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1.  ΕΙ΢ΑΓΩΓΘ 

1.1 ΕΛΙΑ 

Σο γζνοσ Olea ανικει ςτθν οικογζνεια Oleaceae θ οποία περιλαμβάνει περίπου 30 γζνθ και 600 είδθ 

(Cronquist, 1981), κατανεμθμζνα ςε κάκε ιπειρο (εικόνα 1.1). Είναι γενικά αποδεκτό ότι το γζνοσ Olea 

χωρίηεται ςτα υπογζνθ Tetrapilus (Αςία), Paniculatae (Αςία και Αυςτραλία) και Olea (άγρια και 

καλλιεργουμζνθ ελιά-Αφρικι και Ευρϊπθ). Σο υπογζνοσ Olea χωρίηεται ςτουσ τομείσ Ligustroides (περίπου 

10 είδθ) και Olea (ζνα είδοσ: O.europaea) των οποίων τα είδθ ευδοκιμοφν ςτθν Ανατολικι Αφρικι και ςτα 

Νθςιά του Ειρθνικοφ. ΢υγκεκριμζνα ο τομζασ Olea απαντάται επίςθσ δυτικά τθσ ΢αχάρασ, ςτισ Κανάριεσ 

Νιςουσ και ςτθ Λεκάνθ τθσ Μεςογείου (Green, 2002). ΢τον τομζα Olea ζχουμε το είδοσ O. europaea L, το 

μόνο καλλιεργοφμενο για παραγωγι ελαιόλαδου και βρϊςιμων ελιϊν όπου περιλαμβάνονται πάνω από 

1000 ποικιλίεσ. Εντόσ του είδουσ O. europaea L. ζχουμε τζςςερα υποείδθ: το O. europaea ssp. europaea 

(Λεκάνθ τθσ Μεςογείου), το O. europaea ssp. laperrini (΢αχάρα),το O. europaea ssp. cerasiformis (Κανάριοι 

Νιςοι και Μαδζρα) και το O. europaea ssp. cuspidata (Κίνα, Ινδία, Πακιςτάν, Νεπάλ, Ιράν, Αραβικι 

Χερςόνθςο και Νοτιοανατολικι Αφρικι) (Green and Wickens 1989). 

(εικόνα 1.1). 

Σα τροπικά και υποτροπικά Αφρο- Αςιατικά είδθ όπωσ τα Olea chrysophilla Lam. και Olea excelsa Ait 

πικανότατα ςυνείςφεραν ςτθν εξζλιξθ τθσ Ευρω-Μεςογειακισ ελιάσ (O. europaea L.) (Zohary 1994). Η 

Ευρω-Μεςογειακι ελιά (O. europaea L. ssp. europaea) περιλαμβάνει τθν άγρια oleaster (var. sylvestris) και 

τθν καλλιεργοφμενθ ελιά (var. sativa). Μελζτεσ ςε ITS και πλαςτιδιακζσ αλλθλουχίεσ δείχνουν ότι οι 

περιςςότεροι πλθκυςμοί O. Europaea διαφοροποιικθκαν φυλογενετικά ςε πζντε γεωγραφικζσ ηϊνεσ: α) 

ιςθμερινι και νότια Αφρικι (ssp. laperrini), β) ανατολικι Αφρικι και νότια Αςία (ssp. cuspidata), γ) 

ανατολικι Μεςόγειο (ssp. europaea est), δ) δυτικι Μεςόγειο (ssp. europaea west), ε) βορειοδυτικι Αφρικι 

(ssp. guancica, cerasifomis, maroccana) ωςτόςο τα αντιφατικά αποτελζςματα μεταξφ ITS-1 και 

πλαςτιδιακοφ DNA κακϊσ και οι ενδο-ITS-1 πολυμορφιςμοί προτείνουν ζνα πιο δυναμικό βιογεωγραφικό 
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πρότυπο εξάπλωςθσ (Besnard et al. 2007). Σο γεγονόσ ότι ζνα δζντρο μπορεί να ξεπεράςει τα 1000 χρόνια 

ηωισ (εικόνα 1.2) κακϊσ και το ότι εδϊ και αρκετοφσ αιϊνεσ ο άνκρωποσ ςυνεχϊσ βελτιϊνει ποικιλίεσ και 

διαςταυρϊνει πλθκυςμοφσ  (εικόνα 1.3) ζχει οδθγιςει ςτθν φπαρξθ μεγάλθσ γενετικισ ποικιλομορφίασ 

εντόσ του είδουσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eικόνα 1.2: Ελαιόδεντρο θλικίασ τουλάχιςτον 2.500 ετϊν (Άνω Βοφβεσ, Κριτθ. http://tiny.cc/vouves) 

Οι καρποί και το ελαιόλαδο, χρθςιμοποιοφνταν τόςο 

για τθν κρεπτικι τουσ αξία όςο και για τισ κεραπευτικζσ 

τουσ ιδιότθτεσ εδϊ και πολλά χρόνια. Ζρευνεσ ςε καρποφσ, 

φφλλα και λάδι ζχουν δείξει ότι το προφίλ των μεταβολιτϊν 

δρα ςυνεργιςτικά μειϊνοντασ τθν πικανότθτα εμφάνιςθσ 

ςτεφανιαίων καρδιακϊν πακιςεων, αρκετϊν τφπων 

καρκίνου και ενιςχφουν το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα. 

(Colomer et al., 2007). Οριςμζνεσ πολυφαινόλεσ του 

ελαιόλαδου όπωσ οι υδρόφιλεσ φαινόλεσ είναι ςπάνιεσ ςτο 

φυτικό βαςίλειο ενϊ άλλεσ όπωσ οι βιοφαινόλεσ και τα 

ςεκοϊριδοειδι (ολευρωπαΐνθ) απαντϊνται μόνο ςτα είδθ 

τθσ οικογζνειασ Oleaceae (Iwai et al., 2005). Ειδικά θ 

ολευρωπαΐνθ, το κφριο βιοφαινολικό ςυςτατικό τθσ ελιάσ, 

προςτατεφει από καρδιακζσ πακιςεισ, ζχει αντιαρρυκμικι 

δράςθ, ενιςχφει τον μεταβολιςμό των λιπιδίων, ζχει 

αντικαρκινικι, αντιιικι και αντιμικροβιακι δράςθ (Omar, 

2010) (εικόνα 1.4). 

                                                                                                    Εικόνα 1.3 ΢υγκομιδι ελιϊν 600 πΧ     

(Λονδίνο,Βρετανικό Μουςείο, B226)   

http://tiny.cc/vouves
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Η ελιά είναι ζνα από τα πιο ςθμαντικά καλλιεργοφμενα δζντρα  ςτθν Λεκάνθ τθσ Μεςογείου. Εδϊ 

εδράηεται το 90% των ελαιϊνων διεκνϊσ. Σο 75% τθσ παγκόςμιασ παραγωγισ ελιϊν προζρχεται μόνο από 

τθν Ιςπανία, τθν Ιταλία και τθν Ελλάδα. Σο 2009 θ ςυνολικι παραγωγι ξεπζραςε τουσ 19.000.000 τόνουσ. Η 

παραγωγι ελαιολάδου μόνο ανζρχεται ςε 3.000.000 τόνουσ (FAOSTAT 2007). 

(εικόνα 1.4) 

Η ελιά είναι δζντρο αεικαλζσ και ανάλογα με τθν ποικιλία και τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ μπορεί 

να φτάςει ςε φψοσ από 3 ζωσ 20 μζτρα, αν και οι περιςςότερεσ ποικιλίεσ που καλλιεργοφνται δεν 

ξεπερνοφν τα 5.  Ο κορμόσ του νεαροφ δζντρου είναι λείοσ και πράςινοσ αλλά με τθν πάροδο του χρόνου 

γίνεται ανομοιόμορφοσ με διογκϊςεισ και ςκουραίνει. Σα άνκθ του είναι μικρά λευκοκίτρινα, 15-30 ανά 

ανκοταξία ςε βλαςτοφσ τρζχοντοσ ζτουσ. Σα φφλλα είναι μικρά λογχοειδι και διατθροφνται για 3 χρόνια. 

Είναι πλοφςια ςε ταννίνεσ. Σόςο ςτθν προςαξονικι όςο και ςτθν  απαξονικι επιφάνεια του φφλλου ζχουμε 

αςπιδοειδι τριχίδια. Ο καρπόσ είναι δρφπθ, ςφαιρικόσ ι ελλειπτικόσ και αποτελείται από το εξωκάρπιο, το 

μεςοκάρπιο που είναι και το βρϊςιμο μζροσ και το ενδοκάρπιο όπου βρίςκεται το ζμβρυο. Ο ϊριμοσ 

καρπόσ είναι μαφρου χρϊματοσ και το μζγεκοσ του εξαρτάται από τθν ποικιλία, τθν γονιμότθτα του 

εδάφουσ,  τον αρικμό καρπϊν ανά δζντρο, τθν διακεςιμότθτα νεροφ και τισ καλλιεργθτικζσ τεχνικζσ. Η 

παραγωγι καρπϊν ξεκινάει το 3ο ζτοσ αλλά θ πλιρθσ απόδοςθ του δζντρου επιτυγχάνεται μεταξφ 11ου και 

12ου ζτουσ για ξθρά εδάφθ και μεταξφ 7ου και 8ου ζτουσ για αρδευόμενα. Σο ριηικό ςφςτθμα ζχει τθν τάςθ να 

αναπτφςςεται οριηόντια παρά κάκετα. Η ελιά είναι ανκεκτικι ςε αντίξοεσ ςυνκικεσ και προςαρμόηεται ςτα 

περιςςότερα είδθ εδαφϊν ακόμα και ςε εδάφθ φτωχά που δεν μποροφν να καλλιεργθκοφν και είναι 

ανκεκτικι ςτθν ξθραςία (Therios, 2008) 

 



Ειςαγωγι 

 

[4] 
 

Η ελιά καλλιεργείται ςε πολλζσ ξθρζσ ι θμίξθρεσ περιοχζσ και παραδοςιακά οι ελαιϊνεσ δεν 

αρδεφονται αν και θ άρδευςθ ευνοεί τθν παραγωγι. Οι Μεςογειακζσ κλιματικζσ ςυνκικεσ είναι ιδανικζσ 

λόγω ςυχνϊν βροχοπτϊςεων και τθσ κερμοκραςίασ. Επίςθσ παρουςιάηει ανκεκτικότθτα ςε υψθλι 

αλατότθτα και γίνονται προςπάκειεσ για ποικιλίεσ ςτισ οποίεσ κα γίνεται χριςθ υφάλμυρου νεροφ (Briccoli 

et al., 1994). 

Τπάρχουν πολλζσ ποικιλίεσ που διαφοροποιοφνται κυρίωσ ςτο μζγεκοσ, το χρϊμα, τθν 

περιεκτικότθτα ςε λάδι και λιπαρά οξζα του καρποφ κ.α.. Κάποιεσ είναι μόνο τοπικοφ ενδιαφζροντοσ ενϊ 

άλλεσ κατανζμονται ςε μεγαλφτερεσ εκτάςεισ. Κάκε ποικιλία μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για παραγωγι 

ελαιολάδου ι βρϊςιμων ελιϊν αν και γενικά οι ελαιοπαραγωγικζσ ζχουν μικρότερο λόγο πολτοφ : πυρινα 

(4-7:1) ςε ςχζςθ με τισ βρϊςιμεσ (7-10:1). 

 

Εικόνα 1.5 24 Ελλθνικζσ ποικιλίεσ και θ ταξονόμθςθ τουσ (Therios, 2008) 
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Αρκετά γονίδια που κωδικοποιοφν ζνηυμα κλειδιά για τθν βιοςφνκεςθ λιπαρϊν οξζων και 

αντιοξειδωτικϊν κακϊσ και τθν τροποποίθςθ και αποκικευςθ των τριακυλογλυκερολϊν ζχουν 

απομονωκεί. Η ζκφραςθ γονιδίων κατά τθν ανάπτυξθ του καρποφ και του εμβρφου κακϊσ και θ παροδικι 

ζκφραςθ ςε διάφορουσ ιςτοφσ επζτρεψε τθν ταυτοποίθςθ των πιο ςθμαντικϊν για αποκικευςθ λιπαρϊν 

οξζων. Με τθν χριςθ RAPDs, οι ελλθνικζσ ποικιλίεσ χωρίηονται ςε δυο μεγάλεσ και μια μικρότερθ ομάδεσ 

ανάλογα με το μζγεκοσ των καρπϊν. Η πρϊτθ περιλαμβάνει τισ βρϊςιμεσ ελιζσ, θ δεφτερθ τισ 

ελαιοπαραγωγικζσ και θ τρίτθ τισ ελιζσ αγρίου τφπου. (Hatzopoulos et al., 2002). 

Σο περιεχόμενο  DNA ςτον πυρινα υπολογίςτθκε με κυτταρομετρία ροισ μεταξφ 2.90 ± 0.020 pg/2C 

και 3.07 ± 0.018 pg/2C ςτισ καλλιεργοφμενεσ ποικιλίεσ και 3.19 ± 0.047 pg/2C DNA ςτθν άγρια ελιά 

δείχνοντασ μικρι διαφορά μεταξφ τουσ (Loureiro et al., 2007). Γενικά τα είδθ του γζνοσ Olea είναι διπλοειδι 

με 23 ηεφγθ χρωμοςωμάτων, ωςτόςο ζχουν βρεκεί και πολυπλοειδι φυτά ςε φυςικοφσ πλθκυςμοφσ των O. 

e. ssp. cerasiformis (τετραπλοειδι) και maroccana (εξαπλοειδι). Ζχει προτακεί ότι θ πολυπλοειδία 

ευνοικθκε ωσ άμυνα ςτον ομομεικτικό εκφυλιςμό (Besnard et al., 2008).  

1.2  ΣΟ ΣΡΙΧΩΜΑ ΣΩΝ ΦΤΣΩΝ 

1.2.1 Γενικά 

Ο όροσ τρίχεσ αναφζρεται ςτισ μονοκφτταρεσ και πολυκφτταρεσ αποφφςεισ τθσ επιδερμίδασ (εικόνα 

1.6). Πρόκειται για όρο γενικό, ο οποίοσ περιλαμβάνει επιδερμικά εξαρτιματα ποικίλων τφπων, 

καταςκευϊν και λειτουργιϊν (Fahn, 1991).  

΢τα ςθμαντικότερα μορφολογικά χαρακτθριςτικά περιλαμβάνονται το μικοσ, το πλάτοσ, θ διάμετροσ 

και ο αρικμόσ των κυττάρων που ςυγκροτοφν τισ τρίχεσ. Πολλζσ φορζσ οι τρίχεσ που καλφπτουν το ίδιο 

όργανο ενόσ φυτοφ διαφζρουν ςθμαντικά ςτισ πιο πάνω διαςτάςεισ ενϊ οι διαφορζσ είναι ακόμα 

μεγαλφτερεσ όταν εξετάηονται διαφορετικά όργανα του φυτοφ. Ο αρικμόσ των κυττάρων που ςυμμετζχουν 

ςτθν καταςκευι τθσ τρίχασ ποικίλλει. Οριςμζνεσ τρίχεσ είναι μονοκφτταρεσ, ενϊ άλλεσ είναι πολυκφτταρεσ. 

Οι πολυκφτταρεσ τρίχεσ αποτελοφνται ςυνικωσ από ζνα κφτταρο βάςθσ που ςτθρίηει το υπόλοιπο τμιμα 

τθσ τρίχασ. Σα γειτονικά επιδερμικά κφτταρα διαφζρουν ςυνικωσ από το κφτταρο τθσ βάςθσ ςτο μζγεκοσ, 

ςτο ςχιμα, ςτο πάχοσ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ ι ςτο περιεχόμενο τουσ. ΢θμαντικό μορφολογικό 

χαρακτθριςτικό είναι θ πυκνότθτα των τριχϊν δθλαδι ο αρικμόσ των τριχϊν ανά μονάδα επιφάνειασ. 

Οριςμζνα όργανα ςτα αρχικά ςτάδια τθσ ανάπτυξθσ τουσ φζρουν πυκνό ςτρϊμα τριχϊν το οποίο ςυνικωσ 

αποβάλλεται μζχρι τθν ενθλικίωςθ τουσ. Οι τρίχεσ τθσ προςαξονικισ επιφάνειασ των φφλλων ςυνικωσ 

απορρίπτονται ςτθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ του φφλλου ενϊ εκείνεσ τθσ αποαξονικισ επιφάνειασ 

παραμζνουν (Karabourniotis et al., 1994). Παρά το γεγονόσ ότι παρατθρείται εξαιρετικι ποικιλομορφία των 

ανατομικϊν χαρακτθριςτικϊν τουσ ςτισ διάφορεσ οικογζνειεσ, οριςμζνεσ φορζσ είναι ομοιόμορφεσ ςε 

δεδομζνθ ταξινομικι μονάδα αποτελϊντασ ταξινομικό κριτιριο (Uphof and Hummel, 1962; Theobald et 

al.,1979). 

Σα φυτά που αναπτφςςονται ςε ξθρά περιβάλλοντα, ζχουν τθν τάςθ να δθμιουργοφν τριχϊματα 

μεγαλφτερθσ πυκνότθτασ. (Ehleringer, 1984; Fahn, 1986; Fahn and Cutler, 1992). Μελζτεσ ςε τζτοια φυτά 

δείχνουν ότι θ υψθλότερθ πυκνότθτα μειϊνει τον ρυκμό διαπνοισ κακϊσ αυξάνεται θ ανακλαςτικι 

ικανότθτα ζναντι τθσ θλιακισ ακτινοβολίασ, μειϊνοντασ ζτςι τθν κερμοκραςία του φφλλου, και αυξάνεται 

το ςτρϊμα αζρα ςτο οποίο γίνεται θ εξάτμιςθ. Επίςθσ τα κφτταρα βάςθσ των τριχωμάτων φλοιοποιοφνται 

(τουλάχιςτον ςτα ξθρομορφικά φφλλα) εμποδίηοντασ τθν αποπλαςτικι ροι νεροφ προσ τα τριχϊματα. 

(Fahn, 1986).  
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Ενδιαφζρον παρουςιάηουν τα τριχϊματα ςτα φφλλα επίφυτων (Bromeliads) από τα οποία γίνεται 

πρόςλθψθ νεροφ και κρεπτικϊν ςυςτατικϊν (Owen and Thomson, 1991), ενϊ ςτα φυτά του γζνουσ Atriplex 

εκκρίνονται άλατα από τα τριχϊματα κακιςτϊντασ τα ικανά να αναπτυχκοφν ςε εδάφθ με υψθλι 

αλατότθτα (Mozafar and Goodin, 1970). Επίςθσ κατά τα αρχικά ςτάδια τθσ ανάπτυξθσ του φφλλου, θ 

εναπόκεςθ πολυφαινολϊν ςτα τριχϊματα προςτατεφει από τθν UV-B ακτινοβολία (Karabourniotis and 

Fasseas 1996). Ακόμα τα τριχϊματα παρζχουν προςταςία από τα ζντομα (Wagner, 1991). ΢ε διάφορα είδθ, 

θ πυκνότθτα είναι αρνθτικά ςυςχετιςμζνθ με τισ προςβολζσ και τθν ωοκζτθςθ. Σα αδενϊδθ τριχϊματα 

μπορεί να παρζχουν και χθμικι άμυνα. Κάποια βλαβερά ζντομα δθλθτθριάηονται ενϊ άλλα 

ακινθτοποιοφνται από τισ εκκρίςεισ (Levin, 1973). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6 Σριχϊματα. A, B, αςπιδοειδζσ τρίχίδιο (Olea) ςε επιφανειακι (Α) και πλάγια (Β) όψθ. C, 

κυςςανϊδεσ αςτεροειδεσ τριχίδιο (Quercus). E, F, αςτεροειδζσ τριχίδιο (Sida) ςε επιφανειακι (Ε) και πλάγια (F) όψθ. 

G, H, μονοκφτταρο τριχίδιο με δφο βραχίονεσ (Lobularia) ςε επιφανειακι (G) και πλάγια (H) όψθ. I, κυςτολικικό 

τριχίδιο (Chenopodium). J, τμιμα πολυκφτταρθσ τρίχασ (Portulaca). (A-C, I, x210; D-H, J, x105) (Evert, 2006). 
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Σα τριχϊματα μποροφν να κατθγοριοποιθκοφν ανάλογα με τθν μορφολογία τουσ ςτισ εξισ 

κατθγορίεσ: α) κθλζσ (Papillae), που είναι μικρϊν διαςτάςεων αποφφςεισ τθσ επιδερμίδασ, β) απλζσ τρίχεσ 

(simple, unbranched), πολφ ςυνθκιςμζνεσ μονοκφτταρεσ ι πολυκφτταρεσ μθ διακλαδιηόμενεσ, γ) 

διακλαδιηόμενεσ τρίχεσ με δφο ωσ πζντε βραχίονεσ (two- to five-armed) διαφόρων ςχθμάτων, δ) 

αςτεροειδείσ τρίχεσ (stellate), ζχουν μεγάλο αρικμό βραχιόνων (πάνω από πζντε) και ςχιμα αςτερία, ε) 

αςπιδοειδείσ τρίχεσ (scales, or peltate), ςυνικωσ πεπλατυςμζνεσ με διςκοειδι κεφαλι, ςτ) τρίχεσ 

δενδρώδουσ μορφισ (dendritic – branched), διακλαδιηόμενοι βραχίονεσ γφρω από ζναν άξονα, η) τρίχεσ 

εξειδικευμζνων τφπων, όπωσ είναι οι κνθςμϊδεισ τρίχεσ (stinging) και οι κυςτολικικζσ τρίχεσ (cystolith-

containing) (εικόνα 1.7; Theobald et al., 1979) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7 Σριχϊματα. Α, αδενϊδεισ (με πολυκφτταρεσ κεφαλζσ) και μθ αδενϊδεισ τρίχεσ (Nicotiana). 

Β, μεγενκυμζνθ αδενϊδθσ τρίχα (Nicotiana). C, αγκιςτροειδισ τρίχα με κυςτόλικουσ (Humulus). D, μεγάλθ 

περιελιγμζνθ μονοκφτταρθ, και Ε, μικρι τρίχα με κυςτόλικουσ (Boebmeria). F, αγκιςτροειδισ τρίχα με 

κυςτόλικουσ (Cannabis). G, H, αδενϊδθσ αςπιδοειδισ τρίχα (Humulus) ςε πλάγια (G) και επιφανειακι (H) 

όψθ. (A, F,x100; B, D, E, x310; C-G, x245; H, x490) (Evert, 2006) 
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Παρά το γεγονόσ ότι παρατθρείται εξαιρετικι ποικιλομορφία των ανατομικϊν χαρακτθριςτικϊν τουσ 

ςτισ διάφορεσ οικογζνειεσ, οι τρίχεσ μποροφν να διακρικοφν ςε δφο μεγάλεσ κατθγορίεσ, τισ αδενϊδεισ και 

τισ μθ αδενϊδεισ, αναλόγωσ αν λειτουργοφν ωσ εκκριτικζσ δομζσ ι όχι (Peterson and Vermeer, 1984). 

