IR που απαλείφει το μετάγραφο RDR6, B. 
διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana που υπερεκφράζει p19, C. W.t. N. benthamiana. 

 

 Παρατηρούμε ότι η συν-έγχυση αυξίνης με καθαρή χαρπίνη έχει μικρή επίδραση 

στην αναστροφή της HR σε φυτά με καταστολή σίγησης (sde1IR και p19). Η επίδραση είναι 

μικρή, ποικίλει από φυτό σε φυτό ενώ σε πολλά φυτά δεν είναι εύκολα ορατή. Το 

φαινόμενο αυτό μπορεί να σημαίνει ότι δεν υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ αυξίνης, 

σίγησης και αντίδρασης υπερευαισθησίας ή ότι συμμετέχουν και άλλοι παράγοντες στην 

καταστολή της HR από αυξίνη που δεν είχαν γίνει αντιληπτοί στην αρχική αναφορά 

(Gopalan, 2007). Πράγματι, με επιπλέον πειράματα δείχθηκε ότι στην πλειονότητατων 

περιπτώσεων η καταστολή της HR από αυξίνη (2,4 D) είναι πολύ εντονότερη σε φυτά στα 

οποία είχε επαχθεί συστεμική αντίσταση (SAR) (Εικόνα 5). Αρχικά μολύνθηκαν γηραιότερα 

φύλλα με P. syringae pv. tomato DC3000. Η μόλυνση αναμένεται να προκαλέσει την 

επαγωγή συστεμικής ανθεκτικότητας σε νεότερα φύλλα στα οποία και πραγματοποιήθηκαν 

οι ενχύσεις HrpZ και αυξίνης. Άρα, στην καταστολη HR από χαρπίνη φαίνεται να 

συμμετέχει και το σαλικυλικό.  

 N. tabacum cv. 
Basma N34/4 

N. tabacum cv. 
Basma N34/4 

(SAR) 

N. tabacum cv. 
Xanthi 

N. tabacum cv. 
Xanthi (SAR) 

HrpZ 

A B C D 

HrpZ/2,4D 

E F G H 

 

Εικόνα 32. Έλεγχος της επίδρασης αυξίνης στην αναστολή HR από ΗrpZ σε φυτά Ν. tabacum 
με επαγωγή συστεμικής ανθεκτικότητας ή όχι. Παρουσιάζονται ενχύσεις με καθαρισμένη 
HrpZ (2,5μΜ)) σε: A: N. tabacum cv. Basma N34/4, B: N. tabacum cv. Basma N34/4 στο 
οποίο είχε επαχθεί προηγουμένως SAR, C: N. tabacum cv. Xanthi. D: N. tabacum cv. Xanthi 
στο οποίο είχε επαχθεί προηγουμένως SAR. Επίσης παρουσιάζονται  ενχύσεις με 
καθαρισμένη HrpZ (2,5μΜ) και 2,4 D (50μΜ) σε: Ε: N. tabacum cv. Basma N34/4, F: N. 
tabacum cv. Basma N34/4 στο οποίο είχε επαχθεί προηγουμένως SAR, G: N. tabacum cv. 
Xanthi.H: N. tabacum cv. Xanthi στο οποίο είχε επαχθεί προηγουμένως SAR. 
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 W.t. N. 
benthamiana 

N. 
benthamiana 

sdeIR 

N. benthamiana 
p19 

HrpZ 

A B C 

HrpZ/2,4 D 

D E F 

 
Εικόνα 33. Έλεγχος της επίδρασης αυξίνης στην αναστολή HR από ΗrpZ σε φυτά Ν. 

benthamiana με φαινότυπο καταστολή σίγησης. Παρουσιάζονται ενχύσεις με καθαρισμένη 

HrpZ (2,5μΜ) σε: A. W.t. N. benthamiana, B. Διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana που 

απαλείφει το μετάγραφο RDR6, C. Διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana που υπερεκφράζει 

p19. Επίσης παρουσιάζονται  ενχύσεις με καθαρισμένη HrpZ (2,5μΜ) και 2,4 D (50μΜ) σε: 

D. W.t. N. benthamiana, E. Διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana που απαλείφει το 

μετάγραφο RDR6, F. Διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana που υπερεκφράζει p19. 

 
 
3.1.3 Ρόλος της RNA σίγησης στον επαγόμενο από HopA1 (HopΡsyA) κυτταρικό θάνατο. 

Σαπροφυτικές ψευδομονάδες όπως η Pseudomonas fluorescens 55 δεν διαθέτουν εκκριτικό 

σύστημα τύπου ΙΙΙ αλλά ούτε και πρωτείνες-τελεστες που εκκρίνονται μεσω αυτoύ. 

Επομένως, δεν επάγουν αντίδραση υπερευαισθησίας. Εισαγωγή σε τέτοια στελέχη 

πλασμιδίων που κωδικεύουν το εν λόγω εκκριτικό σύστημα, όπως το pHIR11 η παράγωγα 

του (βλ. παρακάτω), τους δίνει την δυνατότητα να μεταφέρουν σε φυτικά κύτταρα 

πρωτεΐνες-τελεστές τυπου ΙΙΙ προερχόμενες απο φυτοπαθογόνα στελέχη Ψευδομονάδων 

(ετερόλογοι τελεστές). Το πλασμίδιο pHIR11 περιέχει τη γονιδιακή νησίδα hrp/hrc από το 

φυτοπαθογόνο στέλεχος P. syringae pv. syringae 61 (Huang et al., 1988).  

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, το στελέχος P. fluorescens 55 (pHIR11) έχει την 

δυνατότητα να επάγει αντίδραση υπερευαισθησίας σε ποικιλίες Ν. tabacum. Η ικανότητα 

του αυτή συσχετίστηκε με τα γονίδια schA-hrmA που κωδικεύoυν την πρωτεΐνη-τελεστή 

ΗrmΑ (HopPsyA, ΗοpΑ1) και την εξειδικευμένη σαπερόνη SchA που προάγει την έκκριση της 

μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ που κωδικεύει το ένθεμα του pHIR11 (Alfano et al., 1997, 

Collmer et al., 2000). Δυο τύποι μεταλλαγών στο ένθεμα του πλασμιδίου αυτoύ ακυρώνουν 
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την ικανότητα του P. fluorescens 55 (pHIR11) να προκαλεί αντίδραση υπερευαισθησίας: α) 

Μεταλλαγές που απαλείφουν εξολοκλήρου την περιοχή εκατέρωθεν του hopPsyA, (αλλά 

αφήνουν άθικτο το T3SS) όπως στο πλασμίδιο pLN18 (van Dijk et al., 1999) ή β) Ένθεση του 

μεταθετού στοιχείου TnphoA στο κωδικό πλαίσιο HopPsyA, όπως συμβαίνει στο παράγωγο 

πλασμίδιο pCPP2071 (Huang et al., 1991). Και στις δυο περιπτώσεις, η γονιδιακή νησίδα 

hrp/hrc που κωδιεκεύει τις δομικές πρωτεΐνες του T3SS παραμένει άθικτη και λειτουργική 

όσον αφόρα στην έκκριση πρωτεϊνών-τελεστών τύπου ΙΙΙ από στελέχη της P. fluοrescens.  

Αντίθετα από οτι παρατηρείται στις ποικιλίες καπνού, η P. fluorescens 55 (pHIR11) 

δεν επάγει αντίδραση υπεραισθησίας σε φυτά Ν. benthamiana (Collmer et al., 2000). Το 

ίδιο παρατηρήθηκε και στα δικά μας πειράματα (Εικόνα 7). Όμως, σε φυτά που 

υπερεκφράζουν τη πρωτεϊνη p19 το στέλεχος αυτό επάγει μια χαρακτηριστική HR. Η p19 

είναι ιïκός αναστολέας σίγησης (βλ. και παραπάνω) και στα φυτά που τον υπερεκφράζουν, ο 

σιγητικός μηχανισμός είναι υπό καταστολή. Αντίθετα με το στέλεχος P. fluorescens 55 

(pHIR11), το στέλεχος P. fluorescens 55 (pLN18) δεν προκαλεί ΗR σε N. benthamiana που 

εκφράζουν την p19 (και βέβαια ούτε η P. fluοrscens 55 χωρίς κανένα εισαγμένο πλασμίδιο 

προκαλεί ΗR στα φυτά αυτά). Αυτό υποδηλώνει ότι αφ’ ενός ο επαγωγέας της αντίδρασης 

υπεραισθησίας στις παραπάνω περιπτώσεις είναι ο τελεστής HopPsyA και αφ’ ετέρου ότι η 

εκδήλωση ή μη της HR στη Ν. benthamiana υπόκειται καθοριστικά στο μηχανισμό της 

γονιδιακής σίγησης.  

Σε μολύνσεις με P. fluorescens 55 (pCPP2071) επίσης παρατηρήθηκε HR σε φυτά Ν. 

benthamiana που εκφράζουν p19. Το πλασμίδιο pCPP2071 έχει ένθεση μεταθετού στοιχείου 

(ΤnPhoA) στο γονίδιο hopPsyA στο καρβοξυτελικό άκρο του πλαισίου ΗopPSyA και όχι 

πλήρης απαλοιφή του τελευταίου, όπως συμβαίνει στο pLN18, και πιθανώς να παράγεται 

μια καρβοξυτελικά ακρωτηριασμένη πρωτεΐνη HopPsyA. Εάν όντως ισχύει αυτό, τα 

αποτελέσματα με P. fluorescens 55 (pΛΝ18) ενισχύουν ακόμα περισσότερο την υπόθεση ότι 

ο κυτταρικός θάνατος στην περίπτωση αυτή είναι ειδικός από σηματοδότηση HopPsyA.  

Σε αντίθεση με την κατάσταση που επικρατεί στα p19 φυτά (και την περίπτωση της 

ΗrpZ), τα φυτά sde1IR εγχυόμενα με P. fluorescens 55 (pHIR11) παρουσιάζουν χλωρωτικά 

αλλά όχι νεκρωτικά συμπτώματα.  
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 W.t. 

 N. benthamiana 

Sde1IR 

 N. benthamiana 

p19 

N. benthamiana 

P. f. 55 (pHIR11) 

A B C 

P. f. 55 (pLN18) 

D E 
F 

P. f. 55 (p2071) 

G H I 

 

 W.t. 

 N. benthamiana 

Sde1IR 

 N. benthamiana 

p19 

N. benthamiana 

P. f. 55 (pHIR11) - - (chl) + 

P. f. 55 (pLN18) - - - 

P. f. 55 (p2071) - + + 

 
Εικόνα 34. Ρόλος της RNA σίγησης στον επαγόμενο από HopA1 (HopΡsyA) κυτταρικό θάνατο. 

A. Ένχυση P. f. 55 (pHIR11) σε φύλλα w.t. N. benthamiana 
B. Ένχυση P. f. 55 (pHIR11) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana με καταστολή έκφρασης 

RDR6. 
C. Ένχυση P. f. 55 (pHIR11) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana που υπερεκφράζουν p19. 
D. Ένχυση P. f. 55 (pLN18) σε φύλλα w.t. N. benthamiana 
E. Ένχυση P. f. 55 (pLN18) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana με καταστολή έκφρασης 

RDR6. 
F. Ένχυση P. f. 55 (pLN18) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana που υπερεκφράζουν p19. 
G. Ένχυση P. f. 55 (p2071) σε φύλλα w.t. N. benthamiana 
H. Ένχυση P. f. 55 (p2071) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana με καταστολή έκφρασης 

RDR6. 
I. Ένχυση P. f. 55 (p2071) σε φύλλα διαγονιδιακών N. benthamiana που υπερεκφράζουν p19. 

 

  Χρησιμοποιώντας το ίδιο σύστημα P. fluorescens 55 (pHIR11) έχουν χαρακτηριστεί 

μια σειρά από πρωτεΐνες-τελεστές οι οποίες καταστέλλουν την HR που επάγεται από το 

P.fluorescens(pHIR11) και τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (PCD) που επάγεται από 

την πρωτεΐνη BAX στο ζυμομύκητα (Jamir et al., 2004). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον θα είχε ο 

μετασχηματισμός P. fluorescens 55 (pHIR11) με πλασμίδια που κωδικεύουν επιλεγμένες 

πρωτεΐνες-τελεστές που έχουν γνωστούς κυτταρικούς στόχους. Τα πειράματα αυτά θα είχαν 
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στόχο την διερεύνηση αλληλεπίδρασης των αντιστοίχων πρωτεϊνών-τελεστών στην 

καταστολή της HR και στο μηχανισμό της σίγησης στα διαγονιδιακά φυτά N. benthamiana 

sde1IR και p19.  

 

3.2 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών από ψευδομονάδες στην RNA 
σίγηση.  

Σύμφωνα με τα προηγούμενα αποτελέσματα, εκτός από ορμόνες και άλλοι 

βακτηριακοί παράγοντες συμμετέχουν στην αναστολή της HR. Μάλιστα, η όλη διαδικασία 

πιθανότατα εξαρτάται και από τον μηχανισμό/στάδιο καταστολής της σίγησης. Θεωρήσαμε 

ενδιαφέρον να εξετάσουμε θα παρουσίαζε το ενδεχόμενο κάποιες βακτηριακές πρωτεΐνες-

τελεστές να έχουν ανασταλτική επίδραση στην σίγηση κατά αντιστοιχία με τους ιïκούς 

αναστολείς της σίγησης. Για να ελέγξουμε την επίδραση της κάθε πρωτεΐνης-τελεστή 

ξεχωριστά, χρησιμοποιήθηκε το πειραματικό σύστημα παροδικής έκφρασης μέσω 

αγροβακτηρίου (Hamilton et al., 2002). σε φύλλα διαγονιδιακών φυτών Ν.benthamiana 16c 

που υπερεκφράζουν το γονίδιο της GFP (Ruiz et al., 1998). Στο πειραματικό σύστημα αυτό 

συνενχύεται και αγροβακτήριο που εκφράζει την φθορίζουσα πρωτεΐνη GFΡ μαζί με 

αγροβακτήριο που εκφράζει την υπό εξέταση πρωτεΐνη, μετά από τη μεταφορά των 

αντίστοιχων T-DNAs στα φυτικά κύτταρα. Στο σύστημα αυτό, η GFP εκφράζεται παροδικά 

τις πρώτες μέρες (2-3 μέρες). Στην συνέχεια τα επίπεδα της GFP μειώνονται. Η μείωση 

οφείλεται στην ελάττωση των επιπέδων GFP-mRNA λόγω της ενεργοποίησης του 

μηχανισμού της σίγησης ως απόκριση της υπερέκφρασης του GFP μέσω του αγροβακτηρίου 

(Voinnet et al., 2003). Όμοια συμπεριφορά ως προς την παροδική έκφραση της GFP 

παρουσιάζουν και τα φυτά αγρίου τύπου (Johansen & Carrington, 2001). Εάν η υπό εξέταση 

πρωτεΐνη παρεμποδίζει την σίγηση, τότε τα επίπεδα φθορισμού της GFP θα διατηρηθούν 

υψηλότερα σε σχέση με τον μάρτυρα. Αντίστροφα αποτελέσματα (προοδευτική μείωση του 

φθορισμού της GFP σε σχέση με μάρτυρα)αναμένονται στην περίπτωση που η υπό εξέταση 

πρωτεΐνη ενισχύει την σίγηση.  

 Η πλειοψηφία των πρωτεϊνών-τελεστών που εξετάστηκαν έχει κάποια επίδραση στον 

μηχανισμό της σίγησης. Παρακάτω παρατίθενται ενδεικτικά αποτελέσματα με πρωτεΐνες 

που έδειξαν κάποιο φαινότυπο. 

3.2.1 Καταστολή RNA σίγησης από πρωτεΐνες-τελεστές ψευδομονάδας.  

Δυο βακτηριακές πρωτεΐνες (AvrRps4Pspi και HopF2DC3000) εμφάνισαν φαινότυπο αναστολής 

σίγησης. Αντίθετα η πρωτεΐνη HopK1 δεν είχε καμία επίδραση στον μηχανισμό της σίγησης. 
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H HopK1 έχει ομολογία με το αμινοτελικό άκρο της AvrRps4 αλλά διαφορετικό και 

μακρύτερο καρβοξυτελικό άκρο (Petnicki-Ocwieja et al., 2002).  

3.2.1.1 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών της υπεροικογένειας HopF1/HopF2/HopF3 
στην RNA σίγηση. 

 Σχετικά με το HopF2, προηγούμενα πειράματα μας (Sarris et al. 2011) 

είχαν δείξει ότι το HopF2DC3001 (από P. syringae pv. tomato DC3001) παρουσίαζε σαν 

φαινότυπο ενίσχυση της σίγησης στο πειραματικό μας σύστημα. Το στέλεχος P. s. tomato 

DC3001 είναι στενά συγγενικό με το P. s. tomato DC3000 και διαφέρει από το προγονικό 

του (P. s. tomato DC3000) σε διάφορες ελλείψεις και ανασυνδυασμούς (Landgraf et al., 

2006). 

Αντίθετα, το ομόλογο HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola race 7 δεν είχε κανένα 

φαινότυπο ή είχε ασθενή φαινότυπο (Sarris et al., 2011). Το πειραματικό σύστημα που 

χρησιμοποιήσαμε στηρίζεται σε αγροεμποτισμό και παροδική συν-έκφραση τους με GFP. 

Eπιπλέον, ανάλυση κατά Northern απέδειξε ότι η διαφορά αυτή δεν οφείλεται σε 

διαφορετικά επίπεδα συσσώρευσης των μεταγράφων των δυο γονιδίων. Παρόλα αυτά, 

λόγω έλλειψης κατάλληλων αντισωμάτων δεν ήταν δυνατόν να επαληθευτεί εάν τα 

επίπεδα πρωτεϊνών των δυο ομολόγων είναι συγκρίσιμα. Παράλληλα, ήταν γνωστή η 

ύπαρξη ενός τρίτου ομολόγου (HopF3 από P. syringae pv. phaseolicola 1448Α31), οι ιδιότητες 

του οποίου ήταν εντελώς άγνωστες (Chang et al., 2005).  

  3.2.1.1.1. Κλωνοποίηση ομολόγων HopF1/HopF2/HopF3 σε δυαδικό φορέα 

έκφρασης σε φυτά και σε φορείς υπερέκφρασης σε βακτήρια. Στο επόμενο στάδιο της 

εργασίας, αποφασίσθηκε η κλωνοποίηση2 και επιπλέον ομολόγων στον ίδιο δυαδικό φορέα 

έκφρασης. Σε πρώτη φάση κοινοποιήθηκαν η HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola 1449Β, 

η HopF2DC3000 (προερχόμενη από P. syringae pv. tomato DC3000) και η HopF31448Α 

(προερχόμενη από P. syringae pv. phaseolicola 1448Α). H επιλογή του P. syringae pv tomato 

DC3000 αντί του DC3001 έγινε διότι α) καθώς το τελευταίο είναι μολυσματικό στο μοντέλο 

φυτό A. thaliana έχει προταθεί σαν μοντέλο για την μελέτη των ψευδομονάδων, β) Είναι 

πλήρως αλληλουχημένο και γ) τα τελευταία χρόνια, η πληροφορία για τους μοριακούς 

μηχανισμούς της παθογένεσης των ψευδομονάδων έχει προκύψει κυρίως σε αυτό το 

στέλεχος (Quirino and Bent, 2003). Οι κωδικές περιοχές τους συντήχτηκαν με ένα επίτοπο 

                                                 
31 Η P. s. pv. phaseolicola 1448 Α δεν φέρει ομόλογο HopF1 στην νησίδα παθογένειας του 
μεγάλου της πλασμιδίου Chang J, Urbach J, Law T, Arnold L, Hu A, Gombar S, Grant S, 
Ausubel F, Dangl J (2005a) A high-throughput, near-saturating screen for type III effector 
genes from Pseudomonas syringae. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 102: 2549-2554. Έχει όμως στο χρωμόσωμα ένα γονίδιο που 
κωδικεύει μια φυλογενετικά απομακρυσμένη ομόλογη πρωτεΐνη, την ΗopF3. 
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(Flag) στo αμινοτελικό άκρο και ακλούθησε επανάληψη των πειραμάτων. Η ύπαρξη ή η 

απουσία επιτόπου δεν επηρεάζει τα επίπεδα συσσώρευσης μεταγράφων. Παράλληλα η 

ύπαρξη επιτόπου δεν επηρεάζει τον φαινότυπο σίγησης όπως επαληθεύτηκε πειραματικά.  

Τα τρία ομόλογα εμφανίζουν δομικές ομολογίες με δυο κατηγορίες πρωτεϊνών: η 

μια είναι η οικογένεια ADP-ribosyltransferases και η άλλη η 2’-tRNA phosphotransferases 

που σχετίζεται με τον μεταβολισμό tRNA (Kato-Murayama et al., 2005). Το αμινοτελικό άκρο 

της ΗοpF1 παρουσιάζει μεγαλύτερη δομική ομολογία με τις δυο αυτές οικογένειες σε σχέση 

με τα άλλα δυο ομόλογα. Η ομολογία του ΗοF2 στο αμινοτελικό άκρο με ADP-

ribosyltransferase/2’-tRNA phosphotransferase αν και μικρότερη σε σχέση με το ΗοpF1 

είναι ορατή. Επίσης, το καρβοξυτελικό άκρο του ΗοF2 παρουσιάζει μακρινή δομική 

ομολογία με εξωνουκλεάσες τύπου ΙΙΙ32 της οικογένειας της RNase T (Zuo & Deutscher, 

2002). Αντίθετα, το καρβοξυτελικό άκρο της HopF1 στερείται διαφόρων καταλοίπων 

απαραίτητων για την δράση εξωνουκλεάσης ΙΙΙ. Τα κατάλοιπα αυτά είναι συντηρημένα στο 

HopF2. Προηγούμενες μελέτες από το ίδιο εργαστήριο (Γαζή, Ph.D thesis) είχαν επιχειρήσει 

την υπερέκφραση και την κρυστάλλωση του HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola 1449Β). 

Παράλληλα, βιοπληροφορική μελέτη (με in silico προβλέψεις δομής με βάση ομολογία) 

έχουν αποκαλύψει δομικά μοτίβα συντηρημένα αλλά και μοτίβα αποκλίνοντα μεταξύ των 

τριών μελών της υπεροικογένειας. Για την πειραματική επαλήθευση των παραπάνω 

θεωρήθηκε απαραίτητη η κλωνοποίηση των HopF2 από P. syringae pv. tomato DC3000 και 

HopF3 από P. s. pv. phaseolicola 1448Α σε φορέα έκφρασης για υπερέκφραση των 

πρωτεϊνών αυτών σε βακτηριακό σύστημα. Οι κωδικές περιοχές κοινοποιήθηκαν κάτω από 

τον έλεγχο του επαγόμενου από IPTG συνθετικού υποκινητή ptac. Σαν απώτερο στόχο 

είχαμε τον καθαρισμό, την κρυστάλλωση και την λύση της δομής των ομολόγων. Αρχικά 

πειράματα έδειξαν ότι κατά αντιστοιχία με την HopF1, είναι δυνατή η υπερέκφραση των 

ομολόγων σε βακτηριακό σύστημα. 

  

                                                 
32

 Προσοχή! Οι πρωτεΐνες αυτές να μην συγχέονται με τις τύπου RNase III πρωτεΐνες όπως 
π.χ. οι Dicers. 
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 3.2.1.1.2 Καταστολή της RNA σίγησης από την πρωτεΐνη HopF2DC3000 
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Εικόνα 35. Παροδική συν-έκφραση των διαφόρων μελών της οικογένειας εκκρινόμενων 
βακτηριακών πρωτεϊνών HopF και πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) σε φυτά 
Nicotiana benthamiana 16C. Η 16C είναι μια διαγονιδιακή σειρά  Ν. benthamiana που 
υπερεκφράζει GFP. Μείγματα (1: 1) αγροβακτηρίων που φέρουν τις κασέτες έκφρασης ή 
πλασμίδια ελέγχου (άδειο φορέα [EV]) έχουν εγχυθεί σε φύλλα Ν. benthamiana 16C όπως 
περιγράφεται αλλού (Hamilton et al 2002). Τα φύλλα φωτογραφήθηκαν σε 3 ημέρες μετά 
την έγχυση (dpi) κάτω από υπεριώδες και το ορατό φως. Τα επίπεδα φθορισμού της GFP 
στις περιοχές αγροένχυσης στην φυλλική επιφάνεια προσδιορίστηκαν ποσοτικά 
χρησιμοποιώντας το ImageJ. Η Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 προσδιορίστηκε 
όπως περιγράφεται αλλού (Burgess et al., 2010). Τα πειράματα επαναλήφθηκαν σε 
τουλάχιστον 5-10 ξεχωριστές φύλλα με παρόμοια αποτελέσματα. Παρουσιάζονται 
αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16C (3 dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν:  
I. A) w.t HopF11449Β + GFP, B) w.t HopF2DC3000 + GFP, C) w.t HopF31448Α, + GFP, D) empty vector 
control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό UV).  
II. A) w.t HopF11449Β + GFP, B) w.t HopF2DC3000 + GFP, C) w.t HopF31448Α, + GFP, D) empty 
vector control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως).  
III.  Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 για τα δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
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IV. A) empty vector control (E.V) + GFP και B) w.t. HopF2DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε 
φωτισμό UV).  
IV. A) empty vector control (E.V) + GFP και B) w.t. HopF2DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε ορατό 
φως). 
VI.  Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 για τα δείγματα που περιγράφονται στην 
ΙV. 
 

 
Με την χρήση του συστήματος της παροδικής συνέκφρασης με GFP μέσω 

αγροένχυσης επιβεβαιώθηκαν προηγούμενα αποτελέσματα ότι η HopF2 DC3001 (AvrPtoF από 

P. syringae pv. tomato DC3001) δρα ως ενισχυτής της RNA σίγησης σε φυτά N. 

benthamiana. Αντίθετα, η HopF2DC3000 (AvrPtoFDC3000) συμπεριφέρεται σαν καταστολέας της 

RNA σίγησης. Σε αντίθεση με τους ιϊκούς καταστολείς της σίγησης και το AvrRps4 (βλ. και 

παρακάτω), η καταστολή της σίγησης από HopF2DC3000 διαρκεί 2-3 μέρες. Επεκτείνοντας τα 

παραπάνω αποτελέσματα, αποκαλύφθηκε ότι και τα άλλα δυο μέλη της οικογένειας που 

εξετάστηκαν (HopF11449Β, HopF31448Α ) δρουν επίσης ως καταστολείς της σίγησης. Αντίθετα, 

ένα άλλο ομόλογο από HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola race 7 είχε μικρή επίδραση 

στην μεταβολή των επιπέδων GFP στο σύστημα μας. 
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Εικόνα 36. Παροδική συν-έκφραση επιπλέον μελών της οικογένειας εκκρινόμενων 
βακτηριακών πρωτεϊνών HopF και πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) σε φυτά 
Nicotiana benthamiana 16C. Μείγματα (1: 1) αγροβακτηρίων που φέρουν τις κασέτες 
έκφρασης ή πλασμίδια ελέγχου (άδειο φορέα [EV]) έχουν εγχυθεί σε φύλλα Ν. 
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benthamiana 16C όπως περιγράφεται παραπάνω. Τα φύλλα φωτογραφήθηκαν σε 3 ημέρες 
μετά την έγχυση (dpi) κάτω από υπεριώδες και το ορατό φως. Η Corrected Total GFP 
Fluorescence (CTGF)/p2 προσδιορίστηκε όπως περιγράφεται παραπάνω. Τα πειράματα 
επαναλήφθηκαν σε τουλάχιστον 5-10 ξεχωριστές φύλλα με παρόμοια αποτελέσματα. Τα 
βέλη δείχνουν τα σημεία ένχυσης. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις σε φύλλα φυτών N. 
benthamiana 16C (3 dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
 I. empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopF1Pph race7+ GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό 
UV).  
II. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopF1Pph race7+ GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό 
UV). 
III. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopF2DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό 
UV). 
 IV. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopF2DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε ορατό 
φως).  
V.  Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 για τα δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
VI.  Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 για τα δείγματα που περιγράφονται στην 
ΙΙΙ. 

 
 

  Το επόμενο ερώτημα ήταν εάν η ενίσχυση της σίγησης από HopF2DC3001 είναι 

αποτέλεσμα σίγησης ή κάποιου άλλου φαινομένου. Για το σκοπό αυτο χρησιμοποιήθηκαν 

ιϊκοί καταστολείς της σίγησης σε πειράματα συναγροένχυσης με την πρωτεΐνη HopF2DC3001. 

Χρησιμοποιήθηκε το ίδιο σύστημα της παροδικής έκφρασης GFP σε GFP υπερεκφράζοντα 

φυτά. Παρόμοια πειράματα με δυο άλλες πρωτεΐνες (HopX1 και HopAB1) έχουν καταγραφεί 

και αλλού (Sarris, Ph.D. Thesis, University of Crete, 2009.). Τα αποτελέσματα με το 

HopF2DC3001 βρίσκονται σε πλήρη αντιστοιχία με τα ήδη δημοσιευμένα. Διακρίνονται δυο 

περιπτώσεις. Εάν το φαινόμενο της ενίσχυσης της σίγησης είναι αποτέλεσμα σίγησης, τότε 

παρουσία ενός ιϊκού καταστολέα θα επικαλυφθεί η ενίσχυση της σίγησης. Στην περίπτωση 

αυτή τα επίπεδα της GFP θα επανέλθουν σε αυτά του μάρτυρα. Αντίθετα, εάν 

υποκρύπτεται άλλο φαινόμενο (π.χ. παρεμπόδιση έκφρασης της GFP) τότε θα 

εξακολουθήσουν να υπάρχουν μειωμένα επίπεδα GFP. 

Χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω ιϊκοί καταστολείς α) p19 του CymRSV, o οποίος 

προσδένεται σε siRNAs (Silhavy et al., 2002), β) o p38 του TCV, ο οποίος παρεμποδίζει την 

DCL4 (Deleris et al., 2006). Η αναστροφή της ενίσχυσης σίγησης που προκαλεί η HopF2DC3001 

από τους ιïκούς αναστολείς αποδεικνύει την εμπλοκή μηχανισμού RNA σίγησης (εικόνα 37.Ι 

και εικόνα 37.ΙΙ). 
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 Εικόνα 37. Αναστολή της επαγομένης από εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες 
ενίσχυσης σίγησης από ιϊκούς καταστολείς. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (3 
dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν :  
I. p19 + w.t. HopF2DC3001 + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + p19 (Φωτογραφία σε 
φωτισμό UV). 
 II. p38 + w.t. HopF2DC3001 + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + p38 (Φωτογραφία σε 
φωτισμό UV). 
ΙΙΙ. p69 + w.t. HopF2DC3001 + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + HopF2DC3001 
(Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
IV. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙΙ. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙΙΙ. 
 Το σημείο της κάθε ένχυσης συμπίπτει με την αιχμή του εκάστοτε βέλους στην εικόνα. 

 

Κάποιες πρωτεΐνες-τελεστές παρεμποδίζουν τον μηχανισμό της σίγησης σε 

μεταγραφικό επίπεδο (Navarro et al., 2008). Εάν η HopF2DC3001 ενισχύει την μεθυλίωση του 

υποκινητή ή της κωδικής περιοχής της GFP στο σύστημα μας, θα μπορούσαμε να 
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αντιστρέψουμε το φαινόμενο με συναγροένχυση με έναν ιϊκό καταστολέα της σίγησης που 

στοχεύει την μεθυλίωση. Ο p69 του ιού ΤΥΜV (Chen et al., 2004a) σχετίζεται με την 

μεθυλίωση και το συστεμικό σήμα. Έχει την δυνατότητα να καταστέλλει την RNA σίγηση 

ακόμα και παρουσία HopF2DC3001 (εικόνα 37.ΙΙΙ). Δηλαδή, ο p69 ανατρέπει την επίδραση του 

HopF2DC3001. Τα αποτελέσματα αυτά όμως δεν είναι συμπερασματικά διότι ο p69 έχει 

πλειοτροπική δράση. Μπορεί η επίδραση που έχει στο σύστημα μας να οφείλεται στην 

ικανότητα του να μπλοκάρει την διασπορά της σίγησης σε κοντινή απόσταση. Σε μια τέτοια 

περίπτωση ο πιθανός ρόλος του HopF2DC3001 θα ήταν η υποβοήθηση υποδοχής σημάτων 

σίγησης (ή η ενίσχυση της διασποράς τους). Το πείραμα επαναλήφτηκε χρησιμοποιώντας 

αντί του HopF2DC3001, τις πρωτεΐνες HopAB11449Β και HopX1DC3001 με παρόμοια αποτελέσματα. 
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Εικόνα 38. Αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16c (3 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν :  
I. p69 + w.t. HopF2DC3001 + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + HopF2DC3001 
(Φωτογραφία σε φωτισμό UV), 
 II. p69 + w.t. HopX1DC3001 + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + HopX1DC3001 
(Φωτογραφία σε φωτισμό UV),  
ΙΙΙ. p69 + w.t HopAB11449Β + GFP ή empty vector control (E.V) + GFP + HopAB11449Β 
(Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
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IV. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙΙ. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙΙΙ. 
 Το σημείο της κάθε ένχυσης συμπίπτει με την αιχμή του εκάστοτε βέλους στην εικόνα. 

Φυτά Arabidopsis thaliana τα οποία έχουν μεταλλαγές σε ένζυμα του μηχανισμού 

της σίγησης εμφανίζουν αυξημένη ικανότητα γένεσης κάλλων μετά από μόλυνση με 

ογκογόνο Αγροβακτήριο (Dunoyer et al., 2006). Αυτο υποδεικνύει ότι για την επαγωγή 

κάλλου χρειάζεται η αναστολή της σίγησης. Tο ίδιο το αγροβακτήριο χρειάζεται να 

αναστέλλει τον μηχανισμό της σίγησης για να επιτύχει την καλλογένεση. Αντίθετα, φυτά τα 

οποία έχουν μεταλλαγές σε ένζυμα βιοσύνθεσης miRNAs έχουν μειωμένη ικανότητα 

καλλογένεσης. Αυτο υποδεικνύει ότι για την επαγωγή καλλογένεσης χρειάζονται κάποια 

miRNAs. Σε μια τέτοια περίπτωση, πρωτεΐνες που επάγουν την σίγηση εάν εκφραστούν σε 

ογκογόνο αγροβακτήριο θα έπρεπε να παρεμποδίζουν την καλλογένεση. Στα πειράματα 

που έγιναν παρατηρήθηκε ακριβώς αυτο. Οι ενισχυτές της σίγησης ανταγωνίζονται το 

κατασταλτικό αποτέλεσμα του αγροβακτηρίου που είναι απαραίτητο για την καλλογένεση. 

Για τον σκοπό αυτό επιλέχθηκε η πρωτεΐνη HopF2 DC3001. Χρησιμοποιήθηκε μόλυνση με δυο 

αγροβακτήρια. Ένα μη καλλογόνο (LBA4404) που εξέφραζε την υπό εξέταση πρωτεΐνη και 

ένα δεύτερο καλλογόνο (A281). Όπως περιμέναμε η ενίσχυση της σίγησης λόγω έκφρασης 

των πρωτεϊνών μας συνοδεύτηκε από αναστολή της καλλογένεσης. To πείραμα 

επαναλήφθηκε με τα ίδια αποτελέσματα και με ένα δεύτερο καλλογόνο στέλεχος 

αγροβακτηρίου (Α. tumefaciens A281) το οποίο είχε μετασχηματιστεί με κάθε μια από τις 

υπό εξέταση πρωτεΐνες (data not shown). Αντίστοιχα αποτελέσματα αλλά με την πρωτεΐνη 

HopX1Pto DC3001 είχαν παρουσιαστεί αλλού (Sarris. Ph.D Thesis) και δεν αναφέρονται ξανά. Τα 

αποτελέσματα και στις δυο περιπτώσεις ήταν αντίστοιχα με τα αναμενόμενα. 
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Εικόνα 39.Πειράματα καταστολής της καλλογένεσης από πρωτεΐνες που ενισχύουν τη 
σίγηση. Αριστερά: Μόλυνση με Agrobacterium A281 και LBA4404 μετασχηματισμένο με Ε.V. 
Δεξιά: Μόλυνση με Agrobacterium A281 και LBA4404 μετασχηματισμένο με κατασκευή που 
υπερεκφράζει HopF2DC3001. 

3.2.1.1.3 Ρόλος μελών οικογένειας ΗοpF1/ ΗοpF2/ ΗοpF3 στην αναστολή νέκρωσης. Στην 

ενότητα αυτή εξετάστηκε ο ρόλος τριών ομολόγων: HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola 

1449A, HopF2 από P. syringae pv. tomato DC3000 και HopF3 P. syringae pv. phaseolicola 

1448B.  

