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Θέισ λα επραξηζηήζσ εηιηθξηλά ηνλ θαζεγεηή Πνιπδεύθε Υαηδόπνπιν, ηνλ 

ιέθηνξα ΢ηακάηε Ρήγα θαη ηνλ δηδάθηνξα  Γεξάζηκν Γάξα γηα ηελ πνιύηηκε 

βνήζεηα θαη ζπλδξνκή ηνπο ζηελ νινθιήξσζε ηεο παξνύζαο εξγαζίαο. 

Δπηπιένλ ζα ήζεια λα πσ θαη έλα κεγάιν επραξηζηώ ζηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα 

ηελ ππνκνλή θαη ηελ ππνζηήξημή ηνπο όινλ απηό ηνλ θαηξό.
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Πεξίιεςε 

 

Η θσηνζύλζεζε θαη ε αλαπλνή απνηεινύλ δπν από ηηο ζεκαληηθόηεξεο βηνινγηθέο 

δηεξγαζίεο ησλ θπηώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αλάπηπμε θαη ηελ δηαηήξεζε ηεο δσήο ζηνλ 

πιαλήηε, νη νπνίεο πξαγκαηνπνηνύληαη ζηνπο ρισξνπιάζηεο θαη ζηα κηηνρόλδξηα. ΢ηα νξγαλίδηα 

απηά νη έληνλεο νμεηδσαλαγσγηθέο αληηδξάζεηο απμάλνπλ ζεκαληηθά ηε παξαγσγή ελεξγώλ 

κνξθώλ νμπγόλνπ (ROS) πνπ πξνθαινύλ βιάβεο ζε βηνκόξηα όπσο νη πξσηεΐλεο. ΢ε ζπλζήθεο 

παξαηεηακέλεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ηα θύηηαξα πξέπεη λα θαηαζηξέςνπλ ηηο νμεηδσκέλεο 

πξσηεΐλεο ώζηε λα απνθεπρζεί ε ζπζζώξεπζε ηνμηθώλ ζπζζσκαησκάησλ. ΢ηα νξγαλίδηα, ε 

απνδόκεζε ησλ απνδηαηαγκέλσλ πξσηετλώλ γίλεηαη από ηε δξάζε ησλ ATP-εμαξηώκελσλ 

πξσηεαζώλ. Η πξσηεάζε Lon σο κέινο απηήο ηεο νηθνγέλεηαο έρεη ηέζζεξα ππξεληθά γνλίδηα ζην 

θπηό Arabidopsis thaliana. 

΢θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4, 

θαη ε θαηαλόεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ πξσηεαζώλ πνπ θσδηθνπνηνύλ ζην θπηό Arabidopsis 

thaliana. Σα κεηαιιάγκαηα ηνπ γνληδίνπ Lon1 παξνπζηάδνπλ θαζπζηέξεζε ζηελ εγθαηάζηαζε θαη 

ζηελ αλάπηπμε, ελώ ε κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ ηνπο είλαη πξνβιεκαηηθή. Δπηπιένλ, ηα 

ζπέξκαηα θπηώλ κεηάιιαμεο ηνπ γνληδίνπ Lon4 εκθαλίδνπλ κεδακηλή βιαζηηθόηεηα. ΢ε ακηλνμηθό 

επίπεδν ηα δύν γνλίδηα παξνπζηάδνπλ πςειό πνζνζηό νκνινγίαο θαη ηα πξντόληα πνπ 

θσδηθνπνηνύλ ηνπνζεηνύληαη ζηα ππνθπηηαξηθά νξγαλίδηα θνηλήο πξνθαξπσηηθήο πξνέιεπζεο, ην 

κηηνρόλδξην θαη ην ρισξνπιάζηε. Από ηα παξαπάλσ πξνέθπςαλ κηα ζεηξά από εξσηήκαηα πξνο 

δηεξεύλεζε. Αξρηθά εμεηάζηεθε εάλ ην έλα γνλίδην έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα ζπκπιεξώζεη ηε 

βηνρεκηθή ιεηηνπξγία ηνπ άιινπ. Γηα απηό ζρεκαηίζηεθαλ κηα ζεηξά από ρηκαηξηθέο δηαγνληδηαθέο 

θαηαζθεπέο κεηαμύ ησλ ξπζκηζηηθώλ θαη θσδηθώλ πεξηνρώλ ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4, νη 

νπνίεο  εηζήρζεθαλ ζηα γελεηηθά ππόβαζξα ησλ δύν κεηαιιάμεσλ. Δπηπιένλ, θαηαζθεπάζηεθαλ 

ζεηξέο θπηώλ πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ Lon1 θαη Lon4 πξσηεάζε κε ζθνπό λα πξνζδηνξηζηεί εάλ ε 

ζπζζώξεπζε ηνπο ζρεηίδεηαη κε αλζεθηηθόηεηα έλαληη ζπλζεθώλ νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Γηα ηα 

πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο έγηλε ζρεδηαζκόο  δύν γνληδηαθώλ θαηαζθεπώλ όπνπ ε έθθξαζε ησλ 

θσδηθώλ πεξηνρώλ ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4 βξίζθνληαλ ππό ηνλ έιεγρν ηνπ θαζνιηθνύ 

πξναγσγέα CaMV35S. 

Πξνθαηαξθηηθέο δνθηκέο πνπ έγηλαλ ππνβάιινληαο ηα θπηά πνπ ππεξεθθξάδνπλ ην γνλίδην 

Lon1 ζε ζπλζήθεο αλνμίαο απνθάιπςαλ κεγαιύηεξε αλζεθηηθόηεηα απηώλ έλαληη ησλ θπηώλ 

αγξίνπ ηύπνπ. Οη ξπζκηζηηθέο αθνινπζίεο ησλ δύν γνληδίσλ, ζε ζπλζήθεο επάξθεηαο νμπγόλνπ, 

παξνπζηάδνπλ εθθξαζηηθή ζπκπιεξσκαηηθόηεηα αθνύ ην γνλίδην Lon1 ππό ηνλ έιεγρν ηνπ 

πξναγσγέα Lon4 θαηόξζσζε λα αλαζηξέςεη ηνλ θαηλόηππν ηεο κεηάιιαμεο lon1. Σα 

απνηειέζκαηα απηά απνθαιύπηνπλ όηη ε πξσηεάζε Lon ζρεηίδεηαη κε ηε ξύζκηζε ηεο νκνηόζηαζεο 

ησλ πξσηετλώλ ζην θύηηαξν ζε ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Καζώο νη πεξηβαιινληηθέο 

αιιαγέο αλακέλεηαη λα εληζρύζνπλ ηνπο αβηνηηθνύο παξάγνληεο πνπ πξνθαινύλ νμεηδσηηθή 

θαηαπόλεζε ζηα θπηά κεγάιεο θαιιηέξγεηαο, ε δηεμνδηθή θαηαλόεζε ηνπ κνξηαθνύ κεραληζκνύ 

δξάζεο ηεο πξσηεάζεο Lon αλακέλεηαη λα ζπλεηζθέξεη ζηελ δηαζθάιηζε ηεο πξσηνγελνύο 

παξαγσγήο.  
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Abstract 

 

Vital processes for canonical cellular homeostasis are the repair/proper folding of 

non-native polypeptides and the elimination of the irreparably damaged proteins. For these 

tasks protein processing machines are present within the cell as a universal protein quality 

control mechanism. Accumulation of non-native proteins especially in organelles results in 

malfunction and arrest of growth. This phenomenon is severely profound in abiotic 

conditions causing aggregation of toxic polypeptides due to oxidative damage. Recently, 

organellar dysfunction by oxidative stress has been implicated in ageing, cell death and 

numerous human degenerative diseases.Intracellular selective proteolysis is an important 

post-translational regulatory mechanism maintaining protein quality control by removing 

defective, damaged or even deleterious protein aggregates. The ATP-dependent Lon 

protease is a key component of protein quality control that is highly conserved across the 

kingdoms of living organisms.  

This project aims to shed light on the role of Arabidopsis thaliana ATP-dependent 

Lon1 and Lon4 proteases in removing short-lived regulatory proteins and preventing 

harmful accumulation of non-native polypeptides in plant organelles. A combinatorial 

experimental approach is designed to clarify Lon1 and Lon4 evolutionary divergence, 

biochemical specificity and/or redundancy. The relative resistance to oxidative stress of 

overexpression transgenic lines and the dynamics or durability of mitochondria and 

chloroplasts under stress conditions are also topics under assessment. 

Considering that environmental changes are expected to enhance the abiotic 

factors that cause oxidative stress in crops, the anticipated results will provide novel 

insights in plant response and adaptation to such conditions and will contribute to the 

understanding of organellar maintenance of function protein systems to potentially avert 

cellular dysfunction. 
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Δηζαγωγή 
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1.1 Σν θπηό Arabidopsis thaliana 

O Johanes Thal πεξηέγξαςε πξώηνο ην Arabidopsis ηνλ 16ν αηώλα ζηα Γεξκαληθά βνπλά Harz 

θαη ην νλόκαζε Pilosella siliquosa. Σν όλνκα ηνπ θπηνύ άιιαμε πνιιέο θνξέο κέρξη πνπ ην 1842 

επηθξάηεζε ην όλνκα Arabidopsis thaliana . Σν Arabidopsis thaliana είλαη απηνθπέο ζηελ Δπξώπε, 

ζηε Μεζόγεην, ζηελ Αλαηνιηθή Αθξηθή (ζε κεγάιν πςόκεηξν), ζηελ Αλαηνιηθή θαη Κεληξηθή 

Αζία, από όπνπ θαη κάιινλ πξνέξρεηαη. Πξόζθαηα κάιηζηα έρεη βξεζεί ζηελ Ακεξηθή θαη ζηελ 

Απζηξαιία. Αλαπηύζζεηαη θπξίσο ζε ιηβάδηα, βνζθόηνπνπο (pastures), αιιά θαη ζε όρζεο 

πνηακώλ. Τπάξρνπλ δηάθνξα θνηλά νλόκαηα ηνπ Arabidopsis, όπσο thale cress (cress: θάξδακν), 

Arabette des dames (Γαιιία), Bakrav (΢νπεδία), Ludfu (Οπγγαξία), Mostaza Silvestre (Ιζπαλία). 

Σν θπηό Arabidopsis thaliana είλαη έλα κηθξό, κε βξώζηκν θπηό. Αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα 

Brassicaceae ή Cruciferae,, αλαπηύζζεηαη γξήγνξα νινθιεξώλνληαο ηνλ βηνινγηθό ηνπ θύθιν ζε 

δηάζηεκα έμη εβδνκάδσλ παξάγσληαο ρηιηάδεο κηθξά ζπέξκαηα. Σα άλζε ηνπ θπηνύ έρνπλ κήθνο 2 

mm θαη απνηεινύληαη από 4 ζέπαια,  4 πέηαια θαη 6 ζηήκνλεο. Οη θαξπνί έρνπλ κήθνο 0,5 mm 

ελώ έλα ώξηκν θπηό κπνξεί λα  παξάγεη εθαηνληάδεο θαξπνηαμίεο κε πεξηζζόηεξνπο από 5000 

ζπόξνπο ζπλνιηθά. Σα θύιια είλαη θαιπκκέλα  κε κηθξά κνλνθύηηαξα ηξηρίδηα  ηα νπνία έρνπλ 

θαζηεξσζεί γηα ηε κειέηε ηεο κνξθνγέλεζεο θαη ηεο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο (Meinke et al. 

1998). Η θαιιηέξγεηά ηνπ είλαη ζρεηηθά εύθνιε θαη νηθνλνκηθή θαηαιακβάλνληαο πνιύ κηθξό 

ρώξν. Απηό απνηειεί κεγάιν πιενλέθηεκα, θαζώο, κ‟απηόλ ηνλ ηξόπν είλαη δπλαηή ε παξάιιειε 

θαη εθηεηακέλε έξεπλα πνιιώλ θπηώλ ηαπηόρξνλα, ππό ειεγρόκελεο ζπλζήθεο.  

Σν γνληδίσκα ηνπ Arabidopsis ζπγθξηηηθά κε άιια θπηά είλαη κηθξόηεξν (πεξίπνπ 1x10
8
 

δεύγε βάζεσλ λνπθιενηηδίσλ), είλαη δηπινεηδέο θαη όρη ηδηαίηεξα πνιύπινθν (π.ρ ιίγεο 

επαλαιήςεηο κε θσδηθνύ DNA). Δπηπιένλ, είλαη ην πξώην θπηό ηνπ νπνίν απνθσδηθνπνηήζεθε 

πιήξσο ε γνληδησκαηηθή ηνπ αθνινπζία, ε νπνία δεκνζηεύηεθε ην Γεθέκβξην ηνπ 2000 σο 

απνηέιεζκα ηεο ζπιινγηθήο ζπλεξγαζίαο κεηαμύ εξεπλεηηθώλ νκάδσλ  Arabidopsis Genome 

Initiative (AGI 2000). Όια απηά, θαζηζηνύλ εύθνιε ηελ κνξηαθή θαη γελεηηθή αλάιπζε ηνπ θπηνύ 

θαη ζε ζπλδπαζκό κε ην όηη ε αλάπηπμε, ε αλαπαξαγσγή, ε αληίδξαζε ζηηο θαηαπνλήζεηο θαη ηηο 

αζζέλεηεο δελ δηαθέξεη ηδηαίηεξα από απηήλ ησλ θαιιηεξγνύκελσλ θπηώλ, θαζηζηνύλ ην 

Arabisopsis, θπηό πνιύ κεγάιεο ζεκαζίαο γηα ηελ βαζηθή θαη εθαξκνζκέλε έξεπλα, ηδηαίηεξα ζην 

επίπεδν ησλ Βηνινγηθώλ επηζηεκώλ. 

Ο ραξαθηεξηζκόο ησλ γνληδίσλ θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπο ζην Arabidopsis θαη ε εύξεζε 

παξάιιεια, νκόινγσλ γνληδίσλ κε παξόκνηεο ιεηηνπξγίεο ζε άιιεο νηθνγέλεηεο θπηώλ, παξέρνπλ 

πιεξνθνξίεο γηα ηελ θαηαλόεζε κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε θπζηνινγία ησλ 

θπηώλ, κε δπλαηόηεηα βηνηερλνιηθώλ εθαξκνγώλ ζηε γελεηηθή βειηίσζε θπηώλ κε ηδηαίηεξε 

νηθνλνκηθή ζεκαζία. 

1.2 Μηηνρόλδξηα & Υισξνπιάζηεο 

Σα κηηνρόλδξηα θαη νη ρισξνπιάζηεο είλαη ππνθπηηαξηθά νξγαλίδηα ηα νπνία έρνπλ δηπιή 

εμσηεξηθή κεκβξάλε, δηαζέηνπλ ην δηθό ηνπο DNA θαη δηθό ηνπο κεραληζκό πξσηετλνζύλζεζεο 

(tRNA, ξηβνζώκαηα). Βέβαηα, ην κεγαιύηεξν πνζνζηό ησλ πξσηετλώλ θαη ησλ ελδύκσλ ηνπο 

θσδηθνπνηνύληαη από ην ππξεληθό DNA θαη εηζάγνληαη ζηα νξγαλίδηα θαηά ηελ σξίκαλζή ηνπο θαη 

γηα απηό ην ιόγν ηα νξγαλίδηα απηά νλνκάδνληαη εκηαπηόλνκα. Η πξνέιεπζε ησλ δύν νξγαληδίσλ 

ζεσξείηαη όηη έρεη πξνέιζεη από ελδνζπκβίσζε πξνθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ, ηα νπνία κε ηνλ 

θαηξό εθθπιίζηεθαλ θαη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό ηνπ γνληδηώκαηόο ηνπο «κεηαλάζηεπζε» ζηνλ 

ππξήλα.  

΢ηα δύν απηά νξγαλίδηα ιακβάλνπλ ρώξα νη δύν θύξηεο δηεξγαζίεο ηνπ αεξόβηνπ 

κεηαβνιηζκνύ: Η αλαπλνή θαη ε θσηνζύλζεζε. Καηά ηελ αλαπλνή ε ελέξγεηα πνπ παξάγεηαη από 

ηνλ κεηαβνιηζκό ησλ πδξνγνλαλζξάθσλ κεηαηξέπεηαη ζε ATP (ηξηθσζθνξηθή αδελνζίλε). Σν 

ATP απνζεθεύεηαη θαη ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη ζε άιιεο βηνρεκηθέο αληηδξάζεηο πνπ 

ρξεηάδνληαη ελέξγεηα. ΢ηα θπηά ην θύξην ππόζηξσκα ηεο αλαπλνήο είλαη ε γιπθόδε. Βέβαηα 

ππάξρνπλ θαη άιιεο πεγέο άλζξαθα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο ππόζηξσκα γηα ηελ αλαπλνή όπσο ε 

ζνπθξόδε, θσζθνηξηόδεο, θσζθνεμόδεο, θξνπθηάλεο, ιηπίδηα θαη ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο αθόκα 

θαη πξσηεΐλεο (Teiz & Zeiger 2010).  
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1.3 Λεηηνπξγηθόο ξόινο ηνπ κηηνρνλδξίνπ 

΢ην κηηνρόλδξην ιακβάλνπλ ρώξα δύν πνιύ ζεκαληηθέο βηνρεκηθέο δηεξγαζίεο: Ο θύθινο ηνπ 

θηηξηθνύ νμένο ή θύθινο ηνπ Krebs ή θύθινο ησλ ηξηθαξβνμπιηθώλ νμέσλ (Δηθ.1) θαη ε 

ζπδεπγκέλε νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε (Δηθ.2). Η ζπδεπγκέλε νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε 

νλνκάδεηαη ε ζπλεξγηζηηθή ιεηηνπξγία δύν επηκέξνπο ζπκπιόθσλ, ηα νπνία είλαη ε αλαπλεπζηηθή 

αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ (ΑΑΜΗ) θαη ην ζύκπινθν ηεο ζπλζάζεο ηνπ ATP.  

 
Δηθόλα 1. Ο θύθινο ηνπ Krebs ή ησλ ηξηθαξβνμπιηθώλ νμέσλ (TCA) ή ηνπ θηηξηθνύ νμένο 
 

Ο θύθινο ηνπ θηηξηθνύ ηνπνζεηείηαη ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Καηά ηε ιεηηνπξγία ηνπ 

ζπληίζεληαη πνιινί ελδηάκεζνη κεηαβνιίηεο κε ηδηαίηεξε βηνινγηθή ζεκαζία, θαζώο απνηεινύλ 

πξόδξνκα κόξηα γηα ηε βηνζύλζεζε άιισλ κεηαβνιηηώλ (ακηλνμέα). Καηά ηε ιεηηνπξγία ηνπ 

θύθινπ παξάγνληαη επίζεο ηα ζπλέλδπκα NADH θαη  FADH2 θαζώο θαη έλα κόξην ATP. Σα 

NADH θαη  FADH2 έρνπλ πνιύ ζεκαληηθό ξόιν ζηε ιεηηνπξγία ησλ θπηηάξσλ θαζώο 

ζπκκεηέρνπλ ζε πνιιέο βηνρεκηθέο αληηδξάζεηο σο ζπλέλδπκα, αιιά ν ζεκαληηθόηεξνο ξόινο ηνπο 

ζην κηηνρόλδξην είλαη όηη παξέρνπλ ηελ απαξαίηεηε ελέξγεηα γηα λα ιεηηνπξγήζεη ε αλαπλεπζηηθή 

αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ. 
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Δηθόλα 2. ε ζπδεπγκέλε νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε πεξηιακβάλεη ηελ αλαπλεπζηηθή αιπζίδα κεηαθνξάο 

ειεθηξνλίσλ θαη ην ζύκπινθν ηεο ζπλζάζεο ηνπ ATP 

 

Η ΑΑΜΗ ηνπνζεηείηαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Αξρηθά έλα κόξην 

NADH αλάγεηαη ζε NAD
+
 (΢ύκπινθν I) απειεπζεξώλνληαο έλα ειεθηξόλην θαη έλα πξσηόλην. Σν 

πξσηόλην εμάγεηαη ζηνλ δηακεκβξαληθό ρώξν, ελώ ην ειεθηξόλην αθνινπζεί κηα πνξεία κέζα από 

ηα ζύκπινθα ηεο αιπζίδαο (κε κηα ζεηξά νμεηδσαλαγσγηθώλ αληηδξάζεσλ) γηα λα θαηαιήμεη ζηνλ 

ηειηθό απνδέθηε ηνπ πνπ είλαη ην κνξηαθό νμπγόλν (΢ύκπινθν IV) θαη ην νμπγόλν αλάγεηαη ζε 

λεξό. Όπσο θαίλεηαη θαη ζηε ζρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ΑΑΜΗ (Δηθ. 2) ε αλαγσγή ηνπ 

NADH ζε NAD
+
 εμαζθαιίδεη ηελ απαξίηεηε ελέξγεηα γηα ηε ιεηηνπξγία ηεο αιπζίδαο. 

Απνηέιεζκα ηεο αλαγσγήο απηήο είλαη ε παξαγσγή πξσηνλίσλ, ηα νπνία νδεγνύληαη πξνο ηνλ 

δηακεκβξαληθό ρώξν από ηα ΢ύκπινθα I, III θαη IV ηεο ΑΑΜΗ. Απηό έρεη σο απνηέιεζκα ηε 

δεκηνπξγία δηαβάζκηζεο πξσηνλίσλ κεηαμύ ηεο κήηξαο θαη ηνπ δηακεκβξαληθνύ ρώξνπ ε νπνία 

απνηειεί ηελ θηλεηήξην δύλακε γηα ηε ζπλζάζε ηνπ ATP (αλαθέξεηαη θαη σο ΢ύκπινθν V, αιιά 

δελ απνηειεί κέξνο ηεο ΑΑΜΗ). Η ζπλζάζε ηνπ ATP αληιεί πξσηόληα από ην δηακεκβξαληθό 

ρώξν πξνο ηε κήηξα, κε ζθνπό λα εμηζζνξνπήζεη ηε δηαβάζκηζε πνπ δεκηνπξγείηαη από ηε 

ιεηηνπξγία ηεο ΑΑΜΗ κε ηαπηόρξνλε παξαγσγή ATP. Λόγσ ηνπ ηξόπνπ κε ηνλ νπνίν 

ιεηηνπξγνύλ ηα δύν ζύκπινθα, όιε ε βηνρεκηθή δηεξγαζία νλνκάδεηαη ζπδεπγκέλε νμεηδσηηθή 

θσζθνξπιίσζε. 

Πέξαλ από ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο κέζσ ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο, ζηα κηηνρόλδξηα 

ιακβάλνπλ ρώξα θαη κηα ζεηξά από άιιεο ζεκαληηθέο κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο όπσο ε βηνζύλζεζε 

ακηλνμέσλ, ν θαηαβνιηζκόο ησλ ιηπαξώλ νμέσλ. Δπίζεο ηα κηηνρόλδξηα ζπκκεηέρνπλ ζε άιια 

ελδηάκεζα κεηαβνιηθά κνλνπάηηα θαη εκπιέθνληαη ζηε δηαηήξεζε ηεο  νκνηόζηαζεο ησλ ηόλησλ 

αζβεζηίνπ 
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1.4 Λεηηνπξγηθόο ξόινο ηνπ ρισξνπιάζηε 

Η ζεκαληηθόηεξε δηεξγαζία πνπ ιακβάλεη ρώξα ζηνπο ρισξνπιάζηεο είλαη ε θσηνζύλζεζε. 

΢πλνπηηθά, θσηνζύλζεζε νλνκάδεηαη ε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία γίλεηαη δέζκεπζε ηεο ειηαθήο 

ελέξγεηαο θαη κεηαηξέπεηαη ζε ρεκηθή ππό ηε κνξθή αιπζίδσλ άλζξαθα.  

Η θσηνζύλζεζε γίλεηαη θπξίσο ζηνπο ρισξνπιάζηεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ κεζνθύιινπ ησλ θύιισλ. 

Η απνξξόθεζε ηεο ειηαθήο ελέξγεηαο γίλεηαη από εηδηθέο πξάζηλεο ρξσζηηθέο νη νπνίεο 

νλνκάδνληαη ρισξνθύιιεο. Καηά ηε θσηνζύλζεζε αξρηθά γίλεηαη νμείδσζε ηνπ λεξνύ από ηελ 

ειηαθή ελέξγεηα θαη παξάγεηαη κνξηαθό νμπγόλν (θσηόιπζε ηνπ λεξνύ) θαη αλαγσγή ηνπ 

δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα γηα λα ζρεκαηηζηνύλ αιπζίδεο άλζξαθα (ζάθραξα). Η δηαδηθαζία κπνξεί 

λα ρσξηζηεί ζε δύν επηκέξνπο θαηεγνξίεο. Η πξώηε θαηεγνξία πεξηιακβάλεη ηηο αληηδξάζεηο 

θσηόο, όπνπ γίλεηαη ε απνξξόθεζε ηεο ειηαθήο ελέξγεηαο από ηηο ρισξνθύιιεο θαη ε θσηόιπζε 

ηνπ λεξνύ (ειεπζεξώλνληαη ειεθηξόληα). Η δηαδηθαζία απηή γίλεηαη ζηε κεκβξάλε ηνπ 

ζπιαθνεηδνύο θαη σο ηειηθά πξντόληα έρεη ην ATP θαη ην NADPH. Οη δνκηθέο κνλάδεο ηνπ 

κεραληζκνύ νλνκάδνληαη θσηνζπζηήκαηα (PSI θαη PSII) θαη ζην ελεξγό ηνπο θέληξν έρνπλ 

κόξηα ρισξνθύιιεο. Σα δύν θσηνζπζηήκαηα καδί κε άιια ηξία πξσηετληθά ζύκπινθα ζπγθξνηνύλ 

ηελ θσηνζπλζεηηθή αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ(ΦΑΜΗ,Δηθ.3).  