Οι αδενϊδεισ τρίχεσ, αφοροφν δομζσ οι οποίεσ διατθροφν ενεργό τον πρωτοπλάςτθ τουσ και 

εκκρίνουν ευρφ φάςμα ουςιϊν, ςτο οποίο περιλαμβάνονται πολυςακχαρίτεσ, πρωτεΐνεσ, λιπίδια, αικζρια 

ζλαια, άλατα, νζκταρ, πρωτεολυτικά ζνηυμα,φλαβονοειδι και τερπζνια (Peterson and Vermeer,1984; Fahn, 

1991).  Οι ουςίεσ οι οποίεσ απεκκρίνονται από τισ δομζσ αυτζσ ζχουν όχι μόνο ςθμαντικοφσ αμυντικοφσ 

ρόλουσ ζναντι φυτοφάγων εχκρϊν και πακογόνων αλλά λειτουργοφν και ωσ μόρια προςζλκυςθσ 

επικονιαςτϊν και διαςπορζων ςπερμάτων με ςθμαντικι ςυμβολι ςτθν επικονίαςθ και αναπαραγωγι του 

είδουσ (Fanh, 1991). Δευτερογενείσ μεταβολίτεσ (κυρίωσ τερπζνια και φαινολικζσ ενϊςεισ) οι οποίοι 

απεκκρίνονται χρθςιμοποιοφνται ςτθν άμυνα των φυτϊν ωσ απωκθτικϊν λιψθσ τροφισ και με τοξικι 

δράςθ ζναντι εντόμων (Kelsey et al., 1984; Taiz and Zeiger, 1991). Απλζσ φαινολικζσ ενϊςεισ παρουςιάηουν 

ςθμαντικι αλλθλοπακθτικι δράςθ, ενϊ οριςμζνα ιςοφλαβονοειδι είναι γνωςτά για το ρόλο τουσ ωσ 

φυτοαλεξίνεσ (Taiz and Zeiger, 1991). 

H ωρίμανςθ των μθ αδενωδϊν τριχϊν ςυνοδεφεται ςυνικωσ από νζκρωςθ των κυττάρων τουσ και 

πλιρωςθ του νεκροφ πλζον κυττάρου με αζρα (δθμιουργία lumen). Η φπαρξθ του ςτρϊματοσ του αζρα, 

επειδι ζχει δείκτθ διάκλαςθσ ςθμαντικά διαφορετικό από εκείνον των κυτταρικϊν τοιχωμάτων, δθμιουργεί 

ανακλαςτικζσ επιφάνειεσ με ςυνζπεια όταν το τρίχωμα είναι πυκνό, θ επιφάνεια των οργάνων να 

εμφανίηεται λευκι ι και αςθμόχροθ. Παρουςιάηει ιδιαίτερο ενδιαφζρον το γεγονόσ τθσ απϊκθςθσ του 

νεροφ από τα φυτικά μζρθ όταν το τρίχωμα είναι πυκνό λόγω τθσ φπαρξθσ του αζρα ςτισ τρίχεσ και τθσ 

εφυμενίδασ ςτθν επιφάνεια τουσ (Uphof, 1962). Η φπαρξθ των μθ αδενωδϊν τριχϊν κεωρείται 

ξθροκερμικι προςαρμογι (Fahn, 1991). Οι τρίχεσ αυτζσ παίηουν αποφαςιςτικό ρόλο ςτθ βελτίωςθ του 

κερμικοφ ιςοηυγίου του ελάςματοσ και ςτθν αποφυγι απωλειϊν νεροφ δίνοντασ ςτα φυτά οριςμζνα 

φυςιολογικά και οικολογικά πλεονεκτιματα, ιδιαίτερα ςε ξθρά ι υψθλισ ακτινοβολίασ περιβάλλοντα 

(Ehleringer, 1984). ΢ε πολλζσ περιπτϊςεισ θ απονζκρωςθ των μθ αδενωδϊν τριχϊν ολοκλθρϊνεται πριν 

από τθν πλιρθ ζκπτυξθ ελάςματοσ (Sorbus, Mespilus, Salix). ΢υνικωσ οι τρίχεσ που διακζτουν παχφτερα 

κυτταρικά τοιχϊματα παραμζνουν ηωντανζσ για μεγαλφτερο χρονικό διάςτθμα από αυτζσ που ζχουν λεπτά. 

Σα κυτταρικά τοιχϊματα των τριχϊν αποτελοφνται κυρίωσ από κυτταρίνθ, ενϊ ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ 

παρατθρείται εναπόκεςθ ποικίλων ουςιϊν, μεταξφ των οποίων θ λιγνίνθ και θ ςουβερίνθ (Uphof, 1962). Η 

εξωτερικι επιφάνεια των κυτταρικϊν τοιχωμάτων των τριχϊν καλφπτεται από εφυμενίδα, το πάχοσ και θ 

δομι τθσ οποίασ ποικίλλει ςθμαντικά ανάλογα με τθ κζςθ του κυττάρου ςτθν τρίχα (Fahn, 1986). Η 

αποτελεςματικότθτα τθσ άμυνασ ςχετίηεται άμεςα με τθν πυκνότθτα του  τριχϊματοσ. Σα ϊριμα φφλλα ποφ 

ζχουν χαμθλι πυκνότθτα τριχϊν προςβάλλονται ευκολότερα και ςυχνότερα από τα νεαρά φφλλα που 

ζχουν υψθλότερθ πυκνότθτα τριχϊν (Woodman and Fernadez, 1991). Ζνα πολφ χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα, είναι θ περίπτωςθ των τριχϊν του φυτοφ Verbascum thapsus ςτο οποίο θ 

αποτελεςματικότθτα των τριχϊν ςτθν μθχανικι κωράκιςθ των φφλλων διαφοροποιείται με τθν πάροδο του 

χρόνου. Σα γθραιότερα και με αραιότερο τρίχωμα φφλλα προςβάλλονται πιο ςυχνά από φυτοφάγουσ 

εχκροφσ ςε ςχζςθ με τα νεαρότερα φφλλα (Woodman and Fernadez, 1991). Ο χαμθλόσ λόγοσ C/N και 

ςυνεπϊσ θ φτωχι κρεπτικι τουσ αξία είναι ζνασ επιπλζον λόγοσ που κάνει τισ τρίχεσ αποτελεςματικό μζςο 

προςταςίασ ζναντι πακογόνων. Σα κυτταρικά τοιχϊματα των τριχϊν είναι δφςπεπτα και δεν αποτελοφν 

προςφιλζσ υπόςτρωμα για ζντομα και πακογόνα (Uphof, 1962; Steadman and Saik, 1988). 
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1.2.2  Σο τρίχωμα ςτο A. Thaliana 

Σο πρότυπο ανάπτυξθσ και διαφοροποίθςθσ των τριχωμάτων παρουςιάηει ιδιαίτερο ενδιαφζρον. Σα 

τριχίδια του φυτοφ Arabidopsis thaliana ζχουν αποτελζςει μοντζλο. Οι τρίχεσ είναι τα πρϊτα επιδερμικά 

κφτταρα που διαφοροποιοφνται ςτο φφλλο. (Larkin et al., 1996). Η ζναρξθ και θ ωρίμανςθ τουσ ακολουκεί 

βαςιπεταλικι κατεφκυνςθ ςτθν προςαξονικι επιφάνεια του φφλλου. Σο ϊριμο τριχίδιο είναι μονοκφτταρο 

και ζχει τρείσ διακλαδϊςεισ. Γενικά θ ανάπτυξθ χωρίηεται ςε δφο φάςεισ (Hülskamp, 2000; Hülskamp and 

Kirik, 2000). Η πρϊτθ φάςθ ξεκινάει όταν το πρόδρομο κφτταρο του τριχιδίου ενδο-διπλαςιάηει το γενετικό 

του υλικό και δθμιουργεί μια απόφυςθ ςτθν επιφάνεια του φφλλου. Μετά από δφο-τρείσ ενδο-

διπλαςιαςμοφσ, αναπτφςςεται περιςςότερο και γίνονται οι πρϊτεσ δφο διακλαδϊςεισ. Ο τζταρτοσ γφροσ 

ενδο-διπλαςιαςμοφ λαμβάνει χϊρα μετά τθν πρϊτθ διακλάδωςθ (τελικά από 2C προκφπτει 32C) (Hülskamp 

et al., 1994) και ζπειτα θ ακραία διακλάδωςθ διαιρείται κάκετα προσ το επίπεδο των πρϊτων 

διακλαδϊςεων και ζτςι δθμιουργείται θ τρίτθ. Κατά τθν δεφτερθ φάςθ ανάπτυξθσ, ζχουμε τθν ταχεία 

αφξθςθ μεγζκουσ, τθν πάχυνςθ των κυτταρικϊν τοιχωμάτων και τελικά τθν ωρίμανςθ τθσ τρίχασ (εικόνα 

1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.8 Φωτογραφίεσ με θλεκτρονικό μικροςκόπιο ςάρωςθσ τθσ προςαξονικισ επιφάνειασ του 

φφλλου ςτο Arabidopsis. A, ςτάδια μορφογζνενεςθσ των τριχωμάτων ςε ζνα φφλλο. Β, ϊριμο τριχίδιο. 

(Evert, 2006). 

Αρκετοί μεταγραφικοί παράγοντεσ που κακορίηουν τθν μορφογζνεςθ, τθν ανάπτυξθ και  τθν 

διαφοροποίθςθ τθσ τρίχασ ςτο φφλλο του Arabidopsis thaliana ζχουν χαρακτθριςτεί. Η ζναρξθ τθσ 

τριχογζνεςθσ επάγεται από ζνα ςφμπλοκο  μεταγραφικϊν παραγόντων που αποτελείται από  α) μια 

πρωτεΐνθ που περιζχει μια περιοχι MYB τφπου R2R3 και κωδικοποιείται από το γονίδιο GLABRA1 (GL1), β) 

μια πρωτεΐνθ με δομι bHLH που κωδικοποιείται από το γονίδιο GLABRA3 (GL3) και γ) μια πρωτεΐνθ που 

περιζχει WD-40 επαναλιψεισ και κωδικοποιείται από το γονίδιο TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTG) 

(Schellmann και Hülskamp, 2005). Σα μεταλλάγματα gl1 και ttg1 δεν παράγουν κακόλου τρίχεσ ςτο φφλλο 

(Walker et al., 1999) Η χωροκζτθςθ των τριχωμάτων κακορίηεται από μια οικογζνεια μεταγραφικϊν 

παραγόντων με πιο καλά μελετθμζνο το γονίδιο TRYPTICHON (TRY) (Schellmann et al., 2002). Η πρωτεΐνθ 

TRY κεωρείται ότι μετακινείται μζςω πλαςμοδεςμάτων από τα κφτταρα που διαφοροποιοφνται ςε τρίχα 

προσ τα γειτονικά κφτταρα και αναςτζλλει τθν τριχογζνενεςθ, μια διαδικαςία που ονομάηεται παράπλευρθ 
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αναςτολι (Larkin et al., 2003). Η πρωτεΐνθ TRY ανταγωνίηεται με τθν GL1 ςτθν πρόςδεςθ με τθν GL3, 

εμποδίηοντασ τθν δθμιουργία του ςυμπλόκου GL1/GL3 και ςυνεπϊσ τθν τριχογζνεςθ (Esch et al., 2003). ΢τα 

μεταλλάγματα try τα τριχίδια είναι ενωμζνα ςε ομάδεσ (Schnittger et al., 1999) 

Η ανάπτυξθ των τριχωμάτων ελζγχεται επίςθσ από ορμονικά και περιβαλλοντικά ςινιάλα και 

ρυκμίηεται κετικά από ςυνκικεσ μακράσ θμζρασ και τισ γιβερελλίνεσ (GAs) (Chien and Sussex, 1996; Telfer 

et al., 1997). Μεταλλάγματα που ςτεροφνται τισ GAs δεν παράγουν τριχϊματα και θ εξωγενισ παροχι τουσ 

αποκακιςτά τθν ανάπτυξθ τριχωμάτων.  Φυτικζσ ορμόνεσ που ςχετίηονται με τθν άμυνα, επθρεάηουν τθν 

πυκνότθτα των τριχωμάτων. Σο γιαςμονικό οξφ ενεργεί ςυνεργιςτικά με τισ γιβερελλίνεσ για τθν αφξθςθ τθσ 

πυκνότθτασ ςτο Arabidopsis ενϊ το ςαλικυλικό οξφ τθν μειϊνει (Traw and Bergelson,2003) 

1.2.3  Οικοφυςιολογία των τριχωμάτων 

Σα τριχϊματα ωσ πρϊτθ γραμμι άμυνασ του φυτοφ, παρζχουν προςταςία από βιοτικζσ και αβιοτικζσ 

καταπονιςεισ. Οι μζχρι ςιμερα γνωςτζσ λειτουργίεσ των τριχωμάτων, φαίνονται ςυνοπτικά ςτον πίνακα 1.1  

Ιδιότθτεσ / Λειτουργίεσ Σφποσ Σριχωμάτων 

Μειωμζνθ κίνθςθ εντόμων ΜΑ & ΑΔ 

Ρφκμιςθ κερμοκραςίασ ΜΑ & ΑΔ 

Προςταςία από θλιακι ακτινοβολία (UV) ΜΑ & ΑΔ 

Μειωμζνθ απώλεια νεροφ ΜΑ & ΑΔ 

Μειωμζνθ μθχανικι απόξεςθ ΜΑ & ΑΔ 

Μειωμζνθ ενυδάτωςθ φφλλου ΜΑ & ΑΔ 

Μειωμζνθ φωτοςφνκεςθ λόγω ανάκλαςθσ ΜΑ & ΑΔ 

Επιδερμικι ομοιόςταςθ Ca++ ΜΑ & ΑΔ 

Αποτροπι εντόμων και φυτοφάγων ΑΔ 

Ακινθτοποίθςθ εντόμων ΑΔ 

Προςζλκυςθ επικονιαςτών ΑΔ 

Ζκκριςθ ιόντων και βαρζων μετάλλων ΑΔ 

Αλλθλοπάκεια ΑΔ 

Απορρόφθςθ νεροφ και κρεπτικών ΜΑ 

Πίνακασ 1.1   Γνωςτζσ λειτουργίεσ τριχωμάτων. ΜΑ: Μθ Αδενϊδεισ, ΑΔ: Αδενϊδεισ  

                         (Wagner et al., 2004) 

Ακολουκοφν οριςμζνα χαρακτθριςτικά παραδείγματα των μθχανιςμϊν που ζχουν υιοκετθκεί. 

΢τισ αδενϊδεισ τρίχεσ του φυτοφ Solanum berthaultii, ςυςςωρεφεται μεγάλθ ποςότθτα του ενηφμου 

πολυφαινολικι οξειδάςθ (Polyphenol oxidase) που φτάνει ζωσ το 45% τθσ υδατοδιαλυτισ πρωτεΐνθσ. ΢τθν 

προςπάκεια τουσ να τραφοφν τα ζντομα (όπωσ οι αφίδεσ), προκαλοφν κραφςθ των τριχωμάτων και 

επάγεται μια ταχεία οξείδωςθ και πολυμεριςμόσ των φαινολικϊν ςυςτατικϊν με αποτζλεςμα να 

παγιδευτοφν τα ζντομα ι να αποφράξει θ ςτοματικι κοιλότθτα τουσ (Kowalski et al. 1992). 
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Σο γεράνι Pelargonium x hortorum (L.), εκκρίνει από τα τριχϊματα του ανακαρδικά οξζα τα οποία 

είναι τοξικά για το Tetranychus urticae (Grazzini et al., 1995). Επίςθσ αρκετά φυτά επιςτρατεφουν 

τερπενοειδι ςτα τριχϊματα τουσ για να αμυνκοφν. ΢τθν τομάτα Lycopersicon hirsutum f. hirsutum 

(Solanaceae) ζχουμε ςεςκιτερπζνια τα οποία είναι τοξικά για τισ προνφμφεσ του Leptinotarsa decemlineata 

(Coleoptera: Chrysomelidae, Carter et al. 1989) ενϊ τα ςεςκιτερπζνια του γζνουσ Helianthus είναι τοξικά για 

τθν προνφμφθ του Homoeosoma electellum (Rogers et al., 1987). Κςωσ το πιο γνωςτό ςεςκιτερπζνιο που 

περιζχεται ςε φυτικό τρίχωμα είναι θ αρτεμιςίνθ. Παράγεται από το Artemisia annua και είναι πολφ τοξικό 

για ζντομα, μφκθτεσ και άλλα φυτά. Επίςθσ είναι πολφ αποτελεςματικό φάρμακο κατά τθσ ελονοςίασ 

ακόμα και για πολφ ανκεκτικά ςτελζχθ του Plasmodium falciparum. (Duke, 1994).  

Αλκαλοειδι όπωσ θ νικοτίνθ, θ νορνικοτίνθ και θ αναβαςίνθ που εκκρίνονται από τα τριχϊματα του 

φφλλου του καπνοφ (Nicotiana), προκαλοφν παράλυςθ ςτθν αφίδα Myzus persicae (Levin, 1973). Οι 

κνθςμϊδεισ τρίχεσ ειδϊν τθσ οικογζνειασ Urticaceae και Ephorbiaceae προκαλοφν κνθςμό και ερεκιςμό του 

δζρματοσ ςε φυτοφάγουσ οργανιςμοφσ (Fanh, 1979). Επίςθσ θ ρεβικιά (Cicer arietinu) εκκρίνει οξαλικό οξφ 

από τα τριχϊματα τθσ το οποίο προκαλεί αναπτυξιακά προβλιματα ςτθν προνφμφθ Heliothis armigera 

(Yoshida et al., 1995). 

Σα τριχϊματα μειϊνουν τισ διαπνευςτικζσ απϊλειεσ νεροφ (Fahn and Cutler, 1992), προςτατεφουν 

από τθν υπεριϊδθ ακτινοβολία (Karabourniotis et al, 1992) και από τθν υψθλισ ζνταςθσ ορατι ακτινοβολία 

(Karabourniotis et al,1998). Επίςθσ αποτελοφν μθχανικό φράγμα ζναντι εντόμων (Woodman and Fernadez, 

1991) και πακογόνων μικροοργανιςμϊν (Allen et al, 1991). 

Ζνα άλλο χαρακτθριςτικό των τριχωμάτων είναι θ παραγωγι ουςιϊν που προκαλοφν αλλθλοπάκεια 

και εμποδίηουν ζτςι τθν ανάπτυξθ άλλων φυτϊν. Σζτοια δράςθ κεωρείται ότι ζχει θ φυτοτοξίνθ 1,8-κινεόλθ 

(μονοτερπζνιο) που παράγεται από φυτά του γζνουσ Salvia (Kelsey et al., 1984)  

Σζλοσ γίνεται προςπάκεια κατανόθςθσ του ρόλου των τριχωμάτων ςτισ τριτροφικζσ αλλθλεπιδράςεισ 

(tritrophic interactions). Για παράδειγμα, θ αφξθςθ τθσ πυκνότθτασ των τριχωμάτων ςτο φφλλο τθσ ςόγιασ 

(Glycine max), ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν αυξθμζνθ κιρευςθ φυτοφάγων εντόμων από το κόκκινο μυρμιγκι 

(Solenopsis invicta) (Styrsky et al., 2006). Αυτζσ οι αλλθλεπιδράςεισ μπορεί να ευνοιςουν τθν 

αποτελεςματικότθτα τθσ βιολογικισ καταπολζμθςθσ των παραςίτων. 

1.2.4  Μθ  Αδενώδεισ  Σρίχεσ  Ελιάσ 
Οι μθ αδενϊδεισ τρίχεσ τθσ ελιάσ με βάςθ τα μορφολογικά και ανατομικά χαρακτθριςτικά τουσ 

κατατάςςονται ςτισ αςπιδοειδείσ τρίχεσ (scales ι peltate hairs) (Fahn, 1991). Πρόκειται για πεπλατυςμζνεσ, 

ζμμιςχεσ, πολυκφτταρεσ τρίχεσ με χαρακτθριςτικό ςχιμα αςπίδασ. Αποτελοφνται από ζνα κφτταρο βάςθσ 

και μια πολυκφτταρθ κεφαλι (εικονα 1.6, 1.10). Σο κφτταρο τθσ βάςθσ είναι βυκιςμζνο ςτθν επιδερμίδα και 

ςυνικωσ διαφζρει από τα γειτονικά επιδερμικά κφτταρα ςτο μζγεκοσ, ςτο ςχιμα, ςτο πάχοσ του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ ι ςτο περιεχόμενο του. Σα επιδερμικά κφτταρα τα οποία περιβάλλουν το βαςικό 

τμιμα τθσ τρίχασ διαφοροποιοφνται ςε μορφι και μζγεκοσ και ονομάηονται βοθκθτικά κφτταρα. Η 

ιδιόμορφθ ςυγκρότθςθ των κυττάρων αυτϊν είναι ορατι μόνο από το εςωτερικό του φφλλου 

(Karabourniotis et al, 1995).  

 

 

 

 



Ειςαγωγι 

 

[12] 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.9 Μθ αδενϊδθσ τρίχα τθσ ελιάσ ςε ορατό και UV φάςμα με διάφορα φίλτρα. 

Η μορφολογία του κυττάρου τθσ βάςθσ είναι χαρακτθριςτικι των αςπιδοειδϊν μθ αδενωδϊν τριχϊν 

που παρουςιάηονται ςε πολλά είδθ τθσ οικογζνειασ Oleaceae (Uphof, 1962). ΢τα νεαρά ςτάδια ανάπτυξθσ 

τουσ, οι μθ αδενϊδεισ τρίχεσ τθσ ελιάσ παρουςιάηουν αξιοςθμείωτθ ομοιότθτα με αδενϊδεισ τρίχεσ (Fahn, 

1986; Karabourniotis et al., 1996). Η ανάπτυξθ των αςπιδοειδϊν τριχϊν περιλαμβάνει αρχικά το 

ςχθματιςμό μιασ προεξοχισ (papilla) ενόσ επιδερμικοφ κυττάρου. ΢τθ ςυνζχεια δθμιουργείται περικλινζσ 

τοίχωμα, το οποίο χωρίηει τθν papilla ςτο κφτταρο τθσ βάςθσ και ςτο τελικό κφτταρο απ' το οποίο ςτθ 

ςυνζχεια κα δθμιουργθκεί θ πολυκφτταρθ κεφαλι τθσ τρίχασ (Karabourniotis et al., 1998).  

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ ζκπτυξθσ του αςπιδοειδοφσ τμιματοσ, εναποτίκεται ςουβερίνθ ςτο 

κφτταρο τθσ βάςθσ, με ςυνζπεια τθ διακοπι τθσ επικοινωνίασ του με το υπόλοιπο φφλλο. Σο γεγονόσ αυτό 

προκαλεί τθ νζκρωςθ τθσ τρίχασ και το ςχθματιςμό μιασ κοιλότθτασ. Εναπόκεςθ ςουβερίνθσ 

πραγματοποιείται και ςτο κυτταρικό τοίχωμα των κυττάρων τθσ αςπίδασ (Fahn, 1986). 