 Αρχικά, εξετάστηκε εάν τρία ομόλογα επάγουν ταχεία νέκρωση (αντίδραση 

υπερευαισθησίας, ΗR) σε διαφορετικές ποικιλίες καπνού N. tabacum (cv. Xanthi ή cv. 

Basma) και σε διαφόρους “οικότυπους“ N. benthamiana. Με τα πειράματα αυτά 

επιβεβαιώθηκε η πρόβλεψη ότι τα τρία ομόλογα δεν επάγουν ΗR στα συγκεκριμένα φυτά 

(data not shown). Πιθανή εξαίρεση είναι η ήπια χλώρωση που παρατηρείται σε φυτά N. 

tabacum cv. Basma μετά την αγροένχυση με το γονίδιο ΗopF2. Η χλώρωση αυτή αρχίζει να 

εμφανίζεται 15 ημέρες μετά την αγροένχυση. 

Στην συνέχεια, τα τρία ομόλογα εξετάστηκαν ως προς την ικανότητα να 

αναστέλλουν/καταστέλλουν την νέκρωση που επάγεται από πρωτεΐνες-τελεστές άλλων 

παθογόνων. Το πειραματικό σύστημα που χρησιμοποιήθηκε ήταν αυτο της παροδικής 

συνέκφρασης των κωδικών περιοχών των γονιδίων τους μέσω “αγροέγχυσης” σε 

διακυττάριους χώρους φύλλων του φυτού-μοντέλου N. benthamiana (Hamilton et al., 

2002).  

w.t. N. benthamiana 
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Εικόνα 40. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται από ταλαιπωρία του ιστού λόγω 
αγροένχυσης.  
A-D. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (21 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: Α) HopF1, Β) HopF2, C) HopF3,  D) Empty Vector. 
E-H. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (35 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: E) HopF1, F) HopF2, G) HopF3, H) Empty Vector. 
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Τα πειράματα έδειξαν ότι και οι τρείς πρωτεΐνες δρουν κατασταλτικά (αναστολείς 

κυτταρικού θανάτου). Σαν επαγωγείς νέκρωσης χρησιμοποιήθηκαν όχι μόνο άλλες 

εκκρινόμενες πρωτεΐνες-τελεστές φυτοπαθογόνων ψευδομονάδων (Jamir et al., 2004) άλλα 

και ιϊκές πρωτεΐνες όπως η p19 (Scholthof et al., 1995). Τα πειράματα επαναλήφθηκαν σε  
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Εικόνα 41. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται με συνέκφραση επαγωγέων νέκρωσης από 
φυτοπαθογόνα, ριζόβια ή ιό.  

A-E. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: A) HopF1+ 
HopAB2m (5 dpi), B) HopF1+ HopAB2m (12 dpi), C) HopF1+ NopT (15 dpi), D) HopF1+ p19 (12 dpi, σε 
w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), E) HopF1 + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana 
“Ecotype C”). 
F-J. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: F) HopF2+ 
HopAB2m (5 dpi), G) HopF2+ HopAB2m (12 dpi), H) HopF2+ NopT (15 dpi), I) HopF2+ p19 (12 dpi, σε 
w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), J) HopF2 + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana 
“Ecotype C”). 
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K-O. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: K) HopF3+ 
HopAB2m (5 dpi), L) HopF3+ HopAB2m (12 dpi), M) HopF3+ NopT (15 dpi), N) HopF3+ p19 (12 dpi, σε 
w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), O) HopF3 + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana 
“Ecotype C”). 
P-T. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: P) Empty 
Vector + HopAB2m (5 dpi), Q) Empty Vector + HopAB2m (12 dpi), R) Empty Vector + NopT (15 dpi), S) 
Empty Vector + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), T) Empty Vector + NopT + p19 
(12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 
 

μια σειρά από “οικότυπους” της Ν. benthamiana (Goodin et al., 2008). Καταστολή 

της νέκρωσης εμφανίστηκε σε όλα τα συστήματα που μελετήσαμε. Αυτο υποδηλώνει ότι οι 

πρωτεΐνες αυτές στοχεύουν ένα κεντρικό διακόπτη του μηχανισμού πυροδότησης 

κυτταρικού θανάτου. Μάλιστα, έχουν την δυνατότητα ακόμα και αναστολής κυτταρικού 

θανάτου που επάγεται απλά από ταλαιπωρία του ιστού λόγω αγροένχυσης. Η νέκρωση 

αυτή επάγεται τέσσερις εβδομάδες μετά από αγροέγχυσης εργαστηριακών στελεχών του 

Agrobacterium tumefaciens σε φύλλα του ίδιου φυτού. 

Η αναστολή/καταστολή της νέκρωσης που παρατηρείται στην περίπτωση της 

συνέκφρασης του γονιδίου HopF3 με τον επαγωγέα νέκρωσης p19 είναι παροδική σε φυτά 

N. tabacum cv. Basma. Αντίθετα, είναι μόνιμη στην περίπτωση συνέκφρασης των hopF1 και 

hopF2 με τον ίδιο επαγωγέα νέκρωσης. Παρόμοια συμπεριφορά (μόνιμη αναστολή με 

HopF1/HopF2-παροδικη με HopF3) παρατηρείται και όταν σαν επαγωγέας νέκρωσης 

χρησιμοποιείται η ριζοβιακή πρωτεΐνη-τελεστής NopT (Dai et al., 2008) σε φυτά Ν. 

benthamiana. Ακολούθησαν πειράματα ταυτόχρονης επαγωγής νέκρωσης με συνέγχυση 

δυο επαγωγέων νέκρωσης (p19 και NopT) σε φυτά Ν. benthamiana. Στην περίπτωση αυτή, 

η συμπεριφορά των ομολόγων στην αναστολή νέκρωσης είναι παρόμοια με αυτή που 

παρατηρείται στην περίπτωση συνέγχυσης με μόνο την NopT. 

Πειραματικά δεδομένα από άλλες ερευνητικές ομάδες π.χ. (Jamir et al., 2004) είχαν 

συσχετίσει και παλαιοτέρα το HopF2 DC3000 με καταστολή νεκρωτικών φαινοτύπων. Βέβαια 

οι παρατηρήσεις έγιναν σε εντελώς διαφορετικά πειραματικά συστήματα και 

χρησιμοποιώντας διαφορετικούς τύπους πρωτεϊνών-τελεστών σαν επαγωγείς αντίδρασης 

υπερευαισθησίας. Στην παρούσα εργασία καταβλήθηκε προσπάθεια να επεκταθούν οι 

παρατηρήσεις και σε άλλες λιγότερο μελετημένες μορφές νεκρώσεων.  

Το σηματοδοτικό μονοπάτι που οδηγούσε στην νέκρωση δεν ήταν επαρκώς 

αποσαφηνισμένο για καμιά από αυτές τις πρωτεΐνες τελεστές που χρησιμοποιήθηκαν στο 

παρελθόν. Ούτε είναι αποσαφηνισμένο για κάποιον από τους επαγωγείς νέκρωσης που 

χρησιμοποιήθηκαν μέχρι τώρα σε αυτή την εργασία. Υπήρχε η ανάγκη για επανάληψη των 

πειραμάτων με ένα επαγωγέα νέκρωσης με χαρακτηρισμένα σηματοδοτικά μονοπάτια. Για 
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το λόγο αυτό επιλέχτηκε η μελέτη της επαγόμενης νέκρωσης από HopAB2 (από P. syringae 

pv. tomato DC3000). Το αντίστοιχο σηματοδοτικό μονοπάτι είναι εκτενώς μελετημένο 

(Ekengren et al., 2003). Για την ακρίβεια χρησιμοποιήθηκε μια έλλειψη του HopAB2 με 

ακρωτηριασμένο το καρβοξυτελικό άκρο. Τα τρία διαφορετικά ομολόγα πρωτεϊνών-

τελεστών (effectors) της οικογένειας HopF εξετάστηκαν ως προς την ικανότητα να 

αναστέλλουν/καταστέλλουν την νέκρωση που επάγεται από την προαναφερθείσα έλλειψη. 

Και τα τρία έδωσαν πανομοιότυπη συμπεριφορά (αναστολή νέκρωσης).  

 

3.2.1.1.4 Σχεδιασμός, κατασκευή και αγροέγχυση ακρωτηριασμένων (truncated) HopF1 
και HopF2.  

Η πρωτεΐνη HopF2 έχει πέντε συντηρημένες περιοχές-μοτίβα [Μοτίβο Ι: σινιάλο για 

έκκριση σε φυτά (Shan et al., 2004), Μοτίβο ΙΙ: ενεργότητα ADP-ριβοζυλοτρανσφεράσης 

(Wang et al., 2010) και τρία μοτίβα (Μοτίβο ΙΙΙ-Μοτίβο V) με άγνωστη λειτουργία].  

 

 
  

I 

 
 

II 
 

Εικόνα 42. Αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16c (4 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 

I. A) HopF2 (Δmotifs I-III) +GFP, B) HopF2 (Δmotifs I-II) +GFP, Γ) HopF2 +GFP, Δ) empty 
vector (pPZP222) + GFP. 

II .  Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
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Σε αυτή την ενότητα συναρμολογήθηκαν μια σειρά ακρωτηριασμένες (truncated) 

κατασκευές στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο των HopF1 και HopF2. Στόχος ήταν η 

πειραματική επιβεβαίωση της λειτουργικότητας των προβλεπόμενων δομικών περιοχών 

αλλά και αυτών που περιγράφονται στην προηγούμενη ενότητα. Οι κατασκευές αυτές 

περιέχουν εκλεκτικά κάποια τμήματα της HopF2DC3000 και HopF11449Β κάτω από τον έλεγχο 

του υποκινητή CaMV35S. Τα τμήματα αυτά είναι συντηγμένα όπου ήταν δυνατό με Flag 

επίτοπο. Έτσι, για το HopF2DC3000 ενδεικτικά συναρμολογήθηκαν: α) κατασκευές που 

απαλείφουν εκλεκτικά το μοτίβο πρόσδεσης σε NAD (HopF2ΔΙΙ) αλλά και β) ολόκληρη την 

περιοχή δομικής ομολογίας με ADP-ribosyltransferase/2’-tRNA phosphotransferase 

(HopF2ΔΙ-ΙΙ) στο αμινοτελικό άκρο (Kato-Murayama et al., 2005).  

w.t. φυτά N. benthamiana 

 21 dpi 25 dpi 35 dpi 
HopF1 

A B C 

HopF1ΔΙ-ΙΙ 

D E F 

Empty Vector 

G H I 

Εικόνα 43. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται από ταλαιπωρία του ιστού λόγω 
αγροένχυσης.  
A-C. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν HopF1: 
Α) 21 dpi, Β) 25 dpi,  C) 35 dpi. 
D-F. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν 
HopF1ΔΙ-ΙΙ: D) 21 dpi, E) 25 dpi,  F) 35 dpi. 
G-I. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν empty 
vector: G) 21 dpi, H) 25 dpi,  I) 35 dpi. 
 

 
Επιπλεον συναρμολογήθηκαν και κατασκευές που απαλείφουν εκτός από τα 

προηγούμενα και το μεγαλύτερο μέρος της περιοχής ομολογίας με ExoIII (HopF2ΔΙ-ΙΙΙ). 

Παράλληλα, συναρμολογήθηκαν κατασκευές που περιέχουν μόνο το μοτίβο πρόσδεσης σε 

NAD και ολόκληρη την περιοχή δομικής ομολογίας με ADP-ribosyltransferase / 2’-tRNA 
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phosphotransferase της HopF2DC3000 αλλά στερούνται των μοτίβων ExoIII στο καρβοξυτελικό 

άκρο. Από την άλλη πλευρά συναρμολογήθηκαν αμινοτελικές ελλείψεις για το HopF11449Β 

που διατηρούν μέρος ή ολόκληρη την περιοχή ομολογίας με την ExoIII (HopF1ΔΙ-ΙΙ). Τελος, 

συναρμολογήθηκαν και καρβοξυτελικές ελλείψεις που την απαλείφουν. 

Η αξιολόγηση των κατασκευών πραγματοποιήθηκε με το σύστημα της παροδικής 

συνέκφρασης με GFP σε φύλλα N. benthamiana (Hamilton et al., 2002). Με τη χρήση του 

συστήματος αυτού αποδείχτηκε ότι η καταστολή της σίγησης οφείλεται στα μοτίβα ΙV-V του 

HopF2DC3000. Αυτή είναι η μικρότερη επικράτεια της πρωτεΐνης που μπορεί να διατηρήσει 

καταστολή της RNA σίγησης στο πειραματικό μας σύστημα. Καταστολή RNA σίγησης 

παρουσιάζουν και μεγαλύτερες επικράτειες [π.χ. HopF2 (Δmotifs I-II)] αρκεί να περιέχουν τα 

μοτίβα ΙV-V. Τα αποτελέσματα αυτά είναι επαναλήψιμα σε φύλλα διαφορετικών 

αναπτυξιακών σταδίων με ενδιαφέρουσα εξαίρεση ίσως τα πολύ νεαρά φύλλα. 

w.t. N. benthamiana 

 HopF2 HopF2ΔΙ-ΙΙ HopF2ΔΙ-ΙΙI Empty Vector 
21 dpi 

A B C D 

35 dpi 

E F G H 

 

 
Εικόνα 44. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται από ταλαιπωρία του ιστού λόγω 
αγροένχυσης.  
A-D.  Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (21 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν Α) HopF2, Β) HopF2ΔΙ-ΙΙ, C) HopF2ΔΙ-ΙΙI. D) Empty vector. 
E-H. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (35 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν E) HopF2, F) HopF2ΔΙ-ΙΙ, G) HopF2ΔΙ-ΙΙI. H) Empty vector. 
 

 Οι αμινοτελικές ελλείψεις των ομολόγων ΗopF παρουσίασαν όμοια συμπεριφορά 

με τα αντίστοιχα πλήρους μήκους μετάγραφα. Οι συγκεκριμένες ελλείψεις δρουν σαν 

αναστολείς κυτταρικού θανάτου επαγόμενου από p19 στα ίδια πειραματικά συστήματα. 

Σαν εξαίρεση καταγράφεται η περίπτωση της κατασκευής Flag-HopF2ΔΙΙΙ. Εδώ, η αναστολή 

εμφανίζεται παροδική σε ορισμένους οικότυπους της N. benthamiana. Παροδική επίσης 

εμφανίζεται η αναστολή των ελλείψεων στην επαγωγή νέκρωσης από p19 σε φυτά Ν. 

tabacum cv. Basma.  
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Με την χρήση ελλείψεων που απαλείφουν το καρβοξυτελικό άκρο των ΗοpF2 και 

ΗοpF1 προκύπτει ότι για την αναστολή νέκρωσης στα πειράματα μας φαίνεται να οφείλεται 

μια κρυπτική ενεργότητα των μοτίβων ΙV και V. Τα αποτελέσματα επαναλήφτηκαν και σε 

άλλα πειραματικά συστήματα. Π.χ. χρησιμοποιήσαμε σαν επαγωγέα νέκρωσης το πλήρους 

μήκους HopAB1 (από P. syringae pv. phaseolicola 1449Β) ή μια έλλειψη στο καρβοξυτελικό 

άκρο του. Και στις δυο περιπτώσεις τα αποτελέσματα ήταν ταυτόσημα. Η ενεργότητα των 

μοτίβων ΙV και V στοχεύει ένα πολύ συντηρημένο τμήμα-κεντρικό διακόπτη του 

μηχανισμού 

w.t. N. benthamiana 
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 HopAB2m HopAB1 HopAB1ΔΝter NopT p19 P19+NopT 

HopF1 + + + + + + 

HopF1ΔΙ-ΙΙ + + - - - - 

+: ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΝΕΚΡΩΣΗΣ, -:ΝΕΚΡΩΣΗ 

 
Εικόνα 45. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται με συνέκφραση επαγωγέων νέκρωσης από 
φυτοπαθογόνα, ριζόβια ή ιό. 
A-F. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: A) HopF1+ 
HopAB2m (5 dpi), B) HopF1+ HopAB1 (6 dpi), C) HopF1+ HopAB1ΔΝ-term (12dpi), D)HopF1+ NopT (12 
dpi), E) HopF1+ p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), F) HopF1 + NopT + p19 (12 
dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 
G-L.  Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: G) HopF1ΔΙ-ΙΙ+ 
HopAB2m (5 dpi), H) HopF1ΔΙ-ΙΙ  + HopAB1 (6 dpi), I) HopF1ΔΙ-ΙΙ + HopAB1ΔΝ-term (12dpi),  J) 
HopF1ΔΙ-ΙΙ + NopT (12 dpi), K) HopF1ΔΙ-ΙΙ + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), L) 
HopF1ΔΙ-ΙΙ + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 
Μ-R.  Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: M) Empty 
Vector + HopAB2m (5 dpi), N) Empty Vector + HopAB1 (6 dpi), O) Empty Vector + HopAB1ΔΝ-term 
(12dpi),  P) Empty Vector + NopT (12 dpi), Q) Empty Vector + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. 
benthamiana “Ecotype C”), R) Empty Vector + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana 
“Ecotype C”). 
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απόκρισης του φυτού και μάλιστα στο στάδιο της πρώιμης σηματοδότησης πριν την 

έναρξη της διακλάδωσης των διαφόρων μονοπατιών σίγησης. Για την αποσαφήνιση του 

ρολού του μοτίβου ΙΙΙ, χρησιμοποιήθηκε σαν επαγωγέας νέκρωσης η ριζοβιακή πρωτεΐνη 

NopT (Dai et al., 2008). Χρησιμοποιώντας το σύστημα αυτό (και σε συνδυασμό με διπλή 

επαγωγή νέκρωσης με p19 και NopT) αποδεδείχθηκε ότι η επαγωγή νέκρωσης 

προκαλούμενης από ΝοpT πραγματοποιείται από ένα διακριτό μονοπάτι. Στις περιπτώσεις 

όπου η καταστολή νέκρωσης από την ενεργότητα των μοτίβων ΙV και V είναι ισχυρή, το 

Μοτίβο ΙΙΙ δεν φαίνεται να διαδραματίζει ρόλο. Η συνεργιστική του δράση με τα μοτίβα ΙV 

και V αποκαλύπτεται μόνο στις περιπτώσεις όπου η προαναφερθείσα ενεργότητα κρίνεται 

μερικώς ανεπαρκής. Τέτοια περίπτωση είναι η συνέκφραση με NopT. Αντίθετα, ελλείψεις 

που δεν περιέχουν το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης HopF2 δεν αναστέλλουν 

νεκρωτικούς φαινοτύπους σε φυτά N. benthamiana (data not shown). Όμοια συμπεριφορά 

έχουν και αντίστοιχες ελλείψεις των ομολόγων HopF1 /HopF3. 

Τα αποτελέσματα όμως στην περίπτωση των ελλείψεων που δεν περιέχουν το 

καρβοξυτελικό άκρο δεν είναι συμπερασματικά καθώς α) αφενός υπάρχει δυσκολία να 

προσδιοριστούν επακριβώς τα όρια της κωδικής περιοχής που ευθύνεται για την 

ενεργότατα ADP-ribosyltransferase στο αμινοτελικό άκρο και β) αφετέρου η 

υποκλωνοποίηση με χρήση περιοριστικών θέσεων πάνω στην αλληλουχία της πρωτεΐνης 

δεν επιτρέπει πάντα να υποκλωνοποιηθούν επακριβώς τα τμήματα αυτά.  

Σε άλλο σημείο του κειμένου παρουσιάζονται πειράματα για τον ρόλο της 

θερμοκρασίας στον κυτταρικό θάνατο. Υψηλές θερμοκρασίες (30 0C) θεωρουνται 

ανασταλτικές για την εκδήλωση νεκρώσεων στα προαναφερόμενα πειραματικά συστήματα. 

Συνέκφραση επαγωγέα νέκρωσης με κάποιο από τα ομόλογα ή τις ελλείψεις τους έχει την 

ίδια επίδραση ανεξαρτήτως θερμοκρασίας. Ο επαγωγέας νέκρωσης σε υψηλότερες 

θερμοκρασίες πυροδοτεί πιο καθυστερημένη χρονικά νέκρωση. Η νέκρωση αυτή είναι 

επίσης αντιστρέψιμη παρουσία των ομόλογων ή των ελλείψεων τους (όπως ακριβώς 

συμβαίνει σε χαμηλότερες θερμοκρασίες). 
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w.t. N. benthamiana 
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 HopAB2m HopAB1ΔΝter NopT p19 P19+NopT 

HopF2ΔΙ-ΙΙ + + + +/- + 

HopF2ΔΙ-ΙΙΙ + - - +/- + 

HopF2 + + + + + 

+: ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΝΕΚΡΩΣΗΣ, -:ΝΕΚΡΩΣΗ 
 
Εικόνα 46. Aναστολή κυτταρικού θανάτου που επάγεται με συνέκφραση επαγωγέων νέκρωσης από 
φυτοπαθογόνα, ριζόβια ή ιό. 

A-E. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: A) HopF2ΔΙ-ΙΙ + 
HopAB2m (12 dpi), B) HopF2ΔΙ-ΙΙ + HopAB1ΔΝ-term (12dpi), C) HopF2ΔΙ-ΙΙ + NopT (5 dpi), D) HopF2ΔΙ-
ΙΙ + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), E) HopF2ΔΙ-ΙΙ + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. 
φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 
F-J. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: F) HopF2ΔΙ-ΙΙI + 
HopAB2m (12 dpi), G) HopF2ΔΙ-ΙΙI + HopAB1ΔΝ-term (12dpi), H) HopF2ΔΙ-ΙΙI + NopT (5 dpi), I) 
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HopF2ΔΙ-ΙIΙ + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), J) HopF2ΔΙ-IΙΙ + NopT + p19 (12 
dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 
K-O. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: K) HopF2 + 
HopAB2m (12 dpi), L) HopF2 + HopAB1ΔΝ-term (12dpi), M) HopF2 + NopT (5 dpi), N) HopF2 + p19 (12 
dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), O) HopF2 + NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. 
benthamiana “Ecotype C”). 
P-T. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: P) Empty 
Vector + HopAB2m (12 dpi), Q) Empty Vector + HopAB1ΔΝ-term (12dpi), R) Empty Vector + NopT (5 
dpi), S) Empty Vector + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”), T) Empty Vector + 
NopT + p19 (12 dpi, σε w.t. φυτά N. benthamiana “Ecotype C”). 

 

Εκτός από την θερμοκρασία και η φωτοπερίοδος φαίνεται να επηρεάζει την 

ταχύτητα επαγωγής κυτταρικού θανάτου. Η καταστολή νεκρώσεων από τα ομόλογα ή τις 

ελλείψεις τους είναι ανεξάρτητη της φωτοπεριόδου (αν και δεν έχουν γίνει αναλυτικά 

πειράματα ως προς αυτή την κατεύθυνση. Σαν γενικό συμπέρασμα, η καταστολή 

νεκρώσεων από ομόλογα ή τις ελλείψεις τους είναι ανεξάρτητη από την ταχύτητα της 

εκδήλωσης του νεκρωτικού φαινοτύπου. 

 

3.2.1.1.5 Στοχευμένες σημειακές μεταλλαγές στα HopF2DC3000 και HopF11449Β σε δυαδικό 
φορέα έκφρασης.  

Η υπόθεση εργασίας είναι ότι υπάρχουν δυο ενεργότητες αναστολής νέκρωσης 

στην κωδική περιοχή των HopF2DC3000 και HopF11449Β. Μια στο μοτίβο ΙΙ όπως έχει υποδειχτεί 

και σε προηγούμενες εργασίες (Wilton et al., 2010) και μια δεύτερη κρυπτική στα μοτίβα ΙV 

και V που περιγράφεται για πρώτη φορά σε αυτήν την εργασία.  

Για τον έλεγχο της υπόθεσης αυτής σχεδιαστήκαν και κατασκευάστηκαν μια σειρά 

από σημειακές μεταλλαγές. Οι σημειακές μεταλλαγές κατασκευάστηκαν σε πλασμίδιο με 

ένθεμα στο οποίο η πλήρους μήκους κωδική περιοχή του HopF2 είχε κλωνοποιηθεί αρχικά 

σε βοηθητικό φορέα που φέρει υποκινητή (promoter) για έκφραση σε φυτά και nos 

terminator. H όλη κατασκευή είχε μεταφερθεί σε δυαδικό φορέα έκφρασης για μόνιμη ή 

παροδική υπερέκφραση σε φυτά. Ίδιες μεταλλαγές κατασκευάστηκαν και σε βοηθητικό 

φορέα που κωδικοποιεί για το ελάχιστο τμήμα του καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης 

HopF2 (που περιέχει μόνο τα μοτίβα ΙV και V) το οποίο μπορεί να δώσει αναστολή 

νεκρωτικών φαινοτύπων σε φυτά N. benthamiana. Στην συνέχεια τα ενθέματα 

υποκλωνοποιήθηκαν σε δυαδικό φορέα για έκφραση σε φυτά. 

Σε πρώτη φάση κατασκευάστηκαν στοχευμένες σημειακές μεταλλαγές για τις 

HopF1 και HopF2 με βάση τα δεδομένα από βιοπληροφορική ανάλυση (δες και 

προηγούμενες ενότητες). Επιλέχτηκαν κρίσιμα αμινοξέα για την πρόσδεση με 

συνπαράγοντα NAD (απαραίτητα για την ενεργότητα ADP-ribosyltransferase/2’-tRNA 
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phosphotransferase) και συντηρημένα αμινοξέα των HopF1 και HopF2 που σχετίζονται με 

υποτιθέμενη καταλυτική ενεργότητα εξωνουκλεάσης ΙΙΙ. Στόχος ήταν ο έλεγχος των 

κατασκευών αυτών με το σύστημα της παροδικής συνέκφρασης με GFP σε φύλλα N. 

benthamiana.  

Έτσι σε πρώτη φάση, σχετικά με την ενεργότητα εξωνουκλεάσης ΙΙΙ επιλέχθηκαν να 

μεταλλαχθούν τα κατάλοιπα G6 (σε Ε) και Η150 (σε Α) της HopF2DC3000. Η πρώτη μεταλλαγή 

αποσκοπεί στην μετατροπή ενός από τα μη συντηρημένα κατάλοιπα που σχετίζονται με την 

ενεργότητα εξωνουκλεάσης ΙΙΙ της HopF2DC3000 (G6) σε συντηρημένο (Ε6). Οταν λέμε 

συντηρημένο εννοούμε συντηρημένο στις πειραματικά τεκμηριωμένες εξωνουκλεάσες ΙΙΙ. 

Παράλληλα, καταβλήθηκε προσπάθεια να μην καταστρέφεται το σινιάλο έκκρισης της 

πρωτεΐνης που συνυπάρχει στην ίδια περιοχή. Από την άλλη πλευρά η δεύτερη σημειακή 

μεταλλαγή (Η150Α) έχει σαν στόχο την υποκατάσταση ενός κρίσιμου καταλοίπου για 

εξωνουκλεάσης ΙΙΙ. Οι δυο αυτές σημειακές μεταλλαγές δεν έδωσαν κάποιο διαφορετικό 

φαινότυπο oύτε στην καταστολή της σίγησης ούτε στην καταστολή της νέκρωσης (σε σχέση 

με το w.t. HopF2DC3000). 

Στην HopF11449Β, το κατάλοιπο Η150 και τα γειτονικά κατάλοιπα δεν είναι 

συντηρημένα. Γενικά δεν υπάρχει μεγάλος βαθμός συντήρησης των κρίσιμων για 

ενεργότητα εξωνουκλεάσης ΙΙΙ στην HopF11449Β. Το αντίθετο συμβαίνει με την HopF2DC3000. 

Έτσι, κατασκευάστηκε στην κωδική αλληλουχία της HopF11449Β μια τριπλή μεταλλαγή 

(Α150D/G151H/M152).Στόχος ήταν η πιθανή μετατροπή του υποθετικά ανενεργού 

HopF11449Β σε λειτουργική εξωνουκλεάση ΙΙΙ. Τα κατάλοιπα αυτά βρίσκονται σε μια 

εξωτερική περιοχή της πρωτεΐνης. H δομή της περιοχής αυτής δεν είναι αποσαφηνισμένη 

στον κρύσταλλο της HopF11449Β. Πιθανόν σχηματίζουν μια ευέλικτη λούπα. Σε κάθε 

περίπτωση και εδώ τα αποτελέσματα ήταν αρνητικά. 

 Αναφορικά με την πρόσδεση του συνπαράγοντα NAD (και την ενεργότητα ADP-

ribosyltransferase ή 2’-tRNA phosphotransferase) υπάρχουν πολλοί πιθανοί στόχοι (π.χ. 

P57/P58, G85/G86/G110, H113/H114/H120)33. Τελικά όμως επιλέχτηκαν δυο κατάλοιπα για 

μεταλλαξιγένεση. Κατασκευάστηκε μεταλλαγή R71A στην κωδική αλληλουχία της 

HopF2DC3000 και Τ74Α στην κωδική αλληλουχία της HopF11449Β. Αμφότερα τα κατάλοιπα αυτά 

είναι κρίσιμα για την πρόσδεση σε NAD. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων με αυτές τις 

μεταλλαγές παρουσιάζεται παρακάτω. 

                                                 
33 O πρώτος αριθμός αναφέρεται στην αρίθμηση της κωδικής περιοχής της HopF2DC3000, ο 
δεύτερος στην αντίστοιχη αρίθμηση της HopF11449A ενώ ο τρίτος (όπου υπάρχει) στην 
λυμένη δομή αναφοράς της 2’-tRNA phosphotransferase (Kato-Murayama et al., 2005). 
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Εικόνα 47. Συστοιχήσεις ομολόγων ΗopF1/HopF2/HopF3. Οι συστοιχήσεις έγιναν με το 
πρόγραμμα ClustalW (Thompson et al., 2002). 

 

  Σε δεύτερη φάση επιλέχτηκαν συντηρημένα κατάλοιπα από τα μοτίβα που δεν 

έχουν συσχετιστεί μέχρι τώρα με την λειτουργικότητα της HopF2. Οι πρωτεΐνες 

HopF1/HopF2/ HopF3 έχουν όπως προειπώθηκε [εκτός από το σινιάλο για έκκριση σε φυτά 

(Shan et al., 2004) και το μοτίβο ΙΙ με ενεργότητα ADP-ριβοζυλοτρανσφεράσης (Wang et al., 

2010)] και τρεις συντηρημένες περιοχές-μοτίβα (Μοτίβο ΙΙΙ-Μοτίβο V) με άγνωστη μέχρι 

τώρα λειτουργία.  

Στην προηγούμενη ενότητα, με την χρήση ελλείψεων που απαλείφουν το 

καρβοξυτελικό άκρο των ΗοpF2 και των ομολόγων κατέστη δυνατόν να δειχτεί ότι για την 
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αναστολή νέκρωσης στα πειράματα μας οφείλεται μια κρυπτική ενεργότητα των μοτίβων ΙV 

και V. Η συνεργιστική δράση του Μοτίβου ΙΙΙ με τα Μοτίβα ΙV και V αποκαλύπτεται μόνο 

στις περιπτώσεις όπου η προαναφερθείσα ενεργότητα κρίνεται μερικώς ανεπαρκής. Στην 

παρούσα φάση της εργασίας επιχειρήθηκε να αποσαφηνιστεί η λειτουργία και αυτών των 

Μοτίβων (ΙΙΙ, ΙV και V) με την κατασκευή σημειακών μεταλλαγών.  
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S: Silencing Suppression 

Εικόνα 48. Αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16c (4 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν:  
I. A)HopF2 (R71A) +GFP, B)HopF2 (D164A) +GFP, Γ)HopF2 +GFP, Δ) empty vector 

(pPZP222) + GFP. 
II. A)HopF2 (V135G) +GFP, B)HopF2 (D164A) +GFP, Γ)HopF2 +GFP, Δ)empty vector 

(pPZP222) + GFP. 
III.  A) HopF2 (S177A) +GFP, B) HopF2 (L193G) +GFP, Γ) HopF2 +GFP,  Δ) empty vector 

(pPZP222) + GFP. 
IV. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για 

τα δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για 

τα δείγματα που περιγράφονται στην ΙΙ. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για 

τα δείγματα που περιγράφονται στην ΙIΙ. 
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 Συνολικά (εκτός από αυτές που προαναφέρθηκαν) κατασκευάστηκαν μια σειρά 

από μονές σημειακές μεταλλαγές υποκατάστασης επιλεγμένων συντηρημένων αμινοξέων 

στα Μοτίβα ΙΙΙ (V135G), IV (D164A, G170A, S177A) και V (L193G, V199G) στην πλήρους 

μήκους πρωτεΐνη ΗοpF2DC3000.  
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S: Silencing Suppression 

Εικόνα 49. Αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16c (4 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
I. A) HopF2 (Δmotifs I-III) +GFP, B) HopF2 (Δmotifs I-II) +GFP, Γ) HopF2 +GFP, Δ) empty 

vector (pPZP222) + GFP. 
II. A) HopF2 (Δmotifs I-III+G169A) +GFP, B) HopF2 (Δmotifs I-III+G169A) +GFP, Γ) HopF2 

(Δmotifs I-III) +GFP, Δ) HopF2 +GFP, E) empty vector (pPZP222) + GFP.  
III.    A)HopF2 (Δmotifs I-III+G170A) +GFP, B)HopF2 (Δmotifs I-III+V199G) +GFP, Γ)HopF2      

(Δmotifs I-III) +GFP, Δ)HopF2 +GFP, E)empty vector (pPZP222) + GFP. 
IV.   Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 

δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 

δείγματα που περιγράφονται στην ΙI. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 

δείγματα που περιγράφονται στην ΙII. 
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Με αντίστοιχη μεθοδολογία κατασκευάστηκαν δυο μονές σημειακές μεταλλαγές 

υποκατάστασης αμινοξέων N134A και V135G σε μια κατασκευή του γονιδίου ΗopF2DC3000 

που περιλάμβανε μόνο τα μοτίβα ΙΙΙ-V και υποκλωνοποιήθηκαν στον ίδιο δυαδικό φορέα. 

Τέλος, κατασκευάστηκαν ξεχωριστές σημειακές μεταλλαγές για υποκατάσταση αμινοξέων 

στα μοτίβα IV (G169A, G170A, S177A) και V (L193G, V199G) σε μια κατασκευή που 

περιλάμβανε μόνο τα μοτίβα IV-V και ακολούθησε υποκλωνοποίηση τους σε δυαδικό 

φορέα κατάλληλο για πειράματα αγροέγχυσης όπως περιγράφεται στο Hamilton και 

συνεργάτες (2002).  

 Παρά τις επανειλημμένες προσπάθειες δεν κατέστη δυνατόν να κατασκευαστούν 

στον ίδιο πλασμίδιο διπλές ή πολλαπλές μεταλλαγές που να περιλαμβάνουν π.χ. μια 

μεταλλαγή στο μοτίβο ΙΙΙ και μια στο μοτίβο IV κ.ο.κ. Επιπλέον δεν κατέστη δυνατή η 

κατασκευή κάποιας σημειακής μεταλλαγής η οποία θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σαν 

θετικός μάρτυρας όπως η D175A στο μοτίβο IV (Singer et al., 2004; Wilton et al., 2010). Η 

αξιολόγηση του ρόλου των μεταλλαγών αυτών έγινε χρησιμοποιώντας το σύστημα της 

παροδικής συνέκφρασης των κωδικών τους γονιδίων μέσω “αγροέγχυσης” σε 

διακυττάριους χώρους φύλλων του φυτού-μοντέλου N. benthamiana (Hamilton et al., 

2002). Στα πειράματα που στόχευαν την αποσαφήνιση του ρόλου τους στην νέκρωση τα 

μεταλλάγματα αυτά συνεκφράστηκαν με πρωτεΐνες-επαγωγείς νέκρωσης. Στα πειράματα 

που στόχευαν την αποσαφήνιση του ρόλου τους στην RNA σίγηση συνεκφράστηκαν με την 

φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP. 

Τέλος, κάποιες επιλεγμένες σημειακές μεταλλαγές: R71A (για το μοτίβο ΙΙ), N134A 

(για το μοτίβο ΙΙΙ), Η150Α ή G169A ή G170A ή D175A ή S177A (για το μοτίβο ΙV) και Ρ194Α 

(για το μοτίβο V) κατασκευάστηκαν σε ένα πλασμίδιο που περιλαμβάνει την πλήρους 

μήκους κωδική περιοχή του HopF2 στον φορέα pProEXHTc (Invitrogen). Ο φορέας είναι 

κατάλληλος για υπερέκφραση της πρωτεΐνης σε Ε. coli. 

3.2.1.1.6 Κρίσιμα κατάλοιπα για καταστολή RNA σίγησης από HopF2DC3000. 

Μοναδιαίες υποκαταστάσεις επιλεγμένων αμινοξέων (R71A, V135G, D164A, S177A, L193G 

κ.α.-βλέπε στις λεζάντες των φωτογραφιών που παρατίθενται στη συνέχεια) στην πλήρους 

μήκους HopF2DC3000 απαλείφουν την ικανότητα της να δρα σαν καταστολέας σίγησης. 