  
Δηθόλα 3. Η θσηνζπλζεηηθή αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ 

 

Η ειηαθή αθηηλνβνιία δηεγείξεη ηε ρισξνθύιιε ζην θσηνζύζηεκα ΙΙ (PSII). Η θνξηηζκέλε από 

ηελ αθηηλνβνιία ρισξνθύιιε δίλεη ειεθηξόληα ζηελ πιαζηνθηλόλε θαη απνθνξηίδεηαη, ελώ ξνή 

ειεθηξνλίσλ πξνο ηελ πιαζηνθηλόλε ππάξρεη θαη από ην ζύκπινθν ηεο θσηόιπζεο ηνπ λεξνύ. Σα 

ειεθηξόληα, κε κηα πνξεία νμεηδσαλαγσγηθώλ αληηδξάζεσλ θαηαιήγνπλ ζην θσηνζύζηεκα Ι θαη 

ζηε θεξξεδνμίλε. Σειηθόο απνδέθηεο ησλ ειεθηξνλίσλ είλαη ην NADP
+
 ην νπνίν αλάγεηαη ζε 

NADPH. Σα πξσηόληα πνπ παξάγνληαη από ηελ θσηόιπζε ηνπ λεξνύ, αμηνπνηνύληαη από ηε 

ζπλζάζε ηνπ ATP, ε νπνία δηαηεξεί ηελ νκνηόζηαζε ησλ πξσηνλίσλ κεηαμύ lumen θαη ζηξώκαηνο 

θαη ηαπηόρξνλα παξάγεη θαη ATP. Σν NADPH θαη ην ATP πνπ παξάγνληαη ρξεζηκνπνηνύληαη ζην 

δεύηεξν ζηάδην ηεο θσηνζύλζεζεο σο ελέξγεηα γηα ηελ αλαγσγή ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα θαη 

ηελ παξαγσγή πδξνγνλαλζξάθσλ (θύθινο ηνπ Calvin). 
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1.5  Οη Δλεξγέο Μνξθέο Ομπγόλνπ (Reactive Oxygen Species, ROS) θαη ν κεραληζκόο ειέγρνπ 

ηεο πνηόηεηαο ησλ πξσηετλώλ (Protein Quality Control) 

Οη ελεξγέο κνξθέο νμπγόλνπ απνηεινύλ παξαπξντόληα ηνπ αεξόβηνπ κεηαβνιηζκνύ θαη 

παξάγνληαη θπξίσο ζηηο αιπζίδεο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ, ιόγσ ηεο κεγάιεο πνζόηεηαο 

κεηαγσγήο ελέξγεηαο. Δίλαη ελεξγά θνξηηζκέλα κόξηα θαη όηαλ παξακέλνπλ ειεύζεξα ζηα θύηηαξα 

πξνθαινύλ βιάβεο εμαηηίαο νμείδσζεο ζε βηνκόξηα όπσο πξσηεΐλεο, ιηπίδηα, λνπθιετθά νμέα. 

Πέξαλ ησλ δπζκελώλ ζπλεπεηώλ ησλ ROS γηα ην θύηηαξν, ζεσξείηαη όηη έρνπλ ακπληηθό ξόιν 

έλαληη παξαγόλησλ βηνηηθήο θαηαπόλεζεο ζηα θπηά (Apel and Hirt 2004), ελώ επηπιένλ εηθάδεηαη 

όηη κπνξεί λα έρνπλ θαη ξόιν σο κόξηα κεηαγσγήο ζήκαηνο/εξεζίζκαηνο (Moller and Sweetlove 

2010). Παξόια απηά ν πεξηνξηζκόο ηεο εμάπισζήο ηνπο είλαη αλαγθαίνο γηα ηε επηβίσζε ηνπ 

θπηηάξνπ. 

Σα κηηνρόλδξηα καδί κε ηνπο ρισξνπιάζηεο θαη ηα πεξνμπζώκαηα απνηεινύλ ηηο θύξηεο 

πεγέο παξαγσγήο ROS. ΢ύκθσλα κάιηζηα θαη κε ηε ζεσξία πνπ δηαηύπσζε ηε δεθαεηία ηνπ 1950 

ν Denham Harman γηα ηε γήξαλζε θαη ηηο ειεύζεξεο ξίδεο, ε ελδνγελήο παξαγσγή ηνμηθώλ 

ειεύζεξσλ ξηδώλ ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαηά ηελ αλαπλνή νδεγεί ζε 

ζσξεπηηθέο βιάβεο ζηα βηνκόξηα ηνπ νξγαληδίνπ (πξσηεΐλεο, ιηπίδηα, λνπθιετθά νμέα) επηθέξνληαο 

ηειηθά ηνλ θπηηαξηθό ζάλαην (Harman 1957).  

Η παξαγσγή ελεξγώλ κνξθώλ νμπγόλνπ επάγεηαη ππό δηάθνξεο ζπλζήθεο αβηνηηθήο 

θαηαπόλεζεο ζηα θπηά, όπσο γηα παξάδεηγκα ζε ζπλζήθεο πςεινύ θσηηζκνύ, ζε ζπλζήθεο 

μεξαζίαο, ζε αθξαίεο ηηκέο ζεξκνθξαζίαο ή ζε ζπλζήθεο κεραληθήο θαηαπόλεζεο (Apel and Hirt 

2004; Finkel and Holbrook 2000; Friguet et al. 2008). Γηα λα αληηπαξέιζνπλ ζε απηόλ ηνλ 

παξάγνληα θαηαπόλεζεο, ηα θύηηαξα έρνπλ αλαπηύμεη κεραληζκνύο πεξηνξηζκνύ ηεο παξαγσγήο 

θαη ηεο εμάπισζεο ησλ ROS. Μηα πξώηε γξακκή άκπλαο έλαληη ηεο παξαγσγήο ησλ ROS είλαη 

έλδπκα πνπ δεζκεύνπλ θαη απνηνμηλώλνπλ ηηο ελεξγέο κνξθέο νμπθόλνπ ζε κε ηνμηθά γηα ηα 

θύηηαξα κόξηα, θαζώο επίζεο θαη κε ελδπκηθά κόξηα πνπ θαη απηά δεζκεύνπλ ηα ROS 

πεξηνξίδνληαο ηελ δπζκελή ηνπο επίδξαζε. Σα θπξηόηεξα απνηνμηλνηηθά έλδπκα είλαη ε 

δεζκνπηάζε ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ (SOD, superoxide dismutase), νη θαηαιάζεο θαη νη 

πεξνμεηδάζεο ελώ από ηα κε ελδπκηθά κόξηα ηα θπξηόηεξα αληηνμεηδσηηθά κόξηα είλαη ηα 

θαξνηελνεηδή θαη ην αζθνξβηθό νμύ. ΢ε πεηξάκαηα όπνπ έγηλε κεηαβνιή ηεο πνηόηεηαο θαη ηεο 

πνζόηεηαο ησλ θαξνηελνεηδώλ ζηνλ αζθνκύθεηα Podospora anserina, παξαηεξήζεθε αύμεζε έσο 

θαη 30% ηεο δηάξθεηαο ηνπ βηνινγηθνύ θύθινπ (lifespan) (Strobel et al. 2009).  

Παξόιεο ηηο πξνζπάζεηεο πεξηνξηζκνύ ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ ROS είηε εληζρύνληαο ηνλ 

κεραληζκό πεξηνξηζκνύ παξαγσγήο ηνπο, είηε ηνλ κεραληζκό απνηνμίλσζήο ηνπο εηδηθά ππό 

ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο ηνπ νξγαληζκνύ, κηα ζεκαληηθή πνζόηεηα ROS παξακέλεη ελεξγή εληόο 

ηνπ θπηηάξνπ. Έηζη ηα θύηηαξα βξίζθνληαη ζπλερώο ππό θάπνηα κνξθή νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο, 

ε νπνία κεηαθξάδεηαη σο δεκηέο ζηα βηνκόξηα θαη θπξίσο ζηηο πξσηεΐλεο ηνπ. Οη νμεηδσκέλεο 

πξσηεΐλεο ηείλνπλ λα ζρεκαηίδνπλ ζπζζσκαηώκαηα εληόο ησλ θπηηάξσλ (Δηθ. 4), ηα νπνία 

πξνθαινύλ δπζιεηηνπξγία ηνπ νξγαληδίνπ. Αλ ην θαηλόκελν απηό δελ πεξηνξηζηεί ην απνηέιεζκα 

είλαη ν θπηηαξηθόο ζάλαηνο. Πιένλ ε δπζιεηηνπξγία ησλ κηηνρνλδξίσλ θαίλεηαη πσο ζρεηίδεηαη 

άκεζα κε ηε γήξαλζε, ηελ απόπησζε θαζώο θαη κε δηάθνξεο λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο 

(Kwong et al. 2006). 

  Γηα λα απνθύγνπλ ηηο παξαπάλσ δπζκελείο ζπλέπεηεο, ηα θύηηαξα έρνπλ αλαπηύμεη θαη 

έλαλ δεύηεξν κεραληζκό άκπλαο πνπ αθνξά ζηελ πξνζηαζία ησλ βηνκνξίσλ ηνπ. Ο κεραληζκόο 

απηόο νλνκάδεηαη κεραληζκόο ειέγρνπ ηεο πνηόηεηαο ησλ πξσηετλώλ (Protein Quality Control 

System, PQC). Όηαλ κε ηελ νμείδσζε ε ηξηηνηαγήο δνκή κηαο πξσηεΐλεο κεηαβιεζεί, ηόηε αξρηθά 

γίλεηαη κηα πξνζπάζεηα επαλαθνξάο ηεο πξσηεΐλεο ζηελ θπζηθή ηεο θαηάζηαζε  θαζώο από άπνςε 

ελέξγεηαο είλαη ε ιηγόηεξν ελεξγνβόξνο δηαδηθαζία γηα ην θύηηαξν. Σν ξόιν απηό αλαιακβάλνπλ 

νη κνξηαθνί ζπλνδνί (molecular chaperones), νη νπνίνη αλαγλσξίδνπλ ηελ νμεηδσκέλε πξσηεΐλε, 

ηελ μεδηπιώλνπλ θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ δηπιώλνπλ μαλά ζηε θπζηνινγηθή ηεο κνξθή. Αλ νη δεκηέο 

ζηηο πξσηεΐλεο είλαη εθηεηακέλεο θαη ε αλαδίπισζε δελ είλαη εθηθηή, ηόηε ε κόλε επηινγή είλαη ε 

θαηαζηξνθή ηνπο κέζσ εθιεθηηθήο πξσηεόιπζεο (Δηθ.4), θαζώο ε δεκηνπξγία ζπζζσκαησκάησλ 

νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ είλαη θαηαζηξνθηθή γηα ηα θύηηαξα. 
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Δηθόλα 4. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κεραληζκνύ ειέγρνπ ηεο πνηόηεηαο ησλ πξσηετλώλ (Protein 

Quality Control, PQC) ζηα κηηνρόλδξηα 

 

Σν ξόιν απηό ζην θπηηαξόπιαζκα θαη ζηνλ ππξήλα ησλ θπηηάξσλ έρεη ν κεραληζκόο ηνπ 

Πξσηεαζώκαηνο 26S/νπκπηθνπηηίλεο, ν νπνίνο αλαγλσξίδεη νμεηδσκέλεο ή ιάζνο αλαδηπισκέλεο 

πξσηεΐλεο θαη ηηο θαηαζηξέθεη, αλαθπθιώλνληαο ηα ακηλνμέα γηα ζύλζεζε λέσλ πνιππεπηηδίσλ. 

΢ηα νξγαλίδηα ηνλ αληίζηνηρν ξόιν έρνπλ νη ATP-εμαξηώκελεο πξσηεάζεο. Η θαηαλνκή ησλ 

ATP-εμαξηώκελσλ πξσηεαζώλ γίλεηαη ζε ηξεηο νηθνγέλεηεο: ηελ Clp, ηελ FtsH θαη ηελ Lon. Όπσο 

θαη ην πξσηεάζσκα 26S έηζη θαη νη νξγαληδηαθέο πξσηεάζεο αλήθνπλ ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ησλ 

AAA
+
 πξσηετλώλ (ATPases associated with diverse cellular activities) (Neuwald et al. 1999; Iyer et 

al. 2004).  

1.6 Η ATP-εμαξηώκελε πξσηεάζε Lon  

  Η πξσηεάζε Lon είλαη έλαο κεραληζκόο πνπ βξίζθεηαη ζρεδόλ ζε όινπο ηνπο νξγαληζκνύο. 

Η Lon απαληάηαη ζε δύν ηύπνπο: ηνλ ηύπν Α (A-Lons) θαη ηνλ ηύπν Β (B-Lons). Οη A-Lons 

ραξαθηεξίδνληαη από έλα ζρεηηθά κεγάιν άκηλν-ηειηθό άθξν καδί κε ηηο πεξηνρέο ATPάζεο θαη ηελ 

πεξηνρή πνπ είλαη ππέπζπλε γηα ηελ πξσηεόιπζε, ε νπνία βξίζθεηαη ζην θαξβόμπ-ηειηθό άθξν ηεο 

πξσηεΐλεο. Οη Β-Lons ζηεξνύληαη άκηλν ηειηθνύ άθξνπ θαη έρνπλ επηπιένλ κηα δηακεκβξαληθή 

πεξηνρή εληόο ηεο πεξηνρήο ATPάζεο. Σν θαξβόμπ πξσηενιπηηθό άθξν είλαη θνηλό κε ησλ A-Lons 

(Δηθ. 5). Οη B-Lons απαληώληαη απνθιεηζηηθά ζηα Archaea, από ηα νπνία απνπζηάδνπλ νη 

πξσηεάζεο ησλ νηθνγελεηώλ Clp θαη FtsH. Η πξσηεάζε Lon αλαθαιύθζεθε γηα πξώηε θνξά ζην 

βαθηήξην Esscherichia coli θαη νλνκάζηεθε έηζη ιόγν ηνπ θαηλνηύπνπ ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

ζηειερώλ (long) (Donch and Greenberg 1968) ΢ην E. coli ε πξσηεάζε Lon (EcLon) πξσηενιύεη 

πεξίπνπ ην 50% ηνπ απνδηαηαγκέλνπ ή κεηνπζησκέλνπ πξσηεώκαηνο ηνπ βαθηεξίνπ, 

αλαγλσξίδνληαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο πινύζηεο ζε αξσκαηηθά θαη πδξόθνβα ακηλνμέα, ηα 

νπνία βξίζθνληαη εθηεζεηκέλα όηαλ νη πξσηεΐλεο ράλνπλ ηελ θπζηνινγηθή ηνπο δνκή, ελώ ππό 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο νη πεξηνρέο απηέο είλαη «θξπκκέλεο» (Gur and Sauer 2009). Πέξαλ ηεο 

πξσηενιπηηθήο δξάζεο ηεο Lon, έρεη αλαθεξζεί όηη δηαζέηεη θαη ηδηόηεηεο κνξηαθνύ ζπλνδνύ 

(molecular chaperone) βνεζώληαο ζηε ζσζηή αλαδίπισζε ησλ πξσηετλώλ (Rep et al. 1996), ελώ 

δηαζέηεη θαη πεξηνρέο αλαγλώξηζεο θαη πξόζδεζεο κε λνπθιετθά νμέα (DNA θαη RNA) 

εμαζθαιίδνληαο έηζη ηε δηαηήξεζε ηεο αθεξαηόηεηαο ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ γνληδηώκαηνο (Lu et al. 

2007).  
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Δηθόλα 5. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ A-Lons θαη B-Lons 

 

Μεηαιιάμεηο ζηελ πξσηεάζε Lon έρνπλ σο απνηέιεζκα ηελ εκθάληζε αλσκαιηώλ ζηε 

κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ. Μεηαιιάμεηο ζην νκόινγν γνλίδην ηεο Lon ζε θύηηαξα δύκεο PIM1 

(Saccharomyces cerevisiae) είρε σο απνηέιεζκα ηελ απώιεηα ζηαζεξόηεηαο ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ 

DNA, θαζώο επίζεο θαη αλώκαιε κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ, θαζώο παξνπζίαζαλ 

κηηνρόλδξηα κε εκθαλώο ιηγόηεξεο αλαδηπιώζεηο ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο (Suzuki et al. 1994; 

van Dyck et al 1994). Παξόκνηα κνξθνινγία παξνπζίαζαλ ηα κηηνρόλδξηα θπηώλ κε κεηάιιαμε 

ζην γνλίδην Lon1, Σα κεηαιιάγκαηα lon1 ηνπ θπηνύ Arabidopsis thaliana επηπξόζζεηα 

παξνπζίαζαλ κεησκέλε δξαζηηθόηεηα ελδύκσλ ηνπ θύθινπ ηνπ θηηξηθνύ νμένο θαη ζπκπιόθσλ ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ (Rigas et al, 2009a). Η έιιεηςε ηεο ιεηηνπξγίαο 

ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζε θύηηαξα ζειαζηηθώλ είρε ζαλ απνηέιεζκα ηε ζπζζώξεπζε νμεηδσκέλσλ 

πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ ζηα κηηνρόλδξηα (Lee et al, 1999, Bota & Davies 2002). ΢ε 

αζζελείο κε θιεξνλνκηθή ζπαζηηθή παξαπιεγία (Hereditary Spastic Paraplegia, SPG13), κία 

λεπξνεθθπιηζηηθή αζζέλεηα ζηνλ άλζξσπν, ε έθθξαζε ηεο Lon θαη ηεο πξσηεάζεο ClpP, πνπ 

εληνπίδνληαη ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ, ήηαλ ζε ρακειόηεξα επίπεδα έλαληη ηνπ θπζηνινγηθνύ 

(Hansen et al, 2008).  

΢ηνλ αληίπνδα, ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεάζεο Lon ζε νξγαληζκνύο νδήγεζε ζε 

ελδηαθέξνληα απνηειέζκαηα. ΢ηνλ αζθνκύθεηα Podospora anserina, νξγαληζκό-κνληέιν γηα ηε 

κειέηε ηεο γήξαλζεο, ηα ζηειέρε πνπ ππεξέθξαδαλ ηελ πξσηεάζε Lon, παξνπζίαζαλ ρακειόηεξν 

πνζνζηό θαξβνλπιησκέλσλ θαη θαξβνμπκεζπιησκέλσλ πξσηετλώλ (νη ζύλεζεηο κεηνπζηώζεηο πνπ 

πθίζηαληαη νη πξσηεΐλεο θαηά ηελ νμεηδσηηθή θαηαπόλεζε), ρακειόηεξε έθιπζε ππεξνμεηδίνπ ηνπ 

πδξνγόλνπ, πςειόηεξε αλζεθηηθόηεηα έλαληη εμσγελνύο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο θαη αύμεζε ηεο 

δηάξθεηαο ηνπ βηνινγηθνύ ηνπο θύθινπ, ρσξίο λα παξνπζηάδνπλ άιια πξνβιήκαηα ζηηο δσηηθέο 

βηνινγηθέο ηνπο δηεξγαζίεο (αλαπλνή, αλάπηπμε, γνληκόηεηα) (Luce and Osiewacz 2009).  

Από ηηο παξαπάλσ αλαθνξέο αλαδεηθλύεηαη ε ζεκαληηθόηεηα ησλ κηηνρνλδξίσλ γηα ηε 

θπζηνινγηθή αλάπηπμε ησλ νξγαληζκώλ θαη επηπιένλ θαίλεηαη όηη ε πξσηεάζε Lon παίδεη 

θαζνξηζηηθό ξόιν ζηε βηνγέλεζε ηνπ νξγαληδίνπ θαη κεηέπεηηα ζηε ζσζηή ιεηηνπξγία ηνπ, θαζώο 

κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ ζε όινπο ηνπο νξγαληζκνύο κνληέια νδεγνύλ ζε ζνβαξά πξνβιήκαηα 

ζηελ αλάπηπμε ελώ ζηνλ αληίπνδα,ε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεάζεο θαίλεηαη λα ιεηηνπξγεί 

επεξγεηηθά γηα ηνλ νξγαληζκό (P. anserina). 

1.7 Η πξσηεάζε Lon ζην θπηό κνληέιν Arabidopsis thaliana 

΢ην θπηό κνληέιν Arabidopsis thaliana ππάξρνπλ ηέζζεξα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνύλ γηα 

ηελ Lon πξσηεάζε: AtLon1 (At5g26860) ε νπνία ηνπνζεηείηαη ζην κηηνρόλδξην θαη ππό νξηζκέλεο 

ζπλζήθεο θαη ζηνλ ρισξνπιάζηε (Daras et al, unpublished), AtLon2 (At5g47040) κε 

ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε ζην πεξνμύζσκα (Lingard and Bartel 2009),  AtLon3 (At3g05780) 

αλαθέξεηαη σο ςεπδνγνλίδην (Ostersetzer et al. 2007; Rigas et al. 2009b) θαη AtLon4 (At3g05790) 

κε ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε ζην κηηνρόλδξην θαη ηνλ ρισξνπιάζηε. (Ostersetzer et al. 2007).  
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Η πξσηεάζε Lon θαίλεηαη λα παίδεη ηδηαίηεξα θαζνξηζηηθό ξόιν ζηα πνιύ αξρηθά ζηάδηα 

αλάπηπμεο ηνπ θπηνύ, θαζώο ηα κεηαιιάγκαηα παξνπζηάδνπλ πξόβιεκα ζηε βιάζηεζε θαη ζηελ 

εγθαηάζηαζε ηνπ ζπνξνθύηνπ. Πηό ζπγθεθξηκέλα, κεηαιιάγκαηα ηνπ γνληδίνπ Lon1 

παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθή θαζπζηέξεζε ζε όια ηα ζηάδηα ηεο αλάπηπμήο ηνπο, έλαληη ησλ θπηώλ 

αγξίνπ ηύπνπ (Δηθόλα 6). Δπηπιένλ παξνπζηάδνπλ αλσκαιίεο ζηε κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ 

ηνπο, ελώ ε ελδπκηθή δξαζηηθόηεηα ζεκαληηθώλ ελδύκσλ ηνπ θύθινπ ηνπ Krebs θαη ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο είλαη κεησκέλε ζε ζρέζε κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ (Rigas et al, 2009).  

 
Δηθόλα 6. Φπηά Arabidopsis thaliana αγξίνπ ηύπνπ Col-0 θαη ησλ αιιεινκόξθσλ lon1-1, lon1-2 ειηθίαο (Α) 

5 εκεξώλ θαη (Β) Ώξηκσλ θπηώλ 

 

Μεηάιιαμε ζην γνλίδην Lon2 ζην θπηό A. thaliana πξνθαιεί θαζπζηέξεζε ζηελ αλάπηπμε θαη 

αλσκαιίεο ζηα πεξνμπζώκαηα ησλ θπηώλ (Lingard and Bartel 2009) (Δηθ. 7). 

  
Δηθόλα 7. Μεηαιιάγκαηα lon2-1 θαη lon2-2 ειηθίαο 5 εκεξώλ 

 

Φπηά πνπ θέξνπλ κεηάιιαμε ζην γνλίδην Lon4 παξνπζηάδνπλ πνιύ ζνβαξό πξόβιεκα είηε 

ζηα αξρηθά ζηάδηα ηεο αλάπηπμεο (lon4-1) είηε ζηελ εκβξπνγέλεζε (lon4-2), θαζώο ην πνζνζηό 

βιαζηηθόηεηαο ησλ ζπεξκάησλ lon4-1 είλαη πάξα πνιύ ρακειό ζε ζρέζε κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ 

(Δηθόλα 8B), ελώ ζε θαξπνηαμίεο εηεξόδπγσλ γηα ηελ κεηάιιαμε lon4-2 θπηώλ, παξαηεξήζεθαλ 

ζπέξκαηα κε κνξθνινγηθέο αλσκαιίεο (Δηθόλα 8Γ) θαη ζύκθσλα κε ηηο πξώηεο κεηξήζεηο πνπ 

έρνπλ γίλεη, ε αλαινγία αηξνθηθώλ : θπζηνινγηθά είλαη 1 : 4.   
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Δηθόλα 8. (Α) Γξαθηθή απεηθόληζε ησλ T-DNA κεηαιιάμεσλ lon4-1 θαη lon4-2 θαζώο θαη ησλ εθθηλεηώλ 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα κνξηαθή ηαπηνπνίεζε. (Β) (i) O θαηλόηππνο ησλ θπηώλ lon4-1, (ii) T1 γεληά 

θπηώλ lon4-1 κεηαζρεκαηηζκέλα κε ηελ γνληδησκαηηθή αθνινπζία ηνπ γνληδίνπ AtLon4 ζε ηξπβιία κε 

επηινγή πγξνκπθίλεο. Η θαηαζθεπή ζπκπιεξώλεη ην θαηλόηππν lon4-1 θαη (iii) Μνξηαθή ηαπηνπνίεζε ηεο 

T-DNA έλζεζεο. (Γ) (i) θαξπνηαμία από εηεξόδπγν γηα ηελ έλζεζε lon4-2 θπηό. Με θίηξηλα βέιε 

επηζεκαίλνληαη ηα αηξνθηθά έκβξηα θαη (ii) Μνξηαθή ηαπηνπνίεζε ηεο T-DNA έλζεζεο. 

