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Περίληψη  

 

Ο σίδηρος είναι ουσιώδες στοιχείο για την αναπαραγωγική ικανότητα και 

σχετίζεται µε τη θρεπτική αξία του φυτού της τοµάτας. Μεγάλο µέρος του σιδήρου 

των φυτών αποθηκεύεται στη φερριτίνη, µια πρωτεΐνη µε 24 υποµονάδες η οποία 

σχηµατίζει δοµή µέσα στην οποία εγκλωβίζεται ο σίδηρος. Στη µελέτη αυτή 

χαρακτηρίστηκε και ταυτοποιήθηκε κλώνος cDNA που κωδικοποιεί τη φερριτίνη 

στην τοµάτα. Ακολούθως εξετάστηκε η έκφραση των γονιδίων της φερριτίνης µε RT 

PCR σε καρπούς τοµάτας, κατά τα τελευταία στάδια της ανάπτυξής τους, καθώς και 

σε βλαστικά όργανα των φυτών. Επίσης, µελετήθηκε το ηλεκτροφορητικό πρότυπο 

των αποθησαυριστικών πρωτεϊνών των σπερµάτων, και ο εντοπισµός του σιδήρου 

στους ιστούς των σπερµάτων. 

 Τα µεταγραφήµατα της φερριτίνης ήταν αφθονότερα στους καρπούς στα 

στάδια του πράσινου ώριµου καρπού και µειωνόταν µε την ωρίµανσή τους. Στα 

βλαστικά όργανα τα µεταγραφήµατα ήταν πιο άφθονα στη ρίζα και λιγότερα άφθονα 

στα φύλλα και τα στελέχη των φυτών. 

Το ότι στο περικάρπιο εκφράζονται τα γονίδια της φερριτίνης τα οποία 

µάλιστα µειώνονται µε την ωρίµανση του καρπού, πιθανόν δείχνει την πιθανή 

συµµετοχή των φερριτινών στην προστασία από οξειδωτική καταπόνηση. Η ύπαρξη 

φερριτινών στην ρίζα, στα φύλλα και τα στελέχη των φυτών είναι δυνατόν να 

σχετίζεται τόσο µε τη συντήρηση του σιδήρου σε µη τοξική µορφή όσο και µε την 

αποθήκευσή του.  

 Ο σίδηρος εντοπίστηκε στο προκάµβιο του εµβρύου και το σήµα εντοπισµού 

ήταν πιο έντονο στο ακρορρίζιο. Τέλος, στα ηλεκτροφορήµατα των 

αποθησαυριστικών πρωτεϊνών έδειξαν τέσσερις ηλεκτροφηρητικές ζώνες και στις 

δύο ποικιλίες τοµάτας που εξετάστηκαν. Το πρότυπο των ηλεκτροφορηµάτων ήταν το 

ίδιο µε τα αναφερόµενα στη βιβλιογραφία γεγονός που σηµαίνει ότι οι 

αποθησαυριστικές πρωτεΐνες στις διάφορες ποικιλίες της τοµάτας έχουν ίδια 

ηλεκτροφορητική συµπεριφορά, και πιθανόν άλλες οµοιότητες. 
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ABSTRACT 

Iron is an essential element for the reproductive ability of plants, and is related to the 

tomato’ s plant nutritial value. A great amount of the plant iron is saved in the ferritin, 

a protein with 24 subunits, which forms a structure in which the iron is gathered. In 

this study, a cDNA clone which codes for a tomato ferritin, was characterized and 

identified. Moreover, the expression of ferritin genes was examined using RT- PCR. 

Tomato organs studied were fruits at the latter stages of development, as well as 

vegetative organs. The SDS electrophoresis pattern of the seed storage proteins and 

the iron localization in the seeds’ tissues was also examined. 

Ferritin transcripts were more aboudant in the fruit pericarps at the stage of 

mature green and were less abundant as the fruit matured. In the vegetative organs, 

transcriptions were found in higher levels in the roots and less in the leaves and stems. 

The fact that, in the pericarp, ferritin genes are expessed and the transcripts 

were reduced while the fruit is getting matured, probably points to the possible 

participation of the ferritins in the protection of tissue from oxidative stress. The 

occurrence of ferritin in the root, leaves and steams is possible to be related either to 

the iron preservation in non- toxic form or to iron storage. 

The iron was localized in the procambium of embryos and the localization 

signal was more intense in root tip. Finally, the SDS electrophoresis of seed storage 

proteins showed four electrophoretic bands in the two tomato varieties that were 

examined. The SDS electrophoresis paterrn was the same as the reported, a fact which 

means that the storage proteins in the different tomato varieties have the same 

electrophoretic pattern and could be similar.  
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Καταγωγή, Βοτανικά και Μορφολογικά χαρακτηριστικά της 

τοµάτας. 

Η τοµάτα, Solanum lycopersicum, είναι λαχανοκοµικό φυτό της οικογένειας 

των σολανoδών, µε 2n= 24 χρωµοσώµατα. Το Solanum lycopersicum είναι φυτό 

ποώδες, ετήσιο, διετές και σπανιότερα πολυετές. 

Από την Ν. Αµερική, απ’ όπου κατάγεται, µεταφέρθηκε στην Ευρώπη από τους 

πρώτους εξερευνητές της νέας ηπείρου. Μέχρι το 16 αιώνα την καλλιεργούσαν ως 

καλλωπιστικό φυτό, γιατί το θεωρούσαν δηλητηριώδες φυτό. Σε διεθνή κλίµακα, η 

καλλιέργεια της τοµάτας καταλαµβάνει την τρίτη σε έκταση θέση µετά την πατάτα 

και γλυκοπατάτα , ενώ στην Ελλάδα καταλαµβάνει την δεύτερη σε έκταση θέση µετά 

την πατάτα. 

 Με την γενετική βελτίωση στην τοµάτα επιτεύχθηκε: α) αύξηση της 

παραγωγής, του µεγέθους του καρπού και του αριθµού των καρπών, β) βελτίωση της 

ποιότητας, του σχήµατος, του χρώµατος, του αρώµατος και της υφής του καρπού, γ) 

βελτίωση του τρόπου ανάπτυξης του φυτού (σηµαντικό γεγονός αποτελεί η 

ανακάλυψη γενετικά ελεγχόµενης ανάπτυξης), δ) βελτίωση της αντοχής του καρπού 

στις µεταχειρίσεις και στην αποθήκευση των καρπών αλλά και των σπόρων, ε) 

πρωιµότητα στην παραγωγή, στ) δυνατότητα καρπόδεσης σε αντίξοες συνθήκες, ζ) 

αντοχή στους εχθρούς και στις ασθένειες (Ολύµπιος, 2001). 

Ευνοϊκή θερµοκρασία ανάπτυξης του φυτού είναι µεταξύ 20 ºC και 35 ºC. 

Αναπτύσσεται σε ποικίλα εδάφη, όπως αµµώδη, αµµοπηλώδη, πηλώδη, ιλυοπηλώδη, 

αργυροπηλώδη τα οποία πρέπει να στραγγίζονται καλά. Το ευνοϊκότερο pH για την 

ανάπτυξη του φυτού είναι µεταξύ 5,5 και 7,0. (Ολύµπιος, 2001). 

Ο κεντρικός βλαστός φέρει τα πραγµατικά φύλλα στις µασχάλες στις οποίες 

υπάρχουν οφθαλµοί που δίνουν πλευρικούς βλαστούς. Η τοµάτα έχει την τάση να 

σχηµατίζει πολλούς βλαστούς. Πολλές φορές οι πλευρικοί βλαστοί, που βρίσκονται 

κοντά στην κορυφή του φυτού, είναι αρκετά δυνατοί. 

Ο βλαστός στο πρώτο στάδιο της ανάπτυξής του ή καλύτερα αµέσως κάτω 

από το αρχέφυτο είναι τρυφερός, ευαίσθητος, χυµώδης και µαλακός. Αργότερα, 

όµως, γίνεται πιο σκληρός, αποκτά µηχανική αντοχή χωρίς να ξυλοποιείται και είναι 

λιγότερο εύθραυστος. Ο βλαστός καθώς και τα φύλλα καλύπτονται από αδενώδεις 

τρίχες, οι οποίες όταν σπάσουν, απελευθερώνουν ένα ελαιώδες υγρό το οποίο 

προσδίδει χαρακτηριστική οσµή στο φυτό. Η ανάπτυξη του βλαστού, όσον αφορά το 



11 
 

µήκος, καθορίζεται από γενετικούς παράγοντες και διακρίνεται σε ποικιλίες µε 

απεριόριστη ανάπτυξη βλαστών και σε ποικιλίες µε καθορισµένο µήκος βλαστών. 

Τα φύλλα της τοµάτας είναι σύνθετα. Το φύλλο αποτελείται από ζεύγη 

φυλλαρίων και παραφυλλαρίων µε µονό φυλλάριο στην άκρη. Τα φύλλα 

εµφανίζονται σε ελικοειδή διάταξη πάνω στο βλαστό (Ολύµπιος, 2001). 

Η ρίζα της τοµάτας είναι πασσαλώδης και µπορεί να φτάσει µέχρι βάθους 1m. 

Η τοµάτα θεωρείται φυτό που µεταφυτεύεται εύκολα, γιατί γρήγορα παράγει νέες 

ρίζες και το τραυµατισµένο ριζικό σύστηµα απορροφά νερό και θρεπτικά στοιχεία 

που του επιτρέπουν να αναρρώσει γρήγορα από τη µεταφυτευτική διαταραχή 

(Ολύµπιος, 2001)  

Τα άνθη της τοµάτας εµφανίζονται σε ταξιανθίες από 2-3/ ταξιανθία έως και 

20 ή και περισσότερα. Ένας µέσος επιθυµητός αριθµός ανθέων ανά ταξιανθία που 

πρόκειται να εξελιχθούν σε καρπούς είναι 6-8 άνθη. Οι ταξιανθίες εµφανίζονται επί 

των βλαστών του φυτού και διακλαδίζονται συµµετρικά ή ασύµµετρα ανάλογα µε την 

ποικιλία. Στο άκρο της κάθε διακλάδωσης υπάρχει ένα άνθος. 

Το άνθος φέρει πράσινο δερµατώδη κάλυκα που αποτελείται από 5 ή 

περισσότερα σέπαλα, στεφάνη κίτρινη µε 5 ή και περισσότερα ενωµένα πέταλα και 5 

ή περισσότερους στήµονες ενωµένους στην βάση τους µε τη στεφάνη και ενωµένους 

κατά µήκος µεταξύ τους, ώστε να σχηµατίζουν κώνο γύρω από το στύλο που είναι 

συνήθως πιο κοντός , εγκλωβισµένος από τους ανθήρες (Ολύµπιος, 2001). 

Ο καρπός της τοµάτας είναι πολύχωρος ράγα που αποτελείται από 2-8 

καρπόφυλλα. Ο καρπός έχει χρώµα κόκκινο που οφείλεται στο λυκοπένιο, πορτοκαλί 

που οφείλεται β- καροτένιο, ρόδινο, κίτρινο ή λευκό. Οι χρωστικές αυτές βρίσκονται 

συνήθως σε ολόκληρη τη µάζα του καρπού. Ο καρπός χωρίζεται συνήθως σε 4 - 10 

χώρους οι οποίοι έχουν σαρκώδη τοιχώµατα. Εσωτερικά των τοιχωµάτων αυτών 

υπάρχει ζελατινώδες παρέγχυµα το οποίο περιέχει σπέρµατα. Ο καρπός διαθέτει 

χονδρό περικάρπιο, το οποίο περιβάλλεται από λεπτή επιδερµίδα χωρίς στοµάτια. 

Εξωτερικά της επιδερµίδας υπάρχει κηρώδης εφυµενίδα. Το σχήµα του καρπού είναι 

συνήθως υποσφαιρικό, πιεσµένο στους πόλους, απιοειδές ή επίµηκες. Εάν οι καρποί 

συγκοµιστούν πριν αποκτήσουν χρώµα και τοποθετηθούν στους 32 ºC και άνω, τότε 

αποκτούν πορτοκαλί χρώµα. Είναι επίσης δυνατό να σχηµατιστεί καρπός και µε 

χρήση αυξινών, αλλά δε θα περιέχει σπέρµατα. Η εφαρµογή των ουσιών αυτών 

πρέπει να γίνει όταν τα περισσότερα άνθη της ταξιανθίας είναι ανοιχτά. Για να γίνει 

αυτή η τεχνική ωρίµανση του καρπού θα πρέπει να τοποθετηθούν οι καρποί σε 
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κλειστούς χώρους στους οποίους να διοχετευτεί αιθυλένιο σε αναλογία όγκων προς 

την ατµόσφαιρα 1:1000 έως 1:10000 Ευνοϊκή θερµοκρασία ανάπτυξης του φυτού 

είναι µεταξύ 20 ºC και 35 ºC. Αναπτύσσεται σε ποικίλα εδάφη, όπως αµµώδη, 

αµµοπηλώδη, πηλώδη, ιλυοπηλώδη, αργυροπηλώδη, τα οποία πρέπει να 

στραγγίζονται καλά. Το ευνοϊκότερο pH για την ανάπτυξη του φυτού είναι µεταξύ 

5,5 και 7,0 . 

Το σπέρµα είναι ωοειδές, πεπλατυσµένο, χρώµατος κίτρινου- καφέ ή/ και 

χρυσαφένιου. Εσωτερικά το σπέρµα φέρει ένα κυρτό έµβρυο, το οποίο περιβάλλεται  

από ένα µικρό ενδοσπέρµιο (Ολύµπιος, 2001). 

 

Η τοµάτα τύπου cherry. 

Σύµφωνα µε τον Quiros (1974) υπάρχει µία φυλογενετική σειρά η οποία 

οδηγεί, µε αφετηρία έναν πρόγονο πριν την εµφάνιση του Solanum, στο S. 

peruvianum, µετά στο S. hirsutum, ακολούθως στο S. lycopersicon var. cerasiforme 

και τελικά στην καλλιεργούµενη τοµάτα. Τα S. pimpinellifolium, S. cheesmanii, S. 

penellii, S. minutum (S. chmielewskii και S. parviflorum), καθώς και το S. chilense 

είναι αποκλίνοντες τύποι από αυτόν τον κύριο κορµό.  

Η τοµάτα τύπου cherry (S. lycopersicon var. cerasiforme) είναι σχεδόν βέβαιο 

ότι αποτελεί τον άµεσο πρόγονο των σύγχρονων καλλιεργουµένων τύπων τοµάτας, 

ενώ, είναι και το µοναδικό άγριο είδος τοµάτας που απαντάται και εκτός Νότιας 

Αµερικής (Taylor, 1986). Οι σηµερινές καλλιεργούµενες ποικιλίες και υβρίδια της 

τοµάτας τύπου cherry θεωρείται ότι εξελίχθηκαν από τον άγριο τύπο τοµάτας S. 

lycopersicon var. cerasiforme µέσω πολύχρονης εξέλιξης (Setha, 1995). Μοναδικός 

ίσως διεκδικητής (πρόγονος) αυτού του τίτλου µπορεί να αποτελέσει το S. 

pimpinellifolium, αλλά είναι πιθανό να είναι µάλλον παραπροϊόν παρά µέλος της 

γενετικής σειράς (Ολύµπιος, 2001).  

Η επιλογή µέσω πολλών γενεών, οδήγησε από την αρχέγονη µορφή της 

τοµάτας που είναι γνωστή σήµερα ως τύπου cherry σε βαθµιαία αύξηση του µεγέθους 

του καρπού και στα πολλά διακριτά σχήµατα και τύπους καλλιεργούµενης τοµάτας 

(Hobson, 1988). Έτσι, όταν οι πρώτοι καρποί εισήχθησαν στην Ευρώπη (περίπου στα 

µέσα του 16ου αιώνα), ονοµασίες και περιγραφές αυτής της εποχής, όπως το ΄΄Pomi 

d’oro΄΄ («χρυσό µήλο»), υπαινίσσονταν ότι το χρώµα ήταν κίτρινο. Οι κοκκινόσαρκοι 

τύποι τοµάτας πρέπει να είχαν ακολουθήσει µετά από µικρό χρονικό διάστηµα και 

είναι αυτοί οι οποίοι κέρδισαν την αποδοχή του κοινού. 
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Όλοι οι εκπρόσωποι του S. lycopersicon είναι αυτοσυµβατοί και κυρίως 

αυτογονιµοποιούµενοι. Στον άγριο πρόγονο τοµάτας, S. lycopersicon var. cerasiforme 

(τύπος cherry) το στίγµα µπορεί να προεξέχει πέραν του κώνου των ανθήρων κατά την 

άνθηση, επιτρέποντας έτσι τη σταυρογονιµοποίηση σε έναν όµως µικρό βαθµό. Αυτό 

αποτελεί µία διαφορά από την καλλιεργούµενη τοµάτα (S. lycopersicon) στην οποία η 

εξηµέρωση και βελτίωση έχει συµπεριλάβει επιλογή για τη σταδιακή υποχώρηση του 

στίγµατος µέσα στον κώνο των ανθήρων, εξασφαλίζοντας έτσι την αυτεπικονίαση 

(Rick, 1976). Πάντως, το S. lycopersicon var. cerasiforme (όπως και το S. lycopersicon 

και άλλοι στενοί συγγενείς) είναι γενικά αυτογονιµοποιούµενο, σε αντίθεση µε άλλα 

είδη του γένους Solanum που είναι αυτοασύµβατα και εποµένως, 

σταυρογονιµοποιούνται πλήρως µε διάφορα είδη µελισσών (Ολύµπιος, 2001). 

Ανεξάρτητα των όποιων διαφορών τους, οι σύγχρονες ποικιλίες της καλλιεργούµενης 

τοµάτας σχετίζονται στενά µε το άγριο είδος S. lycopersicon var. cerasiforme, µε 

αποτέλεσµα οι δύο αυτοί τύποι να µπορούν να διασταυρωθούν ελεύθερα 

(Taylor,1986). 

 

 

 

 

 
 

                               Εικόνα 1.1. Τοµάτα Solanum lycopersicum var. Cerasiforme στο στάδιο ώριµου πράσινου. 
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Η αύξηση του καρπού - Στάδια ανάπτυξης. 

 

Όπως συµβαίνει στα περισσότερα φυτά, έτσι και στην τοµάτα η ανάπτυξη του 

καρπού µπορεί να διαχωριστεί σε τρεις φάσεις (Gillaspy et al, 1993). Η πρώτη φάση 

χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη της ωοθήκης, τη γονιµοποίηση και την καρπόδεση. 

∆ύο εβδοµάδες µετά την άνθηση, µε το πέρας των κυτταροδιαιρέσεων, καταγράφεται 

ο µέγιστος αριθµός κυττάρων στον καρπό της τοµάτας (Asahira and Hosoki, 1977). Ο 

αριθµός αυτός καθορίζεται τόσο από τον αρχικό αριθµό των κυττάρων της ωοθήκης, 

όσο και από τον αριθµό των κυτταρικών διαιρέσεων την πρώτη βδοµάδα µετά από 

την άνθηση. Υπάρχουν ενδείξεις ότι ο αριθµός των κυτταρικών διαιρέσεων σχετίζεται 

µε τα επίπεδα των ενδογενών ορµονών, όπως των αυξινών και των κυτοκινινών 

(Abdel-Rahman et al 1977; Mapelli, 1981) 

Στη δεύτερη φάση, µετά τη λήξη των κυτταρικών διαιρέσεων, τα κύτταρα 

αρχίζουν να αυξάνουν σε όγκο για τις επόµενες 6- 7 εβδοµάδες. Η αύξηση του 

µεγέθους του καρπού σε αυτό το στάδιο οφείλεται στην αύξηση του όγκου των 

κυττάρων. Η κυτταρική αύξηση επιφέρει ανάπτυξη του καρπού έως και 100 φορές 

στα περισσότερα φυτά (Coombe, 1976). Στην τοµάτα ο όγκος των κυττάρων του 

πλακούντα του ζελατινωειδούς παρεγχύµατος και του περικαρπίου είναι δυνατό να 

αυξάνεται κατά δέκα φορές. Σε αυτή τη φάση, στο έµβρυο έχουν ήδη σχηµατιστεί οι 

κοτυληδόνες, το ριζίδιο και το βλαστίδιο. Επιπλέον, σηµαντικό ρόλο σε αυτό το 

στάδιο θεωρείται ότι παίζουν οι αυξίνες που είναι υπεύθυνες για την αύξηση του 

όγκου των κυττάρων (Rayle and Cleland, 1992) παρόλο που στους περισσότερους 

καρπούς η συγκέντρωση των αυξινών είναι µεγαλύτερη στα σπέρµατα παρά στα 

περιβάλλοντα κύτταρα του καρπού.  