Ξεχωριστές μεταλλαγές (G170A, V199G κ.α.) σε κατασκευή που περιλαμβάνει μόνο τα 

μοτίβα IV-V της HopF2DC3000 επίσης απαλείφουν την ικανότητα της να δρα σαν 

καταστολέας σίγησης. Συνολικά τα αποτελέσματα αυτά μας οδηγούν στην υπόθεση 
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εργασίας ότι η πρωτεΐνη HopF2 ίσως να έχει τουλάχιστον δυο διακριτές ενεργότητες οι 

οποίες άλλοτε μπορεί να δρουν συνεργιστικά και άλλοτε ανταγωνιστικά. 

 

3.2.1.1.7 Κρίσιμα κατάλοιπα για καταστολή νέκρωσης από HopF2DC3000.To 

HopF2DC3000 δεν πυροδοτεί HR σε Ν. tabacum cv. Xanthi. Αυτο μπορεί να οφείλεται σε δυο 

ενδεχόμενα. 

1)Δεν υπάρχει αντίστοιχο R γονίδιο σε Ν. tabacum cv. Xanthi. 

2)Υπάρχει αντίστοιχο R γονίδιο σε Ν. tabacum cv. Xanthi, επάγεται νέκρωση αλλά 

αναστέλλεται πριν γίνει μακροσκοπικά ορατή. Η καταστολή αυτή οφείλετε στην ικανότητα 

του ίδιου του HopF2DC3000 να αναστέλλει διαφόρων τύπων νεκρώσεις. 

Τα δυο ενδεχόμενα θα μπορούσαν να διαχωριστούν με την χρήση σημειακών 

μεταλλαγών στο HopF2DC3000 που παρεμποδίζουν την ανασταλτική λειτουργία του ως προς 

την νέκρωση. Τέτοιες σημειακές μεταλλαγές παρουσιάζονται παρακάτω.  

Έτσι, εάν μια σημειακή μεταλλαγή ακυρώνει την ικανότητα του HopF2DC3000 να 

αναστέλλει νέκρωση και υπάρχει αντίστοιχο R γονίδιο, οι νεκρώσεις θα προχωρήσουν 

κανονικά και θα γίνουν ορατές. Να σημειωθεί ότι δεν είναι βιβλιογραφικά γνωστό ποιο R 

γονίδιο εμπλέκεται σε αυτή την περίπτωση. 

Ν. tabacum cv. Xanthi 
HopF2 
(R71A) 

HopF2 
(V135G) 

HopF2 
(D164A ) 

HopF2 
(S177A ) 

HopF2 
(L193G ) 

EV 

A 
 

B C 
 

D E F 

HopF2 
ΔI-III (G169A) 

HopF2 
ΔI-III (G170A) 

HopF2 
ΔI-III 

(V199G) 

HopF2 
ΔI-III 

HopF2 

 
EV 

G 
 

H 
 

I 
 

J K L 

 

HopF2 
(R71A) 

HopF2 
(V135G) 

HopF2 
(D164A ) 

HopF2 
(S177A ) 

HopF2 
(L193G ) 

HopF2 
ΔI-III (G169A) 

HopF2 
ΔI-III (G170A) 

HopF2 
ΔI-III (V199G) 

HopF2 
 

+ + + + + - - - - 

 
 
Eικόνα 50. Αγροενχύσεις μεταλαγμάτων του τελεστή HopF2DC3000 σε Ν. tabacum cv. Xanthi. 
Οι νεκρώσεις από αγροένχυση κατασκευών που φέρουν σημειακές μεταλλαγές του 
HopF2DC3000 είναι εμφανείς μετά την δεύτερη μέρα. Οι φωτογραφίες πάρθηκαν στο τέλος 
της πρώτης εβδομάδας. Το HopF2/S177A έχει ασταθή συμπεριφορά και τις περισσότερες 
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φορές δίνει νέκρωση με καθυστέρηση σε σχέση με τα υπόλοιπα. Παρουσιάζονται 
αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
Α) HopF2/R71A, Β) HopF2/V135G, C) HopF2/D164A, D)HopF2/S177A, E) HopF2/L193G, F) 
empty vector (pPZP222), G) HopF2 (ΔI-III)/G169A, H) HopF2 (ΔI-III)/G170A, I) HopF2 (ΔI-
III)/V199G, J) HopF2(ΔI-III), K) HopF2, L) empty vector (pPZP222).  

 

3.2.1.1.8 Αποκάλυψη κρίσιμης περιοχής για αναγνώριση της HopF2DC3000 από R-

γονίδιο. Παρατηρούμε ότι οι κατασκευές στις οποίες λείπει το μοτίβο ΙΙ δεν δίνουν 

νεκρώσεις ακόμα και όταν φέρουν σημειακές μεταλλαγές για μοτίβα που εμπλέκονται στην 

αναστολή του κυτταρικού θανάτου. Μια πιθανότητα είναι το R γονίδιο να αναγνωρίζει το 

HopF2 (DC3000) μέσω του μοτίβου ΙΙ του τελευταίου. Αυτο δεν είναι παράλογο διότι το 

μοτίβο ΙΙ σχετίζεται με μια ενζυμική ενεργότητα του HopF2 (ριβοζύλ-τρανσφεράσης). 

3.2.1.1.9 Ρόλος της σίγησης στην επιτάχυνση νεκρώσεων από σημειακές 

μεταλλαγές HopF2DC3000. Αγροένχυση των περισσότερων κατασκευών με σημειακές 

μεταλλαγές του HopF2 DC3000 δεν οδηγούν σε HR του φυτικού ιστού στην περιοχή της 

αγροένχυσης σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4. Οδηγούν όμως σε εκτεταμένη χλώρωση του 

ιστού. Εξαίρεση αποτελεί το HopF2 (V135G.12). Νεκρώσεις βέβαια εμφανίζονται μετά από 

μερικές μέρες και στην περίπτωση του HopF2/D164A. 

Ν. tabacum cv. Basma N34/4 

 HopF2 
(R71A) 

HopF2 
(V135G.16) 

HopF2 
(V135G.12) 

HopF2 
(V135G.19) 

HopF2 
(V135G.20) 

HopF2 
(V135G.23) 

 

 
A 

 
B C D 

 
E 

 
F 

 HopF2 
(L193G) 

HopF2 
(D164A.8) 

HopF2 
(D164A.16) 

HopF2 empty vector  

 

 
G 

 
H 

 
I 

 
J 

 
K 

 

 HopF2 
(V135G.12) 

HopF2 
(S177A.1) 

HopF2 
ΔΙ-

ΙΙΙ(G169A.8) 

HopF2 
ΔΙ-

ΙΙΙ(G169A.25) 

HopF2 
ΔΙ-ΙΙΙ(G170A.4) 

HopF2 
ΔΙ-ΙΙΙ(V199G) 
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L M N O P Q 

 HopF2 HopF2ΔΙ-ΙΙΙ empty vector 
(pPZP222) 

 

   

 

 
R 

 
S 

 
T 

   

Εικόνα 51. Aγροενχύσεις σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4.  
Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν πλήρους μήκους ΗopF2 
με σημειακές μεταλλαγές αλλά και σημειακές μεταλλαγές στην έλλειψη HopF2ΔΙ-ΙΙΙ και όχι 
στο πλήρους μήκους HopF2: A) HopF2(R71A), B) HopF2(V135G.16), C) HopF2(V135G.12), D) 
HopF2(V135G.19), E) HopF2(V135G.20), F) HopF2 (V135G.23), G) HopF2 (L193G), H) 
HopF2(D164A.8), I) HopF2(D164A.16), J) HopF2, K) empty vector (pPZP222), L) HopF2 
(V135G.12), M) HopF2 (S177A.1), N) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ(G169A.8), O) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ(G169A.25), P) 
HopF2ΔΙ-ΙΙΙ(G170A.4), Q) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ(V199G), R) HopF2, S) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ, T) empty vector 
(pPZP222). 

ο ιϊκός αναστολέας της σίγησης p19 επιταχύνει διαφόρων τύπων νεκρώσεις (δες και 

αντίστοιχη ενότητα). Παραπάνω παρατηρήσαμε ότι σε αντίθεση με ότι συμβαίνει σε N. 

tabacum cv Xanthi, οι περισσότερες σημειακές μεταλλαγές δεν δίνουν νέκρωση σε Ν. 

tabacum cv. Basma N34/4. Επιχειρήθηκε η υποβοήθηση της επαγωγής νέκρωσης λόγω συν-

ένχυσης p19. Ο p19 δεν συμπεριφέρεται σαν παράγοντας ασυμβατότητας (avr)στην 

συγκεκριμένη ποικιλία. Τα αποτελέσματα ήταν θετικά όπως φαίνεται στην παρακάτω 

εικόνα. Από την άλλη πλευρά, ο p19 είναι και ο ίδιος επαγωγέας νέκρωσης σε N. tabacum 

cv. Xanthi. Οι νεκρώσεις από τις σημειακές μεταλλαγές του HopF2 σε N. tabacum cv. Xanthi 

είναι σχετικά γρήγορες και δεν χρειάζονται "υποβοήθηση" από τον p19 όπως φαίνεται να 

συμβαίνει σε N. tabacum cv. Basma. Θεωρητικά, εάν δεν ήταν σχετικά γρήγορες θα 

μπορούσαμε να παρατηρήσουμε την θετική επίδραση του p19. 

Αντίθετα, το πλήρους μήκους HopF2 DC3000 δεν μπορεί να αντιστρέψει την επαγωγή 

κυτταρικού θανάτου που προκαλούν οι σημειακές μεταλλαγές του. Σε πειράματα 

συναγροένχυσης αγρίου τύπου HopF2 DC3000 και καθεμιάς από τις σημειακές μεταλλαγές 

του HopF2DC3000, επικρατεί ο φαινότυπος των σημειακών μεταλλαγών. Πιθανόν συνέκφραση 

μη λειτουργικών πρωτεϊνών (που φέρουν σημειακές μεταλλαγές) ανταγωνίζεται με την 

λειτουργική πλήρους μήκους πρωτεΐνη για την πρόσδεση στους ενδοκυτταρικούς στοχους 

του HopF2 DC3000. Με τον τρόπο αυτό εξασθενεί την επίδραση της λειτουργικής πρωτεΐνης. 
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Ν. tabacum cv. Basma N34/4  
 HopF2(R71A) HopF2(V135G)  HopF2(D164A ) HopF2(S177A) HopF2(L193G) HopF2 EV 

+p19 

A B C D 

 
E F G 

Ν. tabacum cv. Xanthi  
 HopF2(R71A) HopF2(V135G) HopF2(D164A ) HopF2(S177A) HopF2(L193G) HopF2 EV 

+p19 

H 
 

I J 
 

K L M 
 

N 

Εικόνα 52. A-G. Aγροενχύσεις σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με 
κατασκευές που υπερεκφράζουν : Α) HopF2/R71A +p19, Β) HopF2/V135G.12 +p19, C) 
HopF2/D164A.8 +p19, D) HopF2/S177A.1 +p19, E) HopF2/L193G +p19, F) HopF2 +p19, G) empty 
vector (pPZP222)+ p19. 
 H-O. Aγροενχύσεις σε Ν. tabacum cv. Xanthi. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν H) HopF2/R71A +p19, I) HopF2/V135G.12 +p19, J) HopF2/D164A.18+p19, K) 
HopF2/S177A.1 +p19, L) HopF2/L193G +p19, M) HopF2 +p19, N) empty vector (pPZP222)+ p19. 
Στον συμπληρωματικό πίνακα παρακάτω συνοψίζονται και τα αποτελέσματα από την συγκριτική 
μελέτη συνενχύσεων καθενός από τα μεταλλάγματα παρουσία και απουσία p19. 

 HopF2(R71A) HopF2(V135G)  HopF2(D164A ) HopF2(S177A) HopF2(L193G) HopF2 

-p19  -  -  -  -  -  -  

+p19  +  +  +  -  +  -  

+: ΝΕΚΡΩΣΗ, -: OXI ΝΕΚΡΩΣΗ 

I. 
+ HopF2/ 

D164A.18 

+ HopF2/ 

D164A.24 

+ HopF2/ 

S177A.1 

+ HopF2/ 

S177A.5 

+ HopF2 

ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4 

+EV 

(pPZP222) 

HopF2 

A 
 

B 
 

C 
D 

E  
F 

EV 
(pPZP222) 

G H I 
 

J 
 

K 
 

L 

II. 
+ HopF2 

ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.8 

+ HopF2 

ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.25 

+ HopF2 

ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4 

+ HopF2 

ΔΙ-ΙΙΙ/V199G 

+empty vector 

(pPZP222 

 

HopF2ΔΙ-ΙΙΙ 

A B C D E 

 

EV 

(pPZP222) 

 
F 

 
G H I J 
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Εικόνα 53. I. Συναγροένχυση σε Ν. tabacum με το πλήρους μήκους HopF2 και κατασκευών HopF2 

που φέρουν σημειακές μεταλλαγές δεν οδηγει στην αναστολή της νέκρωσης που προκαλούν οι 

σημειακές μεταλλαγές. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν: A) HopF2 

+ HopF2/D164A.18, B) HopF2+ HopF2/D164A.24, C) HopF2+ HopF2/S177A.1, D) HopF2+ 

HopF2/S177A.5, E) HopF2+ HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4, F) HopF2+empty vector (EV, pPZP222), G) EV + 

HopF2/D164A.18, H) EV + HopF2/D164A.24, I) EV + HopF2/S177A.1, J) EV + HopF2/S177A.5, K) EV +  

HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4, L) empty vector (pPZP222) + empty vector (pPZP222).  

II. Επανάληψη του ίδιου πειράματος χρησιμοποιώντας αυτή την φορά σημειακές μεταλλαγές όχι στο 

πλήρους μήκους HopF2 αλλά στην έλλειψη HopF2ΔΙ-ΙΙΙ (δεν έχει τα μοτίβα Ι-ΙΙΙ). Παρουσιάζονται 

αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν A) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ+ HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.8, B) HopF2ΔΙ-

ΙΙΙ+ HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.25, C) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ+ HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4, D) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ+ HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/V199G, E) 

HopF2+empty vector (pPZP222), F) empty vector (pPZP222) + HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.8, G) empty vector 

(pPZP222) + HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G169A.25, H) empty vector (pPZP222) + HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/G170A.4, I) empty vector 

(pPZP222) + HopF2ΔΙ-ΙΙΙ/V199G, J) empty vector (pPZP222) + empty vector (pPZP222). 

 

3.2.1.1.10 Κρίσιμα κατάλοιπα του HopF2DC3000 για την καταστολή νεκρώσεων σε 

Ν. benthamiana. Αντίστοιχες νεκρώσεις παρουσιάζονται και σε Ν. benthamiana. Στην 

περίπτωση της Ν. benthamiana όμως η εκδήλωση τους είναι πιο αργή.  

w.t. N. benthamiana 

HopF2 
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(V135G) 
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(G169A) 
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(G170A) 
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(V199G) 

HopF2 ΔI-III HopF2 EV 

G H 

 
I J K L 

 

 

HopF2 
(R71A) 

HopF2 
(V135G) 

HopF2 
(D164A) 

HopF2 
(S177A) 

HopF2 
(L193G) 

HopF2ΔI-
III (G169A) 

HopF2ΔI-III 
(G170A)  

HopF2ΔI-
III 
(V199G)  

HopF2 

+ - + -- + + +  +  - 
+: ΝΕΚΡΩΣΗ, -: OXI ΝΕΚΡΩΣΗ 
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Εικόνα 54. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (12 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
 Α) HopF2 (R71A), Β) HopF2 (V135G.12), C)HopF2 (D164A), D) HopF2 (S177A.5), E) HopF2 
(L193G), F) empty vector (pPZP222), G) HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ(G169A), H) HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ(G170), I) HopF2 
ΔΙ-ΙΙΙ(V199G), J) HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ, K) HopF2, L) empty vector (pPZP222). 
 

Γενικά, πολλές νεκρώσεις στην Ν. benthamiana από πρωτεΐνες τελεστές 

φυτοπαθογόνων των αμερικανικών ειδών Solanacheae δεν πυροδοτούν ισχυρή νέκρωση σε 

Ν. benthamiana. Δυο ενδεχόμενα μπορούν να το εξηγήσουν αυτο. Το πρώτο ενδεχόμενο 

είναι ότι το ομόλογο του R γονιδίου στην Ν. benthamiana δεν είναι αρκετά συντηρημένο. 

Αυτο είναι αρκετά λογικό διότι το Ps pv. tomato DC3000 είναι παθογόνο της ντομάτας. 

w.t. N. benthamiana 
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J 
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+ HopF2 + - - + +/- + - - 

+: ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΝΕΚΡΩΣΗΣ, -:ΝΕΚΡΩΣΗ 
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Εικόνα 55. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (12 dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
A)HopF2+HopF2 (V135G), B) HopF2+HopF2 (D164A), C) HopF2+HopF2 (S177A), D) HopF2+HopF2 
(L193G), E) HopF2, F) Empty vector (EV) +HopF2 (V135G), G) EV +HopF2 (D164A), H) EV +HopF2 
(S177A), I) EV +HopF2 (L193G), J) EV +HopF2, K) HopF2+HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ(G170A.4), L)HopF2+HopF2 ΔΙ-
ΙΙΙ(V199G), M)empty vector (pPZP222) + HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ(G170A.4), N)empty vector (pPZP222)+HopF2 ΔΙ-
ΙΙΙ(V199G). 
 

. Η ντομάτα συνυπήρχε στην Αμερική με Ν. tabacum και υπήρχε εξελικτική πίεση 

στον Ν. tabacum να εξελίξει διάφορα R γονίδια για τους τελεστές της DC3000. Η Ν. 

benthamiana όμως είναι φυτό της Ν. Ζηλανδίας, για μακρύ χρονικό διάστημα δεν ερχόταν 

σε επαφή με το αντίστοιχο παθογόνο (και φυσικά με ντομάτες) και τα αντίστοιχα R γονίδια 

δεν είναι αντίστοιχα εξελιγμένα. Το δεύτερο ενδεχόμενο είναι οι καθυστερημένες 

νεκρώσεις στην Ν. benthamiana να είναι αποτέλεσμα ενός ανεξάρτητου από R γονίδιο 

μηχανισμού. 

Οι σημειακές μεταλλαγές του HopF2DC3000 δίνουν χλωρωτικά συμπτώματα σε N. 

benthamiana 7-8 dpi τα οποία όμως δεν εξελίσσονται σε νεκρωτικά σε εύλογο χρονικό 

διάστημα. Tα χλωρωτικά συμπτώματα των σημειακών μεταλλαγών του HopF2DC3000 δίνουν 

νεκρώσεις σε N. benthamiana. Οι νεκρώσεις αυτές όμως είναι πολύ καθυστερημένες (> 12 

dpi). H εκδήλωση νεκρώσεων δεν εξαρτάται από την αναπτυξιακή ηλικία των φύλλων. 

To πλήρους μήκους HopF2DC3000 δεν έχει την δυνατότητα να επιβραδύνει την 

εκδήλωση των χλωρωτικών συμπτωμάτων και να αντιστρέψει τους καθυστερημένους 

νεκρωτικούς φαινοτύπους των σημειακών μεταλλαγών που προαναφέρθηκαν σε N. 

benthamiana. Eξαίρεση οι συνδυασμοί HopF2+V135, HopF2+L193, HopF2+HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ 

(G169A), HopF2ΔΙ-ΙΙΙ+HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ (G169A), HopF2ΔΙ-ΙΙΙ+HopF2 ΔΙ-ΙΙΙ (G170A) ενώ το 

HopF2+S177 παρουσιάζει ασταθή συμπεριφορά. Οι εξαιρέσεις αυτές έρχονται σε αντίθεση 

με την κατάσταση σε Ν. tabacum. H διαφοροποίηση μπορεί εύκολα να εξηγηθεί με την 

παραδοχή ότι η νέκρωση στην περίπτωση της N. benthamiana είναι αργή και όχι τόσο 

ισχυρή. Η ανταγωνιστική επίδραση μη λειτουργικών προτείνων δεν είναι κρίσιμη σε αυτό το 

σύστημα σε όλες τις περιπτώσεις. 

 

3.2.1.1.11 Ρόλος κρίσιμων καταλοίπων του HopF2DC3000 στην επαγωγή 

αγρονέκρωσης. Σε άλλη ενότητα έχουμε αποδείξει ότι η ταχύτητα εκδήλωσης νεκρωτικών 

φαινοτύπων εξαρτάται από την θερμοκρασία. Έτσι ελέγξαμε την ταχύτητα εκδήλωσης 

νεκρωτικών φαινοτύπων των σημειακών μεταλλαγών στους 30 οC και 25 οC. 

Αντιπροσωπευτικές εικόνες για 25 οC παρουσιάζονται στην προηγούμενη ενότητα. 

Παρατηρούμε ότι οι νεκρωτικοί φαινότυποι από τις σημειακές μεταλλαγές του HopF2 
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εμφανίζονται πάντα εβδομάδες πιο γρήγορα στις ενχύσεις με κατασκευές σημειακών 

μεταλλαγών σε σχέση με τον empty vector (pPZP222).  

Ξέρουμε όμως ότι η αγροένχυση και η συσσώρευση αγροβακτηρίων οδηγεί σε 

ταλαιπωρία του φυτικού ιστού στην περιοχή της αγροένχυσης. Σαν αποτέλεσμα ο φυτικός 

ιστός κάποια στιγμή μετά την πάροδο αρκετών ημερών/εβδομάδων νεκρώνεται ακόμα και 

απουσία επαγωγέα νέκρωσης. Αυτή η "νέκρωση" είναι διακριτή από την νέκρωση λόγω 

κάποιου επαγωγέα νέκρωσης. Διακρίνεται εύκολα λόγω του χρόνου εκδήλωσης της. Άρα 

ακόμα και η αγροένχυση με empty vector κάποια στιγμή θα οδηγήσει σε νέκρωση του 

φυτικού ιστού στην περιοχή της αγροένχυσης. Προηγουμένως είχαμε αποδείξει ότι ο 

HopF2 επιβραδύνει και αυτού του τύπου την νέκρωση. 
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Εικόνα 56. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (12 dpi, 30 οC) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
 A)HopF2 (R71A), B) HopF2 (D164A.18), C) HopF2 (V135G.12), D) HopF2 (S177A.1), E) empty 
vector (pPZP222), F) HopF2 (L193G), G) HopF2ΔΙ-ΙΙ, Η) HopF2ΔΙ-ΙΙΙ, Ι) HopF2, J) empty vector 
(pPZP222). 
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Στους 30 οC, αγροενχύσεις με κατασκευές σημειακών μεταλλαγών του HopF2 δεν 

οδηγούν σε νεκρώσεις τουλάχιστον μέχρι του σημείου που αρχίζει να νεκρώνεται ακόμα 

και ο empty vector. Οι νεκρώσεις από το σημείο αυτο και μετά ακόμα και εάν εκδηλωθούν 

σε καμιά περίπτωση δεν μπορούν να θεωρηθούν ότι οφείλονται στην εκάστοτε σημειακή 

μεταλλαγή. Εξαίρεση το HopF2 (L193G). Χαρακτηριστικά παραδείγματα παρουσιάζονται 

στις φωτογραφίες παρακάτω. 

Ο κατασταλτικός χαρακτήρας όμως κατασκευών που υπερεκφράζουν σημειακές 

μεταλλαγές στην νέκρωση είναι παροδικός. Τουλάχιστον διαρκεί πολύ λιγότερο από ότι η 

καταστολή από το αγρίου τύπου HopF2DC3000. 

w.t. N. benthamiana 
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Εικόνα 57. Οι σημειακές μεταλλαγές του HopF2 δεν αναστέλλουν την νέκρωση απουσία 
επαγωγέα νέκρωσης που προέρχεται απλά από την ταλαιπωρία του ιστού λόγω 
αγροένχυσης. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (4 wpi, 30 οC) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
 A) HopF2 (V135G.12), B) HopF2 (D164A.24), C) HopF2 (S177A.1), D) HopF2 (L193G), E) 
HopF2, F) empty vector (pPZP222). 
 

 

3.2.1.1. Ρόλος κρίσιμων καταλοίπων του HopF2DC3000 στην επαγωγή νέκρωσης από 
άλλους τελεστές. 

3.2.1.1.11. Ρόλος κρίσιμων καταλοίπων του HopF2DC3000 στην επαγωγή νέκρωσης 

από HopAB2m. Οι σημειακές μεταλλαγές του HopF2 (στα μοτίβα ΙV και V) απαλείφουν την 

ικανότητα του να αναστέλλει την νέκρωση από HopAB2m. Η νέκρωση από HopAB2m 

εμφανίζεται τουλάχιστον μια εβδομάδα πιο γρήγορα από τις νεκρώσεις των σημειακών 

μεταλλαγών του HopF2 ακόμα και στους 25 οC. Σε αντίθεση με τις σημειακές μεταλλαγές 

του HopF2 στα μοτίβα ΙV και V, οι σημειακές μεταλλαγές στο μοτίβο ΙΙΙ δεν απαλείφουν την 

ικανότητα του να αναστέλλει την νέκρωση από HopAB2m. 
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w.t. N. benthamiana 
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Εικόνα 58. Αγροενχύσεις σε w.t. φυτά N. benthamiana (6 dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
A) HopF2 (V135.12) + HopAB2m, B) HopF2 (D164A.24) + HopAB2m, C) HopF2 (S177A.1)+ HopAB2m, 
D) HopF2 (L193G)+HopAB2m, E) HopF2 +HopAB2m, F) empty vector (pPZP222) +HopAB2m, G) HopF2 
(V135.12) + Empty Vector (EV), H) HopF2 (D164A.24)+ EV, I) HopF2 (S177A.1)+ EV, J) HopF2 (L193G)+ 
EV, K) HopF2 + EV, L) EV + EV. 
 

 

3.2.1.1.12 Κρίσιμα κατάλοιπα για την αναστολή κυτταρικού θανάτου HopF2DC3000 

από ΝopT. Προηγουμένως αναφέρθηκαν διάφορες σημειακές μεταλλαγές που 

χρησιμοποιήσαμε. Τα περισσότερα από τα αντίστοιχα αμινοξικά κατάλοιπα δεν είναι 

συντηρημένα στα ομόλογα του HopF2 από ριζόβια. Γι'αυτό είχε ενδιαφέρον να εξετάσουμε 

εάν οι μεταλλαγές αυτές του HopF2DC3000 έχουν κάποια επίδραση στην νέκρωση από κάποια 

ριζοβιακή πρωτεΐνη (ΝopT). Όπως ήταν αναμενόμενο, σχεδόν όλες δεν έχουν κάποια 

επίδραση διαφορετική από αυτή του wt HopF2DC3000 (data not shown). Πάλι όπως ήταν 

αναμενόμενο, οι σημειακές μεταλλαγές δεν επηρεάζουν διαφορετικά την νέκρωση από p19 

σε σχέση με το wt HopF2DC3000 (data not shown). Άλλωστε, η χρονική στιγμή εμφάνισης 

νεκρώσεων (στις περιπτώσεις που σαν απαγωγέας νέκρωσης χρησιμοποιήθηκαν τα ΝopT 

και p19) προηγείται ελάχιστα σε σχέση με αυτήν των σημειακών μεταλλαγών του 

HopF2DC3000. Το γεγονός αυτό καθιστά προβληματική την επεξεργασία οποιονδήποτε 

αποτελεσμάτων. 
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3.2.1.2 Επίδραση εκκρινόμενων πρωτεϊνών υπεροικογένειας AvrRps4-HopK1 στην RNA 

σίγηση. 

3.2.1.2.1 Καταστολή RNA σίγησης από εκκρινόμενη πρωτεΐνη AvrRps4  

Με τα πειράματα με το HopF2DC3000 επιβεβαιώθηκε ότι το πειραματικό μας σύστημα 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την αποκάλυψη όχι μόνο ενισχυτών αλλά και καταστολέων 

της RNA σίγησης. Στο επόμενο στάδιο προσπαθήσαμε να επεκτείνουμε τα αποτελέσματα 

μας και σε μια δεύτερη οικογένεια πρωτεϊνών -τελεστών. Επιλέχτηκε η συγκριτική 

αξιολόγηση ομολόγων της οικογένειας AvrRps4-HopK1.. Συνολικά ελέχθηκαν ομόλογες 

πρωτεΐνες από τρία στελέχη. α) AvrRps4 από P. syringae pv. pisi 151, β) AvrRps4 από P. 

syringae pv. phaseolicola 1448A γ) HopK1pto DC3001 (HopPtoK) από P. syringae pv. tomato 

DC3001. Στην πραγματικότητα ελέγχθηκαν δυο διαφορετικά ομόλογα από P. syringae pv. 

pisi. Tο ένα από αυτά τα οποία ήταν το ομόλογο από P. syringae pv. pisi 151 και το δεύτερο 

από P. syringae pv. pisi Race 3. Kαθένα από τα ομόλογα από τα στελέχη της P. syringae pv. 

pisi έδειξαν ταυτόσημη συμπεριφορά ως προς την σίγηση (data not shown). 
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Εικόνα 59. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (3 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν:  
I. w.t. AvrRps4 + GFP και empty vector control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
II. W.t. AvrRps4 + GFP και empty vector control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως). 
III. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 

Το σημείο της κάθε ένχυσης συμπίπτει με την αιχμή του εκάστοτε βέλους στην εικόνα. 
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Οι πρωτεΐνες αυτές εμφανίζουν δομική ομολογία αλλά συχνά η λειτουργική τους 

εξειδίκευση δεν είναι ταυτόσημη. Τα ομόλογα έδειξαν διαφορές τόσο στην ένταση, όσο και 

την ίδια την εκδήλωση του φαινομένου. Τα ομόλογα AvrRps4 και από τα τρία στελέχη 

συμπεριφέρονται ως καταστολείς της σίγησης. Αντίθετα, η πρωτεΐνη HopK1pto DC3001 δεν είχε 

επίδραση στο σύστημα μας σε σχέση με τον μάρτυρα. Το αμινοτελικό άκρο του HopK1pto 

DC3001 (1147 αα) έχει ομολογία με το αμινοτελικό άκρο του AvrRps4 (σύνολο 220 αα) από P. 

syringae pv. pisi). Επιπλέον όμως τα ομόλογα AvrRps4 στερούνται της καρβοξυτελικής 

ουράς του HopK1pto DC3001. 
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Εικόνα 60. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (3 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
 I. empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopK1DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό 
UV). 
 II. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. HopK1DC3001 + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως). 
ΙΙΙ. w.t. AvrRps4 + GFP και empty vector control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
ΙV. w.t. AvrRps4 + GFP και empty vector control (E.V) + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως). 
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V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην Ι. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙII. 

Το σημείο της κάθε ένχυσης συμπίπτει με την αιχμή του εκάστοτε βέλους στην εικόνα. 

Εικόνα 61. Στοίχιση των ομολόγων AvrRps4, HopK1 και HopAQ1. Η στοίχιση έγινε με το 
πρόγραμμα ClustalW (Thompson et al., 2002).  

 

Η καταστολή της RNA σίγησης από τα ομόλογα του AvrRps4 διαφέρει από την 

αντίστοιχη των ομολόγων HopF1/HopF2/HopF3. Στην πρώτη περίπτωση, η καταστολή 

εμφανίζει διάρκεια που προσομοιάζει με αυτήν των ιϊκών καταστολέων της σίγησης. Στην 

δεύτερη περίπτωση μπορεί να χαρακτηριστεί παροδική. 

3.2.2 Ενίσχυση RNA σίγησης από εκκρινόμενες πρωτεΐνες 

ψευδομονάδας.  

Προηγούμενα πειράματα από το ίδιο εργαστήριο (Sarris et al., 2011) απέδειξαν ότι 

εκκρινόμενες βακτηριακές πρωτεΐνες έχουν την δυνατότητα να προκαλέσουν ενίσχυση της 

RNA σίγησης. Συγκεκριμένα, (Sarris et al., 2011) ελένχθηκαν τρεις πρωτεΐνες α) HopX1Pto 

DC3001 (AvrPtoE από P. syringae pv. tomato DC3001), β) HopF2 Pto DC3001 (AvrPtoF από P. 

syringae pv. tomato DC3001), γ) HopABPph (virPphA από P. syringae pv. phaseolicola). 
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Μεταγενέστερα πειράματα απέδειξαν ότι η ενίσχυση της σίγησης είναι ένα γενικό 

αινόμενο που συναντάται συχνά ως χαρακτηριστικό πρωτεϊνών-τελεστών. Τουλάχιστον δυο 

ακόμη πρωτεΐνες-τελεστές χαρακτηρίστηκαν (Sarris, Ph.D Thesis) ως ενισχυτές της σίγησης 

χρησιμοποιώντας το σύστημα μας: [ORF6psy (ORF6 από P. syringae pv. syringae) και PopP2 

(PopP2 από Ralstonia solanacearum). 

3.2.2.1 Επίδραση εκκρινόμενων πρωτεϊνών HopAO1, HopC1, AvrPto, 

pthG στην RNA σίγηση.  

Η παρατήρηση ότι η ενίσχυση της σίγησης είναι ένα κοινό μοτίβο συμπεριφοράς 

πρωτεϊνών-τελεστών μας ώθησε να ελέγξουμε την επίδραση περισσότερων οικογενειών 

πρωτεϊνών τελεστών. Σε πρώτη φάση επιλέχτηκε η AvrPtoDC3001 και HopAO1 DC3001. Η πρώτη 

είχε προηγουμένως χαρακτηριστεί ως καταστολέας του μονοπατιού των miRNAs σε Α. 

thaliana (Navarro et al., 2008). H δεύτερη είναι μια βιοχημικά χαρακτηρισμένη φωσφατάση 

τυροσίνης (James et al., 2003) με ρόλο στην παρεμπόδιση των μηχανισμών άμυνας. 

Αμφότερες ενισχύουν την σίγηση και μάλιστα σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό από 

οποιαδήποτε άλλη πρωτεΐνη που μελετήσαμε. Παράλληλα όμως εμφάνισαν χλωρωτικά 

συμπτώματα στην περιοχή της αγροένχυσης (AvrPtoDC3001) ή ακόμα και νεκρωτικά (HopAO1 

DC3001). Συνύπαρξη χλωρωτικών/νεκρωτικών περιοχών και ενίσχυσης σίγησης είχε 

παρατηρηθεί σε δυο ακόμα περιπτώσεις στο πειραματικό μας σύστημα (με τους τελεστές 

PthG από Erwinia herbicola pv. gypsophilae (Ezra et al., 2000) και HopC1DC3001). Ένα βασικό 

ερώτημα που πρόεκυψε ήταν εάν χλωρώσεις και ενίσχυση σίγησης είναι φαινόμενα 

αλληλοσυνδεόμενα. 
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Εικόνα 62. Παραδείγματα με φαινότυπο ενίσχυση της σίγησης που παρουσίαζαν 
χλωρωτικά συμπτώματα. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (3 dpi) με κατασκευές 
που υπερεκφράζουν: 

  

I. empty vector control (E.V) + GFP και w.t. Avrpto + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
 II. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. AvrPto + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως). 
ΙΙΙ. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. pthG + GFP (Φωτογραφία σε φωτισμό UV). 
ΙV. Empty vector control (E.V) + GFP και w.t. pthG + GFP (Φωτογραφία σε ορατό φως). 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙI. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙII. 
Το σημείο της κάθε ένχυσης συμπίπτει με την αιχμή του εκάστου βέλους στην εικόνα. 

Παρατηρούμε ότι τουλάχιστον δυο από τις τρεις πρωτεΐνες που παρουσιάζουν 

έντονα συμπτώματα χλώρωσης (AvrPto και pthG) παρουσιάζουν επίσης μια πολύ έντονη 

ενίσχυση του μηχανισμού της σίγησης. Μια ενδιάμεση κατάσταση ανάμεσα στις δυο είναι 

τα πολύ ήπια και χρονικά πολύ καθυστερημένα συμπτώματα χλώρωσης του HopF2 Pto DC3001. 

  

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

E.V + GFP   w.t. Avrpto + GFP 

CTGF/p2 

CTGF/p2 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

110 

120 

E.V + GFP   w.t. pthG + GFP  

CTGF/p2 

CTGF/p2 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 184 

 

3.2.2.2 Ρόλος της δραστικότητας Ε3 λιγάσης της ουβικιτίνης στη δράση της 

πρωτεΐνης-τελεστή HopAB2 και ομολόγων της στην RNA σίγηση. 