Παρατθριςεισ των φφλλων τθσ ελιάσ με θλεκτρονικό μικροςκόπιο ςάρωςθσ δείχνουν ςε όλεσ ςχεδόν 

τισ περιπτϊςεισ εναποκζςεισ υλικϊν με διαφορετικζσ κρυςταλλικζσ δομζσ. Σα υλικά αυτά είναι γνωςτά ωσ 

επιεφυμενιδικοί κθροί. Χθμικά το ςτρϊμα των κθρϊν των φφλλων τθσ ελιάσ αποτελείται από ομόλογεσ 
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ςειρζσ n αλκανίων, αλδεχδϊν, αλκοολϊν, ελεφκερων λιπαρϊν οξζων (κυρίωσ τριτερπενοειδϊν) και 

ακυλιωμζνων εςτζρων (μεκφλ-φαινφλ-εςτζρεσ). Σα κυριότερα ςυςτατικά των κθρϊν των φφλλων τθσ Olea 

europaea cvs Coratina και Cipressino είναι τα πεντακυκλικά τετρατερπζνια (Bianchi et al., 1993).  

Όςον αφορά ςτθν πυκνότθτα του τριχϊματοσ των φφλλων τθσ ελιάσ, μειϊνεται τόςο ςτθν 

προςαξονικι όςο και ςτθν αποαξονικι επιφάνεια, κακϊσ το φφλλο αναπτφςςεται. Η μείωςθ αυτι είναι 

περιςςότερο ζντονθ ςτθν προςαξονικι πλευρά, με αποτζλεςμα τα ϊριμα φφλλα να μθν ζχουν ουςιαςτικά 

τρίχωμα ςτθν επιφάνεια αυτι. Σθν ίδια τάςθ, όχι όμωσ τόςο ζντονθ, ακολουκεί και θ αποαξονικι 

επιφάνεια, θ οποία διατθρεί ζνα ποςοςτό των αρχικϊν τριχϊν ςε όλθ τθ ηωι του φφλλου (Karabourniotis et 

al., 1994; 1995).  

1.3 ΝΕΕ΢ ΣΕΧΝΟΛΟΓΙΕ΢  ΑΛΛΘΛΟΤΧΙ΢Θ΢ 

Σισ τελευταίεσ τρεισ δεκαετίεσ, θ τεχνολογία αλλθλοφχιςθσ DNA ζχει κάνει μεγάλα άλματα.  

 Η μεκοδολογίεσ ζχουν εξελιχκεί και από ςιμανςθ με ραδιενζργεια ζχουμε περάςει ςε ςιμανςθ με 

φκορίηουςεσ ουςίεσ, από θλεκτροφόρθςθ ςε πολυακρυλαμίδθ περάςαμε ςε θλεκτροφόρθςθ επί 

τριχοειδοφσ (Tettelin and Feldblyum, 2009).  

Σισ αλλαγζσ τισ κακοδθγεί θ ανάγκθ για περιςςότερθ, γρθγορότερθ και φκθνότερθ αλλθλοφχιςθ DNA. 

Ζτςι ζχουν αναπτυχκεί πλατφόρμεσ αλλθλοφχιςθσ με υψθλι απόδοςθ (high throughput) όπου θ ταχφτθτα 

και το κόςτοσ ςχετικά με τον αρικμό βάςεων που αλλθλουχοφν είναι δραματικά μικρότερο ςε ςφγκριςθ με 

τθν κλαςςικι μζκοδο αλλθλοφχιςθσ (Sanger). Μζχρι ςτιγμισ τρείσ πλατφόρμεσ next generation ξεχωρίηουν, 

θ GS FLX (454), θ Illumina (Solexa) και θ AB SOLiD. 

1.3.1 Genome Sequencer FLX System (454) 

Η πλατφόρμα τθσ Roche GS FLX, βαςίηεται ςτθν τεχνολογία αλλθλοφχιςθσ «κατά τθν ςφνκεςθ» 

(pyrosequencing) που αναπτφχκθκε από τθν 454 Life Sciences και ιταν θ πρϊτθ διακζςιμθ πλατφόρμα 

«next generation» αλλθλοφχιςθσ (Margulies et al., 2005). Σο δείγμα DNA κραυςματοποιείται ςε μικρά 

τμιματα. Δφο μικροί αντάπτορεσ (Α&Β) λιγοποιοφνται ςτα κραφςματα. Οι αντάπτορεσ περιζχουν 

αλλθλουχίεσ για ενίςχυςθ και αλλθλοφχιςθ κακϊσ και μια «ακολουκία κλειδί». Ο αντάπτορασ Β ςυνδζεται 

ςτο 5’ άκρο του με βιοτίνθ ϊςτε να ακινθτοποιθκοφν τα κραφςματα ςε μαγνθτικά ςφαιρίδια (beads) με 

επικάλυψθ ςτρεπταβιδίνθσ. Σα δίκλωνα κραφςματα δζνουν ςτα ςφαιρίδια και ςτθν ςυνζχεια 

αποδιατάςςονται ϊςτε να ελευκερωκεί θ ςυμπλθρωματικι ακολουκία θ οποία περιζχει τον Α και τον Β 

αντάπτορα. Αυτζσ οι ακολουκίεσ αποτελοφν τθν μθτρικι ssDNA βιβλιοκικθ. Για τθν ενίςχυςθ τουσ ςτο GS 

FLX, χρθςιμοποιείται θ τεχνικι τθσ γαλακτωματοποίθςθσ (emulsion-based clonal amplification, emPCR) 

(Dressman et al., 2003 ). Η ssDNA βιβλιοκικθ ςτθ ςυνζχεια υβριδίηει ςε άλλα ςφαιρίδια τα οποία ζχουν 

επικάλυψθ με ακινθτοποιθμζνουσ εκκινθτζσ. Η διαδικαςία αυτι ζχει βελτιςτοποιθκεί ϊςτε να παράγονται 

ςφαιρίδια που ςτο κακζνα ζχει υβριδίςει μόνο ζνα κραφςμα. ΢τθ ςυνζχεια τα ςφαιρίδια μαηί με τθν 

βιβλιοκικθ, γαλακτωματοποιοφνται μαηί με τα αντιδραςτιρια που απαιτοφνται για τθν ενίςχυςθ ςε ζνα 

διάλυμα (water-in-oil). Κάκε ςφαιρίδιο φζρει ζνα κραφςμα τθσ βιβλιοκικθσ και παγιδεφεται ςε ζνα 

γαλάκτωμα όπου λαμβάνει χϊρα μια ανεξάρτθτθ αντίδραςθ PCR. Μετά τθν ενίςχυςθ, τα ςφαιρίδια 

ελευκερϊνονται και το κάκε ζνα φζρει πολλά αντίγραφα του ίδιο αρχικοφ ssDNA. Για τθν αλλθλοφχιςθ, τα 

ςφαιρίδια τοποκετοφνται ςε μια πλάκα που φζρει πθγάδια (PicoTiterPlate), μαηί με ςφαιρίδια που 

περιζχουν τα απαραίτθτα ζνηυμα κακϊσ και ςφαιρίδια επιςτοίβαςθσ.  
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΢ε ρευςτι μορφι προςκζτονται τα νουκλεοτίδια, ενόσ τφπου κάκε φορά και με ςυγκεκριμζνθ ςειρά. 

Όταν ζνα νουκλεοτίδιο είναι ςυμπλθρωματικό με τθν μιτρα, ενςωματϊνεται ςτθν νεοςυντικζμενθ αλυςίδα 

από τθν πολυμεράςθ.  

Η ενςωμάτωςθ ςυνοδεφεται από ιςομοριακι απελευκζρωςθ ενόσ πυροφωςφορικοφ (PPi). Σο 

πυροφωςφορικό μόριο μετατρζπεται ςε ATP από τθν ςουλφουρυλάςθ χρθςιμοποιϊντασ φωςφοκειικι 

αδενοςίνθ (APS). ΢τθ ςυνζχεια το ATP υδρολφεται από τθν λουςιφεράςθ χρθςιμοποιϊντασ λουςιφερίνθ και 

παράγεται οξυλουςιφερίνθ και φϊσ. Η εκπομπι φωτόσ ανιχνεφεται από μια κάμερα CCD. Η ζνταςθ του 

φωτόσ που εκπζμπεται από ζνα ςυγκεκριμζνο πθγάδι είναι ανάλογθ με τον αρικμό των νουκλεοτιδίων που 

ενςωματϊκθκαν. Όςα νουκλεοτίδια δεν ενςωματϊκθκαν, καταςτρζφονται από τθν απυράςθ. Ζτςι 

ολοκλθρϊνεται ζνασ κφκλοσ αντιδράςεων με ζνα νουκλοετίδιο, ςτον δεφτερο κφκλο προςτίκεται ζνα άλλο 

νουκλεοτίδιο κτλ. Μετά τθν ολοκλιρωςθ ζχουμε ζνα προφίλ εκπομπϊν από κάκε πθγάδι το οποίο 

αντιςτοιχίηεται ςτθν μθτρικι ακολουκία που υπιρχε ςτο ςφαιρίδιο. Σα αποτελζςματα επεξεργάηονται ϊςτε 

να αφαιρεκοφν χαμθλισ ποιότθτασ διαβάςματα, ανάμεικτεσ ακολουκίεσ (πάνω από ζνα τμιμα DNA ανά 

ςφαιρίδιο) και αλλθλουχίεσ που δεν φζρουν τθν αρχικι «ακολουκία κλειδί». (εικονα 1.10, πίνακασ 1.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.10 ΢φνοψθ τθσ λειτουργίασ του Roche/454.  

Α, Προετοιμαςία τθσ ss cDNA βιβλιοκικθσ.  

Β, Μοναδιαία ενίςχυςθ των τμθμάτων ςε γαλάκτωμα. 

 C, εναπόκεςθ των ςφαιριδίων ςτθν πλάκα PicoTiterPlate.  

D, Αλλθλοφχιςθ κατά τθν ςφνκεςθ (www.454.com) 
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Ζνα μειονζκτθμα του pyrosequencing είναι θ αδυναμία αλλθλοφχιςθσ ομοπολυμερϊν ακολουκιϊν 

όπωσ τα polyAs κακϊσ και το κόςτοσ ανά βάςθ είναι υψθλότερο ςε ςχζςθ με τισ άλλεσ δφο πλατφόρμεσ 

(SOLiD και Solexa) (Rothberg and Leamon, 2008). Σο μεγάλο πλεονζκτθμα του pyrosequencing ζναντι των 

άλλων δφο είναι το μζγεκοσ των διαβαςμάτων (Metzker, 2009). ΢ε 10 ϊρεσ μποροφν να αλλθλουχθκοφν 

1.000.000 ανεξάρτθτα μόρια DNA μζςου μεγζκουσ 400bp (0.4 Gb). 

1.3.2 The Illumina (Solexa) Genome Analyzer 

Η πλατφόρμα αλλθλοφχιςθσ τθσ Solexa, είναι εμπορικά διακζςιμθ από το 2006. Η αρχι λειτουργίασ 

βαςίηεται ςτθν αλλθλοφχιςθ «κατά τθν ςφνκεςθ». Σο DNA κραυςματοποιείται ςε κομμάτια μικρότερα των 

800 βάςεων. Σα άκρα των κραυςμάτων γίνονται τυφλά, φωςφορυλιϊνονται, και προςτίκεται μια αδενίνθ 

ςτα 3’ άκρα. Ζπειτα λιγοποιοφνται αντάπτορεσ με μία κυμίνθ και ακολουκεί αποδιάταξθ και υβριδοποίθςθ 

ςε ςυμπλθρωματικοφσ αντάπτορεσ που είναι ακινθτοποιθμζνοι ςε μια ςτερει επιφάνεια. Κάκε μονόκλωνο 

τμιμα που είναι ακινθτοποιθμζνο ςτο ζνα άκρο, δθμιουργεί μια δομι «γζφυρασ» λόγω υβριδιςμοφ του 

άλλου άκρου του με κάποιον γειτονικό ακινθτοποιθμζνο αντάπτορα. Προςτίκενται τα απαραίτθτα 

αντιδραςτιρια και ακολουκεί ενίςχυςθ με «bridge PCR» αφοφ οι αντάπτορεσ λειτουργοφν ωσ εκκινθτζσ. 

(Adessi et al., 2000 ; Fedurco et al., 2006 ). Μετά από αρκετοφσ κφκλουσ, ζχουμε περίπου 1000 αντίγραφα 

του αρχικοφ ssDNA δθμιουργϊντασ ζνα cluster. Ακολουκεί θ ςφνκεςθ DNA και θ αλλθλοφχιςθ με προςκικθ 

των τεςςάρων νουκλεοτιδίων «ανάςτροφου τερματιςμοφ» που το κακζνα ζχει ςθμανκεί με διαφορετικι 

φκορίηουςα χρωςτικι. Κατά τθν ςφνκεςθ τθσ ςυμπλθρωματικισ αλυςίδασ, ανιχνεφεται από μια κάμερα 

CCD ο τφποσ του νουκλεοτιδίου που ενςωματϊκθκε (λόγω φκοριςμοφ) κακϊσ και θ κζςθ του πάνω ςτθν 

επιφάνεια. ΢τθν ςυνζχεια αφαιρείται από το 3’ άκρο τθσ βάςθσ θ ομάδα τερματιςμοφ και θ φκορίηουςα 

χρωςτικι και ακολουκεί άλλοσ ζνασ κφκλοσ. Ζτςι ςυνκζτοντασ τθν ςυμπλθρωματικι ακολουκία και 

ανιχνεφοντασ βάςθ-βάςθ τον φκοριςμό, γίνεται αλλθλοφχιςθ  του cluster και κατ’επζκταςθ του αρχικοφ 

ssDNA. (εικόνα 1.11, πίνακασ 1.2)  

Σο 2008 ζγινε μια αναβάκμιςθ (Genome Analyzer II) και πλζον μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ 

αλλθλοφχιςθσ, οι μθτρικζσ αλυςίδεσ αναγεννοφνται in situ και ακολουκεί δεφτεροσ γφροσ αλλθλοφχιςθσ 

από το άλλο άκρο. Αρχικά τα τμιματα που αλλθλουχικθκαν αφαιροφνται, γίνεται «bridge PCR» ςτισ 

ςυμπλθρωματικζσ ακολουκίεσ και ακολουκεί ξανά αλλθλοφχιςθ. Ζτςι (paired-end sequencing) μποροφν να 

αλλθλουχικοφν τμιματα μεγζκουσ 2x100 bp από κραφςματα μεγζκουσ 200bp ζωσ 5kb και ςε κάκε 

«τρζξιμο» το Genome Analyzer II αλλθλουχεί 45-50 Gb (γιγαβάςεισ). ΢ε ςφγκριςθ με τθν κλαςςικι μζκοδο 

αλλθλοφχιςθσ (Sanger), θ πλατφόρμα τθσ Illumina, παράγει τρομακτικά περιςςότερα αποτελζςματα με 

πολφ λιγότερο κόςτοσ ανά βάςθ και ςε λιγότερο χρόνο αλλά θ πικανότθτα λάκουσ είναι μεγαλφτερθ 

(Metzker, 2009). Σα λάκθ κατά τθν αλλθλοφχιςθ μποροφν να διορκωκοφν εάν υπάρχει αρκετι επικάλυψθ 

μεταξφ των διαβαςμάτων ωςτόςο το μικρό τουσ μζγεκοσ το κακιςτά δφςκολο (Lander and Waterman, 

1988). 
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Εικόνα 1.11 ΢φνοψθ τθσ λειτουργίασ τθσ πλατφόρμασ Illumina.  

           1, Προετοιμαςία του δείγματοσ DNA. 2, Προςκόλλθςθ των τμθμάτων ςτθν επιφάνεια.  

           3, Ενίςχυςθ με «bridge PCR». 4, Δθμιουργία δίκλωνων τμθμάτων. 5, Αποδιάταξθ αυτϊν.  

           6, Ενίςχυςθ. 7, Προςδιοριςμόσ πρϊτθσ βάςθσ. 8, Καταγραφι ςιματοσ. 

           9, Προςδιοριςμόσ δεφτερθσ βάςθσ. 10, Καταγραφι ςιματοσ.  

          11, Αλλθλοφχιςθ μετά από πολλοφσ κφκλουσ. 12, ΢τοίχιςθ αποτελεςμάτων (www.illumina.com) 

 

 

http://www.illumina.com/
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1.3.3 The Applied Biosystems SOLiD System 
Η πλατφόρμα AB SOLiD βαςίηεται ςτθν τεχνολογία αλλθλοφχιςθσ «μζςω λιγοποίθςθσ». Εδϊ υπάρχει 

θ δυνατότθτα δθμιουργίασ δφο ειδϊν βιβλιοκικεσ, είτε κραυςμάτων είτε «ςυηευγμζνων τμθμάτων» (mate-

paired) ανάλογα με τον ερευνθτικό ςτόχο. ΢τθν πρϊτθ περίπτωςθ εφαρμόηονται υπζρθχοι και προκφπτουν 

τμιματα μεγζκουσ 60-90 bp. ΢τθν δεφτερθ,με τον ίδιο τρόπο ζχουμε μεγαλφτερα τμιματα (0,6-10 kb), 

επιλζγεται μετά από θλεκτροφόρθςθ το κατάλλθλο μζγεκοσ (ανάλογα τθν περίπτωςθ) και γίνεται 

λιγοποίθςθ με ζναν ςυνκετικό εκκινθτι (CAP adapter). Ακολουκεί αραίωςθ και ςυνκικεσ που ευνοοφν τθν 

ενδομοριακι λιγοποίθςθ (κυκλοποίθςθ) δθμιουργϊντασ ζτςι μια βιβλιοκικθ τυχαίων κυκλικϊν τμθμάτων 

ςυγκεκριμζνου μεγζκουσ. ΢τθν ςυνζχεια γίνεται πζψθ με μια περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ τφπου ΙΙΙ 

(EcoP15I, κζςθ αναγνϊριςθσ ςτον CAP και κόβει 25 και 27 βάςεισ μακριά). Ζτςι προκφπτει μια βιβλιοκικθ 

από ςυηευγμζνα τυχαία 27μερι τα οποία αρχικά ςτο γονιδίωμα διαχωρίηονταν από τμιματα του μεγζκουσ 

που επιλζχκθκε ςτθν θλεκτροφόρθςθ.  

Σα κραφςματα DNA λιγοποιοφνται με αντάπτορεσ και ακινθτοποιοφνται ςε ςφαιρίδια όπου 

ενιςχφονται με emPCR. Μετά το PCR, θ μθτρικζσ αλυςίδεσ αποδιατάςςονται, γίνεται επιλογι των 

ςφαιριδίων που φζρουν τα ενιςχυμζνα τμιματα και γίνεται μια τροποποίθςθ ςτο 3’ άκρο ϊςτε να είναι 

εφικτι θ ακινθτοποίθςθ τουσ ςε γυάλινθ επιφάνεια με ομοιοπολικό δεςμό. Η πρωτοτυπία του ςυςτιματοσ 

είναι θ χριςθ τθσ DNA λιγάςθσ και ςθμαςμζνων ολιγονουκλεοτιδίων για τθν αλλθλοφχιςθ (Housby and 

Southern, 1998). ΢τθν αρχι, υβριδίηει ζνασ εκκινθτισ ςτον αντάπτορα που ζχει προςτεκεί ςτο DNA. ΢τθν 

ςυνζχεια προςτίκεται ζνα pool οκταμερϊν με όλουσ τουσ πικανοφσ ςυνδυαςμοφσ βάςεων (A, C, G και T) 

ςτισ κζςεισ 1 ζωσ 5 (1024 ςυνδυαςμοί). Μόνο το ολιγονουκλεοτίδιο του οποίου οι 5 πρϊτεσ βάςεισ είναι 

ςυμπλθρωματικζσ με τθν άγνωςτθ αλυςίδα κα είναι ςτθν κατάλλθλθ κζςθ ϊςτε να δθμιουργθκεί 3’-5’ 

φωςφοδιεςτερικόσ δεςμόσ με τον εκκινθτι. Ζχουμε τζςςερισ φκορίηουςεσ χρωςτικζσ και κάκε οκταμερζσ 

είναι ςθμαςμζνο με μία, ςε αντιςτοιχία με τα τζςςερα πικανά δινουκλεοτίδια των κζςεων 1 και 2. Μετά τθν 

ανίχνευςθ ςιματοσ, αφαιροφνται οι βάςεισ 6-8 και ακολουκεί νζοσ γφροσ. Ζπειτα από 7 κφκλουσ 

λιγοποίθςθσ, ζχουμε πικανοφσ ςυνδυαςμοφσ δινουκλεοτιδίων για τισ κζςεισ 4+5, 9+10, 14+15, 19+20, 

24+25, 29+30 και 34+35. Προκειμζνου να ολοκλθρωκεί θ αλλθλοφχιςθ, αφαιροφνται όλα τα προϊόντα 

λιγοποίθςθσ από τθν μιτρα και επαναλαμβάνεται από τθν αρχι θ διαδικαςία με εκκινθτι που διαφζρει 

κατά 1, 2, 3 ι 4 βάςεισ από τον προθγοφμενο. ΢υνολικά γίνονται 5 φορζσ 7 κφκλοι λιγοποίθςθσ ϊςτε να 

αλλθλουχθκοφν 25-35 βάςεισ (εικονα 1.12, πίνακασ 1.2) 

Η πλατφόρμα SOLiD™ 3 Plus μπορεί να αλλθλουχίςει πάνω από 60 Gb, το κόςτοσ εξοπλιςμοφ είναι 

μικρότερο από τισ άλλεσ δφο πλατφόρμεσ, ωςτόςο το μικρό μζγεκοσ των διαβαςμάτων περιορίηει τισ 

εφαρμογζσ τθσ. (Metzker, 2009) 

1.3.4 Εφαρμογζσ 

Οι νζεσ τεχνολογίεσ αλλθλοφχιςθσ ζχουν ιδθ εφαρμοςτεί ςε αρκετοφσ τομείσ. Οι ςθμαντικότεροι 

είναι: 

 de novo αλλθλοφχιςθ γονιδιωμάτων, πιο ςτοχευμζνθ επαναλλθλοφχιςθ για εντοπιςμό 

μεταλλάξεων ι πολυμορφιςμϊν 

 αλλθλοφχιςθ τρανςκριπτωμάτων (deep sequencing) κατευκείαν από cDNAs χωρίσ τθν ανάγκθ 

βιβλιοκθκϊν ςε βακτιρια, BACs κτλ 

 Μεγάλθσ κλίμακασ ανίχνευςθ μεκυλιϊςεων ςε DNA που ζχει υποςτεί χειριςμό με bisulfate 

 Προςδιοριςμόσ αλλθλεπιδράςεων DNA-πρωτεΐνθσ μετά από ανοςοκατακριμνιςθ χρωματίνθσ 
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Εικόνα 1.12 Αλλθλοφχιςθ κατά τθν λιγοποίθςθ.  