 

 
                     

                               Εικόνα 1.2. Τοµάτα Solanum lycopersicum var. Cerasiforme στο στάδιο ώριµου καρπού. 
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Η διαµόρφωση του τελικού µεγέθους του καρπού εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό 

και από την αύξηση µεγέθους των κυττάρων του καρπού. Τα φύλλα τροφοδοτούν µε 

φωτοσυνθετικά προϊόντα την ωοθήκη σε διάστηµα µόλις 2 ηµερών µετά από την 

επικονίαση (Archobold et al, 1982) και έχει αναφερθεί ότι η συγκέντρωση της ξηράς 

ουσίας αυξάνει µε ρυθµό 30- 150 mg την ηµέρα (Ho et al, 1983). 

Η τρίτη και τελευταία φάση διάρκειας δύο εβδοµάδων περίπου περιλαµβάνει 

µικρή αύξηση του βάρους του καρπού. Κατά τη διάρκεια της φάσης αυτής λαµβάνει 

χώρα η ωρίµανση του καρπού η οποία µεταξύ των άλλων περιλαµβάνει και την 

αλλαγή του χρώµατος (εικ. 1.2) από το στάδιο του πράσινου διαδοχικά σε κίτρινο, 

πορτοκάλι και κόκκινο χρώµα (Ho and Hewitt, 1986).  

 

Χηµικές και φυσιολογικές µεταβολές κατά την αύξηση των καρπών. 

 

Οι πράσινοι καρποί της τοµάτας έχουν χλωροφύλλη και µπορούν να 

δεσµεύσουν CO2. Όµως, ακόµα και υπό το καθεστώς σχετικά υψηλής ακτινοβολίας 

(140W/m2) ο ρυθµός της καθαρής φωτοσύνθεσης είναι περίπου 30µmol CO2/g νωπού 

βάρους ανά ώρα για τους πολύ νεαρούς καρπούς, ενώ για το φύλλο η αντίστοιχη τιµή 

είναι 650µmol CO2/g νωπού βάρους ανά ώρα (Laval-Martin, 1977). Στους 

ωριµότερους πράσινους καρπούς δεν ανιχνεύεται καθαρή φωτοσύνθεση. Ο ρυθµός 

της αναπνοής των καρπών, εξάλλου, µειώνεται από 0,4- 0,6mg CO2/g νωπού βάρους 

ανά ώρα σε καρπούς ηλικίας δύο εβδοµάδων σε 0,05- 0,07mg CO2/g στο στάδιο του 

ώριµου πράσινου καρπού και µετά διπλασιάζεται στο στάδιο της αλλαγής χρώµατος 

(Ho and Hewitt, 1986). Αναφέρεται ότι το µέρος έκλυσης του CO2 επαναδεσµεύεται 

από τον καρπό (Ho, 1996). 

Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του καρπού ο ρυθµός συσσώρευσης του 

αµύλου αυξάνει µέχρι ένα µέγιστο 20 περίπου µέρες µετά την επικονίαση. Το άµυλο 

σε αυτή τη χρονική στιγµή αποτελεί το 30% της ηµερήσιας εναποτιθέµενης ξηράς 

ουσίας του καρπού (Ho et al, 1983). Επειδή η καθαρή φωτοσύνθεση του καρπού είναι 

ελάχιστη, είναι εύλογο να υποτεθεί ότι το παραγόµενο άµυλο είναι προϊόν της 

εισροής των φωτοσυνθετικών προϊόντων των φύλλων. Κατά το στάδιο του ώριµου 

πράσινου καρπού το άµυλο αποτελεί περίπου το 20% της ξηράς ουσίας του καρπού 

(Tanaka et al, 1974; Ho et al, 1983). Μετά από το στάδιο αυτό αρχίζει η υδρόλυση 
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του αµύλου µειώνοντας την συγκέντρωσή του, στο στάδιο του ώριµου κόκκινου 

καρπού, στο 0,6% περίπου της ξηράς ουσίας (Hobson, 1967).  

Οι σαρκώδεις καρποί, όπως της τοµάτας, χαρακτηρίζονται από τη 

συσσώρευση οργανικών οξέων και σακχάρων. Η αναλογία σακχάρων προς οξέα στον 

καρπό είναι σηµαντικός ποιοτικός παράγοντας που καθορίζει την γεύση του ώριµου 

σαρκώδη καρπού (Rhodes, 1980). Η αναλογία των συστατικών αυτών εξαρτάται από 

τη δραστηριότητα των ενζύµων και την αλληλεπίδραση του µεταβολισµού των 

υδατανθράκων και των οξέων ( Ruffner et al, 1982; Tucker et al, 1983). Η 

συγκέντρωση των οργανικών οξέων αυξάνεται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του 

καρπού, δηλαδή, από την καρπόδεση µέχρι το στάδιο του ώριµου πράσινου καρπού, 

οπότε φτάνει το 13% επί της ξηράς ουσίας του καρπού, συµβάλλοντας σηµαντικά στο 

άρωµα του καρπού (Grierson and Kadal, 1986; Guillet et al, 2002). Η περιεκτικότητα 

των οργανικών οξέων στο ζελατινώδες παρέγχυµα είναι διπλάσια από αυτή του 

περικαρπίου (Laval- Martin, 1977). Επίσης, είναι γνωστό ότι στο στάδιο του µη 

ώριµου πράσινου καρπού η συγκέντρωση του κιτρικού οξέος είναι τετραπλάσια από 

αυτή του µηλικού (Davies and Hobson, 1981) και το µηλικό υποδοµείται µε 

ταχύτερους ρυθµούς κατά την ωρίµανση.  

Κατά την ωρίµανση του καρπού τα επίπεδα των οργανικών οξέων, γενικά 

µειώνονται, ενώ παράλληλα αυξάνονται τα επίπεδα των σακχάρων. Τα σάκχαρα, η 

γλυκόζη και η φρουκτόζη αποτελούν το 65% των συνολικών διαλυτών στερεών του 

ώριµου κόκκινου καρπού. Σε χρονικό διάστηµα δύο εβδοµάδων από την έναρξη της 

αύξησης του καρπού τα αναγωγικά σάκχαρα αυξάνονται από 0,1% του νωπού βάρους 

σε 2% και φτάνουν στα 3.5% κατά την ωρίµανση. Η συγκέντρωση των σακχάρων 

είναι υψηλότερη στο περικάρπιο σε σχέση µε το ζελατινώδες παρέγχυµα (Wilsor et 

al, 1976).  

 

∆ιαιτητική αξία του καρπού- ποιοτικά χαρακτηριστικά. 

 

Η τοµάτα είναι πλούσια σε οργανικά οξέα και αµινοξέα και περιέχει 

αξιόλογες ποσότητες βιταµίνης A, C και λιγότερο B και D. Τα άλατά της, σιδήρου, 

καλίου, νατρίου και µαγνησίου βρίσκονται σε µια τέλεια για τη διατροφή µας 

ποσοτική σχέση (Anderlini, 1983).  
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Η τοµάτα, παρόλο που δεν µπορεί να θεωρηθεί ως είδος θερµιδοπαραγωγικό ή 

ιστοπλαστικό, διεγείρει την όρεξη και θεωρείται δραστηριοποιητής των γαστρικών 

εκκρίσεων. Ο καρπός της τοµάτας περιέχει ένα πολύτιµο αντιοξειδωτικό, το 

λυκοπένιο, το οποίο µειώνει τον κίνδυνο εκδήλωσης ασθενειών που προκαλούνται 

από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS) (Bluvaneswari and Nagini, 2005). Ένα άλλο 

σηµαντικό συστατικό του καρπού είναι το σαλικυλικό οξύ, το οποίο δρα 

προστατευτικά σε καρδιαγγειακές παθήσεις. 

Μακροχρόνιες ιατρικές µελέτες έχουν αποδείξει ότι άτοµα που καταναλώνουν 

νωπές ή κατεργασµένες τοµάτες έχουν λιγότερες πιθανότητες να προσβληθούν από 

καρκίνο σε σχέση µε άτοµα που δεν καταναλώνουν (Basu and Imrhan, 2007). 

Πρόσφατη έρευνα έδειξε ότι τροποποίηση δύο γονιδίων που ρυθµίζουν τις 

ανθοκυάνες στην τοµάτα, από το φυτό αντίρρινο, βελτίωσε σηµαντικά το προσδόκιµο 

της ζωής σε ποντίκια που είχαν προσβληθεί από καρκίνο. (Butteli et al, 2008). 

Ο χρωµατισµός του ώριµου καρπού οφείλεται στην παρουσία δύο οργανικών 

χρωστικών: του λυκοπενίου και των καροτενοειδών. Η αναλογία της συµµετοχής 

τους καθορίζει τη διαφορετική ένταση του χρώµατος του καρπού. Η κατανοµή των 

χρωστικών διαφοροποιείται µεταξύ του περικαρπίου και της υπόλοιπης σάρκας και 

µπορεί να επηρεάζεται από την ένταση και την ποιότητα του φωτός. Η µέτρια σκίαση 

ευνοεί το σχηµατισµό του λυκοπενίου, ενώ τα καροτενοείδη σχηµατίζονται σε 

µεγαλύτερη ποσότητα αν ο καρπός εκτίθεται σε έντονο φωτισµό (Anderlini, 1983). 

 

Ο σίδηρος αποτελεί συστατικό κυτοχρωµάτων κα σιδηροθειοπρωτεϊνών. 

 

Ο σίδηρος προσλαµβάνεται από τις ρίζες κυρίως ως δισθενές ή και 

δευτερευόντως ως τρισθενές ιόν. Συµµετέχει στη διαµόρφωση της δοµής 

σιδηροπρωτεϊνών και αιµοπρωτεϊνών που συµµετέχουν στις αλυσίδες µεταφοράς 

ηλεκτρονίων κατά τη φωτοσύνθεση και την αναπνοή. Τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται 

µέσω των πρωτεϊνών αυτών µέσω της µεταβολής του σθένους του σιδήρου. Επίσης 

αποτελεί συστατικό των ενζύµων υπεροξειδάση και καταλάση τα οποία σχετίζονται 

µε τη διάσπαση του υπεροξειδίου του υδρογόνου. 

Στη φωτοσύνθεση µερικά βήµατα του µεταβολισµού των φωτοσυνθετικών 

χρωστικών και της δοµής της χλωροφύλλης εξαρτώνται από το σίδηρο (Briat et al, 

1995). Πράγµατι, το χαρακτηριστικό σύµπτωµα της τροφοπενίας του σιδήρου στα 

φυτά που είναι οι µεσονεύριες χλωρώσεις των ανώτερων φύλλων, προκαλείται από 
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µειωµένη συγκέντρωση της χλωροφύλλης. Επιπλέον, υπό συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου µεταβάλλεται και η συνολική εικόνα των πρωτεϊνών των φυτών: η 

συγκέντρωση των πρωτεϊνών από τις αλυσίδες µεταφοράς των ηλεκτρονίων 

µειώνεται, ενώ αυξάνονται οι συγκεντρώσεις των ενζύµων που σχετίζονται µε τη 

δέσµευση του άνθρακα (Andaluz et al, 2006). Η επίδραση της έλλειψης του σιδήρου 

στη δοµή και τη λειτουργία της φωτοσυνθετικής συσκευής διαπιστώθηκε στο 

µονοκύτταρο πράσινο φύκος Chlamydomonas reinhardtii (Moseley et al, 2002). 

Η χλώρωση προέρχεται από την πρωτεόλυση των συστατικών της 

φωτοσυνθετικής συσκευής και περιλαµβάνει και τα δύο φωτοσυστήµατα και το 

σύµπλεγµα cyt b6/f. Τα συµπλέγµατα των πρωτεϊνών της αντέννα επηρεάζονται 

διαφορετικά από την τροφοπενία σιδήρου. Το light-harvesting complex Ι (LHCI) 

µειώνεται δραστικά, ενώ το LHCII παραµένει σχετικά σταθερό. Η απώλεια του 

φωτοσυστήµατος Ι σε κατάσταση έλλειψης σιδήρου µεταβάλλει τη σύσταση των 

πεπτιδίων του LHCI (Naumann et al 2005, Hippler et al 2005), γεγονός που 

επισηµαίνει την παρουσία προγράµµατος επαναδόµησης του συµπλόκου της 

αντέννας για να ξεπεραστεί η ευαισθησία των φυτών στο φώς που προέρχεται από 

την απώλεια του PSI. Πρόσφατα, προσεγγίσεις µέσω της γενετικής µηχανικής 

συνέδεσαν τη βιογένεση των σιδηροθειοπρωτεϊνών µε τη φωτοσύνθεση ( Briat et al, 

2007).  

Το ότι ο σίδηρος είναι απαραίτητο θρεπτικό στοιχείο για τα φυτά φαίνεται και 

από το γεγονός ότι δεν είναι δυνατόν να αντικατασταθεί από άλλο σε πολλές 

βιοχηµικές αντιδράσεις. Παράδειγµα αποτελεί η αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

των µιτοχονδρίων µέσω των κυτοχρωµάτων και των σιδηροθειοπρωτεϊνών. Οι 

Ohnishi et al (1971) έδειξαν ότι η χαµηλή συγκέντρωση του σιδήρου στο µέσο 

αύξησης των ζυµών είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση των συσσωµατωµάτων των 

σιδηροπρωτεϊνών. Επιπλέον, υπό συνθήκες έλλειψης σιδήρου τα µιτοχόνδρια των 

σκελετικών µυών παρουσίασαν µειωµένη δραστικότητα της µιτοχονδριακής 

αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού οξέος και των οξειδοαναγωγασών NADH-

ουµπικινόνης (Maguire et al., 1982; Ackrell et al, 1984), γεγονός που οδήγησε σε 

µειωµένη µιτοχονδριακή δραστικότητα. Οµοίως, οι Cartier et al (1986) παρείχαν 

ενδείξεις για µειωµένη συγκέντρωση του Cyt c και µείωση της δραστικότητας της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης κατά 50% και της αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού οξέος 

και των αφυδρογονασών NADH κατά 78% στους µυς που παρουσίαζαν έλλειψη 

σιδήρου. Όµως, οι πειραµατικές ενδείξεις που αφορούν την επίδραση της έλλειψης 
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του σιδήρου στην αναπνοή των φυτών είναι λίγες. Οι Pascal and Douce (1993) 

έδειξαν ότι σε κυτταροκαλλιέργειες της µουριάς µειωµένες συγκεντρώσεις σιδήρου 

είχαν ως αποτέλεσµα µειωµένες ταχύτητες αύξησης και µικρές τελικές 

συγκεντρώσεις των κυττάρων. Η απουσία σιδήρου οδήγησε σε µείωση της 

κατανάλωσης οξυγόνου. Επίσης, όλα τα κυτοχρώµατα και τα συσσωµατώµατα των 

σιδηρο-πρωτεϊνών της εσωτερικής µεµβράνης των µιτοχονδρίων µειώθηκαν 

δραµατικά. Πάντως, η µειωµένη παρουσία του σιδήρου ανιχνεύθηκε µόνο στο 

σύµπλοκο ΙΙ, ενώ κανένα από τα σύµπλοκα Ι, ΙΙΙ και IV ή το σύµπλοκο παραγωγής 

ΑΤΡ δεν επηρεάστηκαν από την έλλειψη σιδήρου. Η επίδραση στο σύµπλοκο ΙΙ είχε 

ως αποτέλεσµα αυξηµένη µείωση της ικανότητας µεταφοράς των ηλεκτρονίων στην 

αναπνευστική αλυσίδα των µιτοχονδρίων. Τελικά, η έλλειψη του σιδήρου είχε ως 

αποτέλεσµα και την εξάντληση των ενεργειακών µεταβολιτών που οδήγησε στο 

θάνατο των κυττάρων. 

 

Οι Φερριτίνες και αποθήκευση σιδήρου στα φυτά. 

 

Οι φερριτίνες είναι καθολικής διάδοσης πρωτεΐνες επιφορτισµένες µε τη 

διαδικασία αποθήκευσης του σιδήρου. Έχουν τη δυνατότητα να αποθηκεύσουν µέχρι 

και 4500 άτοµα σιδήρου στην κεντρική τους κοιλότητα, γεγονός που τις καθιστά  

ιδιαίτερα σηµαντικές για τη διατήρηση της οµοιόστασης του σιδήρου του φυτικού 

σώµατος (Harrison and Arosio, 1996). 

Στα ζώα υπάρχουν δύο διαφορετικές υποµονάδες της φερριτίνης, οι H και L, 

οι οποίες κωδικοποιούνται από δύο διαφορετικά γονίδια. Η υποµονάδα τύπου H 

διαθέτει µια σειρά από συντηρηµένα αµινοξέα τα οποία δίνουν υπόσταση σε µια 

λειτουργική περιοχή φεροξειδάσης, η οποία είναι υπεύθυνη για την ταχεία οξείδωση 

του Fe2+ σε Fe3+. Η ταχεία αυτή αλλαγή που επέρχεται µέσω της διαδικασίας 

οξείδωσης οδηγεί στη γρήγορη απορρόφηση του σιδήρου µέσα στην πρωτεϊνική 

κοιλότητα του ενζυµικού συµπλόκου της φερριτίνης. Η υποµονάδα L δε διαθέτει την 

περιοχή της φερροξειδάσης. Αντίθετα διαθέτει µια περιοχή πλούσια σε κατάλοιπα 

γλουταµινικού οξέος του οποίου οι πλευρικές αλυσίδες είναι στραµµένες προς το 

εσωτερικό της κεντρικής κοιλότητας του ενζυµικού συµπλόκου επιτρέποντας, έτσι, 

λόγω της πολικότητας που παρουσιάζει, τη συµπλοκοποίηση των ατόµων σιδήρου 

που συγκεντρώνονται εκεί βοηθώντας στη µακροχρόνια αποθήκευσή τους. 
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Εικόνα 1.3  Η δοµή της φερριτίνης. 

 

 

Η σχετική ισορροπία των δύο υποµονάδων της φερριτίνης στο φυσικό 

ενζυµικό σύµπλοκο είναι αυτή που ρυθµίζει την όλη λειτουργικότητα του ενζύµου. 

Ενζυµικά σύµπλοκα φερριτίνης πλούσια σε H-υποµονάδες επιτυγχάνουν τη γρήγορη 

αποτοξίνωση από τοξικές ουσίες που δηµιουργούνται λόγω υπερεπάρκειας σιδήρου, 

ενώ ενζυµικά σύµπλοκα φερριτίνης πλούσια σε L-υποµονάδες οδηγούν στο 

µικρότερο ρυθµό απορρόφησης του σιδήρου και σε µεγαλύτερη διάρκεια 

αποθήκευσής του (Harrison and Arosio, 1996). 

Στα φυτά οι φερριτίνες εντοπίζονται σε συγκεκριµένα οργανίδια, τα πλαστίδια 

αλλά όχι και στο κυτταρόπλασµα όπως συµβαίνει στα ζωικά κύτταρα ( Lescure et al , 

1991). Μέχρι στιγµής µόνο ένας τύπος υποµονάδας φυτικής φερριτίνης έχει 

περιγραφεί και χαρακτηριστεί. Ο τύπος αυτός διαθέτει τη χαρακτηριστική 

λειτουργική περιοχή φεροξειδάσης που παρουσιάζει η H- υποµονάδα των ζωικών 

φερριτινών όσο και την περιοχή πλούσια σε κατάλοιπα γλουταµινικού οξέως που 

παρουσιάζεται στην L-υποµονάδα της ζωικής φερριτίνης. 

Ο σίδηρος, όπως προαναφέρθηκε, στα φυτά παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

φωτοσύνθεση και την αναπνοή. Η φωτοσύνθεση, όµως, είναι πιθανόν να οδηγήσει σε 

παραγωγή H2O2, το οποίο µπορεί να αντιδράσει µε το σίδηρο και να παράγει 

δραστικές µορφές οξυγόνου. Οι δραστικές µορφές οξυγόνου µπορεί τελικά να είναι 

επιβλαβείς για τα κύτταρα. Η οµοιόσταση του σιδήρου χρειάζεται να ελέγχεται 

αυστηρά για να αποφεύγονται ανεπάρκειες αλλά και τοξικότητες. Στις παραπάνω 

περιπτώσεις µειώνεται δραστικά η πιθανότητα ανάπτυξης και επιβίωσης του φυτού 

(Briat et al, 2009). 



