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Περύληψη 

Σα ιοειδό αποτελοϑν μύα ιδιαύτερη κατηγορύα παθογϐνων που προςβϊλλουν αποκλειςτικϊ ανώτερα 

φυτϊ. Πρϐκειται για μικρϊ, κυκλικϊ, μονϐκλωνα RNAs τα οπούα δεν κωδικοποιοϑν καμύα πρωτεϏνη και 

ωσ εκ τοϑτου εύναι πλόρωσ εξαρτώμενα απϐ παρϊγοντεσ των ξενιςτών τουσ. Σα ιοειδό δϑνανται να 

προϊγουν τη ςϑνδεςό τουσ με ενδογενεύσ παρϊγοντεσ, και η αδυναμύα πρϐςδεςησ ενϐσ ιοειδοϑσ ςε ϋναν 

τϋτοιο παρϊγοντα αρκεύ για τη διατϊραξη του βιολογικοϑ κϑκλου του ιοειδοϑσ, και την επαγωγό 

ανθεκτικϐτητασ του φυτοϑ απϋναντι ςε αυτϐ. Η πρωτεϏνη VIRP1 (Viroid-RNA Binding Protein 1) 

ςυνιςτϊ μύα υψηλϊ ςυντηρημϋνη πρωτεϏνη των Solanaceae με μεύζονα ρϐλο ςτο βιολογικϐ κϑκλο των 

ιοειδών Pospiviroid ςε αυτϊ. Η VIRP1 φϋρει τισ δϑο χαρακτηριςτικϋσ επικρϊτειεσ τησ οικογϋνειασ 

μεταγραφικών ρυθμιςτών ΒΕΣ, δηλαδό μύα βρομο- επικρϊτεια και ϋνα μοτύβο NΕΣ (N-Extra-Terminal) 

και ϋχει πυρηνικϐ εντοπιςμϐ. Σϐςο ο ενδογενόσ τησ ρϐλοσ, ϐςο και η ακριβόσ εμπλοκό τησ ςτο 

βιολογικϐ κϑκλο των Pospiviroid παραμϋνουν ϊγνωςτα. Ωςτϐςο, ϋνα ςϑνολο ςτοιχεύων υποςτηρύζει 

την υπϐθεςη εμπλοκόσ τησ VIRP1 ςτη μεταφορϊ των ιοειδών, ενδεχομϋνωσ ςε ενδοκυτταρικϐ, ό ακϐμη 

και ςε ενδο-πυρηνικϐ επύπεδο. Η πρϐςδεςη του ιοειδοϑσ απϐ τη VIRP1 εμπλϋκει δϑο δομικϊ ςτοιχεύα: 

το χαρακτηριςτικϐ μοτύβο RY που απαντϊται ςε ϐλα τα ιοειδό του πυρόνα (οικογϋνεια Pospiviroidae) 

και μύα ϊτυπη επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA τησ VIRP1. Η επικρϊτεια αυτό εμφανύζεται ςυντηρημϋνη ςε 

ομϐλογεσ πρωτεϏνεσ τησ VIRP1, προερχϐμενεσ απϐ εύδη- ξενιςτϋσ των Pospiviroidae. Αντιθϋτωσ, ςτην 

περύπτωςη του παρϊγοντα GTE7, τησ γειτνιϋςτερησ ομϐλογησ τησ VIRP1 ςτο Arabidopsis thaliana, η 

ομολογύα διατηρεύται υψηλό ςτισ επικρϊτειεσ βρομο και NET, ενώ μειώνεται ϋντονα ςτην περιοχό που 

αντιςτοιχεύ ςτην ϊτυπη επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA. Σαυτϐχρονα, το A.thaliana εύναι πλόρωσ 

ανθεκτικϐ ϋναντι των ιοειδών, παρϐλο που διαθϋτει το πλόρεσ ενζυμικϐ υπϐβαθρο για τον 

πολλαπλαςιαςμϐ των ιοειδών του πυρόνα.  

΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ εργαςύασ, δημιουργόθηκαν διαγονιδιακϊ Arabidopsis VIRP1, που 

υπερεκφρϊζουν την πρωτεϏνη VIRP1 τησ τομϊτασ (Lycopersicon esculentum). Σα φυτϊ αυτϊ θα 

χρηςιμοποιηθοϑν ςε πειρϊματα μολϑνςεων με ιοειδό του γϋνουσ Pospiviroid, προκειμϋνου να ελεγχθεύ 

εϊν η ετερϐλογη ϋκφραςη τησ VIRP1 μπορεύ να επιτρϋψει τη μϐλυνςη των Arabidopsis. Σαυτϐχρονα, οι  

πρωτεϏνεσ AtGTE7, LeVIRP1 και LeVIRP1Δ (απϐ την οπούα απουςιϊζει η επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA) 

κλωνοποιόθηκαν ςε μεταφραςτικό ςϑντηξη με τον πρωτεώνικϐ επύτοπο FLAG, ώςτε να ελεγχθεύ με 

πειρϊματα ανοςοκατακρόμνιςησ εϊν η GTE7 διατηρεύ την ικανϐτητα πρϐςδεςησ ιοειδών που εμφανύζει 

η ομϐλογό τησ, VIRP1. ΢το ςϑνολϐ τουσ, οι δϑο πειραματικϋσ διατϊξεισ επιχειροϑν να αποςαφηνύςουν 

εϊν ο αιτιολογικϐσ παρϊγοντασ για την ανθεκτικϐτητα του Arabidopsis ϋναντι των Pospiviroid εύναι η 

αδυναμύα των ιοειδών να προςδεθοϑν ςτον παρϊγοντα GTE7, που αντιπροςωπεϑει τη γειτνιϋςτερη 

ενδογενό ομϐλογη τησ VIRP1 ςτο Arabidopsis. Επιπλϋον, με τη δημιουργύα των διαγονιδιακών 

Arabidopsis Virp1 εξαςφαλύζεται ϋνα εϑχρηςτο ετερϐλογο ςϑςτημα για τη μελϋτη του ενδογενοϑσ 

ρϐλου τησ VIRP1. Σϋλοσ, εϊν τα διαγονιδιακϊ φυτϊ αποδειχθοϑν ικανϊ να λειτουργόςουν ωσ ξενιςτϋσ 

των ιοειδών αυτών, τϐτε η παροϑςα διπλωματικό εργαςύα θα ϋχει ςυνειςφϋρει ςτη εγκαθύδρυςη ενϐσ 

προνομιακοϑ βιολογικου ςυςτόματοσ για τη μελϋτη των ιοειδών Pospiviroid, και ενδεχομϋνωσ 

ολϐκληρησ τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae.  
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Abstract 

Viroids constitute a special type of pathogens limited to infecting land plants. They are small, circular, 

monoclonal RNAs, that don’t code for any protein and therefore are completely dependent on host 

factors. Viroids are capable of promoting their own binding to endogenous factors, and the inability of a 

viroid to bind to one such factor suffices for the disruption of its biological cycle and the induction of 

plant resistance to it. VIRP1 (Viroid-RNA Binding Protein 1) is a highly conserved protein of the 

Solanaceae species with a major role in the biological cycle of Pospiviroids in those plant species. It 

exhibits the two characteristic domains of the BET protein family of transcription regulators, namely a 

bromodomain and a NET (N-Extra-Terminal) domain, plus it has a nuclear localisation. Both its 

endogenous role and the exact nature of its involvement in the biological cycle of Pospiviroid remain 

elusive.  However, there is evidence supporting the involvement of VIRP1 in viroid transfer, probably at 

the subcellular, or even the subnuclear level. Viroid binding to VIRP1 engages two structural features: 

the distinctive RY motif, present in all nuclear viroids (Pospiviroidae family) and an atypical RNA 

binding domain (RNA-BD) found in VIRP1. Σhis domain appears to be conserved in VIRP1 homologs 

found in host species of Pospiviroidae. To the contrary, in the case of GTE7, the closest homolog to 

VIRP1 in Arabidopsis thaliana, sequence conservation remains high for the bromo and NET domains, 

while being greatly reduced in the region corresponding to the RNA BD. Concurrently, A.thaliana is fully 

resistant to viroids, despite having all the enzymatic background to support the propagation of viroids 

in the nucleus.  

In the context of the present thesis, transgenic Arabidopsis Virp1 plants, overexpressing the VIRP1 

protein of tomato (Lycopersicon esculentum), were created. These plants are to be used in experiments 

involving their infection by viroids of Pospiviroid genus, in order to examine whether the heterologous 

expression of VIRP1 is capable of permitting the infection of Arabidopsis. Also, the proteins  AtGTE7, 

LeVIRP1 and LeVIRP1Δ (lacking the RNA- binding domain) were cloned in translational fusion with the 

protein epitope FLAG, as to investigate, through immunoprecipitation, if GTE7 has conserved the 

binding capacity of its homolog, VIRP1, towards viroids. Taken together, these two experimental setups 

aim to clarify if the etiological agent of Arabidopsis resistance to Pospiviroid is the incapability of viroids 

to bind to GTE7, which represents the closest endogenous homolog to VIRP1 in Arabidopsis species. 

Additionally, the construction of transgenic Arabidopsis Virp1, provides a handy heterologous system 

for the study of the intrinsic role of VIRP1. Finally, if these transgenic plants are proven to serve as 

hosts for the Pospiviroid species, the present thesis will have contributed to the establishment of an 

advantageous biological platform for the study of those viroids, and possibly for the study of the whole 

Pospiviroidae family.   
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 1 Ειςαγωγό 

1.1 Οι πρωτεϏνεσ με βρομο-επικρϊτεια 

1.1.1 Δομό και λειτουργύα τησ βρομο- επικρϊτειασ  

Η βρομο-επικρϊτεια (BRD) χαρακτηρύςτηκε για πρώτη φορϊ το 1992, ωσ ϋνα δομικϐ μοτύβο τησ 

πρωτεϏνησ BRAHMA/BRM τησ Drosophila melanogaster. Έωσ τϐτε, το μοτύβο αυτϐ όταν ϊγνωςτο, 

γρόγορα ϐμωσ διαπιςτώθηκε ϐτι πρϐκειται για μύα υψηλϊ ςυντηρημϋνη λειτουργικό περιοχό, η οπούα 

απαντϊται ςε πρωτεϏνεσ ϐλων των ευκαρυωτικών οργανιςμών. ΢τα φυτϊ, κϊθε μονομερϋσ φϋρει 

μοναδικό βρομο-επικρϊτεια. Αντύθετα, ςτα ζώα και ςτουσ μϑκητεσ, η βρομο- επικρϊτεια εύναι 

διπλαςιαςμϋνη, ενώ υπϊρχουν και περιπτώςεισ ϐπου ςε μύα πρωτεϏνη απαντώνται πολλαπλϋσ βρομο-

επικρϊτειεσ. Ωσ εκ τοϑτου, ϋχει προταθεύ πωσ οι φυτικϋσ πρωτεϏνεσ με βρομο-επικρϊτεια δρουν ωσ 

διμερό, χωρύσ ϐμωσ, προσ το παρϐν, να υπϊρχουν πειραματικϊ αποτελϋςματα που να υποςτηρύζουν 

αυτό την υπϐθεςη (Airoldi et al., 2010; Florence & Faller, 2001). 

Η βρομο-επικρϊτεια εύναι μύα μικροϑ μόκουσ πρωτεώνικό επικρϊτεια (περύπου 110 αμινοξικϊ 

κατϊλοιπα), ικανό να αναγνωρύζει ϋνα ςυγκεκριμϋνο μοτύβο μετα-μεταφραςτικόσ τροποπούηςησ 

πρωτεώνών, την ακετυλύωςη καταλούπων λυςύνησ (Kac). ΢ε επύπεδο τριτοταγοϑσ διαμϐρφωςησ, 

αποτελεύται απϐ ϋνα αριςτερϐςτροφο δεμϊτιο τεςςϊρων α-ελύκων, το οπούο ςχηματύζει μύα εςοχό 

πρϐςδεςησ ακετυλιωμϋνων λυςινών. Η ακετυλύωςη λυςινών ςτισ Ν-τελικϋσ ουρϋσ των ιςτονών Η3 και 

Η4 του νουκλεοςώματοσ αποτελεύ μύα απϐ τισ ςυνηθϋςτερεσ επιγενετικϋσ τροποποιόςεισ που, κατϊ 

κανϐνα, προωθεύ την ανοιχτό διαμϐρφωςη τησ χρωματύνησ. Έτςι, οι πρωτεϏνεσ με βρομο-επικρϊτεια 

ςυγκαταλϋχθηκαν αρχικϊ ςτουσ βαςικοϑσ «ιχνηλϊτεσ» ευχρωματύνησ, ςτην οπούα μποροϑν να 

προςδϋνονται (Filippakopoulos & Knapp, 2014; Misra et al., 2018).  

Αν και η ακετυλύωςη λυςινών εύχε για πολϑ καιρϐ αντιμετωπιςτεύ ωσ μύα «επιγενετικό ετικϋτα» που 

αφοροϑςε τισ ιςτϐνεσ, εύναι πλϋον ςαφϋσ ϐτι πρϐκειται για μύα διαδεδομϋνη μετα-μεταφραςτικό 

τροποπούηςη, ςτην οπούα υπϐκειται μεγϊλοσ αριθμϐσ και ποικιλύα πρωτεώνών. Μεταξϑ των πρωτεώνών 

αυτών ςυγκαταλϋγονται μη-ιςτονικϋσ πρωτεϏνεσ που ςυμμετϋχουν ςτην αναδύπλωςη τησ χρωματύνησ, 

μεταγραφικού παρϊγοντεσ και ρυθμιςτϋσ, και επύςησ βακτηριακϋσ και ιώκϋσ πρωτεϏνεσ (Yang, 2004). ΢ε 

οριςμϋνεσ περιπτώςεισ, η τροποπούηςη αυτό τισ καθιςτϊ ςτϐχο αναγνώριςησ και ςϑνδεςησ απϐ 

πρωτεϏνεσ με βρομο- επικρϊτεια, ϐπωσ ςυμβαύνει ςτην περύπτωςη τησ BRD4, που προςδϋνει την 

ακετυλιωμϋνη κυκλύνη Σ1 (Schröder et al., 2012),  ό τησ ακετυλοτρανςφερϊςησ PCAF, που αναγνωρύζει 

την ακετυλιωμϋνη πρωτεϏνη Tat του HIV (Dorr et al., 2002).  

Πρϐςφατεσ εργαςύεσ ϋχουν αναδεύξει την ικανϐτητα, οριςμϋνων τουλϊχιςτον βρομο- επικρατειών, να 

προςδϋνουν νουκλεώκϊ οξϋα. Αφενϐσ, φαύνεται πωσ ςε οριςμϋνεσ πρωτεϏνεσ, ενυπϊρχει μύα δεϑτερη 

εςοχό εντϐσ τησ βρομο- επικρϊτειασ, η οπούα προςδϋνει δύκλωνο DNA. Βϊςει των μϋχρι τώρα ςτοιχεύων 

η πρϐςδεςη αυτό εύναι μη-ειδικό, μϋτριασ ςυγγϋνειασ, και εικϊζεται πωσ λειτουργεύ επικουρικϊ, 

ιςχυροποιώντασ ό/και εξειδικεϑοντασ την πρϐςδεςη των αντύςτοιχων πρωτεώνών ςτη χρωματύνη 

(Miller et al., 2016). Αφετϋρου, οι βρομο- επικρϊτειεσ των ύδιων πρωτεώνών εμφϊνιςαν την ικανϐτητα 

in vitro ςϑνδεςησ με μονϐκλωνα RNAs (τϑπου eRNAs, προϏϐντα μεταγραφόσ ενιςχυτών),  Η ςϑνδεςη 

αυτό εύναι ιςχυρό, και φαύνεται  να ϋχει λειτουργικό ςημαςύα για την δρϊςη των πρωτεώνών ωσ 

μεταγραφικών ρυθμιςτών  (Rahnamoun et al., 2018). Όλα τα παραπϊνω ευρόματα αφοροϑν ζωώκϋσ 

βρομο- πρωτεϏνεσ, κυρύωσ τησ οικογϋνειασ μεταγραφικών ρυθμιςτών BET, για την οπούα θα γύνει 
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εκτενϋςτερη αναφορϊ ςτη ςυνϋχεια. Προσ το παρϐν, καμύα βρομο-επικρϊτεια φυτικόσ πρωτεϏνησ δεν 

ϋχει μελετηθεύ ωσ προσ τη δυνατϐτητα πρϐςδεςησ νουκλεώκών οξϋων. 

΢ε γενικϋσ γραμμϋσ, οι πρωτεϏνεσ με βρομο-επικρϊτεια ςχετύζονται λειτουργικϊ με τη χρωματύνη, εύτε 

μετϋχοντασ ςε διεργαςύεσ δυναμικόσ αναδιαμϐρφωςησ αυτόσ, εύτε ρυθμύζοντασ τη γονιδιακό ϋκφραςη, 

ενώ η ακριβόσ φϑςη τησ λειτουργύασ τουσ καθορύζεται απϐ επιπλϋον επικρϊτειεσ που οι πρωτεϏνεσ 

αυτϋσ ςυχνϊ φϋρουν (με καταλυτικό ό μη ενεργϐτητα), καθώσ και απϐ ϊλλεσ πρωτεϏνεσ με τισ οπούεσ 

ςχετύζονται φυςικϊ ό/ και λειτουργικϊ (Fujisawa & Filippakopoulos, 2017). Παραδεύγματα 

χαρακτηριςμϋνων πρωτεώνών με βρομο-επικρϊτεια απϐ το φυτικϐ βαςύλειο αποτελοϑν η πρωτεϏνη 

AtBRAHMA, που ςυμμετϋχει ςτη ςυγκρϐτηςη του ςυμπλϐκου αναδιαμϐρφωςησ τησ χρωματύνησ 

SWI/SNF, ςταθεροποιώντασ τη ςϑνδεςη του τελευταύου ςτη χρωματύνη (Farrona et al., 2007) και η 

AtMBD9, που ϋχει ςυςχετιςτεύ με το ςϑμπλοκο αναδιαμϐρφωςησ τησ χρωματύνησ SWR1 και την 

ενςωμϊτωςη τησ ιςτϐνησ Η2Α.Ζ ςτη χρωματύνη (J. Wang et al., 2019). 

1.1.2 Η οικογϋνεια πρωτεώνών BET 

Μύα οικογϋνεια πρωτεώνών με βρομο-επικρϊτεια που παρουςιϊζει  ιδιαύτερο ενδιαφϋρον εύναι η 

οικογϋνεια μεταγραφικών ρυθμιςτών BET. Οι πρωτεϏνεσ BET βρύςκονται ςε ϐλουσ τουσ 

ευκαρυωτικοϑσ οργανιςμοϑσ, και η ςημαςύα τουσ για τον κυτταρικϐ κϑκλο και τον ϋλεγχο τησ  

γονιδιακόσ ϋκφραςησ ϋχει κυρύωσ αναδειχθεύ λϐγω των εκτενών ςχετικών μελετών των πρωτεώνών 

BET ςτον ϊνθρωπο, καθώσ η διατϊραξη τησ λειτουργύασ αυτών ϋχει ςυςχετιςτεύ ιςχυρϊ με τον 

καρκύνο, νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ και ϊλλεσ διαταραχϋσ (Filippakopoulos & Knapp, 2012; 

Fujisawa & Filippakopoulos, 2017). 

Οι πρωτεϏνεσ αυτϋσ φϋρουν, πϋραν τησ/των βρομο- επικρϊτειασ/-ών, μύα επιπλϋον λειτουργικό 

περιοχό ςτο C-τελικϐ ϊκρο τουσ, γνωςτό ωσ ΕΣ (Extra-Terminal) επικρϊτεια. Αυτό αποτελεύ ϋνα μοτύβο 

αλληλεπύδραςησ μεταξϑ πρωτεώνών και μπορεύ να λειτουργόςει ωσ μη κανονικό κινϊςη ςερύνησ. Η ΕΣ 

επικρϊτεια αποτελεύται απϐ τρύα επιμϋρουσ δομικϊ ςτοιχεύα: την περιοχό ΝΕΣ (Ν-τελικό ΕΣ περιοχό), 

μύα ενδιϊμεςη αλληλουχύα, και την καρβοξυτελικό περιοχό SEED, αποτελοϑμενη απϐ κυρύωσ απϐ 

επαναλαμβανϐμενα κατϊλοιπα ςερύνησ, τα οπούα διακϐπτονται απϐ κατϊλοιπα γλουταμικοϑ και 

αςπαρτικοϑ οξϋοσ. Η λειτουργύα τησ περιοχόσ SEED δεν ϋχει αποςαφηνιςτεύ, εμφανύζεται ϐμωσ ωσ ϋνα 

υψηλϊ ςυντηρημϋνο μοτύβο ςτο καρβοξυτελικϐ ϊκρο τησ ΕΣ επικρϊτειασ (Florence & Faller, 2001). Η 

περιοχό ΕΣ, ςε ςυνδυαςμϐ με τη βρομο- επικρϊτεια, επιτρϋπει ςτισ ΒΕΣ πρωτεϏνεσ να αναγνωρύζουν το 

μοτύβο τησ ακετυλύωςησ λυςινών και κατϐπιν να επιςτρατεϑουν ϊλλεσ πρωτεϏνεσ ό/και πρωτεώνικϊ 

ςϑμπλοκα (Airoldi et al., 2010; Florence & Faller, 2001). Πολϑ ςυχνϊ, πρωτεϏνεσ τησ οικογϋνειασ ΒΕΣ 

δρουν ωσ μεταγραφικού ρυθμιςτϋσ. 