Η κωδική περιοχή της HopAB2 περιλαμβάνει: α) μια αμινοτελική επικράτεια στην 

οποία εντοπίζεται η περιοχή πρόσδεσης με την φυτική πρωτεΐνη-υποδοχέα Pto (Xiao et al., 

2007b),  

β) μια κεντρική περιοχή (Rosebrock et al., 2007) η οποία περιέχει μια περιοχή πρόσδεσης 

με την πρωτεΐνη Fen. Η περιοχή αυτή ονομάζεται Rsb και εμπεριέχει και το GINP μοτίβο. Το 

μοτίβο αυτο σχετίζεται επίσης με αλληλεπίδραση με την πρωτεΐνη BAK1. Είναι υπεύθυνο 

για την αποτροπή της ενεργοποίησης του σηματοδοτικού μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών, 

(Göhre et al., 2008; Shan et al., 2008b; Xiao et al., 2007a) και  

 γ)μια καρβοξυτελική επικράτεια με ενζυμική ενεργότητα Ε3 λιγάσης ουμπικουϊτίνης 

(Janjusevic et al., 2006). Η τελευταία ενεργότητα είναι και υπεύθυνη για την καταστολή του 

κυτταρικού θανάτου και αλληλεπιδρά με ουμπικουϊτίνη (Abramovitch et al., 2006). 

Η πρωτεΐνη HopAB2 (από P. syringae pv. tomato DC3000) όπως και η ομόλογη της 

HopAB1 (από P. syringae pv. phaseolicola 1449B) είναι ενισχυτής της RNA σίγησης. 

Μάλιστα, έλλειψη της πρωτεΐνης (που απαλείφει το αμινοτελικό άκρο αλλά διατηρεί το 

κεντρικό και το καρβοξυτελικό άκρο) διατηρεί την ικανότητα ενίσχυσης της σίγησης. Η 

έλλειψη αυτή περιλαμβάνει μόνο τμήμα Rsb και Ε3 λιγάσης ουμπικουϊτίνης και 

παρουσιάζει τον ίδιο φαινότυπο με το πλήρους μήκους μετάγραφο στο πειραματικό μας 

σύστημα. Με την χρήση αυτής της κατασκευής όμως, δεν μπορεί να αποκλειστεί το 

ενδεχόμενο η ενίσχυση της σίγησης να προκαλείται από το κεντρικό τμήμα της πρωτεΐνης. 

Η πρωτεΐνη HopAB2DC3000 εμφανίζει στα χέρια μας την ίδια συμπεριφορά αναφορικά με την 

αναστολή του κυτταρικού θανάτου με τα ήδη δημοσιευμένα αποτελέσματα (Sarris et al. 

2011). Μετά την παρέλευση όμως αρκετών ημερών, το HopAB2 εμφανίζει συμπτώματα 

νέκρωσης και κατάρρευσης κυτταρικών δομών. Τα νεκρωτικά συμπτώματα εμφανίζονται 

πολύ αργότερα από την στιγμή που ολοκληρώνεται το πείραμα που σχετίζεται με την 

επίδραση της στην RNA σίγηση. 
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E: Silencing Enhancement 
 

 

 
Εικόνα 63. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (3 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν:  
I. (Φωτογραφία σε φωτισμό UV) A) w.t. HopAB2 + GFP, B) empty vector control (E.V) + GFP. 
 II. (Φωτογραφία σε ορατό φως) A) w.t. HopAB2 + GFP,  B) empty vector control (E.V) + GFP.  
III. (Φωτογραφία σε φωτισμό UV) A) HopAB2 (ΔΝ-term) + GFP, B) empty vector control (E.V) 
+ GFP.  
IV. (Φωτογραφία σε ορατό φως) A) HopAB2 (ΔΝ-term) + GFP, B) empty vector control (E.V) + 
GFP. 
V. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙI. 
VI. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) για τα 
δείγματα που περιγράφονται στην ΙII. 
 

Αγροένχυση κατασκευής που περιλαμβάνει την περιοχή αλληλεπίδρασης με Ρto 

πυροδοτεί αντίδραση υπερευαισθησίας σε Ν. benthamiana (Abramovitch et al., 2003). Η 

σημειακή μεταλλαγή HopAB2DC3000F479A σχετίζεται με απενεργοποίηση της Ε3 λιγάσης. 

Κατά αντιστοιχία με δημοσιευμένα αποτελέσματα (Rosebrock et al., 2007), η αγροένχυση 
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κατασκευής που εκφράζει HopAB2 με σημειακή μεταλλαγή στο F479 (F479A) οδηγεί αρχικά 

σε χλωρωτικό και στην συνέχεια σε νεκρωτικό φαινότυπο στο πειραματικό μας σύστημα. Η 

νέκρωση είναι εμφανής είτε υπερεκφράζει το πλήρους μήκους μόριο που φέρει την 

μεταλλαγή αυτή, είτε κατασκευή που φέρει ταυτόχρονα ακρωτηριασμό στο αμινοτελικό 

άκρο (περιέχει μόνο την καρβοξυτελική επικράτεια) και την σημειακή μεταλλαγή. 

 
 

Εικόνα 64. Αγροενχύσεις σε 16c φυτά N. benthamiana (4 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: I. A) w.t. HopAB2 (F479A) + GFP, B) empty vector control (E.V) + GFP. II) A) 
w.t. HopAB2 (ΔRsb+Cterm) + GFP,  B) empty vector control (E.V) + GFP.  

 

Συμπερασματικά, με τα μέχρι τώρα πειράματα δεν καταφέρνουμε να συσχετίσουμε 

ξεκάθαρα την ενίσχυση της σίγησης με την ενεργότητα της Ε3 λιγάσης για δυο λόγους: α) Η 

έλλειψη που διατηρεί τον φαινότυπο σίγησης περιλαμβάνει εκτός από την περιοχή της 

ενεργότατης Ε3 λιγάσης και την κεντρική επικράτεια (Rsb). β) Η σημειακή μεταλλαγή 

HopAB2DC3000F479A που χρησιμοποιήθηκε δίνει χλώρωση και στην συνέχεια νέκρωση σε wt 

Ν. benthamiana φυτά. 

 

Εναλλακτικά, είχαμε την δυνατότητα να χρησιμοποιήσουμε κατασκευές με 

σημειακές μεταλλαγές που επιφέρουν μερική απώλεια λειτουργίας Ε3 λιγάσης. Σαν 

μάρτυρες μπορούσαμε να χρησιμοποιήσουμε αντίστοιχες κατασκευές με σημειακές 

μεταλλαγές που παρουσιάζουν αυξημένη ενζυμική δραστικότητα Ε3 λιγάσης σε σχέση με το 

αγρίου τύπου HopAB2DC3000 ή και ουδέτερες. Το πλεονέκτημα σε αυτήν την περίπτωση είναι 

ότι ο νεκρωτικός φαινότυπος από σημειακές μεταλλαγές μερικής απώλειας λειτουργίας Ε3 

λιγάσης είναι αρκετά πιο καθυστερημένος. 
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Εικόνα 65. Αγροενχύσεις σε φύλλα N. benthamiana 16c (3 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 

I. Α) HopAB2 (K464R-gain of function) +GFP, Β) HopAB2 (K512R-loss of 
function)+GFP, Γ)HopAB2 +GFP, Δ)Empty vector +GFP.  

II.  Α) HopAB2 (K529R-loss of function)+GFP, Β)HopAB2 (K546R-gain of function 
GFP, Γ)HopAB2 +GFP, Δ)Empty vector +GFP.  

III. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) 
για τα δείγματα που περιγράφονται στην I. 

IV. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) 
για τα δείγματα που περιγράφονται στην ΙI. 

V. Α)HopAB2 (K464R-gain of function)+GFP, Β)HopAB2 (K512R-loss of 
function)+GFP, Γ)HopAB2m (loss of function)+GFP, Δ)Empty vector +GFP  

VI. Α)HopAB2 (K529R-loss of function)+GFP, Β)HopAB2 (K546R-gain of 
function)+GFP, Γ)HopAB2m (loss of function) +GFP, Δ)Empty vector +GFP. 

VII. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) 
για τα δείγματα που περιγράφονται στην V. 

VIII. Corrected Total GFP Fluorescence (CTGF)/ p2 (σύμφωνα με Burgess et al., 2010) 
για τα δείγματα που περιγράφονται στην VI. 

 
 

 

Έτσι, χρησιμοποιήσαμε επιπλέον μεταλλαγές υποκατάστασης επιλεγμένων αμινοξέων 

στην καρβοξυτελική περιοχή της πλήρους μήκους πρωτεΐνης ΗopΑΒ2DC3000 (ευγενική 

προσφορά του Dr Greg Martin). Μεταξύ ήταν δυο μεταλλαγές τύπου «gain of function» 

(αυξημένη ενεργότητα) της Ε3 λιγάσης ουμπικουϊτίνης στο πλήρους μήκους HopAB2 (K464R  
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Εικόνα 66. I. Οι σημειακές μεταλλαγές HopAB2 (K529R), HopAB2 (K546R) δεν δίνουν 
χλωρωτικά συμπτώματα wt φυτά N. benthamiana τις πρώτες μέρες μετά την αγροένχυση. 
Αργότερα δίνουν χλωρώσεις (>7-10 dpi) και τελικά νεκρώσεις (>12-14 dpi). Αγροενχύσεις σε 
wt φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν:  
A-C. HopAB2 (K529R). A)7dpi, B)>12dpi, C) >16dpi. 
D-F. HopAB2 (K546R). D)7dpi, E)>12dpi, F) >16dpi. 
G-I. Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. maculicola ES4326.  G)7dpi, H)>12dpi, I) >16dpi. 
J-L. empty vector. J)7dpi, K)>12dpi, L) >16dpi. 
II. Οι σημειακές μεταλλαγές HopAB2 (K464R), HopAB2 (K512R) δεν δίνουν χλωρωτικά 
συμπτώματα τις πρώτες μέρες μετά την αγροένχυση. Αργότερα δίνουν χλωρώσεις (>7-10 
dpi) και τελικά νεκρώσεις (>12-14dpi). Αγροενχύσεις σε wt φυτά N. benthamiana με 
κατασκευές που υπερεκφράζουν:  
M-N. HopAB2 (K464R). M)12dpi, N) >16dpi. 
O-P. HopAB2 (K512R). O)12dpi, P) >16dpi. 
Q-R. Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a, Q)12dpi, R) >16dpi. 
S-T.  empty vector. S)12dpi, T) >16dpi. 
 

και Κ546R) και δυο μεταλλαγές τύπου «loss of function» (μειωμένη ενεργότητα) της Ε3 

λιγάσης της ίδιας πρωτεΐνης (K512R και Κ529R) που περιγράφονται στο Abramovitch και 

συνεργάτες (2006). Με πειράματα συναγροένχυσης με φορέα που εκφράζει την πρωτεΐνη-

δείκτη GFP καταδείχτηκε ότι: α) Οι σημειακές μεταλλαγές τύπου gain of function mutants 

της πλήρους μήκους HopAB2DC3000 K464R και Κ546R έχουν τον ίδιο φαινότυπο με την 

φυσικού τύπου πρωτεΐνη. β) Τα «loss of function» mutants της πλήρους μήκους 

HopAB2DC3000 απαλείφουν την ικανότητα της πρωτεΐνης να δρα ως ενισχυτής της σίγησης. 

Συμπερασματικά, η ενεργότητα Ε3 λιγάσης του ΗopAB2 είναι απαραίτητη για την ενίσχυση 

της RΝΑ-διαμεσολαβούμενης σίγησης. 

Οι προαναφερόμενες σημειακές μεταλλαγές δεν παρουσιάζουν κανένα σημάδι 

χλώρωσης ή νέκρωσης κατά την διάρκεια των 4-5 ημερών που διήρκεσε το πείραμα σε 

φυτά 16c. Τα πρώτα μακροσκοπικά ορατά σημάδια χλώρωσης εμφανίζονται πολύ 

αργότερα (μετά την έβδομη- όγδοη μέρα) είτε σε αγρίου τύπου φυτά N. benthamiana. Ο 

ιστός μπορεί να χαρακτηριστεί χλωρωτικός μετά τις 10 πρώτες μέρες και νεκρωτικός μετά 

τις πρώτες 12-14 μέρες. 
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Εικόνα 67. Αγροενχύσεις σε wt φυτά N. benthamiana με κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
Α) HopAB2 (K464R), Β) HopAB2 (K512R), C) HopAB2 (K529R), D) HopAB2 (K546R), E) 
HopAB2m, F) empty vector. 
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Παρατήσαμε (αν και δεν αποτυπώνεται ξεκάθαρα στις προηγούμενες εικόνες) ότι η 

χλώρωση στο HopAB2 (K546R) πάντα εκδηλώνεται πιο αργά από ότι στο HopAB2 (K529R). 

Ομοίως η νέκρωση στο HopAB2 (K546R) εκδηλώνεται πιο αργά από ότι στο HopAB2 

(K529R). Η χλώρωση στο HopAB2 (K464R) πάντα εκδηλώνεται πιο αργά από ότι στο HopAB2 

(K512R) και η νέκρωση στο HopAB2 (K464R) εκδηλώνεται πιο αργά από ότι στο HopAB2 

(K512R). Με μια πιο προσεκτική παρατήρηση, διαπιστώνουμε ότι αυτός είναι ο κανόνας. 

Η παρακάτω εικόνα δεν δείχνει ότι το HopAB2 (K546R) και HopAB2 (K464R) δεν θα 

δώσει τελικά νέκρωση. Απλά δείχνει ότι η νέκρωση από HopAB2 (K529R) και HopAB2 

(K512R) προηγείται του HopAB2 (K546R) και HopAB2 (K464R). 

Σύμφωνα με αποτελέσματα μας που περιγράφονται σε άλλη ενότητα (εικόνα 62), 

τα HopAB2 (K546R) και HopAB2 (K464R) συμπεριφέρονται σαν ενισχυτές (enhancers) της 

σίγησης (έχουν πανομοιότυπη συμπεριφορά με αγρίου τύπου HopAB2) ενώ τα HopAB2 

(K529R) και HopAB2 (K512R) έχουν μηδαμινή δυνατότητα ενίσχυσης σίγησης. 
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+ HopAB2 (ES4326) 

 

M 

 
N 

 
\O P 

 

 HopAB2
(K464R) 

HopAB2 
(K512R) 

HopAB2
(K529R) 

HopAB2 
(K546R) 

HopAB2 
(B728a) 

HopAB2 
(ES4326) 

+HopF2 +/- - + + - + 

+: ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΝΕΚΡΩΣΗΣ, -:ΝΕΚΡΩΣΗ 
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Εικόνα 68. I. To HopF2 έχει την ικανότητα να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από τις 
σημειακές μεταλλαγές HopAB2 (K529R), HopAB2 (K546R), HopAB2 (K464R) αλλά όχι από HopAB2 
(K512R). Επίσης, τo HopF2 έχει την ικανότητα να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από το 
ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. maculicola ES4326 αλλά όχι από το ομόλογο HopAB2 από P. 
syringae pv. syringae B728a. Αγροενχύσεις σε wt φυτά N. benthamiana με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
A) HopF2 + HopAB2 (K464R), B) HopF2 + HopAB2 (K512R), C) HopF2 + HopAB2 (K529R), D) HopF2 + 
HopAB2 (K546R), Ε)HopF2 + HopAB2B728a, F) HopF2 + Ομόλογο HopAB2 ES4326, G) empty vector 
(pPZP222) + HopAB2 (K464R), H) empty vector (pPZP222) + HopAB2 (K512R), I) empty vector 
(pPZP222) + HopAB2 (K529R), J) empty vector (pPZP222) + HopAB2 (K546R), K) empty vector 
(pPZP222)  + HopAB2B728a., L) empty vector (pPZP222) + Ομόλογο HopAB2 ES4326. 
 
II.  Το HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ διατηρεί την ικανότητα του πλήρους μήκους HopF2 να επιβραδύνει και να 
αναστέλλει την νέκρωση από HopAB2ES4326. Αγροενχύσεις σε wt φυτά N. benthamiana με 
κατασκευές που υπερεκφράζουν: 
M) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ + HopAB2 ES4326 
N) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙI + HopAB2 ES4326 

O) HopF2 + HopAB2 ES4326 
P) empty vector (pPZP222) + HopAB2 ES4326 

 

Πειράματα που περιγράφονται σε προηγούμενες ενότητες έδειξαν ότι ο τελεστής 

HopF2DC3000 έχει την δυνατότητα να αναστείλει/επιβραδύνει μια σειρά νεκρώσεων (από 

αγροεγχύσεις αγροβακτηρίου και από το μετάλλαγμα HopABm στη N. benthamiana . Στην 

συνέχεια επιχειρήσαμε να αποσαφηνίσουμε εάν το HopF2DC3000 έχει την δυνατότητα να 

επιβραδύνει την νέκρωση που προκαλείται από τις σημειακές μεταλλαγές του HopΑΒ2DC3000 

που προαναφέρθηκαν και από άλλα ομόλογα του ΗοpΑΒ2. Πράγματι, όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 43, αυτό συμβαίνει με τα μεταλλάγματα της HopAB K529R, K546R και, K464R. 

Εξαίρεση ίσως αποτελεί η νέκρωση από HopΑΒ2DC3000(K512R). Επιπλεον, τo HopF2 έχει την 

ικανότητα να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από το ομόλογο HopAB2 από P. 

syringae pv. maculicola ES4326 (ΗοpABES4326) αλλά όχι από το ομόλογο HopAB2 από P. 

syringae pv. syringae B728a (ΗοpABES4326).  

Έλλειψη του HopF2 που διατηρεί τα μοτίβα ΙΙΙ-V έχει την ίδια ικανότητα με το 

πλήρους μήκους HopF2 να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από τo ομόλογο 

HopAB2 ES4326. Η ίδια έλλειψη διατηρεί την ικανότητα του πλήρους μήκους HopF2 να 

επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από τις σημειακές μεταλλαγές HopAB2 

(K529R), HopAB2 (K464R) αλλά όχι από HopAB2 (K512R). Στην περίπτωση του HopAB2 

(K546R), για την επιβράδυνση και την αναστολή της νέκρωσης αρκούν τα μοτίβα ΙV-V της 

HopF2. 
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K 

 
L 

 

 

 HopAB2 
(K464R) 

HopAB2 
(K512R) 

HopAB2 
(K529R) 

HopAB2 
(K546R) 

+HopF2 +/- - + + 

+HopF2ΔΙ-ΙΙ + - + +/- 

+HopF2ΔΙ-ΙIΙ +/- - - + 

+: ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΝΕΚΡΩΣΗΣ, -:ΝΕΚΡΩΣΗ 

 

 

Εικόνα 69. Στις περισσότερες περιπτώσεις το HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ διατηρεί την ικανότητα του πλήρους 
μήκους HopF2 να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση από τις σημειακές μεταλλαγές 
HopAB2 (K529R), HopAB2 (K464R) αλλά όχι από HopAB2 (K512R). Ακόμα και το HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙΙ 
διατηρεί την ικανότητα του πλήρους μήκους HopF2 να επιβραδύνει και να αναστέλλει την νέκρωση 
στην περίπτωση του HopAB2 (K546R). Αγροενχύσεις σε wt φυτά N. benthamiana με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: 
A) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ + HopAB2 (K464R), B) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ + HopAB2 (K512R), C) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ + 
HopAB2 (K529R), D) HopF2ΔmotifsΙ-ΙΙ + HopAB2 (K546R), E) HopF2ΔmotifsΙ-IΙΙ + HopAB2 (K464R), F) 
HopF2ΔmotifsΙ-ΙIΙ + HopAB2 (K512R), G) HopF2ΔmotifsΙ-IΙΙ + HopAB2 (K529R), H) HopF2ΔmotifsΙ-IΙΙ + 
HopAB2 (K546R), I) empty vector (EV, pPZP222) + HopAB2 (K464R), J) EV + HopAB2 (K512R), K) EV + 
HopAB2 (K529R), L) EV + HopAB2 (K546R). 
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Ν. tabacum cv. Xanthi 
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(DC3000) 

ΔΙ-ΙΙΙ 

 
H 

 
I J K 

 
L 

 
M 

+EV 

 
N 

 
O P Q 

 
R 

 
S 

Ν. tabacum cv. Xanthi 

 

HopAB2 
(K464R) 

HopAB2 
(K512R) 

HopAB2 
(K529R) 

HopAB2 
(K546R) 

HopAB2 
(B728a) 

HopAB2 (ES4326) empty vector 

T V W X 
 

Y 
 

Z 
 

AA 
Ν. tabacum cv. Basma N34/4 

 

 HopAB2 
(K464R) 

HopAB2 
(K512R) 

HopAB2 
(K529R) 

HopAB2 
(K546R) 

HopAB2 
(B728a) 

HopAB2 (ES4326) 

+ HopF2 
(DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ 

AB 
 

AC AD AE AF 
 

AG 
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Ν. tabacum cv. Basma N34/4 

 

 
Εικόνα 70. Aγροενχύσεις σε Ν. tabacum cv. Xanthi (A-S) και σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4 (T-AI). 
Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν : 
A-G. Α) HopAB2 (K464R), Β) HopAB2 (K512R), C) HopAB2 (K529R), D) HopAB2 (K546R), E) Ομόλογο 
HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a, F) Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. maculicola 
ES4326, G) empty vector. 

H-S. H) HopAB2 (K464R) +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, I) HopAB2 (K512R) +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, J) HopAB2 
(K529R) +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, K) HopAB2 (K546R) +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, L) Ομόλογο HopAB2 από 
P. syringae pv. syringae B728a +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, M) Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. 
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maculicola ES4326 +HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, N) HopAB2 (K464R)+ empty vector, O) HopAB2 (K512R)+ 
empty vector, P) HopAB2 (K529R)+ empty vector, Q) HopAB2 (K546R)+ empty vector, R) Ομόλογο 
HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a + empty vector, S) Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. 
maculicola ES4326+ empty vector.  
T-AA. T) HopAB2 (K464R), V) HopAB2 (K512R),W) HopAB2 (K529R), X) HopAB2 (K546R), Y) Ομόλογο 
HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a, Z) Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. maculicola 
ES4326, AA) empty vector.  
AB-AM. ΑB) HopAB2 (K464R) + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, AC)HopAB2 (K512R) + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, 
AD)HopAB2 (K529R) + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, AE) HopAB2 (K546R) + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, AF) 
Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, AG) Ομόλογο HopAB2 
από P. syringae pv. maculicola ES4326 + HopF2 (DC3000) ΔΙ-ΙΙΙ, AH) HopAB2 (K464R) + empty vector, 
AI) HopAB2 (K512R) + empty vector, AJ) HopAB2 (K529R) + empty vector, AK) HopAB2 (K546R) + 
empty vector, AL) Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a + empty vector, AM) 
Ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. maculicola ES4326+ empty vector. 

 

 

Υπερέκφραση των μεταλαγμάτων HopAB2 (K464R), HopAB2 (K512R), HopAB2 

(K529R), HopAB2 (K546R) δεν οδηγεί σε πυροδότηση αντίδρασης υπερευαισθησίας σε N. 

tabacum cv. Xanthi ή N. tabacum cv. Basma N34/4. Σαν θετικοί μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν: 

Α) Αγροεγχύσεις με τα ομόλογα HopAB2B728a και HopAB2 ES4326 σε N. tabacum cv. 

Xanthi34. 

Β) ) Εγχύσεις με το ομόλογο HopAB2 B728a σε N. tabacum cv. Xanthi ή N. tabacum cv. 

Basma N34/4.35 

 

3.3 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο από HopAB2 

κυτταρικό θάνατο. Με στόχο να διερευνηθεί η αλληλεπίδραση κυτταρικού θανάτου και 

μηχανισμού σίγησης υπάρχει ανάγκη για ένα πειραματικό σύστημα στο οποίο να είναι 

πλήρως χαρακτηρισμένη η σηματοδότηση κυτταρικού θανάτου από πρωτεΐνη-τελεστή. Για 

αυτό το σκοπό επιλέχτηκε η HopAB2DC3000 (del Pozo et al., 2004; Ekengren et al., 2003; 

Pedley & Martin, 2004). H πρωτεΐνη αυτή δεν δίνει αντίδραση υπερευαισθησίας σε 

αγρίου τύπου φυτά N. tabacum cv. Xanthi και Ν. benthamiana. Όμως δίνει μια 

καθυστερημένη νέκρωση έπειτα από αρκετές μέρες. Αντίθετα, μεταλλάγματα όπως το 

                                                 
34

 Τα HopF2DC3000, HopF2DC3000ΔΙ-ΙΙ, HopF2DC3000ΔΙ-ΙΙΙ δεν αναστέλλουν τον κυτταρικό θάνατο 
από το ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a και το ομόλογο HopAB2 από P. 
syringae pv. maculicola ES4326. Παρουσιάζονται ενδεικτικές φωτογραφίες με HopF2 

DC3000ΔΙ-ΙΙΙ. Όμοια συμπεριφορά είχαν και τα HopF2DC3000 και HopF2DC3000ΔΙ-ΙΙ. 
 
35

 Τα HopF2DC3000, HopF2DC3000ΔΙ-ΙΙ, HopF2DC3000ΔΙ-ΙΙΙ δεν αναστέλλουν τον κυτταρικό θάνατο 
από το ομόλογο HopAB2 από P. syringae pv. syringae B728a και το ομόλογο HopAB2 από P. 
syringae pv. maculicola ES4326. Παρουσιάζονται ενδεικτικές φωτογραφίες με HopF2 

DC3000ΔΙ-ΙΙΙ. Όμοια συμπεριφορά για τα άλλα δυο (data not shown). 
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HopAB2m αφ΄ενός δεν καταστέλλουν τον κυτταρικό θάνατο και αφ΄ετέρου πυροδοτούν HR 

στον καπνό. Επίσης, σε φυτά Ν. benthamiana, αν και η αντίδραση είναι πολύ πιο ήπια, 

παρατηρούνται χλωρωτικά συμπτώματα και μια χρονικά καθυστερημένη νέκρωση. Η 

μεταλλαγές όπως στην HopAB2m έχουν σαν αποτέλεσμα την απώλεια της ενζυμικής του 

ενεργότητας Ε3 λιγάσης ουμπικουïτίνης του HopAB2, (Abramovitch et al., 2006)) 

 Αντίθετα, μετά από παροδική έκφραση HopAB2m σε διαγονιδιακά φυτά N. 

benthamiana που υπερεκφράζουν p19 παρατηρούνται νεκρωτικά συμπτώματα αρκετές 

μέρες πριν την εκδήλωση τους σε αγρίου τύπου φυτά. Παροδική συνέκφραση p19 και 

HopAB2m σε w.t. N. benthamiana έχει το ίδιο ακριβώς αποτέλεσμα., όπως και η 

συνέκφραση του HopAB2m με HC-Pro. Επανάληψη του ίδιου πειράματος (παροδική 

έκφραση HC-Pro/ HopAB2m) σε διαγονιδιακή σειρά που εκφράζει το p19 έδειξε την ίδια 

δράση με αυτή που είχε η αγροέγχυση μόνο του HopAB2m. Το γεγονός αυτο υποδηλώνει 

ότι η ύπαρξη μόνο ενός ιïκού αναστολέα (ανεξάρτητα αν εκφράζεται παροδικά ή μόνιμα) 

είναι ικανή να αναστρέψει πλήρως το φαινόμενο. Επιπλεον, ότι δεν υπάρχει συνεργιστική 

επίδραση των δυο αναστολέων σίγησης. Φαίνεται ότι ο HC-Pro είναι πιο ισχυρός 

παρεμπόδιστής της HRπου προκαλείται από την HopABm, σε σύγκριση με τον p19. 

Επανάληψη των ίδιων πειραμάτων με HC-Pro/Hop AB2m σε φυτά N. tabacum cv. Xanthi 

παρουσίασαν ακριβώς τα ίδια αποτελέσματα (data not shown). Πειράματα με p19 δεν είναι 

εφικτά καθώς η συγκεκριμένη πρωτεΐνη δρα σαν avr γονίδιο (πυροδοτεί νέκρωση-ΗR) σε 

αυτή την ποικιλία καπνού (Scholthof et al., 1995). 

3.4 Υπερευαισθησία στην εκδήλωση νεκρώσεων στην διαγονιδιακή σειρά 

sde1IR.  

Η διαγονιδιακή σειρά N. benthamiana sde1IR που έχει καταστολή της έκφρασης του 

γονιδίου rdr6) είναι υπερευαίσθητη στην εκδήλωση νεκρώσεων σε πειράματα αγροένχυσης 

του τελεστή ΗοpABm. Η αντίδραση αυτή είναι χρονικά πολύ γρήγορη και πιο έντονη σε 

σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά. Μερικές μέρες μάλιστα μετά την τοπική εκδήλωση 

νέκρωσης (στο φύλλο στο οποιο πραγματοποιηθηκε αγροενχυση), παρατηρείται σχεδον 

ολικός μαρασμός των φυτών που είναι εντονότερος όσο πιο ώριμα αναπτυξιακά είναι τα 

φυτά. Έτσι, την δεύτερη ημέρα είναι ήδη μακροσκοπικά ορατή νέκρωση από HopAB2m σε 

φυτά Ν. benthamiana sde1IR. Η νέκρωση αυτή δεν επιταχύνεται από επιπλέον παροδική 

έκφραση p19, HC-Pro ή HopAB2. Το φαινόμενο γίνεται μακροσκοπικά ορατό πιο γρήγορα 

ακόμη και από τα φυτά που υπερκεράζουν παροδικά τον p19. Την ίδια μέρα (δηλαδή την 

δεύτερη μετά την αγροέγχυση), τα αγρίου τύπου φυτά δεν έχουν κανένα φαινότυπο. 
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Μάλιστα στην περίπτωση αυτή, ακόμη και αγροένχυση μόνο του HopAB2 οδηγεί σε 

γρήγορη αντίδραση νέκρωσης σε φυτά sde1IR. 
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+p19 
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HC-Pro 
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Εικόνα 71. Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο από HopAB2 κυτταρικό θάνατο. 
I.Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana (2dpi). A), Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m + Κατασκευή 
που υπερεκφράζει empty vector, B) Κατασκευή που υπερεκφράζει p19  + Κατασκευή που υπερεκφράζει 
HopAB2m C) Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-Pro + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
II. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana (A-C, 7dpi). A) Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-Pro+ 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, B) Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 + Κατασκευή που υπερεκφράζει 
HopAB2m, C) Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m + Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. Επίσης, 
αγροενχύσεις σε φύλλα διαγονιδιακής σειράς Ν. benthamiana που υπερεκφράζει p19 (D-E, 7dpi). D) Κατασκευή 
που υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, E) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
HopAB2m + Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector.  
 

Τέτοια δράση με μόνο HopAB2 δεν είχε σαν φαινότυπο αντίδραση νέκρωσης σε 

τόσο σύντομο χρονικό διάστημα σε κανένα άλλο πείραμα της παρούσας μελέτης. Οι 
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παρατηρήσεις αυτές ευθυγραμμίζονται με αντίστοιχα πειράματα άλλων ερευνητικών 

ομάδων στην Arabidopsis. H PTI είναι συνεχώς ευαισθητοποιημένη στο γενετικά 

τροποποιημένο φυτό απώλειας λειτουργίας rdr6 στην Arabidopsis (Boccara et al., 2014). 

Συνολικά τα πειράματα αυτά ενοχοποιούν την RDR6 ως εάν νέο αρνητικό ρυθμιστή της PTI. 

3.5 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο από 

NopT κυτταρικό θάνατο.  

Παράλληλα με τα παραπάνω, ελέγχθηκε η περίπτωση της NopT. Η NopT είναι μια 

ριζοβιακή πρωτεΐνη τελεστής (Dai et al., 2008). Η συγκεκριμένη πρωτεΐνη εκκρίνεται μέσω 

του συστήματος τύπου ΙΙΙ και έχει ρόλο στην αλληλεπίδραση ριζοβίου με το ριζικό σύστημα 

του φυτού. Είναι γνωστό ότι υπάρχουν διαφοροποιήσεις στον μηχανισμό της σίγησης στις 

ρίζες (Dunoyer et al., 2006) σε σχέση με τα φύλλα. Όμως, για τεχνικούς λόγους, τα 

πειράματα με την παροδική έκφραση της έγιναν σε φύλλα.  

Η NopT δεν πυροδοτεί νέκρωση σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4, πυροδοτεί πολύ 

ήπια και καθυστερημένη νέκρωση σε Ν. tabacum cv. Xanthi ενώ και η νέκρωση σε N. 

benthamiana είναι αρκετά καθυστερημένη και ήπια έως ανύπαρκτη. Όπως αναμενόταν, η 

συνέκφραση NopT και p19 οδήγησε σε επιτάχυνση της εκδήλωσης νεκρώσεων σε φυτά N. 

tabacum cv.Xanthi. Σε φυτά Ν. benthamiana όπως προαναφέρθηκε, η έκφραση NopT δεν 

οδήγησε στην εκδήλωση νεκρώσεων. Συνέκφραση όμως της NopT με p19 μέσω 

αγροέγχυσης οδήγησε στην εκδήλωση νεκρωτικών συμπτωμάτων πολύ πιο γρήγορα σε 

σχέση με τον μάρτυρα. Το ίδιο αποτέλεσμα είχε και η παροδική έκφραση της πρωτεΐνης 

NopT σε διαγονιδιακά φυτά Ν. benthamiana/ p19.  

 Ένα εξαιρετικά ενδιαφέρον πείραμα ήταν ο έλεγχος της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε αγρίου τύπου N. benthamiana από συνεργαζόμενο εργαστήριο 

(“Ecotype B”). Η συγκεκριμένη πρωτεΐνη (NopT) δεν δίνει αντίδραση υπερευαισθησίας (ή 

δίνει πολύ καθυστερημένη νέκρωση) σε αγρίου τύπου N. benthamiana του εργαστηριού 

μας. Αν υπερεκφραστεί όμως στο γενετικό υπόβαθρο του “Oικότυπου Β” (Ecotype B) δίνει 

μια συγκριτικά πολύ πιο γρήγορη νέκρωση. Συναγροένχυσης με NopT σημειακών 

μεταλλαγμάτων του ΗοpF2 σε φυτά Ν. tabacum επιταχύνουν τις νεκρώσεις. Η φωτογραφία 

πάρθηκε πριν αρχίσουν να γίνονται μακροσκοπικά ορατές οι νεκρώσεις από τις σημειακές 

μεταλλαγές μόνες τους.  
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 N.t. cv. 
Xanthi  

Wt  
N. benthamiana  

P19  
N. benthamiana  

“Ecotype “ B 
N. benthamiana  

NopT  +/-  -  +  +  

NopT+p19  ++  +  ND  ++  

+: ΝΕΚΡΩΣΗ, -: OXI ΝΕΚΡΩΣΗ 

Εικόνα 72. Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο από NopT κυτταρικό θάνατο. 
A-C. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. tabacum cv. Xanthi (4dpi). A) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
NopT + Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. B) Κατασκευή που υπερεκφράζει NopT+ 
Κατασκευή που υπερεκφράζει p19, C) Κατασκευή που υπερεκφράζει τους αντίστοιχους empty 
vectors. 
D-F. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana (8 dpi). D) Κατασκευή που υπερεκφράζει NopT + 
Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector, E) Κατασκευή που υπερεκφράζει NopT+ Κατασκευή που 
υπερεκφράζει p19, F) Κατασκευή που υπερεκφράζει τους αντίστοιχους empty vectors. 
G-H. Αγροενχύσεις σε φύλλα Ν. benthamiana που υπερεκφράζουν p19 (8dpi). G) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει NopT, H) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. 
I-K. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana “Ecotype B” (10dpi). I) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει NopT + Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector, J) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
NopT+ Κατασκευή που υπερεκφράζει p19, K) Κατασκευή που υπερεκφράζει τους αντίστοιχους empty 
vectors. 
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+: ΝΕΚΡΩΣΗ, -: OXI ΝΕΚΡΩΣΗ 

 

 
Εικόνα 73. Συναγροενχύσεις κατασκευών σημειακών μεταλλαγών του HopF2 με την ριζοβιακή 
πρωτεΐνη NopT 

I.  σε Ν. tabacum cv. Xanthi (A-F). Να σημειωθεί ότι όπως φαίνεται και στην εικόνα η νέκρωση 

από το ίδιο το NopT είναι πάρα πολύ ασθενής σε Ν. tabacum cv. Xanthi. Παρουσιάζονται 

αγροενχύσεις με κατασκευές που υπερεκφράζουν: Α) HopF2/R71A + NopT, Β) 

HopF2/V135G.12 + NopT, C) HopF2/D164A.18 + NopT, D) HopF2/D164A.24 + NopT, E) 

HopF2/S177A.1 + NopT, F) HopF2/L193G +NopT. Επισης, σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4 (G-

L). Η επίδραση της πρωτεΐνης αυτής είναι παρόμοια με p19. Το NopT δεν πυροδοτεί 

νέκρωση σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που 

υπερεκφράζουν: G) HopF2/R71A + NopT, H) HopF2/V135G.12 + NopT, I) HopF2/D164A.8 + 

NopT, j) HopF2/D164A.16 + NopT, K) HopF2/S177A.1 + NopT, L) HopF2/L193G + NopT 
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II. σε Ν. tabacum cv. Xanthi (A-C). A) HopF2 + NopT, B) empty vector (pPZP222) + NopT, C) 

empty vector (pPZP222) + empty vector (pCAMBIA). Επισης, σε Ν. tabacum cv. Basma N34/4 

(D-F). D) HopF2 + NopT, E) empty vector (pPZP222) + NopT, F) empty vector (pPZP222) + 

empty vector (pCAMBIA).,  

III. σε Ν. tabacum cv. Xanthi. Παρουσιάζονται αγροενχύσεις με κατασκευές που 

υπερεκφράζουν: Α) HopF2/R71A + NopT, Β) HopF2/V135G.12 + NopT, C) HopF2/D164A.18 + 

NopT, D) HopF2/D164A.24 + NopT, E) HopF2/S177A.1 + NopT, F) HopF2/L193G + NopT, G) 

HopF2/R71A + empty vector (pCAMBIA), H) HopF2/V135G.12 + empty vector (pCAMBIA), I) 

HopF2/D164A.18 + empty vector (pCAMBIA), J) HopF2/D164A.24 + empty vector (pCAMBIA), 

K) HopF2/S177A.1 + empty vector (pCAMBIA), L) HopF2/L193G + empty vector (pCAMBIA). 