                      Α, Προετοιμαςία βιβλιοκικθσ.  Β, πρόςδεςθ ςε ςφαιρίδια και ενίςχυςθ ςε γαλάκτωμα 

                          (emulsion PCR).  C, Εναπόκεςθ ςφαιριδίων. D, αλλθλοφχιςθ μζςω λιγοποίθςθσ. 

                      Ε, Αλλαγι εκκινθτι και επανάλθψθ διαδικαςίασ. (www.appliedbiosystems.com) 
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1.3.5 Σι ακολουκεί? 
Οι νζεσ αυτζσ τεχνολογίεσ ζφεραν επανάςταςθ ςτθν γονιδιωματικι κάνοντασ εφικτι τθν μαηικι 

παράλλθλθ αλλθλοφχιςθ με χαμθλό κόςτοσ, ςτο μζλλον όμωσ ίςωσ αναλάβουν ακόμα πιο νζεσ τεχνολογίεσ 

(Next-Next Generation Sequencing) τον ρόλο αυτό, αλλθλουχϊντασ μοναδιαία μόρια (single-molecule 

sequencing). Προςπάκειεσ για να δθμιουργθκοφν τζτοιεσ πλατφόρμεσ ζχουν ιδθ γίνει. Η αλλθλοφχιςθ 

μοναδιαίων μορίων βοθκάει ςτο να αυξθκεί ο αρικμόσ τμθμάτων DNA που μποροφν ανεξάρτθτα να 

αναλυκοφν ςε μια δεδομζνθ επιφάνεια επιτυγχάνοντασ πολφ μεγαλφτερθ αναλυτικότθτα. Επίςθσ 

παρακάμπτεται το βιμα τθσ ενίςχυςθσ ςε clusters, μειϊνοντασ ζτςι το κόςτοσ. Πρϊτθ θ Helicos Biosciences 

προςζφερε τζτοιεσ υπθρεςίεσ με το HeliScope το οποίο χρθςιμοποιεί μια μικροτεχνικι που βαςίηεται ςτον 

φκοριςμό και ονομάηεται TIRM (Total Internal Reflection Microscopy) για να ανιχνεφςει τον φκοριςμό κατά 

τθν ενςωμάτωςθ νουκλεοτιδίων (Harris et al., 2008). Προσ αυτι τθν λογικι αλλθλοφχιςθσ (single molecule) 

κινείται και θ  VisiGen Biotechnologies, θ οποία ζχει καταςκευάςει μια νανο-ςυςκευι που καταγράφει τα 

νουκλεοτίδια που ενςωματϊνει θ DNA πολυμεράςθ ςε πραγματικό χρόνο βαςιηόμενθ ςτθν μεταφορά 

ενεργείασ φκοριςμοφ μζςω ςυντονιςμοφ (FRET- Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Blow, 2008). 

Σζλοσ θ Pacific Biosciences ζχει αναπτφξει τθν τεχνολογία SMRT (Single-Molecule Real-Time) κατά τθν οποία 

γίνεται αλλθλοφχιςθ «κατά τθν ςφνκεςθ» μοναδιαίων μορίων και βαςίηεται με μια νανοδομι (ZMW, Zero-

Mode Waveguide) όπου καταγράφεται ο πολυμεριςμόσ ςε πραγματικό χρόνο (Eid et al., 2009). 

 

Links 
Χάρτθσ με ιδθ εγκατεςτθμζνεσ πλατφόρμεσ ανά 
χώρα (Next & Next-Next Generation Sequencing) 

http://tiny.cc/sequencers 

΢υγκριτικι διάλεξθ των νζων τεχνολογιών 
(Current Topics in Genome Analysis 2010) 

http://tiny.cc/Course 

Next Generation Sequencers 

Genome Sequencer FLX System (454) 
http://tiny.cc/pyro1 

http://tiny.cc/pyro2 

The Illumina (Solexa) Genome Analyzer 
http://tiny.cc/illumina1 

http://tiny.cc/illumina2 

The Applied Biosystems SOLiD System 
http://tiny.cc/SOLiD 

http://tiny.cc/SOLiD2 

Next-Next Generation Sequencers 

Helicos Biosciences http://tiny.cc/tsms 

Pacific Biosciences http://tiny.cc/pacbio 

Oxford Nanopore http://tiny.cc/nanop1 

Ion Torrent - Semiconductor Sequencing 
http://tiny.cc/ion1 

http://tiny.cc/ion2 

IBM DNA Transistor  http://tiny.cc/ibm1 

 

 

  

http://tiny.cc/sequencers
http://tiny.cc/Course
http://tiny.cc/pyro1
http://tiny.cc/pyro2
http://tiny.cc/illumina1
http://tiny.cc/illumina2
http://tiny.cc/SOLiD
http://tiny.cc/SOLiD2
http://tiny.cc/tsms
http://tiny.cc/pacbio
http://tiny.cc/nanop1
http://tiny.cc/ion1
http://tiny.cc/ion2
http://tiny.cc/ibm1
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2.   ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1    ΦΤΣΙΚΟ ΤΛΙΚΟ 

Σο φυτικό υλικό που χρθςιμοποιικθκε προζρχεται από τθν ελιά O. europaea L. ssp. europaea var. 

sativa, καλλιεργιςιμθσ ελαιοπαραγωγοφ ποικιλίασ «Κορωνζικθ». Η ςυλλογι του τριχϊματοσ των φφλλων 

τθσ ελιάσ ζγινε από ελαιόδεντρο που βρίςκεται ςτον ελαιϊνα του Γεωπονικοφ Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν από 

νεαρά αναπτυςςόμενα φφλλα. 

Η απομόνωςθ του τριχϊματοσ των φφλλων ζγινε με τθν βοικεια ξυραφιοφ από τθν αποαξονικι 

επιφάνεια, πολφ προςεκτικά ϊςτε να μθν παραςφρονται άλλα κφτταρα τθσ επιδερμίδασ. Κάκε φορά 

ςυλλζγονταν λίγα φφλλα και ακολουκοφςε αμζςωσ απομόνωςθ τριχϊματοσ κακϊσ και το πρωτόκολλο 

εκχφλιςθσ RNA ϊςτε το δείγμα να είναι φρζςκο. 

2.2   ΑΠΟΜΟΝΩ΢Θ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙ΢ΜΟ΢  ΝΟΤΚΛΕЇΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

2.2.1   Απομόνωςθ ριβονουκλεικών οξζων (RNA) 

 Λειοτρίβιςθ ιςτοφ ςε υγρό άηωτο. 

 Για κάκε 0.1gr ιςτοφ  προςκζτουμε ςτο eppendorf  100μl  RNA Extraction Buffer  και 

100μl φαινόλθ. 

 Ζντονθ ανάδευςθ (vortex 1 min). 

 Φυγοκζντριςθ για 4 λεπτά ςτισ 13000rpm  

      (Δθμιουργοφνται 2 φάςεισ, θ υδατικι είναι πάνω και θ οργανικι κάτω). 

 Μεταφζρουμε το υπερκείμενο (υδατικι φάςθ) ςε κακαρό eppendorf. 

 Προςκζτουμε ίςο όγκο φαινόλθσ και ανάδευςθ (vortex 1 min). 

 Φυγοκζντριςθ για 4 λεπτά ςτισ 13000rpm. 

 Μεταφζρουμε το υπερκείμενο (υδατικι φάςθ) ςε κακαρό eppendorf. 

 Προςκζτουμε ίςο όγκο διαλφματοσ 1:1  

      (φαινόλθ) / (24:1 χλωροφόρμιο:ιςοαμυλικι αλκοόλθ). 

 Ζντονθ ανάδευςθ (vortex 1 min). 

 Φυγοκζντριςθ για 2 λεπτά ςτισ 13000rpm. 

 Μεταφζρουμε το υπερκείμενο ςε κακαρό eppendorf. 

 Προςκζτουμε ίςο όγκο διαλφματοσ 24:1 χλωροφόρμιο:ιςοαμυλικι αλκοόλθ 

 Ζντονθ ανάδευςθ (vortex 1 min). 

 Φυγοκζντριςθ για 2 λεπτά ςτισ 13000rpm. 

 Μεταφζρουμε το υπερκείμενο (υδατικι φάςθ) ςε κακαρό eppendorf. 
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 Προςκζτουμε  2.5 όγκουσ 100% EtOH (παγωμζνθ) και 1/10 του όγκου CH3COONa 3M (pH 

4.8) 

 Αναδεφουμε αργά 20-30 φορζσ με το χζρι και βάηουμε το eppendorf ςτουσ -20οC για 16-

18 ϊρεσ (overnight). 

 Φυγοκεντροφμε για 20 min ςτισ 13000 rpm ςτουσ 4 οC. 

 Αποχφνουμε το υπερκείμενο και αφινουμε το pellet να ςτεγνϊςει 

 Επαναδιαλφουμε ςε αποςτειρωμζνο ddH2O. 

 Σο δείγμα φυλάςςεται ςτουσ -80 οC. 

2.3    ΑΝΑΛΤ΢Θ ΝΟΤΚΛΕЇΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

2.3.1   Ανάλυςθ νουκλεϊκών οξζων ςε πθκτι αγαρόηθσ 

Ηλεκτροφόρθςθ είναι θ τεχνικι εκείνθ, κατά τθν οποία μόρια εξαναγκάηονται να κινθκοφν διαμζςου 

ενόσ πορϊδουσ υλικοφ, με εφαρμογι θλεκτρικοφ πεδίου. Επικυμθτι ποςότθτα αγαρόηθσ τοποκετείται ςε 

κατάλλθλο όγκο νεροφ (w/v) και κερμαίνεται ςε φοφρνο μικροκυμάτων για μερικά λεπτά (ζωσ τθν πλιρθ 

διάλυςθ τθσ αγαρόηθσ) 

  Ακολοφκωσ προςτίκεται ποςότθτα πυκνοφ ΣΑΕ, ϊςτε θ τελικι του  ςυγκζντρωςθ να  

είναι 1x και αναδεφεται. 

 Σελευταία προςτίκεται βρωμιοφχο αικίδιο ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0.5μg/ml 

 Σο διάλυμα αφινεται να κρυϊςει λίγο και ζπειτα τοποκετείται ςε καλοφπι τθσ 

ςυςκευισ θλεκτροφόρθςθσ, ςτο οποίο ζχουν προςαρτθκεί τα αντίςτοιχα  χτενάκια για 

τθ δθμιουργία κζςεων προςκικθσ διαλφματοσ νουκλεϊκϊν οξζων (πθγαδάκια). 

 Μετά τθ ςτερεοποίθςθ του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ, αφαιροφνται τα χτενάκια και 

τοποκετείται το δοχείο-καλοφπι ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ, θ οποία πλθρείται με 

ρυκμιςτικό διάλυμα. 

 ΢τα προσ θλεκτροφόρθςθ δείγματα προςτίκεται κατάλλθλθ μπλε χρωςτικι και ζπειτα 

ποςότθτα αυτϊν τοποκετείται ςτθσ κζςεισ-πθγαδάκια του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ. 

 Εφαρμόηεται ςυνεχισ τάςθ 50-120V. 

 Σο πικτωμα αγαρόηθσ εξετάηεται ςε υπεριϊδθ ακτινοβολία. 

2.3.2   Προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νουκλεϊνικών οξζων 

Ο υπολογιςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νουκλεϊνικϊν οξζων ζγινε με μζτρθςθ τθσ οπτικισ πυκνότθτασ 

(Optical Density, OD) χρθςιμοποιϊντασ το φαςματοφωτόμετρο U-1100 τθσ Hitachi.  Σα νουκλεϊνικά οξζα 

απορροφοφν ςε μικοσ  κφματοσ 260nm και θ ςυγκζντρωςθ τουσ υπολογίηεται από τον τφπο των Beer-

Lambert. ΢ε μικοσ κφματοσ 280nm απορροφοφν οι πρωτείνεσ εξαιτίασ κυρίωσ τθσ περιζχουςασ  

τρυπτοφάνθσ, ενϊ ςτα 240nm απορροφοφν τα φαινολικά παράγωγα.  

Επομζνωσ ο λόγοσ  OD260/OD280 αντιπροςωπεφει τθν κακαρότθτα του διαλφματοσ των νουκλεϊκϊν 

οξζων ωσ προσ τισ πρωτεΐνεσ. Ο ιδανικόσ λόγοσ ιςοφται με 1.8 για DNA και 2 για RNA. 
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 Η ςυγκζντρωςθ των νουκλεϊκϊν οξζων υπολογίηεται από τον τφπο των   Beer-Lambert:  

                                                                  

Όπου α ορίηεται ωσ θ ςυγκζντρωςθ των νουκλεϊκϊν οξζων που παρατθρείται 

όταν O.D.260=1 και ςυγκεκριμζνα για δείγμα DNA, α=50 μg/ml ενϊ για RNA, α=40μg/ml,  D.F. είναι ο 

ςυντελεςτισ αραίωςθσ και ιςοφται με τθν αραίωςθ που ζχει πραγματοποιθκεί για να γίνει θ φωτομζτρθςθ. 

2.4  ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΧΕΙΡΙ΢ΜΟΙ 

2.4.1 Χειριςμόσ με DNase 

Απαραίτθτο βιμα για να καταςτραφεί το DNA που απομονϊνεται κατά τθν απομόνωςθ RNA. 

 προςκζτουμε τα ακόλουκα αντιδραςτιρια ςε ζνα αποςτειρωμζνο eppendorf: 

 

 Trichome 

Nucleic Acids 75 μl 

RQ1 buffer 15 μl 

RQ1 DNase (1u/μl) 5 μl 

RNase Out 1 μl 

H2O 54 μl 

TOTAL 150 μl 

 

 1 ϊρα ςτουσ 37 oC 

 Ανεβάηουμε τον όγκο ςτα 400 μl 

 Ακολουκεί κακαριςμόσ με με φαινόλθ/Sevag και κακίηθςθ με αικανόλθ 

 2.4.2   ΢φνκεςθ πρώτθσ αλυςίδασ (RT) 

Όλεσ οι ςυνικεισ τεχνικζσ καταςκευισ cDNA βιβλιοκικθσ βαςίηονται ςτθν ικανότθτα του ενηφμου 

αντίςτροφθ μεταγραφάςθ (reverse transcriptase - RT) να μεταγράψει το mRNA ςε μονόκλωνο DNA ςτθν 

αντίδραςθ τθσ ςφνκεςθσ πρϊτθσ αλυςίδασ.  

΢ε μερικζσ περιπτϊςεισ θ αντίςτροφθ μεταγραφάςθ ςταματάει πριν μεταγραφεί ολόκλθρθ θ 

αλλθλουχία του mRNA. Αυτό ιςχφει κυρίωσ για μεγάλου μεγζκουσ mRNA ι για μθνφματα με πολλζσ 

δευτεροταγείσ διαμορφϊςεισ.  

Προκειμζνου να αυξθκεί θ αντιπροςϊπευςθ ολοκλθρωμζνων μεταγραφθμάτων ςτθν cDNA 

βιβλιοκικθ, χρθςιμοποιείται ζνασ τροποποιθμζνοσ oligo(dT) εκκινθτισ, o PyroRT primer ο οποίοσ υβριδίηει 

ςτθν poly A+ ουρά του mRNA ϊςτε να ξεκινιςει θ αντίςτροφθ μεταγραφι, κακϊσ και το SMART 

ολιγονουκλεοτίδιο το οποίο λειτουργεί ωσ μικρι μιτρα επιμικυνςθσ του 5’ άκρου του mRNA.  
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  Όταν θ αντίδραςθ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ φτάςει ςτο 5’ άκρο του μθνφματοσ, το ζνηυμο 

SuperScript RT II, λόγω τθσ ιδιότθτασ τθσ τελικισ μεταφοράςθσ που φζρει, προςκζτει λίγεσ βάςεισ ςτο 3’ 

άκρο τθσ ςυντικζμενθσ αλυςίδασ cDNA, κυρίωσ κυτοςίνεσ (oligo(C)).  

 Σο ολιγονουκλεοτίδιο SMART, λόγω του ότι φζρει ςτο 3’ άκρο του γουανίνεσ (oligo(G)), υβριδίηει με 

τισ κυτοςίνεσ που προςτζκθκαν με αποτζλεςμα να αυξάνεται θ μιτρα mRNA.  

 Η αντίςτροφθ μεταγραφάςθ αλλάηει μιτρα και ςυνεχίηει τθν επιμικυνςθ του cDNA μζχρι το τζλοσ 

του ολιγονουκλεοτιδίου.  

Σο μονόκλωνο cDNA που κα προκφψει, κα φζρει ολόκλθρο το 5’ άκρο του mRNA κακϊσ και τθν 

ςυμπλθρωματικι ακολουκία του ολογονουκλεοτιδίου SMART, θ οποία και αποτελεί κζςθ πρόςδεςθσ 

(«άγκυρα»)  του 5’ PCR primer που χρθςιμοποιιται κατά τθν Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ (PCR) 

που ακολουκεί, ϊςτε να δθμιουργθκοφν ενιςχυμζνα δίκλωνα cDNA. Μόνο όςα μονόκλωνα cDNA φζρουν 

αυτιν τθν ακολουκία ςτο 5’ άκρο τουσ κα αποτελζςουν μιτρα κατά τθν ενίςχυςθ με τθν PCR.  

Επίςθσ ςτθ PCR, χρθςιμοποιείται ο PyroREV primer ο οποίοσ είναι αρκετά όμοιοσ με τον PyroRT 

primer, μόνο που δθμιουργεί ςθμειακζσ μεταλλάξεισ ςτθν polyA+  ουρά ϊςτε να μειωκοφν τα 

ομοπολυμερι. Αυτό είναι απαραίτθτο κακϊσ το pyrosequencing ζχει αδυναμία αλλθλοφχιςθσ 

ομοπολυμερϊν ακολουκιϊν (>7-8μερι).  (Beldade et al, 2006) 
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Αφοφ φωτομετρικθκε το δείγμα RNA, θ ςυγκζντρωςθ του προςδιορίςτθκε ωσ 112ng/μl. 

 Αρχικά για τθν δθμιουργία ss cDNA προςκζτουμε τα ακόλουκα αντιδραςτιρια ςε ζνα 

αποςτειρωμζνο eppendorf: 

 Trichome 

RNA 1 μl 

SMART (10μM) 4 μl 

PyroRT (10μM) 4 μl 

ddH2O 1 μl 

TOTAL 10 μl 

 Ανακατεφουμε ελαφρά και κάνουμε spin ςτθν φυγόκεντρο 

 Επωάηουμε ςτουσ 65 oC για 5 λεπτά 

 Σοποκετοφμε τα eppendorfs ςτον πάγο για 2 λεπτά 

 Κάνουμε spin ςτθν φυγόκεντρο 

 Προςκζτουμε τα ακόλουκα ςτο eppendorf: 

 Trichome 

5x First Strand Buffer 4 μl 

DTT (100mM) 2 μl 

dNTP mix (5mM) 2 μl 

Superscript II (200u/μl) 1 μl 

RNase Out 1 μl 

TOTAL 20 μl 

 Ανακατεφουμε απαλά με τθν πιπζτα και κάνουμε spin 

 Επωάηουμε ςτουσ 42 oC για 1 ϊρα 

 Προςκζτουμε 0.5 μl Superscript II ( (200u/μl) 

 Επωάηουμε ςτουσ 42 oC για 1 ϊρα 

 Επωάηουμε ςτουσ 70 oC για 15 min 

 Σοποκετοφμε τα epppendorfs ςτον πάγο για να τερματίςουμε τθν αντίδραςθ 

 Αποκθκεφουμε ςτουσ -20 oC τθν αντίδραςθ ss cDNA 
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2.4.3    Δθμιουργία δίκλωνθσ αλυςίδασ cDNA με LD PCR 

 Προκερμαίνουμε τθν ςυςκευι PCR ςτουσ 95 OC 

 ΢ε αποςτειρωμζνο eppendorf βάηουμε τα εξισ: 

 trichome 

ss cDNA 2 μl 

Phusion (2u/μl) 2 μl 

PCR Buffer 20 μl 

dNTPs Mix (5mM) 5 μl 

5' PCR Primer (10μM) 5 μl 

PyroREV  Primer 5 μl 

ddH2O 61 μl 

Total 100 μl 

 Ανακατεφουμε απαλά και κάνουμε ζνα spin ςτθν φυγόκεντρο 

 Προγραμματίηουμε τθν ςυςκευι PCR ωσ εξισ 

 1st step  95 OC for 1 min 

 2nd step  95 OC for 15 sec 

 3rd step  68 OC fot 6 min 

 4th step go to step 2 for 27 times 

 Αποκθκεφουμε ςτουσ -20 OC 

2.4.4   Κλαςμάτωςθ των cDNAs βάςει μεγζκουσ 

Ο ςκοπόσ είναι να διαχωριςτοφν τα cDNAs που ζχουν προκφψει ανάλογα με το μζγεκοσ τουσ ϊςτε να 

επιλζξουμε τα μεγαλφτερα. 

Χρθςιμοποιικθκαν οι κολόνεσ CHROMA 

SPIN-400 οι οποίεσ περιζχουν μικροςκοπικά 

ιςοδιαμετρικά ςφαιρίδια με πόρουσ  από 

υδρόφιλο υλικό. 

Σα μόρια που είναι μεγαλφτερα από το 

μζγεκοσ των πόρων, δεν μποροφν να ειςζλκουν 

ςτουσ πόρουσ με αποτζλεςμα να κινοφνται 

γρθγορότερα προσ τθν βάςθ τθσ κολϊνασ από 

όςο χρειάηονται τα μικρά μόρια που ειςζρχονται 

ςτουσ πόρουσ. Ζτςι οι πρωτεΐνεσ και τα διαφόρων 

μεγεκϊν DNA εκλφονται κατά ςειρά ελάςςονοσ μεγζκουσ. 
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Διαδικαςία: 

 ΢θμαίνουμε 16 eppendorfs (1.5ml) και τα τοποκετοφμε ςε ζνα ςτατό 

 Προετοιμάηουμε τθν κολϊνα 

 Ανακατεφουμε για να διαλυκεί το μίγμα 

 Με μια πιπζτα Gilson (1000μl) ανακατεφουμε απαλά ϊςτε να αφαιρζςουμε τισ 

φυςαλίδεσ και αφαιροφμε το καπάκι τθσ βάςθσ αφινοντασ να ςτάξει 

φυςιολογικά 

 Προςαρμόηουμε τθν κολϊνα ςε ζνα βραχίονα 

 Αφινουμε το Storage Buffer να ςτάξει μζχρι να μποροφμε να δοφμε τθν 

επιφάνεια του gel. Ο όγκοσ του πορϊδουσ υλικοφ τθσ κολϊνασ πρζπει να είναι 

ςτο 1 ml 

 Η ροι πρζπει να είναι 1 ςταγόνα ανά 40-60 sec και κάκε ςταγόνα περίπου 40 μl 

 Όταν τελιϊςει θ ροι, προςκζτουμε προςεκτικά 700 μl Fractionation Column Buffer και 

αφινουμε να ςτάξει 

 Αφοφ ςταματιςει θ ροι, προςκζτουμε όλο το μίγμα (περίπου 100μl) ςτθν επάνω 

επιφάνεια 

 Αφινουμε το μίγμα να απορροφθκεί πλιρωσ (δεν πρζπει να υπάρχει υγρό ςτθν επάνω 

επιφάνεια του μίγματοσ τθσ κολϊνασ) 

 Mε 100 μl Fractionation Column Buffer ξεπλζνουμε το eppendorf που περιείχε το μίγμα 

και το προςκζτουμε ςτθν επάνω επιφάνεια τθσ κολϊνασ 

 Αφινουμε το Fractionation Column Buffer να ειςζλκει ςτο μίγμα τθσ κολϊνασ. Η 

ςτρϊςθ τθσ βαφισ πρζπει να είναι αρκετά mm μζςα ςτθν κολϊνα 

 Όταν θ ροι αραιϊςει, προςκζτουμε 600 μl buffer κλαςμάτωςθσ και αμζςωσ ξεκινάμε 

τθν ςυλλογι μία ςταγόνα ανά eppendorf (#1-16) (περίπου 35 μl ςε κάκε eppendorf) 

 Μόλισ ολοκθρωκεί θ ςυλλογι, τοποκετοφμε το καπάκι ςτθν κορυφι τθσ κολϊνασ ϊςτε 

να ςταματιςει θ ροι 

 Ελζγχουμε το προφίλ των διαλυμάτων των eppendorfs ςε ζνα gel αγαρόηθσ/EtBr 1.1% 

w/v, θλεκτροφορϊντασ 3 μl από κάκε eppendorf ςε κακϊσ και 0.1 μg DNA size marker. 