΢το γονιδύωμα του φυτοϑ Arabidopsis thaliana ϋχουν βρεθεύ 12 λειτουργικϊ γονύδια που κωδικοποιοϑν 

για πρωτεϏνεσ τησ οικογϋνειασ ΒΕΣ, τουσ παρϊγοντεσ GTE (GENERAL TRANSCRIPTION FACTORS 

GROUP E). Απϐ αυτοϑσ, ϋχουν χαρακτηριςτεύ λειτουργικϊ οι ϋξι (Πύνακασ 1). Αξύζει να ςημειωθεύ ϐτι 

μϐνο ςτην περύπτωςη των gte4 μεταλλαγμϊτων ϋχει καταγραφεύ διακριτϐσ φαινϐτυποσ ςε ςχϋςη με 

αυτϐν των φυτών ϊγριου τϑπου, που περιλαμβϊνει μειωμϋνο μϋγεθοσ ςε ϐλα τα αναπτυξιακϊ ςτϊδια, 

διαφορικϐ πρϐτυπο ανϊπτυξησ τησ ρύζασ ςε ςχϋςη με τα φυτϊ αγρύου τϑπου, καθώσ και καθυςτϋρηςη 

τησ φϑτρωςησ (Airoldi et al., 2010). Ο παρϊγοντασ GTE7 δεν ϋχει προσ το παρϐν χαρακτηριςτεύ 

λειτουργικϊ, ϋχει ϐμωσ ςυςχετιςτεύ με το μεταςχηματιςμϐ μϋςω αγροβακτηρύου, τον οπούο φαύνεται 

να διευκολϑνει (Ma Crane & Gelvin, 2007).  
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Πύνακασ 1: ΢την Arabidopsis thaliana ϋχουν χαρακτηριςτεύ ϋωσ τώρα 6 εκ των 12 πρωτεώνών GTE (ΒΕΣ οικογϋνεια). 

ΠρωτεϏνη Λειτουργύα Βιβλιογραφικό Αναφορϊ 

IMB1/GTE1 αρνητικϐσ ρυθμιςτόσ ςτο μονοπϊτι του 
αποκοπτικοϑ οξϋοσ- προωθεύ τη φϑτρωςη 
 

(Duque & Chua, 2003) 

GTE4 προωθεύ και διατηρεύ την κυτταρικό διαύρεςη ςτα 
μεριςτώματα και μετϋχει ςτον ϋλεγχο του αριθμοϑ 
των κυττϊρων ςτα διαφοροποιημϋνα ϐργανα 
 

(Airoldi et al., 2010; Della 
Rovere et al., 2010) 

GTE6  ρυθμιςτόσ των μορφολογικών διαφορών μεταξϑ 
νεαρών και ώριμων φϑλλων- ϋλεγχοσ του 
προτϑπου ανϊπτυξησ των καταβολών ςτα φϑλλα 
  

(Yii et al., 2005) 

GTE9 μεταγραφικϐσ ρυθμιςτόσ- επαγωγό αποκρύςεων ςε 
αποκοπτικϐ οξϑ και γλυκϐζη 
 

(Misra et al., 2018) 

NPX1/GTE10
  

αρνητικϐσ ρυθμιςτόσ ςτο μονοπϊτι του 
αποκοπτικοϑ οξϋοσ- ελαττώνει την αντοχό ςτο 
υδατικϐ ςτρεσ 
 

(Kim et al., 2009) 

BET10/GTE11
  

μεταγραφικϐσ ρυθμιςτόσ- επαγωγό αποκρύςεων ςε 
αποκοπτικϐ οξϑ και γλυκϐζη 

(Misra et al., 2018) 

 

1.2 Ιοειδό 

1.2.1 Η ιδιαύτερη βιολογύα των ιοειδών 

Σα ιοειδό αποτελοϑν μύα ιδιαύτερη κατηγορύα παθογϐνων RNAs, τα οπούα ϋχουν προσ το παρϐν βρεθεύ 

να προςβϊλλουν αποκλειςτικϊ ανώτερα φυτϊ. Πρϐκειται για τα μικρϐτερα ςε μϋγεθοσ παθογϐνα που 

ϋχουν βρεθεύ, με το μόκοσ τουσ να κυμαύνεται απϐ 246 ϋωσ 401 ριβονουκλεοτύδια. Εύναι μονϐκλωνα, 

ομοιοπολικϊ κυκλοποιημϋνα μϐρια, ςτα οπούα εντοπύζονται χαρακτηριςτικϋσ δύκλωνεσ περιοχϋσ, που 

εναλλϊςςονται με θηλιϋσ απϐ αζευγϊρωτεσ βϊςεισ, ενώ απϐ αυτϊ απουςιϊζει οποιοδόποτε περύβλημα, 

πρωτεώνικϐ ό λιπιδικϐ (Tsagris et al., 2008). 

Ο βιολογικϐσ κϑκλοσ των ιοειδών εύναι μϊλλον απλϐσ. Σο πρώτο ςτϊδιο εύναι η εύςοδοσ ςτα κϑτταρα 

του ξενιςτό, η οπούα ςυμβαύνει μϋςω μηχανικόσ καταςτροφόσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των 

κυττϊρων τησ επιδερμύδασ. Αυτϐ μπορεύ να ςυμβεύ φυςικϊ ό τεχνητϊ. ΢ε αντύθεςη με ο,τι ιςχϑει για 

τουσ περιςςϐτερουσ ιοϑσ, τα ιοειδό δε φαύνεται να εξαρτώνται ιδιαύτερα απϐ ζώα-φορεύσ, αν και 

φαύνεται πωσ οι αφύδεσ ςυμμετϋχουν ςτη μεταφορϊ κϊποιων ιοειδών. Σϋλοσ, μϐλυνςη μπορεύ να γύνει 

τεχνητϊ μϋςω αγροεμποτιςμοϑ.   

Μετϊ την εύςοδϐ τουσ ςτα κϑτταρα του ξενιςτό, τα ιοειδό μεταφϋρονται ενδοκυτταρικϊ ςτο 

υποκυτταρικϐ διαμϋριςμα ϐπου μεταγρϊφονται και πολλαπλαςιϊζονται. Αυτϐσ ο αρχικϐσ 

πολλαπλαςιαςμϐσ ακολουθεύται απϐ τη διαςπορϊ τουσ, η οπούα ςυμβαύνει ςε διακυτταρικϐ αλλϊ και 

διαςυςτημικϐ επύπεδο. Προκειμϋνου να εγκαθιδρϑςουν διαςυςτημικό μϐλυνςη ςτον ξενιςτό, τα ιοειδό 

μεταφϋρονται μϋςω του φλοιώματοσ (μεταφορϊ απϐ ϐργανα- πηγϋσ ςε ϐργανα- αποδϋκτεσ), οπϐτε 

μολϑνουν νεϐτερα φϑλλα, καθώσ και μη φωτοςυνθετικϊ μϋρη του φυτοϑ ϐπωσ οι ρύζεσ (Tsagris et al., 

2008). 

Έωσ ςόμερα, δεν ϋχει βρεθεύ καμύα περύπτωςη ιοειδοϑσ που να κωδικοποιεύ για οποιαδόποτε 

πρωτεϏνη. Ωσ εκ τοϑτου, ϐλεσ οι αναγκαύεσ πληροφορύεσ για την ολοκλόρωςη του βιολογικοϑ κϑκλου 

των ιοειδών και την ταυτϐχρονη διαφυγό απϐ τουσ αμυντικοϑσ μηχανιςμοϑσ του ξενιςτό εύναι εγγενεύσ 
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τησ πρωτοταγοϑσ, δευτεροταγουσ και τριτοταγοϑσ δομόσ τουσ (Adkar-Purushothama & Perreault, 

2020; Palukaitis, 2014). Σαυτϐχρονα, η εξϊρτηςη του βιολογικοϑ τουσ κϑκλου απϐ κυτταρικοϑσ 

παρϊγοντεσ και διεργαςύεσ του ξενιςτό εύναι (ςχεδϐν) απϐλυτη, γεγονϐσ που καθιςτϊ τα ιοειδό 

υποχρεωτικϊ ενδοκυτταρικϊ παρϊςιτα.  

1.2.2 Σαξινϐμηςη ιοειδών, εϑροσ ξενιςτών, ςυμπτώματα και παθογϋνεια 

Σα ιοειδό ταξινομοϑνται ςε δϑο οικογϋνειεσ, τισ Pospiviroidae και Avsunviroidae, τα μϋλη των οπούων 

διαφϋρουν τϐςο απϐ δομικόσ ϐςο και απϐ λειτουργικόσ ϊποψησ. Σα Pospiviroidae χαρακτηρύζονται και 

ωσ ιοειδό του πυρόνα, ϐπου πολλαπλαςιϊζονται και ςυςςωρεϑονται, φϋρουν μύα χαρακτηριςτικό 

κεντρικό ςυντηρημϋνη νουκλεοτιδικό περιοχό (CCR) και ςτεροϑνται ριβοενζυμικόσ ενεργϐτητασ. Σα 

Avsunviroidae χαρακτηρύζονται και ωσ ιοειδό του χλωροπλϊςτη, ςτεροϑνται τησ περιοχόσ CCR και 

εμφανύζουν ενεργϐτητα  ριβοενζϑμου (βλ. επύςησ Πύνακασ 2 για τα κριτόρια ταξινϐμηςησ των 

ιοειδών).   

Πύνακασ 2 Κριτόρια ταξινϐμηςησ των ιοειδών (Adkar-Purushothama & Perreault, 2020). 

 Οικογϋνεια 

Φαρακτηριςτικϊ Pospiviroidae Avsinviroidae 
Δομό ώριμου ιοειδοϑσ Ραβδϐμορφη (rod-like) Δομό Τ (Τ-shaped) ό 

διακλαδιςμϋνη 
Δομικϋσ/Λειτουργικϋσ 
περιοχϋσ 

Αριςτερό Σερματικό (TL), 
Παθογϋνειασ (P), Κεντρικό (C), 
Μεταβλητό (V), Δεξιϊ Σερματικό 
(TR)    

Απουςία των προηγούμενων 

Δραςτικϐτητα ριβοενζϑμου Όχι Ναι 
Τποκυτταρικϐ ςημεύο 
πολλαπλαςιαςμοϑ 

Πυρόνασ Φλωροπλϊςτησ  

Μοντϋλο πολλαπλαςιαςμοϑ Αςϑμμετροσ κυλυϐμενοσ κϑκλοσ ΢υμμετρικϐσ κυλυϐμενοσ κϑκλοσ 
Εμπλεκϐμενα ϋνζυμα RNA-εξαρτώμενη RNA μεταγραφό 

DNA-εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη 
ΙΙ 

RNA-εξαρτώμενη RNA 
μεταγραφό 
Φλωροπλαςτικό RNA 
πολυμερϊςη 
(πυρηνικϐ γονύδιο) 

Εϑροσ ξενιςτών Ανϊλογα με το εύδοσ του ιοειδοϑσ, 
μεγϊλο ό ςτενϐ εϑροσ 

΢τενϐ εϑροσ 

 

Σο ςϑνολο των Avsunviroidae, καθώσ και οριςμϋνα απϐ τα γϋνη των Pospiviroidae περιορύζονται ςε 

ςτενϐ εϑροσ ξενιςτών. Αντύθετα, τα γϋνη Pospiviroid και Hostuviroid τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae 

μολϑνουν επιτυχώσ ϋνα μεγϊλο εϑροσ ξενιςτών. Ξενιςτϋσ των ιοειδών μποροϑν να βρεθοϑν ςε πολλϋσ 

διαφορετικϋσ οικογϋνειεσ Αγγειοςπϋρμων (Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Arecaceae, Myrtaceae, 

Compositae, Vitaceae, Gesneriaceae). 

Οι ξενιςτϋσ μπορεύ να εύναι ςυμπτωματικού ό αςυμπτωματικού, κϊτι που φαύνεται να ςχετύζεται με το 

βιολογικϐ υπϐβαθρο του ξενιςτό και το ςτϋλεχοσ του ιοειδοϑσ. Η εμφϊνιςη και η δριμϑτητα των 

ςυμπτωμϊτων εξαρτϊται επύςησ απϐ περιβαλλοντικοϑσ παρϊγοντεσ, καθώσ και απϐ το ςτϊδιο τησ 

μϐλυνςησ. Σα ςυμπτώματα, εφϐςον υπϊρχουν, κυμαύνονται απϐ όπια αναςτολό τησ αϑξηςησ ϋωσ 

ςοβαρό παραμϐρφωςη οργϊνων, νϋκρωςη ό χλώρωςη και νανιςμϐ (Tsagris et al., 2008). Η εμφϊνιςη 

των ςυμπτωμϊτων ϋχει ςυςχετιςτεύ με την ενεργοπούηςη των μηχανιςμών RNA ςύγηςησ, καθώσ και με 

την επαγωγό μετα-μεταφραςτικών αλλαγών ςε ενδογενεύσ παρϊγοντεσ, με τουσ οπούουσ εικϊζεται ϐτι 

τα ιοειδό αλληλεπιδροϑν φυςικϊ ό/και λειτουργικϊ (Kovalskaya & Hammond, 2014; Palukaitis, 2014; 

Tsagris et al., 2008). 
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Εύναι αξιοςημεύωτο ϐτι κανϋνα ιοειδϋσ δεν μπορεύ να εγκαθιδρϑςει μϐλυνςη ςε εύδοσ τησ οικογϋνειασ 

Brassicaceae. Σο γεγονϐσ αυτϐ προςφϋρει ϋναν ερευνητικϐ γρύφο, ωσ προσ το υπϐβαθρο αυτόσ τησ 

ανθεκτικϐτητασ. Οι Daròs & Flores επιχεύρηςαν να μολϑνουν φυτϊ αγρύου τϑπου A. thaliana 

(Brassicaceae) με αγροεμποτιςμϐ, ϐμωσ το εύδοσ αποδεύχθηκε πλόρωσ ανθεκτικϐ. Παρϊλληλα, ϋδειξαν 

πωσ το Arabidopsis διαθϋτει ϐλο το ενζυμικϐ υπϐβαθρο που εύναι απαραύτητο για τον πολλαπλαςιαςμϐ 

των ιοειδών του πυρόνα, προτεύνοντασ ϐτι ο παρϊγοντασ-κλειδύ, η απουςύα του οπούου καθιςτϊ το 

εύδοσ ανθεκτικϐ, ςχετύζεται με τη μετακύνηςη του ιοειδοϑσ και ϐχι με τον πολλαπλαςιαςμϐ του (Daròs 

& Flores, 2004).  

Η ανθεκτικϐτητα του Arabidopsis ϋναντι των ιοειδών δημιουργεύ ϋνα πειραματικϐ εμπϐδιο, δεδομϋνησ 

τησ ευχρηςύασ του Arabidopsis  ωσ οργανιςμοϑ- μοντϋλο. ΢ειρϋσ Arabidopsis με ικανϐτητα μϐλυνςησ 

απϐ ιοειδό, θα αποτελοϑςαν μύα προνομιακό πλατφϐρμα ϋρευνασ πϊνω ςτα ιοειδό, ϐχι μϐνο λϐγω τησ 

ευκολύασ που προςφϋρει το Arabidopsis απϐ ϊποψη χειριςμών, αλλϊ και  δεδομϋνου ϐτι πρϐκειται για 

ϋνα απϐ τα καλϑτερα χαρακτηριςμϋνα φυτικϊ εύδη. Όπωσ θα αναφερθεύ και ςτη ςυνϋχεια, οριςμϋνοι 

απϐ τουσ ενδογενεύσ παρϊγοντεσ που εμπλϋκονται ςτον κϑκλο μϐλυνςησ των Pospiviroidae 

χαρακτηρύςτηκαν αρχικϊ ςε in vitro ςυςτόματα και προϋρχονταν απϐ το A. thaliana.  

1.2.3 Οικογϋνεια Pospiviroidae- ςτοιχεύα δομόσ και βιολογύασ 

Σα μϋλη τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae εύναι ςαφώσ περιςςϐτερα και εκτενϋςτερα μελετημϋνα. 

Πρϐκειται για ιοειδό του πυρόνα, ϐπου μεταγρϊφονται, πολλαπλαςιϊζονται και ςυςςωρεϑονται. Ο 

πολλαπλαςιαςμϐσ τουσ ακολουθεύ το μοντϋλο κυλιϐμενου κϑκλου, βϊςει του οπούου 

πολλαπλαςιϊζονται ϐλα τα ιοειδό. ΢την περύπτωςη των Pospiviroidae, το μοντϋλο μεταγραφόσ εύναι 

αςϑμμετρο και περιλαμβϊνει τη μεταγραφό του κλώνου θετικόσ πολικϐτητασ (ϐπωσ κατϊ ςϑμβαςη 

αναφϋρεται ο βιολογικϊ αφθονϐτεροσ κλώνοσ) προσ ϋνα αρνητικόσ πολικϐτητασ γραμμικϐ 

κονκαταμερϋσ, τη ςϑνθεςη θετικόσ πολικϐτητασ γραμμικών κονκαταμερών με καλοϑπι το (-) μϐριο, 

την πϋψη των (+) κονκαταμερών ςε ειδικϋσ θϋςεισ και τϋλοσ την κυκλοπούηςη με 3’-5’ 

φωςφοδιεςτερικϐ δεςμϐ (R. Flores et al., 2015). Όλα τα παραπϊνω βόματα καταλϑονται απϐ ϋνζυμα 

του πυρόνα, απϐ τα οπούα τα Pospiviroidae εξαρτώνται απϐλυτα. Σα ϋνζυμα αυτϊ εύναι η DNA-

εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη ΙΙ (Bojić et al., 2012; Y. Wang et al., 2016), μύα RΝαςη  τησ κλϊςησ ΙΙΙ (Gas 

et al., 2007) και η DNA λιγϊςη I (Nohales et al., 2012) (Εικϐνα 1-1). 

Σα διαφορετικόσ πολικϐτητασ μϐρια παρουςιϊζουν διαφορικό κατανομό εντϐσ του πυρόνα. Σα 

αρνητικόσ πολικϐτητασ κονκταμερό περιορύζονται ςτο πυρηνϐπλαςμα, ενώ τα θετικόσ πολικϐτητασ 

μονομερό και κονκαταμερό εντοπύζονται τϐςο ςτο πυρηνϐπλαςμα, ϐςο και ςτον πυρηνύςκο (Qi & Biao, 

2003). 

 

Εικϐνα 1-1 : Σα ιοειδό τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae ακολουθοϑν ϋνα μοντϋλο αςϑμμετρου κυλιϐμενου κϑκλου 
(Ricardo Flores et al., 2014). 
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Η κυρύαρχη διαμϐρφωςό των Pospiviroidae in planta εύναι μύα ςυμπαγόσ, ραβοδϐμορφη δομό. Ωςτϐςο, 

εύναι πιθανϐ ϐτι τα Pospiviroidae παροδικϊ υιοθετοϑν εναλλακτικϋσ διαμορφώςεισ, ωσ αποτϋλεςμα τησ 

αλληλεπύδραςόσ τουσ με πρωτεϏνεσ του ξενιςτό. Οι εναλλακτικϋσ αυτϋσ διαμορφώςεισ καθιςτοϑν 

δυνατό την επεξεργαςύα των ιοειδών απϐ ενδογενό ϋνζυμα, γεγονϐσ που με τη ςειρϊ του εξυπηρετεύ το 

βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών. Εύναι πιθανϐ η διαμϐρφωςη των Pospiviroidae να εύναι διαφορετικό ςε 

κϊθε βόμα του πολλαπλαςιαςμοϑ τουσ, ώςτε να ευνοηθεύ η ςϑνδεςη με την DNA-εξαρτώμενη RNA 

πολυμερϊςη ΙΙ και τουσ αναγκαύουσ ςυμπαρϊγοντεσ για την ϋναρξη τησ μεταγραφόσ τουσ (βλ. 

Παρϊγραφο 1.2.4) (Dissanayaka Mudiyanselage et al., 2018), η πϋψη των κονκαταμερών ςε μονομερό 

απϐ την RNαςη ΙΙΙ (Gas et al., 2007) και η κυκλοποιόςη των τελευταύων απϐ τη DNA λιγϊςη Ι (Gas et al., 

2007). 