21 
 

Η βελτίωση της περιεκτικότητας του σιδήρου στα φυτά επιτεύχθηκε µε 

υπερέκφραση της φερριτίνης µέσω της γενετικής µηχανικής.΄Οµως, και ο ρόλος των 

πρωτεϊνών στη φυσιολογία του φυτού και των µηχανισµών που εµπλέκονται στη 

ρύθµιση της έκφρασης είναι σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι. Η ρύθµιση των πρωτεϊνών 

σε γονιδιακό επίπεδο στα φυτά γίνεται στο µεταγραφικό στάδιο, όπως διαπιστώθηκε 

από πειράµατα υπερέκφρασης, ενώ στα ζώα η ρύθµιση της έκφρασης 

πραγµατοποιείται στο επίπεδο της µετάφρασης. Από πειράµατα αντίστροφης 

γενετικής µε τη χρήση µεταλλαγµένων φυτών βρέθηκε ότι η φερριτίνη σχετίζεται µε 

την προστασία του φυτού από την οξειδωτική καταπόνηση.  
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Χαρακτηριστικά των φυτικών φερριτινών. 

 

Ήταν γνωστό για περίπου 20 χρόνια ότι ζωικές και φυτικές φερριτίνες έχουν 

εξελιχθεί από ένα κοινό γονίδιο- πρόγονο, όπως δηλώνεται από τη σύγκριση 

αµινοξικών ακολουθιών των υποµονάδων των φερριτινών (Andrews et al, 1992). 

Πράγµατι, οι ακολουθίες των φυτικών πρωτεϊνών παρουσιάζουν οµοιότητα 39% έως 

49% µε αυτή των ζωικών. Τα επτά αµινοξέα που εµπλέκονται στο κέντρο της 

φερροξειδάσης των φερριτινών τύπου H επιτρέπουν την οξείδωση και τη γρήγορη 

απορρόφηση του σιδήρου στο εσωτερικό των φερριτινών (Harrison 1996, Arosio 

2009). Παρόλη την υψηλή οµοιότητα των φυτικών φερριτινών µε αυτή των ζωικών 

τύπου H, τα καρβοξυλικά κατάλοιπα στην επιφάνεια της κοιλότητας του τύπου L 

ζωικής φερριτίνης είναι υπεύθυνα για την αποτελεσµατική ενσωµάτωση του σιδήρου 

και µεγαλύτερη σταθερότητα του σιδήρου στον πυρήνα του συµπλόκου της 

πρωτεΐνης. Οι υποµονάδες της φερριτίνης συντίθενται ως µόρια των 32 KDa και 

περιέχουν µοναδική αµινοξική αλληλουχία που αποτελείται από δύο δοµές (domains) 

και απουσιάζει στις ζωικές φερριτίνες. Η πρώτη δοµή είναι περίπου 40-50 αµινοξεικά 

κατάλοιπα και είναι το πεπτίδιο- οδηγός που εµπλέκεται στη µετακίνηση της 

πρόδροµης υποµονάδας φερριτίνης στο χλωροπλάστη ή στο µιτοχόνδριο, αντίστοιχα. 

Η δεύτερη δοµή είναι µέρος της ώριµης πρωτεΐνης και λέγεται πεπτίδιο-επέκτασης. Η 

λειτουργία της µπορεί να συσχετιστεί µε τη σταθερότητα της πρωτεΐνης και είναι 

δυνατό να αποκοπεί κατά τη διάρκεια της διαδικασία βλάστησης των σπερµάτων 

πιζελιού. Τα 30 καρβοξυτελικά αµινοξέα είναι υψηλά διατηρηµένα στις φυτικές 

φερριτίνες, αλλά αποκλίνουν από τις οµόλογες τους, των ζώων. Στις ζωικές 

φερριτίνες, τα συντηρηµένα αµινοξέα της δεύτερης δοµής ορίζουν την πέµπτη έλικα 

(Ε- έλικα), η οποία σχετίζεται µε το σχηµατισµό των υδροφοβικών καναλιών που 

εντοπίζονται στον τεταρτοταγή άξονα συµµετρίας (Briat et al,  2009). 
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Εικόνα 1.4. Κρυσταλλική δοµή και το κέντρο φερροξυδάσης  A. Η 24- µερή δοµή της φερριτίνης  B. 

Μονοµερές της φερριτίνης και ο τρόπος που συλλαµβάνει τα άτοµα σιδήρου (καφέ χρώµα). 

 

Μεγάλη οµοιότητα παρατηρείται στη δευτεροταγή δοµή της φερριτίνης των 

σπερµάτων του πιζελιού µε τη δευτεροταγή δοµή της φερριτίνης των θηλαστικών.  

Τα αµινοξεικά κατάλοιπα, από 41 έως 210, σχηµατίζουν τέσσερις έλικες (A, 

B, C και D). Μια µη ελικοειδής περιοχή 21 καταλοίπων (θέσεις 106 µε 127 της 

φερριτίνης των σπερµάτων του πιζελιού) δείχνει είτε συστροφή είτε β- πτυχωτή δοµή 

που ενώνει τη B µε τη C έλικα µέσω L – βρόγχου που χαρακτηρίζει τις αναδιπλώσεις 

των υποµονάδων των ζωικών φερριτινών. (Briat et al, 2009)  
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Εικόνα 1. Ο κύκλος της φερρίτινης στα φυτικά κύτταρα. Το γονίδιο της φερριτίνης κωδικοποιείται από 

πυρηνικά γονίδια που ρυθµίζονται από το σίδηρο µέσω cis στοιχείων όπως το IDRS. Η µετάφραση του 

γονίδιου της φερριτίνης οδηγεί σε πρόδροµες υποµονάδες της. Οι δύο πρόδροµες ενώσεις περιέχουν 

µια αµινοτελική περιοχή που αποτελείται από δύο µέρη, το πεπτίδιο επέκτασης (EP) και το πεπτίδιο 

οδηγό (TP) που είναι υπεύθυνο για την αναγνώριση των υποµονάδων φερριτίνης. Το πεπτίδιο- οδηγός 

αποκολλάται κατά τη διάρκεια της µεταφοράς των πρόδροµων µορίων στο χλωροπλάστη. Η δοµή της 

υποµονάδας των φυτικών φερριτινών συγκρίνοντάς την µε την H υποµονάδα της ανθρώπινης 

φερριτίνης διαφέρει κατά ±1Å. Το µεγαλύτερο µέρος αυτής της δοµής σχηµατίζεται από ένα σύµπλοκο 

τεσσάρων α- ελίκων (A, B, C, and D). Ο βρόγχος L συνδέεται µε τη B και C έλικα και εµπλέκεται στο 

διµερισµό των υποµονάδων των φερριτινών πριν την τελική 24- µερή δοµή τους. Η έλικα Ε σχηµατίζει 

60Ο γωνία µε το σύµπλοκο A- B- C- D σχετίζεται και µε το σχηµατισµό καναλιών της τελικής 

πρωτεΐνης. Οι εξειδικευµένες αλληλουχίες των φυτικών EP σχηµατίζουν µια επιπρόσθετη α- έλικα, η 

οποία παρατηρείται στην επιφάνεια του 24-µερούς ώριµου πρωτεϊνικού συµπλόκου. Το 24-µερές 

σύµπλοκο της πρωτεΐνης έχει την ικανότητα να αποθηκεύει το σίδηρο Fe(III) στην κεντρική του 

κοιλότητα. Η απελευθέρωση του σιδήρου από τη δοµηµένη πρωτεΐνη προάγει την ωρίµανση της ίδιας 

της φερριτίνης µέσω αποκοπών αµινο-τελικών περιοχών εντός του EP οδηγώντας στην αποδόµηση της 

φερριτίνης ως πρωτεϊνικό σύµπλοκο (Briat et al, 2009).  

Χρησιµοποιώντας για σύγκριση την ανασυνδυασµένη ανθρώπινη φερριτίνη 

H- τύπου, προτάθηκε ένα µοντέλο τρισδιάστατης δοµής της υποµονάδας της 

φερριτίνης στο σπόρο µπιζελιού. Με αυτό τον τρόπο, υπερτονίζεται η αξιοσηµείωτη 

συντήρηση της τρισδιάστατης δοµής του φυτικού τύπου, µε βάση το ανθρώπινο 

πρότυπο των φερριτινών. 



25 
 

 

Ο υποκυτταρικός εντοπισµός της φερριτίνης. 
 

Πριν 40 χρόνια προτάθηκε ότι στα φυτά µπορεί να περιέχεται φερριτίνη και ο 

πρώτος χαρακτηρισµός των πρωτεϊνών αυτών έγινε πριν 10 χρόνια (Mikhlin et al, 

1953). Οι φερριτίνες έχουν βρεθεί σε όλα σχεδόν τα φυτικά είδη και έχουν εντοπιστεί 

σε πολλούς τύπους κυττάρων µε µεθόδους ηλεκτρονικής µικροσκοπίας (Hyde et al, 

1963). Μια σηµαντική διαφορά µεταξύ ζωικών και φυτικών φερριτινών αφορά στον 

ενδοκυττάριο εντοπισµό τους. Οι φερριτίνες είναι κυρίως διαλυτές 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες στα ζωικά κύτταρα, ενώ στα φυτικά κύτταρα 

βρίσκονται κατά κύριο λόγο στο στρώµα πλαστιδίων. Βιοχηµική επιβεβαίωση του 

εντοπισµού της φερριτίνης στα πλαστίδια των φυτών προήλθε από ενδείξεις που 

δείχνουν ότι η υποµονάδα της πρωτεϊνης, που συντίθεται στα φύλλα φασολιού ή 

σόγιας, µετά από παροχή σιδήρου συντίθεται ως πρόδροµο µόριο µε µοριακό βάρος 

λίγο µεγαλύτερο από αυτό της ώριµης υποµονάδας που εντοπίζεται στους 

χλωροπλάστες. Επιπλέον, αυτό το πρόδροµο µόριο προσλαµβάνεται in vitro από 

αποµονωµένους χλωροπλάστες (Seckback, 1982). 

Στα θηλαστικά, εκτός από τα γονίδια της φερριτίνης που κωδικοποιούν τις 

υποµονάδες H- και L- της κυτοπλασµατικής µορφής, έχει αναφερθεί και ένα άλλο 

γονίδιο, χωρίς εσώνιο, µε µιτοχονδριακό πεπτίδιο- οδηγό. Το προϊόν του γονιδίου 

αυτού προσλαµβάνεται εκλεκτικά από τα µιτοχόνδρια και σχηµατίζει φερριτίνη µε 

δραστικότητα φερροξειδάσης και ενσωµατώνει το σίδηρο. Η αµινοξική ακολουθία 

της µιτοχονδριακής φερριτίνης (FtMt) είναι υψηλά συντηρηµένη µεταξύ των 

θηλαστικών και περιέχει τα αµινοξικά κατάλοιπα που εµπλέκονται στο ενεργό κέντρο 

της φεροξειδάσης. Στον άνθρωπο η FtMt έχει εντοπιστεί στους όρχεις και στα 

σπερµατοζωάρια. Μελέτες έχουν δείξει ότι η FtMt έχει σηµαντικές οµοιότητες µε την 

κυτταροπλασµατική τύπου H-, εκτός από το ότι παρουσιάζει µειωµένη δραστικότητα 

της φερροξειδάσης. Ο ρόλος της φερριτίνης στα θηλαστικά φαίνεται ότι σχετίζεται µε 

την προστασία των µιτοχονδρίων από την τοξικότητα σιδήρου και την οξειδωτική 

καταπόνηση. Οι ενδείξεις για την ύπαρξη µιτοχονδριακής φερριτίνης στα φυτά είναι 

αρκετά ισχυρές (Spence et al, 1991). 

Ο ρόλος των θηλαστικών φερριτινών FtMt δείχνουν ότι σχετίζεται µε την 

προστασία των µιτοχονδρίων από την τοξικότητα του σιδήρου και την οξείδωσή του. 
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Πρόσφατα, έχει καταγραφεί εντοπισµός της φυτικής φερριτίνης σε µιτοχόνδρια, σε 

αντίθεση µε πιο παλιές µελέτες για ύπαρξη µόνο στα πλαστίδια (M. Zancani, 2004).  

Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα µιτοχονδρίων του πιζελιού ή του Αrabidopsis, που 

καθαρίστηκαν µε χρωµατογραφία στήλης, περιείχαν µια πρωτεϊνη 25–26 kDa που 

αναγνωρίστηκε από πολυκλωνικά αντισώµατα εναντίον της φερριτίνης. Καθαρισµός 

αυτής της διαλυτής πρωτεϊνης µε ανοσοκαθίζηση και προσδιορισµός της 

πρωτοταγούς δοµής της επιβεβαίωσε ότι είναι φερριτίνη. Τα αποτελέσµατα αυτά 

ενισχύθηκαν από τον εντοπισµό της πρωτεϊνης στα µιτοχόνδρια του πίσου µε τη 

χρήση αντισωµάτων µε κολλοειδή χρυσό. Οι τέσσερις αµινοξεικές ακολουθίες από το 

A. thaliana έχουν αµινοξεικό πεπτίδιο οδηγό για πλαστίδια. Παρόλα αυτά η ανάλυση 

της αλληλουχίας της AtFer4 δείχνει ότι είναι πιθανόν να οδηγείται και στα 

µιτοχόνδρια ειδικά όταν αυτή συγκρίνεται µε την αλληλουχία της AtFer1. Πάντως, 

µέχρι σήµερα, δεν έχουν παρασχεθεί λειτουργικά δεδοµένα που θα συνηγορούσαν 

υπέρ του µιτοχονδριακού εντοπισµού της AtFer4. Ετσι, οι Zancani et al. (2004) 

συµπεραίνουν ότι οι φυτικές φερριτίνες θα µπορούσαν να οδηγούνται τόσο στα 

πλαστίδια όσο και στα µιτοχόνδρια (Briat et al., 2009). 

 

Η έκφραση των γονιδίων της φερριτίνης. 

 

Από το γεγονός ότι οι φυτικές φερριτίνες εντοπίζονται στα πλαστίδια φαίνεται 

ότι στα φυτά θα πρέπει να υπάρχουν εξειδικευµένα µεταβολικά µονοπάτια, που 

προφανώς δεν υπάρχουν στα θηλαστικά, τα οποία εµπλέκονται τόσο στη ρύθµιση της 

πρωτεΐνης, όσο και στα επίπεδα των µεταγραφηµάτων (Briat et al., 2009). Η 

σιδηροπενία στα φυτά οδηγεί σε συµπτώµατα χλώρωσης που προκύπτουν από 

έλλειψη χλωροφύλλης και ανεπαρκούς φωτοσύνθεσης. Κάτω από αυτές τις συνθήκες 

το φυτό αναπτύσσει µηχανισµούς πρόσληψης σιδήρου µέσω των ριζών, ώστε να 

εφοδιαστεί µε σίδηρο στα φυσιολογικά επίπεδα. Η προσθήκη περίσσειας σιδήρου σε 

καλλιέργεια φυταρίων που παρουσιάζουν σιδηροπενία οδηγεί σε µεγάλη µετακίνηση 

του σιδήρου στο φυτό. Ο σίδηρος µεταφέρεται στα φύλλα µέσα σε τρεις ώρες, ώστε 

να επανέλθει η θεµελιώδης φωτοσυνθετική διαδικασία στους χλωροπλάστες ( Briat et 

al, 2008). Κατά τη διάρκεια της επανάκαµψης του φυτικού οργανισµού, η οποία 

διαρκεί 24 µε 48 ώρες, οι φερριτίνες χρησιµοποιούνται ως ρυθµιστές της 
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συγκέντρωσης του σιδήρου. Επίσης, τρεις ώρες µετά την παροχή σιδήρου στο φυτό 

το mRNA είναι ανιχνεύσιµο στα φύλλα έκφυτων καλαµποκιού.  

Αυτή η πρόσληψη του σιδήρου αγγίζει το µέγιστο της στις 6 και 24 ώρες στα 

φύλλα και στις ρίζες, αντίστοιχα, και έπειτα µειώνεται σταδιακά. Ανάλογα µε την 

αύξηση των επιπέδων φερριτίνης αυξάνονται και τα επίπεδα έκφρασης του mRNA µε 

ένα µέγιστο στις 24 ώρες µετά τη χορήγηση σιδήρου ( Lobréaux et al,1993). Έπειτα, 

παρατηρείται σταδιακή µείωση του επιπέδου της φερριτίνης που σχετίζεται µε το 

ρυθµιστικό της ρόλο. Έχει αποδειχθεί ότι η παροχή σιδήρου σε κυτταρικές 

καλλιέργειες έλλειψης σιδήρου επάγει την έκφραση του mRNA της φερριτίνης. Αυτό 

το αποτέλεσµα έχει επιβεβαιωθεί για το AtFer1 που είναι το ορθόλογο του γονιδίου 

ZmFer1 του Arabidopsis στο καλαµπόκι (Gaymard et al, 1996). Το στοιχείο IDRS 

(Iron Dependent cis Regulatory Sequence) απαιτείται για την καταστολή της 

γονιδιακής έκφρασης των AtFer1 και ZmFer1 υπό συνθήκες έλλειψης σιδήρου. Ένα 

επιπρόσθετο cis στοιχείο εξαρτώµενο από το σίδηρο είναι το FRE (Fe Responsive 

Element) και εντοπίζεται στον προαγωγέα του γονιδίου της φερριτίνης στη σόγια. 

Μέχρι στιγµής δεν έχουν εντοπιστεί trans- παράγοντες που αντιδρούν µε τις cis 

ακολουθίες. Η έκφραση της φερριτίνης στα φυτά σε αναλογία µε την πρόσληψη 

σιδήρου ρυθµίζεται σε µεταγραφικό επίπεδο, σε αντίθεση µε τη ζωική φερριτίνη, η 

ρύθµιση της οποίας συµβαίνει σε µεταφραστικό επίπεδο.  
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Εικόνα 2. Το µοντέλο της µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου AtFer1. Αυτό το µοντέλο παρουσιάζει 

τους βασικούς παράγοντες που εµπλέκονται στη ρύθµιση και λειτουργία του γονιδίου AtFer1. Ο 

σίδηρος και το υπεροξείδιο του υδρογόνου ρυθµίζει θετικά τη µεταγραφή του γονιδίου AtFer1 µε δύο 

ανεξάρτητα και συνεργιστικά  µονοπάτια. Κάτω από συνθήκες έλλειψης σιδήρου, τα ενεργά cis 

στοιχεία IDRS ( Iron Dependent Regulatory Sequence) εµπλέκονται µε την καταστολή του γονιδίου 

AtFer1. Μετά την προσθήκη σιδήρου επέρχεται η άρση της προυπάρχουσας καταστολής της έκφρασης 

του γονίδιου AtFer1. Αυτή η άρση της καταστολής οφείλεται στην αποδόµηση του κατασταλτικού 

παράγοντα από ένα πρωτεόσωµα, αφού πρώτα η πρωτείνη που πρόκειται να αποδοµηθεί έχει σηµανθεί 

από την ουµπικουιτίνη. ∆ιαδικασίες αποφωσφορυλίωσης σχετίζονται µε την ρύθµιση της έκφρασης 

AtFer1 παρουσία σιδήρου. Μια φωσφατάση τύπου PP2A φέρεται να λειτουργεί ως θετικός ρυθµιστής 

του AtFer1. Μετά την προσθήκη σιδήρου στο θρεπτικό διάλυµα του φυτού εµφανίζεται µια αύξηση 

του NO στα πλαστίδια. Αυτή η παραγωγή του NO είναι απαραίτητη για την λειτουργία του γονιδίου 

AtFer1 αφού ενισχύει τη δραση της PP2A φωσφατάσης και κατά επέκταση του κατασταλτικού 

παράγοντα. Επίσης, το AtFer1 ρυθµίζεται µεταγραφικά από τον κεντρικό ταλαντωτή του κιρκαρικού 

ρολογιού και το γονιδιο ΤΙC. Σε µεταλλάγµατα των γονιδίων που κωδικοποίουν για στοιχεία του 

κεντρικού ταλαντωτή τοου κιρκαδικού ρολογιού εµφανίζουν έλλειψη της περιοδικότητας του AtFer1( 

Briat et al, 2009). 
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Από το γεγονός ότι οι φυτικές φερριτίνες εντοπίζονται στα πλαστίδια, 

φαίνεται ότι στα φυτά θα πρέπει να υπάρχουν εξειδικευµένα µεταβολικά, που δεν 

υπάρχουν στα θηλαστικά, µονοπάτια τα οποία εµπλέκονται τόσο στη ρύθµιση της 

πρωτεΐνης, όσο και στα επίπεδα των µεταγραφηµάτων. 