 

Η ελέξγεηα πνπ απαηηείηαη γηα ηε βιάζηεζε θαη εγθαηάζηαζε ηνπ ζπνξόθπηνπ παξέρεηαη από 

ηελ θηλεηνπνίεζε ησλ απνζεκάησλ ηνπ θπηνύ. ΢ηα θπηά κε ειαηνύρα ζπέξκαηα (όπσο ην A. 

thaliana), αξρηθά γίλεηαη θαηαβνιηζκόο ησλ ιηπαξώλ. Πξντόληα ηνπ θαηαβνιηζκνύ ησλ ιηπαξώλ 

(ηξηαθπιγιπθεξόιεο, TGA) είλαη ειεύζεξα ιηπαξά νμέα ηα νπνία εηζέξρνληαη ζην πεξνμύζσκα θαη 

κέζσ δύν βηνρεκηθώλ δηαδηθαζηώλ, ηελ β-νμείδσζε θαη ηνλ γιπνμπιπηηθό θύθιν κεηαηξέπνληαη 

ζε πδαηάλζξαθεο κε ηέζζεξα κόξηα άλζξαθα. Πέξα από ηελ θηλεηνπνίεζε ησλ ιηπαξώλ,  ν 
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ζρεκαηηζκόο ιεηηνπξγηθώλ κηηνρνλδξίσλ είλαη  εμίζνπ ζεκαληηθόο γηα ηελ νκαιή βιάζηεζε θαη 

εγθαηάζηαζε ηνπ ζπνξνθύηνπ (Howell et al. 2006) θαζώο ζηε ζπλέρεηα νη πδαηάλζξαθεο 

κεηαθέξνληαη ζηα κηηνρόλδξηα όπνπ είηε κεηαηξέπνληαη ζε κειηθό νμύ θαη κεηαθέξνληαη ζην 

θπηηαξόπιαζκα γηα λα γίλεη  λενγιπθνγέλεζε, είηε ρξεζηκνπνηνύληαη σο ππνζηξώκαηα γηα ηελ 

αλαπλνή (Rigas et al. unpublished). ΢πλεπώο ζηελ παξαγσγή ελέξγεηαο από ηελ θηλεηνπνίεζε ησλ 

απνζεκάησλ θαηά ηε βιάζηεζε ησλ ζπεξκάησλ ζπκκεηέρνπλ ηόζν ηα πεξνμπζώκαηα όζν θαη ηα 

κηηνρόλδξηα. Πνιιά κεηαιιάγκαηα πνπ είραλ πξνβιεκα ζηελ θηλεηνπνίεζε ησλ ιηπαξώλ, 

παξνπζίαζαλ πξνβιήκαηα ζηελ εγθαηάζηαζε θαη θαζπζηέξεζε ζηελ αλάπηπμε ησλ ζπνξνθύησλ 

(Penfield et al. 2005, Graham 2008), όπσο ηα κεηαιιάγκαηα lon1 (Δηθ. 6), lon2 (Δηθ. 7) θαη lon4 

(Δηθ. 8). Οη παξαηεξήζεηο απηέο ππνζηεξίδνπλ ηελ ππόζεζε όηη ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο γνληδίσλ 

Lon ειέγρνπλ ηελ εγθαζίδξπζε ηνπ βηνρεκηθνύ κνλνπαηηνύ, ζε δηαθξηηά ππνθπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα (κηηνρόλδξην, πεξνμύζσκα) πνπ είλαη ππεύζπλν γηα ηελ θηλεηνπνίεζε ησλ 

απνζεκάησλ ηνπ θπηηάξνπ γηα λα εμαζθαιηζηεί ε απαξαίηεηε ελέξγεηα γηα ηε βιάζηεζε θαη 

εγθαηάζηαζε ηνπ ζπνξνθύηνπ (Δηθ. 9). 

 

   
Δηθόλα 9. Ο ξόινο ηεο νηθνγέλεηαο Lon ζηελ πξσηνγελή αλάπηπμε ησλ θπηώλ 

 

΢πλνςίδνληαο ηα παξαπάλσ δεδνκέλα, θαίλεηαη όηη ν ξόινο ηεο πξσηεάζεο Lon είλαη 

θαζνξηζηηθόο ζηα αξρηθά ζηάδηα εγθαηάζηαζεο θαη αλάπηπμεο ησλ θπηώλ, ελώ ζηα κεηέπεηηα 

ζηάδηα ε πξσηεάζε Lon είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ δηαζθάιηζε ηεο νκαιήο ιεηηνπξγίαο ησλ 

νξγαληδίσλ θαζώο ζπκβάιεη ζηελ δηαηήξεζε ηεο νκνηόζηαζεο ηνπ πξσηεόκαηνο ηνπο. Η 

θαηαλόεζε ηνπ κεραληζκνύ πξσηεόιπζεο Lon ζηα θπηά αλακέλεηαη λα πξνζζέζεη έλα ιηζαξάθη 

ζηελ εμήγεζε ηεο δσήο θαη ηνπ κεραληζκνύ αλάπηπμεο θαη δηαθνξνπνίεζεο ησλ θπηηθώλ 

θπηηάξσλ. Δπηπιένλ, δεδνκέλσλ ησλ ζπλερόκελσλ πξνθιήζεσλ πνπ δέρνληαη ηα θπηά από ην 

πεξηβάιινλ (βηνηηθνί θαη αβηνηηθνί παξάγνληεο θαηαπόλεζεο), ν κνξηαθόο κεραληζκόο Lon ζα 

κπνξνύζε λα απνηειέζεη έλα πνιύ ζεκαληηθό εξγαιείν ζηελ αληηκεηώπηζε ησλ θαηαπνλήζεσλ θαη 

ζηε βειηίσζε ηεο θπηηθήο παξαγσγήο σο βαζηθό κέινο ηνπ κεραληζκνύ PQC. 

1.8 ΢θνπόο – ΢ηόρνη ησλ πεηξακάησλ 

΢θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ηνπ ζπζηήκαηνο πξσηεόιπζεο Lon ζηα 

κηηνρόλδξηα θαη ηνπο ρισξνπιάζηεο ηνπ θπηνύ κνληέιν A. thaliana. Σα γνλίδηα AtLon1 

(At5g26860) θαη AtLon4 (At3g05790) ηνπνζεηνύληαη ζηα κηηνρόλδξηα θαη ηνπο ρισξνπιάζηεο, κε 

δηαθνξεηηθνύο κεραληζκνύο: Σν γνλίδην Lon1 θσδηθνπνηεί γηα δύν πεπηίδηα εληόο ηνπ ηδίνπ 

αλαγλσζηηθνύ πιαηζίνπ όπνπ ην έλα (Short) έρεη κηηνρνλδξηαθή ηνπνζέηεζε, ελώ ην άιιν (Long) 

ηνπνζεηείηαη ζηνλ ρισξνπιάζηε. Ο κεραληζκόο ειέγρεηαη ζην επίπεδν ηεο κεηαγξαθήο θαη ζην 

επίπεδν ηεο κεηάθξαζεο. Φαίλεηαη όηη ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ε Lon1 ηνπνζεηείηαη ζρεδόλ 

απνθιεηζηηθά ζηα κηηνρόλδξηα, ελώ κόλνλ ππό ζπλζήθεο πνπ πξνθαινύλ θαηαπόλεζε ζηνλ 

ρισξνπιάζηε γίλεηαη αλίρλεπζε ηεο θαη ζηνπο ρισξνπιάζηεο (Daras et al. unpublished data). 

Αληίζεηα από ην γνλίδην Lon1, ην γνλίδην Lon4 θσδηθνπνηεί κία πξσηεΐλε, ε νπνία ζην άκηλν 

ηειηθό ηεο άθξν θέξεη πεπηίδην ζπλζήκαηνο πνπ ηελ θαζνδεγεί ηαπηόρξνλα ζηα δύν νξγαλίδηα, 

κηηνρόλδξην θαη ρισξνπιάζηε (Ostersetzer et al. 2007). Από ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ 

κεηαιιαγκάησλ ησλ δύν γνληδίσλ, κπνξεί λα δηαηππσζεί ε ππνζεζε όηη ε Lon4 θαζίζηαηαη 

απαξαίηεηε ζηα πξώηα ζηάδηα αλάπηπμεο ηνπ θπηνύ, ηόζν ώζηε όηαλ απηή δελ εθθξάδεηαη ην θπηό 

δελ κπνξεί θαλ λα μεθηλήζεη λα αλαπηύζζεηαη.  

Οη πξσηεάζεο Lon1 θαη Lon4 ζε ακηλνμηθό επίπεδν παξνπζηάδνπλ πνζνζηό νκνινγίαο 

κεηαμύ ηνπο 85%. Δπηπιένλ, παξνπζηάδνπλ θνηλή ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε, δελ ππάξρνπλ 

όκσο πεηξακαηηθά δεδνκέλα γηα ηελ ρξνληθή θαη ηζηνεηδηθή έθθξαζε ησλ δύν γνληδίσλ. Ο 

πξώηνο ζηόρνο ζπλεπώο είλαη ε εξκελεία ηεο ρξνληθήο θαη ηζηνεηδηθήο έθθξαζεο ησλ δύν 

γνληδίσλ. Ο δεύηεξνο ζηόρνο αθνξά ζηελ εξκελεία ηεο βηνρεκηθήο ζπληήξεζεο ηεο ιεηηνπξγίαο 
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κεηαμύ ησλ δύν γνληδίσλ, αλ δειαδή αλαγλσξίδνπλ θνηλνύο ζηόρνπο, δεδνκέλνπ ηνπ πςεινύ 

πνζνζηνύ νκνινγίαο κεηαμύ ηνπο θαη ηεο θνηλήο ππνθπηηαξηθήο ηνπνζέηεζεο. Έηζη, 

δεκηνπξγήζεθαλ ρηκαηξηθέο θαηαζθεπέο (Δηθ. 10), ζηηο νπνίεο έγηλε ζύληεμε ηνπ πξσαγσγέα ηνπ 

ελόο γνληδίνπ (π.ρ Lon1) έηζη σζηε λα θαζνδεγεί ηελ έθθξαζε ηνπ άιινπ γνληδίνπ (Lon4, θαη 

αληίζηξνθα). ΢ην θαξβόμπ ηειηθό άθξν ησλ θαηαζθεπώλ ελσκαηώζεθε ην νθηαπεπηίδην FLAG 

(DYKDDDDK), ην νπνίν αλαγλσξίδεηαη από κνλνθισληθό αληίζσκα ώζηε λα ππάξρεη θαη ε 

δπλαηόηεηα αλνζναλίρλεπζεο ησλ πξσηετλώλ.  Οη θαηαζθεπέο απηέο κε ζηαζεξό κεηαζρεκαηηζκό 

εηζήιζαλ ζηα κεηαιιάγκαηα lon1-1, lon1-2 θαη lon4, θαη ζπλειέγεζαλ νη απόγνλνη κέρξη θαη ηελ 

γεληά Σ2 . ΢ηελ ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο θαη θαηαγξαθή ηνπ πξόηππνπ 

αλάπηπμεο ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ. 

 
Δηθόλα 10. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ θαηαζθεπώλ κε ελαιιαγή ησλ πξναγσγέσλ ζηα γνλίδηα Lon1 θαη 

Lon4  

 

Γηα επηπβεβαίσζε όηη ην FLAG επίηνπν δελ επεξεάδεη ηε δνκή θαη θαηά ζπλέπεηα ηε 

ιεηηνπξγία ησλ θαηαζθεπώλ, ζρεδηάζηεθαλ δύν επηπιένλ θαηαζθεπέο ζηηο νπνίεο ην θάζε γνλίδην 

βξίζθεηαη ππό ηνλ έιεγρν ηνπ δηθνύ ηνπ πξναγσγέα θαη ζην θαξβόμπ ηειηθό άθξν πξνζηέζεθε ην 

επηηόπην FLAG (Δηθόλα 11). ΢ηε ζπλέρεηα έγηλε κεηαζρεκαηηζκόο ησλ αληίζηνηρσλ 

κεηαιιαγκάησλ. 

 
Δηθόλα 11. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ θαηαζθεπώλ ειέγρνπ γηα ην νθηακεξέο επηηόπην FLAG 

 

Σν δεύηεξν ζθέινο ησλ πεηξακάησλ αθνξνύζε ζηελ πξσηεάζε Lon θαη ηελ νμεηδσηηθή 

θαηαπόλεζε. Σα θπηά, δεδνκέλεο ηεο «αθηλεζίαο» ηνπο ζην θπζηθό πεξηβάιινλ θαινύληαη λα 

αληηκεησπίζνπλ κηα ζεηξά από δπζκελείο θπζηθνύο παξάγνληεο θαηαπόλεζεο όπσο μεξαζία, 

αιαηόηεηα, αθξαίεο ζεξκνθξαζίεο, πςειή έληαζε ειηαθήο αθηηλνβνιίαο, νη νπνίνη πξνθαινύλ 

νμεηδσηηθή θαηαπόλεζε (παξαγσγή ROS) εληόο ησλ θπηηάξσλ θαη θαηά ζπλέπεηα κεηώλνπλ ζε 

ζνβαξό πνζνζηό ηελ θπηηθή παξαγσγή. Η αλεύξεζε κεραληζκώλ αληηκεηώπηζεο απηώλ ησλ 

θαηαπνλήζεσλ θαζίζηαηαη επηηαθηηθή, δεδνκέλεο ηεο γεληθόηεξεο επηβάξπλζεο ηνπ θπζηθνύ 

πεξηβάιινληνο θαη ηεο θιηκαηηθήο αιιαγήο (αύμεζε επηπέδσλ CO2, θαηλόκελν ηνπ ζεξκνθεπίνπ, 

ππεξζέξκαλζε ηνπ πιαλήηε, ξύπαλζε). ΢ε αλαινγία ησλ πεηξακάησλ ππεξέθθξαζεο ηεο 

πξσηεάζεο Lon ζηνλ αζθνκύθεηα Podospora anserina θαη ησλ εληππσζηαθώλ απνηειεζκάησλ 

(Luce and Osiewacz 2009), έλα αληίζηνηρν απνηέιεζκα ζε θπηηθό κνληέιν ίζσο λα απνηεινύζε 

κηα ππνζρόκελε κειινληηθή εθαξκνγή γηα ηελ αληηκεηώπηζε ησλ πεξηβαιινληηθώλ θαηαπνλήζεσλ 

ζηα θπηά.  

Έηζη, θπηά Arabidopsis κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε θαηαζθεπέο πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηηο 

πξσηεάζεο Lon1 θαη  Lon4 (Δηθόλα 12). Γηα ηηο θαηαζθεπέο απηέο έγηλε ζύληεμε ηνπ θαζνιηθνύ 

πξναγσγέα ηνπ ηνύ ηνπ κσζατθνύ ηνπ θνπλνππηδηνύ CaMV35S κε ηα δύν γνλίδηα. ΢ην θαξβόμπ 

ηειηθό άθξν ησλ θαηαζθεπώλ πξνζηέζεθε ην νθηαπεπηίδην FLAG (DYKDDDDK), ην νπνίν 

αλαγλσξίδεηαη από κνλνθισληθό αληίζσκα, ώζηε λα ππάξρεη ε δπλαηόηεηα αλνζναλίρλεπζεο ησλ 

πξσηετλώλ. Απνκνλώζεθαλ άηνκα ηεο γεληάο Σ2 κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ, ηα νπνία 

ππνβιήζεθαλ ζε δνθηκαζίεο ππνμίαο-αλνμίαο γηα λα θαηαγξαθνύλ επηπηώζεηο ζηελ πξσηνγελή 

ηνπο αλάπηπμε. Οη αλαιύζεηο έγηλαλ ρξεζηκνπνηώληαο σο ζπζηήκαηα αλαθνξάο ηα θπηά αγξίνπ 

ηύπνπ θαη ηα κεηαιιάγκαηα lon1 θαη lon4. 
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Δηθόλα 12. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ θαηαζθεπώλ ππεξέθθξαζεο ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4      
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Υιηθά & Μέζνδνη 
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2.1 Φπηηθό πιηθό - ζπλζήθεο αλάπηπμεο θαη θαιιηέξγεηαο 

΢αλ πιηθό γηα ηα πεηξάκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην θπηό Arabidopsis 

thaliana νηθόηππνο Columbia θαη ηα κεηαιιάγκαηα D-3 (lon1-1, EMS κεηαιιαμηγέλεζε W903  

Stop codon) N512797 (lon1-2, T-DNA insertion line SALK_012797) θαη D-4 (lon4, T-DNA 

insertion line FLAG_320C06), ην νπνίν αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ΢ηαπξαλζώλ – Brassicaceae 

θαη ην θπηό Nicotiana benthamiana ηεο νηθνγέλεηαο Solanaceae.  

2.2 ΢πλζήθεο θαιιηέξγεηαο Αrabidopsis thaliana 

Γηα ηελ αλάπηπμε θπηώλ θάησ από αζεπηηθέο ζπλζήθεο, ηα ζπέξκαηα ελπδαηώλνληαη γηα 

24 ώξεο ζηνπο 4
0
C θαη απνζηεηξώλνληαη ζε 20% δηάιπκα ρισξίλεο, 0,01% Triton X-100. ΢ηε 

ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη θάησ από αζεπηηθέο ζπλζήθεο ζε ηξπβιία, παξνπζία θαηάιιεινπ 

ζξεπηηθνύ κέζνπ (βιέπε επηκέξνπο πξσηόθνιια). Σα ηξπβιία ηνπνζεηνύληαη ζε ζάιακν επώαζεο 

ειεγρόκελσλ ζπλζεθώλ (ζεξκνθξαζία 22
0
C θαη θσηνπεξίνδν 16 ώξεο θσο/8 ώξεο ζθνηάδη). Μεηά 

από 2 εβδνκάδεο ηα θπηά κεηαθπηεύνληαη ζην ρώκα θαη ηνπνζεηνύληαη ζηνλ ίδην ζάιακν 

αλάπηπμεο θπηώλ. 

2.3 Πξσηόθνιιν απνκόλσζεο νιηθνύ RNA από Arabidopsis 

Φξέζθν θπηηθό πιηθό (νιόθιεξα θπηά Arabidopsis ή δηάθνξα όξγαλά ηνπ) 

νκνγελνπνηείηαη παξνπζία πγξνύ αδώηνπ κε θαηάιιειν γνπδί ιεηνηξίβεζεο. 

     Σν δείγκα  κεηαθέξεηαη ζε eppendorf tube ησλ 2ml. (Γηα θάζε 2gr ηζηνύ πξνζηίζεηαη 

1ml δηαιύκαηνο νκνγελνπνίεζεο θαη 1ml θαηλόιεο). Έληνλε αλάκημε ηνπ δείγκαηνο. 

 Φπγνθέληξεζε (max speed) γηα 10min. 

      Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν tube θαη αθνινπζεί θαζαξηζκόο ηνπ δείγκαηνο 

κε ίζν όγθν θαηλόιεο. 

   Δπαλαιακβάλεηαη θπγνθέληξεζε θάησ από ηηο ίδηεο ζπλζήθεο. 

    Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν tube θαη αθνινπζεί πξνζζήθε ίζνπ όγθνπ 

θαηλόιεο-ρισξνθόξκηνπ-ηζνακπιηθήο (25:24:1). Έληνλε κίμε. 

    Δπαλαιακβάλεηαη ε ίδηα θπγνθέληξεζε. 

   Μεηαθνξά ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε λέν tube ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ε ελδηάκεζε θάζε θαη 

πξνζζήθε ίζνπ όγθνπ θαηλόιεο-ρισξνθόξκηνπ-ηζνακπιηθήο (25:24:1). Έληνλε κίμε. 

   Δπαλαιακβάλεηαη ε ίδηα θπγνθέληξεζε. 

   Ξαλά κεηαθνξά ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε λέν tube ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ε ελδηάκεζε 

θάζε θαη πξνζζήθε ίζνπ όγθνπ ρισξνθόξκηνπ-ηζνακπιηθήο (24:1). Έληνλε κίμε. 

   Δπαλαιακβάλεηαη ε ίδηα θπγνθέληξεζε. 

   Γηα ηελ θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετληθώλ νμέσλ, ζην ππεξθείκελν πξνζηίζεηαη 1/10 

ηνπ όγθνπ 3Μ CH3COONa pH 4.8 θαη 2.5 όγθνη παγσκέλεο αηζαλόιεο 100% θαη ζηνπο -

20
ν
C overnight. 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηνπο 4
ν
C ζε max speed. 
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 Σν ίδεκα δηαιύεηαη ζε απνζηεηξσκέλν ddH2Ο (κε ζέξκαλζε ζηνπο 65
ν
C όηαλ 

ρξεηάδεηαη) 

2.4 Πξσηόθνιιν απνκόλσζεο γνληδησκαηηθνύ DNA από Arabidopsis 

      CTAB DNA Miniprep (Joseph D. Clark) 

Φξέζθν θπηηθό πιηθό νκνγελνπνηείηαη παξνπζία πγξνύ αδώηνπ ζε θαηάιιειν γνπδί 

ιεηνηξίβηζεο ή κέζα ζε eppendorf tube κε κηθξνγνπδί. 

 Σν ξπζκηζηηθνύ δηάιπκα CTAB ηνπνζεηείηαη ζην πδαηόινπηξν ζηνπο 65
ν
C  

 Πξνζζέηνπκε έλαλ όγθν (200κl) δεζηνύ CTAB θαη ηνπνζεηνύκε ηα eppendorf ζε 

πδαηόινπηξν ζηνπο 65
ν
C γηα 10-30 ιεπηά 

 Πξνζηίζεηαη ίζνο όγθνο SEVAG [ρισξνθόξκηνπ:ηζνακπιηθήο αιθνόιεο (24:1)] θαη ην 

κίγκα αλαδεύεηαη ειαθξά.  

 Φπγνθέληξεζε γηα 3 ιεπηά ζηηο κέγηζηεο ζηξνθέο (13.000 ζηξ/ιεπηό)  

 Μεηαθνξά ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε θαζαξό eppendorf tube. 

 Πξνζζέηνπκε 0,7 ηνπ όγθνπ (140κl) ηζνπξνπαλόιεο, αλαδεύνπκε κε ην ρέξη θαη ην 

αθήλνπκε ζε εξεκία γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ  

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 15 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζηηο κέγηζηεο 

ζηξνθέο 

  Σν ίδεκα πνπ πξνθύπηεη μεπιέλεηαη πξνζζέησληαο 0,5 ml 100% αηζαλόιεο θαη ζηε 

ζπλέρεηα αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 2 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο  

 Απνκαθξύλζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. 

 Δπαλαηώξεζε  ηνπ ηδήκαηνο ζε 100κl H2O ή Σ.Δ. 

2.5 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

2.5.1 Αιπζηδωηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

Έλα γεληθό πξσηόθνιιν γηα ηελ ελίζρπζε ηκεκάησλ DNA είλαη ην αθόινπζν: 

΢πζηαηηθά Αληίδξαζεο Ππθλό 

Γηάιπκα 

Όγθνο Σειηθή 

΢πγθέληξσζε 

Ρπζκηζηηθό Γηάιπκα 

PCR
(1)

 

10 x 5κl 1 x 

dNTPs 2mM 5κl 200κΜ 

Οξζόο εθθηλεηήο 3κM 5κl 300nM 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 3κM 5κl 300nM 

DNA  - 2 κl 10ng gDNA 

Phusion
®
 HF DNA 

Polymerase [Finnzymes]
 

(3)
 

2unit/κl 1κl 1 unit 
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ddH2O - έσο ηα 

50κl 

- 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 50κl 

(1)
 Pπζκηζηηθό δηάιπκα PCR κε ζπγθέληξσζε 15mM MgCl2 [2x Phusion HF Buffer (F-518)] 

 
 

 (3)
 Η Phusion

®
 HF Πνιπκεξάζε ηεο FINNZYMES (F-530S) έρεη ηελ ηθαλόηεηα 

επηδηόξζσζεο ιαζώλ θαηά ηνλ πνιπκεξηζκό ηνπ DNA (proof-reading activity), κεηώλνληαο 

ζεκαληηθά ηελ πηζαλόηεηα ιάζνπο θαηά ηελ ελίζρπζε ησλ επηζπκεηώλ ηκεκάησλ. 

Κάζε έλα από ηα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο ηνπνζεηνύληαη ζε ζσιήλα ρσξεηηθόηεηαο 0,2ml 

θαηάιιειν γηα αληηδξάζεηο PCR  

 Οη ζεξκνθύθινη επηιέγνληαη κε βάζε ην πξόηππν πνπ παξνπζηάδεηαη αθνινύζσο: 

1 x Απνδηάηαμε ηνπ DNA κήηξα γηα 2 ιεπηά ζηνπο 94
0
C 

20-30 x Απνδηάηαμε ζηνπο 94
0
C γηα 30‟‟  

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ ζην αληίζηνηρν Tm 
(1)

 γηα 30‟‟ 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72
0
C γηα 2‟ έσο 8‟ 

(2)
 

1 x Σειηθή επηκήθπλζε πξντόληνο ζηνπο 72
0
C γηα 10‟ 

 Γηαηήξεζε ζηνπο 10 
ν
C γηα 5‟‟ 

(1) 
Η ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνύ εμαξηάηαη από ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο Tm ηνπ εθθηλεηή πνπ 

ππνινγίδεηαη από ηνλ ηύπν:  69,3 + 0,41·GC% - 650/αξηζκό βάζεσλ εθθηλεηή. 

 (2) 
Ο ρξόλνο επηκήθπλζεο εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ εληζρύεηαη κε 

βάζε ηηο πξνδηαγξαθέο ηεο ζεξκναλζεθηηθήο Πνιπκεξάζεο θαη νη νπνίεο είλαη 1,3kb -

1.5kb/1min. 

 

 Όηαλ ηειεηώζνπλ νη PCR αληηδξάζεηο, αλαιύνληαη ζε πεθηή αγαξόδεο 0,8%-3%, αλάινγα 

κε ην κέγεζνο ησλ ηκεκάησλ DNA θαη ην δηαρσξηζκό πνπ ζέινπκε λα επηηύρνπκε. 

 Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο PCR ησλ νπνίσλ ηα πξντόληα 

πξννξίδνληαη γηα θισλνπνηήζεηο ζρεδηάζηεθαλ κε ζέζε αλαγλώξηζεο ελδύκνπ πεξηνξηζκνύ 

ζην 5΄ άθξν, ε νπνία ζα καο δηεπθνιύλεη θαηά ηελ ππνθισλνπνίεζε ηνπ ηκήκαηνο ζε 

άιινπο θνξείο. Η ζέζε αλαγλώξηζεο επηιέρηεθε ώζηε λα είλαη κνλαδηθή ηόζν κέζα ζην 

ηκήκα DNA πνπ επηζπκνύκε λα θισλνπνηήζνπκε όζν θαη ζε άιινπο θνξείο.  

 

2.5.2 PCR απνηθηώλ 

Ο εληνπηζκόο απνηθηώλ βαθηεξίσλ (Escherichia coli ή Agrobacterium 

tumefaciens), πνπ έρνπλ αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην ρσξίο όκσο λα είλαη δπλαηή ε δνθηκή 

ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο θαη θαηά ζπλέπεηα ε επηινγή κπιέ / άζπξσλ απνηθηώλ, κπνξεί λα 

γίλεη κε κηα απιή αληίδξαζε PCR κέξνπο ηεο κηθξνβηαθήο απνηθίαο (colonies PCR). 