Σα Pospiviroidae χαρακτηρύζονται ςτο ςϑνολϐ τουσ απϐ την παρουςύα πϋντε περιοχών, με 

ςυγκεκριμϋνεσ δομικϋσ και λειτουργικϋσ ιδιϐτητεσ. Οι περιοχϋσ αυτϋσ εύναι οι τερματικό αριςτερό (TL), 

παθογϋνειασ (P), κεντρικό (C), μεταβλητό (V) και δεξιϊ τερματικό (TR), παρουςιϊζουν διαφορετικϊ 

τϊχη μεταλλαξιμϐτητασ, και ϋχουν ςυςχετιςτεύ με διαφορετικϊ ςτοιχεύα του βιολογικοϑ κϑκλου των 

Pospiviroidae. Έτςι, η τερματικό αριςτερό περιοχό ϋχει ςυςχετιςτεύ με την ϋναρξη τησ μεταγραφόσ 

(Bojić et al., 2012; Y. Wang et al., 2016), η περιοχό παθογϋνειασ με την επαγωγό ςυμπτωμϊτων, η 

κεντρικό ςυντηρημϋνη περιοχό (ςυμπεριλαμβανομϋνησ τησ νουκλεοτιδικόσ θηλιϊσ Ε) με τη μετακύνηςη 

ςτον πυρόνα (Abraitiene et al., 2008) και η τερματικό δεξιϊ με τη μετακύνηςη εν γϋνει (Gozmanova et 

al., 2003; Wu et al., 2019). ΢την τερματικό δεξιϊ περιοχό εδρϊζεται ϋνα υψηλϊ ςυντηρημϋνο μοτύβο, 

που ονομϊζεται RY μοτύβο. Πρϐκεται για μύα θηλιϊ απϐ αζευγϊρωτεσ βϊςεισ, που ςυγκροτεύται απϐ 

δϑο ςυντηρημϋνεσ ακολουθύεσ βϊςεων. Αυτό απαντϊται ςε ϐλα τα ιοειδό τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae 

και μπορεύ να εύναι διπλαςιαςμϋνη ό ϐχι, ανϊλογα με το γϋνοσ (Gozmanova et al., 2003; Owens & 

Hammond, 2009) (Εικϐνα 1-2). 
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Εικϐνα 1-2: Η ραβδϐμορφη δευτεροταγόσ δομό του PSTVd. Υαύνονται οι πϋντε χαρακτηριςτικϋσ περιοχϋσ των 
ιοειδών τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae: τερματικό αριςτερό (Terminal Left, TL), παθογονικοτητασ (Pathogenicity, 
P), κεντρικό (Central, C), μεταβλητό (Variable, V), και τερματικό δεξιϊ (Terminal Right, TR). Η κεντρικό 
ςυντηρημϋνη περιοχό (Central Conserved Region, CCR) εδρϊζεται εντϐσ τησ κεντρικόσ περιοχόσ C και περιλαμβϊνει 
τη θηλιϊ Ε, ϋνα δομικϐ μοτύβο ευαύςθητο ςτη UV ακτινοβολύα που δημιουργεύται μϋςω μη- κανονικϐ ζευγϊρωμα 
βϊςεων (οι δεςμού αυτού ςυμβολύζονται ςτο ςχόμα με κϑκλουσ, ○). Η τερματικό αριςτερό περιοχό (TL) 
περιλαμβϊνει εύτε μύα ακραύα ςυντηρημϋνη περιοχό (Terminal Conserved Region, TCR), εύτε μύα ακραύα 
ςυντηρημϋνη φουρκϋτα (Terminal Conserved Hairpin) (δε φαύνεται ςτο ςχόμα). Η τερματικό δεξιϊ περιοχό (TR) 
μπορεύ να περιλαμβϊνει ϋνα ό δϑο αντύγραφα του μοτύβου RY, που αποτελεύ μοτύβο αναγνώριςησ και πρϐςδεςησ 
απϐ πρωτεϏνεσ του ξενιςτό (Owens & Hammond, 2009). 

 

 

Ένα απϐ τα ςημαντικϐτερα γϋνη τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae εύναι το γϋνοσ Pospiviroid, ςτο οπούο 

ανόκει το ιοειδϋσ PSTVd, το εύδοσ-αντιπρϐςωποσ τησ οικογϋνειασ. ΢το ύδιο γϋνοσ ανόκουν και ϊλλα 

ςημαντικϊ ιοειδό, ϐπωσ το CEVd. Όλα τα εύδη του γϋνουσ Pospiviroid χαρακτηρύζονται απϐ την 

παρουςύα δϑο μοτύβων RY, που εδρϊζονται αμφϐτερα ςτην τερματικό δεξιϊ περιοχό (ϋνα ςτο ϊκρο 

αυτόσ και ϋνα ςε εςωτερικό θϋςη)(Gozmanova et al., 2003). ΢τα υπϐλοιπα γϋνη το εςωτερικϐ μοτύβο 

RY απουςιϊζει. 

Ένα μεγϊλο τμόμα τησ ϋρευνασ πϊνω ςτα ιοειδό ϋχει επικεντρωθεύ ςτη μελϋτη του ιοειδοϑσ PSTVd. 

Πρϐκειται για εύδοσ που προςβϊλλει τα Solanaceae, επϊγοντασ, ανϊλογα με το ςτϋλεχοσ, ελαφρϑτερα ό 

βαρϑτερα ςυμπτώματα, ϋωσ τελικϊ τη νϋκρωςη του προςβεβλημϋνου φυτοϑ. Η ςημαςύα του ςε 

επύπεδο αγροοικονομύασ εύναι μεγϊλη, αφοϑ μεταξϑ των κϑριων ξενιςτών του ςυγκαταλϋγονται η 

τομϊτα (Lycopersicon esculentum) και η πατϊτα (Solanum tuberosum). Σο PSTVd μπορεύ, επύςησ, να 

μολϑνει εύδη καπνοϑ (Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana).  

1.2.4 Εξϊρτηςη απϐ τουσ ξενιςτϋσ 

Όλεσ οι πτυχϋσ τησ βιολογύασ των ιοειδών, ςυμπεριλαμβανομϋνων του πολλαπλαςιαςμοϑ και τησ ενδο- 

και διακυτταρικόσ, καθώσ και τησ διαςυςτημικόσ μετακύνηςησ, εξυπηρετοϑνται απϐ ενδογενεύσ 

παρϊγοντεσ, με τουσ οπούουσ τα ιοειδό αλληλεπιδροϑν φυςικϊ ό/και λειτουργικϊ. Η ταυτοπούηςη 

αυτών των παραγϐντων, καθώσ και η κατανϐηςη του τϑπου και τησ ςημαςύασ τησ αλληλεπύδραςόσ 

τουσ με τα ιοειδό, ϋχει αξύα ςε επύπεδο βαςικόσ ϋρευνασ αλλϊ και βιοτεχνολογικών εφαρμογών. ΢την 

παροϑςα παρϊγραφο ςυνοψύζεται ϐ,τι εύναι ϋωσ τώρα γνωςτϐ για το βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών, 

καθώσ και των εμπλεκϐμενων ςε αυτϐν παραγϐντων του ξενιςτό, με ϋμφαςη ςτην οικογϋνεια 

Pospiviroidae. 

Όπωσ όδη αναφϋρθηκε, ϐλα τα βόματα για τον πολλαπλαςιαμϐ των Pospiviroidae καταλϑονται απϐ 

ϋνζυμα του πυρόνα του ξενιςτό και ςυγκεκριμϋνα απϐ την DNA-εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη ΙΙ, μύα 

RΝαςη  τησ κλϊςησ ΙΙΙ και τη DNA λιγϊςη Ι (Nohales et al., 2012). Εύναι αξιοςημεύωτο ϐτι τα ιοειδό 

μποροϑν να επαναπρογραμματύζουν την ειδικϐτητα των ενζϑμων του ξενιςτό τουσ: υποχρεώνουν 

αφενϐσ μύα DNA-εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη να δρϊςει με RNA ωσ εκμαγεύο και αφετϋρου μύα DNA 

λιγϊςη να δεχτεύ RNA ωσ υπϐςτρωμα. Ειδικϊ ςτην περύπτωςη τησ DNA-εξαρτώμενησ RNA 
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πολυμερϊςησ, αυτό φϋρει αποδεδειγμϋνα την ικανϐτητα in vitro RNA-εξαρτώμενου RNA πολυμεριςμοϑ, 

η περύπτωςη ϐμωσ των ιοειδών εύναι προσ το παρϐν η μοναδικό ϐπου το ϋνζυμο εμφανύζει τϋτοια 

ενεργϐτητα in vivo. Μϊλιςτα, τα πλϋον πρϐςφατα ςτοιχεύα υποδεικνϑουν η μεταγραφό του ιοειδοϑσ 

απϐ την RNA πολυμερϊςη ΙΙ γύνεται de novo, χωρύσ δηλαδό τη ςυμμετοχό κϊποιου εκκινητικοϑ μορύου 

(Dissanayaka Mudiyanselage & Wang, 2020). 

Παρϊλληλα, ϋχει δειχθεύ η ικανϐτητα φυςικόσ ςϑνδεςησ του PSTVd, τυπικοϑ εύδουσ των Pospiviroidae, 

με τη ριβοςωμικό πρωτεϏνη RPL5 (Eiras et al., 2011), καθώσ και με τισ δϑο εναλλακτικϋσ μορφϋσ του 

μεταγραφικοϑ παρϊγοντα TFIIIA (TFIIIA-7ZF και TFIIIA-9ZF) (Dissanayaka Mudiyanselage et al., 2018; 

Jiang et al., 2018; Y. Wang et al., 2016). ΢υνδεϐμενο με την RLP5, το PSTVd μεταβϊλλει το ιςοζϑγιο 

μεταξϑ TFIIIA-7ZF και TFIIIA-9ZF, προωθώντασ τη διατόρηςη του μεταγρϊφου που κωδικεϑει για την 

πρώτη μορφό. Ο TFIIIA-7ZF ςυνδϋεται με το ιοειδϋσ μϋςω τησ αριςτερόσ  τερματικόσ περιοχόσ αυτοϑ 

και προωθεύ τη μεταγραφό του απϐ την DNA-εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη ΙΙ. Εύναι αξιοςημεύωτο ϐτι 

η ϋτερη μορφό του παρϊγοντα, η TFIIIA-9ZF, επύςησ ςυνδϋεται φυςικϊ με το PSTVd. Η ςϑνδεςη αυτό 

εμπλϋκει τη δεξιϊ τερματικό περιοχό του ιοειδοϑσ, μύα περιοχό που λειτουργικϊ ςχετύζεται με τη 

μετακύνηςό του  (Dissanayaka Mudiyanselage et al., 2018; Y. Wang et al., 2016). Δεδομϋνου του 

υποκυτταρικοϑ περιοριςμοϑ του TFIIIA-9ZF ςτον πυρηνύςκο, ο ςυγκεκριμϋνοσ παρϊγοντασ αναμϋνεται 

να μετϋχει ςτην ενδοκυτταρικό μεταφορϊ του PSTVd, χωρύσ ϐμωσ προσ το παρϐν να ϋχει 

αποςαφηνιςτεύ το πώσ. 

Έωσ ςόμερα, ϋχουν ταυτοποιηθεύ δϑο πρωτεϏνεσ με ςημαντικό εμπλοκό ςτη μετακύνηςη των ιοειδών, η 

πρωτεϏνη του φλοιώματοσ PP2 ςτο αγγοϑρι (Cucumis sativum) και η πρωτεϏνη VIRP1 ςτα Solanaceae. 

Η CsPP2 δημιουργεύ in planta ςϑμπλοκα με το HSVd (Pospiviroidae) και ϋχει ςυςχετιςτεύ λειτουργικϊ με 

τη διαςυςτημικό μεταφορϊ του τελευταύου. Η ςυγκεκριμϋνη πρωτεϏνη φϋρει μοτύβο πρϐςδεςησ 

δύκλωνου RNA, ςε αντύθεςη με την ομϐλογό τησ ςτην κολοκϑθα (Curcubita maxima), CmPP2, απϐ την 

οπούα το ςυγκεκριμϋνο μοτύβο απουςιϊζει. Η απουςύα αυτοϑ του μοτύβου ςτην CmPP2, και ϊρα η 

ανικανϐτητα ςϑνδεςησ του HSVd με αυτό, φαύνεται να εύναι ο αιτιολογικϐσ παρϊγοντασ για την 

ανθεκτικϐτητα τησ C.maxima απϋναντι ςτο HSVd. Πρϊγματι, η παρουςύα τησ CsPP2 ςτο φλούωμα τησ 

C.maxima εύναι ικανό (και ενδεχομϋνωσ αναγκαύα) ςυνθόκη για την εγκαθύδρυςη διαςυςτημικόσ 

μϐλυνςησ ςτην C.maxima απϐ το HSVd (Gómez & Pallás, 2004).  

Η φυςικό αλληλεπύδραςη τησ VIRP1 (Viroid-RNA Binding Protein 1) με το PSTVd διαπιςτώθηκε αρχικϊ 

ςε in vitro ςυςτόματα, και επιβεβαιώθηκε ςε in vivo μελϋτεσ (Kalantidis et al., 2007; Maniataki et al., 

2003; Martínez de Alba et al., 2003). Σα χαρακτηριςτικϊ αυτόσ τησ αλληλεπύδραςησ, η ςημαςύα αυτόσ, 

καθώσ και οι δυνητικϋσ τησ προεκτϊςεισ ςε μύα προςπϊθεια κατανϐηςησ του βιολογικοϑ κϑκλου των 

ιοειδών και του τρϐπου που καθορύζεται το εϑροσ ξενιςτών για κϊθε εύδοσ, ςυζητοϑνται ςτην 

ακϐλουθη παρϊγραφο.  

1.3 Η πρωτεϏνη VIRP1 

1.3.1 Η ςχϋςη τησ VIRP1 με τα ιοειδό και ϊλλα παθογϐνα RNAs 

Η πρωτεϏνη VIRP1 τησ τομϊτασ (L. esculentum) χαρακτηρύςτηκε αρχικϊ ωσ μύα πρωτεϏνη ικανό να 

προςδϋνει κλώνουσ θετικόσ πολικϐτητασ του ιοειδοϑσ PSTVd (μονομερό και ολιγομερό) (Martínez de 

Alba et al., 2003). Η αλληλεπύδραςη αυτό χαρακτηρύζεται απϐ δυαδικό ειδικϐτητα, καθώσ εμπλϋκει μύα 

ϊτυπη περιοχό πρϐςδεςησ RNA, ϐςον αφορϊ ςτην πρωτεϏνη VIRP1, και ϋνα RY μοτύβο, ϐςον αφορϊ ςτο 
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ιοειδϋσ. Σο μοτύβο αυτϐ εδρϊζεται ςτην τερματικό δεξιϊ περιοχό (TR) του PSTVd. Σο ύδιο μοτύβο 

ευρύςκεται ςε ϊλλα ιοειδό, ςυγγενικϊ του PSTVd, ϐπωσ τα HSVd και CEVd, τα οπούα επύςησ μολϑνουν 

τα Solanaceae (Gozmanova et al., 2003) και εμφανύζεται, εντϐσ αυτόσ τησ φυλογενετικόσ ομϊδασ, 

υψηλϐτατα ςυντηρημϋνο και ϊμεςα ςυςχετιζϐμενο με την παθογονικϐτητα των διαφορετικών 

ςτελεχών κϊθε εύδουσ ιοειδοϑσ.  

Μετϋπειτα πειρϊματα κατϋδειξαν την VIRP1 ωσ ϋναν ενδογενό παρϊγοντα με μεύζονα ςημαςύα για το 

βιολογικϐ κϑκλο του ιοειδοϑσ PSTVd και, κατϊ πϊςα πιθανϐτητα, ςυγγενών ιοειδών που μολϑνουν εύδη 

των Solanaceae. Πρώτον, η ομϐλογη πρωτεϏνη VIRP1 του καπνοϑ ϋχει επύςησ την ικανϐτητα να 

δημιουργεύ ςϑμπλοκα in vivo με το PSTVd και δεϑτερον, η καταςτολό τησ ενδογενοϑσ VIRP1 ςε φυτϊ 

καπνοϑ εύναι ικανό ςυνθόκη για τη μετατροπό των τελευταύων απϐ ευαύςθητα ςε ανθεκτικϊ ϋναντι 

μηχανικών μολϑνςεων με τα PSTVd και CEVd (Kalantidis et al., 2007). 

Προσ το παρϐν, ο ακριβόσ ρϐλοσ τησ VIRP1 ςτο βιολογικϐ κϑκλο του ιοειδοϑσ παραμϋνει ϊγνωςτοσ, 

παρϐλο που ϋνα ςϑνολο ςτοιχεύων ςυνηγοροϑν υπϋρ τησ εμπλοκόσ τησ, τρϐπον τινϊ, ςτη μετακύνηςό 

του, εύτε εντϐσ του κυττϊρου, εύτε διακυτταρικϊ, εύτε ακϐμη και με τη VIRP1 να μεςολαβεύ ςτο 

φϐρτωμα του ιοειδοϑσ ςτο φλούωμα (Maniataki et al., 2003). Εύναι αξιοςημεύωτο ϐτι το μοτύβο RY που 

εδρϊζεται ςτην τερματικό δεξιϊ περιοχό αυτών των ιοειδών αλληλεπικαλϑπτεται με την περιοχό 

πρϐςδεςησ του παρϊγοντα TFIIIA-9ZF, εγεύροντασ ερωτόματα ςε ςχϋςη με το αν προκϑπτει ό ϐχι 

ανταγωνιςμϐσ μεταξϑ των δϑο πρωτεώνών για την πρϐςδεςη με το ιοειδϋσ, και, αν ναι, κϊτω απϐ ποιεσ 

ςυνθόκεσ και με τι επιπτώςεισ (Dissanayaka Mudiyanselage et al., 2018; Y. Wang et al., 2016).  

Πιο πρϐςφατα, η VIRP1 ςυςχετύςτηκε με ϋναν ϊλλο τϑπο παθογϐνων RNAs των φυτών. ΢υγκεκριμϋνα, 

φϊνηκε να αλληλεπιδρϊ in vitro με το δορυφορικϐ RNA του ιοϑ CMV. Η VIRP1 φϊνηκε να δρα ωσ 

παρϊγοντασ του ξενιςτό, ικανϐσ και αναγκαύοσ για τη μετακύνηςη του δορυφορικοϑ Q-satRNA ςτον 

πυρόνα, μύα μετακύνηςη ςημαντικό για τον πολλαπλαςιαςμϐ του Q-satRNA  (Chaturvedi et al., 2014).  

1.3.2 Δομικϐσ χαρακτηριςμϐσ τησ VIRP1 και ςτοιχεύα λειτουργύασ 

Απϐ δομικόσ ϊποψησ, η VIRP1 εύναι μύα πρωτεϏνη περύπου 65kDA που ανόκει ςτην οικογϋνεια 

πρωτεώνών BET και, ωσ τϋτοια, φϋρει μύα μοναδικό βρομο- επικρϊτεια ςτην αμινοτελικό περιοχό τησ, 

καθώσ και μύα περιοχό ΝΕΣ ςτο καρβοξυ-τελικϐ ϊκρο τησ. Υϋρει επύςησ τρύα πιθανϊ πεπτύδια 

πυρηνικοϑ εντοπιςμοϑ και μύα τουλϊχιςτον περιοχό, κοντϊ ςτο αμινο-τελικϐ ϊκρο τησ (105ο-128ο 

αμινοξικϐ κατϊλοιπο) με ιςχυρό πρϐβλεψη ςυγκρϐτηςησ ςπειρωμϋνου ςπειρϊματοσ (coiled coil). 

Σϋλοσ, καθοδικϊ τησ βρομο- επικρϊτειασ (313ο-403ο αμινοξικϐ κατϊλοιπο) εδρϊζεται η περιοχό που 

λειτουργεύ ωσ επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA ςτην περύπτωςη των ιοειδών τϑπου PSTVd (Martínez de 

Alba et al., 2003). 

Σα δομικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ VIRP1 ςυνηγοροϑν υπϋρ τησ υπϐθεςησ ϐτι πρϐκειται για μύα πρωτεϏνη 

που λειτουργικϊ ςχετύζεται με τη χρωματύνη, ενδεχομϋνωσ δρώντασ ωσ μεταγραφικϐσ ρυθμιςτόσ. 

Ωςτϐςο, ο ενδογενόσ ρϐλοσ τησ προσ το παρϐν παραμϋνει αςαφόσ. Έχει δειχθεύ ϐτι υποκυτταρικϊ 

εντοπύζεται ςτον πυρόνα (Kalantidis et al., 2007), αν και δεν αποκλεύεται να ϋχει τη δυνατϐτητα 

ταχεύασ εξϐδου και επαν-ειςϐδου ςε αυτϐν, δεδομϋνου ϐτι υπϊρχει in silico πρϐβλεψη για ϑπαρξη 

πεπτιδύου εξϐδου απϐ τον πυρόνα (NES) ςτην αλληλουχύα τησ. Ο μοναδικϐσ φαινϐτυποσ που ϋχει ϋωσ 

τώρα καταγραφεύ, εύναι μύα όπια επιναςτύα ςτο ςτϊδιο των κοτυληδϐνων, που παρατηρόθηκε ςε φυτϊ 

καπνοϑ (N.benthamiana και N.tabacum) ϐπου υπερεκφρϊζεται η πρωτεϏνη VIRP1 τησ τομϊτασ 

(Kalantidis et al., 2007). Όςον αφορϊ ςτο πρϐτυπο ϋκφραςησ, το LeVirp1 φαύνεται να εκφρϊζεται 
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ιςχυρϊ ςτο ϊνθοσ (πϋταλα και ςϋπαλα), τον καρπϐ, τα ςπϋρματα και τα φϑλλα (Martínez de Alba et al., 

2003). 

1.3.3 ΢τοιχεύα φυλογϋνεςησ 

Η VIRP1 αρχικϊ βρϋθηκε ςτην τομϊτα (L. esculentum) (Martínez de Alba et al., 2003), ενώ γρόγορα 

φϊνηκε να αποτελεύ μύα υψηλϊ ςυντηρημϋνη πρωτεϏνη ειδών τησ οικογϋνειασ Solanaceae. 

Αντιπροςωπευτικϊ εύδη τησ οικογϋνειασ (L. esculentum, S. tuberosum, N. benthamiana και N. tabacum) 

φϋρουν ϐλα απϐ ϋνα ό δϑο γονύδια που κωδικοποιοϑν για την πρωτεϏνη VIRP1. Σϐςο η κωδικό 

αλληλουχύα ϐςο και η αμινοξικό φαύνονται εξαιρετικϊ ςυντηρημϋνεσ  (Kalantidis et al., 2007). 

Τψηλϊ ομϐλογϋσ τησ φαύνεται να εντοπύζονται και ςε ϊλλεσ οικογϋνειεσ Αγγειοςπϋρμων, οι οπούεσ 

επύςησ μολϑνονται απϐ ιοειδό του πυρόνα. ΢ε προγρϊμματα αντιςτούχιςησ πρωτεώνικών αλληλουχιών 

φαύνεται πωσ η γειτνιϋςτερη εξελικτικϊ πρωτεϏνη του A. thaliana εύναι ο παρϊγοντασ GTE7. Αν και το 

ποςοςτϐ ομολογύασ των αμινοξικών αλληλουχιών για τισ πρωτεϏνεσ VIRP1 και GTE7 θεωρεύται μη 

αμελητϋο (40.1%), αυτϐ φαύνεται να μεταβϊλλεται ςημαντικϊ, ανϊλογα με την περιοχό τησ πρωτεϏνησ 

που ςτοιχύζεται κϊθε φορϊ (Εικϐνα 1-3). 