 

 

Η επίδραση του NopT στην προηγούμενη εικόνα προσομοιάζει αυτή του p19. 

Δημιουργήθηκε το ερώτημα εάν το NopT είναι βακτηριακής αναστολέας της σίγησης. Σε 

συν-αγροενχύσεις με GFP όμως, τα επίπεδα έκφρασης της GFP δεν μεταβάλλονται αισθητά 

παρουσία NopT σε σχέση με τον μάρτυρα (data not shown). Το πειραματικό μας σύστημα 

όμως πάσχει από ψευδώς αρνητικά σήματα. Μπορεί να διακρίνει άψογα ισχυρούς 

καταστολείς σίγησης ή ενισχυτές σίγησης (με ισχυρή επίδραση ή μη). Αδυνατεί όμως να 

διακρίνει ασθενείς καταστολείς σίγησης. Η υπόθεση μένει να αποδειχτεί με την χρήση 

κάποιου πιο εκλεπτυσμένου συστήματος. 

 

3.6 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στην αποτροπή της HR 

από βακτηριακούς τελεστές σε υψηλές θερμοκρασίες.  

 Ιολογικές ασθένειες σε φυτά συχνά συσχετίζονται με χαμηλές θερμοκρασίες ενώ τα 

συμπτώματα μόλυνσης συχνά εξασθενούν σε ψηλές θερμοκρασίες (32oC) (heat masking) 

και η εκδήλωση αντίδρασης υπερευαισθησίας σε μολύνσεις από ιούς αποτρέπεται (Szittya 

et al., 2003). Η αποτροπή αυτή είναι αντιστρεπτή, αφού μεταφορά των φυτών σε κανονική 

θερμοκρασία (μετά από δυο μέρες παραμονής στην απαγορευτική θερμοκρασία) έχει σαν 

αποτέλεσμα την άρση της αποτροπής (Gabriëls et al., 2006). Στο μηχανισμό αποτροπής 

φαίνεται να εμπλέκονται MAP κινάσες. Για παράδειγμα, ο TMV πυροδοτεί αντίδραση 

υπερευαισθησίας διαμεσολαβούμενη από το R γονίδιο Ν του καπνού, που κωδικεύει μια 

πρωτεΐνη-υποδοχέα της κατηγορίας TIR‐NB‐LRR και αναγνωρίζει την καρβοξυτελική 

επικράτεια ελικάσης της ρεπλικάσης του ΤΜV (126 kDa). Μεταφορά φυτών μολυσμένων με 

TMV στους 32 oC έχει σαν αποτέλεσμα εκτός από την αναστολή κυτταρικού θανάτου και την 

αναστολή της έκφρασης των κινασών SIPK και WIPK (Zhang & Klessig, 1998). Το φαινόμενο 
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αυτό είναι αντιστρεπτό. Μεταφορά σε κανονικές θερμοκρασίες έχει σαν αποτέλεσμα την 

έκφραση των ΜΑΡ κινασών και την επαγωγή κυτταρικού θανάτου. Από την άλλη πλευρά, η 

RΝΑ σίγηση αναστέλλεται σε χαμηλές θερμοκρασίες. Στις συνθήκες αυτές πιθανόν 

ενεργοποιούνται εναλλακτικά μονοπάτια σίγησης {SósHegedus, 2005 #513}. Τα επίπεδα 

μικρών (21–26 νουκλεοτιδίων) siRNAs (κεντρικά μόρια των μονοπατιών άμυνας των φυτών 

που οφείλεται από την RNA-διαμεσολαβούμενη σίγηση) μειώνονται δραματικά σε χαμηλές 

θερμοκρασίες, ενώ η σίγηση και τα επίπεδα των siRNAs σταδιακά αυξάνουν με την άνοδο 

της θερμοκρασίας (Szittya, 2003 #529, Kalantidis et a., 2002). Φυτά με καταστολή της 

έκφρασης της RNA πολυμεράσης sde1 είναι πιο επιρρεπή στην μόλυνση από ιούς ιδιαίτερα 

σε υψηλές θερμοκρασίες (Qu et al., 2005). Συνολικά, από τις παραπάνω δημοσιεύσεις 

συνάγεται ότι ο μηχανισμός της RΝΑ σίγησης είναι πιο ενεργός σε υψηλότερες 

θερμοκρασίες.  

Στα δικά μας πειράματα, οι νεκρώσεις από ΗopABm επιταχύνονται όταν γίνεται 

ταυτόχρονη αγροέγχυση ιïκών αναστολέων. Παρόμοια συμπεριφορά παρατηρείται σε 

αγροένχυση του HopAB2m σε διαγονιδιακά φυτά που υπερεκφράζουν ιïκούς αναστολείς 

σίγησης. Ένα ενδιαφέρον ερώτημα ήταν κατά πόσο η αναστολή της HR που παρατηρείται 

σε υψηλές θερμοκρασίες είναι αποτέλεσμα της αυξημένης δράσης της RΝΑ σίγησης, 

αρνητικού ρυθμιστή της HR.  

Για να διευρύνουμε το εύρημα αυτό έγιναν αγροεγχύσεις με στελέχη που είχαν 

πλασμίδια έκφρασης του HopAB2m ή συνδυασμό HC_Pro/ HopAB2m ή συνδυασμό με p19/ 

HopAB2m σε αγρίου τύπου φυτά τα οποία και διατηρηθήκαν σε περιοριστικές για την 

εκδήλωση HR θερμοκρασίες. Αγροεγχύσεις με στελέχη που είχαν πλασμίδια φέροντα το 

HopAB2m ή συνδυασμό HC_Pro/ HopAB2m έγιναν και σε διαγονιδιακά φυτά που 

υπερεκφράζουν p19. 

Σε αγρίου τύπου φυτά καθόλη την διάρκεια του πειράματος δεν παρατηρήθηκε 

εκδήλωση HR από HopAB2m (σε αντίθεση με τις κανονικές θερμοκρασίες). Αντίθετα σε p19 

φυτά τα πρώτα σημάδια χλώρωσης εμφανιστήκαν την τέταρτη ημέρα ενώ μέχρι την 

έβδομη η εκδήλωση της HR είχε ολοκληρωθεί. Σε αγρίου τύπου φυτά η HR από το 

συνδυασμό HC_Pro/ HopAB2m (αλλά και p19/ HopAB2m) άρχισε να εκδηλώνεται μετά την 

όγδοη ημέρα, (μακροσκοπικά). Αντίθετα στα p19 φυτά ήταν ορατή από την τρίτη ημέρα με 

χλωρωτικά συμπτώματα και από την έκτη ήμερα με νεκρωτικά συμπτώματα. 

Συμπερασματικά, ο απαγορευτικός παράγοντας για την εκδήλωση αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε υψηλές θερμοκρασίες είναι η αυξημένη δράση του μηχανισμού της 

σίγησης. 
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 Εικόνα 74. Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στην αποτροπή της αντίδρασης υπερευαισθησίας σε 
υψηλές θερμοκρασίες.  
A-C. Αγροεγχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana στους (32oC, 5 dpi). A) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, B) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
p19 + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, C) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. + 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
D-E. Αγροενχύσεις σε φύλλα Ν. benthamiana που υπερεκφράζουν p19 στους (32oC, 5 dpi). D) 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, E) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει empty vector. + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
F-H. Αγροεγχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana στους (32oC, 6 dpi). F) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, G) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
p19 + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, H) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. + 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
I-J. Αγροενχύσεις σε φύλλα Ν. benthamiana που υπερεκφράζουν p19 στους (32oC, 6 dpi). I) 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, J) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει empty vector. + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
K-M. Αγροεγχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana στους (32oC, 7 dpi). K) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, L) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
p19 + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, M) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector. + 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
N-O. Αγροενχύσεις σε φύλλα Ν. benthamiana που υπερεκφράζουν p19 στους (32oC, 7 dpi). N) 
Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, O) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει empty vector. + Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. 
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3.7 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο από p19 

κυτταρικό θάνατο.  

Σε φυτά N. tabacum συνέκφραση ιïκών αναστολέων της σίγησης και βακτηριακών 

επαγωγέων κυτταρικού θανάτου έχει σαν αποτέλεσμα α) την επιτάχυνση της εκδήλωσης 

αντίδρασης υπερευαισθησίας αλλά και β)την εξάπλωση της σε όλη τη ζώνη αγροένχυσης. Η 

εξάπλωση αυτή συμβαίνει πολύ πιο γρήγορα συγκριτικά με την έκφραση μόνο της 

πρωτεΐνης-επαγωγέα κυτταρικού θανάτου. Έτσι, στην περίπτωση του NopT αν σημειώσει 

κάποιος το περίγραμμα της ζώνης αγροέγχυσης θα παρατηρήσει ότι η νεκρωτική αντίδραση 

αρχικά εκδηλώνεται στο κέντρο της ζώνης και σταδιακά επεκτείνεται προς την περίμετρο. Η 

επέκταση αυτή συμβαίνει με πολύ ταχυτέρους ρυθμούς αν μαζί με την NopT συνεκφραστεί 

παροδικά ένας βακτηριακός αναστολέας της σίγησης (HopAB2, δες και παρακάτω). Κατά 

αντιστοιχία στην περίπτωση του p19, αυτός δρα σαν avr παράγοντας στον καπνό (Scholthof 

et al., 1995) και η αντίδραση υπερευαισθησίας του σταδιακά επεκτείνεται προς την 

περιφέρεια. Συνέκφραση Hc-Pro και p19 σε Ν. tabacum cv. Xanthi έχει σαν αποτέλεσμα την 

επιτάχυνση της εξάπλωσης της HR προς την περιφέρεια. Αντίθετα, συνέκφραση δυο ιϊκών 

αναστολέων (p19 και HC-Pro) της σίγησης με GFP δεν αυξάνει την ένταση φθορισμού GFP 

σε σχέση με εκείνη που παρατηρείται στις συναγροεγχύσεις καθεμίας από αυτές (p19 ή HC-

Pro) με GFP (data not shown) σε Ν. benthamiana 16C. 
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Εικόνα 75. Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον επαγόμενο κυτταρικό θάνατο.  

I. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. benthamiana (7dpi). A) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
p19+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m, B) Κατασκευή που υπερεκφράζει HC-
Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει HopAB2m. C) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
HopAB2m + Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector.  

II. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. tabacum cv. Xanthi. A) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 (3 dpi), B) Κατασκευή που υπερεκφράζει 
empty vector + Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 (3dpi), C) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει HC-Pro+ Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 (6 dpi), D) Κατασκευή που 
υπερεκφράζει empty vector + Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 (6 dpi). 

3.8 Εύρεση νέων avr παραγόντων από ιούς.  
 Αρχικά πειράματα είχαν δείξει ότι ο p19 από tombusviruses δρα σαν avr 

παράγοντας στην ποικιλία καπνού N. tabacum cv. Xanthi. Αυτο έρχεται σε πλήρη συμφωνία 

με δημοσιευμένα αποτελέσματα σε άλλες ποικιλίες καπνού από άλλες ερευνητικές ομάδες 

(Scholthof et al., 1995). Αντίθετα ο p38 από TCV δεν δίνει αντίδραση υπερευαισθησίας στην 

ποικιλία αυτή. Σε συμφωνία με τα βιβλιογραφικά δεδομένα, την ίδια συμπεριφορά 

παρουσιάζει και ο HC-Pro (potyviruses). Ο p38 έχει χαρακτηριστεί σαν avr παράγοντας στο 

μοντέλο φυτό Arabidopsis thaliana. Οι αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες με τον p38 και τα 

ενδιάμεσα στάδια σηματοδότησης της αντίδρασης έχουν χαρακτηριστεί (Ren et al., 2000).  
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Εικόνα 76. Εύρεση νέων avr παραγόντων από ιούς. Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. tabacum cv. 
Xanthi. 
A, B) Κατασκευή που υπερεκφράζει sigma3 C, D) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector, E, F) 
Κατασκευή που υπερεκφράζει p19 G, H) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector, I, J) Κατασκευή 
που υπερεκφράζει p38, K, L) Κατασκευή που υπερεκφράζει empty vector.  
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 Αυτονόητα, κανένας ιïκός αναστολέας της σίγησης ο οποίος έχει χαρακτηριστεί 

με το σύστημα της παροδικής συνέκφρασης σε N. benthamiana δεν δρα ως avr παράγοντας 

σε αυτό το φυτό. Αντίθετα στα πλαίσια της παρούσας μελέτης αποκαλύφθηκε ότι ο sigma3 

[S4 ORF (GenBank: K02739) απόMammalian orthoreovirus 3 (Human reovirus serotype 3)] 

μπορεί να επάγει (με παροδική έκφραση σε Ν.tabacum cv. Xanthi) νεκρωτικά συμπτώματα 

παρόμοια με αυτά της τυπικής αντίδρασης υπερευαισθησίας του p19 στη N. tabacum cv. 

Xanthi. Ο sigma3 προέρχεται από ζωικό ιό και πιο συγκεκριμένα από ρεοïούς (Lichner et al., 

2003). Είχε προηγουμένως χαρακτηριστεί σαν ιïκός αναστολέας της σίγησης σε φυτά N. 

benthamiana(Lichner et al., 2003).  

Το γεγονός αυτό είναι εξαιρετικά ενδιαφέρον καθώς ο ιός από τον οποίο 

προέρχεται δεν είναι προσαρμοσμένος εξελικτικά να μολύνει το εν λόγω φυτό. Ούτε θα 

περίμενε κανείς το φυτό να διαθέτει κάποιο τύπου R γονίδιο λειτουργικά αντίστοιχη με 

κάποια πρωτεΐνη του ιού αυτού. Tα ίδια αποτελέσματα όμως μπορούν να ειδωθούν μέσα 

από το πρίσμα των υπόλοιπων αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης. Ο κυτταρικός αυτός 

θάνατος θα μπορούσε να αποδοθεί στην αναστολή μέσω του sigma3 της ανασταλτικής 

δράσης της σίγησης στον κυτταρικό θάνατο. 

 

3.9 Αποσαφήνιση σχετικά με τον ρόλο των ιϊκών αναστολέων 

σίγησης στην επαγωγή της αντίδρασης υπερευαισθησίας.  

Τα παραπάνω πειράματα παρέχουν ενδείξεις για αρνητική ρύθμιση του 

μηχανισμού απόκρισης με HR από τον μηχανισμό της σίγησης. Μια εναλλακτική εκδοχή θα 

ήταν, η ύπαρξη αναστολέων της σίγησης να προσέφερε μεγαλύτερη έκφραση των 

πρωτεϊνών avr. Βέβαια μια τέτοια εκδοχή δεν θα μπορούσε να τεκμηριωθεί στην 

περίπτωση που παρέχεται ο επαγωγέας αντίδρασης υπερευαισθησίας σε καθαρή μορφή 

(π.χ. ΗrpZ). ούτε θα μπορούσε να τεκμηριωθεί στην περίπτωση που εκφράζεται στο 

εσωτερικό βακτηρίων και στην συνέχεια ενχύεται στο εσωτερικό του φυτού (π.χ. παραγωγή 

HopPsyA από P. fluorescens 55). Συνέκφραση δυο ιϊκών αναστολέων (p19 και HC-Pro) της 

σίγησης με GFP δεν αυξάνει τα επίπεδα φθορισμού της GFP σε σχέση με την συνέκφραση 

καθεμίας από αυτές (p19 ή HC-Pro) με GFP (data not shown) σε Ν. benthamiana. Πάντως 

πρέπει να πραγματοποιηθούν επιπλέον πειράματα σχετικά με έκφραση μέσω 

αγροβακτηρίου.  

Προηγούμενα πειράματα (Karademiris, unpublished observations) είχαν αποδείξει 

ότι επίδραση είτε HC-Pro είτε p38 είχαν την ίδια επίδραση στα επίπεδα έκφρασης της GFP 

παρόλο που οι δυο αναστολείς στοχεύουν διακριτά στάδια του μηχανισμού της σίγησης. Ο 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=538123
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Ηc_Pro ανάμεσα στα άλλα προσδένεται σε siRNAs και αλληλεπιδρά με την λειτουργία του 

ago1 (Lakatos et al., 2004). Έχει πλειοτροπική δράση στον μηχανισμό σίγησης αλλά δεν 

προσδένεται σε μεγάλα δίκλωνα RNA(Merai et al., 2006). Αντίθετα, ο p38 προσδένεται σε 

κυρίως σε μεγαλύτερα δίκλωνα RNA(Merai et al., 2006) ενώ αλληλεπιδρά με την δράση της 

DCL4 (Deleris et al., 2006). 

Συμπεράσματα από συνεγχύσεις ιϊκών καταστολέων και ΗοpAB2m στη N. tabacum cv. 

Xanthi: 

1) H νέκρωση που παρατηρείται στις 4 μέρες μετά από συνένχυση p38/HopABm 

πιθανότατα προκαλείται από τον HopABm, αφού ο p38 μόνος του ΔΕΝ δίνει νέκρωση ούτε 

στις 2 ούτε στις 4 μέρες, ενώ ο ΗopΑΒm μόνος του δίνει νέκρωση στις 4, αλλά όχι στις 2 

μέρες. Επομένως, ο p38 ΔΕΝ παρεμποδίζει τη νέκρωση που πυροδοτεί ο ΗοpΑΒm στις 4 

μέρες μετά από συνένχυση p38/HopABm. 

2) Ο sigma3, δεν επιταχύνει τη νέκρωση που επάγει ο HopABm: α) καθένας ξεχωριστά δίνει  
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Εικόνα 77. Αποσαφήνιση του ρόλου της σίγησης στην επαγωγή της αντίδρασης υπερευαισθησίας.  
Αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. tabacum cv. Xanthi (2 dpi) με κατασκευές που υπερεκφράζουν: A) 
sigma3 + Empty vector (EV), B) p19 + EV, C) p38 + EV, D) HC-Pro + EV, E) HopAB2m + EV, F) p19 + 
sigma3, G) p19 + HopAB2m, H) sigma3 + HopAB2m, I) p38 + sigma3, J) p38 + HopAB2m, K) p38 + p19, 
L) HC-Pro+ p19. Επίσης, αγροενχύσεις σε φύλλα w.t. Ν. tabacum cv. Xanthi (4 dpi) με κατασκευές που 
υπερεκφράζουν: . Μ) sigma3 + Empty vector (EV), Ν) p19 + EV, O) p38 + EV, P) HC-Pro + EV, Q) 
HopAB2m + EV, R) p19 + sigma3, S) p19 + HopAB2m, T) sigma3 + HopAB2m, V) p38 + sigma3, W) p38 
+ HopAB2m, X) p38 + p19, Y) HC-Pro+ p19. 
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ορατή νέκρωση στις 4 μέρες αλλά όχι στις 2 μέρες, και β) όταν συνεγχύονται, νέκρωση 

συμβαίνει πάλι στις 4 μέρες και όχι στις 2 μέρες!!!  

3) Ο sigma3 (που κάνει νέκρωση στις 4 αλλά όχι στις 2 μέρες) δεν επηρεάζει θετικά 

ούτε αρνητικά μετά από συνέγχυση τη νέκρωση που προκαλεί στις 2 μέρες ο p19. 

Ο HC-Pro ενισχύει την αντίδραση υπερευαισθησίας μέσω HopAB2m. Σε αντίθεση με 

την περίπτωση του HC-Pro, ο p38 δεν έχει καμία επίδραση ή έχει μάλλον αρνητική 

επίδραση. Εντελώς ανάλογα ο p38 δεν έχει επίδραση στην επιτάχυνση της HR από την 

sigma3 και από p19 στην περίπτωση που ως επαγωγέας χρησιμοποιηθεί μια από αυτές τις 

ιïκές πρωτεΐνες. Συμπερασματικά, θα μπορούσαμε να πούμε ότι το φαινόμενο της 

ενίσχυσης νεκρώσεων δεν οφείλεται απλά στην αύξηση των επιπέδων έκφρασης. 

Εντελώς όμοια, οι ιïκοί αναστολείς σίγησης sigma3 και p19 είναι αμφότεροι 

επαγωγείς HR στον καπνό (N. tabacum cv. Xanthi). Συνένχυση τους όμως δεν οδηγεί σε 

ενίσχυση της αντίδρασης υπερευαισθησίας.  

Ο p19 είναι από τους πιο ισχυρούς αναστολείς σίγησης που έχουν χαρακτηριστεί. 

Θα αποτελούσε έκπληξη ότι ο ίδιος χρειάζεται έναν δεύτερο αναστολέα για να εκφραστεί 

σε υψηλά επίπεδα και να δώσει HR. 

 

  

  



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 209 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

4.1 Αναστολή της αντίδρασης υπερευαισθησίας (ΗR) της P. 
syringae από P. savastanoi.  

Είναι γενικά γνωστό ότι στις «ασύμβατες» αλληλεπιδράσεις παθογόνων βακτηρίων-

φυτών, χαμηλότερες συγκεντρώσεις μολύσματος (<106 cells/mL) δεν οδηγούν σε 

μακροσκοπικά ορατή HR. Παρά ταύτα, η αντίδραση ΗR εκδηλώνεται σε μικροσκοπικό 

επίπεδο και σε αυτές τις περιπτώσεις, με μορφή διάσπαρτων νεκρών κυττάρων (π.χ. στο 

μεσόφυλλο του φυτού) που έρχονται σε επαφή με βακτηριακά κύτταρα (σχέση 1:1) (Turner 

& Novacky, 1974). To γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι υπάρχει ένα σκαλοπάτι συγκέντρωσης 

αρχικού μολύσματος βακτηρίων κάτω από το οποίο δεν είναι δυνατή εμφανής 

μακροσκοπικά η επαγωγή HR. Στα δικά μας πειράματα, χρησιμοποιήθηκαν χαμηλές 

συγκεντρώσεις βακτηριακού μολύσματος (107 cfu/ml) με τις οποίες η μακροσκοπική 

νέκρωση είναι στο όριο της ανιχνευσιμότητας. Mε βάση δημοσιευμένα αποτελέσματα 

(Robinette & Matthysse, 1990)36, η P. syringae pv. phaseolicola δίνει μακροσκοπικά ορατή 

HR στην ποικιλία καπνού N. tabacum cultivar Coker 319, και σε άλλα είδη φυτών σε υψηλές 

συγκεντρώσεις μολύσματος (109 cfu/ml). Η παρεμπόδιση της HR αποδόθηκε στην 

παραγωγή ΙΑΑ και πιθανώς κυτοκινίνης από τo A. tumefaciens και την P savastanoi. Οι 

συγγραφείς πρότειναν ότι αυτή η παρεμπόδιση μπορεί να επιτρέπει την ογκογένεση 

παρουσία άλλων βακτηρίων τα οποία συνήθως επάγουν ΗR που νεκρώνει τα φυτικά 

κύτταρα πριν το σχηματισμό όγκων. Είναι όμως σήμερα γνωστό ότι η πλειονότητα των 

παθότυπων του είδους P. syringae, συμπεριλαμβανομένης και της P. s. phaseolicola, 

παράγουν ΙΑΑ in vitro, αν και στις περισσότερες περιπτώσεις σε χαμηλά επίπεδα ή μόνο 

παρουσία τρυπτοφάνης (πρόδρομου ουσίας στο βιοσυνθετικό μονοπάτι) (Glickmann et al., 

1998).  

                                                 
36

 Τα πειράματα των Robinette και Matthysse (1990) είχαν δείξει ότι φυτοπαθογόνα 
βακτήρια όπως το A. tumefaciens και η P savastanoi έχουν την ικανότητα να παρεμποδίζουν 
την εκδήλωση αντίδρασης υπερευαισθησίας (HR) που επάγει η P. s. phaseolicola σε καπνό 
(N.tabacum cv. Coker 319) και άλλα φυτά. Το A. tumefaciens και η P. savastanoi προκαλούν 
ογκογένεση και υπερτροφίες, αντίστοιχα, σε φυτά, αν και με εντελώς διαφορετικούς 
μηχανισμούς. Το πρώτο εισάγει στα φυτικά κύτταρα γονίδια βιοσύνθεσης ΙΑΑ ενώ η 
δεύτερη παράγει υψηλές ποσότητες της αυξίνης in vitro, ιδιαίτερα παρουσία τρυπτοφάνης 
στο θρεπτικό υπόστρωμα..   
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Με βάση τις σημερινές γνώσεις για το ρόλο των βακτηριακών πρωτεϊνών-τελεστών 

και γενετικών παραγόντων του φυτού η ικανότητα παρεμπόδισης της επαγωγής HR σε 

διαφορετικά παθοσυστήματα χρήζει επανεξέτασης από διαφορετική σκοπιά.  

Για να ελέγξουμε τον ρόλο της RNA σίγησης, έναν από τους παράγοντες από 

πλευράς φυτού που εικάζαμε ότι μπορεί να έχει ρόλο, χρησιμοποιήσαμε διαγονιδιακά 

φυτά καπνού (Ν. tabacum cv. Petit t Havana U-6B 425) τα οποία υπερεκφράζουν έναν ιϊκό 

αναστολέα της σίγησης (HC-Pro). H υπερέκφραση του HC-Pro παρεμποδίζει την εκδήλωση 

της RNA-διαμεσολαβούμενης σίγησης. Τα φυτά αυτά βρέθηκαν ποιο ευαίσθητα, σε σχέση 

με τα φυσικού τύπου φυτά, στην επαγωγή HR από ξεχωριστές ενχύσεις P. syringae pv. 

phaseolicola 1448Α και P. savastanoi 2480. To αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι η RNA 

σίγηση δρα σαν αρνητικός ρυθμιστής της HR και η παρεμπόδιση της αυξάνει την 

ευαισθησία του φυτού στην επαγωγή HR.  

Σε συμφωνία με τα ευρήματα των Robinette & Matthysse (1990), ενώ κάθε ένα από 

τα χρησιμοποιούμενα στελέχη ψευδομονάδων σε ξεχωριστές ενχύσεις πυροδοτεί την HR, o 

συνδυασμός τους αποτρέπει την εμφάνιση HR. Η παρεμπόδιση αυτή πιθανώς να οφείλεται 

εν μέρει στην παραγωγή αυξίνης από την P. savastanoi 2480 όπως πρότειναν οι συγγραφείς 

. Όμως, σίγουρα εξαρτάται και από άλλους βακτηριακούς παράγοντες, με πιο πιθανούς τις 

πρωτεΐνες-τελεστές τύπου ΙΙΙ (effectors). 

Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από επιπλέον παρατηρήσεις. Για παράδειγμα, η P. 

savastanoi 2480 προκαλεί ΗR στη διαγονιδιακή σειρά U6B της ποικιλίας N. tabacum cv. 

Petit  Havana 425 η οποία υπερκεράζει την Ρ1/HC-Pro, όπως και η P. s.phaseolicola 2448Α 

και η P. s.phaseolicola NPS3121 αποτρέπει αυτή την αντίδραση. Πιθανότατα, , η P. s. 

phaseolicola NPS3121 παρέχει πρωτεΐνες-τελεστές που ενώ οι ίδιοι δεν πυροδοτούν HR στη 

σειρά αυτή, καταστέλλουν την ΗR που τελεστές του συνεγχυόμενου βακτηρίου 

πυροδοτούν. Είναι επίσης πιθανό ορισμένες πρωτεΐνες-τελεστές (effectors) των δυο 

στελεχών Pseudomonas να δρουν συνεργιστικά στην εκδήλωση της ΗR σε σύστημα όπως η 

διαγονιδιακή σειρά UB-6 που είναι «ευαισθητοποιημένη» λόγω της καταστολής της 

σίγησης από την πρωτεΐνη HC-Pro.  

To γεγονός ότι σε ίδιες συγκεντρώσεις μολύσματος τα φυτά w.t N. benthamiana 

εμφανίζουν αντίδραση υπερευαισθησίας ενώ τα N. tabacum cv Petit Havana όχι μπορεί να 

ερμηνευτεί αν λάβουμε υπόψη ότι τα w.t N. benthamiana πιθανόν στερούνται ή έχουν 

ελαττωματική NbDCL4 (μέλος των Dicer-like πρωτεϊνών, Voinnet, personal communication) 

και RDR1 (Yang et al., 2004). Γενικά, η Ν. benthamiana είναι πιο ευπαθής σε ιϊκές μολύνσεις 

καθότι ο μηχανισμός της σίγησης εμφανίζεται λιγότερο αποτελεσματικός. Μειωμένη 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 211 

αποτελεσματικότητα στην σίγηση συνεπάγεται αυξημένη ικανότητα εμφάνισης HR από 

βακτήρια. . 

Σε κάθε περίπτωση, ο μηχανισμός της σίγησης φαίνεται να αλληλεπιδρά με 

βακτηριακούς παράγοντες πέραν των ορμονών για την παρεμπόδιση της HR. Έτσι, στα φυτά 

N. benthamiana sde1IR φυτά, ενώ μονή έγχυση P. s.phaseolicola ή P. savastanoi 2480 

οδηγεί σε τυπική HR, η συνέγχυση τους οδηγεί σε παρεμπόδιση της . Σε αγρίου τύπου 

φυτά, η συνέγχυση P. s. phaseolicola και P. savastanoi 2480 πυροδoτεί τυπική HR. Με βάση 

τα προηγούμενα, στην περίπτωση των συνενχύσεων θα περιμέναμε ενίσχυση, αντί 

παρεμπόδιση, της HR στα sde1IR φυτά σε σχέση με τα αγρίου τύπου φυτά. Το παράδοξο 

αυτό μπορεί να ερμηνευτεί με την παραδοχή ότι οι πρωτεΐνες-τελεστές χρησιμοποιούν τα 

ίδια τα όπλα του ξενιστή εναντίον του. Με άλλα λόγια έχουν εξελιχτεί ώστε να 

χρησιμοποιούν την RNA σίγηση προς όφελος του παθογόνου και όχι προς όφελος του 

ξενιστή. Ο ξενιστής χρησιμοποιεί την RNA σίγηση για να περιορίσει το παθογόνο. Κάποιες 

πρωτεΐνες-τελεστές έχουν προσαρμοστεί να δρουν σε ένα τέτοιο περιβάλλον στο εσωτερικό 

του φυτού και να το χρησιμοποιούν και οι ίδιες αλλά με αντίστροφο τρόπο από ότι ωφελεί 

τον ξενιστή τους. 

Σύμφωνα με τρέχουσες αντιλήψεις, τo γεγονός ότι διάφοροι παθότυποι 

ψευδομονάδων έχουν τόσο δραματικές διαφορές ως προς την πρόκλησης HR μπορεί να 

αποδοθεί σε διαφορές στο ρεπερτόριο πρωτεϊνών-τελεστών που διαθέτουν αλλά και σε 

λειτουργική διαφοροποίηση τελεστών-μελών της ίδιας οικογένειας από στενά συγγενικά 

στελέχη(Chang et al., 2005). Αυτό μας επιβάλει να επικεντρωθούμε σε πρωτεΐνες-τελεστές, 

των οποίων η λειτουργικότητα ενδεχομένως διαφέρει από στέλεχος σε στέλεχος, για την 

συνέχεια της ανάλυσης.  

To γεγονός ότι σε διαφορετικά διαγονιδιακά φυτά (φυτά που καταστέλλουν την 

έκφραση RDR6 και φυτά που υπερεκφράζουν HC-Pro) που μπλοκάρουν διαφορετικά 

στάδια του μηχανισμού σίγησης, ίδιοι συνδυασμοί στελεχών Pseudomonas οδηγούν στο 

ίδιο αποτέλεσμα είναι επίσης ενδεικτικό της συντήρησης του μηχανισμού αλληλεπίδρασης 

και ενισχύει το γεγονός ότι το φαινόμενο έχει πραγματική υπόσταση και δεν πρόκειται για 

πειραματικό artifact.  

 

 

 4.2 Ρόλος της σίγησης σε HR επαγομένη από την πρωτεΐνη HrpZ.  
 Το σύστημα των συνεγχύσεων έχει το πλεονέκτημα ότι μπορεί κάποιος να εξάγει 

ποικιλία υποθέσεων. Είναι όμως αρκετά πολυπαραγοντικό και πάσχει για να σχεδιαστούν 

επιπλέον πειράματα βασισμένα στα συμπεράσματα των προηγούμενων. Έτσι υπάρχει η 
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ανάγκη χρήσης απλούστερων συστημάτων επαγωγής της HR ώστε να μελετηθεί η 

αλληλεπίδραση HR και σίγησης σε ένα σύστημα όπου δεν θα παρεμβάλλονται ταυτόχρονα 

παράγοντες που την επάγουν και παράγοντες που την καταστέλλουν. Για τον σκοπό αυτό 

επιλέχθηκε η επαγωγή της HR από μια χρωματογραφικά καθαρισμένη πρωτεΐνη-επαγωγέα, 

την HrpZPsp3121 (Tampakaki & Panopoulos, 2000) και με αυτή να μελετηθεί η επίδραση της 

RNA σίγησης αλλά και άλλων παραγόντων που αλληλεπιδρούν με τη σίγηση (π.χ. αυξίνη) 

ώστε να αποσαφηνισθεί ο ρόλος τους.  

Στα πειράματα συνένχυσης στελεχών Pseudomonas πιθανότατα υπάρχει εκκίνηση 

σηματοδότησης για εκδήλωση HR αλλά η αντίδραση δεν γίνεται μακροσκοπικά ορατή λόγω 

αρνητικής ρύθμισης, όπως π.χ. από το μηχανισμό της σίγησης. Έτσι φαίνεται να συμβαίνει 

και στην περίπτωση της HrpZ. Στην περίπτωση αυτή τα οι ποικιλίες Ν. tabacum cv. Basma ή 

Ν. tabacum cv. Xanthi είναι πιο ευαίσθητες στην εκδήλωση HR. Αντίθετα σε φυτά N. 

benthamiana, που είναι λιγότερο ευαίσθητα στη ΗrpZ, μπορούμε να αποκαλύψουμε 

συγκαλυμμένους HR φαινοτύπους χρησιμοποιώντας διαγονιδιακές σειρές που απαλείφουν 

την επίδραση της σίγησης ως αρνητικού ρυθμιστή της HR (N. benthamiana sde1IR και N. 

benthamiana p19). Με άλλα λόγια, και εδώ υπάρχει σηματοδότηση για HR αλλά η 

φαινοτυπική της εκδήλωση παρεμποδίζεται μέσω αρνητικής ρύθμισης από RNA σίγηση). 

Άλλες εργασίες έχουν περιγράψει την άμεση και έμμεση εμπλοκή αυξινών στη 

ρύθμιση της απόκρισης ανθεκτικότητας φυτών σε παθογόνα (Kazan & John, 2009). Έχει 

καταδειχθεί ότι οι αυξίνες επηρεάζουν αρνητικά την ανθεκτικότητα μέσω παρεμβολής τους 

σε μονοπάτια ορμονικής σηματοδότησης ή σε μονοπάτια σηματοδότησης της «εγγενούς 

ανθεκτικότητας» (Pathogen-triggered Ιmmunity, PTΙ). Η τελευταία επάγεται όταν τα φυτά 

αντιλαμβάνονται την παρουσία παθογόνων (Robert-Seilaniantz et al., 2011a) μέσω 

προτύπων μοριακής αναγνώρισης βακτηρίων από φυτά (Pathogen-Associated Molecular 

Pattern, PAMP) (Boller & Felix, 2009) (Pel & Pieterse, 2013). Για παράδειγμα, το 

ολιγοπεπτίδιο flg22 (συντηρημένο πεπτίδιο της βακτηριακής φλαγγελίνης που λειτουργεί 

ως PAMP) επάγει την παραγωγή του miR393. Το miR393 είναι αρνητικός ρυθμιστής των 

επιπέδων mRNA των μεταφορέων αυξίνης TIR1 (transport inhibitor response1), AFB2 (auxin 

signaling F-box2), και AFB3 στην Arabidopsis. Άρα, η κατασταλτική δράση του πεπτιδίου 

flg22 στη σηματοδότηση μέσω αυξίνης οδηγεί σε αύξηση της αντοχής σε μόλυνση από 

βιότροφα παθογόνα όπως το P.s. tomato DC3000 (PstDC3000) και ο ωομύκυτας 

Hyaloperonospora στην Arabidopsis (Navarro et al., 2006; Robert-Seilaniantz et al., 2011b). 