΢πγθεγθξηκέλα, όηαλ είλαη γλσζηή ε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ καο 

ελδηαθέξεη λα έρεη ππνθισλνπνηεζεί ζηνλ θαηάιιειν πιαζκηδηαθό θνξέα θαη λα πεξηέρεηαη 
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ζηνλ εθάζηνηε κηθξννξγαληζκό, κπνξνύκε λα ζρεδηάζνπκε εθθηλεηέο, νπόηε κε κηα απιή 

αληίδξαζε PCR colony ώζηε λα πηζηνπνηήζνπκε ηελ έλζεζε ή όρη. Υξεζηκνπνηώληαο ηελ 

ηερληθή απηή ε πηζηνπνίεζε γίλεηαη ζύληνκα ελώ ζε ζύληνκν ρξνληθό δηάζηεκα από ηελ 

ζηηγκή πνπ αλαιπζνύλ ηα απνηειέζκαηα ηνπ PCR κπνξνύκε λα έρνπκε θαιιηέξγεηα ηνπ 

κηθξννξγαληζκνύ πνπ θέξεη ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην. 

 Υξεζηκνπνηώληαο απνζηεηξσκέλε νδνληνγιπθίδα ζπιιέγνπκε θαη κεηαθέξνπκε ηελ 

βαθηεξηαθή απνηθία από ην ζηεξεό ζξεπηηθό κέζν ζε eppendorf tube πνπ έρεη 10κl ddH2O 

θαη δηαηεξείηε ζηνπο 4
0
C. 

 ΢ηελ αληίδξαζε PCR πξνζζέηνπκε ηα ζπζηαηηθά πνπ αλαθέξακε πξνεγνπκέλσο  κε ηελ 

δηαθνξά πνπ αληί γηα gDNA σο κήηξα πξνζζέηνπκε 3κl από ην ηα πεξίπνπ 10κl αηώξεκα 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. 

 Η ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνύ εμαξηάηαη από ηνπο εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηνύκε θαη ν 

ρξόλνο επηκήθπλζεο από ην κέγεζνο ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ αλακέλεηαη. Ο αξηζκόο ησλ 

ζεξκνθύθισλ είλαη 20-25. 

 Μόιηο νη αληηδξάζεηο νινθιεξσζνύλ ηα απνηειέζκαηα αλαιύνληαη ζε gel ή αγαξόδεο. 

Γηα ηηο ζεηηθέο απνηθίεο κεηαθέξνπκε ηα ππόινηπα 7κl ζε ζξεπηηθό κέζν LB κε ην 

θαηάιιειν αληηβηνηηθό 

 

2.5.3 RT-PCR 

 Απνκνλώλεηαη νιηθό RNA από νιόθιεξα θπηά ή δηάθνξα θπηηθά όξγαλα. Με ηελ 

βνήζεηα θαζκαηνθσηνκέηξνπ κεηξάκε ηελ πνζόηεηα πνπ πεξηέρεηαη ζε θάζε δείγκα. 

 Από θάζε δείγκαηνο νιηθνύ RNA παίξλνπκε 25κg θαη ρξεζηκνπνηώληαο ην έλδπκν 

DΝάζεI θαηαζηξέθνπκε ην DNA πνπ πεξηέρεηαη ζην δείγκα γηα λα κελ ρξεζηκνπνηεζεί σο 

κήηξα ζηηο αληηδξάζεηο PCR. Σα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο θαη νη ηειηθέο ζπγθεληξώζεηο 

είλαη ηα αθόινπζα. 

Συστατικά 

Αντίδρασης 

Πυκνό 

Διάλυμα 

Όγκος Τελική 

Συγκζντρωση 

Ρπζκηζηηθό 

Γηάιπκα 

DNάζεο I 

10 x 6κl 1 x 

DNάζε I 

(Promega) 

2 units/ κl 7κl 14 units 

Αλαζηνιέα 

RNάζεο 

(Promega) 

30 units/ κl 1κl 30 units 

Οιηθό RNA - - 25κg 
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ddH2O - έσο 

ηα 

60κl 

- 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 60 κl 

Η αληίδξαζε πξαγκαηνπνηείηαη ζηνπο 37
0
C γηα 45‟. 

 Μόιηο νινθιεξσζεί ε αληίδξαζε πξαγκαηνπνηείηαη θαζαξηζκόο κε θαηλόιε θαη ζηελ 

ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε 1/10 ηνπ όγθνπ 3Μ CH3COONa, pH 4,8 θαη 2 όγθνπο 100% 

αηζαλόιε. Σν κείγκα αλαθαηεύεηαη θαιά θαη ηνπνζεηείηε ζηνπο –20
0
C γηα 12 ώξεο. 

 Σν νιηθό RΝΑ ειεύζεξν από DNA ζπιιέγεηαη κε θπγνθέληξεζε ζηηο 13000rpm γηα 30‟ 

ζηνπο 4
0
C. Σν ππεξθείκελν πγξό απνκαθξύλεηαη θαη ην ίδεκα δηαιύεηαη ζε ~25κl ddH2O. 

Από απηά 2κl αλαιύνληαη ζε gel αγαξόδεο γηα λα επηβεβαηώζνπκε πξαγκαηηθά όηη δελ έρεη 

θαηαζηξαθεί ην RNA αιιά κόλν ην DNA θαη 2κl αξαηώλνληαη κε ddH2O 1:250, ε αξαίσζε 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα κεηξήζνπκε ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ RNA κε ηελ βνήζεηα 

θαζκαηνθσηνκέηξνπ. 

 2κg νιηθνύ RΝΑ ειεύζεξν από DNA κεηαγξάθεηαη αλάζηξνθα ζε κνλόθισλν cDNA. 

Η δηαδηθαζία γίλεηαη ζε δπν βήκαηα. 

 ΢ην πξώην βήκα ην νιηθό RΝΑ ειεύζεξν από DNA θαη εμεηδηθεπκέλνη εθθηλεηέο, 

απνδηαηάζζνληαη ζηνπο 65
0
C γηα 10‟ θαη κεηά ηνπνζεηνύληαη ζηνπο 4

0
C. Σα ζπζηαηηθά θαη 

νη ζπγθεληξώζεηο ζ‟απηό ην βήκα δίδνληαη από ηνλ αθόινπζν πίλαθα. 

΢πζηαηηθά Πξώηνπ Βήκαηνο Όγθνο Σειηθή 

΢πγθέληξσζε 

Οιηθό RΝΑ ειεύζεξν από DNA - 2κg 

Δθθηλεηέοο γηα αλάζηξνθε κεηαγξαθή 

(12,5κM) 

4 κl 50pmoles 

ddH2O έσο ηα 

10κl 

 

Όγθνο πξώηνπ βήκαηνο 10κl 

 ΢ην δεύηεξν βήκα πξνζηίζεληαη ηα αθόινπζα ζπζηαηηθά: 

΢πζηαηηθά Γεπηέξνπ  

Βήκαηνο 

Όγκος Σειηθή 

΢πγθέληξσζε 

5 x Ρπζκηζηηθό δηάιπκα 

αλάζηξνθεο κεηαγξαθάζεο 

4κl 1 x 

100 mM DTT 2κl 10mM 

10 mM dNTPs 2κl 1mM 

Αλαζηνιέα RNάζεο 30 units/ 

κl (Promega) 

1κl 30units 

Expand
TM

 Αλάζηξνθε 1κl 50units 



30 

 

Μεηαγξαθάζε 50 units/ κl 

(Roche) 

Όγθνο δεύηεξνπ βήκαηνο 10κl 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο όγθνο πξώηνπ θαη δεπηέξνπ βήκαηνο 20κl 

 Η αληίζηξνθε κεηαγξαθή πξαγκαηνπνηείηαη ζηνπο 42
0
C γηα 60‟. 

 Όηαλ νινθιεξσζεί ε αληίδξαζε, δηαηεξείηαη ζηνπο 4
0
C. Γίλεηαη αξαίσζε 1/5 θαη 

ρξεζηκνπνηνύληαη 3κl γηα αληίδξαζε PCR. 

2.6 Αλάιπζε δεζνμπξηβνλνπθιετληθώλ νμέσλ (DNA) 

Γηα ηελ αλάιπζε θιαζκάησλ λνπθιετληθώλ νμέσλ δηαθνξεηηθνύ κεγέζνπο θαη 

δηαθνξεηηθώλ δηακνξθώζεσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε ειεθηξνθόξεζε ζε gel αγαξόδεο. Ο 

δηαρσξηζκόο γξακκηθώλ κνξίσλ  DNA είλαη  αλάινγνο πξνο ην κέγεζνο ησλ κνξηώλ. Σα 

κόξηα ησλ λνπθιετληθώλ νμέσλ γίλνληαη νξαηά ζηελ πεθηή αγαξόδεο κε ηε βνήζεηα κίαο 

ρξσζηηθήο πνπ παξεκβάιιεηαη κεηαμύ ησλ βάζεσλ . H ρξσζηηθή νλνκάδεηαη βξσκηνύρν 

αηζίδην θαη έρεη ηελ ηδηόηεηα λα θζνξίδεη παξνπζία ππεξηώδνπο θσηόο. Η πεξηεθηηθόηεηα ηεο 

πεθηήο ζε αγαξόδε εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ησλ κνξίσλ πνπ πξόθεηηαη λα δηαρσξηζηνύλ. 

΢πλήζσο πνηθίιιεη από 0,8% σο 4% αγαξόδε w/v. 

 Καηάιιειε πνζόηεηα αγαξόδεο πξνζηίζεηαη ζε δηάιπκα 1xΣΑΔ. 

 Θέξκαλζε ηνπ δηαιύκαηνο ζε θνύξλν κηθξνθπκάησλ κέρξηο όηνπ λα δηαιπζεί πιήξσο ε 

αγαξόδε θαη ην κίγκα θαηαζηεί δηαθαλέο. 

 Πξνζζήθε δηαιύκαηνο βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,005% v/v. 

 Η πεθηή ηνπνζεηείηαη ζε θαηάιιειν δνρείν ζπζθεπήο ειεθηξνθόξεζεο κε ηελ αλάινγε 

ρηέλα θαη αθήλεηαη λα ζηεξενπνηεζεί ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 ΢ηα δείγκαηα πνπ πξόθεηηαη λα αλαιπζνύλ πξνζηίζεληαη 2κl ρξσζηηθήο (loading dye) 

 Μεηά ηελ πήμε απνκαθξύλεηαη ε ρηέλα θαη πξνζηίζεηαη θαηάιιεινο όγθνο 1X TAE, πνπ 

απνηειεί ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο. 

 Σα δείγκαηα ηνπνζεηνύληαη ζηηο εηδηθέο ζέζεηο ηεο πεθηήο θαη ιακβάλεη ρώξα ε 

ειεθηξνθόξεζε παξνπζία ζπλερνύο ηάζεο 50-120V, πνπ πνηθίιιεη αλάινγα κε ηελ 

επηζπκεηή ηαρύηεηα δηαρσξηζκνύ, ην κέγεζνο ηεο ζπζθεπήο θαη ηελ πεξηεθηηθόηεηά ηεο ζε 

αγαξόδε.  

Η ζύζηαζε ηεο πεθηήο αγαξόδεο 0.8% είλαη ε εμήο: 

0.8g
 
αγαξόδεο 

2ml 1x TAE 

7κl βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ 

98 ml H2O 

Σειηθόο όγθνο 100 ml 
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Η ζύζηαζε ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο ειεθηξνθόξεζεο είλαη ε εμήο: 

20ml  1x TAE 

70κl βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ 

980 ml H2O 

Σειηθόο όγθνο 1000 ml 

 

Η ζύζηαζε ηνπ κεηξηθνύ δηαιύκαηνο ρξσζηηθώλ 5x (loading dye) είλαη ε εμήο: 

1,25 % (
w
/v) κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο 

1,25 % (
w
/v) θπαλνινμπιέλην 

Η2Ο 

΢ηε ηειηθή ζύζηαζε ηνπ 1x δηαιύκαηνο ρξσζηηθώλ πξνζηίζεηαη θαη 50 % (
w
/v) ζνπθξόδεο. 

2.7 Απνκόλσζε θαη θαζαξηζκόο θιαζκάησλ DNA από πεθηή αγαξόδεο 

 Αλάινγα κε ην κέγεζνο ηνπ πξνο απνκόλσζε θιάζκαηνο DNA πξνεηνηκάδεηαη πεθηή 

αγαξόδεο κε ζπγθέληξσζε 0,8% w/v. 

 Σν δείγκα αλαιύεηαη ειεθηξνθνξεηηθά. Δθόζνλ ν δηαρσξηζκόο ηνπ θιάζκαηνο, πνπ 

πξόθεηηαη λα απνκνλσζεί από ηα ππόινηπα είλαη ηθαλνπνηεηηθόο, αθαηξείηαη ε δώλε πνπ ην 

πεξηθιείεη κε ηε βνήζεηα θνπηδηνύ.  

 Σν θνκκάηη ηεο πεθηήο ηνπνζεηείηαη ζε θηαιίδην Eppendorf  1,5ml.  

 Δλ ζπλερεία ηνπνζεηείηαη ζηνπο – 80
ν
C γηα 15΄ 

 Αθνινπζεί απνκόλσζε DNA κε βάζε ην πξσηόθνιν ηεο QIAquick  Gel Extraction Kit 

(Cat No 28704). 

2.8 Δλνπνίεζε ηκεκάησλ κε θνιιώδε άθξα 

Ο πιαζκηδηαθόο θνξέαο θαζώο θαη ην θιάζκα DNA, ηνπ νπνίνπ ε θισλνπνίεζε 

επηδηώθεηαη απνκνλώλνληαη θαη θαζαξίδνληαη από gel αγαξόδεο όπσο πεξηγξάθεθε ζηελ 

παξάγξαθν “Απνκόλσζε θαη θαζαξηζκόο θιαζκάησλ DNA από gel αγαξόδεο”. Ο ηειηθόο 

όγθνο ζηνλ νπνίν ιακβάλεη ρώξα ε αληίδξαζε είλαη ζπλήζσο 20κl. 

 ΢ε eppendorf tube πνπ βξίζθεηαη ζηνλ πάγν πξνζηίζεηαη θαηάιιειε πνζόηεηα DNA από 

ηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα θαη από ην έλζεην. Ο όγθνο απηώλ ησλ δύν δελ πξέπεη λα μεπεξλά ηo 

50% ηνπ όγθνπ ηεο αληίδξαζεο. 

 Πξνζζήθε 2κl 10Υ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο Σ4 ηεο αληίδξαζεο. 

 Πξνζζήθε 1κl  DNA Σ4 ιηγάζεο (1U/κl, Fermentas [#EL0016]). 

Αλάκημε ηνπ δείγκαηνο θαη επώαζε ηνπ ζηνπο 22
0
C γηα 4-12 ώξεο. 
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2.9 Βαθηεξηαθά θύηηαξα θαη κεηαζρεκαηηζκόο 

2.9.1 Πξνεηνηκαζία δεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξωλ Escherichia coli 

 Μνλή απνηθία θαηάιιεινπ βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο DH5a αλαπηύζζεηαη ζε πγξό 

ζξεπηηθό κέζν LB γηα 12 ώξεο ζηνπο 37
0
C. Σν βαθηεξηαθό απηό ζηέιερνο ρξεζηκνπνηείηαη 

ζπλήζσο γηα ηελ θισλνπνίεζε πιαζκηδίσλ έρνληαο πςειή ηθαλόηεηα κεηαζρεκαηηζκνύ 

(>1x10
6
 transformants/κg pUC19 DNA). Ο γελόηππνο ραξαθηεξίδεηαη από ηελ έιιεηςε 

Γ(lacZ)M15 πνπ εθθξάδεη ην θαξβόμπ ηκήκα ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο επηηξέπνληαο έηζη ηελ 

α-ζπκπιεξσκαηηθόηεηα κε ην lac α ηκήκα πνπ θσδηθνπνείηαη από πνιινύο πιαζκηδηαθνύο 

θνξείο. Έηζη είλαη δπλαηή ε επηινγή κπιέ/άζπξσλ απνηθηώλ.   

 2ml από ηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα κεηαθέξνληαη ζε θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 200ml 

ζξεπηηθνύ κέζνπ LB. Η θαιιηέξγεηα αλαπηύζζεηαη ζηνπο 37
0
C κέρξηο όηνπ ε νπηηθή 

ππθλόηεηά ηεο θηάζεη O.D550 =0,5. 

 Η θαιιηέξγεηα ηνπνζεηείηαη γηα 10 ιεπηά ζηνλ πάγν θαη ηα βαθηεξηαθά θύηηαξα 

θαηαθξεκλίδνληαη κε θπγνθέληξεζε γηα 5min ζηηο 5000 ζηξνθέο/ιεπηό ζηνπο 4
0
C. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε κηζό όγθν ηνπ αξρηθνύ, 25mM παγσκέλνπ 

CaCl2. 

 Δπαλαιακβάλεηαη ν ίδηνο ηξόπνο θαηαθξήκληζεο 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα  επαλαησξείηαη ζε 75mM  παγσκέλνπ CaCl2, ζε όγθν δηαιύκαηνο 

πνπ ηζνύηαη κε ην 1/15 ηνπ αξρηθνύ ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο. 

 Πξνζηίζεηαη  απνζηεηξσκέλε γιπθεξόιε ώζηε ε ηειηθή ηεο ζπγθέληξσζε λα είλαη ίζε 

κε 15% v/v. 

 Σν δείγκα, αθνύ αλακεηρζεί πνιύ θαιά, κνηξάδεηαη ζε Eppendorf tube θαη θαηαςύρεηαη 

ακέζσο κε ηε βνήζεηα πγξνύ αδώηνπ. 

 Η δηαηήξεζε ησλ “δεθηηθώλ” πιένλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ, γηα καθξά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα είλαη δπλαηή κε ηελ απνζήθεπζή ηνπο ζηνπο -80
0
C.  

 

2.9.2 Mεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ θπηηάξωλ Escherichia coli κε πιαζκηδηαθό DNA 

Η δηαδηθαζία κεηαζρεκαηηζκνύ πεξηιακβάλεη ηα εμήο ζηάδηα: 

 ΢ε 200κl δεθηηθώλ θπηηάξσλ DH5α πξνζηίζεληαη 10-50 ng πιαζκηδηαθνύ DNA. 

 To κείγκα αλακηγλύεηαη θαη επσάδεηαη ζηνλ πάγν γηα 30min. 

 Αθνινπζεί ζεξκηθό ζνθ ηνπ δείγκαηνο κε επώαζε γηα 2min ζηνπο 42
0
-43

0
C.  

 Πξνζζήθε 1,3 ml ζξεπηηθνύ κέζνπ LB, αλάκημε ηνπ δείγκαηνο θαη επώαζε γηα 1 ώξα 

ζηνπο 37
0
C. 

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 30΄΄ ζηηο 13000 ζηξνθέο/ιεπηό.  

 Απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθείκελνπ θαη επαλαηώξεζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 100-200κl LB.  

 Δπίζηξσζε ηνπ δείγκαηνο ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθό κέζν LB, πνπ πεξηέρεη σο κέζν 

επηινγήο αληηβηνηηθό (ακπηθηιίλε ή θαλακπθίλε).
 
΢ε πεξίπησζε ρξήζεο πιαζκηδηαθνύ θνξέα 
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πνπ θέξεη ην γνλίδην ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο ππάξρεη δπλαηόηεηα επηινγήο κπιε/άζπξσλ 

απνηθηώλ. Απηό επηηπγράλεηαη κε ηελ πξνζζήθε ζην ζξεπηηθό κέζν ηνπ ρξσκνθόξνπ 

ππνζηξώκαηνο X-gal θαη ηνπ παξάγνληα IPTG πνπ δξα ζαλ επαγσγέαο ηνπ ππνθηλεηή ηνπ 

lacZ γνληδίνπ, ζε ηειηθέο ζπγθεληξώζεηο 5x10
-3

  θαη  50mM αληίζηνηρα. 

 Δπώαζε ησλ ηξηβιίσλ γηα 12-16 ώξεο ζε ζάιακν 37
0
C. 

2.9.3 Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξηαθώλ θπηηάξωλ Agrobacterium tumefaciens κε ειεθηξνπόξωζε 

 Μνλή απνηθία θαηάιιεινπ βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο Agrobacterium tumefaciens 

(GV3101) αλαπηύζζεηαη ζε 2ml πγξό ζξεπηηθό κέζν LB γηα 6 ώξεο ζηνπο 28
0
C. 

 0.1ml από ηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα κεηαθέξνληαη ζε θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 100ml 

ζξεπηηθνύ κέζνπ LB. Η θαιιηέξγεηα αλαπηύζζεηαη ζηνπο 28
0
C κέρξηο όηνπ ε νπηηθή 

ππθλόηεηά ηεο θηάζεη O.D550 =0,5-0,7. 

 Η θαιιηέξγεηα ηνπνζεηείηαη γηα 15 ιεπηά ζηνλ πάγν θαη ηα βαθηεξηαθά θύηηαξα 

θαηαθξεκλίδνληαη κε θπγνθέληξεζε γηα 10min ζηηο 3500 ζηξνθέο/ιεπηό ζηνπο 4
0
C. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 100ml δηαιύκαηνο γιπθεξόιεο (10%v/v) θαη 

θπγνθεληξείηαη θαηά ηνλ ίδην ηξόπν. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 50ml δηαιύκαηνο γιπθεξόιεο (10%v/v) θαη 

θπγνθεληξείηαη θαηά ηνλ ίδην ηξόπν. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 2ml δηαιύκαηνο γιπθεξόιεο (10%v/v) θαη 

θπγνθεληξείηαη θαηά ηνλ ίδην ηξόπν. Σν βήκα απηό επαλαιακβάλεηαη. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 1ml δηαιύκαηνο γιπθεξόιεο (10%v/v) 

(ππθλόηεηα 10
11

-10
12

 βαθηήξηα/ml). Γείγκαηα ησλ 45κl κνηξάδνληαη ζε θηαιίδηα Eppendorf 

θαη θαηαςύρνληαη ακέζσο κε ηε βνήζεηα πγξνύ αδώηνπ. Μπνξνύλ λα δηαηεξεζνύλ γηα 

κεγάιν ρξνληθό δηάζηεκα ζηνπο –80
0
C. 

 ΢ε 45κl δεθηηθώλ θπηηάξσλ πξνζηίζεληαη 10-50ng πιαζκηδηαθνύ DNA. 

 Σν κείγκα αλακηγλύεηαη θαιά θαη επσάδεηαη ζηνλ πάγν γηα 5min. 

 Σν δείγκα κεηαθέξεηαη ζε παγσκέλε θπβέηα ειεθηξηζκνύ, δηακέηξνπ 0.2cm. 

 Δθαξκόδεηαη ειεθηξηθόο παικόο. Οη παξάκεηξνη γηα ην ζύζηεκα ηεο BioRad

 Gene 

PulserΙΙ  είλαη ρσξεηηθόηεηα 25κF, αληίζηαζε 400Ω ή 600Ω θαη ειεθηξηθό πεδίν 1,8kV  

ρξνληθήs δηάξθεηαο 8-12msec. 

 Ακέζσο κεηά αθνινπζεί πξνζζήθε 1ml ζξεπηηθνύ κέζνπ LB, αλάκεημε ηνπ δείγκαηνο 

θαη επώαζε γηα 3 ώξεο ζηνπο 28
0
C. 

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 1min ζηηο 10000 ζηξνθέο/ιεπηό θαη επαλαδηάιπζε ηνπ 

ηδήκαηνο ζε 100κl ζξεπηηθνύ κέζνπ LB. 

 Όιε ε πνζόηεηα ηνπ δείγκαηνο επηζηξώλεηαη ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθό κέζν LB, πνπ 

πεξηέρεη σο κέζν επηινγήο θαηάιιεια αληηβηνηηθά γηα ηελ επηινγή ηόζν ηνπ Agrobacterium 

θαη ηνπ πιαζκηδίνπ Ti, όζν θαη ηνπ δπαδηθνύ πιαζκηδηαθνύ θνξέα. 

 Δπώαζε ησλ ηξηβιίσλ γηα 36-48 ώξεο ζε ζάιακν 28
0
C. 
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Γηα λα επηιέμνπκε ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα Agrobacterium κε ηνλ 

θαηάιιειν πιαζκηδηαθό θνξέα εθαξκόδνπκε ηελ ζπλδπαζκέλε δξάζε ηξηώλ αληηβηνηηθώλ. 

Η επηινγή γίλεηαη ζε ζηεξεά ηξπβιία κε LB πνπ πεξηέρνπλ 50mg/L Ρηθακπηθίλε γηα ηελ 

επηινγή ησλ θπηηάξσλ ηνπ Agrobacterium, 50mg/L Σδεληακπθίλε γηα ηελ επηινγή ηνπ Σi 

πιαζκηδίνπ ηνπ ζηειέρνπο GV3101 θαη 50mg/L Καλακπθίλε γηα ηελ επηινγή ηνπ δπαδηθνύ 

θνξέα. 

2.10 Απνζήθεπζε γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

 Μνλή απνηθία βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο, ην νπνίν πξόθεηηαη λα απνζεθεπζεί, 

αλαπηύζζεηαη ζε πγξό ζξεπηηθό κέζν LB (παξνπζία ησλ θαηάιιεισλ αληηβηνηηθώλ) ζηνπο 

37
0
C γηα 12 ώξεο όζνλ αθνξά ην E.coli θαη ζηνπο 28

0
C γηα 24 ώξεο όζνλ αθνξά ην 

Agrobacterium tumefaciens. 

 600κl από απηή ηελ θαιιηέξγεηα κεηαθέξνληαη ζε θηαιίδην eppendorf.  

 Πξνζζήθε 300κl  γιπθεξόιεο 99%.  

 Σν δείγκα αλακεηγλύεηαη έληνλα θαη ςύρεηαη ζην πγξό άδσην. 

Απνζήθεπζε ζηνπο -80
0
C. Σα βαθηήξηα παξακέλνπλ δσληαλά ηνπιάρηζηνλ γηα 10 ρξόληα 

2.11 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από θύηηαξα Escherichia coli 

2.11.1 Απνκόλωζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηελ κέζνδν ηεο αιθαιηθήο ιύζεο 

 Μνλή βαθηεξηαθή απνηθία, πνπ πεξηέρεη ην πξνο απνκόλσζε πιαζκίδην, θαιιηεξγείηαη 

ζε πγξό ζξεπηηθό κέζν LB ζηνπο 37
0
C γηα 12 ώξεο.  