Εικϐνα 1-3: ΢τούχιςη των αμινοξικών αλληλουχιών των πρωτεώνών LeVIRP1, NbVIRP1, NtVIRP1 και AtGTE7 ςτο 
πρϐγραμμα MEGA X. (Α) περιοχό βρομο-επικρϊτειασ (ςτη LeVIRP1 αντιςτοιχεύ ςτα αμινοξικϊ κατϊλοιπα 204-276), 
(Β) περιοχό ϊτυπησ επικρϊτειασ πρϐςδεςησ RNA (ςτη LeVIRP1 αντιςτοιχεύ ςτα αμινοξικϊ κατϊλοιπα 313-403), (Γ) 
μοτύβο NET (αμινοτελικό περιοχό του Extra-Terminal Domain)(ςτη LeVIRP1 αντιςτοιχεύ ςτα αμινοξικϊ κατϊλοιπα 
397-490). 
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1.4 ΢τϐχοσ τησ διπλωματικόσ εργαςύασ 

Η παροϑςα διπλωματικό εργαςύα επικεντρώθηκε ςτην πρωτεϏνη VIRP1 και τη ςημαςύα τησ για το 

βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών του πυρόνα. ΢τα Solanaceae η VIRP1 κατϋχει μεύζονα ρϐλο για το 

βιολογικϐ κϑκλο του PSTVd και ϊλλων μελών τησ οικογϋνειασ Pospiviroidae (Kalantidis et al., 2007), 

ρϐλοσ που πιθανϐτατα ςχετύζεται με κϊποια πτυχό τησ μετακύνηςησ του ιοειδοϑσ. Η πρωτεϏνη VIRP1 

προςδϋνει ειδικϊ τα ιοειδό μϋςω τησ ϊτυπησ επικρϊτειασ πρϐςδεςησ RNA που φϋρει. Η ςϑνδεςη εύναι 

ειδικό, καθώσ η VIRP1 αναγνωρύζει και προςδϋνει τα ιοειδό μϋςω ςυγκεκριμϋνου δομικοϑ μοτύβου, του 

μοτύβου RY, το οπούο αποτελεύ δομικϐ γνώριςμα ϐλων των Pospiviroidae (Martínez de Alba et al., 

2003). Κυρύωσ, η φυςικό ςϑνδεςη VIRP1-ιοειδοϑσ φαύνεται να εύναι ςημαντικό, προκειμϋνου το ιοειδϋσ 

να χρηςιμοποιόςει την VIRP1, ωςτϐςο κϊτι τϋτοιο δεν ϋχει αποςαφηνιςτεύ ϋωσ τώρα. In silico ϋλεγχοι 

υποδεικνϑουν ϐτι ςτισ οικογϋνειεσ Αγγειοςπϋρμων που μολϑνονται απϐ τα Pospiviroidae απαντώνται 

υψηλϊ ςυντηρημϋνεσ ομϐλογεσ τησ VIRP1. Αντύθετα, ο παρϊγοντασ GTE7, η γειτνιϋςτερη ομϐλογη τησ 

VIRP1 ςτο A.thaliana, ενώ εμφανύζει υψηλϊ ςυντηρημϋνη αμινοξικό αλληλουχύα ςε κϊποιεσ 

λειτουργικϋσ περιοχϋσ, φαύνεται ελϊχιςτα ςυντηρημϋνοσ ςτην περιοχό ϐπου εδρϊζεται η ϊτυπη 

επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA.  

Βϊςει των παραπϊνω, και δεδομϋνου ϐτι το A.thaliana εύναι πλόρωσ ανθεκτικϐ ϋναντι των ιοειδών 

(Daròs & Flores, 2004), προϋκυψε ϋνα διττϐ ερώτημα, ςτο οπούο βαςύςτηκε ϐλη η παροϑςα 

διπλωματικό εργαςύα. Πρώτον, εύναι η ετερϐλογη ϋκφραςη τησ VIRP1 ικανό ςυνθόκη για τη μετατροπό 

του A.thaliana ςε ξενιςτό ιοειδών ϐπωσ το PSTVd; Δεϑτερον, ϋχει η ενδογενόσ ομϐλογη τησ VIRP1, 

δηλαδό ο παρϊγοντασ GTE7, την ικανϐτητα να προςδϋνει ιοειδό ϐπωσ το PSTVd;  

Κϑριοσ ςτϐχοσ όταν η απϐκτηςη διαγονιδιακών ςειρών A. thaliana, ϐπου η VIRP1 τησ τομϊτασ 

(L.esculentum) θα εκφρϊζεται ςταθερϊ, και κατϐπιν η μϐλυνςη των διαγονιδιακών LeVIRP1 με ιοειδό 

του γϋνουσ Pospiviroid, ώςτε να ελεγχθεύ εϊν η παρουςύα τησ VIRP1 μπορεύ να προωθόςει τη μϐλυνςό 

τουσ απϐ τα ιοειδό. Σα φυτϊ αυτϊ αποτελοϑν το απαραύτητο βιολογικϐ υπϐβαθρο για τη διεξαγωγό 

του ςυγκεκριμϋνου πειραματικοϑ ελϋγχου. Ο ςυγκεκριμϋνοσ ϋλεγχοσ προςφϋρει, με τη ςειρϊ του, μύα 

ιςχυρό απϐδειξη υπϋρ ό κατϊ τησ καθολικόσ ςημαςύασ τησ VIRP1 για το βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών 

του γϋνουσ Pospiviroid και ενδεχομϋνωσ των Pospiviroidae εν γϋνει. 

Παρϊλληλα, προκειμϋνου να διερευνηθεύ η πιθανϐτητα ςϑνδεςησ μεταξϑ AtGTE7 και PSTVd, τϋθηκε ωσ 

ςτϐχοσ η κλωνοπούηςη των πρωτεώνών AtGTE7, LeVIRP1 και LeVIRP1Δ ςε μεταφραςτικό ςϑντηξη με 

κατϊλληλο πρωτεώνικϐ επύτοπο, προκειμϋνου, μετϊ απϐ παροδικό ϋκφραςό τουσ ςε φϑλλα 

μολυςμϋνων με PSTVd ατϐμων N.benthamiana, να εύναι δυνατό η ανοςοκατακρόμνιςό τουσ και ο 

ϋλεγχοσ ςϑνδεςησ τησ GTE7 με το ιοειδϋσ. Η αποςαφόνιςη του αν ο AtGTE7 μπορεύ ό ϐχι να προςδϋςει 

ιοειδό ϐπωσ το PSTVd αποτελεύ καύριο ςημεύο για την κατανϐηςη τησ εγγενοϑσ ανθεκτικϐτητασ του 

Arabidopsis ϋναντι των Pospiviroidae. Παρϊλληλα, εύναι αναγκαύο ςημεύο προκειμϋνου να δοθεύ μύα 

αξιϐπιςτη ερμηνεύα ςτα αποτελϋςματα που θα προκϑψουν απϐ τα πειρϊματα μολϑνςεων των 

διαγονιδιακών Arabidopsis LeVIRP1. 
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 2 Τλικϊ και Μϋθοδοι 

2.1 Φειριςμϐσ βακτηριακών κυττϊρων 

2.1.1 Βακτηριακϊ ςτελϋχη, ςυνθόκεσ ανϊπτυξησ και φϑλαξησ 

΢τον παρακϊτω πύνακα αναγρϊφονται ϐλα τα ςτελϋχη κυττϊρων Escherichia coli και Agrobacterium 

tumefaciens που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα εργαςύα, με τα βαςικϊ χαρακτηριςτικϊ ανϊπτυξόσ 

τουσ.  

Εύδοσ ΢τϋλεχοσ Μϋςο 
ανϊπτυξησ 

΢υνθόκεσ 
επώαςησ 

΢χϐλιο 

Escherichia 
coli 

Stellar LB 37oC (150-200rpm) ευαιςθηςύα ςτην ccdB 

 DH5α LB 37oC (150-200rpm) ευαιςθηςύα ςτην ccdB 
 DH10β LB 37oC (150-200rpm) μερικό ανθεκτικϐτητα ςτην 

ccdB 
 ccdB LB 37oC (150-200rpm) ανθεκτικϐτητα ςτην ccdB 
Agrobacterium GV3101 LB, Rif50 28oC (150-200rpm) Κατϊλληλο για μεταςχηματιςμϐ 

Arabidopsis με τη μϋθοδο τησ 
εμβϊπτιςησ ανθικών μερών 

 C58C1 LB, Rif100 28oC (150-200rpm) Κατϊλληλο για αγροεμποτιςμϐ 
ςε φϑλλα Nicotiana 

 LB4404 LB, Rif5o 28oC (150-200rpm) Κατϊλληλο για μεταςχηματιςμϐ 
Nicotiana με τη μϋθοδο τησ 
επαγωγόσ κϊλλου 

 

Ωσ θρεπτικϐ μϋςο για την καλλιϋργειϊ τουσ χρηςιμοποιόθηκε θρεπτικϐ μϋςο Luria-Bertani 

(BactoTryptone 10g/L, NaCl 5g/L, Bacto Yeast Extract 5g/L, pH 7.0), ςε υγρό ό ςτερεό μορφό (με 

προςθόκη 1%w/v ϊγαρ) με προςθόκη κατϊλληλων αντιβιοτικών ϐποτε αυτϐ όταν απαραύτητο. 

Για μακρϐχρονη φϑλαξη των επιθυμητών βακτηριακών κλώνων παραςκευϊςτηκαν ςτοκ γλυκερϐλησ. 

700μl φρϋςκιασ υγρόσ καλλιϋργειασ μεταφϋρονται ςε αποςτειρωμϋνο epp. 2,0ml και προςτύθενται 

300μl αποςτειρωμϋνησ γλυκερϐλησ 70%. Ακολουθεύ ανϊδευςη και αποθόκευςη ςε υπερκαταψϑκτη (-

80°C). 

2.1.2 Μεταςχηματιςμϐσ δεκτικών κυττϊρων Escherichia coli 

Ξεπϊγωμα κυττϊρων ςτον πϊγο. Προςθόκη ~100ng πλαςμιδύου και ανϊμειξη με την πιπϋτα ςε ςτεύρεσ 

ςυνθόκεσ. Επώαςη ςτον πϊγο (30min). Εφαρμογό θερμικοϑ ςοκ: μεταφορϊ κυττϊρων ςτουσ 42οC για 

45-60sec και επαναφορϊ ςτον πϊγο (2min). Προςθόκη αποςτειρωμϋνου LB μϋχρι τελικϐ ϐγκο 1ml. 

Επώαςη ςτουσ 37οC (1h). Κατϋβαςμα κυττϊρων με φυγοκϋντρηςη ςε χαμηλϋσ ςτροφϋσ (3.2-3.8krpm/ 

3min), απομϊκρυνςη του LB και επαναιώρηςη κυττϊρων ςε 100-200μl LB. Επύςτρωςη ςε LB (με 

αντιβιοτικϊ) και o/n επώαςη ςτουσ 37οC. 

Ο ϋλεγχοσ για την παρουςύα του επιθυμητοϑ πλαςμιδύου ϋγινε ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ μϋςω υγρόσ 

ανακαλλιϋργειασ καλϊ αναπτυγμϋνων μονόρων αποικιών, MINIPREP απομϐνωςησ πλαςμιδιακοϑ DNA 

απϐ αυτϋσ και ϋλεγχοσ με διαγνωςτικϋσ πϋψεισ. 

2.1.3 Μεταςχηματιςμϐσ δεκτικών κυττϊρων Agrobacterium tumefaciens 

Ήπιο ξεπϊγωμα κυττϊρων ςτον πϊγο (~20min). Προςθόκη 5μg πλαςμιδιακοϑ DNA και ταχεύα 

μεταφορϊ ςε υγρϐ ϊζωτο, ώςτε να παγώςουν τα κϑτταρα. Εφαρμογό θερμικοϑ ςοκ: μεταφορϊ 
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κυττϊρων ςτουσ 37οC για 20-30min και επαναφορϊ ςτον πϊγο (2min). Προςθόκη αποςτειρωμϋνου LB 

μϋχρι τελικϐ ϐγκο 1ml. Επώαςη ςτουσ 28οC, ςε ανακύνηςη (180rpm) για 2-3h. Κατϋβαςμα κυττϊρων με 

φυγοκϋντρηςη ςε χαμηλϋσ ςτροφϋσ (2krcf/ 3min), απομϊκρυνςη του LB και επαναιώρηςη κυττϊρων 

ςε 100-200μl LB. Επύςτρωςη ςε LB (με αντιβιοτικϊ) και o/n επώαςη ςτουσ 28οC.    

Ο ϋλεγχοσ για την παρουςύα του επιθυμητοϑ πλαςμιδύου ςτην περύπτωςη των αγροβακτηρύων 

περιλαμβϊνει την απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ μονόρεισ αποικύεσ (AGROPREP), τον εκ νϋου 

μεταςχηματιςμϐ δεκτικών κυττϊρων E. coli με 5-10μl απομονωμϋνου πλαςμιδιακοϑ DNA (back 

transformation), και τελικϊ την ϋμμεςη επιβεβαύωςη των αρχικών αγροβακτηριακών κλώνων μϋςω 

ελϋγχου των E.coli αποικιών που αναπτϑςςονται.  

2.2 Φειριςμού φυτών 

2.2.1 Υϑτευςη, ςυνθόκεσ ανϊπτυξησ και φϑλαξησ 

΢την παροϑςα εργαςύα χρηςιμοποιόθηκαν φυτϊ αγρύου τϑπου Arabidopsis thaliana (Col-0), πρώτον 

για την απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA και ολικοϑ RNA, και επύςησ για τη δημιουργύα διαγονιδιακών 

ςειρών Arabidopsis 35S LeVIRP1. 

΢ε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ, πραγματοποιόθηκε ϊρςη ληθϊργου των ςπερμϊτων, που περιλαμβϊνει τη 

διϊβρεξη και μεταφορϊ τουσ ςε ςκοτϊδι (4oC) (2-4d) και κατϐπιν διαςπορϊ ςε κατϊλληλο μϋςο 

ανϊπτυξησ (χώμα: περλύτησ ςε αναλογύα 1:1) και μεταφορϊ ςτο θϊλαμο ανϊπτυξησ (24-26oC, 16h 

φωσ/8h ςκοτϊδι (μακρϋσ ημϋρεσ)). Οι δεξαμενϋσ ςπερμϊτων φυλϊχθηκαν ςτο ςκοτϊδι (4oC). 

2.2.2 Μεταςχηματιςμϐσ Arabidopsis thaliana μϋςω εμβϊπτιςησ ανθικών μερών 

Ο μεταςχηματιςμϐσ των A.thaliana  ϋγινε βϊςει του πρωτοκϐλλου των (Zhang et al.,2006) για 

μεταςχηματιςμϐ μϋςω εμβϊπτιςησ των ανθικών μερών. Εμβολιαςμϐσ 5ml υγροϑ LB (με αντιβιοτικϊ 

επιλογόσ) με μικρό ποςϐτητα αγροβακτηρύου και επώαςη  για 1-2d (28°C, 180rpm). Φρόςη τησ 

προκαλλιϋργειασ για τον εμβολιαςμϐ μεγαλϑτερου ϐγκου LB (500ml ςε φλϊςκα 1L) και επώαςη για 

16-24h (28°C/ 180rpm), ϋωσ ϐτου η καλλιϋργεια φθϊςει τη ςτατικό φϊςη ανϊπτυξησ (OD600=1.5-2.0). 

΢υλλογό των αγροβακτηριακών κυττϊρων με φυγοκϋντρηςη ςε χαμηλϋσ ςτροφϋσ (4,0 krcf/10min) 

(RT) και  επαναιώρηςη μϋςω όπιασ ανϊδευςησ ςε ύςο ϐγκο φρϋςκου διαλϑματοσ ςουκρϐζησ 5% w/v. 

Προςθόκη Silwet L-77 ςε ςυγκϋντρωςη 0,02%v/w και καλό ανϊμειξη αμϋςωσ πριν την εμβϊπτιςη. 

Μεταφορϊ του αιωρόματοσ αγροβακτηρύων ςε κατϊλληλο περιϋκτη. Ανατροπό των φυτών και βϑθιςη 

του εναϋριου τμόματοσ ςτο βακτηριακϐ αιώρημα (10sec, με όπια ανακύνηςη). ΢τϋγνωμα των φυτών. 

Κϊλυψη των φυτών με πλαςτικϐ κϊλυμμα. Μεταφορϊ και φϑλαξη ςε ςκοτεινϐ και δροςερϐ μϋροσ. 

Μετϊ απϐ 16-24h, απομϊκρυνςη του καλϑμματοσ και μεταφορϊ ςτο θϊλαμο ανϊπτυξησ. ΢το ςτϊδιο 

ωρύμανωςησ των χεδρώπων (siliques), διακοπό του ποτύςματοσ. ΢υλλογό των ςπερμϊτων και φϑλαξη 

(4oC). 

2.3 Νουκλεώκϊ οξϋα 

2.3.1 Απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA απϐ φυτικϐ ιςτϐ 

Η επιβεβαύωςη των επιτυχώσ μεταςχηματιςμϋνων φυτών A.thaliana ϋγινε με αλυςιδωτό αντύδραςη 

πολυμερϊςησ (PCR). Ωσ εκμαγεύο χρηςιμοποιόθηκε γενωμικϐ DNA, το οπούο εύχε απομονωθεύ απϐ τα 

φϑλλα των αντύςτοιχων ατϐμων, βϊςει του ακϐλουθου πρωτοκϐλλου. 
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Κονιορτοπούηςη ~30ng φυτικοϑ ιςτοϑ ςε 300μl διαλϑματοσ εκχϑλιςησ CTAB (2% CTAB, 100mΜ Tris 

pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% PVP (polyvinyl pyrrolidone). Επώαςη του εκχυλύςματοσ  ςτουσ 

65οC για 20-30min με παροδικό ιςχυρό ανϊδευςη (vortex) ανϊ διαςτόματα. Προςθόκη ύςου ϐγκου 

χλωροφορμύου και ιςχυρό ανϊδευςη (vortex). Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (13.0 krpm) για 

10min (RT). Μεταφορϊ υπερκειμϋνου ςε καθαρϐ epp (1.5ml), προςθόκη 250μl ιςοπροπανϐλησ και 

όπια ανϊδευςη. Επώαςη ςε RT (5min). Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (13.0 krpm) για 30min (RT). 

Απομϊκρυνςη υπερκειμϋνου και προςθόκη αιθανϐλησ (70%). Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (13.0 

krpm) για 5min (RT). Πλόρησ απομϊκρυνςη αιθανϐλησ. Επαναδιϊλυςη πελϋτασ ςε 30μl-50μl ddH20 και 

αποθόκευςη (-20οC). 

2.3.2 Αλκαλικό λϑςη πλαςμιδιακοϑ DNA 

Για την απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ βακτηριακϊ κϑτταρα ακολουθόθηκε ςε ϐλεσ τισ 

περιπτώςεισ μύα παραλλαγμϋνη εκδοχό του πρωτοκϐλλου (Maniatis et al., 2003), ϋνα πρωτϐκολλο 

αλκαλικόσ λϑςησ του πλαςμιδιακοϑ DNA. Σα βόματα που ακολουθοϑνται αναγρϊφονται ςυνοπτικϊ. 

Μεταφορϊ 1.5ml φρϋςκιασ, υγρόσ καλλιϋργειασ (LB κατϊλληλο αντιβιοτικϐ) ςε καθαρϐ epp(1.5ml). 

Υυγοκϋντρηςη για 3min @ 3.8krpm και πλόρησ απομϊκρυνςη του LB. Επαναιώρηςη τησ κυτταρικόσ 

πελϋτασ ςε 100μl διαλϑματοσ επαναιώρηςησ AlSI (vortex) και επώαςη ςε ςυνθόκεσ δωματύου (5min). 

Προςθόκη 200μl διαλϑματοσ αλκαλικόσ λϑςησ, όπια ανακύνηςη και επώαςη ςε ςυνθόκεσ δωματύου (6-

7min). Προςθόκη 150μl διαλϑματοσ ΑlSIII, ϋντονη ανακύνηςη και επώαςη ςε ςυνθόκεσ δωματύου 

(5min). Υυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.8krpm) για 10min (RT) και μεταφορϊ υπερκειμϋνου 

ςε καθαρϐ epp (1.5ml). Επανϊληψη του παραπϊνω βόματοσ, εϊν εύναι απαραύτητο, ϋωσ ϐτου 

αποκτηθεύ πλόρωσ διαυγϋσ υπερκεύμενο. Προςθόκη 2 ϐγκων EtOH (100%), ϋντονη ανϊμειξη (vortex) 

και επώαςη ςε RT (5min). Υυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.8krpm) για 15min (RT ό 4οC). 

Aπομϊκρυνςη EtOH (100%) και προςθόκη 500μl EtOH (70%). Ανϊμειξη και φυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ 

ςτροφϋσ (12.8krpm) για 10min (RT ό 4οC). Πλόρησ απομϊκρυνςη αιθανϐλησ. Επαναδιϊλυςη πελϋτασ 

ςε 10-50μl dH20 και αποθόκευςη (-20οC). 

΢ημειώνεται ϐτι το παραπϊνω πρωτϐκολλο αφορϊ την απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ κϑτταρα 

Escherichia coli. ΢την περύπτωςη απομϐνωςησ απϐ κϑτταρα Agrobacterium ακολουθόθηκε ϋνα 

ελαφρώσ παραλλαγμϋνο πρωτϐκολλο. ΢υγκεκριμϋνα, ςυλλϋχθηκε η κυτταρικό πελλϋτα απϐ 3ml υγρόσ 

καλλιϋργειασ. Επύςησ, μαζύ με την προςθόκη διαλϑματοσ επαναιώρηςησ AlSI, προςτύθενται και 30mg 

λυςοζϑμησ, προκειμϋνου να διευκολυνθεύ η λϑςη των βακτηριακών τοιχωμϊτων. 