Η ανθεκτικότητα που επάγει το flg22 αποδόθηκε στην επαγωγή του μονοπατιού 

σηματοδότησης του σαλικυλικού οξέως. Μέσω της σηματοδότησης αυτής καταστέλλεται 

η έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την σηματοδότηση μέσω της αυξίνης. Η 
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αλληλεπίδραση αυξίνης και σαλικυλικού στην ορμονική σηματοδότηση και την εκδήλωση 

(αυξημένης) ανθεκτικότητας στο παθογόνο P. s. tomato DC3000 είναι γνωστή από άλλες 

εργασίες (π.χ. (Park et al., 2007)). 

Επίδραση αυξίνης αντιστρέφει τη νέκρωση που προκαλείται από HrpZ σε 

συγκεκριμένα διαγονιδιακά φυτά με προβληματικό μηχανισμό RNA σίγησης. Αυτό δεν 

υποδεικνύει ότι η αυξίνη είναι ο καταλυτικός παράγοντας στην ανάστροφη του 

φαινομένου. Απλά μπορεί να δημιουργεί βέλτιστες συνθήκες για την δράση των 

πρωτεϊνών-τελεστών του βακτηρίου που τροποποιούν ενδογενείς παράγοντες απόκρισης. Η 

συνέργεια της αυξίνης μπορεί να διαδραματίσει καταλυτικό ρόλο μόνο σε περιπτώσεις 

όπου έχει ήδη αναπτυχθεί συστεμική απόκριση του φυτού. Αυτό υποδεικνύει ότι η όλη 

διαδικασία στηρίζεται στην τροποποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών και η παρουσία 

αυξίνης απλά δημιουργεί βέλτιστες ενδοκυτταρικές συνθήκες. Η απόκριση του φυτού σε 

επαγωγείς HR υποβοηθείται από παρουσία αυξίνης και εκδηλώνεται σε υψηλότερα 

επίπεδα ενδογενούς αυξίνης. Αλλά και φυτοπαθογόνα βακτήρια έχουν τροποποιήσει τους 

μολυσματικούς τους μηχανισμούς κατά τέτοιο τρόπο ώστε να λειτουργούν σε συνθήκες 

αντίστοιχες με τις ενδοκυτταρικές που θα συναντήσουν. 

  

4.3 Ρόλος της RNA σίγησης σε HR επαγόμενη από τον τελεστή 

HopA1 (HopΡsyA).  

Χρησιμοποιώντας το πειραματικό σύστημα P. flurescens (pHIR11)/(pLN18) 

αποδεικνύεται η δυναμική του μηχανισμού της σίγησης σαν αρνητικού ρυθμιστή 

κυτταρικού θανάτου. Επιπλεον, αποκαλύπτεται το φάσμα δράσης του που κυμαίνεται από 

μερική παρεμπόδιση της εκδήλωσης HR, χρονική καθυστέρηση ή/και εμφάνιση πιο ήπιας 

μορφής HR μέχρι την συγκάλυψη της σηματοδότησης της σε κάποιες περιπτώσεις.  

Με το σύστημα αυτό, η ένχυση πρωτεΐνης-επαγωγέα κυτταρικού θανάτου γίνεται 

από βακτήρια μέσω του T3SS. Αντίθετα σε περιπτώσεις αγροένχυσης η πρωτεΐνη-

επαγωγέας παράγεται ενδογενώς στα φυτικά κύτταρα. Στην τελευταία περίπτωση, η πιθανή 

παρουσία ή απουσία ενός διαγονιδιακά κωδικοποιούμενου παράγοντα θα μπορούσε να 

επηρεάσει τα επίπεδα έκφρασης του επαγωγέα κυτταρικού θανάτου. Αντίθετα, στην 

περίπτωση της HrpZ έχουμε προκαθορισμένη δόση εξωγενώς παρεχόμενης πρωτεΐνης- 

επαγωγέα κυτταρικού θανάτου. Συνολικά, τα αποτελέσματα μας συγκλίνουν στο ότι, πίσω 

από τα επιμέρους πειραματικά συστήματα πρόκλησης νεκρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν 

κρύβεται είτε ο ίδιος μηχανισμός ή διαφορετικοί μηχανισμοί σηματοδότησης κυτταρικού 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 214 

θανάτου με ένα ή περισσότερα κοινά στάδια τα οποία υπόκεινται σε αρνητική ρύθμιση 

μέσω του μηχανισμού της σίγησης.  

 Πειραματικά δεδομένα από άλλους ερευνητές (Navarro et al., 2008) εγείρουν 

ερωτηματικά σχετικά με το ενδεχόμενο μείωσης πληθυσμών P. syringae σε αντίστοιχα 

διαγονιδιακά φυτά A. thaliana με κατεσταλμένο το μηχανισμό σίγησης, σε σύγκριση με τα 

αγρίου τύπου φυτά. Προκαλεί ερωτηματικά η μη συμμετοχή της RDR6 (SDE1) σε αυτήν την 

διαδικασία. Σε άλλο σημείο της διατριβής επισημάνθηκε η αυξημένη ευαισθησία της 

διαγονιδιακής σειράς Ν. benthamiana sde1IR στην εκδήλωση HR θανάτου. Δεν μπορεί να 

αποκλειστεί το ενδεχόμενο η RDR6 να έχει κάποια επίδραση και στο σύστημα P. flurescens 

(pHIR11)/(pLN18) αλλά σε διαφορετικής (ίσως μεγαλύτερης) αναπτυξιακής ηλικίας φυτά. Η 

RDR6 (SDE1) συμμετέχει σε αρχικό στάδιο του μηχανισμού (παραγωγή δίκλωνου RNA). Στο 

σύστημα P. flurescens (pHIR11)/(pLN18) μπορεί να εμπλέκεται πρόδρομο miRNA ή γενικά 

παρακλάδι του μηχανισμού που δεν απαιτεί RDR6 και όχι κάποια κατηγορία μικρών RNAs 

που απαιτούν RDR6. Η υπόθεση αυτή αποκτά ιδιαίτερο ενδιαφέρον αν αναλογιστούμε ότι 

και άλλοι παράγοντες που στοχεύουν στην πρόσδεση στο δίκλωνο RNA έχουν την ίδια 

επίδραση με την RDR6 [για παράδειγμα οι ιϊκοί καταστολείς σίγησης p38 και sigma3 όπως 

δείξαμε με άλλο πειραματικό σύστημα (αγροεγχύσεις)]. 

Συμπερασματικά, στα πειραματικά συστήματα που χρησιμοποιήσαμε μέχρι αυτό το 

σημείο, η εκδήλωση της αντίδρασης υπερευαισθησίας συγκαλύπτεται από την δράση του 

μηχανισμού της σίγησης. Η διαφορετική αντίδραση των sde1IR φυτών σε χαρπίνη και 

HopA1 (HopPsyA) αποκάλυψε τις διαφορετικές απαιτήσεις του μονοπατιού κυτταρικού 

θανάτου (σε σχέση με τον μηχανισμό της σίγησης) στις δυο περιπτώσεις . Μια πλειάδα 

πρωτεϊνών-τελεστών έχουν ήδη ενοχοποιηθεί σαν αναστολείς HR που πυροδοτούν άλλοι 

τελεστές στο σύστημα αυτο (Jamir et al., 2004). Κάποιοι από αυτούς ταυτόχρονα ενισχύουν 

την RNA σίγηση (sense-post transcritpional gene silencing, s-PGTS; (Sarris et al., 2011). To 

πειραματικό σύστημα P. fluorescens 55 (pHIR11) παρέχει τη δυνατότητα να αποσαφηνιστεί 

ο ρόλος διαφορετικών πρωτεϊνών-τελεστών στην αναστολή κυτταρικού θανάτου σε σχέση 

με τον μηχανισμό της σίγησης. 

 

4.4 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών από Pseudomonas στην RNA 
σίγηση.  

Είχε γίνει αντιληπτό από τα προηγούμενα εδάφια ότι πλειάδα βακτηριακών 

παραγόντων αλληλεπιδρούν με τον μηχανισμό της σίγησης. Η φύση των αλληλεπιδράσεων 

αυτών παρέμενε αδιευκρίνιστη. Με στόχο την περεταίρω διερεύνηση αυτών των 
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αλληλεπιδράσεων εξετάστηκαν αρχικά διάφορες υποψήφιες πρωτεΐνες-τελεστές. Για να 

αποφευχθούν προβλήματα συνεργισμού ή ανταγωνισμού μεταξύ τους επιλέχθηκε η 

έκφραση τους σε ένα ετερόλογο σύστημα μέσω αγροέγχυσης). Από τις πρωτεΐνες που 

ελέγξαμε μάλλον η μειοψηφία δεν εμφανίζει κάποιου είδους αλληλεπίδραση με τον 

μηχανισμό σίγησης. Αυτό μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η σίγηση είναι κεντρικός 

διακόπτης στον μηχανισμό απόκρισης ΗR.  

4.4.1 Καταστολή RNA σίγησης από πρωτεΐνες-τελεστές Ψευδομονάδων.  

 

4.4.1.1 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών υπεροικογένειας HopF1/HopF2/HopF3 στην RNA 
σίγηση. 

4.4.1.1.1 Κλωνοποίηση ομολόγων HopF1/HopF2/HopF3 σε δυαδικό φορέα 

έκφρασης και σε φορείς για υπερέκφραση σε βακτήρια. In silico ανάλυση της 

υπεροικογένειας των HopF πρωτεϊνών αποκαλύπτει ότι έχουν σχετικά συντηρημένη 

προβλεπόμενη τεταρτοταγή δομή. Αυτο παρατηρείται ακόμα και στα πιο φυλογενετικά 

απομακρυσμένα μέλη παρά την όχι και τόσο εκτεταμένη πρωτοταγή ομολογία μεταξύ τους. 

Όμως, έχουν δραματικές διαφορές αναφορικά με τους φαινοτύπους σίγησης.  

H πρωτεΐνη HopF11449B στερείται πιστοποιημένης ενζυμικής ή άλλης ενεργότητας 

(Singer et al., 2004)που να μπορεί να συσχετιστεί με τους φαινοτύπους μας στην σίγηση. 

Επιπλέον, η HopF2DC3000 δεν έχει την ικανότητα να δράσει σαν ADP-ριβοζυλτρανσφεράση με 

υπόστρωμα την πρωτεΐνη RIN4 σε in vitro βιοδοκιμές (Wilton et al., 2010). Παρόλα αυτά, 

αλληλεπιδρά με τη RIN4 in vitro και in vivo και παρεμποδίζει την αποικοδόμησή της 

τελευταίας (Wilton et al., 2010). Αντίθετα, άλλες ερευνητικές ομάδες (Wang et al., 2010) 

έχουν καταδείξει πειραματικά την ενεργότητα ADP-ριβοζυλοτρανσφεράσης του HopF2DC3000 

με υπόστρωμα τη RIN4 αλλά και με κάποιες ΜΑΡ κινάσες. Τα αποτελέσματα είναι 

αντικρουόμενα και κρίνεται απαραίτητη η επιβεβαίωση της ενζυμικής ενεργότητας και των 

υπολοίπων ομολόγων με in vitro βιοδοκιμές. Τέτοιες μελέτες θα επιτρέψουν την εξαγωγή 

χρήσιμων συμπερασμάτων σχετικά με τις αποκλίσεις μεταξύ των αλληλουχιών των 

ομολόγων και ειδικά για τα μοτίβα ΙΙΙ και ΙV (περιοχή που σχετίζεται με τους φαινοτύπους 

που παρατηρήθηκαν στα πειράματά μας) και να παρέχουν ενδείξεις για τον μηχανισμό 

λειτουργίας της πρωτεΐνης. Για τον σκοπό αυτό επιχειρήθηκε σε πρώτη φάση η 

κλωνοποίηση διαφόρων ομολόγων σε φορέα για υπερέκφραση σε E. coli.  

Η υποθετική ενεργότητα tRNA φωσφοτρανσφεράσης των HopF που αναλύεται στην 

αντίστοιχη ενότητα της εισαγωγής μπορεί να σχετίζεται με τον μεταβολισμό/τροποποίηση 

μορίων RNA, παρά το ότι δεν είναι εύκολο να εντοπιστεί στη δομή του HopF1 κάποιο 
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μοτίβο πρόσδεσης σε RNA. Δεν μπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα τα επίπεδα κάποιων 

ενδογενών μικρών RNA να μεταβάλλονται παρουσία των HopF μέσω άμεσης ή έμμεσης 

πρόσδεσης σε μια ενδογενή πρωτεΐνη ή μέσω καταλυτικής τροποποίησης μιας ενδογενούς 

πρωτεΐνης. Σε αυτό το μοντέλο, η παρουσία HopF μπορεί να επηρεάζει τη σταθερότητα ή 

τα επίπεδα μικρών RNA στα φυτικά κύτταρα. Τα HopF φαίνεται να έχουν μια διαφορά σε 

σχέση με τις υπόλοιπες πρωτεΐνες που αναλύσαμε στο πρόσφατο παρελθόν (Sarris et al., 

2011) ή στην παρούσα διατριβή ως αναστολείς της σίγησης (sPGTS). Συγκεκριμένα, όλες οι 

υπόλοιπες πρωτεΐνες που εξετάστηκαν φαίνεται να επηρεάζουν τον μηχανισμό της σίγησης 

έμμεσα μέσω τροποποίησης ρυθμιστικών μηχανισμών της σίγησης. Καμιά δεν δρα στην 

καρδιά του ίδιου του μηχανισμού. H μόνη πρωτεΐνη-τελεστής που έχει βιβλιογραφική 

τεκμηρίωση ότι εμπλέκεται άμεσα στον μηχανισμό της σίγησης είναι η HopT1-1. Η HopT1-1 

έχει αποδειχθεί ότι παρεμποδίζει τη σίγηση στο στάδιο της Slicer (Navarro et al., 2008). Για 

τη διερεύνηση των παραπάνω υποθέσεων απαιτούνται in planta πειράματα για να 

καλυφθούν προηγούμενα κενά της ανάλυσης μας. Για τον σκοπό αυτό τα τρία ομόλογα 

HopF υποκλωνοποιήθηκαν σε δυαδικό φορέα.  

4.4.1.1.2 Καταστολή της RNA σίγησης από την πρωτεΐνη HopF2DC3000 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες HopF2DC3000 και 

HopF2DC3001, μολονότι προέρχονται από πολύ συγγενικά στελέχη εμφανίζουν εκ διαμέτρου 

διαφορετικές ιδιότητες. Είχε επισημανθεί (Landgraf et al., 2006) ότι στελέχη P. syringae pv. 

tomato DC3000 από διαφορετικά εργαστήρια διέφεραν σε έναν τουλάχιστον γενετικό τόπο. 

Θα περίμενε κάποιος ότι τα στελέχη αυτά θα ήταν ταυτόσημα καθώς προέρχονταν από το 

ίδιο στέλεχος που απομονώθηκε από την φύση (Cuppels, 1986). Αντίθετα, χαρακτηρίστηκαν 

τέσσερις τουλάχιστον διακριτές ομάδες DC300x στις οποίες και αποδόθηκαν διαφορετικά 

ονόματα στελέχους. Δεν προκαλεί λοιπόν έκπληξη ότι παρατηρήσαμε ιδιαιτερότητες και σε 

άλλους γενετικούς τόπους των δυο στελεχών. Είναι αποδεδειγμένη άλλωστε η 

ευπλαστότητα του γονιδιώματος της P. syringae pv. tomato [όπως π.χ. προκύπτει από την 

σύγκριση αλληλουχημένων γονιδιωμάτων T1 και DC3000, (Almeida et al., 2009)] που 

προσβάλλουν τον ίδιο ξενιστή. Άλλοι γενετικοί τόποι στελεχών του P. syringae επίσης 

εμφανίζουν γοργή εξέλιξη στην φύση (Rivas et al., 2005)37 αλλά και στο εργαστήριο (Pitman 

                                                 
37 Απαλοιφή του HopF1 από διάφορα στελέχη P. s. phaseolicola έχει συμβεί πολλαπλές 
φορές στην φύση όπως αποδεικνύεται από τις διαφορές μεγέθους των ελλείψεων, ως 
απόκριση στην εξελικτική πίεση για αποφυγή πρόκλησης κυτταρικού θανάτου σε 
διαφορετικές ποικιλίες φασολιάς (Rivas etal., 2005). 
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et al., 2005)38. Με βάση τις ενδείξεις για διαφοροποίηση του HopF2 μεταξύ του DC3000 και 

DC3001, επιχειρήθηκε η κλωνοποίηση ομόλογων του HopF2 από όσο γίνεται περισσότερα 

διαθέσιμα στελέχη του εργαστηρίου για να εντοπιστούν και να αξιολογηθούν διαφορές και 

ομοιότητες αλληλουχιών που πιθανόν σχετίζονται με τους σιγητικούς φαινοτύπους. 

Αν και η πειραματική μας προσέγγιση δεν αποκλείει εναλλακτικές ερμηνείες για την 

εξήγηση των φαινοτύπων ενίσχυσης σίγησης με την χρήση των ιϊκών αναστολέων σε 

πειράματα συν-αγροένχυσης που περιγράφηκαν παραπάνω προέκυψαν ισχυρές ενδείξεις 

ότι πράγματι οι φαινότυποι που καταγράφτηκαν σχετίζονται με τον μηχανισμό της σίγησης. 

Από την πλευρά τους, τα πειράματα παρεμπόδισης της καλλογένεσης παρουσιάζουν 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον από βιοτεχνολογική σκοπιά. Οι μηχανισμοί άμυνας στο αγροβακτήριο 

εμπλέκουν μοριακά σινιάλα, που είναι εν πολλοίς άγνωστα. Ίσως η νέκρωση που συχνά 

παρατηρείται σε προσπάθειες γενετικής τροποποίησης φυτών έχει κοινά χαρακτηριστικά με 

την τυπική ΗR που πυροδοτούν άλλα βακτήρια, και μεταξύ αυτών και προϊόντα της 

οξειδωτικής έκρηξης (Kuta & Tripathi, 2005). Επίσης, η επαγωγή κάλλου από αγροβακτήριο 

προϋποθέτει την εγκατάσταση μιας ισχυρά κατεσταλμένης σίγησης στην οποία 

παρεμποδίζεται η σύνθεση ορισμένων siRNAs (Donoyer et al 2006). Εάν η καταστολή των 

μηχανισμών απόκρισης του φυτού στην ογκογένεση – όντως έχουν κοινά σημεία με αυτούς 

που σχετίζονται με την απόκριση σε άλλα φυτοπαθογόνα βακτήρια, η αποσαφήνιση των 

μηχανισμών δράσης των φυτοπαθογόνων P. syringae στην πυροδότηση της ΗR απoκτά και 

βιοτεχνολογική σημασία, όπως στην αξιοποίηση του φαινομένου στην γενετική 

τροποποίηση φυτών. 

 

4.4.1.1.3 Ρόλος μελών οικογένειας ΗοpF1/ ΗοpF2/ ΗοpF3 στην αναστολή νέκρωσης.  

Οι πρωτεΐνες ΗοpF1/ΗοpF2/ΗοpF3 δεν πυροδοτούν αντίδραση υπεραισθησίας σε 

αγρίου τύπου N. benthamiana στο πειραματικό μας σύστημα. Το HopF2 δεν πυροδοτεί 

αντίδραση υπερευαισθησίας σε w.t. N. benthamiana ούτε μετά από ένχυση μέσω P. 

fluorescens (pLN1965)39 που εκφράζει και το HopF2 (Wei et al., 2007). Σε αντίθεση με την 

                                                 
38 Έκθεση στο εργαστήριο σε εξελικτική πίεση για αποφυγή κυτταρικού θανάτου από 
HopAR1 με διαδοχικές επαναμολύνσεις με στέλεχος που το περιέχει είναι ικανή να 
οδηγήσει σε απαλειφή του σε έξι μόνο κύκλους επαναμόλυνσης (Pitman et al., 2005).  

 
39

 Το pLN1965 είναι ένα παράγωγο του pLN18 (Jamir et al., 2004) στο οποίο το οπερόνιο 
schA-ΗοpΑ1 εχει απαλειφθεί (ΔhopA1/shcA) και εχει αντικατασταθει με κασσέτα 
ανθεκτικότητας σε σπεκτiνομυκίνη αντί για καναμυκίνη, όπως συμβαίνει στο pLN18 (Wei et 
al., 2007, Guo et al., 2009). 
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κατάσταση σε ποικιλίες Ν. tabacum που εξετάσαμε (N. tabacum cv. Xanthi και N. tabacum 

cv. Basma), το HopF2 πυροδοτεί αντίδραση υπεραισθησίας σε Ν. tabacum W38 (Robert-

Seilaniantz et al., 2006). Σε P. vulgaris cv. Canadian Wonder πυροδοτεί αντίδραση 

υπερευαισθησίας η οποία δεν γίνεται μακροσκοπικά ορατή διότι μπλοκάρεται από την 

πρωτεΐνη-τελεστή AvrPphC (Tsiamis et al., 2000). 

To HopF2 έχει την δυνατότητα να αναστέλλει τον κυτταρικό θάνατο που 

πυροδοτείται από τον τελεστή HopA1 (Jamir et al., 2004). Μάλιστα, το HopF2 

χαρακτηρίζεται ως καταστολέας κατηγορίας Ι (Guo et al., 2009) δηλαδή τελεστής τύπου ΙΙΙ 

που κατέστειλε την εξαρτώμενη από HopA1 HR στην υψηλότερη συγκέντρωση κυττάρων P. 

fluorescens (pLN1965) που εκφράζουν και το HopA1 που εξετάστηκε (1 × 108 κύτταρα / ml). 

Το HopF2 μπλοκάρει τον κυτταρικό θάνατο επαγόμενο από MKK5DD (Wang et al., 2010), από 

AvrRpm1 (Guo et al., 2009) καθώς και από AvrRpt2 στην Arabidopsis (Wilton et al., 2010). 

Απαλοιφή του HopF1 από P. syringae pv. phaseolicola Race 7 μετατρέπει την συμβατή 

αλληλεπίδραση με P. vulgaris cv. Tendergreen σε ασύμβατη που συνοδεύεται από 

πυροδότηση αντίδρασης υπερευαισθησίας (Tsiamis et al., 2000). 

Δεν προκαλεί έκπληξη ότι τα ΗοpF1/ ΗοpF2/ ΗοpF3 συμπεριφέρονται ως 

καταστολείς νεκρώσεων και στο δικό μας πειραματικό σύστημα. Ίσως προξενεί εντύπωση η 

ικανότητα τους να καταστέλλουν βραδείες νεκρώσεις από πρωτεΐνες τελεστές ριζοβίων ή 

και ιών, αλλά και από αγροβακτήριο («αγρονέκρωση»). Αυτό ίσως υποδεικνύει την 

συντήρηση των μηχανισμών απόκρισης σε μεγάλο βαθμό ανεξάρτητα από την φύση του 

επαγωγέα νέκρωσης. Στα χρονικά πλαίσια που εξελίσσονται αυτά τα φαινόμενα η παροδική 

έκφραση των πρωτεϊνών ΗοpF1/ ΗοpF2/ ΗοpF3 έχει πιθανότατα προ πολλού αποσβηστεί. 

Πιθανόν οι τελεστές αυτοί να δρουν σε κάποιον κεντρικό διακόπτη του μηχανισμού σε 

αρχικά στάδια απόκρισης του ξενιστή και η παρεμπόδιση του δεν είναι αντιστρέψιμη σε 

προχωρημένα στάδια της αγρονέκρωσης. 

4.4.1.1.4 Συναρμολόγηση ακρωτηριασμένων (truncated) κατασκευών και 

ανταλλαγή δομικών μοτίβων των HopF1 και HopF2. Τα μονοπάτια του ματίσματος του 

tRNA (tRNA splicing) και της RNA σίγησης (RNA silencing) συχνά μοιράζονται πρωτεΐνες-

κλειδιά. Ως αποτέλεσμα πρωτεΐνες που σχετίζονται με μάτισμα του tRNA ή έχουν κοινή 

ενζυμική ενεργότητα με αυτές θεωρούνται πιθανές υποψήφιες για συμμετοχή στην σίγηση. 

Έτσι, π.χ. η πρωτεΐνη Clp1 είναι μια RNA κινάση και φυσιολογικά είναι υπεύθυνη για την 

φωσφοριλίωση του 5’ άκρου του εξονίου 3 κατά την διάρκεια του ματίσματος του tRNA40. 

                                                 
40 Αντίδραση απαραίτητη για την επακόλουθη συναρμολόγηση των εξονίων με την βοήθεια 
μιας RNA λιγάσης (Weitzer S and Martinez J, 2007). 
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Αποκαλύφθηκε ότι συμμετέχει στην φωσφοριλίωση του 5’ άκρου των siRNA (Weitzer & 

Martinez, 2007). Η φωσφοριλίωση είναι απαραίτητη για την ενσωμάτωση των siRNA στο 

RISC. Άλλωστε και ο ρόλος των ίδιων των Dicers στην RNA σίγηση άρχισε να γίνεται 

αντιληπτός όταν αποκαλύφθηκαν οι δομικές και λειτουργικές ομοιότητες με ένζυμα RNase 

III (Olmedo & Plinio, 2008) που συμμετέχουν στον μεταβολισμό των rRNA-tRNA. Στην 

επεξεργασία των psiRNA συμμετέχει ένα ένζυμο με ενεργότητα tRNA splicing 

ενδονουκλεάσης (Carte et al., 2008). Τα psiRNA είναι προκαρυωτικής προέλευσης μικρά 

RNA μόρια που παράγονται από μικρές παλινδρομικές επαναλήψεις που ονομάζονται 

CRISPR (Hale et al., 2008). Η υποθετική ενεργότητα tRNA φωσφοτρανσφεράσης των HopF 

θα μπορούσε να εξηγήσει τον τρόπο εμπλοκής τους στο μηχανισμό της σίγησης.  

In silico ανάλυση αποκάλυψε την δομική ομοιότητα επικρατειών των HopF και με 

επικράτειες εξωνουκλεάσης ΙΙΙ. Η ενεργότητα εξωνουκλεάσης φαίνεται να συνυπάρχει σε 

ένζυμα που σχετίζονται τόσο με τον μεταβολισμό του RNA (rRNA) όσο και με την σίγηση. 

Π.χ. η ευκαρυωτική πρωτεΐνη Eri1 έχει μοτίβα εξωνουκλεάσης και δυνατότητες ενίσχυσης 

της σίγησης (Kennedy et al., 2004) όπως η HopF2. Η Eri1 συμμετέχει επίσης στο τελικό 

στάδιο της ωρίμανσης ενός rRNA (Ansel et al., 2008; Gabel & Ruvkun, 2008) αφαιρώντας 2 

nt από το άκρο του. Οικογένειες εξωριβονουκλεασών έχουν ενοχοποιηθεί για αρνητική 

ρύθμιση των επιπέδων miRNAs και στην Arabidopsis (Ramachandran & Chen, 2008). 

Η συνύπαρξη δυο υποθετικών δομικών περιοχών (εξωνουκλεάσης ΙΙΙ και ADP-

ribosyltransferase ή 2’-tRNA φωσφοτρανσφεράσης) που ενδεχομένως συμμετέχουν με 

διαφορετικό τρόπο στον μηχανισμό της σίγησης εγείρει ενδιαφέροντα ερωτήματα για τον 

επιμέρους ρόλο της κάθε μιας και την πιθανή αλληλεπίδραση τους (συνεργιστική ή/και 

ανταγωνιστική). Για τον λόγο αυτό επιβάλλεται η κατασκευή ελλείψεων στα ομόλογα που 

αποκλείουν μέρος ή ολόκληρη την κάθε λειτουργική περιοχή ή συντήξεις δομικών περιοχών 

από διαφορετικά ομόλογα. Με αυτά τα κριτήρια συναρμολογήθηκαν διάφορες κατασκευές 

απαλοιφής και σύντηξης επιλεγμένων επικρατειών/δομικών στοιχείων των HopF1/ΗopF2 

που περιγράφονται στα αποτελέσματα. Οι κατασκευές αυτές μπορούν να αξιοποιηθούν για 

εξακριβωθεί η κάθε λειτουργικότητα της υποθετικής ενεργότητας του κάθε ομολόγου.  

Tο γεγονός ότι μια προκαρυωτικής προέλευσης πρωτεΐνη-τελεστής έχει ομοιότητες με 

ένζυμα που συμμετέχουν σε τόσο συντηρημένες διαδικασίες του ευκαρυωτικού κυττάρου 

εγείρει αρκετά ενδιαφέροντα εξελικτικά ερωτήματα. Π.χ. εάν η ενεργότητα της είναι 

κατάλοιπο ενός αρχαίου μονοπατιού βακτηριακής προέλευσης όπως η επεξεργασία των 

CRISPR και στην πορεία εξελίχθηκε για συμμετοχή στα αντίστοιχα ευκαρυωτικά μονοπάτια ή 
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εάν πρόκειται για ευκαρυωτική πρωτεΐνη που «απήχθη» και εγκλωβίστηκε σε ένα 

βακτηριακό σύστημα). Σε κάθε περίπτωση, οι προαναφερθείσες υποθετικές ενεργότητες 

μένουν να αποδειχτούν με βιοχημικά πειράματα.  

Με αντίστοιχα πειράματα πρέπει να προσπαθήσουμε να συσχετίσουμε τον ρόλο των 

πειραματικά τεκμηριωμένων και υποθετικών ενεργοτήτων με τους σιγητικούς μας 

φαινοτύπους. Με μέλημα να καλυφθεί αυτός ο στόχος, συναρμολογήθηκαν διάφορες 

κατασκευές για τα HopF1/ΗopF2 που περιγράφονται στα αποτελέσματα. Οι κατασκευές 

αυτές  απαλείφουν ολόκληρη την δομική περιοχή πρόσδεσης σε NAD ή/και επιπλέον 

επικράτειες των HopF1/ΗopF2. Ο διαφορετικός βαθμός ομολογίας με ADP-

ribosyltransferase και tRNA φωσφοτρανσφεράση των HopF1/ΗopF2 επιβάλει επιπλέον την 

συναρμολόγηση κατασκευών ανταλλαγής δομικών περιοχών ανάμεσα στα δυο μόρια. Με 

τον τρόπο αυτο  θα εξακριβωθεί το ποσοστό της λειτουργικότητας της κάθε επιμέρους 

υποθετικής ενεργότητας του κάθε ομολόγου. 

 

4.4.1.1.5  Στοχευμένες σημειακές μεταλλαγές στις HopF2DC3000 και HopF11449Α  

Στην παρούσα εργασία ακολουθηθήκαν δυο διαφορετικές προσεγγίσεις για την 

επιλογή καταλοίπων για στοχευμένη μεταλλαξιγένεση. Η πρώτη προσέγγιση αφορούσε την 

επιλογή συντηρημένων καταλοίπων για τα μοτίβα άγνωστης λειτουργίας. Η δεύτερη 

προσέγγιση αφορούσε την στόχευση καταλοίπων που σχετίζονται με πειραματικά 

τεκμηριωμένες ή υποθετικές ενζυμικές ενεργότητες των πρωτεϊνών.  

Ομόλογα της πρωτεΐνης HopF2DC3000 εντοπίζονται σε πληθώρα φυτοπαθογόνων 

στελεχών P. syringae καθώς και στα συγγενικά φυτοπαθογόνα P. savastanoi και Ralstonia 

solanachearum. Εμφανίζονται όμως και σε φυλογενετικά απομακρυσμένα βακτήρια όπως 

(μεταξύ άλλων) Shinorhizobium, Salmonella, E. coli και Streptococcus. Κάποια από τα 

ομόλογα από ζωικά παθογόνα (Salmonella και E. coli) έχουν ονοματοδοτηθεί ως με βάση 

την ομολογία τους με HopF κατά αντιστοιχία με τις πρωτεΐνες τελεστές των 

φυτοπαθογόνων. Χαρακτηριστικά παραδείγματα π.χ. τα ομόλογα από Escherichia coli 

1.2741 (EIG83294), Escherichia coli M863 (EGB59962), Escherichia coli TW10509 

(EGB69679), Salmonella bongori NCTC 12419 (YP_004731206)κ.α. Κάποια άλλα έχουν 

ονοματοδοτηθεί ως μέλη της οικογένειας EspJ πρωτεϊνών τελεστών όπως τα ομόλογα από 

στελέχη Escherichia coli RN587/1 (EFZ73081), Escherichia coli O127:H6 str. E2348/69 

(YP_002328290), Escherichia coli E22 (ZP_03045580), Escherichia coli 3.2608 (EIH58410) κ.α. 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

ΔΡΑΣΗ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΣΙΓΗΣΗΣ  Σελίδα 221 

Η EspJ είναι μια πρωτεΐνη τελεστής από εντεροπαθογόνες Escherichia coli που 

αναστέλλει την φαγοκυττάρωση (Marchès et al., 2008). Διαδραματίζει ρόλο στην λοιμογόνο 

ικανότητα (virulence) των στελεχών που την φέρουν. Εντοπίζεται σε νησίδες παθογένειας 

κατά αντιστοιχία με γνωστές πρωτεΐνες-τελεστές σε φυτοπαθογόνα (Dean & Kenny, 2009).  

 
 

Εικόνα 78. Ι. Νησίδες παθογένειας σε εντεροπαθογόνα στελέχη Ε. coli στις οποίες μεταξύ 
άλλων εντοπίζεται και η πρωτεΐνη τελεστής EspJ. II. H EspJ έχει ρόλο στην παρεμπόδιση της 
φαγοκύτωσης (Dean & Kenny, 2009). 

 

 

Σε αυτήν την φάση των πειραμάτων επιχειρήθηκε σε πρώτη φάση να εντοπιστούν 

συντηρημένα κατάλοιπα στην αλληλουχία της HopF2DC3000 και στις ομόλογες πρωτεΐνες από 

φυτοπαθογόνα. Όσα κατάλοιπα παρουσιάζονταν συντηρημένα και σε πολλές από τις 

ομόλογες πρωτεΐνες από E. coli επιλέχτηκαν σαν στόχοι για μεταλλαξιγένεση 

υποκατάστασης. Η θέση των καταλοίπων που επιλέχτηκαν πάνω στην υποθετική δομή της 

HopF2DC3000 παρουσιάζεται στην παρακάτω εικόνα. Πρέπει να σημειωθεί ότι από τα πέντε 

μοτίβα που περιγράψαμε σε προηγούμενη ενότητα μεγαλύτερο βαθμό συντήρησης με τα 

ομόλογα από E. coli εμφανίζουν τα μοτίβα IV  και ΙΙ και σε μικρότερο βαθμό το V.  

Ι 
ΙΙ 
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Εικόνα 79. Επιλογή συντηρημένων καταλοίπων στα μοτίβα ΙΙΙ, ΙV και V για μεταλλαξιγένεση 
υποκατάστασης. Παρουσιάζεται υποθετικό μοντέλο δομής της πρωτεΐνης HopF2DC3000 το 
οποίο πρόεκυψε από τη δημοσιευμένη (Singer et al., 2004) δομή του HopF1Pph με την χρήση 
του προγράμματος SWISS-MODEL (Arnold et al., 2006)41. Στο υποθετικό μοντέλο 
σημειώνονται με διαφορετικά χρώματα οι συντηρημένες επικράτειες της πρωτεΐνης καθώς 
και τα περισσότερα από τα κατάλοιπα που επιλέχτηκαν για μεταλλαξιγένεση. Ο 
επιχρωματισμός των συντηρημένων περιοχών και των επιλεγμένων καταλοίπων 
πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα POLYVIEW-3D (Porollo & Meller, 2007)42 
 

 
4.4.1.1.6 Κρίσιμα κατάλοιπα για καταστολή RNA σίγησης από HopF2DC3000. 