 Από απηή ηελ θαιιηέξγεηα 1.5ml κεηαθέξεηαη ζε Eppendorf tube θαη θπγνθεληξείηαη γηα 

1min ζηηο 12000 ζηξνθέο/ιεπηό.  

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαδηαιύεηαη ζε 200κl δηαιύκαηνο P1. 

 Πξνζζήθε 200κl από ην δηάιπκα ιύζεο P2. Αθνινπζεί πνιύ ειαθξηά αλαθίλεζε κέρξη 

ην δείγκα λα γίλεη  δηαπγέο.. 

 Σν δείγκα επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα ην πνιύ 3 ιεπηά. 

 Πξνζζήθε 200κl δηαιύκαηνο 3Μ/5Μ CH3COOK, αλάκεημε θαη επώαζε ζηνλ πάγν γηα 

15min. 

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 20min ζηηο 13000 ζηξνθέο/ιεπηό. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε θαζαξό Eppendorf tube. Πξνζηίζεηαη δηπιάζηνο όγθνο 

αηζαλόιεο. Αλάκημε θαη επώαζε γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Σν δείγκα θπγνθεληξείηαη γηα 15 ιεπηά ζηηο 13000 ζηξνθέο/ιεπηό ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 Σν ππεξθείκελν απνκαθξύλεηαη θαη αθνύ ζηεγλώζεη ην ίδεκα πξνζηίζεληαη 40κl dH2O. 

2.11.2 Απνκόλωζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηελ βνήζεηα θoιώλαο QIAGEN 

Όηαλ απαηηείηαη ην πιαζκηδηαθό DNA λα είλαη πςειήο θαζαξόηεηαο, όπσο όηαλ επηζπκνύκε 

λα κεηαζρεκαηίζνπκε θύηηαξα Αgrobacterium tumefaciens, ε απνκόλσζε πξαγκαηνπνηείηαη 
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κε ηελ βνήζεηα θνιώλαο QIAGEN [QIAprep Spin Miniprep Kit (Cat No 27104)] θαη 

ζηεξηδόκελνη ζην πξσηόθνιν πνπ παξέρεη ε ίδηα ε εηαηξεία. 

2.12 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από Αgrobacterium tumefaciens 

Μεηά ην κεηαζρεκαηηζκό ηνπ ζηειέρνπο Αgrobacterium tumefaciens, επηβάιιεηαη 

ν έιεγρνο ηεο παξνπζίαο ηνπ πιαζκηδίνπ κέζα ζην Αgrobacterium. 

 Μνλή απνηθία βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο Agrobacterium αλαπηύζζεηαη ζε 5ml πγξό 

ζξεπηηθό κέζν LB, παξνπζία αληίζηνηρνπ αληηβηνηηθνύ, γηα 36 ώξεο ζηνπο 28
0
C. 

 1.5ml ηεο θαιιηέξγεηαο κεηαθέξεηαη ζε Eppendorf tube θαη θπγνθεληξείηαη γηα 2min. 

 Σν βαθηεξηαθό ίδεκα επαλαδηαιύεηαη ζε 200κl P1. 

 Πξνζζήθε 20κl από δηάιπκα ιπζνδύκεο 20mg/ml.  

 Έληνλε κίμε γηα 20sec θαη ηνπνζέηεζε ζηνπο 37
0
C γηα 15 ιεπηά. 

 Πξνζζήθε 200κl δηαιύκαηνο ιύζεο P2.  

 Έληνλε κίμε γηα 20sec θαη πξνζζήθε 50κl θαηλόιεο. Δληνλε κείμε γηα 1min (vortex). 

 Πξνζζήθε 200κl δηαιύκαηνο 3Μ/5Μ CH3COOK . Αθνινπζεί έληνλε κείμε. 

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 5min ζηηο 12000 ζηξνθέο/ιεπηό. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε θαζαξό  Eppendorf tube. Πξνζηίζεηαη δηπιάζηνο όγθνο 

αηζαλόιεο ζε ζρέζε κε ηνλ όγθν ηνπ δείγκαηνο. Αλάκεημε θαη επώαζε γηα 10ιεπηά ζηνλ 

πάγν. 

 Σν δείγκα θπγνθεληξείηαη γηα 10 ιεπηά ζηηο 12000 ζηξνθέο/ιεπηό ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

Σν ππεξθείκελν απνκαθξύλεηαη θαη αθνύ ζηεγλώζεη ην ίδεκα δηαιύεηαη ζε 25κl dH2O. Σν ¼ 

ηεο πνζόηεηαο απηήο είλαη ζπλήζσο αξθεηό γηα ηνλ κεηέπεηηα κεηαζρεκαηηζκό θπηηάξσλ E. 

coli.  

2.13 Πέςε λνπθιετληθώλ νμέσλ κε ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ 

΢πλήζσο νη πέςεηο δεηγκάησλ DNA από ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ ιακβάλνπλ 

ρώξα ζε ζρεηηθά κηθξνύο όγθνπο από 20-50κl.  

 ΢ε eppendorf tube  πξνζηίζεληαη θαηάιιεινο όγθνο ddH2O, 1/10 ηνπ όγθνπ 10x ηνπ 

θαηάιιεινπ θαηά πεξίζηαζε ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο, ην DNA θαη  ηέινο ην έλδπκν 

πεξηνξηζκνύ: 

Αλάκεημε ηνπ δείγκαηνο θαη επώαζε από 1-12 ώξεο ζηνπο 37
0
C. H άξηζηε ζεξκνθξαζία 

δξάζεο δηαθέξεη κεηαμύ ησλ ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ. Η πιεηνλόηεηα όκσο ιεηηνπξγεί άξηζηα 

ζηνπο 37
0
C. Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα κειέηε 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ αθόινπζν πίλαθα. Σα βέιε ζηηο αιιεινπρίεο δείρλνπλ ην ζεκείν 

ηνκήο. 

2.14 Μεηαζρεκαηηζκόο Αrabidopsis thaliana 

2.14.1 Μέζνδνο δηείζδπζεο κε εθαξκνγή θελνύ ζε νιόθιεξα θπηά Αrabidopsis 
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Η κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο κεζόδνπ πνπ πεξηγξάθεηαη από 

ηνπο Bechtold et al. (1993). Δίλαη πξνζαξκνζκέλε γηα ηε ρξεζηκνπνίεζε νηθόηππσλ 

Columbia θαη Landsberg erecta. Με επηκέξνπο όκσο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ πξσηνθόιινπ, ε 

κέζνδνο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη γηα ην ζηαζεξό κεηαζρεκαηηζκό άιισλ νηθόηππσλ 

Arabidopsis thaliana. Σν πνζνζηό επηηπρίαο ζηαζεξνύ κεηαζρεκαηηζκνύ πνηθίιεη αλάινγα 

κε ην κέγεζνο θαη ην αλαπηπμηαθό ζηάδην ησλ θπηώλ. Άιινη ζεκαληηθνί παξάγνληεο πνπ 

θαζνξίδνπλ ηνλ αξηζκό κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ πνπ ζα δεκηνπξγεζνύλ είλαη ε 

ππθλόηεηα ηεο θαιιηέξγεηαο θαη ην ζηέιερνο ηνπ Agrobacterium, ε θαιή εθαξκνγή ηνπ 

θελνύ, θαη νη ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ θπηώλ κεηά ην κεηαζρεκαηηζκό. Υξεζηκνπνηώληαο 

ηε κέζνδν απηή, 95% πεξίπνπ ησλ θπηώλ δίλνπλ κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα. Σν πνζνζηό 

ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ ζπεξκάησλ γηα θάζε θπηό κπνξεί λα θηάζεη ην 1 αλά 25 ζπέξκαηα. 

2.14.2 Αλάπηπμε θπηώλ θαη δηείζδπζε κε θαηάιιειν ζηέιερνο Agrobacterium 

 Όηαλ ηα θπηά θηάζνπλ έλα ύςνο 20-25cm θαη ηα πξώηα άλζε έρνπλ ζρεκαηηζηεί, είλαη 

έηνηκα λα ρξεζηκνπνηεζνύλ. 

 Αλαπηύζζνπκε κία θαιιηέξγεηα κε ην θαηάιιειν ζηέιερνο Agrobacterium (πνπ θέξεη 

ηελ επηζπκεηή θαηαζθεπή ηνπ δπαδηθνύ θνξέα) ζε 5ml ζξεπηηθό κέζν LB γηα 16 ώξεο ζηνπο 

28
0
C. 

1ml απηήο ηεο θαιιηέξγεηαο κεηαθέξεηαη ζε 500 ml ζξεπηηθό κέζν LB θαη αλαπηύζζεηαη ζηνπο 280C 

κέρξηο όηνπ ε νπηηθή ππθλόηεηα θηάζεη OD600=2.0. 

Σα βαθηεξηαθά θύηηαξα θπγνθεληξνύληαη γηα 5min ζηηο 5000 ζηξνθέο/ιεπηό ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη επαλαδηαιύνληαη ζε 750 ml δηαιύκαηνο δηείζδπζεο (ΙΜ). Η θαιιηέξγεηα αθήλεηαη λα αλαπηπρζεί 

γηα άιιεο 2 ώξεο. 

Η θαιιηέξγεηα κεηαθέξεηαη ζε έλα δνρείν δέζεσο ρσξεηηθόηεηαο 500ml θαη όιν ην δνρείν ηνπνζεηείηαη 

ζε έλαλ θάδν θελνύ. Δλα δνρείν πνπ πεξηέρεη 4 αλεπηπγκέλα θπηά αλαπνδνγπξίδεηαη θαη ηα θπηά εκβαπηίδνληαη 

κέζα ζηελ θαιιηέξγεηα ηνπ Agrobacterium. Πξνζέρνπκε ηα θπηά λα είλαη βπζηζκέλα νιόθιεξα κέζα ζηελ 

θαιιηέξγεηα, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ξνδέηαο θαη ησλ δεπηεξνγελώλ βιαζηώλ πνπ αξρίδνπλ λα εκθαλίδνληαη 

ζηε βάζε ηεο ξνδέηαο. ΢πλίζηαηαη ην ρώκα λα ελπδαηώλεηαη θαιά πξηλ ηελ δηείζδπζε, ώζηε λα απνξξνθά όζν ην 

δπλαηό ιηγόηεξε θαιιηέξγεηα Agrobacterium. ΢ε αληίζεηε πεξίπησζε ην κνιπζκέλν ρώκα παξεκπνδίδεη ηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηώλ. 

Ο θάδνο θελνύ θιείλεηαη αεξνζηεγώο θαη κε ηε βνήζεηα κηαο αληιίαο ιαδηνύ εθαξκόδεηαη θελό 400 mm 

Hg, γηα 5-10 ιεπηά.  

Μεηαθνξά ησλ θπηώλ ζε ζάιακν επώαζεο ειεγρόκελσλ ζπλζεθώλ (ζεξκνθξαζίαο 220C, πγξαζία 40% 

θαη κε θσηνπεξίνδν 16 ώξεο θσο/ 8 ώξεο ζθνηάδη), κέρξη λα θιείζνπλ ηνλ θύθιν δσήο ηνπο. 

Μόιηο ηα θπηά αθπδαησζνύλ, γίλεηαη ζπγθνκηδή ησλ ζπεξκάησλ ηνπο. 

2.14.3 Δπηινγή ηωλ κεηαζρεκαηηζκέλωλ θπηώλ ηεο Τ1 γεληάο 

 ΢πέξκαηα Σ1 γεληάο απνζηεηξώλνληαη θαη επηζηξώλνληαη ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθό κέζν 

επηινγήο MS. Σν ζξεπηηθό κέζν θέξεη είλαη εκπινπηηζκέλν κε θαηάιιεια αληηβηνηηθά πνπ 

ζα βνεζήζνπλ γηα ηελ νξζή επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ. ΢ηελ παξνύζα εξγαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ην αληηβηνηηθό θαλακπθίλε θαη ζεθνηαμίκε.  
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  Σα ηξπβιία κεηαθέξνληαη ζε ζάιακν ειεγρόκελσλ ζπλζεθώλ (ζεξκνθξαζία 22
0
C, 

πγξαζία 40% θαη κε θσηνπεξίνδν 16 ώξεο θσο/8 ώξεο ζθνηάδη). 

 Σα ηξπβιία επσάδνληαη ζε απηέο ηηο ζπλζήθεο γηα πεξίπνπ 14 εκέξεο. 

 Μεηά από 5-7 εκέξεο ηα κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα αλαπηύζζνληαη ζε ζθνύξα 

πξάζηλα θπηά θαη έρνπλ θπζηνινγηθό θαηλόηππν. Η ξίδα ηνπο είλαη θνληή αιιά 

θπζηνινγηθή. Σα κε κεηαζρεκαηηζκέλα ζπέξκαηα αλαπηύζζνπλ πνιύ θνληό ξηδηθό ζύζηεκα 

θαη έρνπλ αλνηρηέο πξάζηλεο ή ππνθίηξηλεο θνηπιεδόλεο. Μεηά ηε δέθαηε εκέξα ν 

δηαρσξηζκόο ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ από ηα κε κεηαζρεκαηηζκέλα είλαη πιένλ 

εκθαλήο. Σα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά αλαπηύζζνπλ ζρεδόλ θπζηνινγηθή ξίδα θαη δεύηεξν 

δεπγάξη θύιισλ, ελώ ε αλάπηπμε ησλ κε κεηαζρεκαηηζκέλσλ επηβξαδύλεηαη θαη ηειηθά 

λεθξώλνληαη. 

 Μεηά ηελ επηινγή, ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά κεηαθέξνληαη ζε άιια ηξπβιία κε 

ζξεπηηθό κέζν 1xMS, ρσξίο αληηβηνηηθό πξνθεηκέλνπ λα αλαπηπρζνύλ όζν ην δπλαηό 

θαιύηεξα κέρξη ην ζηάδην ηεο ξνδέηαο θαη ηόηε κεηαθέξνληαη ζην ρώκα γηα λα ζπλερηζηεί ε 

αλάπηπμή ηνπο ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο θσηνπεξηόδνπ θαη ζεξκνθξαζίαο. 

2.15 Πνιιαπιή επζπγξάκκηζε αθνινπζηώλ θαη θπινγελεηηθή αλάιπζε 

Η πνιιαπιή επζπγξάκκηζε ησλ αθνινπζηώλ ησλ πξναγσγέσλ ησλ πξσηεαζώλ 

Lon1 θαη Lon4 έγηλε κε ην πξόγξακκα CLUSTALX 1.83 κε ηνπο πξνθαζνξηζκέλνπο από ην 

πξόγξακκα αιγνξίζκνπο. Σα απνηέιεζκαηα εμάρζεθαλ ζε κνξθή GCG/MSF θαη 

αλαιύζεθαλ κε ην πξόγξακκα GeneDoc MFC Application version 2.6.0.2.  

2.16 Τδαηηθά δηαιύκαηα θαη ζξεπηηθά κέζα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ θαη θπηώλ 

2.16.1 Γηαιύκαηα αλάπηπμεο βαθηεξίωλ - ζρεηηθά αληηδξαζηήξηα 

 LB πγξό ζξεπηηθό κέζν 

0,5% (w/v) Δθρύιηζκα δύκεο, 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Πεπηόλε. ΢ηελ πεξίπησζε ζηεξενύ 

ζξεπηηθνύ κέζνπ πξνζηίζεηαη 1,4% (w/v) άγαξ. 

 TY πγξό ζξεπηηθό κέζν 

1,6% (w/v) Πεπηόλε, 1,6% (w/v) Δθρύιηζκα δύκεο, 0,5% (w/v) NaCl 

 IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside)  

200mg/ml ζε dH2O. Κξαηείηαη ζηνπο -20
0
 C. 

 Υ-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (BRL) 

20mg/ml ζε δηκεζπι-θνξκακίδην. Απνζεθεύεηαη ζηνπο -20
0
 C. 

 

2.16.2 Γηαιύκαηα ελδύκωλ θαη απνκόλωζεο πιαζκηδηαθνύ  DNA 

 P1 ξπζκηζηηθό δηάιπκα επαλαδηάιπζεο 

50mM Tris-Cl pH 8,0, 10mM EDTA pH 8,0 θαη  100κg/ ml RNάζεο. 

 P2 ξπζκηζηηθό δηάιπκα ιύζεο 
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0,2Ν NaOH, 1% (w/v) SDS 

 3M/5M CH3COOK 

60ml 5Μ νμηθνύ θαιίνπ pH 4,8-5,2 αλακηγλύνληαη κε 11,5ml νμηθνύ νμένο θαη 28,5ml 

dH2O.   

 RNάζε 

Γηάιπκα RNάζεο A 10mg/ml ζε 10mM Tris-HCl pH7,4, 15mM NaCl. Βξαζκόο ηνπ 

δηαιύκαηνο γηα 15min. Γηαθνπή γηα 20min θαη επαλάιεςε βξαζκνύ, έηζη θαηαζηξέθνληαη 

ππνιείκκαηα DNάζεο. Σν δηάιπκα θπιάζζεηαη ζηνπο -20
0
C. 

 T.E. ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

10mM Tris-Cl pH 7,5, 1mM EDTA pH 8,0. 

 

2.16.3 Γηαιύκαηα απνκόλωζεο γνληδηωκαηηθνύ DNA 

 CTAB DNA Ρπζκηζηηθό δηάιπκα απνκόλσζεο 

2% (w/v) CTAB, 100mM Tris pH 8,0, 20mM EDTA pH 8,0, 1,4M NaCl, 1% (w/v) PVP 

(πνιπβηλπι-ππξξνιηδόλε, Μ.Β 40.000), 2% (w/v) CTAB. 

 Sevag   

      (24:1) (Υισξνθόξκην: ηζνακπιηθή αιθνόιε) 

 

2.16.4 Γηαιύκαηα ειεθηξνθόξεζεο 

 50 x TAE ξπζκηζηηθνύ δηάιπκαηνο 

24,2gr (w/v) Tris-base, 100ml/lt 0,5M EDTA pH 8,0, 57,1ml/lt  CH3COOH 

 Βξσκηνύρν αηζίδην 

5mg/ml ζε dH2O. Σν δηάιπκα δηαηεξείηαη ζε ζθνηεηλόρξσκν κπνπθάιη ζε  

ζεξκνθξαζία  δσκαηίνπ 

 

2.16.5 Γηαιύκαηα θαη ζξεπηηθά κέζα ηζηνθαιιηέξγεηαο θαη κεηαζρεκαηηζκνύ θπηώλ 

 Θξεπηηθό κέζν ½ MS  

½ x MS Θξεπηηθό κέζν πνπ απνηειείηαη από MS άιαηα θαη βηηακίλεο (4,3g/l ICN), 2% 

΢αθραξόδε, 0,5 g/l ΜΔS, 3g/l Phytagel, pH 5,7. 

 Γηάιπκα δηείζδπζεο (IM) 

΢ε έλα ιίηξν ddH2O δηαιύνπκε 2.2g MS ζξεπηηθό δηάιπκα αιάησλ, 1x B5 βηηακίλεο (από 

1000x), 50g ζαθραξόδε, 0,5g MES, 8g/l Difco Bacto άγαξ, pH 5,7. Μεηά ηελ απνζηείξσζε 

πξνζζέηνπκε 0,01 mg/lt BAP θαη 200κl Silwet L-77 (Osi Specialties). 

 Stock βηηακηλώλ 1000Υ B5 

1000mg Ιλνζηηόιε, 100mg Θεηακίλε, 10mg Νηθνηηληθό νμύ, 10mg Ππξηδνμίλε ζε 10ml 

ddH2O.
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Απνηειέζκαηα 
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3.1. Γηαγνληδηαθέο ζεηξέο θπηώλ κε ηα γνλίδηα Lon1 θαη Lon4 

 

΢πέξκαηα ηεο γεληάο Σ1 κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ, αλαπηύρζεθαλ ζε ζξεπηηθό κέζν κε 

επηινγή ζην αληηβηνηηθό Τγξνκπθίλε. Από ηελ θάζε θαηαζθεπή επηιέρζεθαλ ηα αλζεθηηθά θπηά, 

ηα νπνία κεηαθέξζεθαλ ζε λέα ηξπβιία κε απιό ζξεπηηθό κέζν αλάπηπμεο θαη από ην θάζε θπηό 

ζπιιέρζεθαλ κεκνλσκέλα νη απόγνλνη ηεο γεληάο Σ2. Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 1 (θαηαζθεπέο κε ην γνλίδην Lon1) θαη Πίλαθα 2 (θαηαζθεπέο κε ην γνλίδην Lon4). 

 
Πίλαθαο 1. Απόγνλνη ηεο γεληάο Σ2 κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ πνπ θέξνπλ ηηο θαηαζθεπέο ηνπ γνληδίνπ Lon1 κε ην επηηόπην FLAG ζην 

θαξβόμπ ηειηθό άθξν. Η έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ ειέγρεηαη από ηνπο πξναγσγείο ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4, θαη από ηνλ θαζνιηθά 

εθθξαδόκελν πξναγσγέα CaMV35S. Σα δηαγνλίδηα ελζσκαηώζεθαλ κε ζηαζεξό κεηαζρεκαηηζκό ζηα γελεηηθά ππόβαζξα Col-0 N1093, 

lon1-1 (D-3), lon1-2 (N512797) θαη lon4-1 (D-4). 

Καηαζθεπέο Lon1-FLAG  

Τπόβαζξν: Col-0 N1093  

pLon1::Lon1-FLAG 25 lines 

pLon4::Lon1-FLAG 45 lines 

35S::Lon1-FLAG 18 lines 

Τπόβαζξν: lon1-1 (D-3) 

pLon1::Lon1-FLAG 28 lines 

pLon4::Lon1-FLAG 32 lines 

35S::Lon1-FLAG 31 lines 

Τπόβαζξν: lon1-2 (N512797)  

pLon1::Lon1-FLAG 42 lines 

pLon4::Lon1-FLAG 26 lines 

35S::Lon1-FLAG 16 lines 

Τπόβαζξν: lon4-1 (D-4)  

pLon1::Lon1-FLAG 1 line 

pLon4::Lon1-FLAG 7 lines 

35S::Lon1-FLAG 14 lines 
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Πίλαθαο 2. Απόγνλνη ηεο γεληάο Σ2 κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ πνπ θέξνπλ ηηο θαηαζθεπέο ηνπ γνληδίνπ Lon4 κε ην επηηόπην FLAG ζην 

θαξβόμπ ηειηθό άθξν. Η έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ ειέγρεηαη από ηνπο πξναγσγείο ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4, θαη από ηνλ θαζνιηθά 

εθθξαδόκελν πξναγσγέα CaMV35S. Σα δηαγνλίδηα ελζσκαηώζεθαλ κε ζηαζεξό κεηαζρεκαηηζκό ζηα γελεηηθά ππόβαζξα Col-0 N1093, 

lon1-1 (D-3), lon1-2 (N512797) θαη lon4-1 (D-4). 

Καηαζθεπέο Lon4-FLAG  

Τπόβαζξν: Col-0 N1093  

pLon1::Lon4-FLAG 19 lines 

pLon4::Lon4-FLAG 15 lines 

35S::Lon4-FLAG 14 lines 

Τπόβαζξν: lon1-1 (D-3) 

pLon1::Lon4-FLAG 10 lines 

pLon4::Lon4-FLAG 7 lines 

35S::Lon4-FLAG 9 lines 

Τπόβαζξν: lon1-2 (N512797) 

pLon1::Lon4-FLAG 13 lines 

pLon4::Lon4-FLAG 3 lines 

35S::Lon4-FLAG 6 lines 

Τπόβαζξν: lon4-1 (D-4) 

pLon1::Lon4-FLAG 8 lines 

pLon4::Lon4-FLAG 11 lines 

35S::Lon4-FLAG 16 lines 

 

 

 



42 

 

3.2. Σν γνλίδην Lon1 όηαλ ε έθθξαζε ηνπ ειέγρεηαη από ηνπο πξναγσγείο Lon1 θαη 

Lon4 ζπκπιεξώλεη ην θαηλόηππν ησλ αιιεινκόξθσλ lon1 

 

Η πξώηε δνθηκή ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο έγηλε ζηα κεηαιιάγκαηα ηνπ γνληδίνπ Lon1, lon1-1 

(D-3) θαη lon1-2 (N512797) κε ηηο θαηαζθεπέο πνπ θέξνπλ ην cDNA ηνπ γνληδίνπ Lon1 ππό ηνλ 

έιεγρν ηνπ πξναγσγέα ηνπ γνληδίνπ Lon1 γηα λα επαιεζεπηεί όηη ην επηηόπην FLAG δελ επεξεάδεη 

ηελ ιεηηνπξγηθόηεηα ηεο πξσηεάζεο. Από ηελ αλάιπζε ησλ θαηλνηύπσλ πξνθύπηεη όηη ην επηηόπην 

FLAG δελ επεξεάδεη ηε ιεηηνπξγία ηεο πξσηεάζεο Lon1 θαζώο ε θαηαζθεπή pLon1::Lon1-FLAG 

είλαη ηθαλή λα αλαζηξέςεη ηνλ θαηλόηππν ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 (Δηθ. 13) θαη lon1-2 (Δηθ. 

14). 

 
Δηθόλα 13. Μεηαζρεκαηηζκέλα θπηά lon1-1 κε ηηο θαηαζθεπέο Lon1prom::Lon1 -FLAG θαη Lon4prom::Lon1-FLAG ειηθίαο 5 εκεξώλ. 

Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 

 
Δηθόλα 14.  Μεηαζρεκαηηζκέλα θπηά lon1-2 κε ηηο θαηαζθεπέο Lon1prom::Lon1 -FLAG θαη Lon4prom::Lon1-FLAG ειηθίαο 5 

εκεξώλ. Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 
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Αθνινύζεζε ζύγθξηζε ηεο πξσηνγελνύο αλάπηπμεο (κέηξεζε κήθνπο πξσηνγελνύο ξίδαο ζε 

αξηίβιαζηα 5 εκεξώλ)  ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ lon1-1 (D-3) θαη lon1-2 (N512797) κε ηηο 

θαηαζθεπέο pLon1::Lon1-FLAG θαη pLon4::Lon1-FLAG κε ζθνπό λα ειεγρζεί εάλ ππάξρεη 

ρξνληθή θαη ηζηνεηδηθή επηθάιπςε αλάκεζα ζηνπο δύν πξναγσγείο. Ωο κάξηπξεο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά αγξίνπ ηύπνπ (Col-0 N1093) θαη ηα δύν κεηαιιάγκαηα. ΢ηελ Δηθ.13 

παξνπζηάδνληαη νη θαηλόηππνη ησλ δύν θαηαζθεπώλ ζην ππόβαζξν lon1-1 θαη ζηελ Δηθ.14 νη 

αληίζηνηρνη θαηλόηππνη ζην ππόβαζξν lon1-2. Παξαηεξώληαο ηηο βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο ησλ 

θπηώλ lon1-1 (Γξάθεκα 1A) θαη lon1-2 (Γξάθεκα 1B) δελ ζεκεηώλεηαη θάπνηα εκθαλήο δηαθνξά 

ζηελ αλάπηπμε αλάκεζα ζηα θπηά πνπ θέξνπλ ηηο δύν θαηαζθεπέο. Σν γεγνλόο απηό ππνδειώλεη 

όηη νη πξναγσγείο ησλ δύν γνληδίσλ δηαζέηνπλ νξηζκέλα θνηλά ζηνηρεία πνπ ηνπο επηηξέπνπλ, όηαλ 

απηνί ειέγρνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1, λα ζπκπιεξώλνπλ ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ 

κεηαιιάμεσλ lon1-1 θαη lon1-2  ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο. Η αλάιπζε ησλ 

ζηνηρείσλ ησλ δύν πξναγσγέσλ θαζώο θαη ε θαηαγξαθή ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ 

Lon1 θαη Lon4 ζε δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα, θπηηθνύο ηζηνύο θαη ζε ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο 

αλακέλεηαη λα απνθαιύςνπλ δεδνκέλα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε θνηλή ή δηαθνξεηηθή κεηαμύ ηνπο 

απόθξηζε όζνλ αθνξά ηε δπλακηθή έθθξαζεο. 

 
Γξάθεκα 1. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ κε ηηο θαηαζθεπέο Lon1prom::Lon1 -FLAG θαη Lon4prom::Lon1-

FLAG ειηθίαο 5 εκεξώλ ζηα ππόβαζξα lon1-1 (Α) θαη lon1-2 (Β) 

  

Δλδηαθέξνλ επίζεο παξνπζηάδεη ε παξαηήξεζε όηη ζηα πεηξάκαηα δνθηκήο ζπκπιήξσζεο ηνπ 

θαηλόηππνπ ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1, όηαλ ρξεζηκνπνηείηαη σο γελεηηθό ππόβαζξν ηα θπηά lon1-2 

(N512797) ηόηε παξαηεξείηαη πιήξεο αλαζηξνθή ηνπ θαηλνηύπνπ (Γξάθεκα 1Β). ΢ε αληίζεζε κε 

ηα κεηαιιάγκαηα lon1-2 (N512797), όηαλ ην γελεηηθό ππόβαζξν ηεο δνθηκήο είλαη lon1-1 (D-3) 

ηόηε λαη κελ παξαηεξείηαη αλαζηξνθή ηνπ θαηλνηύπνπ, αιιά απηή δελ είλαη πιήξεο (Γξάθεκα 
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1Α). Οη δηαθνξέο ζηελ αλάπηπμε πνπ απνηππώλεηαη σο πξνο ην πνζνζηό ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο, 

νθείιεηαη ζην γελεηηθό ππόβαζξν ησλ θπηώλ lon1-1 θαη lon1-2 (βι. ΢πδήηεζε).  

 

3.3. Η κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηνπ γνληδίνπ Lon1 δελ ζπκπιεξώλεη ηελ κεηάιιαμε 

lon4-1  γνληδίνπ Lon4 

 

Υαξαθηεξηζηηθό γλώξηζκα ησλ θπηώλ ηεο κεηάιιαμεο lon4-1 (D-4) είλαη ε εμαηξεηηθά 

ρακειή βιαζηηθόηεηα ησλ ζπεξκάησλ. Σν βέιηηζην πνζνζηό βιαζηηθόηεηαο πνπ έρεη θαηαγξαθεί 

ζε ζπλζήθεο εξγαζηεξίνπ είλαη 60% έπεηηα από 20 εκέξεο. Γηα λα εμεηαζηεί εάλ ππάξρεη 

ιεηηνπξγηθή ζπκπιεξσκαηηθόηεηα κεηαμύ ησλ δύν γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4, θπηά lon4-1 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε ηε δηαγνληδηαθή θαηαζθεπή έθθξαζεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ηζνκνξθήο ηεο 

πξσηεάζεο Lon1, ππό ηνλ έιεγρν ησλ πξναγσγέσλ Lon4 θαη CaMV35S. Ωο ζεηηθόο κάηπξαο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά κε γελεηηθό ππόβαζξν lon4-1, ηα νπνία έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ηελ 

δηαγνληδηαθή θαηαζθεπή ηεο γνληδησκαηηθήο αθνινπζίαο ηνπ γνλίδην Lon4, ε νπνία ζπκπιεξώλεη 

επηηπρώο ην θαηλόηππν ηεο ρακειήο βιαζηηθόηεηαο ησλ ζπεξκάησλ lon4-1. 

Σα απνηειέζκαηα απνθάιπςαλ όηη ε δηαγνληδηαθή θαηαζθεπή έθθξαζεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

ηζνκνξθήο ηεο πξσηεάζεο Lon1 δελ ζπκπιεξώλεη ηνλ θαηλόηππν lon4-1 νύηε ππό ηνλ έιεγρν ηνπ 

πξναγσγέα ηνπ γνληδίνπ Lon4 (Δηθόλα 15Α), νύηε ππό ηνλ έιεγρν ηνπ θαζνιηθνύ πξναγσγέα 

CaMV35S (Δηθόλα 15Β). ΢ηηο δηαγνληαδθέο ζεηξέο ησλ θαηαζθεπώλ pLon4::Lon1-FLAG θαη 

35S::Lon1-FLAG πνπ αλαιύζπθαλ δελ παξαηεξήζεθε αλαζηξνθή ηνπ θαηλνηύπνπ θαζώο ην 

πνζνζηό βιαζηηθόηεηαο ησλ ζπεξκάησλ δελ βειηηώζεθε θαη παξέκεηλε εμαηξεηηθά ρακειό ζε 

αλάινγα επίπεδα κε απηό ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1 (Γξάθεκα 2). 

Η ζπγθεθξηκέλε δνθηκή έγηλε εηδηθά κε ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο Lon1 παξόιν πνπ νη 

πξσηεάζεο Lon1 θαη Lon4 παξνπζηάδνπλ δηπιή ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε ζηα κηηνρόλδξηα θαη 

ζηνπο ρισξνπιάζηεο. ΢πλεπώο, αμίδεη λα δηεξεπλεζεί αλ ε αδπλακία αλζηξνθήο ηνλ θαηλνηύπνπ 

ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1 νθείιεηαη ζε έιιεηκκα ηεο Lon1 ζηνπο ρισξνπιάζηεο ή εαλ νη δύν 

πξσηεάζεο έρνπλ δηαθξηηνύο κεηαμύ ηνπο ζηόρνπο θαη ππνζηξώκαηα.  
 

 
 
Γξάθεκα 2. Πνζνζηό βιαζηηθόηεηαο ησλ ζπεξκάησλ lon4-1 κεηαζρεκαηηζκέλα κε ηηο θαηαζθεπέο Lon4prom::Lon1-Short-FLAG (Α) 

θαη CaMV 35S::Lon1-Short-FLAG (B). 

 



45 

 

 

 
 
Δηθόλα 15. Φπηά lon4-1 κεηαζρεκαηηζκέλα κε ηηο θαηαζθεπέο Lon4prom::Lon1-Short-FLAG (Α) θαη CaMV 35S::Lon1-Short-FLAG 

(B) ειηθίαο 5 εκεξώλ. Ωο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά lon4-1 ηα νπνία έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ηελ γνληδησκαηηθή πεξηνρή πνπ 
πεξηέρεη ην γνλίδην Lon4 θαη αλαζηξέθνπλ ηνλ θαηλόηππν. 

 

3.4. Η ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζπκπιεξώλεη ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ 

κεηαιιαγκάησλ lon1 

 

΢ε αλαινγία κε πξνεγνύκελα πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεάζεο Lon ζε κύθεηεο (Luce 

and Osiewacz 2009), δεκηνπξγήζεθαλ δηαγνληδηαθά θπηά Col-0 κε θαηαζθεπή ππεξέθθξαζεο ηεο 

πξσηεάζεο Lon1 γηα λα ειεγρζεί εάλ επεξεάδεηαη ε αλάπηπμε ή εαλ πξνζδίδεηαη θάπνην 

πιενλέθηεκα έλαληη παξαγόλησλ νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Αξρηθά, γηα λα πηζηνπνηεζεί όηη ε 

θαηαζθεπή 35S::Lon1-FLAG είλαη ιεηηνπξγηθή έγηλε κεηαζρεκαηηζκόο ησλ αιιεινκόξθσλ lon1-1 

θαη lon1-2. ΢ηελ ζπλέρεηα επηιέρζεθαλ ηπραία 5 δηαγνληαθέο ζεηξέο θπηώλ lon1-1 θαη lon1-2 ηεο 

γεληάο Σ2 θαη θαηαγξάθεθε ην πξόηππν αλάπηπμεο ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο ηελ πέκπηε θαη ηελ 
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έβδνκε εκέξα. ΢ηηο κεηξήζεηο σο ζεηηθόο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά αγξίνπ ηύπνπ Col-0, 

ελώ σο αξλεηηθνί κάξηπξεο επηιέρζεθαλ θπηά ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 θαη lon1-2.  

Σα απνηειέζκαηα ησλ αλαιύζεσλ έδεημαλ νξηζκέλεο ελδηαθέξνπζεο παξαηεξήζεηο. Καη ζηα 

δύν γελεηηθά ππόβαζξα παξαηεξήζεθε κηα θιηκάθσζε ζρεηηθά κε ην πνζνζηό θαηά ην νπνίν 

ζπκπιεξσλόηαλ ν θαηλόηππνο ησλ κεηαιιάμεσλ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζην ππόβαζξν lon1-1 (D-3) 

ηξεηο ζεηξέο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ (#15, #16 θαη #20) αλαζηξέθνπλ επηηπρώο ηνλ θαηλόηππν 

(Δηθόλα 16Α θαη 16Β). Οη ζεηξέο #19 θαη #23 όκσο δηαθέξνπλ από ηηο πξνεγνύκελεο (Δηθόλα 16Α 

θαη  16Β). Η ζεηξά #23 έρεη θαηλόηππν ελδηάκεζν κεηαμύ ηνπ κεηαιιάγκαηνο lon1-1 θαη ησλ 

θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ, αιιά ζίγνπξα δηαθνξεηηθό από ηηο ζεηξέο #15, #16 θαη #20 (Γξάθεκα 3Α θαη 

3Β). ΢ε αληίζεζε κε ηηο πξνεγνύκελεο ζεηξεο, ε ζεηξά #19 παξνπζηάδεη ηόζν ηελ 5
ε
 εκέξα 

(Γξάθεκα 3Α) όζν θαη ηελ 7
ε
 εκέξα (Γξάθεκα 3Β) θαηλόηππν πνπ απνθιίλεη νπζηαζηηθά από ηα 

θπηά αγξίνπ ηύπνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο ζεηηθνί κάξηπξεο παξόιν πνπ σο εηθόλα θαη 

κεηξήζεηο είλαη αλαπηπμηαθά θαιύηεξν από ηα θπηά  lon1-1.  
 

 

 
Δηθόλα 16. Φπηά lon1-1 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short)  ειηθίαο 5 (Α) θαη 7 

εκεξώλ (Β) θαη ηα αληίζηνηρα θπηά lon1-2 ειηθίαο 5 (Γ) θαη 7 εκεξώλ (Γ). Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 

΢ε αληίζεζε κε ην γελεηηθό ππόβαζξν lon1-1, ζην γελεηηθό ππόβαζξν lon1-2 νη ζεηξέο #2, #7, 

θαη #12 ζπκπιήξσζαλ επηηπρώο ην θαηλόηππν (Δηθόλα 16Γ θαη  16Γ), κε πνζνζηό πνπ θπκαίλεηαη 

πεξίπνπ ζην 70% ηνπ κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (Γξάθεκα 3Γ θαη 3Γ). Όπσο ζηηο 

δνθηκέο κε γελεηηθό ππόβαζξν ηα θπηά lon1-1, έηζη θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ θπηώλ lon1-2 

θαηαγξάθεθαλ νη ζεηξέο #1 θαη #13 πνπ δελ ζπκπιεξώλνπλ ην θαηλόηππν (Δηθόλα 16Γ θαη  16Γ), 

αθνύ δελ δηέθεξαλ από ην κεηάιιαγκα lon1-2 (Γξάθεκα 3Γ θαη 3Γ).  

Σα απνηειέζκαηα απνθαιύπηνπλ θαηλνηππηθή παξαιιαθηηθόηεηα ζηηο δνθηκέο ζπκπιήξσζεο 

ησλ θαηλνηύπσλ lon1-1 θαη lon1-2 από ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1. Όπσο ζηελ 

πεξίπησζε ησλ θαηαζθεπώλ pLon1::Lon1-FLAG θαη pLon4::Lon1-FLAG έηζη θαη ζηελ 

θαηαζθεπή 35S::Lon1-FLAG νη δηαθνξέο πνπ εληνπίδνληαη κεηαμύ ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ πνπ 

αλαιύζεθαλ ελδερνκέλσο λα ζρεηίδνληαη κε ην γελεηηθό ππνβάζξν ησλ θπηώλ lon1-1 θαη lon1-2 

θαη ηεο πνζνηηθήο έθθξαζεο ησλ δηαγνληδηαθώλ θαηαζθεπώλ εληόο ηεο θάζε ζεηξάο (βι. 

΢πδήηεζε). 
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Γξάθεκα 3. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 (D-3) θαη  lon1-2 (N512797) πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ 

κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short). (A) θαη (Β): lon1-1 ειηθίαο 5 θαη 7 εκεξώλ αληίζηνηρα. (Γ) θαη (Γ): lon1-2 

ειηθίαο 5 θαη 7 εκεξώλ αληίζηνηρα. Σν κήθνο ηεο ξίδαο γηα θάζε ζεηξά κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαηαγξάθεηαη σο πνζνζηό έλαληη ηνπ 
κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ Col-0 N1093. 
 

3.5.  Η ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 δελ επεξέαζε ηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ 

αγξίνπ-ηύπνπ ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο 

 

Σα πξνεγνύκελα απνηειέζκαηα απνθάιπςαλ όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

ηζνκνξθήο ηεο πξσηεάζεο Lon1 ζπκπιεξώλεη επηηπρώο ην θαηλόηππν ησλ αιιεινκόξθσλ lon1 κε 

θαιύηεξα απνηειέζκαηα όηαλ σο γελεηηθό ππόβαζξν ρξεζηκνπνηεζνύλ ηα θπηά lon1-1 ζε 

ζύγθξηζε κε ηα θπηά lon1-2. ΢ηε ζπλέρεηα ε θαηαζθεπή 35S::Lon1-FLAG ελζσκαηώζεθε ζε θπηά 

αγξίνπ ηύπνπ Col-0, γηα λα εμεηαζηεί εάλ ε ππεξέθθξαζε  ηεο θαηαζθεπήο Lon1 πνπ θσδηθνπνηεί 

ηε κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ελδέρεηαη λα επεξεάζεη δπζκελώο ηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ. 

 

 
Δηθόλα 17. Φπηά Col-0 ηα νπνία ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short) ειηθίαο 5 (Α) θαη 7 

εκεξώλ (Β). Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 
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Η αλάιπζε ηεζζάξσλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ θπηώλ Col-0 N1093 #5, #8, #12 θαη #13 ηεο 

γεληάο Σ2 πνπ επηιέρζεθαλ ηπραία απνθάιπςε όηη ηα θπηά αλαπηύζζνληαη θπζηνινγηθά (Δηθόλα 

17Α θαη 17Β). Δπηπξόζζεηα, βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο (Γξάθεκα 4Α θαη 4Β) 

έδεημαλ πσο ε αλάπηπμε είλαη ίδηα κε απηή ησλ θπηώλ αγξίνπ-ηύπνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο 

κάξηπξεο. Φαίλεηαη ινηπόλ όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο ηζνκνξθήο ηεο πξσηεάζεο 

Lon1 δελ επεξεάδεη ηελ πξσηνγελή αλάπηπμε ησλ θπηώλ ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο, θαζώο δελ παξαηεξήζεθαλ δηαθνξέο έλαληη ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ.  

 

 
Γξάθεκα 4. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο θπηώλ Col-0 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-

Short) ειηθίαο 5 (Α) θαη 7 εκεξώλ (Β). Σν κήθνο ηεο ξίδαο γηα θάζε ζεηξά κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαηαγξάθεηαη σο πνζνζηό έλαληη 
ηνπ κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ Col-0 N1093. 

 

 

3.6. Σα θπηά παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθή αλαζηνιή ζηελ πξσηνγελή ηνπο αλαπηπμε ππό 

ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ 

 

Τπό ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ γηα ην θπηό (ππνμία ή αλνμία), δεκηνπξγνύληαη ζπλζήθεο 

νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ζηα κηηνρόλδξηα θαζώο ηα ειεθηξόληα ηεο αλαπλνήο απνπζία ηνπ 

ηειηθνύ απνδέθηε ηνπο, νμεηδώλνπλ άιια κόξηα θαη πξσηεΐλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ κεηνπζηώλνληάο 

ηα. Η πξσηεάζε Lon1 ηνπνζεηείηαη ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη ξόινο ηεο είλαη λα 

θαηαζηξέθεη πξσηεΐλεο πνπ έρνπλ ράζεη ηελ ζσζηή ηξηηνηαγή ηνπο δνκή, απνηξέπνληαο έηζη ηελ 

δεκηνπξγία ζπζζσκαησκάησλ κεηνπζησκέλσλ πξσηετλώλ ζην κηηνρόλδξην πνπ ηειηθά πξνθαινύλ 

κηηνρνλδξηαθέο δπζιεηηνπξγίεο. Τπό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο, ηα θπηά πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ηελ πξσηεάζε Lon1 δελ παξνπζίαζαλ αλσκαιίεο ζηελ αλάπηπμε ζε ζρέζε κε ηα 

θπηά αγξίνπ ηύπνπ. Δπνκέλσο, απνηεινύλ έλα θαιό πεηξακαηηθό πιηθό γηα λα κειεηεζεί ε 

εθαξκνγή ζπλζεθώλ έιιεηςεο νμπγόλνπ θαη θαηά επέθηαζε νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο, ζηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηώλ θαη ζηελ εύξπζκε ιεηηνπξγία ηνπ κηηνρνλδξίνπ.   

΢ε πξώηε θάζε πξνζδηνξίζηεθε ε κεζνδνινγία κε ηελ νπνία ζα κπνξνύζε λα αθαηξεζεί ην 

νμπγόλν γηα λα κειεηεζεί ε επίδξαζε ηεο έιιεηςεο ηνπ ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ. Η πεηξακαηηθή 

δηάηαμε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηεξίδεηαη ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ Col-0, lon1-1 θαη lon1-2 ζε 

γπάιηλα θπαιίδηα κε ζξεπηηθό κέζν αλάπηπμεο Murashige and Skoog, ζην νπνίν όκσο είρε 

πξνζηεζεί αγαξόδε ζε ζπγθέληξσζε 0,1% w/v (Δηθόλα 18). Η πξνζζήθε αγαξόδεο ζε απηή ηε 

ζπγθέληξσζε πξνζέδσζε ζην ζξεπηηθό κέζν κηα κνξθή παρύξεπζηνπ πγξνύ ζην νπνίν όκσο ηα 

ζπέξκαηα κπνξνύζαλ λα παξακείλνπλ ζηαζεξά ζε έλα νξηζκέλν βάζνο, ρσξίο λα 

θαηαθξπκλίδνληαη ζηνλ ππζκέλα.  
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Δηθόλα 18. Γπάιηλα θπαιίδηα κε ζξεπηηθό κέζν ζηε κνξθή παρύξξεπζηνπ πγξνύ (0,1% Αγαξόδε) γηα πξνζνκνίσζε ζπλζεθώλ 
έιιεηςεο νμπγόλνπ. 

 

Σα ζπέξκαηα ηνπνζεηήζεθαλ πεξίπνπ 1cm θάησ από ηελ επηθάλεηα ηνπ ζξεπηηθνύ. Έηζη, ηα 

ζπέξκαηα βξίζθνληαη αξρηθά ζε έλα πεξηβάιινλ ρακειήο πεξηεθηηθόηεηαο ζε νμπγόλν, ππνμία. Με 

ην πέξαζκα ηνπ ρξόλνπ θαζώο ην ζπέξκα βιαζηάλεη θαη ην λεαξό ζπνξόθπην αλαπηύζζεηαη ηόηε 

ηα ρακειά απνζέκαηα νμπγόλνπ εμαληινύληαη κε απνηέιεζκα ην θπηό λα αλαπηύζζεηαη ζε 

ζπλζήθεο αλνμίαο. Σν θαηλόκελν ηεο έιιεηςεο νμπγόλνπ θαζνξίδεηαη από ην βάζνο ζην νπνίν 

εκβνιηάδνληαη ηα ζπέξκαηα ζην εκίξξεπζην κέζν. Γειαδή όζν κεγαιύηεξν ην βάζνο ηόζν θαη 

ρακειόηεξε ε αξρηθή πεξηεθηηθόηεηα ζε νμπγόλν. Ωο κάξηπξεο ηεο δνθηκήο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

θπηά πνπ αλαπηύρζεθαλ ζην ίδην ζξεπηηθό κέζν ζε ηξπβιία γηα επάξθεηα νμπγόλνπ.  

Σα απνηειέζκαηα ησλ βηνκεηξηθώλ αλαιύζεσλ ηεο 6
εο

 θαη ηελ 9
εο

 εκέξα παξνπζηάδνληαη ζην 

Γξάθεκα 5. Δίλαη θαλεξό όηη ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ (Col-

0) παξνπζηάδνπλ κηθξή πζηέξεζε ηεο αλάπηπμεο ηελ 6
ε
 εκέξα (Γξάθεκα 5Α), αιιά ζεκαληηθή 

θαζπζηέξεζε ηελ 9
ε
 εκέξα (Γξάθεκα 5Β). ΢πγθεθξηκέλα ηελ 6

ε
 εκέξα ε αλάπηπμε ηεο 

πξσηνγελνύο ξίδαο ησλ θπηώλ ηεο δνθηκήο πεξηνξίδεηαη ζην πεξίπνπ 50% ζε ζρέζε κε ηα θπηά 

κάξηπξεο. Σελ 9
ε
 όκσο εκέξα ην κήθνο ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο ζηα θπηά ηεο δνθηκήο ήηαλ πεξίπνπ 

25% ζε ζρέζε κε ηα θπηά κάξηπξεο. Σν απνηέιεζκα απηό επηβεβαηώλεη όηη κε ηελ πάξνδν ηνπ 

ρξόλνπ ε δνθηκή γίλεηαη πην επίπνλε θαζώο εμαληιείηαη πιήξσο ην νμπγόλν ζην κέζν αλάπηπμεο 

θαη από θαηάζηαζε ππνμίαο ην ζύζηεκα κεηαβαίλεη ζε θαηάζηαζε αλνμίαο. Οη αιιειόκνξθνη ηνπ 

γνληδίνπ Lon1 θαίλεηαη όηη αξρηθά ηελ 6
ε
 εκέξα δελ επεξεάδνληαη ζεκαληηθά από ηελ θαηαπόλεζε 

(Γξάθεκα 5Α). Tελ 9
ε
 όκσο εκέξα ε αλάπηπμε ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο ησλ αιιεινκόξθσλ lon1-1 

θαη lon1-2 ζε ζύγθξηζε κε ηα κεηαιιαγκέλα θπηά κάξηπξεο πνπ αλαπηύζζνληαη ζε επάξθεηα 

νμπγόλνπ παξνπζηάδνπλ πνζνζηό πζηέξεζεο (Γξάθεκα 5B). Η πζηέξεζε όκσο είλαη κηθξόηεξε ζε 

ζρέζε κε απηήλ πνπ παξνπζηάδνπλ ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ. Η παξαηήξεζε απηή ππνδειώλεη πσο 

εάλ ε πξσηεάζε Lon1 ζρεηίδεηαη κε αλζεθηηθνηήηα ζε ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ηόηε ζα 

πξέπεη λα είλαη ιεηηνπξγηθή ζε θαηάζηαζε ππνμίαο. ΢ε θαηάζηαζε αλνμίαο ε όπνηα αλζεθηηθόηεηα 

ησλ θπηώλ ζα πξέπεη λα νθείιεηαη ζε κνξηαθνύο κεαληζκνύο πνπ δελ ζρεηίδνληαη κε ηε πξσηεάζε 

Lon1. 

 
Γξάθεκα 5. Μέηξεζε κήθνπο πξσηνγελνύο ξίδαο ππό δνθηκή ππνμίαο ζε θπηά αγξίνπ ηύπνπ Col-0, lon1-1 (D-3) θαη lon1-2 (N512797) 

ηελ 6ε (Α) θαη ηελ 9ε εκέξα (Β) αλάπηπμεο. 

3.7. Δλδείμεηο όηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζε ζπλζήθεο 

αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ 
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΢ε ζπλέρεηα ησλ πξνεγνύκελσλ ελζαξξπληηθώλ παξαηεξήζεσλ γηα λα δηεπθξηληζηεί εάλ ε 

ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζρεηίδεηαη κε αλζεθηηθόηεηα θπηώλ ζε ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο 

νμπγόλνπ έγηλε ε αθόινπζε δνθηκή. Γηαγνληδηαθέο ζεηξέο θπηώλ αγξίνπ-ηύπνπ Col-0 N1093 πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ην γνλίδην Lon1, 35S::Lon1-FLAG, αλαπηύρζεθαλ ζε θηαιίδηα εκίξξεπζηνπ 

ζεξπηηθνύ κέζνπ. Σν πξόηππν αλάπηπμεο ηεο ξίδαο ησλ ζεηξώλ απηώλ ζπγθξίζεθε κε κε-

δηαγνληδαθά θπηά αγξίνπ-ηύπνπ. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη ηα θπηά ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ 

#5 θαη #12 από ηελ 6
ε
 θηόιαο εκέξα (Δηθόλα 19Α) ζεκείσζαλ βειηησκέλε αλάπηπμε ζε ζρέζε κε 

ηα θπηά κάξηπξεο. Οπηηθά ε δηαθνξά ζην πξόηππν αλάπηπμεο ησλ ζεηξώλ #5 θαη #12 είλαη θαλεξή 

ηελ 9
ε
 εκέξα (Δηθόλα 19Β) ζε ζρέζε κε ηα θπηά κάξηπξεο.  