2.3.3 Απομϐνωςη ολικοϑ RNA απϐ φυτικϐ ιςτϐ 

Κονιορτοπούηςη ιςτοϑ (ςε υγρϐ ϊζωτο). Μεταφορϊ περύπου 100mg κονιορτοποιημϋνου ιςτοϑ ςε νϋο 

epp. (1.5ml). Προςθόκη δεκα ϐγκων TRIzol, ανϊμειξη (vortex) και επώαςη ςε RT (5min). 

Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (11.0krpm) για 15min (4οC). Μεταφορϊ υπερκειμϋνου ςε καθαρϐ 

epp (1.5ml) και προςθόκη 200μl χλωροφορμύου. Ανϊμειξη (vortex) και επώαςη ςε RT (10min). 

Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (11.5krpm) για 15min (4οC). Μεταφορϊ υπερκειμϋνου ςε καθαρϐ 

epp (1.5ml) και προςθόκη 250μl ιςοπροπανϐλησ και 250μl διαλϑματοσ αλϊτων (High-Salts Solution for 

Precipitation). Ήπια ανακύνηςη  και επώαςη ςε RT (10min). Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ 

(11.5krpm) για 10min (4οC). Απομϊκρυνςη υπερκειμϋνου και προςθόκη 500μl καθαρόσ EtOH 

(70%)(ice-cold). Υυγοκϋντρηςη ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (11.5krpm) για 5min (4οC). Πλόρησ απομϊκρυνςη 

αιθανϐλησ. Επαναδιϊλυςη πελϋτασ ςε 50μl-100μl dH20 και αποθόκευςη (-20οC). 
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2.3.4 Καθαριςμϐσ νουκλεώκών οξϋων 

Για τον καθαριςμϐ του πλαςμιδιακοϑ DNA ϋγινε ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ επώαςη με RNase A, 

προκειμϋνου να κατακερματιςτεύ το RNA που ϋχει ςυμπαραςυρθεύ κατϊ την απομονώςη του 

πλαςμιδιακοϑ DNA, και κατϐπιν καθαριςμϐσ με φαινϐλη/ χλωροφϐρμιο. Η επύδραςη με RNase A 

ςυμπεριλαμβϊνει την προςθόκη 30μg ενζϑμου και κατϐπιν την επώαςη ςε ςυνθόκεσ δωματύου (RT/ 

10-30min). Σο ϋνζυμο απομακρϑνεται μϋςω του επακϐλουθου πρωτοκϐλλου καθαριςμοϑ με 

φαινϐλη/χλωροφϐρμιο, ο οπούοσ περιλαμβϊνει τα εξόσ βόματα. 

Προςθόκη dH2O μϋχρι τελικϐ ϐγκο 300μl. Προςθόκη 300μl φαινϐλησ, ανϊμειξη (vortex) και επώαςη 

ςτον πϊγο (5min). Υυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.0krpm) για 10min (4οC) και μεταφορϊ 

υπερκειμϋνου ςε νϋο epp. Προςθόκη 300μl χλωροφορμύου, ανϊμειξη (vortex) και επώαςη ςτον πϊγο 

(5min). Υυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.0krpm) για 10min (4οC) και μεταφορϊ υπερκειμϋνου 

ςε νϋο epp. Προςθόκη 2 ϐγκων EtOH (100%) και 1/10 ϐγκου ΝaOAc (3M). Ανϊμειξη και επώαςη -20οC 

για 20min (εναλλακτικϊ τα δεύγματα μποροϑν να επωαςτοϑν ςτουσ -80οC o/n για αϑξηςη τησ 

απϐδοςησ). Υυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.0krpm) για 30min (4οC) και απομϊκρυνςη τησ 

αιθανϐλησ. Ξϋπλυμα πελϋτασ με EtOH (70%): προςθόκη 300μl, ςϑντομη ανϊμειξη (vortex) και 

φυγοκϋντρηςη ςε μϋγιςτεσ ςτροφϋσ (12.0krpm) για 10min (4οC). Πλόρησ απομϊκρυνςη αιθανϐλησ. 

Επαναδιϊλυςη πελϋτασ ςε 10-50μl dH20 και αποθόκευςη (-20οC). 

Αντύςτοιχα, για τον καθαριςμϐ του RNA ϋγινε ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ επώαςη με DNase I, προκειμϋνου 

να κατακερματιςτεύ το DNA που ϋχει ςυμπαραςυρθεύ κατϊ την απομονώςη, και κατϐπιν καθαριςμϐσ 

με φαινϐλη/ χλωροφϐρμιο. Για την απομϊκρυνςη του DNA χρηςιμοποιόθηκε η DNase τησ εταιρεύασ 

Roche, οπϐτε ακολουθόθηκε το προτεινϐμενο πρωτϐκολλο, ενώ παραλόφθηκε το βόμα 

απενεργοπούηςησ του ενζϑμου, καθώσ τα δεύγματα καθαρύςτηκαν αμϋςωσ βϊςει του πρωτοκϐλλου 

καθαριςμοϑ με φαινϐλη/χλωροφϐρμιο, ϐπωσ αυτϐ αναγρϊφεται παραπϊνω. Μϋςω αυτοϑ του 

καθαριςμοϑ, η DNase απομακρϑνθηκε απϐ τα δεύγματα.  

2.3.5 Περιοριςτικϋσ πϋψεισ και ηλεκτροφορόςεισ  

Όλα τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα εργαςύα εύχαν αγοραςτεύ εύτε απϐ 

την MINOTECH, εύτε απϐ την EnzyQuest, εύτε απϐ τη ΝΕΒ (New English Biolabs). ΢ε ϐλεσ τισ 

περιπτώςεισ, ο τελικϐσ ϐγκοσ αντύδραςησ ρυθμύςτηκε εύτε ςτα 20 εύτε ςτα 30μl (τελικό ςυγκϋντρωςη 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ 1x, τελικό ςυγκϋντρωςη ενζϑμου 3units /αντύδραςη ςε διαγνωςτικϋσ πεψεισ 

και 5-8units/αντύδραςη ςε πϋψεισ κλωνοπούηςησ). Οι αντιδρϊςεισ επωϊςτηκαν ςε κατϊλληλη 

θερμοκραςύα για 1-2h. Οι ηλεκτροφορόςεισ ϋγιναν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 1-1.5% (1x TAE). ΢ε 

περιπτώςεισ που ακολουθόθηκε απομονώςη επιθυμητοϑ τμόματοσ και καθαριςμοσ με KIT (Macherey-

Nagel), ο ςυνολικϐσ ϐγκοσ τησ αντύδραςησ ηλεκτροφορόθηκε ςε αραιϐ πόκτωμα (0.7- 0.8% αγαρϐζη).  

2.3.6 ΢ϑνθεςη cDNA 

Για τη ςϑνθεςη του πρώτου cDNA κλώνου χρηςιμοποιόθηκε η αντύςτροφη μεταγραφϊςη Superscript 

III RT (Takara) και ακολουθόθηκαν οι αντύςτοιχεσ οδηγύεσ του καταςκευαςτό. Ωσ εκμαγεύο 

χρηςιμοποιόθηκε ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ ολικϐ RNA, ενώ ωσ μϐρια εκκινητϋσ χρηςιμοποιόθηκε μεύγμα 

εξαμερών νουκλεοτιδύων τυχαύασ αλληλουχύασ. 
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2.4 Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (PCR) 

Για τον ϋλεγχο των εκκινητών μορύων, των προςδιοριςμϐ των βϋλτιςτων ςυνθηκών ενύςχυςησ, καθώσ 

και για τον ϋλεγχο των μεταςχηματιςμϋνων φυτών για την ϑπαρξη διαγονιδύου, χρηςιμοποιόθηκε η 

Taq DNA πολυμερϊςη τησ EnzyQuest και ακολουθόθηκαν οι οδηγύεσ του καταςκευαςτό. Ο ϐγκοσ τησ 

αντύδραςησ ρυθμύςτηκε ςτα 25μl (2.5μl Taq Pol Buffer 10x (25mM MgCl2), 0.5μl dNTP Mix (10mM), 

0.4μl forward primer (10μM), 0.4μl reverse primer (10μM), 0.2μl Taq DNA polymerase (5un/μl). Σο 

πρϐγραμμα ρυθμύςτηκε για 5min/ 95oC αρχικόσ αποδιϊταξησ, 35 κϑκλουσ αποδιϊταξησ (1min/ 98oC)- 

υβριδοπούηςησ (15sec/ Tm-5oC)- επιμόκυνςησ (1min/kb/ 72oC) και 5min/ 72oC τελικόσ επιμόκυνςησ. 

Κατϐπιν, ηλεκτροφορόθηκε μικρϐ μϋροσ του ςυνολικοϑ ϐγκου αντύδραςησ (5-10μl) ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ. 

΢τισ περιπτώςεισ που το ενιςχυϐμενο τμόμα προοριζϐταν για κλωνοπούηςη, η ενύςχυςη ϋγινε με το 

ϋνζυμο HiFi DNA Polymerase τησ KAPA Biosystems και ακολουθόθηκαν οι οδηγύεσ του καταςκευαςτό. 

Ο ϐγκοσ τησ αντύδραςησ ρυθμύςτηκε ςτα 25μl (5μl HiFi Buffer 5x (2mM Mg), 0.75μl dNTP Mix (10mM), 

0.75μl forward primer (10μM), 0.75μl reverse primer (10μM), 0,5μl  KAPA High Fidelity (1un/μl), 0.5μl 

template, 15.75μl dH2O). Σο πρϐγραμμα ρυθμύςτηκε για 5min/95oC αρχικόσ αποδιϊταξησ, 16 κϑκλουσ 

αποδιϊταξησ (20sec/98oC)- υβριδοπούηςησ (15sec/ Tm-5oC)- επιμόκυνςησ (1min/kb /72oC) και 

5min/72oC τελικόσ επιμόκυνςησ. Κατϐπιν, ο ολικϐσ ογκοσ τησ αντύδραςησ ηλεκτροφορόθηκε ςε αραιϐ 

πόκτωμα αγαρϐζησ, προκειμϋνου να απομονωθεύ και να καθαριςτεύ το προώϐν τησ ενύςχυςησ με 

κολώνα (Macherey-Nagel KIT, Gel Extraction) ςϑμφωνα με τισ οδηγύεσ του καταςκευαςτό.  

Όλοι οι εκκινητϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα εργαςύα αναγρϊφονται ςτην Παρϊγραφο 5.1. 

2.5 Κλωνοποιόςεισ 

΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ εργαςύασ καταςκευϊςτηκε μύα ςειρϊ πλαςμιδύων, που χρηςιμοποιόθηκαν 

εύτε ωσ ενδιϊμεςοι φορεύσ για περαιτϋρω κλωνοποιόςεισ, εύτε ωσ τελικϊ πλαςμύδια για το ςταθερϐ και 

παροδικϐ μεταςχηματιςμϐ φυτών Arabidopsis thaliana και Nicotiana benthamiana αντύςτοιχα. Όλοι οι 

κλώνοι που χρηςιμοποιόθηκαν για τουσ μεταςχηματιςμοϑσ ςτϊλθηκαν για αλληλοϑχηςη και 

επιβεβαιώθηκε η ορθϐτητα τησ αλληλουχύασ τουσ. Για κϊθε πλαςμύδιο που καταςκευϊςτηκε, 

ςχεδιϊςτηκε χϊρτησ, ο οπούοσ καταχωρόθηκε ςτη βϊςη δεδομϋνων του εργαςτηρύου (Παρϊγραφοσ 

5.2). 

2.5.1 Σα πλαςμύδια που χρηςιμοποιόθηκαν  

Υορϋασ Σϑποσ 
φορϋα 

Ανθεκτικϐτητεσ- 
Δεύκτεσ 
μεταςχηματιςμοϑ 

΢χϐλιο- βαςικϊ 

χαρακτηριςτικϊ 

 

 

Σϑποσ 
κλωνοπούηςησ 

Φρόςη  ςε αυτό 
την εργαςύα 

pENTR4 Υορϋασ-
δϐτησ 

KmR (για επιλογό 
ςε βακτόρια) 

 ΢υμβατικό 
κλωνοπούηςη  

φορϋασ- δϐτησ 
ςε LR 
αντιδρϊςεισ  

pB2Gw7 Σελικϐσ 
βϋκτορασ 
για ϋκφραςη 
ςε φυτϊ, 
(δυαδικϐσ) 

SpecR  (για επιλογό 
ςε βακτόρια), 
BastaR (για επιλογό 
ςε φυτϊ) 

Υϋρει CaMV 35S 
υποκινητό και 
35S αλληλουχύα 
τερματιςμοϑ 

Gateway 
ςϑςτημα 
κλωνοπούηςησ 

Σελικϐσ φορϋασ 
για τον 
μεταςχηματιςμϐ 
φυτών 
Arabidopsis 

 

pEARLEYGATE202 Σελικϐσ 
βϋκτορασ 
για ϋκφραςη 

KmR (για επιλογό 
ςε βακτόρια), 
BastaR (για επιλογό 

Υϋρει CaMV 35S 
υποκινητό, N-
FLAG επύτοπο και 

Gateway 
ςϑςτημα 
κλωνοπούηςησ 

Σελικϐσ φορϋασ 
για παροδικό 
ϋκφραςη ςε 
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ςε δικϐτυλα 
φυτϊ 
(δυαδικϐσ) 

ςε φυτϊ) OCS αλληλουχύα 
τερματιςμοϑ 

φϑλλα καπνοϑ 
μϋςω 
αγροεμποτιςμοϑ 

pAL76 Σελικϐσ 
φορϋασ για 
ϋκφραςη ςε 
μονοκϐτυλα 
φυτϊ 

AmpR (για επιλογό 
ςε βακτόρια) 

 ΢υμβατικό 
κλωνοπούηςη 

Υορϋασ 
κλωνοπούηςησ 

 

 

2.5.2 ΢υμβατικό κλωνοπούηςη (περιοριςτικϋσ πϋψεισ και αντύδραςη λιγϊςησ) 

΢ε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ ςυμβατικόσ κλωνοπούηςησ ενθεμϊτων ακολουθόθηκε η ύδια βαςικό 

ςτρατηγικό: πϋψη ενθϋματοσ και φορϋα κλωνοπούηςησ με τισ κατϊλληλεσ περιοριςτικϋσ 

ενδονουκλεϊςεσ, ηλεκτροφϐρηςη του ςυνολικοϑ ϐγκου των αντιδρϊςεων ςε αραιϐ πόκτωμα αγαρϐζησ 

(0.7-0.8% αγαρϐζη, 1x ΣΑΕ) και κατϐπιν αποκοπό των επιθυμητών τμημϊτων και καθαριςμϐσ με 

κολώνα (Macherey-Nagel, KIT Gel Extraction, ςϑμφωνα με τισ οδηγύεσ του καταςκευαςτό). Για την 

επακϐλουθη αντύδραςη λιγϊςησ  χρηςιμοποιόθηκε η Σ4 DNA Ligase (NEB) και ακολουθόθηκαν οι 

οδηγύεσ του καταςκευαςτό: ρϑθμιςη του ϐγκου αντύδραςησ ςτα 20μl (1x Σ4 DNA Ligase Buffer, 

κατϊλληλοσ ϐγκοσ βϋκτορα, κατϊλληλοσ ϐγκοσ ενθϋματοσ, 1μl Σ4 DNA Ligase), επώαςη τησ αντύδραςησ 

(2-3h @ RT ό o/n @22οC) και   θερμικό απενεργοπούηςη ενζϑμου (65oC/10min). Μεταςχηματιςμϐσ 

δεκτικών κυττϊρων E.coli (DH10β ό Stellar) με 5-10μl του ϐγκου τησ αντύδραςησ (βλ. Παρϊγραφοσ 

2.1.2), επώαςη παρουςύα των κατϊλληλων δεικτών επιλογόσ (αντιβιοτικϊ ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ, βλ. 

2.5.1) και κατϐπιν ϋλεγχοσ μονόρων αποικιών για την ϑπαρξη τησ επιθυμητόσ καταςκευόσ.  

2.5.3 Κλωνοπούηςη με το ςϑςτημα Gateway 

΢ε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ, η υποκλωνοπούηςη ςε τελικοϑσ φορεύσ ϋκφραςησ ϋγινε με αντύδραςη  LR. 

Φρηςιμοποιόθηκε το ενζυμικϐ μεύγμα LR Clonase II enzyme mix τησ Invitrogen και ακολουθόθηκε το 

αντύςτοιχο πρωτϐκολλο, με ελαττωμϋνη ϐμωσ ποςϐτητα ενζυμικοϑ μεύγματοσ. Ρϑθμιςη του ϐγκου 

αντύδραςησ ςτα 10μl (50-150ng βϋκτορα δϐτη και αντύςτοιχη ποςϐτητα τελικοϑ βϋκτορα, 1μl 

μεύγματοσ ενζϑμων, και TE buffer pH=8.0, ϋωσ τελικϐ ϐγκο 10μl). ΢ϑντομη ανϊμειξη (vortex), ςϑντομη 

φυγοκϋντρηςη (spin down) και επώαςη τησ αντύδραςησ  (22-25oC/ ο/n). Πρωτεολυτικό 

απενεργοπούηςη ενζϑμων (προςθόκη 1μl διαλϑματοσ πρωτεώνϊςησ Κ (Proteinase K Solution) και 

επώαςη @37oC/10min). Μεταςχηματιςμϐσ δεκτικών κυττϊρων E.coli (DH10β ό Stellar) με 2-7μl του 

ϐγκου τησ αντύδραςησ (βλ. Παρϊγραφοσ 2.1.2), επώαςη παρουςύα των κατϊλληλων δεικτών επιλογόσ 

(αντιβιοτικϊ ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ, βλ. 2.5.1) και κατϐπιν ϋλεγχοσ μονόρων αποικιών για την ϑπαρξη 

τησ επιθυμητόσ καταςκευόσ.  



23 
 

 3 Αποτελϋςματα 

3.1 Καταςκευό διαγονιδιακών φυτών Arabidopsis thaliana 35S LeVIRP1. 

Ένασ κϑριοσ ςτϐχοσ τησ διπλωματικόσ εργαςύασ υπόρξε η δημιουργύα διαγονιδιακών ςειρών  A.thaliana 

CaMV35S:: VIRP1. Αρχικϊ καταςκευϊςτηκε το πλαςμύδιο pB2Gw7::VIRP1, το οπούο ςτη ςυνϋχεια 

ειςόχθη ςτο αγροβακτηριακϐ ςτϋλεχοσ GV3101. Αγρύου τϑπου φυτϊ A.thaliana (Col-0) 

μεταςχηματύςτηκαν με τη μϋθοδο τησ εμβϊπτιςησ ανθικών μερών. Η αρχικό διαλογό των απογϐνων 

(F1 γενιϊ) ϋγινε βϊςει ανθεκτικϐτητασ ςτο ζιζανιοκτϐνο Basta και ςτη ςυνϋχεια η ϋνθεςη του 

διαγονιδύου ςτο γονιδύωμα των ανθεκτικών ατϐμων επιβεβαιώθηκε με αλυςιδωτό αντύδραςη 

πολυμερϊςησ και χρόςη κατϊλληλων εκκινητών μορύων. 

Εικϐνα 3-1: Σο τελικϐ ϋνθεμα CaMV35S::VIRP1. 

 

3.1.1 Κλωνοπούηςη του γονιδύου LeVIRP1 ςτον τελικϐ φορϋα pB2Gw7 και ειςαγωγό του ςτο 

αγροβακτηριακϐ ςτϋλεοχοσ GV3101 

Σο LeVIRP1 ενιςχϑθηκε με αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (HiFi DNA Polymerase). Ωσ εκμαγεύο 

χρηςιμοποιόθηκε το πλαςμύδιο pGREENII::VIRP1GFP. Για την ενύςχυςη χρηςιμοποιόθηκε το ζεϑγοσ 

εκκινητών NotI- VIRP1-(F), EcoRV-VIRP1-(R). Με τον τρϐπο αυτϐ, ενιςχϑθηκε ακϋραια η 

κωδικοποιοϑςα περιοχό για τη VIRP1, ενώ το ενιςχυμϋνο τμόμα ϋφερε θϋςη πϋψησ απϐ τα 

περιοριςτικϊ ϋνζυμα NotI, ΕcoRV ςτο 5’ και 3’ ϊκρο αντύςτοιχα. Σο καθαριςμϋνο VIRP1 κλωνοποιόθηκε 

ςτο φορϋα-δϐτη pENTR4 με τη ςυμβατικό μϋθοδο κλωνοπούηςησ και χρόςη των ενζϑμων NotI και 

EcoRV. 

Εικϐνα 3-2: Ενύςχυςη και καθαριςμϐσ του VIRP1. Διαγνωςτικό πϋψη για την επιλογό κλώνου με το επιθυμητϐ 
πλαςμύδιο (pENTR4::VIRP1). 

 

Ο κλώνοσ pENTR4::VIRP1 #5 καθαρύςτηκε και χρηςιμοποιόθηκε ωσ πλαςμύδιο- δϐτησ για 

υποκλωνοπούηςη του VIRP1 ςτον τελικϐ βϋκτορα pB2Gw7 με Gateway cloning (LR αντύδραςη). Ο 

κλώνοσ pB2Gw7::VIRP1 #7 καθαρύςτηκε και, αφοϑ επιβεβαιώθηκε η ορθϐτητϊ του με αλληλοϑχηςη, 

χρηςιμοποιόθηκε για το μεταςχηματιςμϐ του δεκτικών αγροβακτηρύων (GV301). 
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Εικϐνα 3-3: Διαγνωςτικό πϋψη για την επιλογό κλώνου με το επιθυμητϐ πλαςμύδιο (pB2Gw7::VIRP1). 