  Σε προηγούμενη εργασία μας (Sarris et al., 2011) είχαμε συσχετίσει την ενίσχυση 

της σίγησης από την πρωτεΐνη-τελεστή HopX1DC3001 με την ενεργότητα πρωτεάσης-

κυστεΐνης της πρωτεΐνης αυτής. Αντίθετα, δεν έχει συσχετιστεί κάποια επικράτεια κάποιου 

                                                 
41 http://beta.swissmodel.expasy.org/workspace 
42 http://polyview.cchmc.org/polyview3d.html 
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καταστολέα σίγησης με τον φαινότυπο καταστολής σίγησης. Στην περίπτωση του AvrPtoB 

(ΗοpΑΒ2) που καταστέλλει την μεταγραφή των πρόδρομων RNA μεταγράφων του miR393 

στην Arabidopsis, με αξιοποίηση της σημειακής μεταλλαγής AvrPtoB(F525A) αποδείχθηκε 

ότι η καταστολή αυτή είναι ανεξάρτητη από την ενεργότητα Ε3 λιγάσης του AvrPtoB 

(Navarro et al., 2008). Ο AvrPto επίσης συμπεριφέρεται σαν καταστολέας της έκφρασης του 

miR393 σε αυτό το σύστημα. Όμως σε πειράματα παροδικής έκφρασης, η μεταλλαγή 

AvrPto(Y89D) αν και έχει κάποια επίδραση, δεν μεταβάλει σε σημαντικό βαθμό τα επίπεδα 

συσσώρευσης miR393 σε σχέση με το αγρίου τύπου AvrPto(Navarro et al., 2008). Ίδια 

επίδραση είχε και η μεταλλαγή AvrPto(G2A). Το AvrPto(Y89D) δεν είναι σε θέση να 

αλληλεπιδράσει με PRRs και BAK1 σε αντίθεση με το AvrPto. Το AvrPto(G2A) είναι 

μεταλλαγμένο σε θέση μυριστοϋλίωσης που διαταράσσει τον εντοπισμό του AvrPto στην 

πλασματική μεμβράνη. 

Στο δικό μας πειραματικό σύστημα καταβλήθηκε προσπάθεια να αξιολογηθούν και 

να αντιπροσωπεύονται συντηρημένα κατάλοιπα από όλες τις επικράτειες-μοτίβα της 

πρωτεΐνης HopF2DC3000. Αποδείχτηκε ότι συντηρημένα κατάλοιπα από τα μοτίβα άγνωστης 

λειτουργίας επίσης συμμετέχουν στην εκδήλωση του φαινομένου καταστολής σίγησης. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η σημειακή μεταλλαγή HopF2DC3000(G169A). To κατάλοιπο G169 

εντοπίζεται σε μια περιοχή πλούσια σε γλυκίνες. Αντίστοιχες περιοχές σε πρωτεΐνες έχουν 

την δυνατότητα να αλλάξουν ποικιλοτρόπως την συνολική δομή της αλληλουχίας της 

πρωτεΐνης μετά από αυτές (M. Kokkinidis, personal communication). Πιθανώς η απαλοιφή 

του φαινοτύπου στην περίπτωση του HopF2DC3000(G169A) να οφείλεται σε συνολική 

αναπροσαρμογή της στερεοδομής των μοτίβων IV και V. Στα κρίσιμα κατάλοιπα για την 

καταστολή σίγησης από HopF2DC3000 συγκαταλέγονται κατάλοιπα θαμμένα στο εσωτερικό 

της πρωτεΐνης αλλά και διάσπαρτα στην επιφάνεια της. 

4.4.1.1.7 Κρίσιμα κατάλοιπα για καταστολή νέκρωσης από HopF2DC3000 σε N. 

tabacum cv. Xanthi και σε Ν. benthamiana. 

Υπερέκφραση κατασκευής με σημειακή μεταλλαγή που μετατρέπει το κωδικόνιο 

έναρξης του HopF2DC3000 από ΑΤΑ σε ATG ενισχύει την ικανότητα της πρωτεΐνης να 

συμπεριφέρεται σαν παράγοντας αμολυσματικότητας (avr). Αντίστροφο αποτέλεσμα έχει 

κατασκευή που υπερεκφράζει την σημειακή μεταλλαγή G2A (Robert-Seilaniantz et al., 

2006). To κατάλοιπο G2 σχετίζεται με σινιάλο μυριστοϋλίωσης και αγκυροβόλησης στην 

πλασματική μεμβράνη. 

Αμινοξέα του AvrPphF ORF2 που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο για την 

λοιμογόνο ικανότητα (virulence activity) απαιτούνται επίσης για βέλτιστη αναγνώριση του 
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τελεστή από το προϊόν του R1 γονιδίου ανθεκτικότητας στη φασολιά. Οι μεταλλάξεις R72Α 

και D174A καταργούν την απόκριση ανθεκτικότητας (avirulence function) , η S90A όχι, και οι 

μεταλλάξεις H97A και E98A έχουν μια ενδιάμεση επίδραση (Singer et al., 2004).  

To P. syringae pv. tabaci δεν πυροδοτεί HR σε N. tabacum W38 εκτός και εάν 

εισαχθεί σε αυτό πλασμίδιο που εκφράζει HopF2DC3000. Αυτό σημαίνει ότι η ποικιλία αυτή 

έχει λειτουργικό γονίδιο R που αναγνωρίζει την HopF2 και πυροδοτεί την ΕΤΙ. Η HR δεν είναι 

μακροσκοπικά ορατή (Wang et al., 2010) όταν ο μετασχηματισμός πραγματοποιηθεί με 

πλασμίδια που φέρουν τις σημειακές μεταλλαγές HopF2DC3000(R71A) και 

HopF2DC3000(D175A). Καταστολή της μεσολαβούμενης από AvrRpt2 HR δεν παρατηρήθηκε 

σε δύο ανεξάρτητες διαγονιδιακές γραμμές που εκφράζουν το μεταλλαγμένο HopF2Pto 

(D175A) σε αντίθεση με αυτές που υπερεκφράζουν αγρίου τύπου HopF2Pto (Wilton et al., 

2010). 

Στο δικό μας πειραματικό σύστημα αποκαλύψαμε κρίσιμα κατάλοιπα για την 

καταστολή νέκρωσης που επάγει το HopF2DC3000 από το ίδιο HopF2DC3000. Παρουσιάζει 

εξαιρετικό ενδιαφέρον ότι κάποια από τα κατάλοιπα αυτά επίσης σχετίζονται με καταστολή 

RNA σίγησης από την ίδια πρωτεΐνη. Αυτό ευθυγραμμίζεται με παρατηρήσεις ότι κρίσιμα 

κατάλοιπα που σχετίζονται με την δράση του HopF2DC3000 ως παράγοντα μολυσματικότητας 

επίσης σχετίζονται με την αναγνώριση της πρωτεΐνης από τον αμυντικό μηχανισμό του 

φυτού μέσω του R-γονιδίου ή της σηματοδότησης ΕΤΙ που αυτή η αναγνώριση δρομολογεί 

(Singer et al., 2004) (Wang et al., 2010). Φυσικά, όπως αποδεικνύεται συνολικά από τα 

πειράματα μας, πολλά κρίσιμα κατάλοιπα για την καταστολή κυτταρικού θανάτου σε αυτήν 

την περίπτωση είναι κοινά με αυτά που είναι κρίσιμα για την καταστολή (από το 

HopF2DC3000) κυτταρικού θανάτου από ετερόλογες πρωτεΐνες-επαγωγείς κυτταρικού 

θανάτου.  

Αναφορικά με την κρίσιμη περιοχή για αναγνώριση της HopF2DC3000 από υποθετικό 

R-γονίδιο θα μπορούσαμε να πούμε ότι με βάση τα πειράματα μας η κρίσιμη περιοχή 

μπορεί να χαρτογραφηθεί στην επικράτεια ΙΙ ή στις επικράτειες ΙΙ και ΙΙΙ. Εδώ όμως πρέπει 

να σημειωθεί ότι κάποιες από τις σημειακές μεταλλαγές (G169A, G170A) μπορούν να 

οδηγήσουν σε παραπλανητικά συμπεράσματα. Όπως προειπώθηκε τέτοιες σημειακές 

μεταλλαγές είναι σε θέση να αλλάξουν συνολικά την στερεοδομή των μοτίβων IV και V. 

Είναι πιθανό, αλλαγές στην στερεοδομή των περιοχών αυτών να αποσταθεροποιούν την 

πρωτεΐνη (πρωτεόλυση) ή να αλλάζουν τη τρισδιάστατη δομή της καθιστώντας έτσι 

προβληματική την αναγνώριση από το αντίστοιχο R-γονίδιο. Είτε η αλληλεπίδραση με το 

προϊόν του R-γονιδίου είναι άμεση είτε (το πιθανότερο) έμμεση π.χ. αναγνώριση της μη 
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λειτουργικής πρωτεΐνης από κάποιο άλλο μηχανισμό του φυτού μέσω ή ανεξάρτητα του R-

γονιδίου. 

  Επανάληψη των προηγούμενων πειραμάτων σε Ν. benthamiana αποκάλυψε ότι τα 

κρίσιμα κατάλοιπα για την καταστολή νέκρωσης από αγροένχυση σε Ν. benthamiana και 

Ν.tabacum cv. Xanthi είναι κοινά με ελάχιστες εξαιρέσεις. Ένα πρόβλημα με την επαγωγή 

νεκρώσεων σε Ν. benthamiana είναι η χρονική καθυστέρηση στην εκδήλωση της νέκρωσης. 

Αυτό οφείλεται στην συνεργιστική επίδραση, διαφόρων φαινομένων. Η επαγωγή 

νεκρώσεων μέσω αγροένχυσης είναι γενικά πιο καθυστερημένη σε σχέση με την επαγωγή 

νεκρώσεων μέσω ένχυσης από κάποιο στέλεχος Pseudomonas. Αυτός είναι γενικός 

περιορισμός ανεξάρτητα από το είδος του φυτού που χρησιμοποιούμε σαν πειραματικό 

σύστημα. Επιπλεον η Ν. benthamiana, ως φυτό της Νέας Ζηλανδίας, ίσως δεν αντιδρά 

ταχέως σε πρωτεϊνών τελεστές από παθογόνα Αμερικανικών ειδών Solanaceae λόγω 

απουσίας συνεξέλιξης φυτού-παθογόνου. αυτών. Σε αυτά θα πρέπει να συμπληρωθεί ότι οι 

θερμοκρασίες στο θερμοκήπιο στο οποίο διατηρούνται τα φυτά κατά την διάρκεια των 

πειραμάτων συχνά είναι υψηλότερες των βέλτιστων για την εκδήλωση νεκρώσεων, λόγω 

ελλιπούς συντήρησης εξοπλισμού, γεγονός που επιδεινώνεται τους καλοκαιρινούς μήνες. 

Όπως αναφέρεται σε άλλη ενότητα της διατριβής, αύξηση της θερμοκρασίας είναι 

ανασταλτική στην εκδήλωση νεκρώσεων. Σε αυτά θα πρέπει να προστεθεί και ότι συχνά 

χρησιμοποιούμε σχετικά χαμηλή συγκέντρωση του μολύσματος αγροβακτηρίων στις 

βιοδοκιμές (~5 x 107cfu/ml) με στόχο την ελαχιστοποίηση της ταλαιπωρίας ιστού λόγω 

αγροένχυσης. 

 

4.4.1.1.8 Ρόλος της σίγησης στην εκδήλωση νεκρώσεων από σημειακές μεταλλαγές 

HopF2DC3000. 

Ο p19 έχει την ικανότητα να επιταχύνει νεκρώσεις παρουσία κάποιου επαγωγέα 

νέκρωσης είτε εκφράζεται παροδικά μέσω αγροβακτηρίου είτε με μόνιμη υπερέκφραση σε 

διαγονιδιακά φυτά όπως αναλύεται στην αντίστοιχη ενότητα του κειμένου. Δεν προκαλεί 

έκπληξη ότι έχει την ίδια επίδραση και στην περίπτωση που σαν επαγωγέας νέκρωσης 

χρησιμοποιούνται κατασκευές που υπερεκφράζουν σημειακές μεταλλαγές υποκατάστασης 

συντηρημένων καταλοίπων του HopF2DC3000. 

Σε Ν.tabacum συνέκφραση αγρίου τύπου HopF2DC3000 και κάποιων από τις 

κατασκευές που υπερεκφράζουν σημειακές μεταλλαγές του HopF2DC3000 έχει ίδιο 

φαινότυπο με υπερέκφραση μόνο των κατασκευών των σημειακών μεταλλαγών. Σε κάποιο 
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βαθμό αυτό είναι αναμενόμενο και υποδηλώνει ότι οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες 

ανταγωνίζονται την δράση της αγρίου τύπου πρωτεΐνης (γενετικά κυρίαρχες) όταν 

συνυπάρχουν στο ίδιο κύτταρο. Ο ανταγωνισμός αυτός θα μπορούσε να είναι για πρόσδεση 

στο ίδιο υπόστρωμα. Σε αυτήν την περίπτωση, η μη λειτουργική πρωτεΐνη με την πρόσδεση 

της στο υπόστρωμα δεν επιτρέπει στην λειτουργική πρωτεΐνη να έχει πρόσβαση στην 

συνολική συγκέντρωση της πρωτεΐνης στόχου της. Εναλλακτικά, λειτουργική και μη 

λειτουργική πρωτεΐνη μπορεί να ανταγωνίζονται για φυσική αλληλεπίδραση με τις ίδιες 

ενδογενείς πρωτεΐνες. Δεν αποκλείεται το γεγονός σε περίπτωση που η HopF2DC3000 

ομοδιμερίζεται ή ομοπολυμερίζεται, να δημιουργούνται σύμπλοκα αγρίου τύπου και 

μεταλλαγμένης πρωτεΐνης τα οποία να είναι μη λειτουργικά. Ανάλογη κατάσταση φαίνεται 

να συμβαίνει και σε w.t. N. benthamiana. Εδώ όμως αντίστοιχο αποτέλεσμα έχει 

συνέκφραση αγρίου τύπου HopF2DC3000 και κυρίως HopF2DC3000 με σημειακές μεταλλαγές στο 

μοτίβο IV. Σημειακές μεταλλαγές στα υπόλοιπα μοτίβα έχουν μικρή έως ανύπαρκτη 

επίδραση. 

 

4.4.1.1.9 Ρόλος κρίσιμων καταλοίπων του HopF2DC3000 στην επαγωγή νέκρωσης από 

τους τελεστές HopAB2m και ΝopT. 

Η πλειοψηφία των σημειακών μεταλλαγών που περιγράψαμε έχει την ικανότητα να 

αναστέλλει κυτταρικό θάνατο από μια άλλη πρωτεΐνη-τελεστή από Pseudomonas 

(HopAB2m). Δεν έχουν την δυνατότητα όμως να αναστείλουν κυτταρικό θάνατο με 

επαγωγέα μια πρωτεΐνη από Rhizobium (NopT). Η αγρίου τύπου HopF2DC3000 αναστέλλει τον 

κυτταρικό θάνατο και στις δυο περιπτώσεις. Αυτό έως ένα βαθμό είναι κατανοητό. Είχαμε 

περιγράψει και σε άλλη ενότητα ότι απαλειφή των μοτίβων Ι-ΙΙΙ της HopF2DC3000 δεν 

επηρεάζει την ικανότητα της πρωτεΐνης να αναστείλει κυτταρικό θάνατο από HopAB2m 

αλλά αυτο δεν ισχύει για νέκρωση που επάγεται από αγροέγχυση NopT. Η επαγωγή 

κυτταρικού θανάτου από τις δυο πρωτεΐνες (αν και είναι πιθανό να μοιράζεται 

συντηρημένα σηματοδοτικά μονοπάτια) εμφανίζει και διαφοροποιήσεις ανά περίπτωση. 

4.4.1.1.10 Υποκατάσταση καταλοίπων που σχετίζονται με γνωστές ή υποθετικές 

ενζυμικές ενεργότητες της ΗopF2.  

Αναφορικά με την υποθετική ενεργότητα εξωνουκλεάσης ΙΙΙ επιχειρήθηκε η 

μεταλλαξιγένεση πιθανών καταλυτικών καταλοίπων. Η RNase T είναι μια εξωνουκλεάση ΙΙΙ 

από E. coli με βιβλιογραφικά τεκμηριωμένη ενεργότητα (Zuo & Deutscher, 2002). Στην 

RNase T έχουν αποκαλυφθεί α) τρία μοτίβα διάσπαρτα κατά μήκος της κωδικής περιοχής 
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που σχετίζονται με πρόσδεση στο RNA και β) άλλα τρία που σχετίζονται με την ενεργότητα 

εξωνουκλεάσης. Τα μoτίβα πρόσδεσης στο RNA δεν είναι επαρκώς συντηρημένα στα 

ομόλογα HopF. Ιn silico ανάλυση έχει παρουσιάσει ενδείξεις ότι υπάρχουν κάποιες δομικές 

περιοχές των HopF οι οποίες πιθανόν να μπορούν να συσχετιστούν με πρόσδεση σε 

νουκλεϊκά οξέα. Μάλιστα οι περιοχές αυτές βρίσκονται σε εξωτερικές επιφάνειες του 

μορίου. Στην παρούσα φάση όμως δεν έγινε προσπάθεια να γίνουν μεταλλαγές στις 

περιοχές αυτές. Τα μοτίβα καταλυτικής δράσης εξωνουκλεάσης από την άλλη πλευρά 

παρουσιάζουν μια σχετική συντήρηση στην HopF2 (γεγονός που αποδεικνύεται και από την 

παρατήρηση ότι κάποια κρίσιμα αμινοξέα για καταλυτική δράση είναι συντηρημένα) αλλά 

ο βαθμός συντήρησης τους είναι οριακός (ή δεν είναι συντηρημένα) στην HopF1 (το οποίο 

επίσης δεν παρουσιάζει φαινότυπο σε πειράματα σίγησης).  

Με δεδομένους τους ταχείς εξελικτικούς ρυθμούς που υιοθετούν οι εκκρινόμενες 

T3SS, δεν αποκλείεται η HopF2 να είναι μια φυλογενετικά εκφυλισμένη εξωνουκλεάση. Με 

βάση αυτή την υπόθεση ακολουθήθηκαν τρεις διαφορετικές στρατηγικές. Η πρώτη αφορά 

την υποκατάσταση συντηρημένων καταλυτικών κατάλοιπων της HopF2 [όπως η (Η150Α)]. Η 

δεύτερη αφορά την υποκατάσταση μη συντηρημένων καταλοίπων της HopF1 με αντίστοιχα 

της ΗοpF2 (όπως στην τριπλή μεταλλαγή τριπλή μεταλλαγή Α150D/G151H/M152). H τρίτη 

στρατηγική σχετίζεται με την στόχευση μεμονωμένων μη συντηρημένων καταλοίπων στο 

ομόλογο στο οποίο σε γενικές γραμμές τα υπόλοιπα κρίσιμα καταλυτικά κατάλοιπα είναι 

συντηρημένα (όπως το G6 του HopF2). Αρχικά πειράματα απέτυχαν να συσχετίσουν 

καταστολή σίγησης ή καταστολή νέκρωσης HopF2 με κάποιο από τα προαναφερθέντα 

κατάλοιπα. Αυτό απομακρύνει το σενάριο ότι η HopF2 είναι μια λειτουργική εξωνουκλεάση 

ΙΙΙ, δεν αποκλείει όμως το ενδεχόμενο να έχει ικανότητα πρόσδεσης σε νουκλεϊκά οξέα 

καθώς δεν αξιολογηθήκαν σημειακές μεταλλαγές που να σχετίζονται με τα υποθετικά 

μοτίβα πρόσδεσης σε RNA. 

Αναφορικά τώρα με την ενδεχόμενη ενεργότητα 2’-tRNA φωσφοτρανσφεράσης (Κato-

Murayama et al., 2005) υπάρχει σχετική συντήρηση των μοτίβων που σχετίζονται με την 

ενεργότητα αυτή στα ομόλογα HopF. Αντίθετα δεν είναι αντίστοιχα συντηρημένη η περιοχή 

πρόσδεσης σε RNA που έχουν οι 2’-tRNA φωσφοτρανσφεράσες43. Η έλλειψη συντήρησης 

των μοτίβων πρόσδεσης σε RNA αφήνει ανοιχτό το ενδεχόμενο έμμεσης πρόσδεσης των 

HopF σε siRNA μέσω άλλων πρωτεϊνών. Ενδιαφέρουσα επίσης είναι η παρατήρηση ότι ενώ 

                                                 
43 Φυσικά, τα μοτίβα πρόσδεσης σε RNA είναι εντελώς διαφορετικά ανάμεσα στις 
εξωνουκλεάσες ΙΙΙ και στις 2-tRNA φωσφοτρανσφεράσες. 
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τα μοτίβα εξωνουκλεάσης είναι περισσότερο συντηρημένα στην HopF2 από ότι στα άλλα 

δυο ομόλογα, τα μοτίβα ADP-ribosyltransferase και 2’-tRNA φωσφοτρανσφεράσης είναι 

περισσότερο συντηρημένα στην HopF1. H πιο διακριτή από τις δομικές περιοχές που 

συνολικά απαρτίζουν την 2’-tRNA φωσφοτρανσφεράση (ή ADP-ribosyltransferase) είναι η 

περιοχή πρόσδεσης στον συνπαράγοντα NAD που είναι θαμμένη στο υδρόφοβο εσωτερικό 

των ομολόγων. Κατάλοιπα αυτής της επικράτειας χρησιμοποιήθηκαν για να σχεδιαστούν 

σημειακές μεταλλαγές για τα ομόλογα όπως η R71 και η Τ74 τα οποία θεωρούνται κρίσιμα 

για την πρόσδεση ή αλληλεπίδραση με τον συνπαράγοντα NAD.  

4.4.1.2 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών υπεροικογένειας AvrRps4-HopK1 στην RNA 

σίγηση. 

4.4.1.2.1 Καταστολή RNA σίγησης από πρωτεΐνη-τελεστή AvrRps4  
Σε αντίθεση με τoυς άλλους τελεστές που εξετάστηκαν στην παρούσα διατριβή, οι 

πρωτεΐνες AvrRps4Ppi/HopF2DC3000 παρουσιάζουν ικανότητα καταστολής της RNA σίγησης. Η 

συμπεριφορά τους θα μπορούσε να ερμηνευτεί με βάση το γεγονός ότι α) είτε η έκκριση 

τους συνοδεύεται από επαγωγή μηχανισμών του φυτού σε μια προσπάθεια να 

διευκολυνθεί η πυροδότηση HR ή β) είτε ότι η δράση τους (όπως στην περίπτωση του 

AvrPto) σχετίζεται πιθανόν με την ρύθμιση άλλου παρακλαδιού όπως τα miRNA (Navarro et 

al., 2008). Εδώ θα πρέπει να διευκρινιστεί ότι, σε αντίθεση με τις περιπτώσεις που 

εξετάζουμε, οι ιϊκές πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον μηχανισμό της σίγησης έχουν 

συνήθως κατασταλτικό ρόλο (Voinnet et al., 2003). Αυτό είναι λογικό αν σκεφτεί κανείς ότι 

η σίγηση είναι ανασταλτικός παράγοντας στην μολυσματικότητα των ιων. Αντίθετα με βάση 

τα πειράματα μας, η σίγηση είναι ενυσχυτική για βακτηριακή μόλυνση καθώς αποτρέπει 

την εκδήλωση ασύμβατων αλληλεπιδράσεων.  

Στην περίπτωση των ΑvrRps4 και HopK1 υπάρχει υψηλή ομολογία στο αμινοτελικό 

άκρο τους αλλά όχι στις καρβοξυτελικές ουρές. Το HopK1 δεν καταστέλλει την s-PGTS όπως 

κάνει το ΑvrRps4. Αυτό μπορεί να ερμηνευτεί είτε α) με την παραδοχή ότι το καρβοξυτελικό 

άκρο του AvrRps4 είναι υπεύθυνο για τον φαινότυπο καταστολής σίγησης είτε β) ότι 

ευθύνεται το αμινοτελικό άκρο και απλά το καρβοξυτελικό άκρο του HopK1 ασκεί αρνητική 

επίδραση στο αμινοτελικό άκρο του.  

Ανάλογη προσέγγιση με την χρήση πρωτεϊνών τελεστών από διαφορετικά ομόλογα 

με διακριτές λειτουργίες είχαμε χρησιμοποιήσει παλιότερα (Sarris et al., 2011) και στην 

περίπτωση της ενίσχυσης της σίγησης. Χαρακτηριστικό παράδειγμα η περίπτωση του 

HopΧ1DC3001 και HopΧ1NPS3121. Το HopΧ1NPS3121 μπορεί να θεωρηθεί ως μη λειτουργικό 

ομόλογο λόγω αλλαγών στο αναγνωστικό πλαίσιο και ενθέσεων ενός μεταθετού στοιχείου 
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στο καρβοξυτελικό άκρο. Έτσι δεν προκαλεί έκπληξη ότι δεν έχει φαινότυπο ενίσχυσης 

σίγησης. Αξίζει να σημειωθεί ότι ο τελεστής HopX1Ea καταστέλλει HR στη N. benthamiana 

αλλά προάγει την HR σε N. tabacum και λειτουργεί ως παράγων αμολυσματικότητας στη 

μηλιά (Bocsanczy et al., 2012). 

 

4.4.2 Ενίσχυση RNA σίγησης από πρωτεΐνες-τελεστές στελεχών Pseudomonas. 

 

Ένα ενδιαφέρον συμπέρασμα που προκύπτει από τα πειράματα μας είναι ότι η 

εκδήλωση του φαινομένου της ενίσχυσης της σίγησης εμφανίζεται ταχύτερα σε σχέση με 

αυτό που θα περιμέναμε χρησιμοποιώντας π.χ. μια πρωτεΐνη με επίδραση στην σίγηση από 

ιό. Το γεγονός αυτό πρέπει να ερμηνευτεί λαμβάνοντας υπόψη μας ότι στην περίπτωση 

ασύμβατων αλληλεπιδράσεων από την στιγμή που θα έρθει ένα φυτό σε επαφή με στελέχη 

Pseudomonas μέχρι την εκδήλωση HR μεσολαβούν μόλις κάποιες ώρες. Έτσι οι πρωτεΐνες-

τελεστές που τροποποιούν το φαινόμενο πρέπει να έχουν εξελιχθεί ώστε με την είσοδο 

τους στο φυτό να επιτελούν σχετικά ταχέως την λειτουργία τους. Αντίθετα η μόλυνση από 

ιό είναι μια διαδικασία που διαρκεί μέρες. Κατά αντιστοιχία οι πρωτεΐνες του ιού έχουν 

προσαρμοστεί στα χρονικά αυτά πλαίσια. 

Σύμφωνα με τα πειράματα μας, οι πρωτεΐνες για τις οποίες υπάρχουν ενδείξεις για 

ενίσχυση της σίγησης θα έπρεπε να συνδέονται με καταστολή της HR. Εξαιρετικό 

ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι κάποιες από αυτές έχουν πράγματι χαρακτηριστεί 

ως καταστολείς της HR (Jamir et al., 2004) 44. Η αντίδραση υπερευαισθησίας όντως 

καταστέλλεται από μια σειρά βακτηριακών πρωτεϊνών-τελεστών. Για κάποιες από αυτές 

αποδείχτηκε ότι σχετίζονται με τροποποίηση της απόκρισης σε σίγηση. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα εκκρινόμενων βακτηριακών πρωτεϊνών που συμμετέχουν στην καταστολή 

του κυτταρικού θανάτου περιλαμβάνουν τις HopPtoD2 (Espinosa et al., 2003), AvrPphC 

(Tsiamis et al., 2000), HopPtoE, AvrPtoE, AvrPtoB, AvrPtoF (HopF2) (Jamir et al., 2004). Για 

τις πρωτεΐνες αυτές ή ομόλογα τους υπάρχει αλληλεπίδραση με τον μηχανισμό της σίγησης 

σύμφωνα με τις ενδείξεις που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία και σε προηγούμενη 

                                                 
44 Πιο συγκεκριμένα, τρεις από τις έξι πρωτεΐνες για τις οποίες παρουσιάσαμε παλιότερα 
(Sarris et al., 2011) ενδείξεις για ενίσχυση της σίγησης (HopX1DC3001, HopF2DC3001, 
ΗοpAΒ1(VirPphA) έχουν πράγματι χαρακτηριστεί ως καταστολείς της HR(Jamir et al., 2004). 
Οι υπόλοιπες τρεις απλά δεν έχουν ελεγχθεί κατά το παρελθόν. Η δυνατότητα να ελέγξουμε 
έναν ακόμα καταστολέα της HR (Espinosa et al., 2003) δηλαδή τον HopAO1DC3001 δεν 
στάθηκε δυνατή διότι ο τελευταίος παρουσίαζε εκτός από ενίσχυση σίγησης και νεκρωτικά 
συμπτώματα στο πειραματικό μας σύστημα.  
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δημοσίευση μας (Sarris et al., 2011). Από την άλλη πλευρά κάποιοι βακτηριακοί τελεστές 

(μεταξύ αυτών και η AvrPtoB) εκμεταλλεύονται το μονοπάτι του SGT1 και των 

αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών του για την καταστολή της βασικής άμυνας του φυτού (Hann 

& Rathjen, 2007). Εκτός από το AvrPtoB (HopAB2), μία σειρά άλλων βακτηριακών 

εκκρινόμενων πρωτεϊνών συμμετέχουν στην καταστολή της βασικής άμυνας του φυτού. 

Π.χ. HopC1, AvrPto, AvrPtoF (HopF2) (Oh & Collmer, 2005) ενώ το AvrPphE δεν την 

καταστέλλει (Kim et al., 2005). Οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν επίδραση στην RNA 

σίγηση στο σύστημα μας. 

Πρέπει να σημειωθεί ότι με το πειραματικό σύστημα που χρησιμοποιούμε έχουμε 

την δυνατότητα να ελέγξουμε την επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών μόνο σε ένα παρακλάδι 

του μηχανισμού (αυτό που σχετίζεται με την παραγωγή siRNAs).Θα είχε ενδιαφέρον οι 

πρωτεΐνες που εξετάσαμε να ελεχθούν ως προς την εμπλοκή τους ή όχι στη σίγηση σε ένα 

άλλο πειραματικό σύστημα που ελέγχει την επίδραση τους σε άλλο παρακλάδι του 

μηχανισμού (π.χ. miRNAs). Συχνά υπάρχουν διαφορετικές απαιτήσεις για την ανάπτυξη 

μολυσματικότητας από τα παρακλάδια των siRNAs και των miRNAs όπως έχει αποδειχθεί σε 

διαφορετικές περιπτώσεις (Dunoyer et al., 2006; Navarro et al., 2008). Τέλος, ένα επιπλέον 

συμπέρασμα που προκύπτει από το πείραμα αυτό είναι ότι στην περίπτωση μας δεν 

συμμετέχει κάποιο miRNA και δεν εμπλέκεται ο μηχανισμός βιοσύνθεσης των miRNA (όπως 

στην περίπτωση των Navarro et al., 2008). Ο μηχανισμός βιοσύνθεσης των miRNA είναι 

ανεξάρτητος από RDR6. Πιθανόν στην περίπτωση μας εμπλέκεται κάποιος μηχανισμός που 

εξαρτάται από RDR6 όπως για παράδειγμα κάποιος μηχανισμός που σχετίζεται με την 

παραγωγή ενδογενών siRNAs ή lsiRNAs. 

 

4.4.2.1 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών HopAO1, HopC1, AvrPto, PthG στην RNA σίγηση. 
Μια υποκατηγορία τεσσάρων πρωτεϊνών τελεστών (HopAO1, HopC1, AvrPto, PthG) 

που αξιολογήσαμε εμφάνιζε έντονο φαινότυπο ενίσχυσης σίγησης στο πειραματικό μας 

σύστημα (στην διαγονιδιακή σειρά Ν. bemthamiαna 16C). Παράλληλα, παρατηρήθηκε ότι η 

παροδική έκφραση των πρωτεϊνών αυτών οδηγεί σε χλωρωτικά ή νεκρωτικά συμπτώματα 

στην διαγονιδιακή σειρά Ν. bemthamiαna 16C. Τα νεκρωτικά συμπτώματα είναι έντονα 

κυρίως στην περίπτωση του HopAO1. Τα χλωρωτικά συμπτώματα επικαλύπτονται χρονικά 

μερικώς με τον φαινότυπο ενίσχυσης σίγησης. Το γεγονός αυτό πιθανόν δημιουργεί 

προβλήματα στην επεξεργασία των αποτελεσμάτων. Παρατηρήσαμε ότι οι 

προαναφερόμενες πρωτεΐνες-τελεστές εμφάνιζαν σχετικά γρήγορα ενίσχυση σίγησης σε 

σχέση με άλλες στις οποίες η ενίσχυση σίγησης δεν συνοδευόταν από χλωρωτικά 

συμπτώματα. Εκτός από την ταχύτητα, και η ένταση του φαινομένου ενίσχυσης σίγησης 
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διέφερε στις δύο κατηγορίες. Οι πρωτεΐνες HopAO1, AvrPto, PthG φαίνεται να είναι 

ισχυρότεροι ενισχυτές σίγησης από οποιαδήποτε άλλη πρωτεΐνη-τελεστή αξιολογήσαμε 

στην παρούσα εργασία.  

Σαν υπόθεση εργασίας προτείναμε ότι τα δύο φαινόμενα (ενίσχυση σίγησης-

χλώρωση) μπορεί να είναι αλληλένδετα. Το φυτικό κύτταρο στα πολύ πρώιμα στάδια της 

μόλυνσης πιθανόν προσπαθεί να ρυθμίσει αρνητικά το μονοπάτι του κυτταρικού θανάτου. 

Η επαγωγή κυτταρικού θανάτου εάν δεν έχουν εξαντληθεί τα περιθώρια αντιμετώπισης 

παθογόνων με άλλους τρόπους είναι ενεργειακά ασύμφορη για τους φυτικούς 

οργανισμούς. Μειώνει την συνολική φωτοσυνθετική ικανότητα του οργανισμού. Η 

κατάσταση αντιστρέφεται σε αμέσως επόμενο στάδιο και σε περίπτωση που η PTI 

αποδειχθεί αναποτελεσματική στην αντιμετώπιση κάποιων παθογόνων. Σε ένα τέτοιο 

μοντέλο, η ενίσχυση της σίγησης είναι αρχικά ευεργετική για τον ξενιστή. Η απόκριση σε 

επόμενο στάδιο μπορεί να αντιστραφεί και να συνοδεύεται από νεκρωτικά συμπτώματα. 

Κάποιες πρωτεΐνες-τελεστές όπως αυτές που προαναφέρθηκαν εκμεταλλεύονται στο 

έπακρο την ασφαλιστική αυτή δικλείδα προς όφελος τους ενισχύοντας την σίγηση. Με τον 

τρόπο αυτό ρυθμίζουν αρνητικά τον κυτταρικό θάνατο. Σε πολύ ακραίες περιπτώσεις (όπως 

αυτές που μεσολαβούνται από τις πρωτεΐνες HopAO1, AvrPto, PthG), η ισχυρή ενίσχυση της 

σίγησης μπορεί να αναγνωρίζεται από τον ξενιστή ως βλαπτική (π.χ. προσβολή από ισχυρό 

παθογόνο) και να οδηγεί τελικά στην εκδήλωση αντίστροφης απόκρισης –νέκρωσης από 

την πλευρά του ξενιστή. Η υπόθεση αυτή όμως χρειάζεται επιπλέον πειραματική 

τεκμηρίωση. 

Η πρωτεΐνη AvrPto έχει πρόσφατα χαρακτηριστεί ως καταστολέας του 

παρακλαδιού της σίγησης που σχετίζεται με τα miRNAs (Navarro et al., 2008). Η επίδραση 

της στο μονοπάτι των siRNAs είναι αντίστροφη με την επίδραση που έχει στο παρακλάδι 

των miRNAs (Navarro et al., 2008). Πρέπει όμως να λάβουμε υπόψιν ότι υπάρχουν 

διαφορετικές απαιτήσεις στην ρύθμιση του μονοπατιού των miRNAs και των siRNAs. Κάτι 

αντίστοιχο συμβαίνει και στην περίπτωση του αγροβακτηρίου (Dunoyer et al., 2006). 

Υπάρχει αναγκαιότητα για ένα νέο πειραματικό σύστημα ώστε να αποσαφηνισθεί ο ρόλος 

της πρωτεΐνης αυτής. 