Ηλεκτροφοροφμε ςτα 100 V για 15 min (ςτα πρϊτα 5 min ελζγχουμε ςε UV) 

 Προςδιορίηουμε τα καλφτερα κλάςματα με βάςθ τθν ζνταςθ των ηωνϊν  ςε UV, 

επιλζγουμε τα μεγαλφτερα και τα ομογενοποιοφμε. 
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2.5 ΑΛΛΘΛΟΤΧΙ΢Θ ΣΩΝ  cDNAs  

Η αλλθλοφχιςθ ζγινε με τθν πλατφόρμα GS FLX τθσ Roche που βαςίηεται ςτθν τεχνολογία 

αλλθλοφχιςθσ «κατά τθν ςφνκεςθ» (454 pyrosequencing) ςε ςυνεργαςία με το εργαςτιριο Γενετικισ και 

Μοριακισ Βιοτεχνολογίασ του  Ινςτιτοφτου Θαλάςςιασ Βιολογίασ και Γενετικισ του ΕΛΚΕΘΕ ςτθν Κριτθ. Για 

τθν αλλθλοφχιςθ χρθςιμοποιικθκε το 1/16 τθσ πλακζτασ PicoTiterPlate. 
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2.6 ΒΙΟΠΛΘΡΟΦΟΡΙΚΘ ΑΝΑΛΤ΢Θ 

2.6.1  Κακαριςμόσ των αλλθλουχιών από τουσ εκκινθτζσ και ομαδοποίθςθ τουσ 

Οι αλλθλουχίεσ «κακαρίςτθκαν» (trimmed) από τουσ εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν κατά τθν 

ςφνκεςθ του dscDNA με τθν βοικεια του αλγόρικμου cutadapt v. 0.9. Η ομαδοποίθςθ τουσ ςε clusters 

(διαβάςματα που ζχουν ομοιότθτεσ και αντιπροςωπεφουν το ίδιο γονίδιο) ζγινε με τθν βοικεια του CD-

HIT-EST. ΢αν ελάχιςτο ποςοςτό ομοιότθτασ ορίςτθκε το 95% και ελάχιςτο μζγεκοσ οι 100 βάςεισ. Οι 

παράμετροι του αλγόρικμου ρυκμίςτθκαν ϊςτε να ελζγχεται κάκε αλλθλουχία κακϊσ και θ 

ςυμπλθρωματικι τθσ με τισ υπόλοιπεσ και το clustering να γίνεται με βάςθ τθν μζγιςτθ ομοιότθτα και όχι 

ςτο πρϊτο cluster που πλθρείται ο κανόνασ του 95%. Η βιοπλθροφορικι ανάλυςθ ζγινε ςε ςυνεργαςία με 

το εργαςτιριο Γενετικισ Βελτίωςθσ και Βιοτεχνολογίασ Οπωροκθπευτικϊν του MAIX, ςτθν Κριτθ. 

2.6.2 Παράλλθλοσ χειριςμόσ αρχείων με πολλαπλζσ ακολουκίεσ (multi-fasta file) 

Μετά τθν αλλθλοφχιςθ, προζκυψε ζνα αρχείο με πολλζσ ακολουκίεσ.  

Κςωσ ο πιο γνωςτόσ τρόποσ μαηικοφ blast είναι με το πρόγραμμα Blast2Go (Götz et al, 2008) .  

 

΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ εφαρμογισ Blast2GO. 
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2.7   ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ 

         ΢φνκεςθ πρώτθσ αλυςίδασ 
 SMART Oligonucleotide (10 μM)  

   5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTG GCC ATT ACG GCC GGG -3’ 

 PyroRT  Primer (10 μM)  

               5’-ACC AGG TCA CTC GAG GAC ATG TTT TTT TCT TTT TTT TTT (N-1) (N)-3’  

               (N–1 = A, G, or C) και (N = A, G, C, or T) 

 SuperscriptTM Reverse Transcriptase (200u/μl) 

Storage Buffer: 20mM Tris-HCL (pH 7.5), 100mM NaCl, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 0.01% (v/v) NP-40, 

50% (v/v) glycerol 

 5X First-Strand Buffer  

               250 mM Tris (pH 8.3)  

               15 mM MgCl2  

               375 mM KCl 

DTT (dithiothreitol, 0.1M) 

 RNase Out (40u/ μl) 

Storage Buffer: 20mM Tris-HCL (pH 8.0), 50mM KCl, 0.5mM EDTA, 8mM DTT, 50% (v/v) glycerol 

 RQ1 RNase-Free DNase (1u/μl) 

Storage Buffer: 10mM HEPES (pH 7.5), 50% (v/v) glycerol, 10mM CaCl2, 10mM MgCl2 

 RQ1 DNase Reaction Buffer (10X) 

400mM Tris-HCL (pH 8.0) 

100mM MgSO4 

10mM CaCl2 

           cDNA ενίςχυςθ 

 5' PCR Primer (10 μM)  

               5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3’ 

 PyroREV (10 μM) 

5’-ACC AGG TCA CTC GAG GAC ATG TTT TGT TCT TGT TGT TTT (N-1) (N)-3’ 

(N–1 = A, G, or C) και (N = A, G, C, or T) 

 dNTP Mix (5 mM each of dATP, dCTP, dGTP, and dTTP; 

   Phusion HF DNA Polymerase (2u/ μl) 

Storage Buffer: 20mM Tris-HCL (pH 7.4), 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 100mM KCl, 0.5% Tween 20, 0.5% 

Nonidet P40, 200μg/ml BSA, 50% (v/v) glycerol 

 Phusion HF Buffer (5X) 

7.5 mM MgCl2 

        Κακαριςμόσ cDNA  

 10 CHROMA SPIN-400 Columns 

 30 ml 1X Fractionation Column Buffer 
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          Διαλφματα απομόνωςθσ RNA 

 RNA extraction Buffer: 100 mM tris-HCL (pH = 9.5), 0.5% SDS w/v 

 Sevag: (24 : 1 χλωροφόρμιο – ιςοαμυλικι αλκοόλθ) 

 Φαινόλθ (pH 8.0) 

          Διαλφματα Θλεκτροφόρθςθσ DNA-RNA 

 TAE (50x) : 100ml από 0.5Μ EDTA pH=8, 57ml CH3COOH, 242gr Tris base ςε τελικό όγκο 1 lt 

 EtBr      : 10mg/ml (φυλάςςεται ςε ςκουροχρωμο δοχείο) 

 Loading dye: 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 40% (w/v) sucrose 
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3.  ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ   

3.1   ΢ΤΛΛΟΓΘ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙ΢ΜΟ΢  RNA 

Η απομόνωςθ RNA από τισ τρίχεσ των φφλλων τθσ ελιάσ, αποδείχτθκε μια δφςκολθ υπόκεςθ κακϊσ 

αφενόσ θ ποςότθτα RNA που μποροφςε να απομονωκεί κάκε φορά ιταν μικρι, αφετζρου θ κακαρότθτα 

των δειγμάτων δεν ιταν τόςο καλι αφοφ οι λόγοι OD260/OD280 (πρωτεϊνικζσ προςμίξεισ) και OD240/OD260 

(φαινολικζσ προςμίξεισ) ιταν ςχετικά χαμθλοί. 

Επομζνωσ για να ςυγκεντρωκεί κακαρότερο δείγμα αλλά και επαρκισ ποςότθτα, ζγιναν πολλζσ 

ανεξάρτθτεσ απομονϊςεισ οι οποίεσ ομογενοποιοφνταν και ξαναπερνοφςαν από κακαριςμό και 

ομογενοποίθςθ 2 ι 3 φορζσ. 

΢ε κάκε eppendorf μοιράηαμε περίπου 20-30mg ιςτοφ και μετά τθν απομόνωςθ RNA ζμεναν 5-10 μg 

νουκλεϊκϊν με λόγο κακαρότθτασ OD240/OD260 κοντά ςτο 1.2. 

΢υνολικά ζγιναν 78 απομονϊςεισ RNA οι οποίεσ ανά 3 ομογενοποιοφνταν ςε 1 eppendorf και γινόταν 

κακαριςμόσ   

(phenol  1:1 phenol/chloroform  chloroform  Η2Ο.) 

Σα 26 eppendorfs θλεκτροφορικθκαν (1.5μl / πθγαδάκι) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1 Απομονϊςεισ νουκλεικϊν οξζων από τα τριχϊματα. 

 



Αποτελζςματα 

[34] 
 

              Ζπειτα ομογενοποιικθκαν ςε 5 eppendofs και φωτομετρικθκαν (10 μl): 

Δείγμα D.F. 260/280 C (μg/ml) 

1 1/100 1.3 104 

2 1/100 1.26 192 

3 1/100 1.25 280 

4 1/100 1.15 248 

5 1/100 1.21 184 

Αυτά τα 5 δείγματα ομογενοποιικθκαν ςε 2 eppendorfs και ξαναζγινε κακαριςμόσ και τελικά το πιο 

διαυγζσ από τα δφο eppendorfs επιλζχκθκε για άλλο ζνα κακαριςμό. 

Σελικά το δείγμα που χρθςιμοποιικθκε ςαν μιτρα για τθν δθμιουργία dscDNA φωτομετρικθκε: 

Δείγμα D.F. 260/280 C (μg/ml) total 

A 1/120 1.17 100.8 10 μg 

Αντίδραςθ  με DNase 
Ακολοφκθςε πζψθ με DNase ϊςτε να αφαιρεκεί το DNA που από το δείγμα πριν τθν ςφνκεςθ ss 

cDNA.  

 Trichome 

Nucleic Acids 75 μl 
RQ1 buffer 15 μl 
RQ1 DNase (1u/μl) 5 μl 
RNase Out 1 μl 
H2O 54 μl 

TOTAL 150 μl 

Η αντίδραςθ χωρίςτθκε ςε 2 eppendorfs και τοποκετικθκε για 1 ϊρα ςτουσ 37 oC ςτθν κεφαλι  τθσ 

PCR. Ζπειτα ομογενοποιικθκαν τα 2 eppendorfs ςε ζνα, προςτζκθκαν 250 μl ddH2O (τελικόσ όγκοσ 400 μl) 

και ακολοφκθςε κακαριςμόσ με φαινόλθ/SEVAG και overnight precipitation ςτουσ -20 oC (2XΦΟΗ/SEVAG 

SEVAG 2,5V EtOH 100% & 1/10V CH3COONa 3M, pH 4.8). 

Σθν επόμενθ θμζρα, το δείγμα τοποκετικθκε ςτουσ -80 oC για 15 λεπτά και 

ακολοφκθςε φυγοκζντριςθ ςτουσ 4 oC για 30 λεπτά ςτισ 13.000rpm. Σελικά ζγινε 

επαναδιάλυςθ ςε 30μl ddH2O. Από αυτό 2 μl θλεκτροφορικθκαν και 5 μl 

φωτομετρικθκαν . Σο δείγμα φυλάχκθκε ςτουσ -80 oC 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2 RNA μετά από πζψθ με DNase. 

 Πρίν τθν DNase Μετά τθν DNase 

Concentration 100.8 ng/μl 112 ng/μl 
Total 7.56 μg 3.36 μg 

260/280 1.17 1.40 
Recovery  44.4% 
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3.1.2   ΢φνκεςθ πρώτθσ αλυςίδασ 

Χρθςιμοποιικθκε 1 μl (112 ng) από το δείγμα RNA τριχιδίων. Η αντίδραςθ τθσ αντίςτροφθσ 

μεταγραφάςθσ ζγινε για 2 ϊρεσ ςτουσ 42 OC ςε τελικό όγκο 20 μl και μόλισ ολοκλθρϊκθκε θ 1 ϊρα 

προςτζκθκε 0.5 μl (50u) ενηφμου. 

3.1.3   ΢φνκεςθ  cDNA  

Μετά τθν αντίδραςθ τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ, ακολοφκθςε θ ςφνκεςθ τθσ δεφτερθσ 

αλυςίδασ. ΢αν μιτρα χρθςιμοποιικθκαν 2 μl από το RT ( 1/10 του όγκου), θ αντίδραςθ του LD PCR ζγινε 

ςτα 100μl και αφοφ ολοκλθρϊκθκε, 5μl δείγματοσ (1/20 του όγκου) θλεκτροφορικθκαν με 1μl loading dye 

ςε πολφ λεπτό gel αγαρόηθσ, 1%.  

Σα ίδια βιματα ζγιναν πρϊτα και με poly A+ RNA ανκρϊπινου πλακοφντα (50 ng) ςαν control. 

΢κοπόσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ είναι αφενόσ να ελεγχκεί  ότι και οι δφο αντιδράςεισ δοφλεψαν και 

αφετζρου να εκτιμθκεί μια παραλλακτικότθτα ςτα προϊόντα τθσ αντίδραςθσ θ οποία δθλϊνει διαφορετικοφ 

μικουσ cDNA (smear). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3: Δίκλωνο dscDNA διαφόρων μεγεκϊν (smear) από 

poly A+ RNA ανκρϊπινου πλακοφντα (Α, control) και από 

τριχϊματα (Β).  

 

Α                                  Β 
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Προκειμζνου να εξακριβωκεί το κατά πόςο ο χρόνοσ επιμικυνςθσ ςτο PCR ευνοεί το smear, ζγιναν 

άλλεσ 4 αντιδράςεισ από τθν ίδια μιτρα ss cDNA αυξάνοντασ τον χρόνο ςτουσ 68 oC με βιμα 30 sec. 

 

 

 

            1st step 95 oC for 1 min 

            2nd step 95 oC for 15 sec 

            3rd step 68 oC for X min 

            4th step got to step 2 for 27 times 

Εικόνα 3.4: Επίδραςθ του χρόνου επιμφκθνςθσ κατά 

το LD-PCR ςτο smear. Από αριςτερά ζχουμε  6:00, 

6:30, 7:00, 7:30 και 8:00 λεπτά. Ηλεκτροφόρθςθ 5μl 

από τα 100. 

 

 

 

 

 

΢αν πιο αποδοτικό PCR κεωρικθκε αυτό με χρόνο επιμικυνςθσ τα 7:30 

min. Ακολοφκθςαν άλλα 5 PCR των 7:30 min με μιτρα το υπόλοιπο RT (2 μl 

each / 10 μl total). Σο mastermix ιταν κοινό οπότε επιλζχκθκαν 2 για ζλεγχο με 

θλεκτροφόρθςθ. 

΢υνολικά λοιπόν ζγιναν 6 αντιδράςεισ με elongation time 7:30 min. Αυτά 

ενϊκθκαν ςε 2 eppendorfs ανά τρία και ζγινε overnight precipitation ςτουσ -20 
oC (προςτζκθκαν 2.5V EtOH 100% & 1/10V CH3COONa ,3M, pH 4.8). 

Σθν επόμενθ ακολοφκθςε φυγοκζντριςθ ςτισ 13.000 rpm για 30 min, το 

κάκε pellet επαναδιαλφκθκε ςε 50 μl ddH2O και τα 2 δείγματα 

ομογενοποιικθκαν. 
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3.1.6   Κλαςμάτωςθ cDNA ανάλογα με το μζγεκοσ  

Προκειμζνου να ελαχιςτοποιθκεί θ πικανότθτα απϊλειασ υλικοφ κατά τθν κλαςμάτωςθ, ζγινε 

ςυλλογι όλων των κλαςμάτων μζχρι να κατζβει τελείωσ θ βαφι από τθν κολϊνα και προζκυψαν 28 

κλάςματα. 

Ζπειτα  για να ελεγχκεί το προφίλ των κλαςμάτων, θλεκτροφορικθκαν 3μl από κάκε κλάςμα ςε 2 

πολφ λεπτά gel αγαρόηθσ 1% μαηί με 1μl loading dye ςε κάκε πθγαδάκι. Επίςθσ φορτϊκθκε και  molecular 

marker ϊςτε να εκτιμθκεί ο μζςοσ όροσ μεγζκουσ cDNA των κλαςμάτων. ΢κοπόσ είναι να ομογενοποιθκοφν 

τα κλάςματα των οποίων ο μζςοσ όροσ είναι μεγαλφτεροσ από 500 βάςεισ. 

             Μ       0       1       2       3      4       5      6       7      8       9      10    11     12     13   14    Μ 

 

                        Μ       15     16     17     18     19     20     21     22     23     24     25     26     27     28    Μ    

 

Εικόνα 3.5 Ηλεκτροφόρθςθ κάκε κλάςματοσ. 
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Όπωσ φαίνεται από τισ εικόνεσ τα κλάςματα 0-11 ικανοποιοφν τθν ςυνκικθ Μ.Ο. ≥ 500bp και αυτά 

ομογενοποιικθκαν ςε ζνα eppendorf (ςυνολικά περίπου 500μl). 

Η ςυγκζντρωςθ και θ κακαρότθτα του δείγματοσ προςδιορίςτθκε ςτο Nanodrop ND-1000 

spectrophotometer 

 ds cDNA 

Concentration 87.9 ng/μl 
OD260/280 1.79 

total ~ 44 μg 

΢τάλκθκαν 200 μl (17.6 μg) ςτον ΕΛΚΕΘΕ (Κριτθ) για αλλθλοφχιςθ. 

Pyrosequencing 
Για τθν αλλθλοφχιςθ του μεταγραφιματοσ του τριχϊματοσ τθσ ελιάσ χρθςιμοποιικθκε το 

πρωτόκολλο του Rapid Library Preparation τθσ Roche και το αντίςτοιχο κιτ. Χρθςιμοποιικθκαν 160 μl cDNA 

ςυγκζντρωςθσ 90 ng/μl (ςυνολικά περίπου 14 μg) τα οποία κραφςτθκαν με πεπιεςμζνο άηωτο (1 λεπτό ςε 

πίεςθ 2.1 bar). Κατόπιν προςδζκθκαν ςτα άκρα των κραυςμάτων οι ειδικοί προςαρμογείσ, 

απομακρφνκθκαν τα κραφςματα μικροφ μεγζκουσ (<350-400 βάςεισ) και θ βιβλιοκικθ ποςοτικοποιικθκε 

με φωτομζτρθςθ ςε φκοριόμετρο QuantiFluor™-ST Fluorometer (Promega).  Οι προςαρμογείσ του Rapid 

Library Preparation κιτ φζρουν ςτο άκρο τουσ ζνα μόριο τθσ φκορίηουςασ ουςίασ FAM, που επιτρζπει τθν 

άμεςα ποςοτικοποίθςθ ςε φκοριόμετρο με μεγάλθ ακρίβεια. Επίςθσ ζγινε θλεκτροφόρθςθ 1μl από το 

δείγμα πριν και μετά τθν παραςκευι τθσ βιβλιοκικθσ ςε High Sensitivity DNA chip ςτο μθχάνθμα 

Bioanalyser (Agilent) για να εκτιμθκεί θ κατανομι των κραυςμάτων. Η βιβλιοκικθ DNA που 

παραςκευάςτθκε εκτιμικθκε ότι περιείχε περίπου 18,96x109 μόρια ανά μl και θ κατανομι των 

κραυςμάτων ιταν από 500 ζωσ 1700 βάςεισ με μζςο μζγεκοσ τισ 695 βάςεισ. Κατόπιν 

παραςκευάςτθκε αραίωςθ του δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 1 x 107 μόρια ανά μl.  

 

Εικόνα 3.6: 

Ηλεκτροφόρθςθ 

1μl από το δείγμα 

πριν (πράςινο)  και 

μετά (κόκκινο) τθν 

παραςκευι τθσ 

βιβλιοκικθσ ςε 

High Sensitivity 

DNA chip, μαηί με 

DNA Ladder mix 

(μπλε). Οι κορυφζσ 

αντιςτοιχοφν ςε 

50, 100, 150, 200, 

300, 400, 500, 600, 

700, 1000, 2000, 

3000 και 7000 bp. 
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Ακολοφκθςε θ emulsion PCR όπου δοκιμάςτθκαν δφο αναλογίεσ κραυςμάτων DNA προσ ςφαιρίδια 

DNA, 4:1 και 16:1. Η διαδικαςία αυτι (titration) γίνεται για να προςδιοριςτεί θ βζλτιςτθ αναλογία ϊςτε θ 

πλειοψθφία των ςφαιριδίων να προςδεκεί με ζνα μόνο κραφςμα DNA. Μετά τθν emulsion PCR γίνεται 

κακαριςμόσ και επιλογι των ςφαιριδίων που φζρουν πολλαπλαςιαςμζνο DNA ςτθν επιφάνειά τουσ, μζςω 

probes που υβριδίηουν με το DNA και προςδζνονται με βιοτίνθ ςε μαγνθτικά ςφαιρίδια επικαλυμζνα με 

ςτρεπταβιδίνθ. Σα εμπουτιςμζνα ςφαιρίδια DNA μετρϊνται με ειδικό μθχάνθμα (Coulter counter, 

Beckman) και προςδιορίηεται το ποςοςτό εμπλουτιςμοφ ςε ςχζςθ με τον αρχικό αρικμό ςφαιριδίων που 

χρθςιμοποιικθκαν. Σιμζσ εμπλουτιςμοφ μεταξφ 5 και 20% είναι ενδεικτικζσ για βιβλιοκικεσ που δίνουν 

ςυνικωσ καλά αποτελζςματα αλλθλοφχθςθσ. Για τθ βιβλιοκικθ του τριχϊματοσ τθσ ελιάσ ο εμπλουτιςμόσ 

ιταν περίπου 9% για τθν αναλογία 4:1 και 29.7% για τθν αναλογία 16:1. Χρθςιμοποιικθκε τελικά θ πρϊτθ 

αναλογία και φορτϊκθκαν 125000 ςφαιρίδια DNA ςτο 1/16 τθσ πλάκασ (PicoTiter Plate) και 

αλλθλουχικθκαν ςτο μθχάνθμα GS FLX με χριςθ του GS FLXTitanium Sequencing κιτ (Roche). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.7: Snapshots από το πρόγραμμα που ζκανε τθν πρϊτθ ανάλυςθ των αποτελεςμάτων ςτο software 

GS Run Browser (full processing). Σο δείγμα μασ είναι ςτο πρϊτο lane (region 1). Διακρίνονται ςτατιςτικά 

τθσ αλλθλοφχιςθσ όπωσ πόςα πθγαδάκια φορτϊκθκαν, πόςα είχαν το key sequence, πόςα είχαν διπλά 

διαβάςματα κτλ 
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Βιοπλθροφορικι Ανάλυςθ 

Από τθν αλλθλοφχιςθ με το GS-FLX προζκυψε ζνα αρχείο τφπου «.sff» (Standard Flowgram File) το 

οποίο περιζχει όλα τα διαβάςματα κακϊσ και πλθροφορίεσ για το κακζνα. ΢υνολικά τα διαβάςματα ιταν 

13059. 