 
 

 
Δηθόλα 19. Φπηά Col-0 ηα νπνία ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short) ππό ζπλζήθεο 
νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ηελ 6ε (Α) θαη ηελ 9ε (Β) εκέξα. Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 

 

΢ε αληίζεζε κε ηηο ζεηξέο #5 θαη #12, νη ζεηξέο #8 θαη #13 δελ εκθάληζαλ νπηηθά θάπνηα 

δηαθνξά ζε ζρέζε κε ηα θπηά κάξηπξεο. Οη βηνκεηξηθέο κειέηεο επηβεβαίσζαλ όηη ηελ 6
ε
 εκέξα ε 

αλάπηπμε ησλ ζεηξώλ #5 θαη #12 είλαη θαιύηεξε θαηά 10%-20% ζε ζρέζε κε ηα θπηά κάξηπξεο 

(Γξάθεκα 6Α), ελώ ηα πνζνζηά βειηηώλνληαη ζεκαληηθά ηελ 9
ε
 εκέξα κε ηε ζεηξά #5 λα είλαη 

πεξίπνπ 35% θαιύηεξα αλαπηπγκέλε θαη ε ζεηξά #12 πεξίπνπ 15% κε ηα θπηά κάξηπξεο 

(Γξάθεκα 6Β). 

 

 
Γξάθεκα 6. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο θπηώλ Col-0 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 

(Lon1-Short) ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ειηθίαο 6 (Α) θαη 9 εκεξώλ (Β). Σν κήθνο ηεο ξίδαο γηα θάζε ζεηξά 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαηαγξάθεηαη σο πνζνζηό έλαληη ηνπ κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ Col-0 N1093. 
 

Γηα λα δηεξεπλεζεί εάλ ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ ε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 

επεξεάδεη ην πξόηππν αλάπηπμεο ησλ αιιειόκνξθσλ lon1-1 θαη lon1-2, νη δηαγνληδηαθέο ζεηξέο 

ηεο θαηαζθεπήο 35S::Lon1-FLAG δνθηκάζηεθαλ ζε ζπλζήθεο ππνμίαο θαη αλνμίαο. ΢ην γελεηηθό 

ππόβαζξν lon1-1 ηα απνηειέζκαηα αλάπηπμεο γηα 6 εκέξεο ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ 

(Δηθόλα 20Α) έδεημαλ όηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζπκπιεξώλεη ηελ κεηάιιαμε lon1-1 

κε παξόκνην πξόηππν αλάπηπμεο κε απηό πνπ παξαηεξείηαη κε επάξθεηα αέξα (Δηθόλα 16Α θαη 

16Β). ΢πγθεθξηκέλα νη βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο κε βάζε ηελ αλάπηπμε ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο 

απνθάιπςαλ όηη ηελ 6
ε
 εκέξα ζηηο ζεηξέο #15, #16 θαη #20 ν θαηλόηππνο είλαη παξόκνηνο κε ησλ 

θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (Γξάθεκα 7Α). Όκσο ζηηο ζεηξέο #19 θαη #23 δελ ππάξρεη αλαζηξνθή ηνπ 

θαηλνηύπνπ. Η ζεηξά #23 αληηζηνηρεί ζην 70% ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο 

κάξηπξεο, ελώ ε ζεηξά #19 κνηάδεη πνιύ κε ην γελεηηθό ππόβαζξν lon1-1.  
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Δηθόλα 20. Φπηά lon1-1 ειηθίαο 6 (Α) θαη 9 εκεξώλ (Β) ηα νπνία ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 

(Lon1-Short) ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 

 

Σν πξόηππν όκσο αιιάδεη νινθιεξσηηθά ηελ 9-εκέξα (Γξάθεκα 7Β)  θαη δηαθνξνπνηείηαη 

από ην πξόηππν αλάπηπμεο ησλ ζεηξώλ ζηελ επάξθεηα νμπγόλνπ (Δηθόλα 16Α θαη 16Β). 

΢πγθεθξηκέλα νη βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο απνθάιπςαλ όηη όιεο νη ζεηξέο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 

ησλ #19 θαη #23, έρνπλ θαηλόηππν θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (Γξάθεκα 7Β). Δπηπξόζζεηα, νη ζεηξέο 

#15, #16 θαη #20 παξνπζηάδνπλ εκθαλή αλζεθηηθόηεηα ζηε παξαηεηακέλε έιιεηςε νμπγόλνπ. Η 

παξαηήξεζε όηη ζηηο ζεηξεο #19 θαη #23 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ην γνλίδην Lon1 ζεκεηώλεηαη 

αλαζηξνθή ηνπ θαηλόηππνπ είλαη κνλαδηθή θαη εμεηδηθεπκέλε κόλν γηα ηηο 9 εκέξεο ζηηο ζπλζήθεο 

θαηαπόλεζεο. 

 

 

Γξάθεκα 7. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 (D-3) πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο 

πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short) ειηθίαο 6 (Α) θαη 9 εκεξώλ (Β) ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Σν κήθνο ηεο ξίδαο γηα θάζε 

ζεηξά κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαηαγξάθεηαη σο πνζνζηό έλαληη ηνπ κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ Col-0 N1093. 

΢ε αληηζηνηρία κε ηα απνηειέζκαηα πνπ παξαηεξήζεθαλ ζην γελεηηθό ππόβαζξν lon1-1, ην 

πξόηππν αλάπηπμεο ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ ππεξέθθξαζεο 

35S::Lon1-FLAG κε γελεηηθό ππόβαζξν lon1-2 δηαθέξεη κεηαμύ 6 θαη 9 εκεξώλ. ΢πγθεθξηκέλα, ηα 

απνηειέζκαηα αλάπηπμεο γηα 6-εκέξεο ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο νμπγόλνπ (Δηθόλα 21Α) έδεημαλ όηη 

ε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζπκπιεξώλεη ηελ κεηάιιαμε lon1-2 κε παξόκνην πξόηππν 

αλάπηπμεο κε απηό πνπ παξαηεξείηαη κε επάξθεηα αέξα (Δηθόλα 16Γ θαη  16Γ).  

Δηθόλ

α 21. Φπηά lon1-2 ειηθίαο 6 (Α) θαη 9 εκεξώλ (Β) ηα νπνία ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-
Short) ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Η θιίκαθα αληηζηνηρεί ζε 1cm. 

Oη βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο κε βάζε ηελ αλάπηπμε ηεο πξσηνγελνύο ξίδαο ζε ζπλζήθεο 

αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ ηελ 6
ε
 εκέξα (Γξάθεκα 8Α) απνθάιπςαλ όηη ζηηο ζεηξέο #2, #7 θαη #12 ζε 

αληίζεζε κε ηηο ζεηξέο #1 θαη #13 ζπκπιεξώλεηαη ην πξόηππν ηεο κεηάιιαμεο lon1-2. Σν πξόηππν 

απηό ζπκθσλεί κε ηελ επάξθεηα νμπγόλνπ (Γξαθήκα 3Γ θαη 3Γ) κε ηε δηαθνξά #2, #7 θαη #12 ζηηο 

ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ πξνζεγγίδνπλ πνιύ ηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ-αγξίνπ ηύπνπ. Σν 

πξόηππν αλάπηπμεο ησλ ζεηξώλ αιιάδεη ζεκαληηθά ηελ 9
ε
 εκέξα ζε ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο 

νμπγόλνπ (Δηθόλα 21Β). Οη βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο απνθάιπςαλ όηη ηελ 9
ε
 εκέξα ε αλάπηπμε ηεο 

ξίδαο θπηώλ από ηηο ζεηξέο #1 θαη #13 είλαη παξόκνηεο κε ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (Γξάθεκα 8Β). 
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Σν πξόηππν απηό παξαηεξείηαη γηα πξώηε θνξά απνθιεηζηηθά ζε ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ 

θαη δηαθέξεη από ηηο αλαιύζεηο ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (Γξάθεκα 3Γ θαη 3Γ). 

 
 
Γξάθεκα 8. Μήθνο πξσηνγελνύο ξίδαο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-2 (Ν512797) πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή ηεο 

πξσηεάζεο Lon1 (Lon1-Short) ειηθίαο 6 (Α) θαη 9 εκεξώλ (Β) ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. Σν κήθνο ηεο ξίδαο γηα θάζε 

ζεηξά κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαηαγξάθεηαη σο πνζνζηό έλαληη ηνπ κήθνπο ηεο ξίδαο ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ Col-0 N1093. 
΢πκπεξαζκαηηθά θαίλεηαη πσο ππάξρεη κηα ηζρπξή έλδεημε όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεάζεο 

Lon1 ζηα κηηνρόλδξηα πξνζδίδεη έλα πιενλέθηεκα ζηα θπηά ππό ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ 

θαη θαηά επέθηαζε νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο, θαζώο αλεμαξηήησο γελεηηθνύ ππνβάζξνπ, 

θαηαγξάθεθαλ θπηά κε θαιύηεξε αλάπηπμε έλαληη ησλ θπηώλ Col-0. Η πιήξεο απνθσδηθνπνίεζε 

ηνπ κεραληζκνύ πξσηεόιπζεο Lon όζνλ αθνξά ηα ππνζηξώκαηα, ηελ ρξνληθή θαη ηελ ηζηνεηδηθή 

έθθξαζή ηεο ζα απνηειέζνπλ κειινληηθέο πξνθιήζεηο ζηελ έξεπλα ηεο βηνινγίαο ησλ θπηώλ, 

θαζώο σο ζπζηαηηθό ηνπ κεραληζκνύ ειέγρνπ ηεο πνηόηεηαο ησλ πξσηετλώλ ησλ νξγαληδίσλ ζα 

απνηειέζνπλ ζεκαληηθά όπια ζηελ αληηκεηώπηζε ησλ δπζκελώλ πεξηβαιινληηθώλ ζπλζεθώλ θαη 

ζηε βειηίσζε ηεο θπηηθήο παξαγσγήο. 
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Σπδήηεζε 
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4.1 Η κηηνρνλδξηαθή Lon1 πξσηετληθή ηζνκνξθή δελ ζπκπιεξώλεη ην θαηλόηππν ηεο 

κεηάιιαμεο lon4.  

 

Οη πξσηεάζεο Lon1 θαη Lon4 παξνπζηάδνπλ δπαδηθή ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε ζηα 

κηηνρόλδξηα θαη ηνπο ρισξνπιάζηεο (Ostersetzer et al. 2007, Daras et al. unpublished) κε 

δηαθνξεηηθνύο όκσο κεραληζκνύο. Σν γνλίδην Lon4 θσδηθνπνηεί έλα πνιππεπηίδην ην νπνίν ζην 

άκηλν ηειηθό άθξν ηνπ θέξεη αθνινπζία νδεγό πνπ αλαγλσξίδεηαη από ηα δύν νξγαλίδηα 

(ambiguous presequence). Αληίζεηα, ην γνλίδην Lon1, θσδηθνπνηεί από ην ίδην κεηαγξάθεκα πνπ 

έρεη δπν θσδηθόληα έλαξμεο ηεο κεηαγξαθήο ζην ίδην αλαγλσζηηθό πιαίζην, δύν πνιππεηίδηα. Σν 

έλα μεθηλά από ην πξώην θσδηθόλην έλαξμεο θαη νδεγείηαη ζηνλ ρισξνπιάζηε (Long), ελώ ην άιιν 

μεθηλά από ην δεύηεξν θσδηθόλην έλαξμεο θαη νδεγείηαη ζην κηηνρόλδξην (Short) (Twin 

presequences) (Δηθόλα 22).  

 
Δηθόλα 22. Ο κεραληζκόο ξύζκηζεο ηεο ππνθπηηαξηθήο ηνπνζέηεζεο ηεο πξσηεάζεο Lon1 ζηα θπηηθά νξγαλίδηα. (Α) Καηαζθεπή 

ζύληεμεο ηνπ γνληδίνπ Lon1 κε ηελ πξσηεΐλε κάξηπξα YFP (Yellow Fluorescent Protein) ζε παξνδηθή έθθξαζε ζε επηδεξκηθά θύηηαξα 
θύιισλ θαπλνύ (Nicotiana benthamiana). Με ιεπθό βέινο επηζεκαίλνληαη ηα κηηνρόλδξηα θαη κε θίηξηλν νη ρισξνπιάζηεο. Ο 

κεραληζκόο ξπζκίδεηαη αξρηθά ζην επίπεδν ηεο κεηαγξαθήο. (Β) ΢ηα θύιια θαη ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο θσηόο εθθξάδεηαη ην mRNA κε 

ηα δπν θσδηθόληα ζην ηδην αλαγλσζηηθό πιαίζην κε απνηέιεζκα ηε ζύλζεζε ηεο κεγάιεο (Lon1L) ηζνκνξθήο κε ηνπνζέηεζε ζηνπο 
ρισξνπιάζηεο θαη ηεο κηθξήο (Lon1S) ηζνκνξθήο κε ηνπνζέηεζε ζηα κηηνρόλδξηα. (C) ΢ε ζπλζήθεο πνπ πξνζνκνηάδνπλ ππνμία 

εθθξάδεηαη ην κεηαγξάθεκα  Lon1S κε απνηέιεζκα ηελ απνθιεηζηηθή ζύλζεζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο ηζνκνξθήο. 

 

΢πλεπώο, ν κεραληζκόο ππνθπηηαξηθήο ηνπνζέηεζεο ειέγρεηαη ζην επίπεδν ηεο κεηαγξαθήο 

θαη ηεο κεηάθξαζεο. 

Ο θύξηνο ιεηηνπξγηθόο ξόινο ηεο πξσηεάζεο Lon1 είλαη ζηα κηηνρόλδξηα θαη κόλνλ ππό 

ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο ησλ ρισξνπιαζηώλ παξνπζηάδεη δπαδηθή ηνπνζέηεζε θαη 

ζηα δύν νξγαλίδηα. Η πξσηεάζε Lon4, όπσο αλαθέξζεθε θαη πξνεγνύκελα, θσδηθνπνηεί έλα 

πνιππεηίδην ηνπ νπνίνπ ην πεπηίδην νδεγόο αλαγλσξίδεηαη θαη από ηα δύν νξγαλίδηα. Η δνκή ηνπ 

κεραληζκνύ ππνθπηηαξηθήο ηνπνζέηεζεο ηεο πξσηεάζεο Lon4 εμαζθαιίδεη ηελ ζπλερή δπαδηθή 

ηνπνζέηεζε ηεο αλεμάξηεηα από άιινπο παξάγνληεο θαη ππνδειώλεη όηη κάιινλ ε Lon4 έρεη έλαλ 

πνιύ ζεκαληηθό ξόιν ζηα αξρηθά ζηάδηα αλάπηπμεο ηνπ θπηνύ ζηα πιαζηίδηα πνπ όηαλ απηή 

εθιείπεη (κεηάιιαγκα lon4-1) ε βιαζηηθόηεηα ησλ ζπεξκάησλ πεξηνξίδεηαη ζεκαληηθά. 

Σν γεγνλόο όηη ε κηηνρνλδξηαθή ηζνκνξθή Lon1 δελ θαηάθεξε λα αλαζηξέςεη ηνλ θαηλόηππν 

ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1 είηε ππό ηνλ έιεγρν ηνπ ελδνγελνύο πξναγσγέα Lon4, είηε ππό ηνλ 

έιεγρν ηνπ θαζνιηθά εθθξαδόκελνπ πξναγσγέα CaMV35S (Δηθόλα 15Α θαη 15Β), ππνδειώλεη ηα 

εμήο. (i) Δάλ ε πξσηεάζε Lon4 είλαη ζεκαληηθή γηα ηε ιεηηνπξγία θαη ηε βηνγέλεζε ησλ 

πιαζηηδίσλ θαηά ηε βιάζηεζε ησλ ζπεξκάησλ, ηόηε ε ρισξνπιαζηηθή Lon1 ηζνκνξθή ζηελ 

πεξίπησζε πνπ είλαη ιεηηνπξγηθά ζπκπιεξσκαηηθή κε ηε Lon4 ζα ήηαλ ηθαλή λα αλαζηξέςεη ηε 

lon4-1 θαηλνηππηθή αλσκαιία, θάηη πνπ είλαη αδύλαηνλ λα γίλεη από ηε κηηνρνλδξηαθή Lon1 
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ηζνκνξθή θαη (ii) Δάλ νη ιεηηνπξγίεο ησλ δύν πξσηεαζώλ Lon1 θαη Lon4 δηαρσξίζηεθαλ ζηελ 

πνξεία ηεο εμέιημεο ηόηε αδπλαηεί ε κηα λα αλαγλσξίζεη ηα ππνζηξώκαηα ηεο άιιεο, θαη θαηά 

ζπλέπεηα ε Lon1 δελ ζπκπιεξώλεη ηνλ θαηλόηππν ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1. Η ππόζεζε απηή 

δελ ζρεηίδεηαη κόλν κε ηελ ππνθπηηαξηθή ηνπνζέηεζε, αιιά θαη κε ηελ εθιεθηηθόηεηα ηεο θάζε 

πξσηεάζεο σο πξνο ηα ππνζηξώκαηά ηεο. 

 ΢ε θάζε πεξίπησζε, είλαη απαξαίηεην λα δνθηκαζηεί νιόθιεξε ε πξσηεάζε Lon1 πνπ 

παξνπζηάδεη δπαδηθή ηνπνζέηεζε. ΢πκπιήξσζε ηεο κεηάιιαμεο κε απηή ηελ θαηαζθεπή ζα 

επηβεβαηώζεη ηελ πξώηε ππόζεζε, όηη ν ξόινο ηεο Lon4 είλαη θαζνξηζηηθόο ζηα πξνπιαζηίδηα θαη 

ε Lon1, όηαλ νδεγεζεί εθεί (ρξνληθά θαη ηζηνεηδηθά) είλαη ηθαλή λα ζπκπιεξώζεη ηελ ιεηηνπξγία 

ηεο Lon4 θαη άξα νη δύν πξσηεάζεο έρνπλ ιεηηνπξγηθή ζπκπιεξσκαηηθόηεηα. Η αληίζεηε 

πεξίπησζε, κε αλαζηξνθήο ηνπ θαηλνηύπνπ νδεγεί ζην δεύηεξν ζπκπέξαζκα, όηη νη δύν 

πξσηεάζεο έρνπλ δηαθξηηνύο ξόινπο. 

Καηά αληηζηνηρία ε αληίζηξνθε δνθηκή (Lon1prom::Lon4-FLAG θαη CaMV 35S::Lon4-FLAG 

ζηα κεηαιιάγκαηα lon1-1 θαη lon1-2) ζα νινθιεξώζεη ηε ζεηξά ησλ δνθηκώλ πνπ αθνξνύλ ζηε 

ιεηηνπξγηθή ζπκπιεξσκαηηθόηεηα ησλ δύν γνληδίσλ.  

 

4.2 Ο πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon4 όηαλ θαζνδεγεί ην γνλίδην Lon1 ζπκπιεξώλεη 

ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 θαη lon1-2.   

Πνιιαπιή ζηνίρεζε ησλ λνπθιενηηδηθώλ αθνινπζηώλ ησλ πξναγσγέσλ ησλ δύν γνληδίσλ, 

Lon1 θαη Lon4, έδεημε όηη νη πξναγσγείο παξνπζηάδνπλ έλα πνζνζηό ζπληήξεζεο 47% (Δηθόλα 

23).  

 
Δηθόλα 23. Πνιιαπιή ζηνίρεζε ησλ λνπθιενηηδηθώλ αθνινπζηώλ ησλ πξναγσγέσλ ησλ γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4. Σν πνζνζηό 
νκνινγίαο ησλ δύν πξναγσγέσλ είλαη 47%. Με θόθθηλν επηζεκαίλνληαη ηα θσδηθόληα έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο ησλ δύν γνληδίσλ. 

Σν πνζνζηό απηό, όπσο απνηππώλεηαη θαη ζηηο βηνκεηξηθέο αλαιύζεηο ησλ θπηώλ lon1-1 θαη 

lon1-2 πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ηηο θαηαζθεπέο Lon4prom::Lon1-FLAG θαη 

Lon1prom::Lon1-FLAG [Μάξηπξαο] (Γξάθεκα 1), θαζηζηά ηθαλό ηνλ πξναγσγέα ηνπ γνληδίνπ 

Lon4 όηαλ θαζνδεγεί ην γνλίδην Lon1 λα ζπκπιεξώλεη ηηο κεηαιιάμεηο lon1-1 θαη lon1-2 ππό 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο, νπόηε ρξνληθή θαη ηζηνεηδηθή έθθξαζε ησλ δύν γνληδίσλ 

θαίλεηαη λα ζπγθιίλνπλ. Δπηπξόζζεηα, εάλ ιεθζνύλ ππόςηλ νη θαηλόηππνη ησλ κεηαιιάμεσλ ησλ 

δύν γνληδίσλ, θαίλεηαη λα πξνεγείηαη ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon4 ρξνληθά έλαληη ηνπ Lon1. 

Πξνζζέηνληαο ζηελ εμίζσζε θαη ηελ ηθαλόηεηα ζπκπιήξσζεο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1 όηαλ ν 

πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon4 θαζνδεγεί ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1, ε εηθόλα πνπ 

δηακνξθώλεηαη κέρξη ζηηγκήο όζνλ αθνξά ζηελ έθθξαζε ησλ δύν γνληδίσλ ζε ζρέζε κε ην ρξόλν 

απνηππώλεηαη ζηελ Δηθ. 24.  
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Δηθόλα 24. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ρξνληθήο επηθάιπςεο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ AtLon1 θαη AtLon4 κε βάζε ηνπο θαηλνηύπνπο 

ησλ κεηαιιαγκάησλ θαη ηα απνηειέζκαηα ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο ησλ ρηκαηξηθώλ θαηαζθεπώλ ζηα κεηαιιάγκαηα. Η κηηνρνλδξηαθή 

πξσηετληθή ηζνκνξθή Lon1 δελ είλαη ηθαλή λα ζπκπιεξώζεη ην θαηλόηππν ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1 επεηδή ελδέρεηαη λα ιεηηνπξγεί 
κεηαγελέζηεξα, νπόηε δηαηεξείηαη ην ιεηηνπξγηθό θελό ηεο πξσηεάζεο Lon4 πνπ εκθαλίδεηαη σο αδπλακία βιάζηεζεο ησλ lon4-1 

ζπεξκάησλ. Αληίζεηα ν πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon4 όηαλ ειέγρεη ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 ζπκπιεξώλεη ηηο κεηαιιάμεηο 

lon1-1 θαη lon1-2, επεηδή ελδέρεηαη λα ελεξγνπνηεί ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 πξνγελέζηεξα ζπκπιεξώλνληαο επηηπρώο ην 
ιεηηνπξγηθό έιιεηκα ηεο πξσηεάζεο Lon4. Πεηξακαηηθά δεδνκέλα είλαη απαξαίηεηα γηα ηε εμεγεζεί ν ιεηηνπξγηθόο ξόινο ησλ γνληδίσλ 

Lon1 θαη Lon4 ζηε πεξηνρή ηνπ γξαθήκαηνο κε γθξί απόρξσζε. 

 

Η θαηαγξαθή ηεο αλάπηπμεο ηεο θαηαζθεπήο Lon1prom::Lon4-FLAG ζην κεηάιιαγκα lon4-1 

είλαη αλαγθαία γηα λα ζπκπιεξώζεη ηελ εηθόλα έθθξαζεο ζην ρξόλν ησλ δύν γνληδίσλ. Με βάζε 

ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ κεηαιιαγκάησλ, ην γνλίδην Lon1 θαίλεηαη πσο ζπκκεηέρεη ζηελ αλάπηπμε 

ηνπ ζπνξόθπηνπ κεηά ην ζηάδην ηεο βιάζηεζεο ησλ ζπεξκάησλ, θαζώο ηα κεηαιιάγκαηα ηνπ 

γνληδίνπ Lon1 παξνπζηάδνπλ θαζπζηέξεζε ζηελ κεηαεκβξπαθή εγθαηάζηαζε θαη αλάπηπμε ηνπ 

ζπνξνθύηνπ, αιιά όρη ζην ρξόλν βιάζηεζεο ησλ ζπεξκάησλ, αληίζεηα κε ηα κεηαιιάγκαηα lon4-1 

όπνπ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή θαζπζηέξεζε ζηε βιάζηεζε ησλ ζπεξκάησλ. Αλ ε παξαπάλσ 

θαηαζθεπή ζπκπιεξώζεη ηνλ θαηλόηππν ησλ κεηαιιαγκάησλ lon4-1, ηόηε απνξξίπηεηαη ε ρξνληθή 

παξάκεηξνο θαη εηζέξρεηαη μαλά ε παξάκεηξνο ηεο δηαθξηηήο ιεηηνπξγίαο ηνπ θάζε γνληδίνπ όζνλ 

αθνξά ηα ππνζηξώκαηα θαη ηνλ κεραληζκό ππνθπηηαξηθήο ηνπνζέηεζεο. Γειαδή ηα δύν γνλίδηα 

ζπλεθθξάδνληαη ρξνληθά, αιιά ιεηηνπξγηθά απνθιίλνπλ.  