Στα ζωικά κύτταρα η µεταφραστική αυτή ρύθµιση απαιτεί την παρουσία του 

συστήµατος IRE/IRP-ACO. Η ζωική κυτοπλασµατική ακονιτάση (ACO) είναι 

δυνατόν να µετατραπεί σε ρυθµιστική πρωτείνη του σιδήρου (IRP1) που δεσµεύεται 

στο ρυθµιστικό του σιδήρου στοιχείο το οποίο βρίσκεται στο 5′ άκρο UTR του 

mRNA της φερριτίνης και καταστέλλει τη µετάφρασή του σε συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου. Μία άλλη IRP, η (IRP2), έχει χαρακτηριστεί, αλλά δεν έχει την ικανότητα 

να µετατραπεί σε ακονιτάση επειδή δεν µπορεί να ενσωµατώσει σύµπλοκο Fe–S. 

Παρόλα αυτά ρυµίζεται από το σίδηρο και αποδοµείται υπό συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου. Στο A. thaliana έχουν ταυτοποιηθεί τρεις γονιδιωµατικές ακολουθίες που 

ονοµάστηκαν ACO1–3. Για να διαπιστωθεί αν αυτές οι αλληλουχίες είναι δυνατόν να 

κωδικοποιούν λειτουργικές πρωτεΐνες όµοιες µε την IRP1 που ρυθµίζουν και την 

οµοιόσταση του σιδήρου στα φυτά, έχουν δηµιουργηθεί µεταλλάγµατα για τα τρία 

αυτά γονίδια. Τα µεταλλάγµατα aco1-1 παρουσιάζουν αισθητή µείωση της 

δραστικότητας της κυτοπλασµατικής ACO. ΄Οµως, κανένα από αυτά τα 

µεταλλάγµατα δεν επηρεάζεται κάτω από την συσσώρευση των µεταγραφηµάτων της 

φερριτίνης ή της πρωτεϊνης σε περίσσεια σιδήρου. Cis στοιχεία που είναι δυνατόν να 

δρούν µε τα IRP φαίνεται ότι εντοπίζονται µε πολλή µικρή συχνότητα και βρίσκονται 

στο 5′ άκρο της UTR ή στο 3′ άκρο της UTR λίγων mRNA που δε σχετίζονται µε το 

µεταβολισµό του σιδήρου. ∆ε φαίνεται, λοιπόν, να σχετίζονται µε τη ρύθµιση της 

οµοιόστασης του σιδήρου (Briat et al, 2009). Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν 

το γεγονός ότι στα φυτά, το κυτοπλασµικό ρυθµιστικό σύστηµα που περιλαµβάνει τα 

ACO-IRP1/IRE δεν είναι συντηρηµένο όσον αφορά τη ρύθµιση της οµοιόστασης του 

σιδήρου. 

Παρά τον αυξανόµενο αριθµό των δηµοσιευµάτων που σχετίζονται µε την 

επίδραση διαφόρων συνθηκών στη βιοσύνθεση της φερριτίνης, ελάχιστα είναι 

γνωστά για τα ρυθµιστικά µόρια που δρούν µετά το σίδηρο και ρυθµίζουν την 

έκφραση της φερριτίνης. Επειδή το γονίδιο AtFer1 χαρακτηρίστηκε ως το πιο 

παραγωγικό στην έκφραση της φερριτίνης σε περιπτώσεις περίσσειας σιδήρου, 

χρησιµοποιήθηκε ως πρότυπο για τη µελέτη µονοπατιών που δρουν ως σινιάλα 
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οδηγώντας στη ρύθµιση του σιδήρου της καλλιέργεια κυττάρων του Arabidopsis. Η 

περίσσεια σιδήρου και η οξειδωτική καταπόνηση µιµούµενα την εφαρµογή του 

εξωγενούς H2O2, προωθούν την έκφραση του γονιδίου AtFer1 µέσω δύο 

ανεξάρτητων και προστιθέµενων µονοπατιών. Συνδυάζοντας φαρµακολογικές και 

µικροσκοπικές παρατηρήσεις σε καλλιέργειες κυττάρων του Arabidopsis, έχουν 

ταυτοποιηθεί σηµαντικά στοιχεία του µονοπατιού µετάδοσης του σήµατος που 

οδηγούν σε αύξηση του επιπέδου µεταγραφής των γονιδίων AtFer1 µέσω παροχής 

σιδήρου. Το NO συσσωρεύεται γρήγορα στα πλαστίδια µέσω της παροχής σιδήρου 

και φαίνεται ότι δρα µετά την παροχή του σιδήρου και πριν από την PPΑ2 

φωσφατάση στην επαγωγή της αύξησης των µεταγραφηµάτων του AtFer1. Έχει 

αποδειχθεί ότι για να κατασταλεί η µεταγραφή του γονιδίου γίνεται κάτω από 

συνθήκες έλλειψης σιδήρου µε την παρεµβολή του cis στοιχείων IDRS που 

ταυτοποιούνται µέσα στην ακολουθία του προαγωγέα του AtFer1. Πειραµατικά 

δεδοµένα δείχνουν ότι η φερριτίνη συνδέεται µε ουµπιουκουιτίνη και αποδοµείται 

µετά την παροχή σιδήρου και είναι απίθανο να δρα ως trans παράγοντας ικανός να 

ενωθεί µε IDRS κάτω από συνθήκες έλλειψης σιδήρου. Πρέπει να σηµειωθεί ότι στα 

ζωικά κύτταρα ένας από τους trans ρυθµιστικούς παράγοντες της φερριτίνης οποίος  

ονοµάζεται IRP2, εµπλέκεται στη µεταφραστική καταστολή των mRNAs που 

σχετίζονται µε την φερριτίνη σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου ( Kim,2002, 2003, 2004 

Iwai et al, 1998). Ο IRP2 έχει δειχθεί ότι σχετίζεται µε το ΝΟ και τη σύνδεση της 

πρωτεΐνης µε την ουµπιουκουιτίνη.  Μετά την προσθήκη σιδήρου ο IRP2 

νιτροζυλιώνεται, συνδέεται µε την ουµπιουκουιτίνη και αποδοµείται από 

πρωτεοσώµατα πράγµα που  οδηγεί σε µετάφραση των mRNA φερριτίνης (Kim, 

Ponka 2002, Iwai et al, 1998). Είναι αξιοσηµείωτο ότι µοριακοί παράγοντες 

απόκρισης σε περίσσεια σιδήρου, όπως NO, και η σύνδεση µε την ουµπιουκουτίνη 

είναι συντηρηµένοι ανάµεσα σε µεταφραστικούς παράγοντες των ζωικών φερριτίνων 

και των φυτικών φερριτινών. 

Σε πρόσφατες µελέτες εντοπισµού των γονιδίων µε λουσιφεράση, 

χρησιµοποιώντας το σχετιζόµενο µε σίδηρο προαγωγέα AtFer1 ως στόχο, οδήγησαν 

στην ταυτοποίηση ως αρνητικού ρυθµιστή στην έκφραση του γονιδίου AtFer1στο 

γονίδιο TIME FOR COFFEE (TIC). Στο αντίστοιχο µετάλλαγµα το mRNA του 

AtFer1 υπερ-συσσωρεύεται σε σχέση µε αυτό του άγριου τύπου. Γεγονός που 

υποδηλώνει ότι το TIC είναι ένας καταστολέας της γονιδιακής έκφρασης του AtFer1( 

Duc et al, 2009). Το TIC είναι, όµως ως ρυθµιστής του κιρκαδικού κύκλου που 
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εδράζεται στον πυρήνα, στο Arabidopsis και είναι εξειδικευµένος σε κάθε φυτό (Ding 

et al., 2007, Hall et al, 2003). Η έκφραση του γονιδίου AtFer1 δείχνει ότι ελέγχεται 

από το κιρκαδικό ρολόι. Η έκφραση του γονιδίου µειώνεται στα µεταλλάγµατα cca1, 

lhy και elf4 τα οποία παρουσιάζουν αλλαγή στην λειτουργία του κεντρικού 

ταλαντωτή του κιρκαδικού ρολογιού. Άλλα γονίδια που σχετίζονται µε την υψηλή 

συγκέντρωση του σιδήρου, όπως  AtFer3, AtFer4 και AtAPX1, ρυθµίζονται επίσης 

από το TIC και τον κιρκαδικό κύκλο ενώ, δε ρυθµίζονται τα γονίδια που 

αποκρίνονται στην έλλειψη του σιδήρου. Τα διαγονιδιακά TIC φυτά παρουσιάζουν 

ένα χλωρωτικό φαινότυπο που µετατρέπεται σε κανονικό µετά την παροχή εξωγενούς 

σιδήρου. Αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η ρύθµιση της οµοιόστασης του 

σιδήρου στα φυτά είναι το κύριο αποτέλεσµα του TIC και των σηµατοδοτικών 

µονοπατιών που σχετίζονται µε τον κιρκαδικό κύκλο (Briat et al, 2009). Τα cis 

στοιχεία IDRS εντοπίζονται στην αρχική περιοχή του προαγωγέα του AtFer1. Τα cis 

στοιχεία IDRS δε φαίνονται να αναµιγνύονται στο ρυθµιστικό µονοπάτι TIC. Κατά 

συνέπεια, η έκφραση του AtFer1 είναι κάτω από τον έλεγχο δύο ανεξάρτητων 

κατασταλτικών µονοπατιών, από τα οποία το ένα εµπλέκεται µε τα cis στοιχεία IDRS 

και ελέγχει την ενεργοποίηση της µεταγραφής. Η έκφραση του γονιδίου TIC είναι 

περιοδική µεταξύ των κιρκαδικών περιόδων (Ding et al., 2007), αλλά η έκφραση του 

γονιδίου AtFer1 δεν αντικαταστέλλεται από το TIC όλες τις φορές. Το TIC δείχνει 

ανενεργό το ξηµέρωµα όπου τα mRNA του AtFer1 φτάνουν στο αποκορύφωµα της 

συσσώρευσής τους. 

Η έκφραση του γονιδίου TIC είναι σταθερή κατά τη διάρκεια του κιρκαδικού 

κύκλου, αλλά η έκφραση του γονιδίου AtFer1 δεν καταστέλλεται από την πρωτεΐνη 

TIC. Στη συνέχεια, επειδή η πρωτεΐνη TIC είναι ανενεργή κατά τις πρωινές ώρες, 

τότε παρατηρείται το µέγιστο της συγκέντρωσης των mRNA του AtFer1. Αυτό 

δηµιουργεί το ερώτηµα για το πως ρυθµίζεται η δραστικότητα της TIC πρωτεΐνης. Η 

ανάλυση διάφορων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε την TIC οδήγησε στην 

αποµόνωση µιας κινάσης η οποία σχετίζεται µε την πρωτεΐνη SNF1 της AKIN10. Η 

AKIN10 και η οµόλογη της AKIN11 έχει δειχθεί ότι  αλληλεπιδρούν µε το 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο SKP1/ ASK1 (S- phase kinase associated protein 1/ 

Arabidopsis SKP1- like1). Το σύµπλοκο αυτό φαίνεται ότι ρυθµίζει τη σύνδεση µιας 

λιγάσης τύπου οµπικουίτινης σε διάφορες πρωτεΐνες- στόχους. Η αλληλεπίδραση 

αυτή παρεµποδίζεται από το προϊόν του γονιδίου PRL1 το οποίο φαίνεται να 

ανταγωνίζεται την πρωτεΐνη SKP1 ως προς την πρόσδεσή της στη ρυθµιστική 
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περιοχή του καρβοξυτελικού  άκρου των AKIN10/ AKIN11. Μια πρόσφατη γενετική 

ανάλυση που είχε ως σκοπό την αποµόνωση γονιδίων τα οποία είχαν σχέση µε το 

µονοπάτι µεταγωγής σήµατος µέσω ROS, οδήγησε στην αποµόνωση ενός 

µεταλλαγµένου στελέχους που δεν είχε την ικανότητα να παράγει την πρωτεΐνη 

PRL1. Ενδιαφέρον είχε ότι στο µεταλλαγµένο αυτό στέλεχος η έκφραση των AtFer1 

και AtAPX1 καταστέλλονταν συνεχώς σε σχέση µε αυτό του άγριου τύπου (Briat et 

al, 2009). Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι η πρωτεΐνη PRL1 είναι ένας θετικός 

ρυθµιστής της δραστικότητας της TIC πρωτεΐνης. Έτσι, ένα ρυθµιστικό δίκτυο το 

οποίο θα εµπεριείχε τις πρωτεΐνες TIC, ΑΚΝ10, PRL1 θα µπορούσε να θεωρηθεί ότι 

είναι υπεύθυνο για τη ρύθµιση της οµοιόστασης του σιδήρου στο φυτό. Όταν η 

πρωτεΐνη TIC είναι ενεργή, θα µπορούσε να καταστέλλει την έκφραση των γονιδίων 

AtFer και AtAPX1. Αυτή η ενεργή κατάσταση της πρωτεΐνης TIC επάγεται άµεσα ή 

έµµεσα από την AKIN10. Αφού η AKIN10 ρυθµίζεται αρνητικά από την PRL1 σε 

µεταλλαγµένα στελέχη που δεν εκφράζεται η PRL1, η AKΙN10 ενεργοποιεί συνεχώς 

την πρωτεΐνη TIC οδηγώντας συνεπώς στην έλλειψη της καταστολής AtFer/ AtAPX1 

κατά τις πρώτες πρωινές ώρες (Briat et al, 2009). 

Εποµένως, η πρωτεΐνη TIC εµφανίζεται ως κύριος ρυθµιστής της 

οµοιόστασης του σιδήρου στα φυτά. Είναι ενδιαφέρον ότι δύο γονίδια που 

σχετίζονται µε την καταπόνηση και τη µεταγωγή σήµατος, το AKIN10 και το PRL1, 

σχετίζονται επίσης µε την TIC και µε τη ρύθµιση µερικών γονιδίων σχετικών µε την 

οµοιόσταση του σιδήρου. Ως απόκριση του φυτού στην έλλειψη ενέργειας που 

προέρχεται από καταστάσεις καταπόνησης, οι κινάσες τύπου SNK1 φαίνεται ότι 

επάγουν µια ευρεία µεταγραφική αλλαγή του γονιδιώµατος του φυτού, η οποία 

επιτρέπει να αποκαταστήσει την οµοιόσταση του σιδήρου και να αναπτύξει µια 

µακροπρόθεσµη αντίδραση η οποία συµβάλλει στην προσαρµογή της ανάπτυξης του 

φυτού. Ρυθµιστικοί µηχανισµοί αποδείχθηκαν ότι συντονίζουν µερικούς παράγοντες, 

όπως είναι το φώς, το κιρκαδικό ρολόι ή τα σήµατα θρεπτικών στοιχείων, σε ένα 

πολυσύνθετο δίκτυο σηµάτων. Λόγω των ουσιωδών λειτουργιών του σιδήρου και των 

πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο σε κεντρικές µεταβολικές διαδικασίες, όπως η 

φωτοσύνθεση, η αναπνοή και η αφοµοίωση αζώτου και θείου, οι αλληλεπιδράσεις 

που ρυθµίζουν την οµοιόσταση του σιδήρου θα πρέπει να διευκρινιστούν για να 

κατανοήσουµε το πώς τα σήµατα της ενέργειας του κυττάρου έχουν ως αποτέλεσµα 

την προσαρµογή ολόκληρου του φυτού στη ρύθµιση της αύξησης και ανάπτυξης του 

(Briat et al, 2009). Είναι πολύ πιθανό οι φυτικές φερριτίνες, µε τη ρύθµιση της 
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συγκέντρωσης του σιδήρου, να ασκούν τον κατάλληλο έλεγχο στην ποσότητα του 

στοιχείου που απαιτείται από τις µεταβολικές διαδικασίες. Με αυτό τον τρόπο, 

βοηθούν το φυτό να ανταπεξέλθει στις αντίξοες συνθήκες και τις τοξικότητες οι 

οποίες θα πολλαπλασιάζονταν αν δεν υπήρχε σύστηµα διαχείρισης του σιδήρου. 

 

Η φερριτίνη ως µέσον αποθήκευσης του σιδήρου στα 

χυµοτόπια των σπερµάτων. 

 

Ο πρωταρχικός στόχος των ζωικών φερριτινών στο εσωτερικό των κυττάρων 

είναι η αποθήκευση του σιδήρου και η παροχή των µεταλλικών ιόντων σε µεταβολικά 

µονοπάτια όποτε χρειάζεται. Στα βακτήρια η λειτουργία των φερριτινών δείχνει να 

σχετίζεται µε την προστασία κατά της οξείδωσης, δηλαδή αποφυγή της αντίδρασης 

του σιδήρου µε το οξυγόνο. Στα φυτά η πιο διαπιστωµένη υπόθεση, αναφορικά µε 

την λειτουργία των φερριτινών, βασίζεται στη συσχέτιση του εντοπισµού των 

πρωτεϊνών και της απόκρισης των φυτών σε περιβαλλοντικούς παράγοντες και σε 

αναπτυξιακά στάδια (Briat, 2008). Στα σπέρµατα ο κύριος ρόλος των φερριτίνων 

είναι η αποθήκευση του σιδήρου και η απελευθέρωση και παροχή του σε πρωτεΐνες 

που περιέχουν σίδηρο µετά τη βλάστηση. Οι φερριτίνες των σπερµάτων είναι 

απαραίτητες για τη σωστή ανάπτυξη της φωτοσυνθετικής συσκευής. Με αυτόν τον 

τρόπο, συµµετέχει  στη στροφή από την ετερότροφη στην αυτότροφη φάση των 

φυτών (Lobréaux et al, 1991). Στα φύλλα η φερριτίνη θεωρείται ότι είναι µια πηγή 

σιδήρου στα πρώιµα στάδια της ανάπτυξης για τη σύνθεση σιδηρο- πρωτεϊνών που 

εµπλέκονται στη φωτοσύνθεση. 

Ενδείξεις για τη λειτουργία των φερριτινών στα φυτά έχουν καταγραφεί για τα 

τέσσερα γονίδια του Arabidopsis. Το AtFer2 είναι το µόνο που εκφράζεται στα 

σπέρµατα, ενώ τα AtFer1, AtFer3 και AtFer4 εκφράζονται σε βλαστικούς και 

αναπαραγωγικούς ιστούς (Petit et al, 2001). Έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί 

µεταλλαγµένα φυτά µετά από εκτόπιση του γονιδίου (Knock-out) FER2 είτε των 

τριών ισοτύπων FER1, 3 και 4 ( Ravet et al, 2009). Η FER2 είναι η µόνη υποµονάδα 

που συσσωρεύεται στα ξηρά σπέρµατα και αποδοµείται κατά τη διάρκεια της 

βλάστησης. Παρόλα αυτά, στη fer2 η συνολική συγκέντρωση του σιδήρου στο 

σπέρµα δε µεταβλήθηκε σε σύγκριση µε τον άγριο τύπο. Ο σίδηρος που περιέχεται 
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στη φερριτίνη εκτιµάται ότι είναι λιγότερο από το 5% του ολικού σιδήρου. Άρα, 

φαίνεται ότι η φερριτίνη δεν αποτελεί την κύρια µορφή αποθήκης σιδήρου στα 

σπέρµατα του Arabidopsis. Επιπλέον, ο σίδηρος που αποθηκεύεται στη φερριτίνη δεν 

είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη των φυταρίων ακόµα και κάτω από συνθήκες 

έλλειψης σιδήρου. Η αποθηκευτική λειτουργία των φερριτινών στο Arabidopsis 

φαίνεται ότι είναι µικρή. Αυτό έρχεται σε αντίθεση µε τα in vitro αποτελέσµατα 

σχετικά µε τη φερριτίνη του σπέρµατος πιζελιού που δείχνουν το ρόλο του pH και 

του ασκορβικού οξέως στην απελευθέρωση του σιδήρου από τη φερριτίνη των 

σπέρµατος του πιζελιού (Lanquar et al, 2005). Όµως, η ποσότητα του σιδήρου που 

αποθηκεύεται στα σπέρµατα του Arabidopsis είναι σχετικά χαµηλή συγκριτικά µε το 

συνολικό σίδηρο των σπερµάτων. Ο αποθηκευµένος αυτός σίδηρος είναι πιθανό να 

κινητοποιείται εκ νέου. Επίσης, στα σπέρµατα του Arabidopsis το µεγαλύτερο µέρος 

του σιδήρου είναι αποθηκευµένο σε χυµοτόπια µε σύµπλοκα των γλοβοειδών. Αυτά 

τα γλοβοειδή είναι λιγότερο άφθονα στα χυµοτόπια των σπερµάτων του πιζελιού. Στα 

σπέρµατα αυτά η σιδηρο- φερριτίνη αντιπροσωπεύει έως και το 92% του συνολικού 

σιδήρου στους εµβρυϊκούς άξονες (Kim et al, 2006). Υπάρχουν βασικές διαφορές 

µεταξύ των ειδών ως πρός τον τρόπο που διαχειρίζονται το σίδηρο των σπερµάτων 

τους. Στο Arabidopsis ο σίδηρος αποθηκεύεται στον εµβρυϊκό άξονα και 

διαλυτοποιείται κατά τη διάρκεια της βλάστησης. Στο Arabidopsis η σταθερότητα της 

φερριτίνης στα σπέρµατα εξαρτάται από τη µετακίνηση του σιδήρου από τα 

χυµοτόπια στα πλαστίδια, γεγονός που σηµαίνει επικοινωνία µεταξύ των πλαστιδίων 

και των σπερµάτων (Bouis et al, 2003). 