Αρχικά αφαιρζκθκαν οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν (trimming) που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

δθμιουργία των ds cDNAs με τον αλγόρικμο cutadapt (v.0.9). Λόγω του ότι θ κατεφκυνςθ τθσ αλλθλοφχιςθσ 

δεν είναι γνωςτι, αφαιρζκθκαν και οι ανάςτροφεσ ςυμπλθρωματικζσ αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν. 

Πιο ςυγκεκριμζνα, τα αποτελζςματα ιταν τα εξισ: 

 Σο ολιγονουκλεοτίδιο SMART αφαιρζκθκε από το 5’ άκρο των διαβαςμάτων 8587 φορζσ ςυνολικά 

(7569 φορζσ βρζκθκε ολόκλθρο). Λόγω τθσ πικανότθτασ να ζχει ενςωματωκεί πολλαπλζσ φορζσ ο 

αλγόρικμοσ ορίςτθκε ϊςτε να το εντοπίηει ζωσ 3 φορζσ διαδοχικά. 

 Η ανάςτροφθ και ςυμπλθρωματικι ακολουκία του SMART αφαιρζκθκε από το 3’ άκρο 1865 φορζσ 

ςυνολικά (799 φορζσ βρζκθκε ολόκλθρο). Επίςθσ ζωσ 3 φορζσ διαδοχικά. 

 Σο ολιγονουκλεοτίδιο PyroREV αφαιρζκθκε από το 5’ άκρο 990 φορζσ ςυνολικά (799 φορζσ 

ολόκλθρο). 

 Η ανάςτροφθ και ςυμπλθρωματικι ακολουκία του PyroREV αφαιρζκθκε από το το 3’ άκρο 527 

φορζσ ςυνολικά (250 φορζσ ολόκλθροσ). 

Ακολοφκθςε ομαδοποίθςθ τουσ ςε clusters (διαβάςματα που ζχουν ομοιότθτεσ και 

αντιπροςωπεφουν το ίδιο γονίδιο), με τθν βοικεια του CD-HIT-EST. ΢αν ελάχιςτο ποςοςτό ομοιότθτασ 

ορίςτθκε το 95% και ελάχιςτο μζγεκοσ οι 100 βάςεισ. Οι παράμετροι του αλγόρικμου ρυκμίςτθκαν ϊςτε να 

ελζγχεται κάκε αλλθλουχία κακϊσ και θ ςυμπλθρωματικι τθσ με τισ υπόλοιπεσ και το clustering να γίνεται 

με βάςθ τθν μζγιςτθ ομοιότθτα και όχι ςτο πρϊτο cluster που πλθρείται ο κανόνασ του 95%. Όςεσ 

αλλθλουχίεσ δεν εντάςςονται ςε κάποιο cluster κεωροφνται singleton (δθλαδι είναι αλλθλουχίεσ με 

μοναδιαία εκπροςϊπθςθ αφοφ δεν ζχουν επικάλυψθ με τα υπόλοιπα). 

΢υγκεντρωτικά καταλιξαμε ςτα εξισ: 

 Άκροιςμα 
αλλθλουχιών 

Μζςο 
μζγεκοσ 

Ελάχιςτο 
μζγεκοσ 

Μζγιςτο 
μζγεκοσ 

Μζγεκοσ του 
50% 

΢υνολικά 7258 262,4 bp 100 bp 593bp 245 bp 

΢ε clusters 2659 267,5 bp 100 bp 593 bp 248 bp 

Singletons 4599 259,4 bp 100 bp 562 bp 242 bp 

Προζκυψαν ςυνολικά 769 clusters με το μικρότερο να αποτελείται από 2 αλλθλουχίεσ ενϊ το 

μεγαλφτερο από 67. 

Οι 7258 ακολουκίεσ είναι ςε ζνα αρχείο (multifasta) και ο χειριςμόσ τουσ γίνεται παράλλθλα με το 

Blast2Go (Götz et al, 2008). Χρθςιμοποιικθκε θ ζκδοςθ 2.4.8. 
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΢τθν παρακάτω γράφθμα βλζπουμε τθν κατανομι μεγζκουσ των αλλθλουχιϊν 

Σο πρϊτο βιμα είναι θ μαηικι αναηιτθςθ ομολογιϊν (BLAST - Basic Local Alignment Search Tool). 

Χρθςιμοποιικθκε θ βάςθ του NCBI με τισ εξισ παραμζτρουσ: 

 Blast DataBase    : nr 

 Blast Program     : blastx (v. 2.2.25+) 

 Blast ExpectValue : 1.0E-6  

Η βάςθ δεδομζνων nr περιλαμβάνει όλεσ τισ ακολουκίεσ που είναι διακζςιμεσ ςτισ βάςεισ GenBank, 

EMBL, DDBJ και PDB. 

Ο αλγόρικμοσ που χρθςιμοποιικθκε είναι ο blastx, ο οποίοσ ςυγκρίνει τθν μεταφραηόμενθ 

ακολουκία αμινοξζων κάκε αλλθλουχίασ με γνωςτζσ πρωτεΐνεσ. Κάκε αλλθλουχία μεταφράηεται και ςτα ζξι 

πικανά αναγνωςτικά πλαίςια και κακζνα ελζγχεται ανεξάρτθτα για τθν ομοιότθτα του προϊόντοσ του με 

γνωςτζσ πρωτεΐνεσ. Ζτςι είναι πολφ χριςιμοσ ςε αναλφςεισ ESTs, όπου θ κατεφκυνςθ αλλθλοφχιςθσ κακϊσ 

και το αναγνωςτικό πλαίςιο είναι άγνωςτα, κακϊσ και πιο αναλυτικόσ κακϊσ θ ςφγκριςθ γίνεται ςε επίπεδο 

αμινοξζων. 

Σο Expect value είναι μια παράμετροσ που εκφράηει τον αρικμό των τυχαίων (εςφαλμζνων) 

αποτελεςμάτων που αναμζνονται όταν γίνεται ζνα BLAST. Η τιμι του μειϊνεται όςο αυξάνει ο βακμόσ 

ομοιότθτασ. Για παράδειγμα, όταν ζνα αποτζλεςμα ζχει EValue = 1, τότε ςτθν δεδομζνθ βάςθ αναμζνεται 1 

ακολουκία να ζχει τον ίδιο βακμό ομοιότθτασ με τθν δικι μασ κατά τφχθ. Όςο πιο κοντά ςτθν τιμι 0 είναι, 

τόςο πιο ςθμαντικι είναι θ ομοιότθτα. Όταν ρυκμίηεται λοιπόν θ τιμι του EValue ≤ 1.0E-6, ορίηουμε ζνα 

«κατϊφλι ομοιότθτασ» και  επιςτρζφουν μόνο αποτελζςματα που πλθροφν αυτι τθν προχπόκεςθ, 

επιτυγχάνοντασ πιο «αυςτθρά» BLAST. 

Από 7258 ακολουκίεσ που ζγιναν BLAST, βρζκθκαν 1835 να πλθροφν τον κανόνα του EValue ≤ 1.0E-6. 
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Από το βιμα του blast προζκυψαν τα ακόλουκα ςτατιςτικά γραφιματα  

Η ςυνολικι κατανομι των τιμϊν των EValues  

 Η ςυνολικι κατανομι του βακμοφ ομοιότθτασ των ακολουκιϊν 

 



Αποτελζςματα 

[43] 
 

Σα είδθ με το βζλτιςτο αποτζλεςμα ςτο blast 

 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ του blast, ακολοφκθςε το βιμα τθσ χαρτογράφθςθσ 

(mapping) των αποτελεςμάτων. ΢ε αυτό το βιμα γίνεται ανάκτθςθ όλων των χαρακτθριςμϊν (Gene 

Ontology terms, GO terms) που ζχουν αντιςτοιχθκεί ςτα γονίδια που επζςτρεψαν ςαν αποτζλεςμα ςτο 

blast. ΢ε κάκε ακολουκία μποροφν να ςυςχετιςτοφν από κανζνα ζωσ πολλά GO terms. 

΢το παρακάτω γράφθμα φαίνονται ο αρικμόσ των GO terms που ανακτικθκαν από κάκε βάςθ για τισ 

αλλθλουχίεσ μασ. 
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΢τθν ςυνζχεια, ακολοφκθςε το βιμα του Annotation. Εδϊ επιλζγονται αυςτθρά τα GO terms που 

ανακτικθκαν ςτο βιμα του Mapping και αντιςτοιχίηονται ςτισ αλλθλουχίεσ. Η επιλογι γίνεται με βάςθ τον 

πιο εξειδικευμζνο χαρακτθριςμό εντόσ ενόσ εφρουσ αξιοπιςτίασ. Οι παράμετροι ορίςτθκαν ωσ εξισ: 

 E-Value-Hit-Filter      : 1.0E-6 

 Annotation CutOff       : 55 

 GO Weight               : 5 

 Hsp-Hit Coverage CutOff : 0 

Σο E-Value-Hit-Filter ορίηει ότι μόνο τα αποτελζςματα των οποίων το E-Value ≤1.0E-6 κα 

χρθςιμοποιθκοφν για το  annotation. Οι υπόλοιπεσ τρεισ ρυκμίςεισ, είναι οι προεπιλεγμζνεσ τιμζσ του 

προγράμματοσ. 

΢υνοπτικά τα αποτελζςματα του annotation ιταν: 

 Annotations (ζυνολικά)        : 5976 

 Αλληλουχίες με annotation     : 1274 

 Κωδικοί ενζύμων (ζυνολικά)    : 628 

 Αλληλουχίες με κωδικό ενζύμου : 521 

Η κατανομι των αλλθλουχιϊν μασ φαίνεται ςτο παρακάτω γράφθμα: 

 

Από τισ 7258 αλλθλουχίεσ, αντιςτοιχικθκε annotation ςτισ 1274. Πιο ςυγκεκριμζνα, από τα 4599 

singletons, βρζκθκε annotation για τα 902 ενϊ από τισ 2659 αλλθλουχίεσ που ανικουν ςε clusters, ζγιναν 

annotated οι 372. 

Οι κωδικοί των ενηφμων (EC numbers) που αντιςτοιχικθκαν ςτισ αλλθλουχίεσ, εμπλζκονται ςτα 

παρακάτω μονοπάτια ςφμφωνα με τθν βάςθ δεδομζνων KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).  
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Amino Acid Metabolism 

 Arginine and proline metabolism                         9 
 Alanine, aspartate and glutamate metabolism             7 
 Cysteine and methionine metabolism                      5 
 Phenylalanine metabolism                                4 
 Glycine, serine and threonine metabolism                4 
 Tyrosine metabolism                                     4 
 Tryptophan metabolism                                   5 
 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis     2 
 Histidine metabolism                                    2 
 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis             2 

Metabolism of Other Amino Acids 

 Cyanoamino acid metabolism                              1 
 Selenocompound metabolism                               1 
 Glutathione metabolism                                  7 

Nucleotide Metabolism 

 Purine metabolism                                       9 
 Pyrimidine metabolism                                   3 

Translation 

 Aminoacyl-tRNA biosynthesis                             1 

Signal Transduction 

 Phosphatidylinositol signaling system                   6 

Energy Metabolism 

 Sulfur metabolism                                       3 
 Carbon fixation in photosynthetic organisms             6 
 Nitrogen metabolism                                     7 
 Methane metabolism                                     11 
 Oxidative phosphorylation                               8 

Metabolism of Cofactors and Vitamins 

 Vitamin B6 metabolism                                   2 
 Porphyrin and chlorophyll metabolism                    3 
 Pantothenate and CoA biosynthesis                       3 
 Retinol metabolism                                      2 
 Riboflavin metabolism                                   2 

Lipid Metabolism 

 Sphingolipid metabolism                                 2 
 Fatty acid biosynthesis                                 4 
 Biosynthesis of unsaturated fatty acids                 2 
 Steroid hormone biosynthesis                            3 
 Glycerophospholipid metabolism                          3 
 alpha-Linolenic acid metabolism                         3 
 Fatty acid metabolism                                   8 

Carbohydrate Metabolism 

 C5-Branched dibasic acid metabolism                     2 
 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism                 3 
 Butanoate metabolism                                    4 
 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism             3 
 Ascorbate and aldarate metabolism                       3 
 Galactose metabolism                                    4 
 Fructose and mannose metabolism                         4 
 Pentose phosphate pathway                               5 
 Inositol phosphate metabolism                           6 
 Pentose and glucuronate interconversions                5 
 Propanoate metabolism                                   5 
 Starch and sucrose metabolism                          10 
 Pyruvate metabolism                                    10 
 Glycolysis / Gluconeogenesis                           11 
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Glycan Biosynthesis and Metabolism 

 Glycosphingolipid biosynthesis                          1 
 Glycosaminoglycan degradation                           1 

Metabolism of Terpenoids and Polyketides 

 Terpenoid backbone biosynthesis                         2 
 Limonene and pinene degradation                         2 
 Diterpenoid biosynthesis                                1 

Biosynthesis of Other Secondary Metabolites 

 Isoquinoline alkaloid biosynthesis                      1 
 Anthocyanin biosynthesis                                1 
 Flavonoid biosynthesis                                  3 
 Phenylpropanoid biosynthesis                            5 
 Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis  2 

Xenobiotics Biodegradation and Metabolism 

 Fluorobenzoate degradation                              1 
 Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation         1 
 Naphthalene degradation                                 1 
 Toluene degradation                                     2 
 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450            3  
 Aminobenzoate degradation                               3 
 Chloroalkane and chloroalkene degradation               2 
 Drug metabolism - cytochrome P450                       4 
 Drug metabolism - other enzymes                         2 

 

Πίνακασ 3.1 

 

Περίπου τα 2/3 λοιπόν των annotations προζρχονται από τα singletons. Από τα αποτελζςματα αυτϊν 

δθμιουργικθκαν δφο τφπων γραφιματα («επιπζδου περιγραφισ GO 2» και «πολλαπλϊν επιπζδων») για 

κάκε μια από τισ εξισ τρεισ κατθγορίεσ: α) Βιολογικι Διεργαςία, β) Μοριακι Λειτουργία, και γ) Κυτταρικό 

Διαμζριςμα. Η διαφορά είναι ότι τα γραφιματα «επιπζδου περιγραφισ GO 2» αναφζρονται ςτουσ γενικοφσ 

κφριουσ άξονεσ ενϊ τα «πολλαπλϊν επιπζδων» είναι πιο αναλυτικά. ΢ε παρζνκεςθ είναι ο αρικμόσ των 

αλλθλουχιϊν. Πιο ςυγκεκριμζνα: 
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Βιολογικι Διεργαςία 
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Μοριακι Λειτουργία 
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Κυτταρικό Διαμζριςμα 
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Προκειμζνου να αποκλειςτεί θ πικανότθτα μόλυνςθσ, να επαλθκευτοφν τα αποτελζςματα αλλά και 

να αποφευχκεί θ πικανότθτα κάποιεσ αλλθλουχίεσ να μθν είναι καταχωρθμζνεσ ςτο NCBI, όλα τα reads 

ξαναζγιναν Blast, ςτθν βάςθ δεδομζνων TrichOME (Dai et al. 2010) θ οποία είναι εξειδικευμζνθ βάςθ με 

ESTs από βιβλιοκικεσ φυτικϊν τριχωμάτων διαφόρων ειδϊν. Χρθςιμοποιικθκε ο αλγόρικμοσ tBlastx (μιασ 

και ο Blastx δεν είναι διακζςιμοσ) και για τον λόγο αυτό όςα annotations αντικαταςτάκθκαν/διορκϊκθκαν 

με το αποτζλεςμα τθσ βάςθσ TrichOME ζγιναν ξανά blast ςτθν βάςθ NCBI με τον tBlastx ϊςτε οι τιμζσ E-

Value να είναι ςυγκρίςιμεσ. Επιλζχκθκε το αποτζλεςμα με το μικρότερο E-Value. 

Από τα 769 clusters,  πιραμε annotations για τα εξισ clusters: 

Cluster Annotation Database 

4 unknown NCBI 

9 hypothetical protein VITISV_002825 NCBI 

14 unknown NCBI 

16 hypothetical protein Bm1_17870 NCBI 

21 metallothionein-like protein NCBI 

22 26S proteasome subunit NCBI 

23 Catalase TrichOME 

24 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

25 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

26 metallothionein-like protein NCBI 

31 senescence-associated protein NCBI 

35 10 kda secreted protein NCBI 

38 hypothetical protein NitaMp027 NCBI 

43 lipid transfer protein NCBI 

46 bark storage protein NCBI 

47 protein NCBI 

50 unknown NCBI 

52 predicted protein NCBI 

58 lipid transfer protein NCBI 

60 hypothetical protein SORBIDRAFT_1180s002020 NCBI 

62 protein NCBI 

64 transcript antisense to ribosomal rna protein NCBI 

66 senescence-associated protein NCBI 

67 photosystem ii protein d1 NCBI 

77 mflj00348 protein NCBI 

78 lipid transfer protein NCBI 

79 unknown NCBI 

80 predicted protein NCBI 

83 metallothionein-1-like protein NCBI 

89 senescence-associated protein NCBI 

95 10 kDa putative secreted protein NCBI 

107 PREDICTED: hypothetical protein NCBI 

111 polyketide synthase NCBI 

113 ORF124 NCBI 

119 ribosomal protein s7 NCBI 

120 protein NCBI 

123 bark storage protein NCBI 

124 protein NCBI 

125 protein NCBI 

127 conserved hypothetical protein NCBI 
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Cluster Annotation Database 

130 protein NCBI 

131 chk1 checkpoint-like protein NCBI 

139 unknown TrichOME 

143 Cytochrome P450-like TBP protein TrichOME 

145 ccr4-associated factor NCBI 

147 cp12 domain-containing protein 1 NCBI 

149 Putative senescence-associated protein TrichOME 

151 hypothetical protein NCBI 

155 ribosomal protein s7 NCBI 

160 hypothetical protein NCBI 

178 predicted protein NCBI 

182 cytochrome c oxidase subunit II NCBI 

184 senescence-associated protein NCBI 

186 Patellin-3 NCBI 

187 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

188 atp synthase cf0 subunit i NCBI 

189 hypothetical protein NCBI 

190 10 kda secreted protein NCBI 

191 senescence-associated protein NCBI 

192 protein NCBI 

193 hypothetical protein NCBI 

194 protein NCBI 

195 cytochrome P450 like_TBP NCBI 

196 Putative GDSL-motif lipase/acylhydrolase TrichOME 

198 hypothetical protein NCBI 

199 protein NCBI 

200 papain-like cysteine proteinase NCBI 

201 lipid transfer protein NCBI 

202 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

203 atp synthase cf0 subunit iii NCBI 

204 hypothetical protein NCBI 

207 conserved hypothetical protein NCBI 

213 protein NCBI 

214 bark storage protein NCBI 

218 senescence-associated protein NCBI 

220 unknown NCBI 

221 metallothionein-like protein NCBI 

223 senescence-associated protein NCBI 

225 ribosomal protein l15 NCBI 

230 predicted protein NCBI 

232 cytoplasmic 2 NCBI 

234 60s ribosomal protein l15 NCBI 

240 senescence-associated protein NCBI 

241 polyadenylate-binding protein 4 NCBI 

249 cytochrome c NCBI 

256 ORF124 NCBI 

259 orf86 NCBI 

269 conserved hypothetical protein NCBI 

274 predicted protein NCBI 

296 conserved hypothetical protein NCBI 
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Cluster Annotation Database 

303 atpase subunit 1 NCBI 

304 hypothetical protein DAPPUDRAFT_67127 NCBI 

305 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NCBI 

306 ribosomal protein s8 NCBI 

307 cral trio domain protein NCBI 

311 conserved hypothetical protein NCBI 

313 hypothetical protein VITISV_002825 NCBI 

314 phosphate transporter NCBI 

315 peroxisomal hydratase-dehydrogenase-epimerase NCBI 

317 hypothetical protein DAPPUDRAFT_68692 NCBI 

318 histone h4-like NCBI 

321 translation initition factor eIF4A NCBI 

322 eukaryotic translation initiation factor NCBI 

324 nascent polypeptide-associated complex subunit alpha NCBI 

325 protein NCBI 

326 10 kDa putative secreted protein TrichOME 

327 diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase NCBI 

328 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

329 protein NCBI 

330 protein NCBI 

332 vamp protein sec22 NCBI 

333 histone h4-like NCBI 

337 mutt domain NCBI 

340 protein NCBI 

342 cell wall-associated hydrolase NCBI 

345 swap domain-containing protein NCBI 

349 unknown NCBI 

350 hypothetical protein VITISV_039385 NCBI 

353 photosystem i p700 apoprotein a2 NCBI 

356 lipid transfer protein NCBI 

357 protein NCBI 

359 protein NCBI 

360 protein NCBI 

361 histone h3 NCBI 

362 unknown NCBI 

364 loc398314 protein NCBI 

365 ypothetical protein VITISV_039385 NCBI 

366 plasma membrane h+ atpase NCBI 

369 wd-40 repeat family protein NCBI 

370 diphosphoinositol polyphosphate NCBI 

371 10 kda secreted protein NCBI 

373 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NCBI 

375 cytochrome b NCBI 

377 atp synthase cf0 subunit iii NCBI 

379 40s ribosomal protein s16 NCBI 

381 60s ribosomal protein l15 NCBI 

383 protein NCBI 

385 Putative senescence-associated protein TrichOME 

387 unnamed protein product NCBI 

388 hypothetical protein VITISV_009275 NCBI 
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Cluster Annotation Database 