 

4.4.2.2 Επίδραση πρωτεϊνών-τελεστών υπεροικογένειας HopAB2/ HopAB1 στην RNA 

σίγηση.  Είναι τεκμηριωμένο βιβλιογραφικά (Abramovitch et al., 2006) ότι το 

πλήρους μήκους HopAB2DC3000 δεν δίνει αντίδραση υπερευαισθησίας σε φυτά w.t. N. 

benthamiana εξαιτίας των αντιαποπτωτικών ιδιοτήτων της Ε3 λιγάσης στο καρβοξυτελικό 

του άκρο. Παρόλα αυτά, στο δικό μας πειραματικό σύστημα παρατηρείται εκτεταμένη 
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νέκρωση και κατάρρευση ιστών χρησιμοποιώντας την ίδια ακριβώς κατασκευή που 

χρησιμοποιήθηκε και στην δημοσίευση. Δεν πρόκειται όμως για χαρακτηριστική HR αλλά 

για μια κάπως χρονικά καθυστερημένη νέκρωση. Μάλιστα, οι περιοχές αλληλεπίδρασης με 

Pto και Fen φαίνεται να είναι λειτουργικές. Ακρωτηριασμένη κατασκευή που περιέχει μόνο 

την περιοχή αλληλεπίδρασης με Pto παρουσιάζει κανονικά αντίδραση υπερευαισθησίας 

κατά τα αναμενόμενα. Καθυστερημένη νέκρωση παρουσιάζει και ακρωτηριασμένη 

κατασκευή που περιέχει μεταξύ άλλων και την περιοχή αλληλεπίδρασης με Fen αλλά όχι 

αυτή της αλληλεπίδρασης με Pto. Μια εξήγηση του παραδόξου θα μπορούσε να θεωρηθεί 

η έλλειψη ενεργότητας της E3 λιγάσης. Δεν φαίνεται όμως πειστική καθώς σε άλλα 

πειράματα (π.χ. για ρόλο στην σίγηση), η Ε3 λιγάση παρουσιάζεται λειτουργική. Βέβαια, 

φυλογενετική ανάλυση (Goodin et al., 2008) χρησιμοποιώντας φυτά w.t. N. benthamiana 

από διαφορετικά εργαστήρια απέδειξε την ύπαρξη πολλών διαφορετικών «οικοτύπων» ή 

«σειρών» w.t. N. benthamiana. Οι «οικότυποι» αυτοί εμφανίζουν μεγαλύτερες αποκλίσεις 

μεταξύ τους από ότι πιστεύαμε προηγουμένως. Ο χαρακτηρισμός τους δεν έχει προχωρήσει 

ακόμα σε ικανοποιητικό βαθμό για να αποσαφηνισθεί ποιον ακριβώς γενότυπο 

χρησιμοποιεί το κάθε εργαστήριο καθώς και την έκταση των διαφόρων μεταξύ τους. 

Πάντως απόκλιση από δημοσιευμένες παρατηρήσεις ως προς την επαγωγή HR έχει 

παρατηρηθεί σε Ν. benthamiana και για άλλες πρωτεΐνες (Sarris P., Karandemiris K. and N. 

Panopoulos, αδημοσίευτα αποτελέσματα). Το γεγονός πιθανόν αποδίδεται στις 

ιδιαιτερότητες του γενοτύπου της w.t. N. benthamiana του εργαστηρίου. Συνιστάται όπου 

είναι δυνατόν να χρησιμοποιούνται περισσότεροι του ενός «οικότυποι» από διαφορετικά 

εργαστήρια και να συγκρίνονται τα αποτελέσματα μεταξύ τους. 

Οι πρωτεΐνες HopAB2 και HopAB1 εμφανίζονται ως ενισχυτές της σίγησης σε 

πειράματα παροδικής συνέκφρασης με GFP. Μάλιστα όσο διαρκεί το πείραμα αυτό 

(δηλαδή μέχρι την απόσβεση της έκφρασης GFP) δεν παρατηρούνται χλωρωτικά 

συμπτώματα στις κηλίδες αγροένχυσης. Τα συμπτώματα αυτά όποτε εμφανίζονται είναι 

αρκετά μεταγενέστερα και δεν επικαλύπτονται με τον φαινότυπο στην σίγηση. Σε άλλο 

πειραματικό σύστημα, η HopAB2 εμφανίζεται καταστολέας της έκφρασης του mir393 σε 

μεταγραφικό επίπεδο (Navarro et al., 2008). Πρέπει όμως να επισημανθούν δυο βασικές 

διαφοροποιήσεις ανάμεσα στα δυο πειραματικά συστήματα. Η δική μας προσέγγιση 

αφορά τον ρόλο της HopAB2 σε μεταμεταγραφικό επίπεδο (s- PGTS) ενώ η προσέγγιση των 

Navarro και συνεργατών (2008) αφορά τον ρόλο της ίδιας πρωτεΐνης σε μεταγραφικό 

επίπεδο. Μια δεύτερη διαφοροποίηση είναι ότι ο δικός μας στόχος είναι να αποκαλύψουμε 

τον ρόλο της πρωτεΐνης HopAB2 στο παρακλάδι του μηχανισμού σίγησης που σχετίζεται με 
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παραγωγή siRNAs και όχι στο παρακλάδι των miRNAs όπως οι Navarro και συνεργατες 

(2008). 

4.4.2.2.1 Αξιολόγηση ακρωτηριασμένων (truncated) κατασκευών HopAB2  
Σε γενικές γραμμές πρέπει να σημειωθεί ότι στα πλαίσια αυτής της δέσμης 

πειραμάτων έγινε αξιολόγηση ελλείψεων που περιλαμβάνουν εκλεκτικά καθεμία των 

βιβλιογραφικά τεκμηριωμένων δομικών περιοχών του HopAB2. Υπερέκφραση κατασκευών 

στις οποίες απαλείφεται η επικράτεια Ε3 λιγάσης της ουβικουιτίνης αλλά διατηρείται η 

επικράτεια πρόσδεσης στον φυτικό υποδοχέα Pto δεν είναι δυνατόν να αξιολογηθούν με το 

πειραματικό μας σύστημα καθώς συνοδεύονται από νέκρωση ιστού στην περιοχή της 

αγροένχυσης (Abramovitch et al., 2003).  

Συνολικά, η αξιολόγηση των ελλείψεων αποκάλυψε ότι υπεύθυνη για την ενίσχυση 

σίγησης στο πειραματικό μας σύστημα είναι η επικράτεια Ε3 λιγάσης του HopAB2. 

Παρόμοια επίδραση είχαμε υποδείξει παλιότερα και για την επικράτεια Ε3 λιγάσης του 

HopAB1 (Sarris et al., 2011). Η συγκριτική μελέτη στενών ομολόγων προσφέρει μια ευκαιρία 

για την μελέτη του φαινοτύπου ενίσχυσης σίγησης με στόχο τον εντοπισμό κρίσιμων 

επικρατειών, ενεργοτήτων και δομικών μοτίβων. Αν συνδυαστεί και με πειράματα 

στοχευμένης μεταλλαξιγένεσης στα κρίσιμα συντηρημένα κατάλοιπα δομικών περιοχών 

από διαφορετικά ομόλογα όπως τα ΗopAB2DC3000 και HopAB2B728a μπορεί να επιταχύνει την 

όλη διαδικασία σε μεγάλο βαθμό. 

4.4.2.2.2 Αξιολόγηση Στοχευμένων σημειακών μεταλλαγών για HopΑΒ2.  
Οι βιβλιογραφικές αναφορές που προσπαθούν να συσχετίσουν τον σιγητικό 

φαινότυπο με κάποια συγκεκριμένη δομική και λειτουργική επικράτεια εκκρινόμενων από 

T3SS πρωτεϊνών είναι ελάχιστες και σποραδικές. Αξιοσημείωτη εξαίρεση αποτελεί η 

απόρριψη της υπόθεσης ότι η επικράτεια E3 λιγάσης της ουμπικουϊτίνης της HopAB2 

σχετίζεται με καταστολή σίγησης (Navarro et al., 2008) ενώ στο δικό μας πειραματικό 

σύστημα παρατηρείται το αντίθετο. Όμως, η μελέτη των Νavarro et al. (2008) περιορίστηκε 

σε μια μόνο στοχευμένη μεταλλαγή υποκατάστασης της HopAB2 [HopAB2(F525A)]. Επίσης, 

δεν έγινε έλεγχος για τις υπόλοιπες λειτουργικές επικράτειες της πρωτεΐνης. Σε 

προηγούμενες μελέτες μας είχαμε συσχετίσει την ενεργότητα πρωτεάσης κυστεΐνης του 

HopX1 με την ενίσχυση της σίγησης (Sarris et al., 2011). Για την κάλυψη του βιβλιογραφικού 

κενού για το HopAB2 αξιολογήθηκαν μια σειρά από μεταλλαγές που καλύπτουν την 

επικράτεια E3 λιγάσης της πρωτεΐνης. Μεταλλαγές όπως η HopAB2(F479A) που ακυρώνουν 

την ενεργότητα E3 λιγάσης (Janjusevic et al., 2006) οδηγούν σε νεκρωτικό φαινότυπο σε 

φυτά w.t. N. benthamiana όπου πραγματοποιείται το δικό μας assay (Hamilton et al., 2002). 
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Αυτο επιβεβαιώνει προηγούμενα ευρήματα σε φυτά Solanum lycopersicon (Janjusevic et al., 

2006). Αντίθετα, σε φυτά Arabidopsis μεταλλαξιγένεση στο κατάλοιπο HopAB2(F479A) δεν 

συσχετίζεται με νεκρωτικούς φαινοτύπους (Navarro et al., 2008). Για να παρακαμφθεί το 

πρόβλημα της νέκρωσης που παρατηρείται στις δικές μας βιοδοκιμές, χρησιμοποιήθηκε μια 

διαφορετική προσέγγιση.  

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν σημειακέ μεταλλαγές στην επικράτεια της Ε3 

λιγάσης του HopAB2 με «ηπιότερο» φαινότυπο όπως η HopAB2(K512R) και 

HopAB2(K529R). Tα κατάλοιπα αυτά σχετίζονται με την αλληλεπίδραση HopAB2-

ουμπικουϊτίνης και είναι στόχοι ουμπικουϊτινιλίωσης (Abramovitch et al., 2006). Οι 

μεταλλαγές Κ=>R επάγουν μια ήπια και αργή-καθυστερημένη HR. Έχουν σημαντικά 

μειωμένες αντιαποπτωτικές ικανότητες σε σχέση με την αγρίου τύπου πρωτεΐνη αλλά όχι 

εκμηδενισμένες όπως το HopAB2(F489A) (Abramovitch et al., 2006). Επιπλέον έχουν 

σημαντικά μειωμένη αλλά όχι μηδενική ενεργότητα E3 λιγάσης. Αντίθετα, η μεταλλαγή 

HopAB2(F489A) έχει μηδενική ενεργότητα E3 λιγάσης. Η χρήση της φωσφομιμητικής 

μεταλλαγής HopAB2(T450D) έχει τον ίδιο φαινότυπο με την HopAB2(F479A) (Ntoukakis et 

al., 2009). Ενέχει λοιπόν τον σοβαρό κίνδυνο να πυροδοτήσει HR μετά από αγροεμποτισμό. 

Έτσι τελικά απορρίφτηκε από τον κατάλογο των προς χρήση μεταλλαγών αν και έχει 

μικρότερες πιθανότητες να επηρεάσει την τριτοταγή δομή του μορίου συγκριτικά με τις 

υποκαταστάσεις φαινυλαλανίνης σε αλανίνη της Ε3 λιγάσης. 

Το βασικό συμπέρασμα που προκύπτει από αυτήν την δέσμη πειραμάτων είναι ότι 

σημειακές μεταλλαγές του HopAB2 που σχετίζονται με απώλεια λειτουργίας Ε3 λιγάσης και 

απώλεια αντιαποπτωτικών ιδιοτήτων της, σχετίζονται επίσης με αντιστροφή του 

φαινοτύπου ενίσχυσης της σίγησης. Ουδέτερες μεταλλαγές ή μεταλλαγές «αυξημένης 

λειτουργίας» διατηρούν τον φαινότυπο ενίσχυσης σίγησης. 

Σε επόμενο στάδιο, χρήσιμο θα ήταν να αξιολογηθεί και η σημειακή μεταλλαγή 

HopAB1(Y525A) για δραστικότητα Ε3 λιγάσης της ομόλογης πρωτεΐνης HopAB1. To 

πλεονέκτημα αυτής της προσέγγισης οφείλεται στο γεγονός ότι η πρωτεΐνη HopAB1 δεν 

προσδένεται σε Pto όποτε δεν δίνει νεκρωτικό φαινότυπο στα χρονικά πλαίσια των 

πειραμάτων συνένχυσης με GFP45. 

                                                 
45 Αντίθετα, το κατάλοιπο  S258 του HopAB2 είναι ένα από τα ελάχιστα κρίσιμα λειτουργικά 
αμινοξέα του που δεν είναι συντηρημένα στην HopAB1. Θα μπορούσε να γίνει 
υποκατάσταση του καταλοίπου αυτού στην HopAB2 (S258A) αλλά και αντικατάσταση του 
αντιστοίχου μη συντηρημένου καταλοίπου Η258 στην HopAB1 με σερίνη (Η258S). Η 
αντίστροφη υποκατάσταση στην HopAB1 δίνει την δυνατότητα συγκριτικής μελέτης των 
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Τα πειράματα που μέχρι τώρα έγιναν επιβεβαιώνουν την συσχέτιση μεταξύ α) 

ενζυμικών ενεργοτήτων που σχετίζονται με αναστολή της HR και β) αυτών που σχετίζονται 

με ενίσχυση της σίγησης. Έτσι, η ενεργότητα E3 λιγάσης ουμπικουïτίνης έχει κατασταλτικό 

ρόλο στον κυτταρικό θάνατο. Μειωμένη ενεργότητα E3 λιγάσης θα οδηγήσει σε αντιστροφή 

του φαινοτύπου ενίσχυσης σίγησης και στην «επιτάχυνση» του κυτταρικού θανάτου. Σε μια 

πολυλειτουργική πρωτεΐνη όπως η HopAB2 μπορεί να συνυπάρχουν διάφορες λειτουργίες. 

Η ισορροπία μεταξύ των διαφόρων αυτών λειτουργιών μπορεί να καθορίζει την τελική 

επίδραση της πρωτεΐνης. Από τα μέχρι τώρα πειράματα δεν υπάρχει διαχωρισμός ανάμεσα 

στην γνωστή ενζυμική ενεργότητα της HopAB2 και του ρόλου της στην σίγηση. Όμως είναι 

πιθανό και άλλες περιοχές της πρωτεΐνης να σχετίζονται με ενίσχυση της σίγησης και να 

έχουν ανταγωνιστικό ρόλο με την ενεργότητα της E3 λιγάσης ουμπικουïτίνης. Η υπόθεση 

αυτή ευθυγραμμίζεται με τις παρατηρήσεις ότι για την καταστολή της έκφρασης κάποιων 

miRNA γονιδίων δεν απαιτείται η ενεργότητα της E3 λιγάσης ουμπικουïτίνης (Navarro et al., 

2008). Στην μελέτη αυτή, η ανασταλτική δράση του HopAB2 στην σίγηση σχετίζεται μόνο με 

καταστολή μεταγραφής miRNA. Σε αντίθεση όμως με την μελέτη αυτή (Navarro et al., 

2008), στην παρούσα μελέτη αποδεικνύεται ότι έχει έναν γενικότερο ρόλο στον μηχανισμό 

της σίγησης. Ο ρόλος αυτός είναι ανεξάρτητος από αυτόν που είχε προηγουμένως 

αναφερθεί. Σε άλλα συστήματα ο HopAB2 είχε χαρακτηριστεί ως καταστολέας HR 

(Abramovich et al., 2003) και οι δικές μας παρατηρήσεις δείχνουν ότι έχει και μια δεύτερη 

λειτουργία. Οι δυο λειτουργίες σχετίζονται με την ίδια επικράτεια της πρωτεΐνης.  

4.5 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στον κυτταρικό θάνατο επαγόμενο από 

p19, HopAB2 και NopT.  

Ένα πολύ ενδιαφέρον συμπέρασμα είναι ότι χρησιμοποιώντας τρία εντελώς 

διαφορετικά πειραματικά συστήματα [α)παροχή καθαρισμένης HrpZ, β) έκφραση του 

ΗοpA1 (παράγοντα avr) σε βακτηριακά κύτταρα και ένχυση του και γ)παροδική έκφραση 

στο εσωτερικό φυτικών κυττάρων] παρατηρούμε την ίδια τάση. Δηλαδή και στις τρεις 

περιπτώσεις η σίγηση είναι αρνητικός ρυθμιστής του κυτταρικού θανάτου. Το γεγονός αυτο 

υποδεικνύει την ύπαρξη ενός κοινού μηχανισμού δράσης και στις τρεις περιπτώσεις. 

 Επιπλέον, η επιβεβαίωση των ίδιων φαινοτύπων με διαφορετικούς επαγωγείς ΗR, 

υποδεικνύει ότι ο μηχανισμός σίγησης δεν έχει μεμονωμένη επίδραση σε κάποια “εξωτικά” 

συστήματα. Αντίθετα, είναι κεντρικός διακόπτης μηχανισμών επαγωγής HR από 

                                                                                                                                            
δυο ομολόγων μόνο αναφορικά με τυχόν διαφοροποιήσεις  τους  σχετικά με την ένταση 
του φαινοτύπου σίγησης .  
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διαφορετικούς επαγωγείς. Οι παρατηρούμενες επιμέρους διαφορές δεν είναι τόσο στην 

φύση, όσο στην ένταση και την χρονική στιγμή της εμφάνισης του φαινοτύπου.  

Πιθανόν η συμβολή της σίγησης να μην είναι ικανή να αποτρέψει την νέκρωση στις 

περιπτώσεις κατά τις οποίες έχουμε ήδη εκδήλωση της. Εναλλακτικά, μπορεί να έχει 

προηγηθεί σηματοδότηση για παρεμπόδιση της σίγησης. Στις περιπτώσεις που 

περιγράφονται σε αυτήν την ενότητα παράγοντες (πρωτεΐνες-τελεστές) παθογόνων την 

έχουν τροποποιήσει κατά τέτοιο τρόπο (με αναστολή σίγησης) ώστε να μην μπορεί να 

ασκήσει την επίδραση της. Είναι πιθανόν, το φυτό να έχει προσαρμοστεί έτσι ώστε να 

αποτρέπει την εκδήλωση νέκρωσης εκτός και εάν δεν του έχουν απομείνει εναλλακτικές 

λύσεις. Η αποτροπή αυτή μπορεί να μεσολαβείται από μηχανισμούς όπως της RNA σίγησης. 

Πιθανόν αυτή είναι και η αχίλλειος πτέρνα που χρησιμοποιούν οι ενισχυτές της σίγησης για 

να παρακάμψουν την άμυνα του φυτού.  

Από τα πειράματα αυτά φαίνεται ότι το φυτό έχει προσαρμοστεί ώστε να 

μετατρέπει έναν ισχυρό παράγοντα μολυσματικότητας των ιïκών παθογόνων σε ισχυρό 

όπλο εναντίον τους. 

Το γεγονός ότι υπάρχουν παράγοντες που στο ένα σύστημα δρουν σαν avr 

παράγοντες ενώ στο άλλο επιταχύνουν την HR μάλλον πρέπει να φαίνεται δικαιολογημένο. 

Αρκεί να αναλογιστεί κανείς ότι το φυτό έχει προσαρμοστεί ώστε ο ίδιος παράγοντας που 

αναγνωρίζεται ως avr να άρει και τις επιπλέον δικλείδες ασφαλείας για την εκδήλωση του 

κυτταρικού θανάτου. Την ίδια επίδραση (άρση δευτερευόντων αρνητικών μηχανισμών της 

σηματοδότησης) θα έχει ο ίδιος παράγοντας και σε ένα άλλο ετερόλογο σύστημα. Μόνο 

που εδώ (επειδή δεν είναι ο ίδιος avr παράγοντας) χρειάζεται έναν βοηθό παράγοντα για 

την επαγωγή της σηματοδότησης του κυτταρικού θανάτου.  

Ως προς την αντίδραση νέκρωσης, ιïκοί και βακτηριακοί παράγοντες με ίδια 

επίδραση στις σίγηση δρουν με κοινούς τρόπους στην HR. Η αποσαφήνιση αυτή, μας δίνει 

το πλεονέκτημα ότι οποιαδήποτε συμπεράσματα από το ένα πεδίο να είναι άμεσα 

αξιοποιήσιμα και στο άλλο. Ανεξάρτητα από τις επιμέρους προτιμήσεις του καθενός ως 

προς το πειραματικό σύστημα (ιïκό ή βακτηριακό), δεν έχει τόσο σημασία η επιλογή του 

συστήματος που θα χρησιμοποιηθεί αλλά η επιλογή των ερωτημάτων. 

Το NopT δεν είναι μόνο επαγωγέας νέκρωσης. Στην περίπτωση που το NopT δεν 

αναγνωρίζεται από τους μηχανισμούς απόκρισης του ξενιστή, τότε έχει παρεμφερή δράση 

με τον p19 στην «επιτάχυνση» καθυστερημένων νεκρώσεων. Η υπόθεση εργασίας είναι ότι 

το NopT είναι καταστολέας RNA σίγησης παρά την ουδέτερη απόκριση του στο πειραματικό 
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μας σύστημα. Το γεγονός ότι ριζοβιακές πρωτεΐνες δεν έχουν επίδραση σε αυτό το σύστημα 

σε καμία περίπτωση δεν υποδηλώνει ότι δεν έχουν αντίστοιχο ρόλο. Το σύστημα της 

παροδικής έκφρασης στα φύλλα είναι ακατάλληλο για πρωτεΐνες οι οποίες δρουν στην 

ρίζα. Άλλωστε το σύστημα αυτό έχει το μειονέκτημα ότι εμφανίζει πολλά ψευδώς αρνητικά 

σήματα στην περίπτωση παροδικών καταστολέων RNA σίγησης. 

4.6 Ρόλος του μηχανισμού της σίγησης στην αποτροπή της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε υψηλές θερμοκρασίες.  

Αρχικά πειράματα απέδειξαν την συσχέτιση του μηχανισμού της σίγησης με την 

αποτροπή της αντίδρασης υπερευαισθησίας που προκαλεί το ΗopABm σε υψηλές 

θερμοκρασίες. Σε υψηλές θερμοκρασίες, ο μηχανισμός της σίγησης είναι περισσότερο 

ενεργός (Kalantidis et al., 2002, Szittya et al., 2003). Βέβαια για να είναι συμπερασματικά τα 

παραπάνω πειράματα θα πρέπει να επαναληφτούν και με την χρήση σαν μάρτυρα ενός 

ιïκού καταστολέα της σίγησης όπως ο p38 ο οποίος δεν έχει δράση ή έχει κατασταλτική 

δράση στην εκδήλωση HR. Έτσι, θα απορριφτεί το ενδεχόμενο η δράση των αναστολέων να 

είναι απλά λόγω αυξημένης έκφρασης του HopAB2m. Εναλλακτικά, χρησιμοποιώντας το 

σύστημα της μεταφοράς μέσω P. fluorescens 55 (pLN18).  

Πάντως, στον ίδιο μηχανισμό της αποτροπής HR σε υψηλές θερμοκρασίες 

συμμετέχουν τόσο ο μηχανισμός της σίγησης όσο και MAP κινάσες (Zhang & Klessig, 1998). 

Μάλιστα, το μονοπάτι των MAP κινασών που αλληλεπιδρά με τον HopAB2 είναι από τα 

καλυτέρα χαρακτηρισμένα. Το σύστημα αυτό μπορεί να μας δώσει την δυνατότητα να 

ελέγξουμε την ταυτόχρονη δράση MAP κινασών, σίγησης και βακτηριακών πρωτεϊνών. 

Τελος, θα μπορούσε να έχει βιοτεχνολογικές εφαρμογές για τον αποτελεσματικότερο 

περιορισμό βακτηριακών μολύνσεων κατά τους καλοκαιρινούς μήνες ή σε τροπικά κλίματα.  

4.7 Εύρεση νέων avr παραγόντων από ιούς.  

Διάφορες ιïκές πρωτεΐνες έχουν χαρακτηριστεί αναστολείς της σίγησης 

χρησιμοποιώντας το σύστημα της παροδικής συνέκφρασης με GFP σε N. benthamiana 16c. 

Κάποιες από αυτές έχουν χαρακτηριστεί ταυτόχρονα σαν επαγωγείς αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε άλλα είδη φυτών. Έτσι π.χ. η περιοχή της ελικάσης του ΤΜV (που 

αποτελεί τμήμα της p126) είναι υπεύθυνη για την επαγόμενη από Ν απόκριση σε Ν. 

tabacum cv. Petit Havana  SR1 που εκφράζει το γονίδιο Ν (Les Erickson et al., 1999). Η ίδια η 

p126 (Ding et al., 2004; Kubota et al., 2003) είναι αναστολέας της σίγησης. Η πρωτεΐνη 2b 

του ιού TAV έχει χαρακτηριστεί ως ισχυρός αναστολέας της σίγησης σε N. benthamiana 16C 

(Lu et al., 2004). Ταυτόχρονα επάγει αντίδραση υπερευαισθησίας σε Ν. tabacum cv. Samsun 
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(Li et al., 1999). O p19 είναι αναστολέας της σίγησης (Lakatos et al., 2004) σε N. 

benthamiana 16c. Ταυτόχρονα, επάγει αντίδραση υπερευαισθησίας σε Ν. tabacum cv. Turk 

(Scholthof et al., 1995) και όπως επιβεβαιώνεται και σε αυτή την διατριβή και σε Ν. 

tabacum cv. Xanthi (όχι όμως σε Ν. tabacum cv. Basma). Ακόμα πιο ενδιαφέρον είναι το 

γεγονός ότι, στο φυτό Datura stramonium, αντίδραση υπερευαισθησίας δεν δίνει ο p19 

αλλά το RNA της καψιδιακής πρωτεΐνης (CP) του ιού CymRSV (Cymbidium ring spot virus) 

(Szittya & Burgyán, 2001). Στην περίπτωση αυτή δεν έχει αποσαφηνιστεί αν η ρύθμιση της 

αντίδρασης υπερευαισθησίας έχει γίνει μέσω μηχανισμού σίγησης. Ούτε έχει 

αποσαφηνιστεί αν ο p19 έχει θετική επίδραση στην όλη διαδικασία. Η προκαλούμενη από 

TCV (turnip crinkle virus) αντίδραση υπερευαισθησίας στην Arabidopsis σχετίζεται με την 

καψιδιακή πρωτεΐνη p38 του TCV (Zhao et al., 2000)). Η πρωτεΐνη p38 είναι 

χαρακτηρισμένος αναστολέας σίγησης σε N. benthamiana 16c (Qu et al., 2003). Βέβαια, σε 

κάποιες από τις προαναφερθείσες περιπτώσεις, έχει αποδεδειχθεί ότι υπάρχει αντίστοιχο R 

γονίδιο όπως το N για την ελικάση του TMV (Erickson et al., 1999) και το HRT για την p38 

(Cooley et al., 2000; Ren et al., 2000). Θεωρείται βέβαιο ότι υπάρχει και στις υπόλοιπες 

περιπτώσεις αν και είναι ακόμα άγνωστο. Η αναστολή σίγησης που έχει ενισχυτική δράση 

στην εκδήλωση HR θα μπορούσε να λειτουργήσει σαν συμπληρωματικός μηχανισμός. Θα 

μπορούσε επιπλέον να εξηγήσει την προσαρμογή του ξενιστή ώστε avr γονίδια να 

ενισχύουν την HR που προκαλούν μέσω συμπληρωματικών μηχανισμών. Βέβαια, θα ήταν 

απίθανο ένα φυτό να έχει προσαρμοστεί ώστε να φέρει R γονίδια για πρωτεΐνες από 

ζωικούς ιούς. Ίσως, η εμφάνιση HR σε αυτή την περίπτωση να οφείλεται εξολοκλήρου στην 

αρνητική ρύθμιση της σίγησης. Ειδικά στην περίπτωση του p38, δεν υπάρχει θετική 

επίδραση στην ενίσχυση της HR αλλά μηδενική έως και ανασταλτική. Η ανασταλτική δράση 

του έχει παρατηρηθεί και από άλλες ομάδες (Jyoti, 2007). Έχει όμως επίσης αποδεδειχθεί 

ότι ειδικά στην περίπτωση αυτή η ικανότητα σίγησης και η επαγωγή αντίδρασης 

υπερευαισθησίας είναι διακριτές διαδικασίες (Choi et al., 2004).  

Επιπλέον έχει αποδειχθεί (Rinne et al., 2005) ότι υπερέκφραση της πρωτεΐνης NSm 

(movement protein, MP) του ιού TSWV (tomato spotted wilt virus) είναι ικανή να 

αναπαράγει συμπτώματα της μόλυνσης με τον ιό. Η εκδήλωση των συμπτωμάτων αυτών 

είναι αποτέλεσμα της επαγωγής της βασικής άμυνας του φυτού. Η πρωτεΐνη NSs, παράγων 

αμολυσματικότητας (Αvr) του TSWV είναι χαρακτηρισμένη και σαν αναστολέας της σίγησης 

ενώ ενισχύει και την εκδήλωση συμπτωμάτων (Bucher et al., 2003) πιθανώς 

αλληλεπιδρώντας με τους μηχανισμούς της βασικής άμυνας του φυτού.  
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4.8 Ρόλος των ιϊκών αναστολέων σίγησης στην επαγωγή της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας.  

Η επαγωγή αντίδρασης υπερευαισθησίας στην περίπτωση της καθαρισμένης HrpZ 

και πρωτεϊνών-τελεστών που παρέχονται από Pseudomonas δεν προϋποθέτει έκφραση 

πρωτεΐνης-τελεστή στο εσωτερικό των φυτικών κυττάρων. Έτσι, δεν αναμένεται η ύπαρξη 

αναστολέων της σίγησης να ενισχύει με κάποιο τρόπο την έκφρασης τους. Αυτό θα 

μπορούσε να συμβαίνει στην περίπτωση την παροδικής συνέκφρασης μέσω αγροεγχύσεων. 

Δηλαδή, μια πρωτεΐνη που δρα ως αναστολέας σίγησης θα βοηθούσε στην αύξηση των 

επιπέδων παροδικής έκφρασης του επαγωγέα HR και να ενίσχυε με αυτό τον τρόπο την 

επαγωγή της αντίδρασης. Αν παραδεχτούμε αυτή την εκδοχή θα έπρεπε όλοι οι αναστολείς 

της σίγησης να ενισχύουν /επιταχύνουν την HR. Δυο αναστολείς με ίδιο βαθμό επίδρασης 

στον μηχανισμό σίγησης αλλά διαφορετικό μηχανισμό λειτουργείας είναι π.χ. οι Ηc_Pro και 

p38. Χρησιμοποιώντας τους κατά αντιπαραβολή, αποδεδείχθηκε ότι η επίδραση τους στην 

επιτάχυνση της νέκρωσης δεν είναι η ίδια. Αυτό συνιστά ένδειξη αντίθετη με το ανωτέρω 

σενάριο. Η επίδραση των δυο αυτών αναστολέων είναι ίδια είτε σαν επαγωγέας HR 

χρησιμοποιηθεί βακτηριακή είτε ιïκή πρωτεΐνη. Αυτό υποδηλώνει ξανά τα κοινά σημεία των 

μηχανισμών απόκρισης στις δυο αυτές κατηγορίες επαγωγέων σίγησης. 

Η μάλλον αντίστροφη δράση του p38 έρχεται σε συμφωνία με παρατηρήσεις άλλων 

εργαστηριών (Jyoti, 2007). Στις εργασίες αυτές ο p38 επίσης παρουσιάζεται μάλλον σαν 

αναστολέας κυτταρικού θανάτου πάρα ως επιταχυντής. Παρόμοια είναι ίσως και η 

περίπτωση της sigma3. Η sigma3 επίσης προσδένεται σε μεγάλα δίκλωνα (Lichner et al., 

2003). Όμως, στην περίπτωση αυτή δεν μπορούν να εξαχθούν συμπεράσματα επειδή η ίδια 

πρωτεΐνη είναι και επαγωγέας HR. Από την άλλη πλευρά, η επίδραση του p19 ως 

αναστολέα σίγησης είναι ισχυρή σε Ν. benthamiana. Η παρατήρηση αυτή έρχεται σε 

αντίθεση με το σενάριο που θέλει να υπάρχει ανάγκη άλλης πρωτεΐνης (π.χ. HC-Pro) για την 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης της και την επιτάχυνση της αντίδρασης υπεραισθησίας 

(περίπτωση συνέκφρασης HC-Pro και p19).  

4.9 Υπόθεση εργασίας για τον ρόλο της σίγησης στις αλληλεπιδράσεις 

φυτοπαθογόνων με ξενιστές. 

Στις περιπτώσεις που αναφέρονται παραπάνω η σίγηση είναι αρνητικός ρυθμιστής 

στην πυροδότηση κυτταρικού θανάτου. Η σίγηση φαίνεται ότι έχει έναν γενικότερο ρόλο 

στην παρεμπόδιση ή επιβράδυνση του κυτταρικού θανάτου. Ένα ενδιαφέρον ερώτημα 

είναι η ερμηνεία του φαινομένου αυτού. Σε συμβατές αλληλεπιδράσεις, το παθογόνο δεν 

επάγει αμυντικούς μηχανισμούς του φυτού εκτός της PTI. Συχνά, σε συμβατές 
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αλληλεπιδράσεις βιότροφων παθογόνων, όπως της η P. syringae, με ευπαθείς ξενιστές 

παρατηρούνται χλωρωτικά και νεκρωτικά συμπτώματα Τα συμπτώματα αυτά συνήθως 

εμφανίζονται μετά την ολοκλήρωση της περιόδου πολλαπλασιασμού του βακτηρίου 

(Preston, 2000). Σε κάποιες περιπτώσεις, τα συμπτώματα αυτά μπορεί να έχουν κρίσιμο 

ρόλο στην επιδημιολογία της ασθένειας, π.χ. στην απελευθέρωση των βακτηρίων πάνω 

στην επιφάνεια του φύλλου και την περαιτέρω διασπορά τους (Guttman & Greenberg, 

2001). Η αντίδραση υπερευαισθησίας και η νέκρωση σε προχωρημένα στάδια βακτηριακής 

μόλυνσης έχουν κοινά μακροσκοπικά χαρακτηριστικά (Yao & Greenberg, 2006), 

μοιράζονται κοινούς μηχανισμούς σηματοδότησης (del Pozo et al., 2004) αλλά φυσικά 

διαφέρουν ως προς την χρονική στιγμή της εμφάνισης (Greenberg & Yao, 2004; Vinatzer et 

al., 2006).  

Μια ενδιαφέρουσα υπόθεση είναι η σίγηση να παίζει ρόλο και στις νεκρώσεις που 

εξελίσσονται καθυστερημένα στις συμβατές αλληλεπιδράσεις. Εδώ ο ρόλος της σίγησης θα 

μπορούσε να είναι η επιβράδυνση και η εξασθένηση του κυτταρικού θανάτου μέχρι το 

χρονικό σημείο ώστε να είναι πλέον ευεργετική με το παθογόνο. Σύμφωνα με αυτή την 

υπόθεση, η ενίσχυση (μέσω αναστολής σίγησης) μονοπατιών κυτταρικού θανάτου από 

πρωτεΐνες-τελεστές θα έπρεπε να είναι μια γρήγορη διαδικασία αλλά ταυτόχρονα και 

παροδική. Η ταχύτητα είναι απαραίτητη για να αποφευχθεί εκδήλωση της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας σε αρχικό στάδιο της μόλυνσης. Η παροδικότητα είναι απαραίτητη για 

την εκδήλωση νέκρωσης σε μεταγενέστερο στάδιο της μόλυνσης. Πράγματι, σύμφωνα με 

τις παρατηρήσεις μας, η ενίσχυση της σίγησης γίνεται αντιληπτή σε πολύ πρώιμη χρονική 

στιγμή μετά την αγροένχυση. Από την άλλη πλευρά, η διάρκεια της δεν υπερβαίνει τις λίγες 

μέρες. Εξίσου παροδική είναι και η καταστολή της σίγησης από βακτηριακές πρωτεΐνες. 

Αυτο έρχεται σε πλήρη αντίθεση με κάποιους καταστολείς της σίγησης από ιούς στους 

οποίους η καταστολή σίγησης διαρκεί πολύ περισσότερο. Αυτο σε πρώτη ανάγνωση 

φαίνεται παράδοξο εκτός και εάν το δούμε μέσα από το πρίσμα που περιγράψαμε 

παραπάνω. 

 Το τελεολογικό μοντέλο που αναλύθηκε παραπάνω είναι συμβατό με την 

εμφάνιση καθυστερημένου κυτταρικού θανάτου μετά το πέρας της περιόδου ενίσχυσης της 

σίγησης από βακτηριακούς πρωτεΐνες-τελεστές. Εξηγεί την εμφάνιση καθυστερημένου 

κυτταρικού θανάτου αρκετές μέρες μετά την απόσβεση της ενίσχυσης της σίγησης από μια 

εκκρινόμενη βακτηριακή πρωτεΐνη-τελεστή. Μάλιστα το ίδιο μοντέλο θα μπορούσε να 

δικαιολογήσει την συνύπαρξη χλωρωτικών/νεκρωτικών συμπτωμάτων και ενίσχυσης 

σίγησης μετά από μόλυνση με εκκρινόμενη πρωτεΐνη-ενισχυτή σίγησης. Η εξήγηση 
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βρίσκεται στην αδυναμία πλήρους καταστολής κυτταρικού θανάτου μέσω ενίσχυσης 

σίγησης από πρωτεΐνες-τελεστές. Βέβαια σε περιπτώσεις νεκρότροφων οργανισμών (όπως 

π.χ. νεκρότροφων μυκήτων) η θετική ρύθμιση του κυτταρικού θανάτου μέσω καταστολέων 

της σίγησης (suppressors) θα είχε σαφώς θετικά πλεονεκτήματα για το φυτοπαθογόνο.  
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