 

Φερριτίνες και οξειδωτικό στρες στα φυτά. 

 

Η λειτουργία των φερριτινών στα φυτά έχει µελετηθεί µε τη χρήση τρις 

µεταλλαγµένων φυτών fer1- 3- 4 που δεν έχουν την ικανότητα σύνθεσης φερριτινών 

σε αυτό το όργανο. (Ravet et al, 2009). Κατά την άρδευση των φυτών, η ανάπτυξη 

του µάρτυρα και του fer1-3-4 ήταν όµοια. Κατά την άρδευση µε διάλυµα σιδήρου 

παρατηρείται αύξηση της βιοµάζας των φυτών αγρίου τύπου που υποδεικνύει ότι ο 

σίδηρος  ήταν περιοριστικός παράγοντας, αλλά όχι τοξικός. Αντίθετα, η αύξηση των 

fer1- 3- 4 µειώθηκε, γεγονός που πιθανό να οφείλεται σε µείωση της καθήλωσης του 

CO2. Στα ώριµα φύλλα η φωτοσύνθεση δεν επηρεάζεται από την απουσία των 



35 
 

φερριτινών. Η παρατήρηση ότι η ροή ηλεκτρονίων µέσω PSII δε διέφερε σε 

µεταλλαγµένα και σε µάρτυρα σε συνθήκες άρδευσης µε νερό ή µε διάλυµα σιδήρου 

δείχνει ότι η απουσία των φερριτίνων στο τριπλό µετάλλαγµα δεν έχει σοβαρό 

αντίκτυπο στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό µεταφοράς ηλεκτρονίων. Όµως, η µείωση 

της καθήλωσης του CO2 πιθανόν σηµαίνει ότι η φωτοσυνθετική αλυσίδα µεταφοράς 

ηλεκτρονίων χρησιµοποιείται λιγότερο αποτελεσµατικά από τα ένζυµα του κύκλου 

του Calvin όταν απουσιάζουν οι φερριτίνες. Πλειοτροπικές ατέλειες που οδηγούν σε 

ισχυρή µείωση της γονιµότητας έχουν παρατηρηθεί στα άνθη των τριπλών 

µεταλλαγµάτων που έχουν αναπτυχθεί µε άρδευση µε διάλυµα σιδήρου. Αυτές οι 

αλλαγές συνδέθηκαν µε µια αύξηση στη συνολική περιεκτικότητα του σίδηρου στο 

άνθος και µείωσή του στο µίσχο, γεγονός που µπορεί να σηµαίνει µεταβολές της 

µεταφοράς του σιδήρου µεταξύ αυτών των οργάνων. Η ανάλυση των 

µεταγραφηµάτων ενός συνόλου γονιδίων που σχετίζονται µε τη διακίνηση του 

σιδήρου αποκαλύπτει ότι η έκφραση πολλών από αυτά τροποποιήθηκε στα τριπλά 

µεταλλάγµατα fer1- 3- 4 σε σύγκριση µε του άγριου τύπου υπό συνθήκες επάρκειας 

σιδήρου (Briat et al,2009). Η απουσία των φερριτίνων στα αναπαραγωγικά όργανα 

αλλάζει σε µεγάλο βαθµό την οµοιόσταση του σιδήρου και απορρυθµίζει τη 

µεταφορά σιδήρου µεταξύ των οργάνων. Τέλος, οδηγεί σε αλλαγές της ανάπτυξης 

των καρπών που πιθανώς να οφείλονται σε τοξικότητα του σιδήρου. Πράγµατι, η 

αφθονία του FER2 στα σπέρµατα οδηγεί σε µια υψηλή ευαισθησία στο µεθυλ- 

βιολογόνο, ένα προ- οξειδωτικό συστατικό που παρατηρείται κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας της βλάστησης. Στα φύλλα και τα άνθη φυτών που αναπτύχθηκαν µε 

άρδευση καθαρού νερού, η αφθονία των φερριτινών στα τριπλά µεταλλάγµατα 

οδήγησε σε αυξηµένη παραγωγή ROS και αυξηµένη δραστικότητα ενζύµων που 

σχετίζονται µε την αποτοξίνωση των ROS. Παρόλα αυτά, οι οξειδωµένες και 

ανηγµένες δεξαµενές του ασκορβικού και γλουταθειόνης στα µεταλλαγµένα ήταν 

όµοιες µε εκείνες του αγρίου τύπου και οι ζηµίες που σχετίζονται µε τις ROS 

αποφεύγονται επειδή δε βρέθηκε αυξηµένη υπερ- οξειδίωση των λιπών. Αυτά τα 

αποτελέσµατα δείχνουν ότι κατά την άρδευση των φυτών µε καθαρό νερό τα 

µεταλλάγµατα είναι ικανά να ανταπεξέρχονται στην ασφαλή έλλειψη αποθήκευσης 

σιδήρου σε φερριτίνες µε την αύξηση της ικανότητας των µηχανισµών που 

αποτοξινώνουν τα ROS. Παρόλα αυτά, όταν τα φυτά τροφοδοτούνται µε υψηλές 

συγκεντρώσεις σιδήρου, η έλλειψη των φερριτιών στα µεταλλάγµατα οδηγούν σε 

πλειοτροπικές ατέλειες σε αναπαραγωγικά και βλαστικά όργανα µε αποτέλεσµα τη 
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µείωση της γονιµότητας. Φαίνεται λοιπόν ότι κάτω από συνθήκες περίσσειας σιδήρου 

η παραγωγή από τον ελεύθερο σίδηρο σχετιζόµενων ROS ξεπέρασε τους 

µηχανισµούς αποτοξίνωσης που ενεργοποιούνται στα µεταλλάγµατα. Είναι, εποµένως 

σαφές ότι η λειτουργία των φερριτινών στα φυτά είναι ουσιαστική για την 

αποµάκρυνση σιδήρου, ώστε να αποφευχθεί το οξειδωτικό στρες (Briat et al,2009). 

Οι καλύτερες ενδείξεις που δείχνουν τη σχέση φωτός, φωτοσύνθεσης και οξειδωτικής 

καταπόνησης και σύνθεσης φερριτίνης λήφθηκε από µια σειρά µελετών του 

Chlamydomonas reinhardtii. Σε αυτά τα φύκη χαρακτηριστήκαν δύο γονίδια, FER1 

και FER2, τα οποία κωδικοποιούν τις υποµονάδες φερριτίνης (Long et al, 2008). Οι 

υποµονάδες FER1 και FER2 εντοπίστηκαν στα πλαστίδια, αλλά δεν 

συναρµολογούνται σε ενιαία δοµή. Η αναλογία της ferritin1 σε ferritin 2 είναι 70:1 σε 

κύτταρα υπερ- εµπλουτισµένα από σίδηρο υποδηλώνοντας έναν πιο κυρίαρχο ρόλο 

της ferritin1 στην οµοιόσταση του σιδήρου. Σε καταστάσεις που ο σίδηρος είναι σε 

χαµηλά επίπεδα, οι υποµονάδες της ferritin1 και τα ολιγοµερή της ferritin1 

παρουσιάζουν αφθονία ανάλογη µε την αύξηση του αντίστοιχου mRNA. Εντούτοις, η 

περιεκτικότητα σε σίδηρο αυτού του 24- µελούς πρωτεϊνικού µορίου µειώνεται. Αυτό 

δείχνει ότι η αυξανόµενη έκφραση FER1 µπορεί να αυξήσει τη χωρητικότητα του 

µορίου στους χλωροπλάστες των κυττάρων µειωµένης περιεκτικότητας σιδήρου, 

υποστηρίζοντας το ρόλο για τη ferritin1 ως ρυθµιστική του σιδήρου. Έχει εδραιωθεί 

ότι η ανεπάρκεια σιδήρου προάγει την αποδόµηση του PSI του Chlamydomonas 

reinhardtii. Έχει παρατηρηθεί ότι η επαγωγή της σύνθεσης της φερριτίνης σχετίζεται 

µε το βαθµό της αποδόµησης του PSI κατά τη διάρκεια ανεπάρκειας σιδήρου. Τα 

επίπεδα του PSI µπορούν να αποκατασταθούν στα κανονικά µέσα σε 24 ώρες µετά τη 

διαλυτοποίηση σιδήρου στη φερριτίνη (Busch et al, 2008). Στελέχη Chlamydomonas 

µε µειωµένες συγκεντρώσεις φερριτίνης παρουσιάζουν κάτω από συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου µειωµένη αποδόµηση του PSI και αυξηµένη ευαισθησία στην καταπόνηση 

φωτοξείδωσης υπό συνθήκες υψηλού φωτισµού (Long and Merchant, 2008). 

Η αυξηµένη ευαισθησία των κυττάρων στη φωτοοξείδωση συµβαδίζει µε την 

παρεµπόδιση της αύξησης των κυττάρων υπό συνθήκες υψηλού φωτισµού που 

σχετίζονται µε την αύξηση της συγκέντρωσης του σιδήρου στο θρεπτικό µέσο. Κάτω 

από αυτές τις συνθήκες µειώθηκαν επίσης και τα επίπεδα των µεταγραφηµάτων της 

FER1. Η διαδικαδία της απόκρισης των κυττάρων στον έντονο φωτισµό συγκρίνεται 

µε την απόκρισή τους σε πρό- οξειδωτικούς χειρισµούς, όπως Rose Bengal ή H2O2 
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και δείχνει ότι και στις δύο περιπτώσεις είναι δυνατόν να εµπλέκονται ελεύθερες 

ρίζες οξυγόνου ή H2O2 (Briat et al,2009). 

Στα φυτά η έκφραση των γονιδίων της φερριτίνης τροποποιείται από πολλούς 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η έλλειψη νερού, οι χαµηλές θερµοκρασίες, η 

ένταση του φωτισµού και η προσβολή από παθογόνα. Κατά τη διάρκεια του 

βιολογικού τους κύκλου τα φυτά υπόκεινται συχνά σε καταστάσεις καταπόνησης που 

ποικίλουν σε ένταση, θέση και διάρκεια και που οδηγούν σε παροδική αύξηση του 

ενδοκυτταρικού σιδήρου και σε αυξηµένα επίπεδα ROS. Είναι πολύ πιθανό ότι 

ρυθµίζοντας το σίδηρο οι φυτικές φερριτίνες βοηθούν τα φυτά να αντιµετωπίσουν τις 

δυσµενείς καταστάσεις, τα επιβλαβή αποτελέσµατα των οποίων θα ενισχύονταν εάν 

δεν είχε εξελιχθεί σύστηµα δέσµευσης του ελεύθερο σίδηρο. Στα βακτήρια είναι πολύ 

σηµαντικό εφόδιο οι διαφορετικοί ρόλοι των φερριτινών που βασίζονται σε 

βακτηριακά είδη (Briat et al,2009). Αυτή η λειτουργία των φυτοφερριτινών θυµίζει 

το ρόλο της βακτηριοφερριτίνης που αποτελεί µέρος του µηχανισµού προστασίας από 

την οξειδωτική καταπόνηση περισσότερο παρά αποθήκευση του σιδήρου για 

αποθηκευτικούς σκοπούς. 
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Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας µελέτης αποτελεί τον εντοπισµό και τη µελέτη της φερριτίνης, 

µιας πρωτεΐνης µε ρόλο αποθησαυριστικό και προστατευτικό στα φυτά όσο αφορά το 

στοιχείο σίδηρο. Ο εντοπισµός του σιδήρου γίνεται µε χρώση στους σπόρους καρπού 

τοµάτας τύπου cherry ενώ η µελέτη της πρωτεΐνης µε µοριακούς µεθόδους σε διάφορα 

µέρη  καρπών τοµάτας αποσκοπεί στην έκφρασή της.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ. 
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ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΦΥΤΩΝ ΤΟΜΑΤΑΣ ΚΑΙ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ. 

 

Για τη παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν ένσπερµοι καρποί τοµάτας τύπου 

cherry της ποικιλίας conchita και cerelino. Πρόκειται για πρώιµες ποικιλίες που 

συγκοµίζονται µε ταξικαρπία. Κάθε ταξικαρπία µπορεί να φέρει 12 µε 16 καρπούς. 

Οι καρποί τους είναι λαµπεροί κόκκινοι µε µέσο βάρος 20g. Η ανάπτυξη των φυτών 

και η συγκοµιδή των καρπών πραγµατοποιήθηκε στο θερµοκήπιο του Εργαστηρίου 

των Κηπευτικών Καλλιεργειών του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. Η 

µεταφύτευση των νεαρών φυταρίων στο θερµοκήπιο πραγµατοποιήθηκε το µήνα 

Νοέµβριο. 

Η συγκοµιδή των καρπών στα υπό µελέτη στάδια ανάπτυξης 

πραγµατοποιήθηκε από τη δεύτερη ταξικαρπία των φυτών. Οι καρποί συγκοµίστηκαν 

σε τρία διαφορετικά στάδια τα οποία σχετίζονται µε την ωρίµανσή τους: ώριµοι 

πράσινοι, καρποί στην αλλαγή του χρώµατος και ώριµοι κόκκινοι. Η δειγµατοληψία 

έγινε την ενδέκατη πρωινή ώρα. Η µεταφορά τους από το θερµοκήπιο στο 

εργαστήριο γινόταν σε δοχείο µε θρυµµατισµένο πάγο. Τα σπέρµατα αφαιρέθηκαν 

από τους καρπούς και αφού αποµακρύνθηκε το ζελατινώδες παρέγχυµα που τους 

περιέβαλε, αποθηκεύτηκαν σε κατάλληλο ψυκτικό χώρο στους -80oC για να 

χρησιµοποιηθούν αργότερα.  
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ΑΝΑΤΟΜΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ 

 

Εντοπισµός σιδήρου µε τη µέθοδο του Pearls (Pearse, 1953) 

Παρασκευάστηκε διάλυµα 2% potassium ferocyanide σε 2% HCl. Το διάλυµα 

µέχρι τη χρήση του καλύφθηκε µε αλουµινόχαρτο λόγω φωτοευαισθησίας. 

Ακολούθως, έγιναν εγκάρσιες τοµές σε σπέρµατα τοµάτας οι οποίες 

τοποθετηθήκαν σε αντικειµενοφόρους µε σταγόνες του υγρού ανίχνευσης του 

σιδήρου. Οι τοµές χρωµατίστηκαν για ένα έως τρία λεπτά, ξεπλύθηκαν µε νερό 

και φωτογραφήθηκαν µέσω στερεοσκοπίου. 

 

 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΕΛΕΤΗ 

 

Αποµόνωση ολικού RNA από φυτικούς ιστούς ή όργανα 

 

Για την αποµόνωση του ολικού RNA ακολουθήθηκε η διαδικασία που προτείνεται 

από τους Βrusslan and Tobin (1992). Σύµφωνα µε αυτήν: 

♦ 0.2 g νωπού φυτικού ιστού οµογενοποιούνται σε γουδί λειοτριβήσεως µε υγρό 

άζωτο. 

♦ Το δείγµα µεταφέρεται σε φυγοκεντρικό σωλήνα (eppendorf) στον οποίο 

προστίθενται 300 µl διαλύµατος εκχύλισης RNA (Εxtraction Buffer) και 300 µl 

µίγµατος φαινόλη/ χλωροφόρµιο 1:1, pH: 8.3. 

♦ Ακολουθεί καλή ανάδευση µε χρήση µηχανικού αναδευτήρα (vortex) για 30 

δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος στις 15000 σ.α.λ. για 5 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

♦ Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf και επαναλαµβάνεται η 

εκχύλιση µε 300 µl µίγµατος φαινόλη/ χλωροφόρµιο 1:1, pH: 8.3. 

♦ Γίνεται εκ νέου ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 
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♦ Το υπερκείµενο συλλέγεται σε νέο eppendorf και γίνεται προσθήκη 1/10 όγκου 

3Μ CH3COONa pH: 5.2 και ενός όγκου ισοπροπανόλης για την κατακρήµνιση 

των νουκλεϊνικών οξέων. 

♦ Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 15000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 4οC. 

♦ Το ίζηµα των νουκλεϊκών οξέων επαναδιαλύεται σε 1125 µl διαλύµατος 10Τ/10Ε 

και το RNA κατακρηµνίζεται µε την προσθήκη 375 µl διαλύµατος 8Μ LiCl και 

το συνολικό διάλυµα αφήνεται σε ηρεµία στους 4oC, για τουλάχιστον 12 ώρες. 

♦ Το ολικό RNΑ συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις 15000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 

4οC. 

♦ To ίζηµα ξεπλένεται µε 70% (v/v) αιθανόλη, αφήνεται να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται σε 20 µl όγκο διαλύµατος 10Τ/1Ε. 

 

 

Προσδιορισµός της συγκέντρωσης των νουκλεїνικών οξέων 

 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των νουκλεϊνικών οξέων σε υδατικό διάλυµα 

γίνεται µε τη µέθοδο της φωτοµετρίας. Η ποσοτική φωτοµετρική ανάλυση στηρίζεται 

στο νόµο των Lambert και Beer. Με το νόµο αυτό συσχετίζεται η απορρόφηση του 

φωτός από ένα διάλυµα µε τη συγκέντρωση της ουσίας και το µήκος της διαδροµής 

του φωτός µέσα από αυτό.  

• 3 µl δείγµατος τοποθετήθηκαν σε ειδική κυβέτα χαλαζία, που περιείχε 600 µl 

dH2O και προσδιορίστηκε η απορρόφηση του διαλύµατος σε µήκος κύµατος 260 

nm. 

• Η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων, χωρίς την παρουσία άλλων 

προσµίξεων, όπως πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες, δίνεται από τον τύπο: 

 

Όπου:  

Ο.D. : η απορρόφηση του δείγµατος στα 260nm. 

D   : σταθερά που εξαρτάται από το είδος του νουκλεϊνικού οξέος  

 

C = O.D260* D * συντελεστής αραίωσης 
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Σε καθαρά διαλύµατα DNA, η σταθερά D ισούται µε 50 mg/ml, στην περίπτωση 

διαλύµατος RNA ισούται µε 40 mg/ml και σε διάλυµα ολιγονουκλεοτιδίων ισούται 

µε 30 mg/ml. Προκειµένου να εκτιµηθεί η καθαρότητα ενός δείγµατος νουκλεϊκών 

οξέων υπολογίζεται ο λόγος O.D260/O.D280 και Ο.D240/O.D260 και όταν οι τιµές του 

πρώτου λόγου βρίσκονται µεταξύ 1.8 και 2.0 και του δεύτερου περί το 0.5, τότε το 

δείγµα θεωρείται ικανοποιητικής καθαρότητας. 

 

Χειρισµός του ολικού RNA µε DNάση  

 

Mε τη µέθοδο αυτή αποµακρύνεται το γενωµατικό DNA, που συνυπάρχει µε το 

RNA, και αποµονώνεται από τον ιστό. Για το σκοπό αυτό ακολουθήθηκαν τα εξής 

βήµατα: 

♦ Λαµβάνεται δείγµα 10 mg RNA και µεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf στον 

οποίο έχουν προστεθεί: 

- 5 µl 10Χ  ρυθµιστικό διάλυµα DΝάσης. 

- 1U/ µg RNA  DΝάση ελεύθερης από RΝάσες. 

 - ddH2O µέχρις όγκου 50 µl. 

♦ Ακολουθεί επώαση στους 37οC για 45 λεπτά. 

♦ Προστίθενται 250 µl ddH2O και γίνεται ανάµιξη µε ίσο όγκο (300 µl) φαινόλης, 

ακολουθεί φυγοκέντρηση και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωλήνα 

eppendorf. H ίδια διαδικασία γίνεται και κατά την ανάµιξη µε 

φαινόλη/χλωροφόρµιο σε αναλογία 1:1 και σε ανάµιξη µε ίσο όγκο 

χλωροφόρµιο. 