389 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NCBI 

393 calcium-binding protein NCBI 

394 ribosomal protein l39 NCBI 

397 pi starvation-induced protein NCBI 

398 voltage-gated clc-type chloride NCBI 

399 ORF137 NCBI 

400 nadh dehydrogenase subunit 1 NCBI 

403 zinc finger NCBI 

405 Cytochrome P450-like TBP protein TrichOME 

412 mbd10 dna binding methyl- binding NCBI 

414 carbonic anhydrase NCBI 

417 zinc finger NCBI 

419 60s ribosomal protein l27a NCBI 

421 glutamate synthase NCBI 

423 ubiquitin-like protein 5 NCBI 

424 predicted protein NCBI 

425 ribosomal protein s4 NCBI 

426 40s ribosomal protein s18 NCBI 

429 26s proteasome non-atpase regulatory subunit 4 NCBI 

431 ribulose bisphosphate carboxylase oxygenase activase chloroplast NCBI 

432 cytosolic glutamine synthetase NCBI 

438 unknown NCBI 

445 calcium-binding protein NCBI 

449 metallothionein-like protein NCBI 

450 psba_consu NCBI 

451 proteasome ( macropain) 26s non- 4 NCBI 

452 NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 4 NCBI 

454 auxin-induced putative CP12 domain-containing protein NCBI 

460 unnamed protein product NCBI 

464 unknown TrichOME 

466 protein NCBI 

467 hypothetical protein NitaMp027 NCBI 

472 ribulose bisphosphate carboxylase oxygenase activase chloroplast NCBI 

474 30S ribosomal protein S7 TrichOME 

478 chloroplast protein 12 NCBI 

479 kdel motif-containing protein 1 NCBI 

483 myosin heavy chain-related NCBI 

487 mitochondrial peroxiredoxin prx1 NCBI 

488 nadh-ubiquinone oxidoreductase nufs7 psst 20 kda subunit NCBI 

498 SJCHGC01393 protein TrichOME 

500 glucosyltransferase homolog NCBI 

522 ribulose bisphosphate carboxylase oxygenase activase chloroplast NCBI 

524 protein NCBI 

527 microtubule-associated protein rp eb family member 1 NCBI 

536 Orf122 TrichOME 

540 60S ribosomal protein L10-B TrichOME 

548 protein NCBI 

566 unnamed protein product NCBI 

570 chromosome 19 open reading frame 29 NCBI 

571 26s protease regulatory subunit 8 NCBI 
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Cluster Annotation Database 

580 protein NCBI 

583 ac1147-like protein NCBI 

593 eukaryotic translation initiation factor subunit 6 interacting protein NCBI 

613 cytosolic aldehyde dehydrogenase NCBI 

614 fk506 binding protein NCBI 

617 Cytochrome P450-like TBP protein TrichOME 

622 RRNA intron-encoded homing endonuclease TrichOME 

627 chloroplast 30s ribosomal protein NCBI 

650 Zinc finger, CCCH-type TrichOME 

653 Cytochrome P450-like TBP protein TrichOME 

656 cytochrome oxidase subunit 3 NCBI 

659 nadh dehydrogenase subunit 1 NCBI 

670 hypothetical protein VITISV_018435 NCBI 

686 10 kDa putative secreted protein TrichOME 

712 Putative glycine rich protein TrichOME 

727 atp synthase subunit 6 NCBI 

Πίνακασ 3.2 

Από τα αποτελζςματα, ενδιαφζρον παρουςιάηουν οι εξισ κατθγορίεσ 

 Αλλθλουχίεσ ςχετικζσ με τθν ανάπτυξθ και διαφοροποίθςθ τριχωμάτων 

Annotation GO ID Organism E-
Value 

Size 
(bp) 

Calcium-binding protein CML42 trichome branching Arabidopsis 
thaliana 

2.8e-
16 

393 

preprotein translocase subunit secA 
(AGY1) 

trichome 
morphogenesis 

Arabidopsis 
thaliana 

1.9e-
17 

477 

acyltransferase-like protein trichome 
morphogenesis 

Petunia x hybrida 3.2e-
17 

234 

Αrp2/3 complex 20 kD subunit Cell morphogenesis Ricinus communis 2.2e-
37 

318 

Πίνακασ 3.3 

 Αλλθλουχίεσ ςχετιηόμενεσ με άμυνα 

Response to abiotic stress 

Annotation GO ID Organism E-Value Size (bp) 

glutathione s-
transferase 

toxin catabolic 
process 

Ricinus 
communis 

1.3e-42 418 

metallothionein-
like protein 

metal ion 
binding 

Pimpinella 
brachycarpa 

2.9e-18 480 

ITN1 (Increased 
Tolerance to 

NaCl) 

response to salt 
stress 

Arabidopsis 
thaliana 

9.2e-18 216 

LTL1 (Li-tolerant 
lipase 1) 

Hyperosmotic 
salinity 

response / 
response to 
lithium ion 

Arabidopsis 
thaliana 

8.9e-20 340 
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Response to abiotic stress 

HOS15 response to cold Arabidopsis 
thaliana 

3.5e-19 422 

2-cys 
peroxiredoxin 

response to 
oxidative stress 

Vigna radiata 1.1e-44 378 

ELIP (early light-
inducible 
protein) 

response to UV-
B, red, far red 

Ricinus 
communis 

2e-35 353 

AREB2 (abscisic 
acid responsive 

element-binding 
protein 2) 

response to 
water 

deprivation 

Populus 
suaveolens 

5.9e-12 312 

Response to biotic stress 

WRKY 
transcription 

factor 

defense 
response to 
bacterium 

Ricinus 
communis 

2.2e-18 379 

CCR4 associated 
factor 1a 

response to 
biotic stimulus 

Arabidopsis 
thaliana 

1.9e-9 307 

pathogenesis-
related protein 

1 

response to 
stress 

Vitis vinifera 6.4e-28 450 

Πίνακασ 3.4 

 

 Αλλθλουχίεσ που εμπλζκονται ςτθν βιοςφνκεςθ  τερπενοειδϊν 

Enzyme EC 
number 

Μονοπάτι  Organism 
(TopBlast) 

E-
Value 

Size 
(bp) 

4-(cytidine 5'-
diphospho)-2-C-methyl-

D-erythritol kinase 

2.7.1.148 Terpenoid 
backbone 

biosynthesis 

 Nicotiana 
benthamiana 

1.3e-
13 

342 

1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate 

reductoisomerase 

1.1.1.267 Terpenoid 
backbone 

biosynthesis 

 Rauvolfia 
verticillata 

1.4e-
19 

440 

(E)-4-hydroxy-3-
methylbut-2-enyl-

diphosphate synthase 

1.17.7.1 Terpenoid 
backbone 

biosynthesis 

 Vitis vinifera 4e-44 360 

taxadien-5alpha-ol O-
acetyltransferase 

2.3.1.162 Diterpenoid 
biosynthesis 

 Ricinus 
communis 

3.27e-
38 

416 

Πίνακασ 3.5 
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 Αλλθλουχίεσ που εμπλζκονται ςτθν βιοςφνκεςθ  φλαβονοειδϊν / φαινυλπροπανοειδϊν 

Βιοςφνκεςθ φλαβονοειδϊν 

Enzyme EC number Organism 
(TopBlast) 

E-Value Size (bp) 

6’-deoxychalcone synthase 2.3.1.170 Actinidia deliciosa 4e-27 272 

chalcone isomerase 5.5.1.6 Petunia x hybrida 1.6e-13 369 

dihydrokaempferol 4-reductase 1.1.1.219 Ocimum basilicum 8.9e-52 387 

Βιοςφνκεςθ φαινυλοπροπανοειδών 

Enzyme EC number Organism 
(TopBlast) 

E-Value Size (bp) 

cinnamyl-alcohol dehydrogenase 1.1.1.195 Nicotiana tabacum 7.7e-25 472 

coniferin beta-glucosidase 3.2.1.126 Vitis vinifera 6e-24 454 

cinnamoyl-CoA reductase 1.2.1.44 Paulownia sp.  1e-39 332 

phenylalanine ammonia-lyase 4.3.1.24 Digitalis lanata 2.2e-18 330 

Πίνακασ 3.6 

Σζλοσ προκειμζνου να διαςταυρωκοφν κατά το δυνατόν τα αποτελζςματα, αλλθλουχικθκαν 96 
κλϊνοι με τθν μζκοδο Sanger οι οποίοι προζρχονταν από μια cDNA βιβλιοκικθ του ίδιου ιςτοφ που είχαμε 
καταςκευάςει ςτο εργαςτιριο παλιότερα. Η βιβλιοκικθ δθμιουργικθκε με το  Creator™SMART™ cDNA 
Library Construction Kit (Clontech) ςτο πλαςμίδιο pDNR-LIB και θ αλλθλοφχθςθ ζγινε με το εκκινθτι  M13F. 

 

Seq. Description eValue 

reticulon-like protein b16 2,40E-37 

ankyrin repeat-containing protein 1,09E-62 

lipid transfer protein 9,91E-32 

transcript antisense to ribosomal rna protein 4,66E-49 

hypothetical protein NitaMp027 9,89E-32 

heat shock factor-binding protein 1 2,81E-34 

photosystem ii reaction center w protein 2,27E-09 

zinc finger 1,19E-83 

nitrate reductase 1,46E-64 

uncharacterized protein 9,68E-27 

transcript antisense to ribosomal rna protein 1,07E-52 

glutamine synthetase 8,25E-66 

60s ribosomal protein l27 1,35E-31 

cysteine proteinase inhibitor 8,43E-06 

atp-dependent clp protease adaptor protein 2.02E-08 

40s ribosomal protein 2,64E-21 

conserved protein 2,36E-19 

ubiquitin-conjugating enzyme e2 10 2,36E-99 

aleurain-like protease 6,97E-10 

cinnamyl alcohol dehydrogenase 7,79E-25 

chalcone isomerase 3,47E-100 

protein 3,46E-06 

histone h3 6,92E-76 

ORF137 [Pinus koraiensis] 1,04E-52 

transcript antisense to ribosomal rna protein 6,45E-53 
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Seq. Description eValue 

zinc ribbon domain containing 1 1,19E-13 

polyubiquitin 1,91E-31 

uncharacterized protein 1,55E-67 

phosphorylase-like protein protein 9,17E-21 

atp sulfurylase 4,42E-31 

carbonic chloroplast precursor 3,07E-55 

protein 6,80E-35 

dead box atp-dependent rna helicase 1,47E-66 

dead box atp-dependent rna helicase 6,52E-17 

polyubiquitin 1,48E-137 

Seq. Description eValue 

ubiquitin fusion protein 6,16E-50 

disease resistance protein rpp8 5,70E-25 

zinc ribbon domain containing 1 4,51E-11 

clavaminate synthase-like protein 3,02E-40 

fructose bisphosphate aldolase 4,48E-58 

uncharacterized protein 3,86E-76 

transitional endoplasmic reticulum 2,99E-30 

cytochrome c oxidase subunit va 1,12E-35 

dcn1-like protein 2 2,82E-46 

Πίνακασ 3.7 
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4.   ΢ΤΗΘΣΘ΢Θ 
Σο τρίχωμα των φφλλων τθσ ελιάσ, παρουςιάηει ενδιαφζρον κακϊσ ςχετίηεται με τθν ανκεκτικότθτα 

ςε βιοτικι και αβιοτικι καταπόνθςθ. Αυτόσ ο ιςτόσ, παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ βελτίωςθ του κερμικοφ 

ιςοηυγίου του ελάςματοσ και ςτθν αποφυγι απωλειϊν νεροφ δίνοντασ ςτα φυτά οριςμζνα φυςιολογικά και 

οικολογικά πλεονεκτιματα, ιδιαίτερα ςε ξθρά ι υψθλισ ακτινοβολίασ (υπεριϊδθ και ορατι) περιβάλλοντα. 

Ο οπτικόσ ρόλοσ του τριχϊματοσ αποδίδεται ςτθν εναπόκεςθ φαινολικϊν ουςιϊν, κυρίωσ φλαβονοειδϊν, 

ςτα κυτταρικά τοιχϊματα των τριχϊν κατά τα αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ των φφλλων. Παράλλθλα θ 

εναπόκεςθ των ουςιϊν αυτϊν ςτα κυτταρικά τοιχϊματα των τριχϊν δθμιουργεί ζνα χθμικά αντίξοο 

περιβάλλον για τθν διείςδυςθ φυτοπακογόνων μικροοργανιςμϊν ςτο εςωτερικό του μεςοφφλλου. Είναι 

επίςθσ γνωςτό από τθ βιβλιογραφία ότι θ φπαρξθ ςτρϊματοσ μθ αδενωδϊν τριχϊν ςε φυτικά όργανα 

ςυνδζεται με αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα των φυτϊν ζναντι προςβολϊν εντόμων αφοφ αποτελοφν μθχανικό 

φράγμα. Η αποτελεςματικότθτα τθσ άμυνασ ςχετίηεται άμεςα με τθν πυκνότθτα του τριχϊματοσ. Σα ϊριμα 

φφλλα ποφ ζχουν χαμθλι πυκνότθτα τριχϊν προςβάλλονται ευκολότερα και ςυχνότερα από τα νεαρά 

φφλλα που διακζτουν υψθλότερθ πυκνότθτα τριχϊν. Η φτωχι κρεπτικι τουσ αξία είναι ζνα πρόςκετο μζςο 

προςταςίασ ζναντι εντόμων. Επίςθσ ενδιαφζρον παρουςιάηει το χαρακτθριςτικό ςχιμα τουσ. Σο 

αναπτυξιακό μοτίβο κακϊσ και θ διαφοροποίθςθ των κυττάρων ςε αςπιδοειδι μορφι, είναι κάτι που δεν 

ζχει μελετθκεί. Προκειμζνου να προςδιορίςουμε το μεταγραφικό δυναμικό αυτοφ του ιδιαίτερα 

εξειδικευμζνου ιςτοφ, απομονϊςαμε RNA, δθμιουργιςαμε ds-cDNA και ζγινε αλλθλοφχιςθ με τθν μζκοδο 

Pyrosequencing. 

 

Αρχικά θ απομόνωςθ του RNA αποδείχτθκε δφςκολθ κακϊσ όχι μόνο είχαμε μικρι ποςότθτα αλλά 

και ο λόγοσ κακαρότθτασ (OD260/OD280) ιταν χαμθλόσ. Αυτό ίςωσ να οφείλεται ςτθν φπαρξθ μεταβολιτϊν 

που εμποδίηουν τθν διαδικαςία. 

Παρά το γεγονόσ ότι κατά τθν  προετοιμαςία τθσ βιβλιοκικθσ θ κραυςματοποίθςθ του δείγματοσ 

ιταν καλι (εικόνα 3.7), τα ςτατιςτικά τθσ αλλθλοφχιςθσ, ζδειξαν ότι το δείγμα δεν ιταν το βζλτιςτο δυνατό 

(εικόνα 3.8). Από τα 51.374 πθγάδια που αλλθλουχικθκαν και περιείχαν το key sequence, 13.059 (25.42%) 

πζραςαν τα φίλτρα επεξεργαςίασ κατά τα οποία γίνεται αφαίρεςθ διαβαςμάτων χαμθλισ ποιότθτασ και 

διαβαςμάτων με ανάμεικτεσ ακολουκίεσ (πάνω από ζνα τμιμα DNA ανά ςφαιρίδιο).  Σα αντίςτοιχο % 

ποςοςτό ςτα άλλα lanes ιταν ςχεδόν διπλάςιο. Επίςθσ το μζςο μζγεκοσ των διαβαςμάτων που πζραςαν τα 

φίλτρα ιταν αρκετά μικρότερο ςε ςχζςθ με τα υπόλοιπα lanes. Αυτό μπορεί να οφείλεται είτε ςε κακισ 

ποιότθτασ μθτρικό υλικό, είτε ςε κακι προετοιμαςία τθσ βιβλιοκικθσ είτε και ςτα δφο μαηί. Από τθν 

αλλθλοφχιςθ τελικά προζκυψαν 13.059 reads ςυνολικοφ μεγζκουσ λίγο πάνω από 2.5 Μb με μζςο μζγεκοσ 

204.06 bp. Από τθν βιοπλθροφορικι ανάλυςθ προζκυψαν 1274 αλλθλουχίεσ με annotations. Σα 

αποτελζςματα διαςταυρϊκθκαν με τθν βάςθ δεδομζνων TrichOME (Dai et al., 2010) θ οποία είναι 

εξειδικευμζνθ βάςθ με ESTs από βιβλιοκικεσ φυτικϊν τριχωμάτων διαφόρων ειδϊν. Επίςθσ 

αλλθλουχικθκαν 96 κλϊνοι από cDNA βιβλιοκικθ του ίδιου ιςτοφ με τθν μζκοδο Sanger. 

Οι αλλθλουχίεσ εμπλζκονται ςε διάφορα μονοπάτια. Εντοπίςτθκαν αλλθλουχίεσ που ςχετίηονται με 

τον πρωτογενι κακϊσ και με τον δευτερογενι μεταβολιςμό, αλλθλουχίεσ που ςχετίηονται άμεςα ι ζμμεςα 

με τθν άμυνα του φυτοφ ςτο περιβάλλον του κακϊσ και αλλθλουχίεσ που ςυμμετζχουν ςτθν μορφογζνεςθ 

των τριχωμάτων. Παρότι τα τριχϊματα τθσ ελιάσ κεωροφνται μθ αδενϊδθ, ο ιςτόσ φαίνεται να παίηει 
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ενεργό ρόλο για το φυτό. Η πικανότθτα ενεργοφ μεταβολιςμοφ ςε μθ αδενϊδεισ τρίχεσ, ζχει ιδθ υπονοθκεί 

(Chen et al., 2003; Sinlapadech et al., 2007). 

 

Αρκετζσ αλλθλουχίεσ που ςχετίηονται με τον πρωτογενι μεταβολιςμό εντοπίςτθκαν (πίνακασ 3.1). 

Αρχικά ταυτοποιικθκαν ζνηυμα  που εμπλζκονται ςτθν βιοςφνκεςθ και των 20 αμινοξζων. Παρότι τα 

αμινοξζα είναι απαραίτθτα για τθν βιοςφνκεςθ  τόςο πρωτεϊνϊν όςο και μεταβολιτϊν (πχ θ φαινυλαλανίνθ 

για τα φαινυλοπροπανοειδι), κεωρείται  ότι θ είςοδοσ αμινοξζων ςτα φυτικά τριχϊματα είναι 

περιοριςμζνθ. ΢τον βαςιλικό για παράδειγμα (Ocimum basilicum), όπου ςυςςωρεφονται 

φαινυλοπροπανοειδι, παρά το ότι το τελικό προϊόν δεν ζχει άηωτο, ζχουν εντοπιςτεί ζνηυμα που 

ανακυκλϊνουν τθν αμινομάδα (πχ αμινοτρανςφεράςεσ) ςτα τριχϊματα (Gang et al., 2001). Σόςο το γεγονόσ 

ότι παρά τθν ζλλειψθ αηϊτου, δεν ζχουμε εξιςορρόπθςθ του, όςο και το ότι οι μεταβολίτεσ που 

δθμιουργοφνται ςτο τρίχωμα δεν μεταφζρονται προσ το φυτό, δείχνουν ότι θ επικοινωνία με το φφλλο 

είναι περιοριςμζνθ. Αυτό ίςωσ είναι μια εξελικτικι προςαρμογι ϊςτε να ςυντθροφνται χωροταξικά αυτοί οι 

πολφτιμοι μεταβολίτεσ. 

 

Ιδιαίτερα ενεργό παρατθρικθκε το μονοπάτι τθσ γλυκόλυςθσ / γλυκονεογζνεςθσ. Από τισ 

αλλθλουχίεσ, εντοπίςτθκαν 11 διαφορετικά ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςε αυτό. Σο γεγονόσ αυτό αποτελεί 

ζνδειξθ ότι ο ιςτόσ χρθςιμοποιεί τθσ γλυκόηθ για τθν παραγωγι ενζργειασ και όχι τθν φωτοςφνκεςθ. 

Ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτθν γλυκονεογζνεςθ ζχουν ιδθ εντοπιςτεί ςτα τριχϊματα του Arabidopsis και 

πιςτεφεται ότι είναι θ πθγι εξοηϊν. Οι εξόηεσ είναι απαραίτθτεσ κατά τθν βιοςφνκεςθ κυτταρικοφ 

τοιχϊματοσ, μια ιδιαίτερα ενεργι διαδικαςία κατά τθν ανάπτυξθ των τριχωμάτων (Jakoby et al., 2008). 

Μια άλλθ μεταβολικι κατθγορία που βρζκθκε ενεργι, αφορά ςε ζνηυμα που εμπλζκονται ςτον 

μεταβολιςμό λιπιδίων. Μελζτεσ ςε τριχϊματα διαφόρων φυτϊν, επιβεβαιϊνουν αυτό το αποτζλεςμα και 

πιςτεφεται ότι ο μεταβολιςμόσ λιπιδίων ςυνδζεται με τθν παραγωγι κθρϊν (Aziz et al., 2005; Falara et al., 

2008, Fridman et al., 2005). 

 

Αρκετζσ αλλθλουχίεσ εντοπίςτθκαν να ςχετίηονται με τθν άμυνα. Αρχικά, ιςχυρι ζνδειξθ ότι ο ιςτόσ 

ζχει αμυντικό ρόλο αποτελεί το γεγονόσ ότι εντοπίςτθκαν 7 ζνηυμα που ςχετίηονται με τον μεταβολιςμό τθσ 

γλουτακειόνθσ (πίνακασ 3.1). ΢το Arabidopsis ζχει παρατθρθκεί ότι θ ςυγκζντρωςθ γλουτακειόνθσ ςτα 

τριχϊματα είναι δφο με τρεισ φορζσ υψθλότερθ από τθν ςυγκζντρωςθ ςτα επιδερμικά κφτταρα (Gutierrez-

Alcala et al., 2000). Ειδικότερα το ζνηυμο S-τρανςφεράςθ τθσ γλουτακειόνθσ (GST, πίνακασ 3.4) είναι 

γνωςτό ότι ςυμβάλει ςτθν αποικοδόμθςθ ξενοβιοτικϊν προςκολλϊντασ μόρια γλουτακειόνθσ ςε αυτά. 

Αυτι θ ςθματοδότθςθ ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν μεταφορά τουσ ςτα χυμοτόπια (Rea et al., 1998) Επίςθσ θ 

GST, ςχετίηεται με τθν αντίδραςθ υπερευαιςκθςίασ των φυτϊν ςε πακογόνα. Κατά τθν μόλυνςθ, παράγεται 

H2O2 το οποίο εμποδίηει τθν ανάπτυξθ των πακογόνων αλλά και επάγει τθν ζκφραςθ τθσ GST με 

αποτζλεςμα να προςτατεφεται το κφτταρο από τθν οξειδωτικι καταπόνθςθ (Marrs et al., 1996). ΢τθν 

απόκριςθ ςε οξειδωτικι καταπόνθςθ, ςυμμετζχουν επίςθσ ζνηυμα από τθν οικογζνεια των 

υπεροξειρεδοξινϊν. Ειδικά οι 2-Cys υπεροξειρεδοξινεσ είναι ζνηυμα με αντιοξειδωτικι δράςθ και ελζγχουν 

τα επίπεδα του H2O2 για τθν μεταγωγι ςιματοσ (Perez-Ruiz et al., 2006).  