 

Σο πλαςμύδιο pB2Gw7::VIRP1#7 χρηςιμοποιόθηκε για το μεταςχηματιςμϐ αγροβακτηρύου (GV3101), 

κατϊλληλου για το μεταςχηματιςμϐ A.thaliana με τη μϋθοδο του εμβαπτιςμοϑ ανθικών μερών. Σα 

μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλύα LB, Spec50, Rif50 και επωϊςτηκαν για περύπου 2 

ημϋρεσ (@28οC). Κατϐπιν, επιλϋχθηκαν καλϊ ανεπτυγμϋνεσ μονόρεισ αποικύεσ για υγρό ανακαλλιϋργεια 

και ϋλεγχο. 

3.1.2 Μεταςχηματιςμϐσ φυτών Arabidopsis thaliana και διαλογό διαγονιδιακών ατϐμων 

Υυτϊ A.thaliana αγρύου τϑπου (Col-0) αναπτϑχθηκαν ςτο θϊλαμο και, ςτο ςτϊδιο εμφϊνιςησ των 

ανθικών οφθαλμών, μεταςχηματύςτηκαν με τη μϋθοδο τησ εμβϊπτιςησ ανθικών μερών. Οι απϐγονοι 

(F1 γενιϊ) ςυλλϋχθηκαν και φυλϊχθηκαν (4oC). Μϋροσ αυτών φυτεϑθηκε εκ νϋου, παρϊλληλα με 

ςπϋρματα ϊγριου τϑπου (αρνητικϐσ μϊρτυρασ), καθώσ και ςπϋρματα ανθεκτικϊ ςτο ζιζανιοκτϐνο 

Basta (θετικϐσ μϊρτυρασ), εναντύον του οπούου το πλαςμύδιο pB2Gw7 προςδύδει ανθεκτικϐτητα. Όλα 

τα αρτύβλαςτα ψεκϊςτηκαν με Basta (300μl Basta ςε 0.5l dH20) ςτο ςτϊδιο των δϑο κοτυληδϐνων. Ο 

ψεκαςμϐσ επαναλόφθηκε 3 ημϋρεσ αργϐτερα. Σα αρτύβλαςτα που εμφϊνιςαν ανθεκτικϐτητα και δεν 

ϋγιναν ωχρωτικϊ ϐπωσ τα αγρύου τϑπου, μεταφυτεϑθηκαν (Εικϐνα 3-4). Απϐ κϊθε ανθεκτικϐ ϊτομο 

ςυλλϋχθηκε φυλλικϐσ ιςτϐσ και πραγματοποιόθηκε απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA, το οπούο 

χρηςιμοποιόθηκε ωσ εκμαγεύο για αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ με  το ϋνζυμο Taq πολυμερϊςη 

και με το ζεϑγοσ εκκινητών VIRP1-sg1-F και EcoRV-VIRP1-R. ΢υνολικϊ 20 ϊτομα επιβεβαιώθηκαν ωσ 

προσ την παρουςύα του διαγονιδύου VIRP1 ςτο γονιδύωμϊ τουσ (Εικϐνα 3-5), εκ των οπούων το ϋνα 

(ϊτομο 5)  πϋθανε.   
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Εικϐνα 3-4: Επιλογό των επιτυχώσ μεταςχηματιςμϋνων ατϐμων. Σα μεταςχηματιςμϋνα ϊτομα εμφανύζουν 
ανθεκτικϐτητα απϋναντι ςτο ζιζανιοκτϐνο Basta. Αντύθετα, ϐςα δε φϋρουν τουλϊχιςτον μύα ϋνθεςη ςτο γονιδύωμϊ 
τουσ παραμϋνουν ευϊλωτα ϋναντι του ζιζανιοκτϐνου, ϐπωσ και τα φυτϊ- αρνητικού μϊρτυρεσ (wt), γύνονται 
ωχρωτικϊ, η ανϊπτυξό τουσ διακϐπτεται και τελικϊ πεθαύνουν. 

 

Εικϐνα 3-5: Επιβεβαύωςη τησ ϋνθεςησ του διαγονιδύου Virp1 ςτα ϊτομα τησ F1 γενιϊσ μϋςω PCR. Με χρόςη των 
εκκινητών μορύων VIRP1-sg1-F και EcoRV-VIRP1-R , ενιςχϑεται επιλεκτικϊ τμόμα μόκουσ 1,785bp, που αντιςτοιχεύ 
ςχεδϐν ςε ϐλο το μόκοσ του VIRP1. ΢υνολικϊ 20 ϊτομα (5-12, 16, 19-28,30) φϋρουν τουλϊχιςτον μύα (1) ϋνθεςη του 
διαγονιδύου ςτο γονιδύωμϊ τουσ. 
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3.2 Κλωνοπούηςη του GTE7 ςτον φορϋα pB2Gw7 και ειςαγωγό του ςτο 

βακτηριακϐ ςτϋλεχοσ LB4404 

Σο ομϐλογο του VIRP1 ςτην Arabidopsis thaliana, GTE7 (AT5G65630) επύςησ ειςόχθη ςε τελικϐ φορϋα 

για ϋκφραςη ςε φυτϊ. Ακολουθόθηκε η ύδια βαςικό ςτρατηγικό, δηλαδό η ενύςχυςη του GTE7 με 

ταυτϐχρονη δημιουργύα θϋςεων περιοριςτικόσ πϋψησ ςτα 5’ και 3’ ϊκρα τησ ενιςχυμϋνησ αλληλουχύασ, 

η κλωνοπούηςη αυτόσ ςε αρχικϐ φορϋα κλωνοπούηςησ με τη ςυμβατικό μϋθοδο και τελικϊ η 

υποκλωνοπούηςη ςε κατϊλληλο τελικϐ πλαςμύδιο. 

΢την περύπτωςη του GTE7, το επιθυμητϐ τμόμα ϋπρεπε να ενιςχυθεύ de novo απϐ cDNA. Αρχικϊ 

απομονώθηκε ολικϐ RNA απϐ φυλλικϐ ιςτϐ A.thaliana αγρύου τϑπου (Col-0) που χρηςιμοποιόθηκε για 

τη ςϑνθεςη πρώτου κλώνου DNA (cDNA). ΢τη ςυνϋχεια το GTE7 ενιςχϑθηκε με αλυςιδωτό αντύδραςη 

πολυμερϊςησ (HiFi DNA Polymerase). Για την ενύςχυςη χρηςιμοποιόθηκε το ζεϑγοσ εκκινητών GTE7- -

NotI (F), GTE7-XhoI (R), οπϐτε ενιςχϑθηκε το Gte7, με θϋςεισ αναγνώριςησ για τα ϋνζυμα NotI και 

SlaI/XhoI ςτο 5’ και 3’ ϊκρο αντύςτοιχα. Σο προώϐν καθαρύςτηκε με κολώνα και κατϐπιν 

κλωνοποιόθηκε με τη ςυμβατικό μϋθοδο ςτο φορϋα pENTR4, με χρόςη των ενζϑμων NotI, SlaI. Ο 

κλώνοσ pENTR4::GTE7#8 καθαρύςτηκε και χρηςιμοποιόθηκε ωσ πλαςμύδιο- δϐτησ για την 

υποκλωνοπούηςη του GTE7 ςτον τελικϐ βϋκτορα pB2Gw7. Η υποκλωνοπούηςη του GTE7 ϋγινε με 

Gateway cloning (LR αντύδραςη). Ο κλώνοσ pB2Gw7::GTE7 #4 καθαρύςτηκε και, αφοϑ επιβεβαιώθηκε η 

ορθϐτητϊ του με αλληλοϑχηςη, χρηςιμοποιόθηκε για το μεταςχηματιςμϐ κατϊλληλου ςτελϋχουσ 

αγροβακτηρύου (LB4404). 

Εικϐνα 3-6: Ενύςχυςη και καθαριςμϐσ του GTE7. Διαγνωςτικό πϋψη για την επιλογό κλώνου με το επιθυμητϐ 
πλαςμύδιο (pENTR4::GTE7). Έλεγχοσ τησ υποκλωνοπούηςησ του GTE7 ςτον τελικϐ φορϋα pB2Gw7. 

 

Σα μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλύα LB, Spec50, Rif50 και επωϊςτηκαν για 

περύπου 2 ημϋρεσ (@28οC). Κατϐπιν, επιλϋχθηκαν καλϊ ανεπτυγμϋνεσ μονόρεισ αποικύεσ για υγρό 

ανακαλλιϋργεια και ϋλεγχο. 

3.3 Κλωνοπούηςη των GTE7, VIRP1, VIRP1Δ ςε μεταφραςτικό ςϑντηξη με 

πρωτεώνικϐ επύτοπο 

Ο δεϑτεροσ ςτϐχοσ τησ παροϑςασ εργαςύασ όταν ο ϋλεγχοσ τησ πρωτεϏνησ AtGTE7 ωσ προσ την 

ικανϐτητα να προςδϋνει ιοειδό του γϋνουσ Pospiviroid. Ο ϋλεγχοσ περιλαμβϊνει τον αγροεμποτιςμϐ ςε 

φϑλλα μολυςμϋνων με PSTVd ατϐμων N.benthamiana και την ανοςοκατακρόμνιςη τησ υπϐ μελϋτη 

πρωτεϏνησ. Έπρεπε, επομϋνωσ, η GTE7 να κλωνοποιηθεύ ςε μεταφραςτικό ςϑντηξη με πρωτεώνικϐ 

επύτοπο. Ο τελικϐσ φορϋασ που επιλϋχθηκε όταν ο pEARLEYGATE202 που εύναι κατϊλληλοσ για 

υπερϋκφραςη τησ πρωτεϏνησ που μασ ενδιαφϋρει, ςε καρβοξυ-τελικό μεταφραςτικό ςϑντηξη με το 



27 
 

πεπτύδιο FLAG. Πριν την κλωνοπούηςό του ςτον τελικϐ φορϋα, το κωδικϐνιο ϋναρξησ του GTE7 

αντικαταςτϊθηκε απϐ το κωδικϐνιο 5’ gcg 3’, που κωδικοποιεύ για το αμινοξϑ αλανινη (Μ1Α). Σο βόμα 

αυτϐ δεν θεωρεύται υποχρεωτικϐ, εξαςφαλύζει ϐμωσ ϐτι η ανοςοεντοπιζϐμενη πρωτεϏνη αποτελεύ το 

ολικϐ κλϊςμα εκφραζϐμενησ πρωτεϏνησ, και ϊρα μειώνει την πιθανϐτητα λόψησ ψευδώσ αρνητικοϑ 

αποτελϋςματοσ ςτα επακϐλουθα πειρϊματα.  

Παρϊλληλα, ϋπρεπε να δημιουργηθοϑν δϑο ακϐμη μοριακϋσ καταςκευϋσ, οι οπούεσ θα αποτελϋςουν το 

θετικϐ και τον αρνητικϐ μϊρτυρα ςτο ςυγκεκριμϋνο πεύραμα. Ωσ θετικϐσ μϊρτυρασ θα χρηςιμοποιηθεύ 

η πρωτεϏνη VIRP1 (L.esculentum), η οπούα φϋρει μύα ϊτυπη επικρϊτεια πρϐςδεςησ ιοειδών του γϋνουσ 

Pospiviroid (Kalantidis et al., 2007; Martínez de Alba et al., 2003), ενώ ωσ αρνητικϐσ μϊρτυρασ θα 

χρηςιμοποιηθεύ μύα τετμημϋνη μορφό τησ VIRP1, ςυμβολιζϐμενη ωσ VIRP1Δ απϐ εδώ και ςτο εξόσ. 

Αυτό αντιςτοιχεύ ςτην αμινοτελικό περιοχό τησ ύδιασ πρωτεϏνησ, απϐ την οπούα απουςιϊζει η 

ςυγκεκριμϋνη επικρϊτεια και ϊρα δεν μπορεύ να προςδϋςει τα ιοειδό. Η VIRP1Δ ϋχει χρηςιμοποιηθεύ 

και ςτο παρελθϐν ωσ αρνητικϐσ μϊρτυρασ ςε πειρϊματα πρϐςδεςησ τησ VIRP1 με τα Pospiviroid 

(Kalantidis et al., 2007). Σο αντύςτοιχο γονύδιο, VIRP1Δ, δημιουργεύται με περιοριςτικό πϋψη του 

φυςιολογικοϑ VIRP1 με την BamHI, για την οπούο αυτϐ φϋρει δϑο θϋςεισ αναγνώριςησ, απομϊκρυνςη 

του ενδιϊμεςου τμόματοσ και επανϋνωςη ςτο ςημεύο τησ πϋψησ με αντύδραςη λιγϊςησ (self- ligation). 

Με τον τρϐπο αυτϐ, απομακρϑνονται η βρομο- επικρϊτεια και η επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA, ενώ 

δημιουργεύται πρϐωρο κωδικϐνιο λόξησ λύγα νουκλεοτύδια μετϊ το ςημεύο επανϋνωςησ. Απϐ τη 

μετϊφραςη του VIRP1Δ προκϑπτει πρωτεϏνη μόκουσ 160 αμινιξικών καταλούπων, πανομοιϐτυπη με 

την αμινοτελικό περιοχό τησ φυςιολογικόσ VIRP1, με εξαύρεςη το τελευταύο αμινοξικϐ κατϊλοιπο 

(S160K), που ςτερεύται ϐλων των χαρακτηριςμϋνων λειτουργικών περιοχών τησ VIRP1, 

ςυμπεριλαμβανομϋνησ τησ επικρϊτειασ πρϐςδεςησ RNA (Martínez de Alba et al., 2003). 

Εικϐνα 3-7: ΢χηματικό απεικϐνιςη τησ δημιουργύασ του τετμημϋνου Virp1Δ, μϋςω πϋψησ με το περιοριςτικϐ ϋνζυμο 
BamHI και απομϊκρυνςη τμόματοσ μόκουσ 734bp. 

 

΢ε αντιςτοιχύα με το GTE7, τα VIRP1 και VIRP1Δ ϋπρεπε επύςησ να κλωνοποιηθοϑν ςτον 

pEARLEYGATE202, με αντικατϊςταςη του κωδικονύου ϋναρξόσ απϐ κωδικϐνιο για αλανύνη (Μ1Α). ΢το 

πλαςμύδιο pENTR4::VIRP1(M1A)#2, το οπούο μοϑ παραχωρόθηκε ϋτοιμο, το VIRP1 φϋρει αυτό την 

αντικατϊςταςη, οπϐτε το χρηςιμοπούηςα ωσ πλαςμύδιο-δϐτη για την καταςκευό του θετικοϑ μϊρτυρα 

pEARLEYGATE202::VIRP1, αλλϊ και για την καταςκευό του pENTR4::VIRP1Δ, η οπούα ςυνοψύζεται ςε 

ξεχωριςτό παρϊγραφο.  



28 
 

3.3.1 Κλωνοπούηςη του GTE7 (M1A) ςτον pENTR4 

Σο GTE7 ενιςχϑθηκε με αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (HiFi DNA Polymerase). Για την ενύςχυςη 

χρηςιμοποιόθηκε το ζεϑγοσ εκκινητών GTE7-A start-NotI (F), GTE7-XhoI (R). Με τον τρϐπο αυτϐ, 

ενιςχϑθηκε τμόμα μόκουσ 1,794bp, ςτο οπούο περιϋχεται το γονύδιο GTE7, με αντικατϊςταςη του 

κωδικονύου ϋναρξησ με το κωδικϐνιο 5’-gcg που κωδικοποιεύ για αλανύνη (M1A). Περιλαμβϊνονται 

επύςησ οι θϋςεισ αναγνώριςησ για τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NotI, SlaI ςτο 5’ και 3’ ϊκρο του γονιδύου 

αντύςτοιχα. 

Ωσ εκμαγεύο επϋλεξα το πλαςμύδιο pB2Gw7::GTE7#4, ϋναντι του πλαςμιδύου pENTR4::GTE7. Όταν 

ηλεκτροφορεύται κυκλικϐ πλαςμύδιο pENTR4::GTE7, οριςμϋνεσ απϐ τισ υπερελικωμϋνεσ μορφϋσ του 

εμφανύζονται ςτο ϑψοσ των ~1,800bp. Δεδομϋνου του τρϐπου καθαριςμοϑ, απϋφυγα να 

χρηςιμοποιόςω ωσ εκμαγεύο το pENTR4::GTE7, για να αποφϑγω τη μϐλυνςη του καθαριςμϋνου 

GTE7(M1A) με ποςϐτητα πλαςμιδύου pENTR4::GTE7. Δεδομϋνου ϐτι για την κλωνοπούηςη του 

GTE7(M1A) χρηςιμοποιόθηκαν τα ύδια ϋνζυμα που εύχαν χρηςιμοποιηθεύ και για την κλωνοπούηςη του 

GTE7, η μϐλυνςη αυτό μποροϑςε να μου δημιουργόςει προβλόματα ψευδώσ θετικών αποτελεςμϊτων 

ςε επϐμενα βόματα τησ κλωνοπούηςησ του GTE7(M1A). Αντιθϋτωσ, το πλαςμύδιο pB2Gw7::GTE7 εύναι 

μεγαλϑτερου μεγϋθουσ, με αποτϋλεςμα καμύα απϐ τισ ιςομορφϋσ του να μην εμφανύζεται τϐςο χαμηλϊ 

ςτο πόκτωμα αγαρϐζησ, εύναι λοιπϐν απύθανο να προκϑψει αντύςτοιχο πρϐβλημα. 

Σο καθαριςμϋνο GTE7(M1A) κλωνοποιόθηκε ςτο φορϋα-δϐτη pENTR4 με τη ςυμβατικό μϋθοδο 

κλωνοπούηςησ και χρόςη των ενζϑμων NotI και SlaI. O κλώνοσ pENTR4::GTE7(Μ1Α) #1 επιλϋχθηκε και 

καθαρύςτηκε προκειμϋνου να χρηςιμοποιηθεύ ωσ πλαςμύδιο- δϐτησ για την υποκλωνοπούηςη του 

τροποποιημϋνου GTE7 ςτον τελικϐ βϋκτορα pEARLEYGATE202. 

Εικϐνα 3-8: Ενύςχυςη και καθαριςμϐσ του GTE7(Μ1Α). Διαγνωςτικό πϋψη για την επιλογό κλώνου με το επιθυμητϐ 
πλαςμύδιο (pENTR4::GTE7(Μ1Α)) (ϐλοι οι κλώνοι που ελϋγχθηκαν βρϋθηκαν ςωςτού). 

 

3.3.2 Τποκλωνοπούηςη των GTE7(M1A), VIRP1(M1A) ςτον τελικϐ βϋκτορα pEARLEYGATE202 

και μεταςχηματιςμϐσ αγροβακτηρύου με τα πλαςμύδια pEARLEYGATE202::GTE7, 

pEARLEYGATE202::VIRP1 

Οι κλώνοι pENTR4::GTE7(M1A)#1 και pENTR4::VIRP1(M1A)#2 χρηςιμοποιόθηκαν ωσ πλαςμύδια- δϐτεσ  

για την υποκλωνοπούηςη των τροποποιημϋνων GTE7, VIRP1 ςτον τελικϐ βϋκτορα pEARLEYGATE202 

με Gateway cloning (LR αντύδραςη).  
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Η πρώτη προςπϊθεια υποκλωνοπούηςησ του VIRP1 ϋγινε χωρύσ να προηγηθεύ ϊλλη κατεργαςύα των 

δϑο πλαςμιδύων (δϐτη και τελικοϑ). Ωςτϐςο, ο εντοπιςμϐσ κλώνου με την επιθυμητό πλαςμιδιακό 

καταςκευό αποδεύχθηκε ανϋφικτοσ, εξαιτύασ τησ ανϊπτυξησ υπερβολικϊ μεγϊλου αριθμοϑ ψευδώσ 

θετικών αποικιών (λϐγω τησ παρουςύασ του ύδιου δεύκτη-επιλογόσ, KmR, ςτουσ φορεύσ pENTR4 και 

pEARLEYGATE202).  

Εικϐνα 3-9: Καταςκευό του πλαςμιδύου pEARLEYGATE202::VIRP1. Πϋψη του πλαςμιδύου-δϐτη pENTR4::VIRP1(M1A) 
και διακοπό του γονιδύου ΚmR. Διαγνωςτικό πϋψη για τον εντοπιςμϐ κλώνου που φϋρει το επιθυμητϐ πλαςμύδιο 
(και οι τϋςςερισ κλώνοι που ελϋγχθηκαν βρϋθηκαν ςωςτού). Η ύδια διαδιακςύα ακολουθόθηκε για την καταςκευό 
του πλαςμιδύου pEARLEYGATE202::GTE7 (οι κλώνοι 1,2, 5-9 βρϋθηκαν ςωςτού).  

 

Η προςπϊθεια υποκλωνοπούηςησ επαναλόφθηκε μετϊ απϐ πϋψη του πλαςμιδύου-δϐτη  

pENTR4::VIRP1(M1A)#2 με τα ϋνζυμα NruI, PvuI. Σα ϋνζυμα αυτϊ κϐβουν εντϐσ του γονιδύου 

ανθεκτικϐτητασ KmR ςτον φορϋα pENTR4, οδηγώντασ ςτην απομϊκρυνςη τμόματοσ μόκουσ 343bp και 

την καταςτροφό του γονιδύου KmR. Σο καθαριςμϋνο γραμμικϐ πλαςμύδιο χρηςιμοποιόθηκε για την 

υποκλωνοπούηςη του ενθϋματοσ ςτον τελικϐ φορϋα pEARLEYGATE202. Σην ύδια ακριβώσ διαδικαςύα 

ακολοϑθηςα για την υποκλωνοπούηςη του GTE7 ςτον  pEARLEYGATE202. 