♦ Η κατακρήµνιση του RNA γίνεται µε προσθήκη 1/10 του όγκου του διαλύµατος 

µε 3Μ CH3COONa pH: 5.3 και προσθήκη 2.5 όγκων αιθανόλης και το δείγµα 

διατηρείται στους -20οC για τουλάχιστον 12 ώρες. 

♦ Επιπλέον, κατακρηµνίζεται το RNA µε διατήρηση του δείγµατος στους -80οC για 

30 λεπτά. 

♦ Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 σ.α.λ. για 30 λεπτά στους  4οC. 

♦ To ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη, αφήνεται να στεγνώσει και τέλος, 

επαναδιαλύεται σε 15 µl ddH2O. 
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RT-PCR. ηµιποσοτική µέθοδος (2 βήµατα) 

 

Κατά το πρώτο βήµα γίνεται η σύνθεση του cDNA: 

Σε συνολικό όγκο 20 µl µπορούν να χρησιµοποιηθούν 1ng-5µg ολικού RNA ή 1-

500 ng mRNA. 

1. Σε ένα σωλήνα eppendorf τοποθετούνται τα παρακάτω συστατικά: 

• 1.5 µl oligo(dT)12-18 (500 µg/ml), ή 50-250 ng τυχαίους εκκινητές 

• 1 ng-5 µg ολικού RNA ή 1-500ng mRNA 

• 1 µl 10mM µίγµα dNTPs (10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP σε  pH: 7) 

• αποστειρωµένο,δις απεσταγµένο νερό µέχρις όγκου 12 µl. 

2. Το παραπάνω µίγµα θερµαίνεται στους 65οC για 5 λεπτά και αµέσως µετά 

τοποθετείται στον πάγο. 

   Ακολουθεί µια γρήγορη φυγοκέντρηση και προστίθενται: 

• 4 µl 5x διάλυµα σύνθεσης πρώτης αλυσίδας 

• 2 µl 0,1Μ DTT 

• 1µl Rnase OUT- που είναι παρεµποδιστής ανασυνδυασµένης ριβονουκλεάσης 

(40 units/µl) 

3. Aναµιγνύονται τα παραπάνω συστατικά και επωάζονται στους 42οC για 2 λεπτά. 

4. Ακολουθεί προσθήκη 1 µl (200 units) του ενζύµου SuperScript II RT και ελαφρά 

ανάµιξη µε πιπέτα.  

5. Επωάζονται στους 42οC για 50 λεπτά. 

6. Η αντίδραση διακόπτεται µε θέµανση στους 70οC για 15 λεπτά. 

   Το δείγµα αραιώνεται 1:4 

 

Κατά το δεύτερο βήµα γίνεται η αντίδραση PCR 

 

Σε σωλήνα φυγοκέντρησης 0.5 ml προστίθενται τα παρακάτω σε τελικό όγκο 50 µl: 

(FINNZYMES)  

α) 40.5 µl αποστειρωµένο ddH2O 

β) 5 µl 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα DNAzyme  

γ) 1 µl µίγµα των 10 mM dNTPs 

δ) 1 µl εκκινητής έµπροσθεν 

ε) 1 µl εκκινητής ανάστροφος 
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στ) 0.5 µl DNA πολυµεράση (2U/ µl) 

 Το µίγµα αναµιγνύεται καλά και εκτελείται το παρακάτω πρόγραµµα PCR.  

Πίνακας 2. 2: Το πρόγραµµα θερµοκρασιών, χρόνων και κύκλων κατά το ηµι-

ποσοτικό   

Πίνακας 2. 3. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για το RT-PCR 

LeFER- F 5’- CCAAGTTTTTCAAGGAATC-3’ (8/19) 

LeFER- R  5’- TCATTTGTCAACTTCTCC-3’ (7/18) 

Actin- F 5’- CCACAACCACCTCAGCAGAAT-3’ 

Actin- R 5’- GACAACTGCTGTGGAGGCATT-3’ 

 

Ποσοτικό Real-Time PCR 

  

Στη συνέχεια της σύνθεσης των cDNA των ιστών οι οποίοι µελετήθηκαν, 

πραγµατοποιήθηκε PCR µε εκκινητές που αναγράφονται στον Πιν. 2.3 και 

σχεδιάστηκαν από τη µεταγραφόµενη περιοχή του κάθε ισοτύπου ξεχωριστά µε το 

πρόγραµµα Primer Excess 1.5 (Applied Biosystems, Darmstadt, DE). Οι ποσοτικές 

αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στο σύστηµα ανίχνευσης αλληλουχίας ABI PRISM 

7900 HT χρησιµοποιώντας το µείγµα SYBR Green (Applied Biosystems), τους 

εκκινητές σε συγκέντρωση 0.2 µΜ ο καθένας και 1 µl cDNA ως µήτρα. Η πρώτη 

αντίδραση πολυµερισµού ορίστηκε στους 95οC για 15 δευτερόλεπτα και 60οC για 1 

λεπτό. H εξειδίκευση των εκκινητών και ο σχηµατισµός διµερών παρατηρήθηκαν µε 

ανάλυση της καµπύλης διαχωρισµού σε ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης 4%. Τα 

επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της φερριτίνης ανιχνεύτηκαν χρησιµοποιώντας τους 

εκκινητές του Πιν. 2.3 οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν ως εσωτερικά πρότυπα για την 

κανονικοποίηση των cDNA δειγµάτων. Για τη σχετική ποσοτική έκφραση των 

γονιδίων µεταξύ διαφορετικών ιστών εφαρµόστηκε η εξής µέθοδος. Τα σχετικά 

επίπεδα έκφρασης του γονιδίου-στόχου (Χ) υπολογίστηκαν ως αναλογία του γονιδίου 

της ακτίνης (U), ως (1+Ε)-∆Ct, όπου ∆Ct είναι (Ctx-Ctu). H αποτελεσµατικότητα του 

   
                                                  Θερµοκρασία      Χρόνος                       αρ.κύκλων 
Αρχική αποδιάταξη                                 94οC       4 λεπτά             1 
Αποδιάταξη των αλυσ.DNA           94οC        1 λεπτό 
Υβριδισµός εκκινητών                 56-58οC      1 λεπτό          25-35 
Σύνθεση νέων αλυσίδων DNA           72oC        1 λεπτό  
Τελική επιµήκυνση             72οC    20 λεπτά    1 
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PCR (E) για κάθε αµπλικόνιο υπολογίστηκε µε βάση την ανάλυση παλινδρόµησης σε 

λογάριθµική κλίµακα ανά κύκλο µε τη χρήση τουLineRegPCR προγράµµατος 

(Ramakers et al, 2003). 

 

Xειρισµός πλασµιδίων 

Προετοιµασία δεκτικών κυττάρων  

 

Τα στελέχη Ε. coli που χρησιµοποιήθηκαν για την προετοιµασία ικανών προς 

µετασχηµατισµό κυττάρων ήταν τα ΧL1 Blue. H διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν 

η εξης: 

♦ 200 ml θρεπτικού διαλύµατος LB εµβολιάζονται µε 2 ml υγρής καλλιέργειας του 

στελέχους. 

♦ Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 37οC µε συνεχή ανακίνηση µέχρι η οπτική 

πυκνότητα του αιωρήµατος να φτάσει την τιµή O.D.600= 0.2-0.3. 

♦ Tα βακτηριακά κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6000 σ.α.λ. για 10 

λεπτά στους 4οC. 

♦ To βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 50 ml διαλύµατος 0.1M παγωµένου 

MgCl2. 

♦ Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 6000 σ.α.λ. για 10 λεπτά στους 4οC. 

♦ Tα κύτταρα επαναδιασπείρονται σε 25 ml διαλύµατος 0.1Μ CaCl2 και αφήνονται 

στον πάγο για 20 λεπτά. 

♦ Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6000 σ.α.λ. για 10 λεπτά στους 

4οC και επαναδιασπείρονται σε 10 ml διαλύµατος 0.1Μ CaCl2, το οποίο 

βρίσκεται πάντα στον πάγο. 

♦  Η αποθήκευση των δεκτικών κυττάρων γίνεται στους -70οC µε την προσθήκη 

20% γλυκερόλης. 

 

Μετασχηµατισµός των κυττάρων E.coli 

 

• Μεταφέρονται 10-100 ng πλασµιδίου σε σωλήνα eppendorf που περιέχει 100 µl 

δεκτικά κύτταρα από το στέλεχος ΧL-1 Blue . 

• To δείγµα παραµένει στον πάγο για 30 λεπτά. 
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• Υποβάλλουµε τα κύτταρα σε θερµική καταπόνηση στους 42οC για 1-2 λεπτά, 

ώστε να διευκολυνθεί η εισαγωγή του πλασµιδίου. 

• Προστίθεται 200 µl υγρού θρεπτικού υποστρώµατος LB και τοποθετούνται για 

40-50 λεπτά στο υδατόλουτρο στους 37οC. 

• Tα κύτταρα στρωµατώνονται σε τρυβλία, που περιέχουν αµπικιλίνη και γίνεται 

επώαση στους 37οC για όλο το βράδυ. 

• Φύλαξη των τρυβλίων στο ψυγείο στους 4οC. 

 

Για την επιλογή των αποικιών που φέρουν ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, 

προσθέτουµε στα κύτταρα, προτού απλωθούν σε τρυβλίο 10 µl 100 mM IPTG και 50 

µl  2% X-Gal. Μετά την επώαση, θα επιλεχθούν οι άσπρες και όχι οι µπλε αποικίες, 

στις οποίες το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης δεν διακόπηκε και εποµένως το 

πλασµίδιο δεν ήταν ανασυνδυασµένο. 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

Πρωτόκολλο Μiniprep (Qiagen) 

 

• Μετά από φυγοκέντρηση 1.5 ml υγρής καλλιέργειας τα βακτηριακά κύτταρα 

επαναδιασπείρονται σε 250 µl ρυθµιστικό διάλυµα Ρ1, που περιέχει RΝάση Α.  

• Προστίθενται 250 µl ρυθµιστικό διάλυµα Ρ2 και γίνεται ελαφρά ανακίνηση του 

φυγοκεντρικού σωλήνα (eppendorf). 

• Προστίθενται επιπλέον 350 µl ρυθµιστικό διάλυµα Ν3 και αµέσως 

αναποδογυρίζεται το eppendorf 4-6 φορές. Το εναιώρηµα θολώνει.  

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά σε µέγιστη ταχύτητα, µε αποτέλεσµα να 

σχηµατιστεί ένα άσπρο ίζηµα. 

• Το υπερκείµενο υγρό µεταφέρεται µε πιπέτα σε µια στήλη Qiaprep. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30-60 δευτερόλεπτα και απορρίπτεται το 

διερχόµενο από το φίλτρο υγρό. 

• Η στήλη ξεπλένεται µε 0.75 ml ρυθµιστικό διάλυµα ΡΕ και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση  για 30-60 δευτερόλεπτα. 
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• Το διερχόµενο από το φίλτρο υγρό απορρίπτεται και επαναφυγοκεντρείται για 1 

λεπτό µεχρι να απαλειφθεί το υπολειπόµενο διάλυµα ξεπλύµατος. Εάν παραµείνει 

αιθανόλη από το διάλυµα ΡΕ, µπορεί να παρεµποδιστούν περαιτέρω ενζυµικές 

αντιδράσεις. 

• Τοποθετείται η στήλη Qiaprep σε ένα καθαρό φυγοκεντρικό σωλήνα 1.5 ml. Για 

να ληφθεί το DNA προστίθεται διάλυµα 50 µl ΕΒ (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) ή 

νερό. To διάλυµα έκλουσης αφήνεται για ένα λεπτό και τέλος φυγοκεντρείται για 

1 λεπτό, οπότε λαµβάνεται καθαρό πλασµιδιακό DNA. 

 

Mέθοδος του βρασµού (Βοiling method) (Holmes and Quigley, 1981) 

 

♦ Τρία ml υγρής καλλιέργειας LB που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό 

εµβολιάζονται µε µια µεµονωµένη αποικία κυττάρων Ε.coli. Η καλλιέργεια 

αναπτύσσεται στους 37οC µε συνεχή ανακίνηση για 12-16 ώρες. 

♦ Aπό την παραπάνω καλλιέργεια µεταφέρονται 1.5 ml σε σωλήνα eppendorf και 

φυγοκεντρούνται στις 13000 σ.α.λ. για 3 λεπτά. 

♦ Tο υπερκείµενο υγρό αποµακρύνεται από όσο το δυνατό περισσότερο υγρό. Το 

ίζηµα πρέπει να παραµείνει, όσο το δυνατό, στεγνό. 

♦ Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 150 µl διαλύµατος STEL και προστίθεται 1 µl 

λυσοζύµη (50 mg/ ml). 

♦ Aκολουθεί επώαση στους 100οC για 45 δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση στις 

13000 σ.α.λ. για 20 λεπτά. 

♦ Το ίζηµα, που αποτελείται από βακτηριακά υπολείµµατα, αποµακρύνεται µε 

αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα. 

♦ Για την κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA προστίθεται 180 µl 

ισοπροπανόλης, ακολουθεί καλή ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13000 σ.α.λ. 

για 5 λεπτά. 

♦ Tο υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% (v/v) αιθανόλη. 

♦ Αφου στεγνώσει το ίζηµα, επαναδιαλύεται σε 50 µl ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΕ. 
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Πέψη DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 

 

Οι πέψεις δειγµάτων DNA µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες γίνονται σε 

όγκους που κυµαίνονται µεταξύ 20 µl και 100 µl, γεγονός που εξαρτάται από την 

ποσότητα DNA, που πρόκειται να υδρολυθεί. Μια συνήθης αντίδραση πέψης σε 

τελικό όγκο 30 µl περιέχει: 

-∆είγµα DNA: 1-5 µl 

-Ρυθµιστικό διάλυµα ενζύµου: 3 µl 

-RNάση A (2.5mg/ml): 1 µl 

-dH2O µέχρις όγκου: 29 µl 

και προστίθεται 1 µl ενζύµου περιοριστικής ενδονουκλεάσης. Συνήθως 

χρησιµοποιείται µια µονάδα ενζύµου (1 unit) ανά µικρογραµµάριο δείγµατος DNA.  

• To διάλυµα αναµιγνύεται καλά και επωάζεται για 2 ώρες στους 37οC (η 

θερµοκρασία εξαρτάται από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες, που χρησιµο-

ποιούνται).  

• Στο τέλος της αντίδρασης τα προϊόντα της αντίδρασης αναλύονται σε πηκτή 

αγαρόζης. 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν οι παρακάτω (Πιν. 4) περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες (π.ε.): 

 

Π.Ε.Aλληλουχία αναγνώρισης  Βέλτιστη θερµοκρασία δράσης του ενζύµου  

ΕcoRI  G↓AATTC        37οC 

XhoI C↓TCGAG        37οC   

    

Πίνακας 4: Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οι αλληλουχίες αναγνώρισης και η 

βέλτιστη θερµοκρασία δράσης του ενζύµου.  
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Υποκλωνοποίηση τµηµάτων DNA σε πλασµιδιακούς φορείς 

 

Ο φορέας κλωνοποίησης που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν το 

πλασµίδιο pGEM®-T Easy (Promega). Σηµαντικά χαρακτηριστικά αυτού του φορέα 

είναι ο υψηλός αριθµός αντιγράφων ανά κύτταρο, το γονίδιο ampr που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη, οι προαγωγείς που αναγνωρίζονται από τις SP6  και 

T7 RNA πολυµεράσες. Επιπλέον, περιέχουν τµήµα του γονιδίου lacZ που 

κωδικοποιεί για τα πρώτα 146 αµινοξέα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης και 

χρησιµοποιείται για την επιλογή των ανασυνδυασµένων κλώνων, µέσω του 

µηχανισµού της α-συµπληρωµα-τικότητας. Ο φορέας αυτός είναι κατάλληλος για 

υποκλωνοποίηση προϊόντων PCR, εφόσον διαθέτουν άκρα πολυΑ, τα οποία 

υβριδίζουν µε τα άκρα πολυΤ του πλασµιδιακού φορέα. 

 

Ενοποίηση των άκρων DNA µε τη χρήση της DNA λιγάσης 

 

Η αντίδραση της DNA λιγάσης παραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10 µl και περιέχει 

τα εξης συστατικά:  

- 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα : 1 µl 

- T4 DNA λιγάση (1unit/µl):1 µl 

- pGEM T-Easy φορέα: 1 µl 

- ένθετο DNA: 1 µl 

- ddH2O : 6 µl 

• Προκειµένου να αυξηθεί η πιθανότητα δηµιουργίας ανασυνδυασµένων 

πλασµιδίων η αναλογία άκρων φορέα πρός ένθετο DNA θα πρέπει να είναι 1:3. 

• Το δείγµα επωάζεται για 3 ώρες στους 25οC ή στους 4οC για 14-16 ώρες. 

 

Hλεκτροφόρηση δεοξυριβοζονουκλεϊνικών οξέων (DNA) σε πηκτή αγαρόζης 

 

Ο διαχωρισµός των δεοξυριβοζονουκλεϊνικών οξέων γίνεται µε βάση το µέγεθος 

και τη διαµόρφωση τους σε πηκτή αγαρόζης µε ηλεκτροφόρηση. Σχετικά µε το 

διαχωρισµό γραµµικών δίκλωνων µορίων, η σχέση που συνδέει την κινητικότητα των 

µορίων µε το µεγέθος τους είναι ηµιλογαριθµική. Η κινητικότητα µη γραµµικών 

µορίων DNA εντός ηλεκτρικού πεδίου, µέσα στην πηκτή, δεν είναι άµεση συνάρτηση 
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του µεγέθους, αλλά εξαρτάται και από τη διαµόρφωση του µορίου στο χώρο. Ο 

διαχωρισµός των µορίων εξαρτάται από τη συγκέντρωση της πηκτής. Για 

παράδειγµα, µεγαλύτερη συγκέντρωση πηκτής έχει ως αποτέλεσµα καλύτερο 

διαχωρισµό µικρών µορίων και αντιστρόφως, µεγαλύτερα µόρια διαχωρίζονται 

καλύτερα σε µικρότερης συγκέντρωσης πηκτές. 

Τα µόρια του DNA γίνονται ορατά µε την προσθήκη βρωµιούχου αιθίδιου, το 

οποίο έχει την ιδιότητα να παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων του DNA και να 

φθορίζει παρουσία υπεριώδους φωτός. 

Η προετοιµασία της πηκτής γίνεται ακολουθώντας την παρακάτω διαδικασία: 

• Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης (συνήθως 1%) προστίθεται σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 1Χ ΤAE και θερµαίνεται στο φούρνο µικροκυµάτων µέχρι το µίγµα να 

οµογενοποιηθεί. 

• Κατόπιν προστίθεται 0.001% (v/v) διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (ΕtBr). 

• Το υγρό µίγµα χύνεται σε καλούπι σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης και 

αφήνεται για 30 λεπτά µέχρι να στερεοποιηθεί. 

• Μόλις στερεοποιηθεί η πηκτή αποµακρύνεται η «κτένα», η οποία τοποθετείται 

για να δηµιουργηθούν οι θέσεις στις οποίες τοποθετούνται τα δείγµατα DNA. Στη 

συσκευή συµπληρώνεται ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ ΤΑΕ. 

• Στα δείγµατα DNA που πρόκειται να αναλυθούν, προστίθεται 1/10 όγκου 

διαλύµατος χρωστικής DLB. 

• Τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως έως 5V/ cm. 

 

Αποµόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης  

 

• Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, αποµονώνεται από την πηκτή η ταινία του 

DNA που µας ενδιαφέρει µε ένα ξυραφάκι. 

• Ζυγίζεται το κοµµάτι της πηκτής σε ένα eppendorf και προστίθεται ρυθµιστικό 

διάλυµα QG σε αναλογία 3:1. 

• Ακολουθεί επώαση στους 50οC για 10 λεπτά ώστε η πηκτή να λιώσει πλήρως. Γι’ 

αυτό συνιστάται η ανάδευση µε χρήση µηχανικού αναδευτήρα (vortex) ανά 2-3 

λεπτά κατά τη διάρκεια της επώασης. Στο τέλος της επώασης το χρώµα του 

µίγµατος είναι κίτρινο. 