 

Ζνα γονίδιο που φάνθκε να εκφράηεται ζντονα είναι αυτό τθ μεταλλοκειονίνθσ. Αλλθλουχίεσ από 

πζντε διαφορετικά clusters χαρακτθρίςτθκαν ωσ «metallothionein-like protein». ΢τον πίνακα 3.4 είναι μια 

αλλθλουχία με τα μικρότερο E-Value από το cluster 26. Οι μεταλλοκειονίνεσ είναι πρωτεΐνεσ  μικροφ 

μοριακοφ βάρουσ με κατάλοιπα κυςτεΐνθσ που ςχετίηονται με τθν ανκεκτικότθτα ςε μζταλλα κακϊσ 
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μποροφν να δεςμεφουν ιόντα μετάλλων μζςω των κειολικϊν ομάδων. Πιο ςυγκεκριμζνα εμπλζκονται ςτθν 

ανκεκτικότθτα ςε χαλκό (Cu), τθν ομοιόςταςθ ψευδαργφρου (Zn) και τθν αποτοξίνωςθ καδμίου (Cd) ενϊ 

ερευνάται θ ικανότθτα δζςμευςθσ και άλλων μετάλλων (Hassinen et al., 2011)  Ζχουν ιδθ γίνει αναφορζσ 

για υψθλι ζκφραςθ μεταλλοκειονινϊν ςε τριχϊματα του Vicia faba και του Arabidopsis (Foley et al., 1994; 

Guo et al, 2003). Είναι γνωςτό ότι αρκετά φυτά ςυςςωρεφουν ι/και εκκρίνουν από τα τριχϊματα τουσ 

ιχνοςτοιχεία και μζταλλα όπωσ Ca, Cd, Zn, Mn, Ni, Pb, S, Si και άλλα (Wagner et al, 2004) 

 

Εντοπίςτθκαν αρκετζσ αλλθλουχίεσ που ςχετίηονται με τθν αβιοτικι καταπόνθςθ (πίνακασ 3.4) 

όπωσ το ITN1 το ομόλογο του οποίο ςτο Arabidopsis είναι το At3g12360 που ςχετίηεται με τθν καταπόνθςθ 

λόγω υψθλισ αλατότθτασ (Sakamoto et al., 2008), το LTL1 το ομόλογο του οποίου ςτο Arabidopsis είναι το 

At3g04290 και ςχετίηεται επίςθσ με τθν καταπόνθςθ ςε αλατότθτα αλλά και με υψθλι ςυγκζντρωςθ λικίου 

(Naranjo et al., 2006). Επίςθσ εντοπίςτθκε ζνα ομόλογο του HOS15 (High expression of Osmotically 

Responsive Genes 15, At5g67320). To HOS15 κωδικοποιεί για μια WD-40 πρωτεΐνθ θ οποία ςυμμετζχει ςτθν 

από-ακετυλίωςθ των ιςτονϊν. Αλλθλεπιδρά εξειδικευμζνα με τθν Η4 ιςτόνθ και τα μεταλλάγματα hos15 

είχαν υψθλότερο επίπεδο ακετυλίωςθσ τθσ Η4 ιςτόνθσ. Επίςθσ ιταν υπερευαίςκθτα ςτο ψφχοσ και 

κατ’επζκταςθ κεωρείται ότι δρα ςαν καταςτολζασ των γονιδίων που ςχετίηονται με τθν αντοχι ςτο ψφχοσ 

(Zhu et al., 2007) Ζνα άλλο ενδιαφζρον annotation είναι το ELIP (Early Light-Inducible Protein). Οι ELIPs 

ςυςςωρεφονται παροδικά και κεωρείται ότι ζχουν προςτατευτικό ρόλο ςε φυτά που εκτίκενται ςε υψθλισ 

ζνταςθσ φωσ. Δεν ςχετίηονται άμεςα με τθν ςφνκεςθ και ςυγκρότθςθ εξειδικευμζνων φωτοςυνκετικϊν 

ςυμπλεγμάτων αλλά επθρεάηουν τθν βιογζνεςθ όλων των ςυμπλεγμάτων που προςδζνουν τθν 

χλωροφφλλθ (Tzvetkova-Chevolleau et al., 2007). Σζλοσ εντοπίςτθκε μια ακολουκία θ οποία κωδικοποιεί 

για το AREB2 (Abscisic acid Responsive Element-Binding protein 2) το οποίο είναι ζνασ bZIP μεταγραφικόσ 

παράγοντασ με εξειδίκευςθ ςτα ςτοιχεία που αποκρίνονται ςτο αμπςιςικό οξφ (ABA responsive elements – 

ABREs). Σο αμπςιςικό οξφ είναι μια φυτορμόνθ απαραίτθτθ για τθν ανάπτυξθ του φυτοφ και παίηει 

ςθμαντικό ρόλο ωσ μόριο μεταγωγισ ςιματοσ λόγω διάφορων καταπονιςεων, επάγοντασ τθν ζκφραςθ 

πρωτεϊνϊν απόκριςθσ.  ΢το Arabidopsis πρόςφατα αποδείχτθκε ότι υπό ςυνκικεσ υδατικισ καταπόνθςθσ το 

AREB2 (At3g19290) δρα ςυνεργιςτικά με τα AREB1 & AREB3 και ρυκμίηουν τθν ζκφραςθ των ABRE-

εξαρτϊμενων γονιδίων που ςχετίηονται με απόκριςθ ςε υδατικι καταπόνθςθ, δρουν δθλαδι ςαν κφριοι 

μεταγραφικοί παράγοντεσ (Yoshida et al., 2010). 

 

Αντίςτοιχα εντοπίςτθκαν αλλθλουχίεσ που ςχετίηονται με απόκριςθ ςε βιοτικι καταπόνθςθ 

(πίνακασ 3.4). Μια ομάδα μεταγραφικϊν παραγόντων που εμπλζκονται ςτθν άμυνα των φυτϊν (αβιοτικι 

και βιοτικι) είναι θ WRKY. Άλλοι εμπλζκονται επάγοντασ τθν άμυνα (κετικοί ρυκμιςτζσ) και άλλοι 

καταςτζλλοντασ τθν (αρνθτικοί ρυκμιςτζσ) (Pandey et al., 2009). Για παράδειγμα, blast τθσ αλλθλουχίασ μασ 

μόνο ςτο Arabidopsis thaliana, επζςτρεψε ςαν πρϊτο αποτζλεςμα το WRKY11 (At4g31550) το οποίο είναι 

αρνθτικόσ ρυκμιςτισ  τθσ άμυνασ. Σα μεταλλάγματα wrky11 είχαν αυξθμζνθ αντοχι ςτο Pseudomonas 

syringae (Journot-Catalino et al., 2006). Επίςθσ ζνα annotation ιταν  το PR-1 (Pathogenesis Related 1). Τα 

PR-1  είναι μια οικογζνεια γονιδίων που εκφράηονται από τα φυτά ςαν απόκριςθ ςε πακογόνα. Οριςμζνεσ 

PR-1 πρωτεΐνεσ ζχουν αποδεδειγμζνο προςτατευτικό ρόλο απζναντι ςε μφκθτεσ και βακτιρια ενϊ άλλων θ 

λειτουργία δεν είναι γνωςτι (Li et al., 2011). Ζνα άλλο γονίδιο ςχετικό με τθν (α)βιοτικι άμυνα είναι το 

CCR4-associated factor 1a (CAF1a), το οποίο ςυμμετζχει ςτθν αποαδενυλίωςθ των mRNAs, τθν μείωςθ 

δθλαδι τθσ 3’ polyAs ουράσ, διαδικαςία θ οποία οδθγεί ςτθν ανακφκλωςθ των mRNAs. Η ζκφραςθ του 

επάγεται από διάφορα ερεκίςματα και ορμόνεσ που ςχετίηονται με ςυνκικεσ καταπόνθςθσ. ΢το T-DNA 

μετάλλαγμα του AtCAF1a (At3g44260) παρατθρικθκε μειωμζνθ ζκφραςθ των pathogenesis-related 

γονιδίων PR1 και PR2 και τα φυτά ιταν πιο ευπακι ςτο Pseudomonas syringae pv tomato DC3000, ενϊ 
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υπερζκφραςθ του AtCAF1a οδιγθςε ςε αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ των PR1 και PR2 και αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα 

ςτο ίδιο πακογόνο. Θεωρείται λοιπόν ότι το AtCAF1a εκτόσ από το ότι ςυμμετζχει ςτθν ρφκμιςθ τθσ 

αποαδενυλίωςθσ, ςυμμετζχει και ςτθν άμυνα του φυτοφ ςε πακογόνα (Liang et al., 2009). 

 

Πιο αποτελεςματικι άμυνα ωςτόςο ςε βιοτικι καταπόνθςθ είναι ο δευτερογενισ μεταβολιςμόσ. 

΢το παράρτθμα βρίςκονται οι εικόνεσ των αντίςτοιχων μονοπατιϊν. 

 

Σα τερπενοειδι αποτελοφν τθν μεγαλφτερθ κατθγορία δευτερογενϊν μεταβολιτϊν ςτο φυτικό 

βαςίλειο. Είναι οργανικά ενϊςεισ με αρικμό ατόμων άνκρακα πολλαπλάςιο του 5 και ζχουν αναφερκεί 

πάνω από 36.000 διαφορετικά μόρια με μεγάλθ παραλλακτικότθτα ςτισ δομζσ τουσ (Buckingham, 2007). 

Από τισ ακολουκίεσ μασ, εντοπίςτθκε ζνα ζνηυμο που εμπλζκεται αποκλειςτικά ςτθν βιοςφνκεςθ των 

διτερπενοειδϊν (πίνακασ 3.5, εικόνα 7.2). Γνωςτά διτερπζνια που παράγονται ςτα τριχϊματα  είναι θ 

ςαλβινορίνθ-Α (Salvia divinorum) με παραιςκθςιογόνο/ψυχοτρόπο δράςθ (Siebert, 2004) κακϊσ και οι 

CBTols και CBTdiols (Nicotiana tabacum ) με αμυντικι δράςθ (Wang and Wagner, 2003). Η βιοςφνκεςθ των 

διτερπενοειδϊν, είναι αποτζλεςμα τθσ βιοςφνκεςθσ των τερπενοειδϊν (Terpenoid backbone biosynthesis). 

΢το μονοπάτι αυτό (πίνακασ 3.5, εικόνα 7.1) εντοπίςαμε τρία ζνηυμα. Γενικά τα τερπζνια προζρχονται είτε 

από το μονοπάτι του μεβαλονικοφ οξζοσ (MEV) είτε από το μονοπάτι του 2-C-μεκυλ-D-ερυκριτολ-4-

φωςφορικοφ οξζοσ (MEP). Σο πρϊτο λαμβάνει χϊρα ςτο κυτταρόπλαςμα/ ενδοπλαςματικό δίκτυο, και 

κεωρείται ότι καταλιγει κυρίωσ ςε ςεςκιτερπζνια (C15) και τριτερπζνια (C30) ενϊ το δεφτερο ςτα πλαςτίδια 

και παράγει μονοτερπζνια (C10)  και διτερπζνια (C20) (Van Cutsem et al., 2011). Παρότι τα τρία ζνηυμα που 

εντοπίςαμε δεν ςυμμετζχουν αποκλειςτικά ςτθν βιοςφνκεςθ τερπενοειδϊν, το γεγονόσ ότι είναι και τα τρία 

ςτο μονοπάτι MEP (από τα ζξι ςυνολικά), ενιςχφει τθν πικανότθτα τθσ de novo ςφνκεςθσ διτερπενοειδϊν 

ςτο τρίχωμα τθσ ελιάσ κακϊσ και αποτελεί ζνδειξθ πικανισ παραγωγισ και μονοτερπενοειδϊν. Ζχει 

παρατθρθκεί ότι τα κυριότερα ςυςτατικά των επιεφυμενιδικϊν κθρϊν των φφλλων τθσ Olea europaea cvs 

Coratina και Cipressino είναι τα τερπζνια (Bianchi et al, 1993). 

 

Επίςθσ εντοπίςτθκαν 3 ζνηυμα που εμπλζκονται αποκλειςτικά ςτθν βιοςφνκεςθ φλαβονοειδϊν 

(πίνακασ 3.6, εικόνα 7.4). Σα φλαβονοειδι παίηουν άμεςα ρόλο ςτθν άμυνα απζναντι ςε οξειδωτικι 

καταπόνθςθ, κακϊσ θ δομι τουσ επιτρζπει τθν αντίδραςθ με θλεκτρόνια και τθν ςτακεροποίθςθ τουσ 

(Blokhina et al., 2003). ΢υςςϊρευςθ φλαβονοειδϊν γλυκοςιδίων ζχει παρατθρθκεί ςτα τριχϊματα του 

Phyllyrea latifolia (Oleaceae) (Tattini and Gucci, 1999). Σα φλαβονοειδι προκφπτουν από το μονοπάτι 

βιοςφνκεςθσ των φαινυλοπροπανοειδών ςτο οποίο βρικαμε 4 ζνηυμα (πίνακασ 3.6, εικόνα 7.4). Σα 

φαινυλοπροπανοειδι είναι αρκετά ςυχνά ςτα φυτικά τριχϊματα και ζχουν αμυντικό ρόλο. Για παράδειγμα 

ο βαςιλικόσ (Ocimum basilicum)  βιοςυνκζτει φαινυλοπροπανοειδι και τερπζνια ςτο τρίχωμα του (Gang et 

al., 2001). 

 

Μεταξφ των αλλθλουχιϊν εντοπίςτθκαν οριςμζνεσ οι οποίεσ ςχετίηονται άμεςα ι ζμμεςα με τθν 

ανάπτυξθ και διαφοροποίθςθ των τριχωμάτων (πίνακασ 3.3).  ΢τα φυτά οι καλμοντουλίνεσ ςχετίηονται με 

διάφορα αναπτυξιακά μονοπάτια κακϊσ και αποκρίςεισ ςε καταπονιςεισ ενϊ ζχει αποδειχκεί θ 

αλλθλεπίδραςθ τουσ με μεταγραφικοφσ παράγοντεσ, με ςθματοδοτικζσ πρωτεΐνεσ (κινάςεσ, φωςφατάςεσ) 

κακϊσ και με πρωτεΐνεσ άγνωςτθσ λειτουργίασ.  Μζςα από  το ςφςτθμα καλμοντουλίνθσ-αςβεςτίου, μικρζσ 

αλλαγζσ ςτθ ςυγκζντρωςθ Ca2+ ζχουν ςαν αποτζλεςμα γενικευμζνεσ αντιδράςεισ ςε φυςιολογικό και 

μοριακό επίπεδο. ΢το φυτό Arabidopsis υπάρχουν πολλζσ διαφορετικζσ καλμοντουλίνεσ (Calmodulins-

CaMs) και πάνω από 50 πρωτεΐνεσ που μοιάηουν με καλμοντουλίνεσ (CaM-likes-CMLs). Πρόςφατα 

αποδείχτθκε ότι μια από αυτζσ, θ CML42 (At4g20780) ελζγχει τον αρικμό  διακλαδϊςεων ςτα τριχϊματα. 
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Σα knockout μεταλλάγματα cml42  δεν διακρίνονται από τα αγρίου τφπου με εξαίρεςθ το γεγονόσ ότι 

παρουςιάηουν τριχϊματα με αυξθμζνο αρικμό διακλαδϊςεων (Dobney et al., 2009). Ζνα άλλο γονίδιο που 

ςχετίςτθκε με τα τριχϊματα ςτο Arabidopsis είναι το AGY1 (Albino or Glassy Yellow 1, At4g01800). Σο AGY1 

κωδικοποιεί για μια υπομονάδα τθσ SecA τρανςλοκάςθσ. Knockout μεταλλάγματα του AGY1 είχαν ςαν 

αποτζλεςμα (μεταξφ άλλων) τα τριχϊματα να ζχουν μειωμζνο αρικμό διακλαδϊςεων. Σο προφίλ ζκφραςθσ 

του AGY1 προςδιορίςτθκε με φυτά AtcpSecA::GUS όπου εντοπίςτθκε δραςτικότθτα του GUS τόςο ςτθν 

βάςθ όςο και ςτθν κορυφι των τριχωμάτων υποδεικνφοντασ ότι πικανϊσ ςχετίηεται με τθν μορφογζνεςθ 

των τριχωμάτων ( Liu et al., 2010). Ζνασ άλλοσ χαρακτθριςμόσ με ενδιαφζρον είναι μια πρωτεΐνθ που 

μοιάηει με ακυλτρανςφεράςθ από το υβρίδιο Petunia x hybrida. Σο ομόλογο αυτοφ γονίδιο ςτο Arabidopsis 

είναι το PERMEABLE LEAVES 3 (PEL3, At5g23940). Ενκζςεισ ςε αυτό το γονίδιο οδιγθςαν ςε φαινοτφπουσ 

με τριχϊματα ενωμζνα μεταξφ τουσ. Η ζκφραςθ του γονιδίου ςτα τριχϊματα του Arabidopsis 

επιβεβαιϊκθκε με GFP όπου εντοπίςτθκε τόςο ςτον πυρινα όςο και ςτο κυτταρόπλαςμα των τριχωμάτων 

(Marks et al, 2009; Panikashvili et al., 2009). Σζλοσ εντοπίςτθκε μια υπομονάδα (20 kD) του ςυμπλόκου 

ΑRP2/3 (Actin Related Protein 2/3). ΢το Arabidopsis τα γονίδια που κωδικοποιοφν για τισ υπομονάδεσ του 

ΑRP2/3 ονομάηονται DISTORTED  και το ςφμπλοκο αυτό ελζγχει τον πολυμζριςμό τθσ ακτίνθσ. Πιο 

ςυγκεκριμζνα το ομόλογο γονίδιο ςτο Arabidopsis είναι το ARPC4 (At4g14147) του οποίου τα 

μεταλλάγματα φζρουν παραμορφωμζνα τριχϊματα. Σόςο θ κατευκυνόμενθ ζκπτυξθ, όςο και θ ζναρξθ 

διακλάδωςθσ ςτα τριχϊματα εξαρτϊνται από τον πολυμεριςμό νθμάτιων ακτίνθσ. (El-Assal et al., 2004; 

Kotchoni et al,2009) 

΢υνοψίηοντασ λοιπόν, ςτα πλαίςια αυτισ τθσ μεταπτυχιακισ μελζτθσ, κάναμε χριςθ τθσ νζασ 

τεχνολογίασ μαηικισ παράλλθλθσ αλλθλοφχιςθσ (Pyrosequencing) προκειμζνου να μελετιςουμε το 

τρανςκριπτομικό προφίλ ενόσ ιδιαίτερα εξειδικευμζνου και διαφοροποιθμζνου ιςτοφ τθσ ελιάσ. ΢φμφωνα 

με τα όςα ζχουμε δει, είναι θ πρϊτθ απόπειρα ανάλυςθσ, ςε μεταγραφικό επίπεδο, πολυκφτταρων μθ-

αδενωδϊν τριχωμάτων. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι τα τριχϊματα τθσ αποαξονικισ επιφάνειασ του 

φφλλου τθσ ελιάσ είναι μεταγραφικά ενεργά. Εντοπίςτθκαν ακολουκίεσ που ςχετίηονται με τθ μορφογζνεςθ 

των τριχωμάτων, με άμυνα απζναντι ςε βιοτικι και αβιοτικι καταπόνθςθ, με βιοςφνκεςθ δευτερογενϊν 

μεταβολιτϊν κακϊσ και με τον μεταβολιςμό λιπιδίων. Προφανϊσ και ο εντοπιςμόσ ενόσ mRNA δεν 

αποδεικνφει φπαρξθ και λειτουργία του αντίςτοιχου ενηφμου, πόςο μάλιςτα του αντίςτοιχου μεταβολίτθ 

που χρθςιμοποιεί ωσ υπόςτρωμα. Αποτελεί ωςτόςο ιςχυρι ζνδειξθ και ζναυςμα για περαιτζρω μελζτθ του 

ιςτοφ τόςο ςε πρωτεομικό (proteomics) όςο και ςε μεταβολομικό (metabolomics) επίπεδο. 
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5.   ΠΕΡΙΛΘΨΘ 
 

Η ελιά (Olea europaea L.) είναι ζνα από τα πιο ςθμαντικά καλλιεργοφμενα δζντρα ςτθν Ανατολικι 

Μεςόγειο και τα προϊόντα τθσ κεωροφνται υψθλότατθσ κρεπτικισ αξίασ. Σόςο θ προςαξονικι όςο και θ 

αποαξονικι φυλλικι επιφάνεια φζρει μεγάλο αρικμό μθ αδενωδϊν πολυκφτταρων αςπιδοειδϊν 

τριχωμάτων τα οποία όμωσ αποπίπτουν ζντονα από τθν προςαξονικι επιφάνεια κατά τθν ωρίμανςθ του 

φφλλου. Προκειμζνου να εντοπίςουμε γονίδια που πικανϊσ εμπλζκονται ςτθ βιοςφνκεςθ μεταβολιτϊν, 

ςτθν άμυνα του φυτοφ αλλά και ςτο πολφ αυςτθρό μοτίβο ανάπτυξθσ και διαφοροποίθςθσ των 

τριχωμάτων, προχωριςαμε ςε ανάλυςθ του τρανςκριπτομικοφ προφίλ του ιςτοφ τθσ αποαξονικισ 

επιφάνειασ με τθν μζκοδο 454 (Pyrosequencing). 

Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι ενεργά είναι τα μονοπάτια βιοςφνκεςθσ φαινυλοπροπανοειδϊν, 

φλαβονοειδϊν, διτερπενίων και πικανϊσ και άλλων τερπενίων. Επίςθσ εντοπίςτθκαν γονίδια που 

ςχετίηονται με απόκριςθ ςε (α)βιοτικι καταπόνθςθ κακϊσ και μεταγραφικοί παράγοντεσ που ςυμμετζχουν 

ςτθν αρχιτεκτονικι των τριχωμάτων, υπονοϊντασ ότι τα τριχϊματα τθσ ελιάσ παίηουν ενεργό ρόλο ςτθν 

ομοιόςταςθ του φυτοφ. 

 

Abstract 

 Olive (Olea europaea L.) is one of the most important fruit crop trees in the Eastern Mediterranean and its 

products are considered of highly nutritive value. On the adaxial and the abaxial side of the leaves, olive 

leaves bear a great number of non-glandular multicellular peltate trichomes which detach from the adaxial 

side during leaf maturation. In order to find genes that are possibly involved in the biosynthesis of 

metabolites, in the plant’s defense and in the trichome morphogenesis, we proceeded in a transcriptomic 

analysis of the abaxial tissue through 454 (Pyrosequencing). 

 Our results showed that the pathways responsible for the biosynthesis of phenylpropanoids, 

flavonoids, diterpenes and possibly other terpenes are active. Genes involved in the defense against (a)biotic 

stress and transcriptional factors involved in the trichome architecture were also identified, indicating that 

olives’ trichome plays an important role in the homeostasis of the plant. 
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