Εικϐνα 3-10: ΢χηματικό απεικϐνιςη των τελικών καταςκευών CaMV35S::FLAG-GTE7, CaMV35S::FLAG-VIRP1. 

 

Οι κλώνοι pEARLEYGATE202::GTE7#7 και pEARLEYGATE202::VIRP1#1 καθαρύςτηκαν και 

χρηςιμοποιόθηκαν για το μεταςχηματιςμϐ κατϊλληλου ςτελϋχουσ δεκτικών αγροβακτηρύων (C58C1). 

Σα μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλύα LB, Km50, Rif50 και επωϊςτηκαν για περύπου 

2 ημϋρεσ (@28οC). Κατϐπιν, επιλϋχθηκαν καλϊ ανεπτυγμϋνεσ μονόρεισ αποικύεσ για υγρό 

ανακαλλιϋργεια και ϋλεγχο. 
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3.3.3 Καταςκευό του τετμημϋνου Virp1Δ και κλωνοπούηςη ςτο φορϋα κλωνοπούηςησ 

pENTR4 

Σο πλαςμύδιο pENTR4::VIRP1 (M1A)#2 (Eirini’s construct) φϋρει μύα επιπλϋον θϋςη αναγνώριςησ για 

το ϋνζυμο BamHI. Λϐγω αυτόσ τησ θϋςησ, το γονύδιο VIRP1(M1A) ϋπρεπε να υποκλωνοποιηθεύ 

προςωρινϊ ςε διαφορετικϐ φορϋα, προκειμϋνου, με τη διαδοχό πϋψησ με BamHI και αντύδραςησ 

λιγϊςησ, να προκϑψει το τετμημϋνο γονύδιο.  

Για τον ςκοπϐ αυτϐ επύλϋχθηκε ο φορϋασ pAL76, ο οπούοσ διαθϋτει μοναδικϋσ θϋςεισ αναγνώριςησ για 

τα ϋνζυμα NotI και EcoRV, καθώσ και μοναδικό θϋςη αναγνώριςησ για την BamHI, η οπούα ϐμωσ 

εδρϊζεται ςτο τμόμα που απομακρϑνεται μετϊ απϐ πϋψη με NotI και EcoRV. Σο εναπομεύναν τμόμα ϋχει 

μόκοσ 3,107bp και περιϋχει ϋνα δεύκτη επιλογόσ ςε βακτόρια (AmpR),  μύα θϋςη ϋναρξησ αντιγραφόσ ςε 

βακτηριακϊ κϑτταρα (ori) και καμύα θϋςη αναγνώριςησ για την BamHI. 

Εικϐνα 3-11: ΢χηματικό αναπαρϊςταςη τησ προςωρινό υποκλωνοπούηςησ του VIRP1(Μ1Α) ςτον φορϋα pAL76. Σο 
πλαςμύδιο pAL76::VIRP1 χρηςιμοποιόθηκε ωσ πλατφϐρμα για τη δημιουργύα του Virp1Δ. 
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Εικϐνα 3-12: Τποκλωνοπούηςη του VIRP1(M1A) ςτον pAL76. Διαγνωςτικό πϋψη για τον εντοπιςμϐ κλώνου που 
φϋρει το επιθυμητϐ πλαςμύδιο pAL76::VIRP1 (οι κλώνοι 3,4,7,8,11 βρϋθηκαν ςωςτού). 

 

Εικϐνα 3-13: Δημιουργύα του τετμημϋνου Virp1Δ ςτον pAL76. Διαγνωςτικό πϋψη για τον εντοπιςμϐ κλώνου που 
φϋρει το επιθυμητϐ πλαςμύδιο pAL76::Virp1Δ (ϐλοι οι κλώνοι που ελϋγχθηκαν βρϋθηκαν ςωςτού). 

 

Σο VIRP1(M1A) υποκλωνοποιόθηκε ςτο φορϋα pAL76 με ςυμβατικό κλωνοπούηςη και χρόςη των NotI, 

EcoRV, οπϐτε δημιουργόθηκε το πλαςμύδιο pAL76::VIRP1(M1A), απϐ το οπούο, με τη διαδοχό πϋψησ με 

BamHI, απομϐνωςησ του επιθυμητοϑ τμόματοσ (μόκουσ 4,191bp) και επανϋνωςησ με αντύδραςη 

λιγϊςησ (self-ligation), προϋκυψε το pAL76::Virp1(M1A)Δ. Για πρακτικοϑσ λϐγουσ, οι δϑο αυτϋσ 

καταςκευϋσ ςυμβολύζονται απϐ εδώ και ςτο εξόσ ωσ pAL76::VIRP1 και pAL76::Virp1Δ. O κλώνοσ 

pAL76::Virp1Δ#6 επιλϋχθηκε ωσ φορϋασ-δϐτησ για την υποκλωνοπούηςη του Virp1(M1A)Δ ςτον  

pENTR4, με χρόςη των ενζϑμων περιοριςμοϑ NotI, EcoRV. 



32 
 

Εικϐνα 3-14: ΢χηματικό απεικϐνιςη τησ δημιουργύασ του τετμημϋνου Virp1Δ. Αυτϐ μπορεύ να υποκλωνοποιηθεύ με 
ςυμβατικό κλωνοπούηςη ςτον pENTR4 με χρόςη των ενζϑμων NotI, EcoRV. 

 

Εικϐνα 3-15: Τποκλωνοπούηςη του Virp1Δ ςτον pENTR4. Διαγνωςτικό πϋψη για τον εντοπιςμϐ κλώνου που φϋρει 
το επιθυμητϐ πλαςμύδιο pENTR4::Virp1Δ (ϐλοι οι κλώνοι που ελϋγχθηκαν βρϋθηκαν ςωςτού). Απϐ το Virp1Δ 
απουςιϊζει τμόμα μόκουσ 734bp. 
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 4 ΢υζότηςη 

4.1 Διερευνώντασ την ενδογενό ομϐλογη τησ VIRP1 ςτο Arabidopsis ωσ πιθανϐ 

αιτιολογικϐ παρϊγοντα για την ανθεκτικϐτητα του εύδουσ ςτα ιοειδό 

Σο Arabidopsis thaliana διαθϋτει ϐλο το απαραύτητο μοριακϐ υπϐβαθρο για τον πολλαπλαςιαςμϐ του 

ιοειδοϑσ PSTVd, καθώσ και ϊλλων, ςυγγενικών ιοειδών. Ωςτϐςο, εμφανύζεται πλόρωσ ανθεκτικϐ ϋναντι 

των ιοειδών αυτών, ανεξϊρτητα απϐ τον τρϐπο μϐλυνςησ (μηχανικό μϐλυνςη, μϐλυνςη με 

αγροεμποτιςμϐ) (Daròs & Flores, 2004). Η ανθεκτικϐτητϊ του εικϊζεται πωσ οφεύλεται ςτην απουςύα 

κϊποιου ενδογενοϑσ παρϊγοντα, ο οπούοσ εύναι αναγκαύοσ για κϊποια ϊλλη πτυχό του βιολογικοϑ 

κϑκλου των ιοειδών αυτών. Σο πιο πιθανϐ εύναι ϐτι ο «χαμϋνοσ» αυτϐσ «κρύκοσ» εύναι μύα πρωτεϏνη που 

εξυπηρετεύ τη μετακύνηςη του ιοειδοϑσ, εύτε ςε υποκυτταρικϐ, εύτε ςε διακυτταρικϐ επύπεδο, εύτε 

ακϐμη και ςε επύπεδο διαςυςτημικόσ μεταφορϊσ (Daròs & Flores, 2004). 

Η πρωτεϏνη VIRP1 ϋχει αποδειχθεύ ϐτι αποτελεύ ϋναν παρϊγοντα με καύριο ρϐλο για το βιολογικϐ κϑκλο 

ιοειδών ϐπωσ το PSTVd ςε φυτϊ τησ οικογϋνειασ Solanaceae, δηλαδό ςτουσ κϑριουσ ξενιςτϋσ των 

ιοειδών αυτών (Kalantidis et al., 2007). ΢υγκεκριμϋνα, η VIRP1 ϋχει την ικανϐτητα να προςδϋνει με 

ειδικϐ τρϐπο τα ιοειδό αυτϊ, μϋςω τησ ϊτυπησ επικρϊτειασ πρϐςδεςησ RNA που φϋρει (Maniataki et al., 

2003; Martínez de Alba et al., 2003). Με τον τρϐπο αυτϐ, μϋςω δηλαδό τησ φυςικόσ αλληλεπύδραςησ με 

το ιοειδϋσ, ϋχει προταθεύ ϐτι ςυμμετϋχει ςτη μεταφορϊ του ιοειδοϑσ, κϊτι που εύναι αναγκαύο για την 

ολοκλόρωςη του βιολογικοϑ του κϑκλου (Gozmanova et al., 2003; Kalantidis et al., 2007). 

Όπωσ ϋχει όδη αναφερθεύ, η VIRP1 αποτελεύ μύα υψηλϊ ςυντηρημϋνη πρωτεϏνη τησ οικογϋνειασ 

Solanaceae, ενώ ομϐλογϋσ τησ απαντώνται και ςε εύδη ϊλλων οικογενειών, που επύςησ αποτελοϑν 

ξενιςτϋσ των ιοειδών τϑπου PSTVd.  Αντύθετα, οϑτε το Arabidopsis thaliana, οϑτε και κανϋνα ϊλλο εύδοσ 

τησ οικογϋνειασ Brassicaceae δε φϋρει πρωτεϏνη VIRP1, sensus stricto. Η γειτνιϋςτερη, εξελικτικϊ, 

πρωτεϏνη του Arabidopsis εύναι ο παρϊγοντασ GTE7. Απϐ in silico μελϋτη, αυτϐσ φαύνεται να διατηρεύ 

υψηλϊ επύπεδα ομολογύασ ςτισ επικρϊτειεσ βρομο και NET, ενώ η ομολογύα ςτην περιοχό ϐπου 

εδρϊζεται η υποτιθϋμενη επικρϊτεια πρϐςδεςησ RNA εύναι εξαιρετικϊ χαμηλό. Με ϊλλα λϐγια, αποτελεύ 

ϋνα αναπϊντητο ερώτημα το αν ο παρϊγοντασ GTE7 εμφανύζει την ύδια ικανϐτητα ςϑνδεςησ με το RNA 

του ιοειδοϑσ, που εμφανύζουν οι ομϐλογϋσ του τησ οικογϋνειασ Brassicaceae.  

Γνωρύζουμε όδη ϐτι η καταςτολό τησ ενδογενοϑσ VIRP1 ςτον καπνϐ (N.benthamiana, N.tabacum) εύναι 

αρκετό για τη μετατροπό των φυτών αυτών απϐ ευαύςθητα ςε ανθεκτικϊ ϋναντι μηχανικών 

μολϑνςεων με εύδη του γϋνουσ Pospiviroid (Kalantidis et al., 2007). Δεν γνωρύζουμε, ϐμωσ, εϊν ιςχϑει και 

το αντύςτροφο, εϊν δηλαδό η ετερϐλογη ϋκφραςη τησ VIRP1 εύναι αρκετό για τη μετατροπό ενϐσ 

ανθεκτικοϑ φυτοϑ ςε ευϊλωτο. Για να ϋχει νϐημα ϋνασ τϋτοιοσ ϋλεγχοσ, πρϋπει το φυτικϐ εύδοσ που θα 

επιλεγεύ να μην εκφρϊζει ενδογενώσ την πρωτεϏνη VIRP1. Η προϒπϐθεςη αυτό πληροϑται, εν μϋρει, 

ςτην περύπτωςη του Arabidopsis: η ενδογενόσ ομϐλογη, GTE7, εμφανύζεται ςυντηρημϋνη ςε ϐλεσ τισ 

λειτουργικϋσ περιοχϋσ, πλην τησ περιοχόσ πρϐςδεςησ με τα ιοειδό.  

΢υνοψύζοντασ, η απουςύα τησ περιοχόσ πρϐςδεςησ με τα ιοειδό απϐ την ενδογενό ομϐλογη τησ VIRP1, 

GTE7, θα μποροϑςε να αποτελεύ τον αιτιολογικϐ παρϊγοντα για την εγγενό ανθεκτικϐτητα του εύδουσ 

ςτα ιοειδό. Δϑο διακριτϋσ πειραματικϋσ διατϊξεισ ςχεδιϊςτηκαν, που ςτοχεϑουν απϐ κοινοϑ ςτον 

ϋλεγχο αυτόσ τησ υπϐθεςησ. Η πρώτη εύναι η δημιουργύα διαγονιδιακών VIRP1 Arabidopsis και η 

μϐλυνςό τουσ με ιοειδό του γϋνουσ Pospiviroid, προκειμϋνου να διαπιςτωθεύ εϊν η παρουςύα τησ VIRP1 
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εύναι ικανό ανατρϋψει την ανθεκτικϐτητα του Arabidopsis. Η δεϑτερη εύναι ο ϋλεγχοσ τησ GTE7 ωσ προσ 

την ικανϐτητϊ τησ να προςδϋνει ιοειδό.  

΢την παροϑςα φϊςη, δεκαεννϋα φυτϊ (F1 γενιϊ) με επιβεβαιωμϋνη ϋνθεςη του διαγονιδύου VIRP1 

βρύςκονται ςε θϊλαμο ανϊπτυξησ, προκειμϋνου να ςυλλεχθοϑν τα ςπϋρματϊ τουσ, που θα 

αντιπροςωπεϑουν την γενιϊ F2. Σα φυτϊ αυτϊ αποτελοϑν το αναγκαύο βιολογικϐ υπϐβαθρο για τα 

πειρϊματα μολϑνςεων, εκκρεμεύ ϐμωσ προσ το παρϐν η διαλογό των ατϐμων με μοναδικό ϋνθεςη και ο 

ϋλεγχοσ των επιπϋδων ϋκφραςησ του διαγονιδύου. Σο τελευταύο εύναι ςημαντικϐ, καθώσ απϐ 

προηγοϑμενεσ προςπϊθειεσ ετερϐλογησ υπερϋκφραςησ τησ VIRP1 φαύνεται πωσ εύναι δϑςκολο να 

εξαςφαλιςτοϑν υψηλϊ επύπεδα ϋκφραςησ του διαγονιδύου (Kalantidis et al., 2007). Πρϋπει, επύςησ, να 

γύνει επιλογό των ομϐζυγων για το διαγονύδιο ατϐμων ςτην F2 γενιϊ. ΢ε αυτϊ τα ϊτομα θα 

πραγματοποιηθοϑν οι μολϑνςεισ, με τη μϋθοδο του αγροεμποτιςμοϑ, ϐπωσ ϋχει περιγραφεύ απϐ τουσ 

(Daròs & Flores, 2004).  

Αξύζει να ςημειωθεύ ϐτι, δεδομϋνου ϐτι ϋωσ τώρα δεν ϋχει ςταθεύ εφικτό η μϐλυνςη φυτών Arabidopsis, 

δεν εύναι γνωςτϐ ποιο θα όταν το ελϊχιςτο αναγκαύο μεςοδιϊςτημα απϐ τη ςτιγμό τησ μϐλυνςησ μϋχρι 

τη ςτιγμό τησ ανύχνευςησ διαςυςτημικόσ μϐλυνςησ, αν και βϊςει τησ βιβλιογραφύασ (Daròs & Flores, 

2004), ϋνα αςφαλϋσ μεςοδιϊςτημα εύναι αυτϐ του ενϐσ μόνα μετϊ τη μϐλυνςη. Εϊν η ετερϐλογη 

ϋκφραςη τησ VIRP1 ςτα φυτϊ αυτϊ βρεθεύ ικανό να προωθόςει την διαςυςτημικό μϐλυνςη του 

Arabidopsis απϐ το ιοειδϋσ, μετατρϋποντασ το εύδοσ ςε ξενιςτό του PSTVd, τϐτε η VIRP1 εδραιώνεται 

ωσ ϋνασ παρϊγοντασ αναγκαύοσ για την ολοκλόρωςη του βιολογικοϑ κϑκλου του PSTVd, και 

πιθανϐτατα ϊλλων, ςυγγενών ιοειδών.  

Παρϊλληλα, ϋχει γύνει η προετοιμαςύα για τον ϋλεγχο τησ GTE7 ωσ προσ την ικανϐτητϊ τησ να 

προςδϋνει ιοειδό. Η αντύςτοιχη διερεϑνηςη για την VIRP1 ϋχει πραγματοποιηθεύ τϐςο ςε in vitro, ϐςο 

και με in vivo πειραματικϋσ διατϊξεισ (Kalantidis et al., 2007; Maniataki et al., 2003; Martínez de Alba et 

al., 2003). Προτιμόθηκε η in vivo διερεϑνηςη, για δϑο λϐγουσ. Ο πρώτοσ εύναι πωσ τα αποτελϋςματα 

μύασ in vivo προςϋγγιςησ μποροϑν, ςε γενικϋσ γραμμϋσ, να θεωρηθοϑν πιο αντιπροςωπευτικϊ και 

αξιϐπιςτα. Ο δεϑτεροσ εύναι πωσ οι in vitro  προςεγγύςεισ, εύτε με ςτϑπωμα κατϊ Northwestern εύτε με 

δοκιμαςύα μεταβολόσ ηλεκτροφορητικόσ ικανϐτητασ (EMSA), προαπαιτοϑν τον καθαριςμϐ τησ υπϐ 

μελϋτη πρωτεϏνησ, εγχεύρημα που μπορεύ να αποβεύ δυςανϊλογα χρονοβϐρο. Βϊςει των παραπϊνω, θα 

επαναληφθοϑν πειρϊματα ανοςοκατακρόμνιςησ ριβονουκλεοπρωτεώνικών ςυμπλϐκων που ϋχουν όδη 

πραγματοποιηθεύ για την VIRP1 (Kalantidis et al., 2007), θϋτοντασ την AtGTE7 ωσ πρωτεϏνη 

ενδιαφϋροντοσ. Για να διεξαχθοϑν τα πειρϊματα αυτϊ ϋπρεπε οι πρωτεϏνεσ GTE7, VIRP1 (θετικϐσ 

μϊρτυρασ) και VIRP1Δ (αρνητικϐσ μϊρτυρασ) να κλωνοποιηθοϑν ςε μεταφραςτικό ςϑντηξη με 

πρωτεώνικϐ επύτοπο. Ωσ τϋτοιοσ επιλϋχθηκε το πεπτύδο FLAG. Η  επιλογό του ϋναντι ϊλλων ϋγινε για 

δϑο λϐγουσ. Πρώτον, για λϐγουσ ςυνοχόσ και ςυγκριςιμϐτητασ αποτελεςμϊτων, καθώσ τα αντύςτοιχα 

πειρϊματα ανοςοκατακρόμνιςησ τησ VIRP1 με το PSTVd ϋχουν διεξαχθεύ με τον ύδιο πρωτεώνικϐ 

επύτοπο (N-FLAG)(Kalantidis et al., 2007). Δεϑτερον, επειδό η προςθόκη ενϐσ τϐςο μικροϑ πεπτιδύου 

εύναι λιγϐτερο πιθανϐ να διαταρϊξει τη φυςιολογικό αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ ςτο χώρο, ϊρα 

λιγϐτερο πιθανϐ να αλλοιώςει τα αποτελϋςματα πειραμϊτων αλληλεπύδραςησ τησ υπϐ μελϋτη 

πρωτεϏνησ.  

΢την παροϑςα φϊςη, ϋχω δημιουργόςει τισ μοριακϋσ καταςκευϋσ CaMV35S::FLAG-GTE7 (υπϐ μελϋτη 

πρωτεϏνη) και  CaMV35S::FLAG-VIRP1 (θετικϐσ μϊρτυρασ) και τισ ϋχω ειςϊγει ςτο αγροβακτηριακϐ 

ςτϋλεχοσ C58C1. Οι αντύςτοιχοι βακτηριακού κλώνοι ϋχουν ελεγχθεύ και μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν 
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για τον αγροεμποτιςμϐ φϑλλων καπνοϑ και παροδικό ϋκφραςη των αντύςτοιχων πρωτεώνών. 

Παρϊλληλα, ϋχω δημιουργηςει το τετμημϋνο γονύδιο Virp1Δ, που κωδικοποιεύ για τον αναγκαύο 

αρνητικϐ μϊρτυρα (Virp1Δ, απϐ την οπούα απουςιϊζει η περιοχό πρϐςδεςησ των ιοειδών), το οπούο 

βρύςκεται κλωνοποιημϋνο ςτο πλαςμύδιο- δϐτη pENTR4 και εκκρεμεύ η υποκλωνοπούηςό του ςτον 

τελικϐ φορϋα ϋκφραςησ pEARLEYGATE202 και η ειςαγωγό του τελικοϑ πλαςμιδύου (CaMV35S::FLAG-

Virp1Δ) ςε αγροβακτόριο (C58C1). Έπειτα, θα εύναι δυνατό η διεξαγωγό του ελϋγχου τησ GTE7 ωσ προσ 

την ικανϐτητα να προςδϋνει ιοειδό του γϋνουσ Pospiviroid. Εϊν η GTE7 ςτερεύται αυτόσ τησ ικανϐτητασ, 

ενώ ταυτϐχρονα η ϋκφραςη τησ VIRP1 ςτο Arabidopsis εύναι ικανό να μετατρϋψει το εύδοσ αυτϐ ςε 

ξενιςτό των Pospiviroid, τϐτε η GTE7 αναδεικνϑεται ςε αιτιολογικϐ παρϊγοντα για την εγγενό 

ανθεκτικϐτητα του εύδουσ απϋναντι ςτα ιοειδό Pospiviroid. ΢υμμετρικϊ, ενιςχϑεται η ςημαςύα τησ 

VIRP1 και τησ ικανϐτητϊσ τησ να προςδϋνει τα ιοειδό, αφοϑ μπορεύ η παρουςύα τησ να ςυμβϊλλει, ϋςτω 

μερικώσ, ςτον καθοριςμϐ του εϑρουσ ξενιςτών των ιοειδών Pospiviroid, και ενδεχομϋνωσ ϐλησ τησ 

οικογϋνειασ Pospiviroidae, δεδομϋνου ϐτι η ςϑνδεςη με τη VIRP1 εμπλϋκει το δομικϐ μοτύβο RY, το 

οπούο απαντϊται ςε ϐλα τα ιοειδό του πυρόνα (Gozmanova et al., 2003; Owens & Hammond, 2009).  