• Προστίθεται ίσος όγκος µε την πηκτή ισοπροπανόλη και αναδύεται καλά. 
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• Προσαρµόζεται η στήλη, που διατίθεται από το kit, στο eppendorf, ώστε να 

συλλεχθεί το DNA και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. 

• Αποµακρύνεται το διάλυµα που συλλέχτηκε στο eppendorf και αυτό 

ξαναπροσαρµόζεται στη στήλη. 

• Προστίθενται 500 µl DNA ρυθµιστικού διαλύµατος QG και η παραπάνω 

διαδικασία επαναλαµβάνεται. 

• Προκειµένου το DNA να ξεπλυθεί, προστίθενται 0.75 ml ρυθµιστικού διαλύµατος 

PE και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. 

• Αποµακρύνεται το διάλυµα που συλλέχθηκε στο eppendorf και φυγοκεντρείται 

και πάλι για 1 λεπτό στις 13000 σ.α.λ. 

• Προσαρµόζεται η στήλη σε νέο eppendorf. 

• Προκειµένου να συλλεχθεί το DNA προστίθενται 50 µl ρυθµιστικού διαλύµατος 

ΕΒ και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό στις 15000 σ.α.λ. 

 

Εκχύλιση πρωτεϊνών  
 

� 30 σπέρµατα λειοτριβήθηκαν σε ιγδίο µε υγρό άζωτο.  
 

� Οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες εκχυλίστηκαν δύο φορές µε 1 ml H2O. 
      
� Φυγοκεντρήθηκαν  στα 13000 xg για 10 min στους 4 oC.  

 
� Το αδιάλυτο υλικό επαναδιαλύθηκε σε: 

o 1 ml, 1M Tris, pH 8.0 µε 1 M NaCl 
 
� Το διάλυµα επωάζεται για 10 min 

 
� Φυγοκεντρήθηκαν στα 13000 xg για 10 min στους 4 oC.  

 
� Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα και προστέθηκαν 3 όγκοι 10% 

τρίχλωρο οξικό οξύ.  
 

� Οι πρωτεΐνες κατακρηµνίστηκαν για 1h στους  -20 oC.   
 

� Το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε στα 13000 xg για 10 min στους 4 oC. 
 

� Το εναποµένον ίζηµα ξεπλύθηκε δύο φορές µε 80% ακετόνη.  
 

� Το τελικό ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει σε θερµοκρασία δωµατίου.  
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SDS GEL 

 

Ο διαχωρισµός και η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών γίνεται µε βάση το µοριακό 

τους βάρος µε κάθετη ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης. Η διαδικασία 

αυτή πραγµατοποιείται κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες τις οποίες επιβάλλει η 

παρουσία θειικού δωδεκυλικού νατρίου (SDS) (Laemmli 1970). Οι πρωτεΐνες κατά 

την έκθεσή του στο αρνητικά φορτισµένο απορρυπαντικό SDS αποκτούν αρνητικό 

φορτίο, καθώς σε κάθε αµινοξύ δεσµεύεται ένα περίπου µόριο SDS. Συνεπώς, κατά 

την ηλεκτροφόρηση µετακινούνται προς τον θετικό πόλο µε ταχύτητα αντιστρόφως 

ανάλογη προς το µέγεθός τους. 

Κατά τη µέθοδο της κάθετης ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες τοποθετούνται 

αρχικά σε πηκτή επιστοίβαξης, η οποία χαρακτηρίζεται από χαµηλή περιεκτικότητα 

σε ακρυλαµίδη και µεγάλο µέγεθος πόρων. Τα πρωτεϊνικά µόρια διαπερνούν γρήγορα 

την πηκτή αυτή και συσσωρεύονται σε µια λεπτή στοιβάδα. Ακολούθως, περνούν σε 

πηκτή υψηλής περιεκτικότητας σε ακρυλαµίδη, µε µικρότερο µέγεθος πόρων, την 

πηκτή διαχωρισµού, όπου και γίνεται ο διαχωρισµός τους βάσει του µοριακού του 

βάρους. 

Η καταγραφή των αντιδραστηρίων και οι ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν 

για την παρασκευή της πηκτής επιστοίβαξης και της πηκτής διαχωρισµού 

παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

Resolving gel 15%T, 2,7%C 

Acryl amide stock solution (30%, 2,7%)  15ml 

1% Bis- Acryl amide     2.6ml 

3M Tris pH 8,8     3.75ml 

1M Tris pH 6,8     - 

Water (dd H- OH)     8.14ml 

10% SDS      0.3ml 

APS 10%      0.15ml 

TEMED      0.015ml 
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Stacking gel 3%T, 2,7%C 

Acryl amide stock solution (30%, 2,7%)  1.3ml 

1% Bis- Acryl amide     1ml 

3M Tris pH 8,8     - 

1M Tris pH 6,8     1.25ml 

Water (dd H- OH)     6.24ml 

10% SDS      0.1ml 

APS 10%      0.15ml 

TEMED      0.015ml 

 

 

Για την παρασκευή της πηκτής διαχωρισµού αναµειγνύονται τα διαλύµατα Acryl 

amide 30%, Bis- Acryl amide 1%, 3M Tris pH 8,8, 10% SDS και dd H- OH και στην 

συνέχεια προστίθενται τα διαλύµατα TEMED και  10% APS. Το µίγµα αναδεύεται 

ελαφρώς και εισάγεται αµέσως στο γυάλινο κάθετο καλούπι όπου αφήνεται να 

πολυµεριστεί για περίπου µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Αφού ολοκληρωθεί ο 

πολυµερισµός, εισάγεται η πηκτή επιστοίβαξης, η οποία παρασκευάζεται µε τον ίδιο 

τρόπο αλλά µε την διαφορά ότι περιέχει το διάλυµα 1Μ Tris pH 6,8 αντί 10% APS. 

Το µίγµα αναδεύεται ελαφρώς και εισάγεται στο γυάλινο κάθετο καλούπι. Πριν 

ξεκινήσει ο πολυµερισµός, στην κορυφή της πηκτής εισάγεται κατάλληλος υποδοχέας 

(κτένα) ώστε να δηµιουργηθούν τα κανάλια-θέσεις εισαγωγής των δειγµάτων. Ο 

πολυµερισµός ολοκληρώνεται σε περίπου 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά 

τον πολυµερισµό και της πηκτής επιστοίβασης η πηκτή τοποθετείται στην συσκευή 

ηλεκτροφόρησης.  

Προς ηλεκτροφόρηση δείγµατα αναµειγνύονται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

µετουσίωσης που περιέχει SDS και β-µερκαπτοαιθανόλη και θερµαίνονται στους 

100οC για πέντε λεπτά. Οι συνθήκες αυτές είναι αποδιατακτικές για τις πρωτεΐνες, 

αφού ο βρασµός παρουσία SDS έχει ως αποτέλεσµα τη διάσπαση των ασθενών 

δεσµών (υδρογόνου, ιοντικών, υδρόφοβων και Van der Waals αλληλεπιδράσεων) ενώ 

η β- µερκαπτοαιθανόλη, ως αναγωγικό µέσο, προκαλεί αναγωγή των οµοιοπολικών 

δισουλφιδικών δεσµών. Το ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης περιέχει και τη 

χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης που χρησιµοποιείται ως µάρτυρας της εξέλιξης 

της ηλεκτροφόρησης. Τα δείγµατα ακολούθως, φυγοκεντρούνται στις 13000 rpm για 
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πέντε λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και τέλος φορτώνονται στα πηγαδάκια της 

πηκτής.   
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 

• ∆ιαλύµατα αποµόνωσης RNA 

 

Extraction Buffer: 50 mM Tris-HCl pΗ:8.3, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 1% lauryl 

sacrosine 

10T 10E: 10 mM  Tris-HCl pH:8.3, 10mM EDTA 

10T 1E: 10 mM  Tris-HCl  pH:8.3, 1mM EDTA 

 

• ∆ιαλύµατα ηλεκτροφόρησης νουκλεϊνικών οξέων 

 

ΤΑΕ: 1Χ ΤΑΕ: 40 mΜ Tris-acetate, 1 mM EDTA 

Bρωµιούχο αιθίδιο: παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυµα 0.5 mg/ ml σε απιονισµένο 

νερό και διατηρείται στους 4οC. Η τελική συγκέντρωση του 

βρωµιούχου αιθιδίου στην πηκτή είναι 0.5 µg/ ml. 

10X DLB: 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.25% κυανό του ξυλενίου, 30%  

γλυκερόλη 

 

• ∆ιαλύµατα µεταφοράς νουκλεϊνικών οξέων 

 

∆ιάλυµα αποδιάταξης: 0.5 Ν  ΝaOH, 1.5 M  NaCl 

∆ιάλυµα ουδετεροποίησης: 0.5 Μ Τris-HCl  pH:7.5, 1.5 M NaCl 

20X SSC: Για την παρασκευή διαλύµατος 1 λίτρου χρησιµοποιήθηκαν 175.3 g ΝaCl, 

88.2 g κιτρικού νατρίου. 

 

• ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πλασµιδίων 

 

Βuffer N3: Υδροχλωρική γουανιδίνη, οξεικό οξύ. 

Buffer P2: ΝαΟΗ 
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Buffer PB: Yδροχλωρική γουανιδίνη, ισοπροπανόλη 

STET buffer:  8% Σακχαρόζη, 5% Τriton X 100, 50 mM Tris-HCl   pH: 8.0, 

50 mM EDTA 

100 mM IPTG: 23.8g IPTG (ισοπρόπυλο-β-D-θειογαλακτοπυρανοσίδη, 

Boehringer Mannheim) διαλύονται σε 1ml dH2O. Το διάλυµα 

αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0.22 µm Μillipore) και φυλάσσεται 

στους -20οC. 

2% X-Gal: 0.02 gr X-Gal (5-βρώµο-4-χλώρο-3-ινοδυλο-β-D-γαλακτοσιδάση, 

Boehringer-Mannheim) προστίθενται σε 1 ml διµέθυλοφορµαµίδιο.  

  

• Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης κυττάρων    

LB:  Για την παρασκευή 1 λίτρου διαλύµατος προστίθενται: 10g 

Bactotryptone, 10g yeast extract και 5g NaCl. 

Για την παρασκευή τρυβλίων προστίθενται 15g άγαρ. Το θρεπτικό διάλυµα 

αποστειρώνεται και φυλάσσεται στους 4οC. 

• Χρήσεις αντιβιοτικών 

 

Αµπικιλίνη: Μητρικό διάλυµα: 50 mg/ml σε απιονισµένο νερό. Τελική 

συγκέντρωση: 50 µg/ ml θρεπτικού διαλύµατος 

Τετρακυκλίνη: Η συγκέντρωση που συνιστάται για διαλύµατα LB είναι 12,5 

µg/ ml ενώ το µητρικό διάλυµα είναι 12,5 mg/ ml. 

 

• ∆ιαλύµατα σήµανσης και υβριδισµού νουκλεινικών οξέων   

 

5X διάλυµα Κlenow:  250 Tris-HCl  pH: 7.5 50 mM  MgCl2, 5 mM DTT 

Buffer 1: 150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH: 7.5 

Buffer 2: 1% αντιδραστήριο µπλοκαρίσµατος (Βοehringer-Mannheim)στο 

ρυθµιστικό διάλυµα 1 (Βuffer 1) 

Buffer 3: 100 mM NaCl, 50mM MgCl2, 10mM Tris-HCl pH: 9.2 

∆ιάλυµα χρωµατικής αντίδρασης:  Σε διάλυµα ανίχνευσης Βuffer 3 διαλύονται 

0,34g/ ml NBT 0,175 mg/ml  BCIP. 



58 
 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Στην εργασία αυτή µελετήθηκε ο εντοπισµός του σιδήρου και ο 

ηλεκτροφορητικός χαρακτηρισµός της πρωτεΐνης που σχετίζεται µε το σιδήρο. 

Επιπλέον έγινε in silico ανάλυση των γονιδίων της τοµάτας, η σύγκρισή τους µε 

όµοια γονίδια άλλων φυτών και η µελέτη της έκφρασής τους (LeFer1 και LeFer2) µε 

µέθοδο της ποσοτικής RT- PCR.  

 

Ανίχνευση σιδήρου σε σπέρµατα της κερασόµορφης τοµάτας. 

 

Ο εντοπισµός του σιδήρου έγινε µε τη µέθοδο Pearls. Οι τοµές έγιναν µε 

ξυραφάκια. Ο σίδηρος εντοπίστηκε στα σπέρµατα τοµάτας δύο ποικιλιών 

κερασόµορφης τοµάτας (conchita/cerolino) κατά τα τρία στάδια ανάπτυξης του 

καρπού: ώριµου πράσινου καρπού (MG), στάδιο αλλαγής χρώµατος (BR), ώριµου 

κόκκινου καρπού (RR). Στα σπέρµατα του ώριµου πράσινου καρπού ο σίδηρος 

εντοπίστηκε περίπου σε ένα λεπτό, ενώ στο στάδιο του ώριµου πράσινου καρπού σε 

δύο λεπτά. ∆ε διαπιστώθηκε διαφορά µεταξύ των ποικιλιών στον εντοπισµό του 

σιδήρου. 
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Εικόνα 3.1: Ο εντοπισµός του σιδήρου στα σπέρµατα που προέρχονται από διάφορα στάδια 

ανάπτυξης του καρπού των ποικιλιών conchita cerelino. Οι φωτογραφίες αριστερά προέρχονται από 

σπέρµατα της ποικιλίας concita και οι δεξιά της cerelino. Από επάνω προς τα κάτω: σπέρµατα ώριµου 

πράσινου καρπού (MG), στάδιο αλλαγής χρώµατος (BR), ώριµου κόκκινου καρπού (RR). 
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Όπως φαίνεται από την Εικ. 3.1 ο σίδηρος εντοπίζεται στο προκάµβιο του 

εµβρύου σε όλα τα σπέρµατα.  

 

∆ιαχωρισµός πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS- PAGE). 

 

Μετά την εκχύλιση των υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών από τα σπέρµατα των 

ποικιλιών conchita και cerelino οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS 

PAGE. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην Εικ. 3.2. Πιθανώς, η ηλεκτροφόρηση 

να δείχνει ηλεκτροφορητικές ζώνες αποθησαυριστικών πρωτεϊνών στα σπέρµατα της 

τοµάτας. Η εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε µε χρώση Coomasie Brilliant 

Blue. Στα εκχυλίσµατα των πρωτεϊνών µετά την ηλεκτροφόρηση διακρίνονται 

τέσσερις πρωτεϊνικές ζώνες στις δύο ποικιλίες τοµάτας (conchita/ cerolino) και στα 

τρία (3) στάδια ανάπτυξης των σπερµατικών βλαστών (MG: ώριµο πράσινο, BR: 

στάδιο αλλαγής χρώµατος, RR: κόκκινος καρπός).  

 

 

Εικόνα 3.2: Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (15% w/v πολυακρυλαµίδη) 

Το ηλεκτρογράφηµα των πρωτεϊνών δείχνει ότι οι ηλεκτροφορητικές ζώνες 

και στα τρία στάδια ανάπτυξης του καρπού και στις δύο ποικιλίες είναι οι ίδιες.  
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Ανάλυση in silico των γονιδίων που κωδικοποιούν τη φερριτίνη στις βάσεις 

δεδοµένων. 

 

Προκειµένου να εντοπιστούν οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν γονίδια της 

φερριτίνης στην τοµάτα, πραγµατοποιήθηκε έρευνα στις δηµόσιες βάσεις δεδοµένων. 

Αυτές οι βάσεις δεδοµένων περιλαµβάνουν τη µερική νουκλεοτιδική αλληλουχία των 

mRNA, που απαντώνται στους διάφορους ιστούς και αναπτυξιακά στάδια των 

σπερµατικών βλαστών των φυτών (ESTs). Η έρευνα περιελάµβανε τα 299800 ESTs 

(Expressed Sequences Tags) που έχoυν δηµοσιευτεί για την τοµάτα ( Απρίλιος 2010). 

Από την έρευνα αυτή εντοπίστηκαν οι κλώνοι που πιθανώς κωδικοποιούν φερριτίνες. 

Ο κλώνος που αποκτήθηκε, προσδιορίστηκε η πλήρη νουκλεοτιδική ακολουθία του. 

Ο κλώνος cLEG63D15 είναι από βιβλιοθήκη cDNA και είναι καταχωρηµένος στην 

NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ως EST587819 και αφορά το στάδιο αλλαγής 

χρώµατος του καρπού στο Solanum lycopersicum. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία 

φαίνεται παρακάτω. 

EST587819 tomato breaker fruit Solanum lycopersicum cDNA clone 

cLEG63D15 , mRNA sequence 

CAATTTCTGCATAATTTTGAGTATTCATCATCATGCTTCTGAAAGTGGCACCTGCGTTTG 

CGTTATTGAACACCCATGAGGAAAATTTGAGTTCCGTGATATCATTTTCTTCACATGGAT 

CTGCTTTGAAGAATTTTTCGGCAAAAAACGGAAATGGATTGGTTGTATGTGCTTCAAAGG 

GTTCGAACAGTAAACCGTTGACGGGTGTTGTTTTCGAACCTTTTGAAGAGGTGAAGAAAG 

AGCTTATGCTTGTACCTACTGTTCCTCAAGCTTCTCTTGCTAGACAGAAGTTTACTGATC 

AATCTGAAGCTGCTCTTAATGAACAGATCAATGTCGAATACAATGTTTCGTATGTTTACC 

ATGCTATGTATGCCTATTTCGACAGAGACAATGTTGCTCTCAAGGGACTTGCCAAGTTTT 

TCAAGGAATCAAGTGAAGAGGAAAGGGAACATGCTGAGAAGTTCATGGAGTATCAGAACA 

AGCGTGGTGGGAAAGTGAAGCTGCAGTCTATTTTAATGCCATTATCCGAATTTGATCATG 

CTGAGAAGGGGGATGCATTGTATGCAATGGAGCTTGCACTTTCTTTGGAGAAAGTGACAA 

ATGAGAAGCTCTTAAACTTGCATGCTGTAG 

Εικόνα 3.3: Η νουκλεοτιδική αλληλουχία της φερριτίνης του σταδίου αλλαγής 

χρώµατος (breaker) του καρπού. 

 

Η φερριτίνη του σταδίου αλλαγής χρώµατος του καρπού αποτελείται από ένα 

αναγνωστικό πλαίσιο 258 νουκλεοτιδίων που κωδικοποιεί για ένα πολυπεπτίδιο 

µεγέθους 29,06 kDa. 
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Στη δηµόσια τράπεζα δεδοµένων TIGR ( http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=tomato) βρέθηκε και άλλος ένας ισότυπος που πιθανόν 

κωδικοποιεί φερριτίνη στην τοµάτα. Με την τελευταία έρευνα, οι ισότυποι που 

πιθανόν κωδικοποιούν την φερριτίνη στην τοµάτα είναι οι εξής: 

 

>TC191963 

CGATCATCAGTCATCACCACACACTGAATTTTCTCCCCTGTTTATTCATAACCCTAATTTTCCATCATGCTTCTCAAGGT 

TGCTCCAGCTTTTGCTCTATTGAACACACCTAAGTCTACAAATGGGGAAAATCTGTTAACCCACAAGAGTTTTTCTGCTA 

AAAGTGGAAATGGGTTCATGGTTTGTGCTTCAAAGGGGACAAACCATAAGCCCTTGACAGGGGTTGTGTTTGAGCCTTTT 

GAGGAGTTGAAGAAAGAGTTTATGCTTGTCCCTTCTCTTCCACAAGCCTCTCTTGCCCGACAGAAATACTGCGATGAATC 

TGAAGCTGCTATTAATGAACAGATCAATGTGGAATACAATGTTTCTTACGTTTATCATGCTATGTACGCCTATTTTGATC 

GAGACAACGTTGCTCTCAAGGGTCTAGCCAAGTTTTTCAAGGAATCTAGTGCAGAGGAAAGGGAACATGCTGAGAAATTT 

ATGGAATACCAGAACAAGCGTGGTGGGAAGGTGAAGCTGCAGTCTATGTTGATGCCACTTACTGAGTTTGATCATGTTGA 

GAAGGGGGATGCATTGTATGCGATGGAGCTTGCGCTGTCTCTGGAGAAGTTGACAAATGAAAAACTTCTAAACGTCCATG 

CTGTAGCCTCACGAAACAATGATGTGCAATTGGCTGATTTTGTTGAAAGCGAGTTCTTGGGTGAACAGGTGGAAGCTATC 

AAGAAGATCTCTGAATATGTTGCTCAGCTGAGAAGAGTTGGCCAAGGACATGGTGTCTGGCATTTCGATCAGATGTTGCT 

GCAAGAGGGAGCTGCTGCTTGAAGGAGAAGATAGAATTTCGCTTACCATTTGTATTTTTCCACTGTTGTCTGGGTAAATT 

TGGATATTAGAATGGGCTAATCTGAGAGTATGAGCTTCTTCTTATTAATAGATTATTAGCAAGTGCATACAAGAGTGATC 

TAGTAGATTGATCTAGTCAGTTGTGCTAGTTTTCCAAGTACTTTGGAGTTTGATTACTTACCATCTATGCTATCATCTAT 

CATGCTTGAACCTGAAATGCACCAGTGAGCAGCATTCTATCAAATTCTAGTAAATTTCCTTTTGTTTCATCTCTAAAAAA 

AAAAAAAAAAAAAAA 

 

>TC199385 

GTTTCAATTTCTGCATAATTTTGAGTATTCATCATCATGCTTCTGAAAGTGGCACCTGCGTTTGCGTTATTGAACACCCA 

TGAGGAAAATTTGAGTTCCGTGATATCATTTTCTTCACATGGATCTGCTTTGAAGAATTTTTCGGCAAAAAACGGAAATG 

GATTGGTTGTATGTGCTTCAAAGGGTTCGAACAGTAAACCGTTGACGGGTGTTGTTTTCGAACCTTTTGAAGAGGTGAAG 

AAAGAGCTTATGCTTGTACCTACTGTTCCTCAAGCTTCTCTTGCTAGACAGAAGTTTACTGATCAATCTGAAGCTGCTCT 

TAATGAACAGATCAATGTCGAATACAATGTTTCGTATGTTTACCATGCTATGTATGCCTATTTCGACAGAGACAATGTTG 

CTCTCAAGGGACTTGCCAAGTTTTTCAAGGAATCAAGTGAAGAGGAAAGGGAACATGCTGAGAAGTTCATGGAGTATCAG 

AACAAGCGTGGTGGGAAAGTGAAGCTGCAGTCTATTTTAATGCCATTATCCGAATTTGATCATGCTGAGAAGGGGGATGC 

ATTGTATGCAATGGAGCTTGCACTTTCTTTGGAGAAGTTGACAAATGAGAAGCTCTTAAACTTGCATGCTGTAGCCACAC 

GAAACAATGATGTGCAGTTGGCTGATTTTGTAGAAAACGAGTACTTGCAAGAACAGGTGGAAGCAATCAAGAAGATCTCG 

GAATATGTAGCTCAGCTGAGAAGAGTGGACAAAGGTCATGGTGTCTGGCACTTTGATCAAATGCTCCTGCACGAGGCGGA 

AGCTCTTGCATGATGGAGGAGATAGACTTTGAACTTTCTACGAGTAGTCTTCTTTTGGAGGATGTTGTCTGGGTATATTT 

TGGCATTAGCCTTTTCTATGAGATAGATATGTAAGGCGTTTTGGTGATGGAAAGTCCCAGTGCTGTATATATAGACCAAA 

TAGATGTAGTAATTTGTGCTACTTATTAGTACCCTCCTGGTGTTCAAATCAGCTTTAATTTACCTCATGGTTTGCTAGTT 

GTAGCTTGGAATTGAAGGTACCCCAGTGAAGTCAAATGTAAAGTGAAGTTGATAGTTTTGTTTTTAGTTGGATGTTGACT 

CATCTGGAGAAATAATAAATAATCGGAATTTAGCTC 

 

Εικόνα 3.4: Τα TC (αλληλουχίες σύγκλισης) που πιθανόν κωδικοποιούν τη φερριτίνη . 

Ο κλώνος αποκτήθηκε και προσδιορίστηκε η πλήρης νουκλεοτιδική 

ακολουθία του. Οι προκύπτουσες ακολουθίες σύγκλισης (TC1, TC2) κατέδειξαν ότι 

το ποσοστό οµολογίας των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν ανοιχτά αναγνωστικά 

πλαίσια- ORFs είναι 84.5%. 
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Εικόνα 3.5: Ευθυγράµµιση των αµινοξικών αλληλουχιών της πιθανής φερριτίνης της 

τοµάτας. 

 

Η αλληλουχία αποτελείται από 1241 νουκλεοτίδια και περιέχει ένα ανοικτό 

αναγνωστικό πλαίσιο που κωδικοποιεί 258 αµινοξέα. 
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Μετά από τη διαδικασία ExPASy >Tools >DNA -> Protein στον κλώνο EST587819 

έχουµε την εξής πρωτεϊνική ακολουθία: 

 

MLLXVAPAFALLNTHEENLSSVISFSSHGSALKNFSAKNGNGLVVCASKGSNS

KPLTGVVFEPFEEVKKELMLVPTVPQASLARQKFTDQSEAALNEQINVEYNV

SYVYHAMYAYFDRDNVALKGLAKFFKESSEEEREHAEKFMEYQNKRGGKV

KLQSILMPLSEFDHAEKGDALYAMELALSLEKLTNEKLLNLHAVATRNNDV

QLADFVENEYLQEQVEAIKKISEYVAQLRRVDKGHGVWHFDQMLLHEAEAL

A. 

 Η πρωτεϊνική ακολουθία που προκύπτει από τον κλώνο cLEG63D15 

συγκρίθηκε µε δηµοσιευµένες φερριτίνες και βρέθηκε ότι υπάρχει σηµαντική 

οµολογία µε γονίδια που κωδικοποιούν φερριτίνες από τα φυτά Solanum tuberosum 

(ABU49726.1), Jatropa curcas ( ACS32300.1) και Avicennia Marina ( AAZ04239.1).  
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Εικόνα 3.6: Ευθυγράµµιση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών της πιθανής φερριτίνης της 

τοµάτας. 

 

Στον Πίν. 3.1 αναφέρεται η επί τοις εκατό οµολογία της πρωτεϊνικής 

αλληλουχίας της πρωτεΐνης Fer1 της τοµάτας µε λοιπές αλληλουχίες που 

κωδικοποιούν την Fer σε άλλα φυτά. Όπως φαίνεται στον πίνακα, η φερριτίνη της 

τοµάτας (ferritin_1) παρουσιάζει περίπου 93.5% οµολογία µε τον κλώνο από το φυτό 

Solanum tuberosum και 80.2% οµολογία µε τον κλώνο του φυτού  Jatropa curcas . 

Επίσης, µε την πρωτεϊνική αλληλουχία του φυτού Avicennia marina παρουσιάζεται 

οµολογία 80.5% µε αυτή της τοµάτας.  
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Πίνακας 3.1 Το (%) ποσοστό οµολογίας σε επίπεδο πρωτεινικής αλληλουχίας µεταξύ 

φερριτίνης σε διάφορα φυτά. 

 

Από την εικόνα 3.5 φαίνεται η πρωτεϊνική αλληλουχία Fer1 της τοµάτας να 

µοιάζει περισσότερο µε αυτή του φυτού Solanum tuberosum και επιβεβαιώνεται από 

το φυλογενετικό δενδρόγραµµα. Επίσης, προκύπτει ότι η πρωτεϊνική αλληλουχία 

Fer1 τοποθετείται εξελικτικά στον ίδιο κλάδο µε την πρωτεϊνική αλληλουχία της 

πατάτας.  

 

  

 

 

Εικόνα 3.6 Φυλογενετικό δενδρόγραµµα µε βάση την πρωτεϊνική αλληλουχία που 

κωδικοποιούν την cLEG63D15 
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Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων LeFer1ΚΑΙ LeFer2 µε την ποσοτική µέθοδο 

RT- PCR στους διάφορους ιστούς της τοµάτας.  

 

Η αποµόνωση του ολικού RNA πραγµατοποιήθηκε από τους εξής ιστούς ή 

όργανα τοµάτας: περικάρπιο καρπών στα στάδια ώριµου πράσινου, στάδιου αλλαγής 

του χρώµατος και ώριµου κόκκινου καρπού, φύλλο, ρίζα και στελέχη των φυτών.  

Για τη µελέτη της έκφρασης των γονιδίων LeFer σε όργανα και ιστούς της 

τοµάτας εφαρµόστηκε η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης µε 

µήτρα µόρια mRNA (RT- PCR). Η µέθοδος RT- PCR αποτελεί µια υψηλής 

ευαισθησίας µέθοδο η οποία προσδιορίστηκε ηµι-ποσοτικά µε µεταγραφήµατα των 

γονιδίων. Με τον τρόπο αυτό γίνεται µια σύγκριση της αφθονίας των 

µεταγραφηµάτων του εκάστοτε γονιδίου στους διαφορετικούς ιστούς. 

Για την πραγµάτωση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης RT- PCR 

επιλέχθηκε και χρησιµοποιήθηκε καθολικός εκκινητής. Για να αποκλειστεί η 

πιθανότητα παραγωγής προϊόντος που θα προερχόταν από την ενίσχυση γενωµατικού 

DNA όλα τα δείγµατα RNA που χρησιµοποιήθηκαν, υπέστησαν πέψη µε DNase. 

Επιπλέον για να διασφαλιστεί πλήρως ότι το προϊόν της αντίδρασης δεν οφείλεται σε 

ενίσχυση υπολειµµάτων γενωµατικού DNA, όλες οι αντιδράσεις επαναλήφτηκαν 

µετά την πέψη δειγµάτων RNA µε RNase, οπότε δεν παράχθηκε κανένα προϊόν 

ενίσχυσης. 

Τα υψηλότερα επίπεδα mRNA εµφανίζονται στον καρπό στα στάδια του 

ώριµου πράσινου καρπού, αλλαγής χρώµατος, και στη ρίζα. Μικρότερα επίπεδα 

έκφρασης κατά φθίνουσα σειρά παρατηρούνται στο στέλεχος και τα φύλλα. Τέλος, η 

µικρότερη έκφραση παρατηρείται στον ώριµο κόκκινο καρπό.   
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Εικόνα 3.7: Η έκφραση του γονιδίου LeFer στα όργανα της τοµάτας. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Στην παρούσα µελέτη αναλύθηκε καταρχήν το χρωµατογραφικό πρότυπο των 

αποθησαυριστικών πρωτεϊνών των σπερµάτων από τις δύο ποικιλίες τοµάτας τύπου 

cherry. Επίσης, διερευνήθηκε κατά κύριο λόγο, η ύπαρξη γονιδίων που κωδικοποιούν 

τη φερριτίνη σε διαφορετικούς ιστούς τοµάτας καθώς και η έκφρασή τους.  

Στα ηλεκτροφορήµατα των πρωτεϊνών από τις δύο ποικιλίες της τοµάτας 

τύπου cherry ανιχνεύθηκαν τέσσερις διαφορετικές ηλεκτροφορητικές ζώνες. 

∆ιαφορές στα ηλεκτροφορητικά πρότυπα µεταξύ των δύο ποικιλιών δεν 

ανιχνεύθηκαν. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνονται από προγενέστερες έρευνες 

των Berry and Bewley (1991). Οι ερευνητές αυτοί µελέτησαν τις αποθησαυριστικές 

πρωτεϊνες των σπερµάτων της τοµάτας κατά την ανάπτυξή τους. Αναφέρουν την 

ύπαρξη τεσσάρων οµάδων πρωτεϊνών SP 1,2,3,4 µε µοριακά βάρη 45, 34, 23, 20 kDa 

αντίστοιχα, οι οποίες ταξινοµούνται ως πρωτεΐνες αποθήκευσης. Ίδιου περίπου 

µοριακού βάρους πρωτεΐνες ανιχνεύθηκαν και στα δικά µας δείγµατα (Εικ. 3.2). Οι 

αποθηκευτικές αυτές πρωτεΐνες παράγονται κατά µεγάλες ποσότητες στα τελευταία 

στάδια της ανάπτυξης και εµφανίζουν κινητικότητα 120 ώρες µετά την ενυδάτωση 

των σπερµάτων (Berry and Bewley, 1991). Οι ίδιες αποθησαυριστικές πρωτεΐνες 

εντοπίστηκαν τόσο στο ενδοσπέρµιο, όσο και σε όλους τους ιστούς του εµβρύου κατά 

την ανάπτυξη των σπερµάτων περίπου 20 µέρες µετά τη γονιµοποίηση (Berry & 

Bewley, 1991). ΄Οµοιο ηλεκτροφορητικό πρότυπου αποθησαυριστικών πρωτεϊνών 

έχει αναφερθεί και σε ώριµα σπέρµατα διαφορετικών ποικιλιών τοµάτας και σε 

µεταλλάγµατα που δεν παράγουν αµψισικό οξύ (Groot et al, 1991). 

Η έκφραση της φερριτίνης LeFer ανιχνεύτηκε σε όλα τα µέρη του φυτού που 

εξετάστηκαν, όπως οι καρποί, τα φύλλα, το στέλεχος, και η ρίζα, αλλά και σε 

διαφορετικά επίπεδα. Τα µεταγραφήµατα της φερριτίνης ήταν υψηλότερα κυρίως στο 

ώριµο πράσινο των καρπών, στο στάδιο αλλαγής χρώµατος και στη ρίζα. Μικρότερα 

επίπεδα έκφρασης κατά φθίνουσα σειρά παρατηρούνται στο στέλεχος και τα φύλλα. 

Τέλος, η µικρότερη έκφραση παρατηρείται στον ώριµο καρπό (Εικ. 3.7). 

Μελέτες έκφρασης των γονιδίων της φερριτίνης στα διάφορα φυτικά όργανα 

δεν εντοπίστηκαν αρκετές στη διεθνή βιβλιογραφία. Οι Wardrop et al. (1999) 

αναφέρουν ότι από τους τέσσερις ισότυπους του γονιδίου που µελέτησαν τα τρία 

εκφράζονταν περίπου σε ίδια περίπου επίπεδα στα αναπτυσσόµενα φύλλα και τη 
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ρίζα. Από αυτά, µόνο ένας ισότυπος εξακολουθούσε να εκφράζεται σηµαντικά και 

µετά την ωρίµανση των φύλλων, ενώ η έκφραση των δύο άλλων µειώθηκε 

σηµαντικά. Επίσης, η έκφραση των ισοτύπων ήταν διαφορετική στα αναπτυσσόµενα 

φύλλα και στις ρίζες. 

Στο γονιδίωµα του Zea mays υπάρχουν δύο γονίδια φερριτίνης (ZmFer1 και 

ZmFer2), τα οποία ρυθµίζονται διαφορετικά (Fobis-Loisy et al, 1995). Τα δύο αυτά 

γονίδια µεταγράφονται υπό συνθήκες περίσσειας σιδήρου, αλλά µέσω διαφορετικών 

µεταβολικών µονοπατιών. Το γονίδιο ZmFer2 ρυθµίζεται µέσω του µεταβολικού 

µονοπατιού ABA, ενώ η ρύθµιση του ZmFer1 γίνεται µεν µέσω του µονοπατιού 

ABA, αλλά απαιτεί και το στοιχείο IDRS. Επίσης, η έκφραση του ZmFer1 επάγεται 

µε µεταχείριση H2O2  χωρίς να υπάρχει το IDRS (Petit et al, 2001). Στο Arabidopsis 

thaliana η περίσσεια σιδήρου και η οξειδωτική καταπόνηση µέσω της εφαρµογή του 

εξωγενούς H2O2, προάγει την έκφραση του γονιδίου AtFer1 µέσω δύο ανεξάρτητων 

και προσθετικών µονοπατιών (Briat et al, 2009). 

Η αναζήτηση στις βάσεις δεδοµένων που αφορούν στην τοµάτα, απέδωσαν 

δύο πιθανά γονίδια που κωδικοποιούν τη φερριτίνη. Όπως αναφέρεται όµως από τον 

Briat et al (1999), στο γονιδίωµα του Arabidopsis thaliana, το οποίο έχει πλήρως 

αλληλουχηθεί, υπάρχουν τέσσερα γονίδια φερριτίνης (AtFer1–4) τα οποία φέρουν 

πεπτίδιο οδηγό για τα πλαστίδια. Το γεγονός ότι στο Arabidopsis οι φερριτίνες 

οδηγούνται στα πλαστίδια, έχει επίσης επιβεβαιωθεί µε ανοσοβιολογικές τεχνικές. Σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο, έχει επιτευχθεί η ανοσολογική ανίχνευση των υποµονάδων των 

φερριτινών µε western blot και στα εκχυλίσµατα πρωτεϊνών από φύλλα και σπέρµατα 

µεταλλαγµένων φυτών στα οποία έχει σιγηθεί τα γονίδια της φερριτίνης. 

Επιπρόσθετα, στα φύλλα του Arabidopsis ανιχνεύτηκε µια ώριµη υποµονάδα 

FER1 των 28-kDa η οποία είναι η πιο άφθονη. Ακόµα, ανιχνεύθηκαν οι FER3 και 

FER4, µε µαριακό βάρος 26.5 kDa. Τέλος, η µόνη φερριτίνη που απαντάται στα 

σπέρµατα είναι µια υποµονάδα των 26.5kDa που κωδικοποιείται από το γονίδιο 

AtFer2. Είναι επίσης ενδιαφέρον να τονιστεί ότι στις υποµονάδες του Arabidopsis 

thaliana, του µπιζελιού και της σόγιας υπάρχουν δύο πολυπεπτίδια διαφορετικού 

µοριακού βάρους.  

Στα σπέρµατα της σόγιας και του πιζελιού έχουν ταυτοποιηθεί επίσης 

φερριτίνες. Οι φερριτίνες αυτές έχουν υποµονάδες H-1 και H-2. Η υποµονάδα H-1 

χαρακτηρίζεται ως πρόδροµη µε µέγεθος 28-kDa (Briat et al, 2009). Η έκφραση των 

ισοτύπων της φερριτίνης στην τοµάτα ήταν µέγιστη στο περικάρπιο του ώριµου 
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πράσινου καρπού (Εικ. 3.6). Αυτό σηµαίνει ότι, εκτός από το σπέρµα στο οποίο 

ανιχνεύτηκε ιστοχηµικά (Εικ. 3.1), ο σίδηρος είναι δυνατόν να συσσωρεύεται και στο 

περικάρπιο. Το ότι στο περικάρπιο εκφράζονται τα γονίδια της φερριτίνης τα οποία 

µάλιστα µειώνονται µε την ωρίµανση του καρπού, πιθανόν δείχνει την πιθανή 

συµµετοχή των φερριτινών στη προστασία από οξειδωτική καταπόνηση, όπως έχει 

αναλυθεί στην εισαγωγή. Ο σίδηρος των φερριτινών έχει διαπιστωθεί ότι 

επανακινητοποιείται κατά τη βλάστηση των σπερµάτων. Σχετικά αποτελέσµατα µε τη 

φερριτίνη του σπέρµατος πιζελιού δείχνουν ότι δεσµευµένος στη φερριτίνη σίδηρος 

απελευθερώνεται από την φερριτίνη του σπέρµατος του πιζελιού (Lanquar et al, 

2005).  

Η ύπαρξη φερριτινών στη ρίζα, στα φύλλα και το στέλεχος των φυτών είναι 

δυνατόν να σχετίζεται τόσο µε τη συντήρηση του σιδήρου σε µη τοξική µορφή, όσο 

και µε την αποθήκευσή του. Η συντήρηση σε µη τοξική µορφή του σιδήρου 

επιτυγχάνεται µε την οξείδωση εντός των κυττάρων του φυτικού σώµατος ( Fe2+ ↔ 

Fe3+ ). Παράλληλα, η φερριτίνη ρυθµίζει τις ποσότητες του µετάλλου σιδήρου που 

απαιτείται για τους σκοπούς του µεταβολισµού βοηθώντας, το φυτό σε καταστάσεις 

αντίξοων συνθηκών (Briat et al, 2009). 



73 
 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

1. Τα γονιδία της φερριτίνης εκφράζονται περισσότερο στο περικάρπιο της 

τοµάτας στο στάδιο του ώριµου πράσινου καρπού και λιγότερο στα 

επόµενα στάδια. Το πρότυπο της έκφρασης των γονιδίων παραπέµπει 

στη συµµετοχή της φερριτίνης στην προστασία από οξειδωτική 

καταπόνηση. 

2. Στα σπέρµατα ο σίδηρος εντοπίζεται στο προκάµβιο του εµβρύου και το 

ακρορρίζιο. 

3. Τα ηλεκτροφορητικά πρότυπα των αποθησαυριστικών πρωτεϊνών των 

σπερµάτων δεν έδειξαν ποιοτικές διαφορές µεταξύ των δύο ποικιλιών 

της τοµάτας που εξετάστηκαν. 
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