4.2 Σα VIRP1 Arabidopsis ωσ ςϑςτημα μελϋτησ του ρϐλου τησ VIRP1 ςτα 

ενδογενό μονοπϊτια αλλϊ και ςτο βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών  

Ο ενδογενόσ ρϐλοσ τησ VIRP1 παραμϋνει, ϋωσ και ςόμερα, ϊγνωςτοσ. Μπορεύ μϐνο να υποτεθεύ ϐτι 

αυτϐσ ςχετύζεται με τη ρϑθμιςη τησ μεταγραφόσ, δεδομϋνου ϐτι η VIRP1 ανόκει ςτην οικογϋνεια 

μεταγραφικών ρυθμιςτών ΒΕΣ, και, πιο ςυγκεκριμϋνα, ϐτι θα μποροϑςε να ςχετύζεται λειτουργικϊ με 

τη χρωματύνη, ςτισ περιοχϋσ ϐπου οι ιςτϐνεσ Η3 και Η4 εμφανύζονται ακετυλιωμϋνεσ, ϐπωσ φαύνεται να 

ιςχϑει για πολλϊ ϊλλα μϋλη τησ οικογϋνειασ ΒΕΣ (Airoldi et al., 2010; Filippakopoulos & Knapp, 2012; 

Florence & Faller, 2001). Η αποςαφόνιςό του ενδογενοϑσ τησ ρϐλου, πϋρα απϐ την αξύα που θα εύχε ωσ 

γνώςη καθαυτό, θα ςυνειςϋφερε ςτην κατανϐηςη του τρϐπου με τον οπούο η VIRP1 εμπλϋκεται ςτο 

βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών Pospiviroid, και κατ’επϋκταςη ςτην κατανϐηςη του ύδιου του βιολογικοϑ 

κϑκλου των ιοειδών. Η VIRP1 αποτελεύ το μοναδικϐ, ϋωσ τώρα, παρϊγοντα του ξενιςτό με καύριο ρϐλο 

για το βιολογικϐ κϑκλο ιοειδών του πυρόνα, τησ οπούασ ο ενδογενόσ ρϐλοσ δεν εύναι γνωςτϐσ. 

Όςον αφορϊ ςτο ρϐλο τησ VIRP1 ςτο βιολογικϐ κϑκλο των Pospiviroid, αυτό θα μποροϑςε να προωθεύ 

την εύςοδο των ιοειδών ςτον πυρόνα και την υπο-πυρηνικό ςτϐχευςό τουσ ςε περιοχϋσ μεταγραφικϊ 

ενεργοϑσ χρωματύνησ (ϐπου ςυχνϊ υπϊρχει υψηλϐσ βαθμϐσ ακετυλύωςησ λυςινών των ιςτονών Η3, 

Η4). ΢τισ περιοχϋσ αυτϋσ, εντοπύζονται η DNA εξαρτώμενη RNA πολυμερϊςη ΙΙ, η οπούα καταλϑει τη 

μεταγραφό και τον πολλαπλαςιαμϐ των Pospiviroidae (Bojić et al., 2012; Y. Wang et al., 2016), καθώσ 

και η μύα μορφό του παρϊγοντα TFIIIA, η TFIIIA-7ZF, που δρα ςταθεροποιώντασ το ςϑμπλοκο 

πολυμερϊςησ- ιοειδοϑσ(Y. Wang et al., 2016). Σαυτϐχρονα, η ςϑνδεςη τησ VIRP1 θα μποροϑςε να 

αποτρϋπει τη ςϑνδεςη του ιοειδοϑσ με την ϊλλη μορφό του παρϊγοντα TFIIIA, η TFIIIA-9ZF, ο οπούοσ 

ενδϋχεται να προωθεύ την απομϊκρυνςη των ιοειδών απϐ το πυρηνϐπλαςμα και τη μεταφορϊ τουσ 

ςτον πυρηνύςκο. Δεδομϋνου ϐτι οι περιοχϋσ πρϐςδεςησ των VIRP1 και TFIIIA-9ZF ςτα ιοειδό 

αλληλεπικαλϑπτονται, θα μποροϑςε να υπϊρχει μύα δυναμικό ιςορροπύα αναφορικϊ με τη ςϑνδεςό ςτα 

ιοειδό, η οπούα να αποτελεύ ςημεύο ρϑθμιςησ ςτο βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών (Dissanayaka 

Mudiyanselage et al., 2018; Y. Wang et al., 2016). 
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Μύα αντικειμενικό δυςκολύα ςτη μελϋτη τησ VIRP1 εύναι ϐτι αυτό φυςιολογικϊ βρύςκεται ςε εύδη τησ 

οικογϋνειασ Solanaceae, τα οπούα απϋχουν πολϑ απϐ το να εύναι πλόρωσ χαρακτηριςμϋνα, ενώ 

ταυτϐχρονα ο χειριςμϐσ τουσ και οι χρϐνοι που απαιτοϑνται για την διεξαγωγό πειραμϊτων ςε αυτϊ 

εύναι δυςκολϐτεροι απϐ ο,τι ςτο Arabidopsis. Αν και η μελϋτη τησ VIRP1 ςε ϋνα ετερϐλογο ςϑςτημα δεν 

μπορεύ να υποκαταςτόςει τη μελϋτη τησ ςτο ενδογενϋσ τησ περιβϊλλον, εντοϑτοισ τα VIRP1 Arabidopsis 

θα μποροϑςαν να αποτελϋςουν μύα εϑχρηςτη βιολογικό πλατφϐρμα για την ϊντληςη δεδομϋνων ςε 

ςχϋςη με τον πιθανϐ ενδογενό ρϐλο τησ VIRP1. 

΢ε αυτόν την κατεϑθυνςη, τα ομϐζυγα VIRP1 Arabidopsis θα πρϋπει να ελεγχθοϑν, μϐλισ αποκτηθοϑν, 

για φαινοτυπικϋσ αποκλύςεισ ςε ςχϋςη με τα φυτϊ αγρύου τϑπου. Μη δημοςιευμϋνα δεδομϋνα απϐ 

μελϋτεσ βαθιϊσ αλληλοϑχηςησ μεταγραφώματοσ ςε φυτϊ Nicotiana benthamiana ϐπου η ϋκφραςη τησ 

ενδογενοϑσ VIRP1 ϋχει καταςταλεύ με RNA ςύγηςη, υποδεικνϑουν το ςυςχετιςμϐ τησ με γονύδια των 

μεταγενϋςτερων ςταδύων εμβρυογϋνεςησ (late dormancy/auxin responsive) (Μπαρδϊνη, Ε., 

αδημοςύευτα αποτελϋςματα). ΢υγκεκριμϋνα, το μετϊγραφο για την ομϐλογη τησ AtDRM2 φαύνεται να 

μειώνεται ςε ςτατιςτικϊ ςημαντικϐ βαθμϐ, απουςύα τησ VIRP1. Η ςυγκεκριμϋνη πρωτεϏνη 

κωδικοποιεύται ςτο γονιδύωμα του Arabidopsis απϐ το γενετικϐ τϐπο AT2G33830. ΢τον ςυγκεκριμϋνο 

γενετικϐ τϐπο, η ακετυλύωςη των ιςτονών φαύνεται να κατϋχει ςημαντικϐ ρϐλο ωσ επιγενετικό 

ρϑθμιςη (Tai et al., 2005). Βϊςει των ϐςων ϋχουν όδη αναφερθεύ για τη ςχϋςη μεταξϑ των πρωτεώνών 

ΒΕΣ και τησ ακετυλιωμϋνησ χρωματύνησ, η VIRP1 θα μποροϑςε να εμπλϋκεται ςτη ρϑθμιςη τησ 

ϋκφραςησ τησ DRM2 ομϐλογησ ςτο Nicotiana, οπϐτε η μεύωςό τησ να οδηγεύ ςε διαφορικό ϋκφραςη 

του DRM2, και ςυγκεκριμϋνα ςε μεύωςη τησ ϋκφραςησ. Απϐ την ϊλλη, δεν μποροϑμε να γνωρύζουμε εϊν 

και η αϑξηςη των επιπϋδων τησ VIRP1 θα προκαλοϑςε, αντύςτοιχα, την αϑξηςη των μεταγρϊφων για 

την DRM2, θα ϊξιζε ϐμωσ αυτϐ να ελεγχθεύ ωσ ενδεχϐμενο, με την πραγματοπούηςη ημιποςοτικόσ 

αντύδραςησ πολυμερϊςησ (qPCR) για το DRM2 ςτα διαγονιδιακϊ φυτϊ VIRP1. Η AtDRM2 δρα ωσ 

αρνητικϐσ ρυθμιςτόσ τησ φυτικόσ ϊμυνασ ϋναντι των βακτηρύων (Roy et al., 2020), επομϋνωσ, εϊν 

πρϊγματι ςτα VIRP1 Arabidopsis βρεθεύ ϐτι η DRM2 υπερεκφρϊζεται, τα φυτϊ αυτϊ θα μποροϑςαν να 

ελεγχθοϑν ωσ προσ την ευαιςθηςύα τουσ ϋναντι μολυςματικών βακτηρύων. Σαυτϐχρονα, ϊλλεσ DRM, 

των οποιων η ϋκφραςη επύςησ μειώνεται ςε ςυνθόκεσ καταςτολόσ τησ VIRP1 (μη δημοςιευμϋνα 

δεδομϋνα), ϋχουν ςυςχετιςτεύ με τη αναςτολό διαφϐρων πτυχών τησ βλαςτητικόσ και 

αναπαραγωγικόσ αϑξηςησ (Lee et al., 2013). Έτςι, θα εύχε ενδιαφϋρον να ελεγχθοϑν διϊφορεσ 

παρϊμετροι τησ φϑτρωςησ ςτα διαγονιδιακϊ VIRP1 Arabidopsis, ςε ςχϋςη με φυτϊ αγρύου τϑπου 

(χρϐνοσ φϑτρωςησ, μόκοσ υποκοτυλύου και ρύζασ, χρϐνοσ εμφϊνιςησ και μϋγεθοσ κοτυληδϐνων), καθώσ 

και γενικών αναπτυξιακών παραμϋτρων ϐπωσ το ςυνολικϐ μϋγεθοσ ςώματοσ και ο αριθμϐσ ανθών και 

χεδρώπων (siliques) ανϊ ϊτομο. 

Κλεύνοντασ, παραμϋνει ανοιχτϐ το ενδεχϐμενο να υπϊρχουν και ενδογενό νουκλεώκϊ οξϋα, τα οπούα να 

αποτελοϑν ςτϐχουσ πρϐςδεςησ για τη VIRP1, μϋςω τησ ϊτυπησ επικρϊτειασ πρϐςδεςησ ςτην οπούα 

προςδϋνονται τα ιοειδό. Εϊν κϊτι τϋτοιο ιςχϑει, ο ενδογενόσ ςτϐχοσ (ό ςτϐχοι) θα μποροϑςαν να εύναι 

RNAs που να φϋρουν μοτύβο ϐμοιο ό αντύςτοιχο με το RY μοτύβο των ιοειδών, και ϊρα να μποροϑν να 

αποτελϋςουν ενδογενεύσ ςτϐχουσ πρϐςδεςησ για την VIRP1. Κϊτι αντύςτοιχο ϋχει όδη δειχθεύ για την 

ριβοςωμικό πρωτεϏνη L5 (RPL5), η οπούα φαύνεται πωσ αναγνωρύζει και προςδϋνει το ιοειδϋσ PSTVd 

λϐγω τησ παρουςύασ μύασ ςυγκεκριμϋνησ τριτοταγοϑσ διαμϐρφωςησ (θηλιϊ Ε τησ κεντρικόσ 

ςυντηρημϋνησ περιοχόσ), η οπούα εύναι παροϑςα και ςτον ενδογενό ςτϐχο τησ RPL5, το ριβοςωμικϐ 5S 

rRNA (Eiras et al., 2011). Δεν αποκλεύεται, ωςτϐςο, η ενδογενόσ λειτουργύα τησ περιοχόσ πρϐςδεςησ να 

αφορϊ ςτην πρϐςδεςη DNA, αφοϑ τα ιοειδό αποδεδειγμϋνα μποροϑν να μεταβϊλλουν την προτύμηςη 
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ςϑνδεςησ ϊλλων ενδογενών παραγϐντων που φυςιολογικϊ προςδϋνουν ό/και δϋχονται ωσ υπϐςτρωμα 

DNA και ϐχι RNA μϐρια (Bojić et al., 2012; Nohales et al., 2012; Y. Wang et al., 2016). ΢ε κϊθε 

περύπτωςη, οι ενδογενεύσ αυτού ςτϐχοι θα ϊξιζε να διερευνηθοϑν αυτού καθαυτού αλλϊ και ωσ προσ το 

ενδεχϐμενο να εύναι κοινού ςτη περύπτωςη των VIRP1 και GTE7. Ειδικϊ εϊν επιβεβαιωθεύ η in silico 

πρϐβλεψη ϐτι η GTE7 ςτερεύται τησ ικανϐτητασ πρϐςδεςησ ιοειδών, εύναι ςημαντικϐ να ελεγχθεύ αν 

αυτό μπορεύ να προςδϋςει τα ενδογενό νουκλεοτύδια-ςτϐχουσ, εφϐςον αυτού οι ςτϐχοι υπϊρχουν ςτην 

περύπτωςη τησ VIRP1. Απϐ την ϊλλη, αν η περιοχό αυτό τησ VIRP1 δεν ϋχει ενδογενεύσ ςτϐχουσ, τϐτε 

προκϑπτει το ερώτημα γιατύ να ϋχει διατηρηθεύ, ςτην πορεύα του εξελικτικοϑ χρϐνου, η παρουςύα ενϐσ 

μοτύβου ικανοϑ να ευνοόςει το βιολογικϐ κϑκλο των ιοειδών, μύασ κατηγορύασ παθογϐνων που 

δυνητικϊ μπορεύ να προκαλϋςει το θϊνατο του ξενιςτό τησ. 
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 5 ΢υμπληρωματικϊ ΢τοιχεύα 

5.1 Εκκινητϋσ 

5.2 Φϊρτεσ πλαςμιδύων 

Εικϐνα 5-1: Κλωνοπούηςη του LeVIRP1 ςτουσ φορεύσ- δϐτεσ pENTR4, pENTR3C. Οι  pENTR4, pENTR3C φϋρουν 
γονύδιο ανθεκτικϐτητασ ςτο αντιβιοτικϐ καναμυκύνη (KmR) ωσ γονύδιο- μϊρτυρα για την επιλογό ςε E.coli, καθώσ 
και την περιοχό ori για αντιγραφό ςτα βακτηριακϊ κϑτταρα (high- copy), καθώσ και τισ καςϋτεσ attL1, attL2, 
κατϊλληλεσ για την υποκλωνοπούηςη του ενθϋματοσ ςε τελικϐ φορϋα με αντύδραςη LR (gateway cloning). Σο VIRP1 
ειςόχθη με τη ςυμβατικό μϋθοδο κλωνοπούηςησ και χρόςη των ενζϑμων NotI, EcoRV.  Ανϊλογα με τον τελικϐ φορϋα 
που θα επιλεγεύ, γύνεται επιλογό του κατϊλληλου πλαςμιδύου, ώςτε, εϊν αυτϐ χρειϊζεται, να εξαςφαλύζεται η ορθό 
μεταφραςτικό ςϑντηξη του ενθϋματοσ.   

 

ΦΡΗ΢Η ΕΚΚΙΝΗΣΗ΢ ΑΛΛΗΛΟΤΦΙΑ (5’-> 3’) ΜΗΚΟ΢ 
(bp) 

GC% ΚΟΙΝΗ ΘΕΡΜΟΚΡΑ΢ΙΑ 
ΤΒΡΙΔΙ΢ΜΟΤ (annealing 

temperature)  (oC) 
ενύςχυςη 
του VIRP1 

(CDS) 

NotI- VIRP1-(F) GTGCGGCCGCATGGCATCCGCCGTCTTAG      30 70 62 

EcoRV-VIRP1-(R) CTGATATCTCAAGAGTGTGCATCATCAGC 29 45 

επιβεβαύως
η τησ 

ϋνθεςησ 
VIRP1 

VIRP1-sg1-F GAATCTAGCTGGGCTCAGTC 20 55 56 

EcoRV-VIRP1-(R) CTGATATCTCAAGAGTGTGCATCATCAGC 29 45 

ενύςχυςη 
του GTE7 

(CDS) 

GTE7- -NotI (F) ATTTGCGGCCGCATGGCTCCGGCTGTTTTCG 31 61 72  
(two-step PCR) 

GTE7-XhoI (R) CCGCTCGAGTTAACATTGGGCTTCTTTTGCTTC 30 50 

ενύςχυςη 
του GTE7 
(CDS) με 

ταυτϐχρονη 
καταςτροφ

ό του 
κωδικονύου 

ϋναρξησ 

GTE7-A start-NotI 
(F) 

ATTTGCGGCCGCGCGGCTCCGGCTGTTTTCG 31 68 51 (για τουσ πρώτουσ 10 
κϑκλουσ πολυμεριςμοϑ) και 
62 (για τουσ 6 τελευταύουσ 

κϑκλουσ πολυμεριςμοϑ) 
 

GTE7-XhoI (R) CCGCTCGAGTTAACATTGGGCTTCTTTTGCTTC 30 50 
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Εικϐνα 5-2: Κλωνοπούηςη του AtGTE7 ςτον φορϋα- δϐτη pENTR4 (ακϋραια μορφό ςτα αριςτερϊ, με αντικατϊςταςη 
του κωδικονύου ϋναρξησ ςτα δεξιϊ (Μ1Α)). Και ςτισ δϑο περιπτώςεισ, το GTE7 ειςόχθη με τη ςυμβατικό μϋθοδο 
κλωνοπούηςησ και χρόςη των ενζϑμων NotI, SlaI. 

 

Εικϐνα 5-3: Προςωρινό υποκλωνοπούηςη του VIRP1 ςτο φορϋα κλωνοπούηςησ pAL76. Ο pAL76 εύναι ϋνασ τελικϐσ 
φορϋασ ϋκφραςησ κατϊλληλοσ για ϋκφραςη ςε μονοκϐτυλα φυτϊ. Εντοϑτοισ, ςτην παροϑςα εργαςύα 
χρηςιμοποιόθηκε εργαλειακϊ, για την παροδικό κλωνοπούηςη του VIRP1 και την καταςκευό του τετμημϋνου 
VIRP1Δ. 
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Εικϐνα 5-4: Σο πλαςμύδιο pAL76::VIRP1Δ. Τποκλωνοπούηςη του VIRP1Δ ςτο φορϋα- δϐτη pENTR4 με τη ςυμβατικό 
μϋθοδο κλωνοπούηςησ και χρόςη των ενζϑμων NotI, EcoRV. Σο pENTR4::Virp1Δ εύναι κατϊλληλο για την 
υποκλωνοπούηςη του Virp1Δ ςτον τελικϐ φορϋα pEARLEYGATE202. 

 

Εικϐνα 5-5: Σα GTE7, VIRP1 ςτον τελικϐ φορϋα κλωνοπούηςησ, pEARLEYGATE202. Σα GTE7, VIRP1 βρύςκονται υπϐ το 
μεταγραφικϐ ϋλεγχο του υποκινητό CaMV 35S και των αλληλουχιών τερματιςμοϑ τησ μεταγραφόσ OCS. Επιπλϋον, 
βρύςκονται ςε μεταγραφικό ςϑντηξη με αλληλουχύα που κωδικοποιεύ τον πρωτεώνικϐ επύτοπο, FLAG. Ο 
pEARLEYGATE202 φϋρει δϑο γονύδια ανθεκτικϐτητασ: το γονύδιο ανθεκτικϐτητασ ςτην καναμυκύνη (KmR) και το 
γονύδιο ανθεκτικϐτητασ ςτο ζιζανιοκτϐνο Basta (BlpR),  για επιλογό ςε βακτηριακϊ κϑτταρα και ςε φυτϊ 
αντύςτοιχα. Η κλωνοπούηςη των GTE7, VIRP1 ϋγινε με αντύδραςη LR (Gateway cloning). 
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Εικϐνα 5-6 Σα GTE7, VIRP1 ςτον τελικϐ φορϋα κλωνοπούηςησ, pB2Gw7. Σα GTE7, VIRP1 βρύςκονται υπϐ το 
μεταγραφικϐ ϋλεγχο του υποκινητό CaMV 35S και των αλληλουχιών τερματιςμοϑ τησ μεταγραφόσ T35. Επιπλϋον, 
βρύςκονται ςε μεταγραφικό ςϑντηξη με αλληλουχύα που κωδικοποιεύ τον πρωτεώνικϐ επύτοπο, FLAG. Ο pB2Gw7 
φϋρει δϑο γονύδια ανθεκτικϐτητασ: το γονύδιο ανθεκτικϐτητασ ςτην ςπεκτινομυκύνη (SpecR) και το γονύδιο 
ανθεκτικϐτητασ ςτο ζιζανιοκτϐνο Basta (BlpR),  για επιλογό ςε βακτηριακϊ κϑτταρα και ςε φυτϊ αντύςτοιχα. Η 
κλωνοπούηςη των GTE7, VIRP1 ϋγινε με αντύδραςη LR (Gateway cloning). 
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