Οη πξναγσγείο ησλ δπν γνληδίσλ πέξαλ ηεο ζεκαληηθήο νκνηόηεηαο παξνπζηάδνπλ θαη έλα 

αμηνζεκείσην πνζνζηό δηαθνξεηηθόηεηαο πνπ ελδερνκέλσο λα ππνδειώλεη όηη ζε εηδηθέο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο όπσο νη αβηνηηθέο θαηαπνλήζεηο ή ζε δηαθνξεηηθά αλαπηπμηαθά ζηάδηα κπνξεί λα 

δηαθέξεη ην ξπζκηζηηθό πξόηππν έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ ειέγρνπλ. Η ππόζεζε απηή ζα πξέπεη 

λα δηεξεπλεζεί πεηξακαηηθά αλαιύσληαο ην πξόηππν έθθξαζεο ησλ ξπζκηζηηθώλ αθνινπζηώλ κε 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ελόο γνληδίνπ αλαθνξάο, όπσο ην γνλίδην ηεο β-

γινπθνπξνληδάζεο GUS. ΢εκαληηθή ζπλεηζθνξά ζηελ απνθσδηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ Lon1 θαη Lon4 αλακέλεηαη λα έρεη ε in silico ηαπηνπνίεζε ξπζκηζηηθώλ cis ζηνηρείσλ ησλ 

δπν πξναγσγέσλ πνπ αλακέλεηαη λα απνθαιύςνπλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ην αλαπηπαμηθό 

πξόηππν έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ θαη ηελ απόθξηζε ζε πεξηβαιινληηθνύο παξάγνληεο. Σα 

απνηειέζκαηα από απηέο ηηο θαηαγξαθέο ζε ζπλδπαζκό κε ηα πξνεγνύκελα απνηειέζκαηα ζα 

ζπλζέζνπλ κηα νινθιεξσκέλε εηθόλα γηα ηε δπλακηθή ηεο έθθξαζεο ησλ δύν γνληδίσλ. 

 

4.3 Η ζπκπιήξσζε ησλ θαηλνηππηθώλ αλσκαιηώλ ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-1 θαη 

lon1-2 θαζνξίδεηαη από ην γελεηηθό ηνπο ππόβαζξν  

Οη αιιειόκνξθνη lon1-1 θαη lon1-2 (Δηθόλα 25) ηνπ γνληδίνπ Lon1  παξνπζηάδνπλ δηαθνξέο 

ζηελ αλάπηπμή ηνπο. Ο αιιειόκνξθνο lon1-1 έρεη ηζρπξόηεξν θαηλόηππν από ηνλ lon1-2 (Rigas et 

al, 2009b). Η κεηάιιαμε lon1-1 έρεη πξνέιζεη από EMS κεηαιιαμηγέλεζε ε νπνία έρεη 

δεκηνπξγήζεη πξόσξν θσδηθόλην ιήμεο ζην ηέινο ηεο επηθξάηεηαο SSD (Sensor- and Substrate 
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Discrimination domain), ελώ ν αιιειόκνξθνο lon1-2 νθείιεηαη ζε έλζεζε T-DNA ζηελ αξρή ηνπ 

SSD domain (Δηθόλα 25).  

 
Δηθόλα 25. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ησλ δύν αιιεινκόξθσλ ηνπ γνληδίνπ Lon1. Απεηθνλίδνληαη νη επηθξάηεηεο 

νιόθιεξεο ηεο πξσηεάζεο Lon1, N-terminal: Σν άκηλν άθξν ηεο πξσηεάζεο πνπ θέξεη ηα πεπηίδηα νδεγνύο γηα ππνθπηηαξηθή 

ηνπνζέηεζε, AAA+: Πεξηιακβάλεη ηελ πεξηνρή ATPάζεο, όπνπ γίλεηαη ε πδξόιπζε ηνπ ATP, θαζώο θαη ην SSD domain (Sensor and 

Substrate Discrimination) πνπ είλαη ππεύζπλν γηα ηελ αλαγλώξηζε ηνπ ππνζηξώκαηνο από ηελ πξσηεάζε. Σν P-domain είλαη ζην 

θαξβόμπ ηειηθό άθξν ηεο πξσηεΐλεο θαη θέξεη δύν ζπληεξεκέλα θαηάινηπα ΢εξίλεο (S897) – Λπζίλεο (K929) πνπ απνηεινύλ ηελ πεξηνρή 

ππεύζπλε γηα ηελ πξσηεόιπζε.  
Ο αζηεξίζθνο ζηελ κεηαιιαγκέλε ηζνκνξθή lon1-1 ζπκβνιίδεη ηελ ππνθαηάζηαζε ηεο ηξππηνθάλεο ζηε ζέζε 807 (W807) κε έλα 

πξόσξν θσδηθόλην ιήμεο ηεο κεηάθξαζεο, πνπ πξνέθπςε από ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζηνλ αιιειόκκνξθν lon1-1, ελώ ην αλεζηξακκέλν 

ηξίγσλν ζηελ ηζνκνξθή lon1-2, απεηθνλίδεη ηε ζέζε ηεο έλζεζεο ηνπ T-DNA ζηνλ αιιειόκνξθν lon1-2 ηεο κεηάιιαμεο lon1. 
 

Η επηθξάηεηα SSD ηεο πξσηεΐλεο θαίλεηαη πσο είλαη ε ππεύζπλε γηα ηελ αλαγλώξηζε θαη 

πξόζδεζε ηνπ ππνζηξώκαηνο πξνο πξσηεόιπζε ζηόρνπ (Smith et al, 1999; Rigas et al, 2009b). ΢ην 

κεηάιιαγκα lon1-1 ππάξρεη νιόθιεξε ε επηθξάηεηα SSD, ελώ ιείπεη ην θαξβόμπ ηειηθό-άθξν ηεο 

πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρεη ηελ πεξηνρή πξσηεόιπζεο. Έηζη, ζηα κεηαιιάγκαηα lon1-1, ε πξσηεάζε 

αλαγλσξίδεη ηνπο ζηόρνπο ηεο θαη δεζκεύεηαη ζε απηνύο, αιιά δελ κπνξεί λα ηνπο πξσηενιύζεη, 

θαζώο απνπζηάδεη ε πξσηενιπηηθή πεξηνρή ηεο πξσηεάζεο. Σν απνηέιεζκα είλαη ε δεκηνπξγία 

ζπζζσκαησκάησλ εληόο ηνπ κηηνρνλδξίνπ πνπ πξνθαινύλ ζεκαληηθά πξνβιήκαηα ζηε 

θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηνπ νξγαληδίνπ θαη θαηά ζπλέπεηα ζηελ αλάπηπμε ηνπ θπηνύ. Ο 

αιιειόκνξθνο lon1-2, ζηεξείηαη ηόζν ηελ επηθξάηεηα SSD όζν ηε πξσηενιπηηθή πεξηνρή. Δλώ ε 

απνπζία ηεο ιεηηνπξγηθήο Lon1 έρεη ζεκαληηθέο επηπηώζεηο ζηε θπζηνινγηθή αλάπηπμε ηνπ θπηνύ, 

ν θαηλόηππνο ηνπ αιιεινκόξθνπ lon1-2 είλαη ήπηνο ζε ζρέζε κε ην θαηλόηππν ησλ θπηώλ lon1-1, 

εμαηηίαο ηεο αδπλακία ζπζζώξεπζεο απνδηαηαγκέλσλ πνιππεπηηδίσλ επεηδή απηά ελδέρεηαη λα 

απνκαθξύλνληαη από ηε δξάζε ζπκπιεξσκαηηθώλ πξσηενιπηηθώλ ζπζηεκάησλ (Δηθ. 26). 

 
Δηθόλα 26. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πξσηετληθήο νκνηόζηαζεο ζηα κηηνρόλδξηα ησλ αιιεινκόξθσλ ηεο κεηάιιαμεο lon1. ΢ηα 

θπηά αγξίνπ ηύπνπ Col-0 ε πξσηεάζε Lon1 αλαγλσξίδεη ηνλ ζηόρν ηεο, δεζκεύεηαη κε απηόλ θαη ηνλ πξσηενιύεη. ΢ην κεηάιιαγκα 

lon1-1 απνπζηάδεη ε πξσηενιπηηθή πεξηνρή ηεο πξσηεάζεο, όκσο ε επηθξάηεηα SSD επηηξέπεη ζηελ πξσηεάζε λα αλαγλσξίζεη θαη λα 
ζπλδεζεί κε ηνλ ζηόρν ρσξίο όκσο λα ηνλ θαηαζηξέςεη. ΢πλεπώο ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ δεκηνπξγνύληαη δειεηεξηώδε 

ζπζζσκαηώκαηα. ΢ην κεηάιιαγκα lon1-2 εθηόο από ηε πξσηενιπηηθή πεξηνρή απνπζηάδεη θαη ε επηθξάηεηα SSD, κε απνηέιεζκα ε 

έιιεηςε ηεο ιεηηνπξγηθήο Lon1 λα πξνθαιεί αλαπηπμηαθή πζηέξεζε αιιά ηα πξσηεηληθά ζπζζσκαηώκαηα είλαη ειέπζεξα λα 
απνδνκεζνύλ από ηε δξάζε ζπκπιεξσκαηηθώλ πξσηενιπηηθώλ ζπζηεκάησλ ηνπ νξγαληδίνπ. . ΢ηα δηαγνληδηαθά θπηά ησλ γελεηηθώλ 

ππνβάζξσλ lon1 πνπ θέξνπλ ηηο θαηαζθεπέο έθθξαζεο ηεο πξσηεάζεο Lon1 ππό ηνλ έιεγρν ησλ ελδνγελώλ πξναγσγέσλ ησλ γνληδίσλ 

Lon1 θαη Lon4, ζην κεηάιιαγκα lon1-1 ε ελδνγελήο κεηαιιαγκέλε ηζνκνξθή Lon1 αληαγσλίδεηαη ηελ ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε πνπ 
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ζπληίζεηαη από ηελ έθθξαζε ηεο δηαγνληδηαθήο θαηαζθεπήο, κε απνηέιεζκα ηα θπηά λα αλαζηξέθνπλ ελ κέξεη ηνλ θαηλόηππν, αιιά όρη 
πιήξσο. ΢ην κεηάιιαγκα lon1-2 επεηδή δελ ππάξρεη αληαγσληζκόο κε ηελ ελδνγελή ηζνκνξθή, ε ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε πνπ ζπληίζεηαη 

από ηελ έθθξαζε ηεο δηαγνληδηαθήο θαηαζθεπήο αλαγλσξίδεη θαη πξσηενιύεη ηνπο ζηόρνπο ηεο  κε απνηέιεζκα ηελ πιήξε αλαζηξνθή 

ηνπ θαηλνηύπνπ. 

 

Η ππόζεζε απηή εμεγεί επίζεο ηηο δηαθνξέο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηελ αλάπηπμε ησλ 

δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ Lon1prom::Lon1-FLAG θαη Lon4prom::Lon1-FLAG κεηαμύ ησλ δύν 

γελεηηθώλ ππνβάζξσλ (βι. Απνηειέζκαηα Γξαθ. 1Α θαη 1Β). ΢ην ππόβαζξν lon1-1 νη θαηαζθεπέο 

ζπκπιεξώλνπλ ηε κεηάιιαμε αιιά όρη πιήξσο, ζε αληίζεζε κε ην ππόβαζξν lon1-2 όπνπ ηα 

κεηαιιαγκέλα θπηά παξνπζηάδνπλ ίδηα αλάπηπμε κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ. Η δηαθνξά απηή 

νθείιεηαη ζην γεγνλόο όηη ζην ππόβαζξν lon1-1 (D-3), ε ελδνγελήο κε ιεηηνπξγηθή Lon1 πνπ θέξεη 

ηελ επηθξάηεηα SSD αληαγσλίδεηαη ηελ ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε πνπ θσδηθνπνηεί ε δηαγνληδηαθή 

θαηαζθεπή σο πξνο ηε δέζκεπζε ζηα ππνζηξώκαηα. ΢ε αληίζεζε κε ην ππόβαζξν lon1-1 (D-3), 

ζηνλ αιιειόκνξθν lon1-2 (Ν512797) δελ ππάξρεη  αληαγσληζκόο, κε απνηέιεζκα λα 

αλαζηξέθεηαη πιήξσο ν θαηλόηππνο (Δηθόλα 27Α). 

Η ππόζεζε ηνπ αληαγσληζκνύ ηνπ ιεηηνπξγηθνύ δηαγνληδίνπ κε ηελ ελδνγελή κε ιεηηνπξγηθή 

πξσηεάζε εμεγεί θαη ηα απνηειέζκαηα ησλ βηνκεηξηθώλ αλαιύζεσλ ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο 

ησλ θαηαζθεπώλ ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεάζεο Lon1 ζηα δύν ππόβαζξα. Όζνλ αθνξά ην 

ππόβαζξν lon1-1, ε ππεξέθθξαζε έρεη σο απνηέιεζκα ε εμσγελήο ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε λα 

ππεξηζρύεη πνζνηηθά ηεο ελδνγελνύο, κε απνηέιεζκα λα εμαιείθεηαη ην θαηλόκελν ηνπ 

αληαγσληζκνύ θαη ηειηθά λα παξαηεξείηαη πιήξεο αλαζηξνθή ηνπ θαηλνηύπνπ (Δηθόλα 20). Έηζη, 

νη κεηαζρεκαηηζκέλεο ζεηξέο 15, 16 θαη 20 πνπ αλαζηξέθνπλ εληειώο ηνλ θαηλόηππν ζα πξέπεη λα 

εθθξάδνπλ πνιύ ηελ ιεηηνπξγηθή Lon1, ζε αληίζεζε κε ηηο ζεηξέο 19 θαη 23, νη νπνίεο ηελ 

εθθξάδνπλ ζε κηθξόηεξν βαζκό θαη ηειηθά δελ θαηαθέξλνπλ λα ππεξθεξάζνπλ ηνλ ελδνγελή 

αληαγσληζκό παξνπζηάδνληαο κηθξόηεξν πνζνζηό ζπκπιήξσζεο ηνπ θαηλνηύπνπ lon1-1 

(Γξάθεκα 3Α θαη 3Β). 

 
Δηθόλα 27. Α)΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ αληαγσληζκνύ κεηαμύ ηεο ελδνγελνύο κεηαιιαγκέλεο ηζνκνξθήο κε ηε 

ιεηηνπξγηθή ηζνκνξθή Lon1 ζε θπηά κε γελεηηθό ππόβαζξν lon1-1. Σν κνληέιν εμεγεί ηελ αδπλακία πιήξνπο αλαζηξνθήο ηνπ 
θαηλόηππνπ lon1-1, ζε ζρέζε κε ηνλ αιιειόκνξθν lon1-2. Μαύξν: άκηλν άθξν θαη πεξηνρή ΑΑΑ+, Κόθθηλν ηεηξάγσλν: SSD domain, 

Πξάζηλν: πξσηενιπηηθή πεξηνρή. Β) Τπεξέθθξαζε ηεο πξσηεάζεο Lon1 έρεη δηαθνξεηηθέο επηπηώζεηο ζηελ αλάπηπμε ησλ γελεηηθώλ 

ππνβάζξσλ lon1-1 θαη lon1-2. ΢ην κεηάιιαγκα lon1-1 ε ππεξέθθξαζε ππεξζθειίδεη ηνλ ελδνγελή αληαγσληζκό θαη αλαζηξέθεη πιήξσο 
ηνλ θαηλόηππν, ελώ ζην lon1-2 ε ππεξέθθξαζε επεξεάδεη αξλεηηθά ηελ αλάπηπμε. 

 

 Έθπιεμε πξνθάιεζαλ ηα απνηειέζκαηα ησλ βηνκεηξηθώλ αλαιύζεσλ ησλ θαηαζθεπώλ 

ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεάζεο Lon1 ζην ππόβαζξν lon1-2. Από ηηο πέληε ζεηξέο 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ νη ζεηξέο 2, 7 θαη 12 αλαζηξέθνπλ κεξηθώο ηνλ θαηλόηππν ρσξίο όκσο 

πνηέ ε αλαζηξνθή λα είλαη ίδηα κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ, ελώ ν θαηλόηππνο ησλ ζεηξώλ 1 θαη 13 

δελ δηαθέξεη ζρεδόλ θαζόινπ από ηνλ θαηλόηππν ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1-2 (Γξαθ. 3Γ θαη 3Γ). 

΢ην ππόβαζξν lon1-2 δελ πθίζηαηαη ελδνγελήο αληαγσληζκόο θαη ε ππεξέθθξαζε ηεο ιεηηνπξγηθήο 

Lon1 έρεη αξλεηηθό απνηέιεζκα γηα ηα θπηά θαζώο θαίλεηαη λα πξνθαιεί ηνμηθόηεηα ζηα θύηηαξα. 

Απηό κπνξεί λα νθείιεηαη είηε ζηελ απνπζία ηνπ αληαγσληζκνύ πνπ ππάξρεη ζην ππόβαζξν lon1-1 

(δειαδή ν αληαγσληζκόο είλαη ν ξπζκηζηηθόο παξάγνληαο πνπ αληηζηαζκίδεη ην θαηλόκελν ηεο 

ηνμηθόηεηαο θαη ιόγσ απηνύ δελ έρνπλ παξόκνηνπο θαηλνηύπνπο νη θαηαζθεπέο ζην ππόβαζξν 

lon1-1), είηε θάπνηα ελδνθπηηαξηθή αιιειεπίδξαζε ηεο κεηαιιαγκέλεο ηζνκνξθήο lon1-2 κε ηελ 

ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε Lon1 πξνθαιεί πξόβιεκα ζηα νξγαλίδηα ην νπνίν εληζρύεηαη κε ηελ 

ππεξέθθξαζε (Δηθόλα 27Β). Έηζη, νη ζεηξέο 1 θαη 13 πνπ παξνπζηάδνπλ ηνλ ρεηξόηεξν θαηλόηππν 

από ηηο ζπλνιηθά 5 ζεηξέο, ζα πξέπεη λα εθθξάδνπλ ηζρπξά ηε θαηαζθεπή 35S::Lon1-FLAG, ελώ νη 
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ζεηξέο 2, 7 θαη 12 πνπ θαηαθέξλνπλ θαη ζπκπιεξώλνπλ ηνλ θαηλόηππν ηεο κεηάιιαμεο lon1-2, 

εθθξάδνπλ ηελ θαηαζθεπή αζζελέζηεξα. Η ππόζεζε ζα πξέπεη λα ηεθκεξησζεί ζε κνξηαθό 

επίπεδν, ειέγρνληαο ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο θαηαζθεπήο θαη ηα επίπεδα επάξθεηαο ηεο πξσηεΐλεο 

εληόο θάζε ζεηξάο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηώλ θαη ζηα δύν γελεηηθά ππόβαζξα. Δπηπιένλ, ε 

ππεξέθθξαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ηζνκνξθώλ Lon1-1 θαη Lon1-2 ζε θπηά αγξίνπ ηύπνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα ε βηνκεηξηθή θαηαγξαθή ηεο αλάπηπμεο ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ αλακέλεηαη λα 

απνθαιύςνπλ ζηνηρεία απαξαίηεηα γηα ηελ ηεθκεξίσζε ηεο ππόζεζεο ηνπ ελδνγελνύο 

αληαγσληζκνύ θαη ησλ απνηειεζκάησλ ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο ιεηηνπξγηθήο Lon1 κε ηηο δύν 

κεηαιιαγκέλεο ηζνκνξθέο ηεο.  

 

4.4 Δλαιιαθηηθή πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε είλαη αλαγθαία γηα κειέηε ησλ επηδξάζεσλ 

ηεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο. 

Παξόιν πνπ ε δνθηκή ππνμίαο ζηα γπάιηλα θπαιίδηα κε εκίξεπζην ζξεπηηθό κέζν αλάπηπμεο 

απνθάιπςε ζεκαληηθέο ελδείμεηο γηα ην ξόιν ηεο πξσηεάζεο Lon1, παξνπζίαζε ζπγθεθξηκέλεο 

ηερληθέο δπζθνιίεο: 

α) Σα απνηειέζκαηα δελ είλαη ζπγθξίζηκα κε απηά ησλ θπηώλ πνπ αλαπηύζζνληαη ζε 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αεξηζκνύ ζε ζηεξεά κέζα (ηξπβιίν). Η πην ζεκαληηθή δηαθνξά είλαη όηη ηα 

θπηά ζην εκίξεπζην κέζν δέρνληαη κεραληθέο πηέζεηο ζπλεξγηζηηθά κε ην πεξηνξηζκό ηεο 

δηαζεζηκόηεηαο νμπγόλνπ πνπ ελδέρεηαη λα παξεκβαίλνπλ ζην πξόηππν αλάπηπμεο ησλ θπηώλ. 

β) Σν κέγεζνο ηεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο δηαθέξεη ζεκαληηθά αθόκα θαη εληόο ηνπ ηδίνπ 

θηαιηδίνπ. Η αλεπάξθεηα ηνπ νμπγόλνπ εληζρύεηαη θαζώο ην βάζνο ηνπνζέηεζεο ηνπ ζπέξκαηνο 

από ηελ επηθάλεηα κεγαιώλεη (Δηθόλα 28). Δπηπιένλ, ε επίδξαζε δελ είλαη ζηαζεξή επεηδή 

κεηαβάιιεηαη ε επάξθεηα ηνπ νμπγόλνπ κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξόλνπ θαζώο ην ζπέξκα βιαζηάλεη θαη 

αλαπηύζζεηαη. 

 
Δηθόλα 28. Πείξακα νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο ζε αξηίβιαζηα Arabidopsis thaliana. Η επίδξαζε ηεο νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο πνπ 

ζπλδέεηαη κε ηελ ελίζρπζε ηεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ γίλεηαη ζηαδηαθά εληνλόηεξε κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξόλνπ θαη κε ηελ αύμεζε ηεο 
απόζηαζεο ησλ θπηώλ από ηελ επηθάλεηα ηνπ ζξεπηηθνύ. 

 

γ)  Έπεηηα από θάζε κέηξεζε, ηα θπηά αλαγθαζηηθά θαηαζηξέθνληαη κε απνηέιεζκα λα είλαη 

αδύλαηε ε θαηαγξαθή νιόθιεξνπ ηνπ πξνηύπνπ αλάπηπμεο ησλ θπηώλ από ηελ αξρή ηεο 

εθαξκνγήο κέρξη ην ηέινο ηνπ πεηξάκαηνο.  

δ) Οη βηνκεηξηθέο θαηαγξαθέο κεηαμύ ηερληθώλ επαλαιήςεσλ παξνπζηάδνπλ έληνλεο 

δηαθπκάλζεηο. 

 

Λακβάλνληαο ππόςηλ ηνπο παξαπάλσ παξάγνληεο είλαη δπλαηόλ λα γίλεη εθαξκνγή 

δηδαληνθηόλσλ ή βηνδξαζηηθώλ κνξίσλ, όπσο ε Ρνηελόλε, ε Μελαδηόλε, ην Paraquat θ.α πνπ έρνπλ 

ραξαθηεξηζηεί νηη επεξεάδνπλ ηελ Αλαπλεπζηηθή Αιπζίδα Μεηαθνξάο Ηιεθηξνλίσλ ή/θαη ηελ 

Φσηνζπλζεηηθή Αιπζίδα Μεηαθνξάο Ηιεθηξνλίσλ, δεκηνπξγώληαο  ειεύζεξεο ξίδεο νμπγόλνπ 

(ROS) θαη πξνθαιώληαο  νμεηδσηηθή θαηαπόλεζε ζηα θπηά. Δπνκέλσο, ζεσξείηαη ζθόπηκν λα 

γίλεη δνθηκή ηεο επίδξαζεο ησλ ρεκηθώλ απηώλ κνξίσλ ζηελ αλάπηπμε ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, 

όπνπ νη ζπλζήθεο ζα είλαη απόιπηα ειεγρόκελεο (ν κεηαβιεηόο παξάγνληαο ζα είλαη κνλάρα ε 
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ζπγθέληξσζε ηεο δξαζηηθήο νπζίαο) θαη ε βηνδνθηκή ζα είλαη άκεζε ρσξίο λα θαηαζηξέθεηαη ην 

βηνινγηθό πιηθό. 

  

4.5 Η ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Lon1 πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζε ζπλζήθεο 

αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ. 

΢πλνιηθά από ηα απνηειέζκαηα θαη ζηα ηξία γελεηηθά ππόβαζξα Col-0, lon1-1 θαη lon1-2, 

πξνθύπηεη όηη ε επξσζηία ηνπ θπηνύ ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ πνζόηεηα ησλ πξσηετληθώλ 

ζπζζσκαησκάησλ ησλ κηηνρνλδξηαθώλ πξσηετλώλ (ζηόρσλ ηεο Lon1) ε νπνία απμάλεηαη όζν 

εληνλόηεξε γίλεηαη ε θαηαπόλεζε. Λακβάλνληαο ππόςηλ ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ κεηαιιαγκάησλ 

lon1-1 θαη lon1-2, ηνλ ελδνγελή αληαγσληζκό ηεο ιεηηνπξγηθήο Lon1 κε ηελ κεηαιιαγκέλε Lon1-

1, ηελ πηζαλή αξλεηηθή αιιειεπίδξαζε ηεο Lon1 κε ηελ κεηαιιαγκέλε Lon1-2 θαη ηελ αύμεζε 

ησλ επηπέδσλ ζπζζσκάησζεο ησλ κηηνρνλδξηαθώλ πξσηετλώλ ιόγσ νμεηδσηηθήο θαηαπόλεζεο, 

όια ηα απνηειέζκαηα ησλ κεηξήζεσλ ζπλνςίδνληαη ζηελ Δηθ.31.  

΢ηα θπηά Col-0, ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο, όπνπ ην επίπεδν ησλ κεηνπζησκέλσλ 

πξσηετλώλ είλαη ρακειό, ε πξσηεάζε Lon1 εθπιεξώλεη ηνλ βηνινγηθό ηεο ξόιν θαηαβνιίδνληάο 

ηεο θαη ηα θπηά κεγαιώλνπλ θαλνληθά (Δηθόλα 31, Γξακκή I, ΢ηήιε 1). Σα θπηά Col-0 πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ηελ πξσηεάζε Lon1, δελ παξνπζίαζαλ ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο δηαθνξέο ζηελ 

πξσηνγελή ηνπο αλάπηπμε ζε ζρέζε κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ (Γξάθεκα 4). Τπό ζπλζήθεο 

αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ όκσο, ε ζπρλόηεηα εκθάληζεο βιαβώλ ζηηο κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο 

απμάλεηαη, κε απνηέιεζκα ε ελδνγελήο πξσηεάζε Lon1 λα κελ επαξθεί γηα λα ηηο πδξνιύζεη όιεο 

θαη όζν απμάλεη ε δηάξθεηα ηεο θαηαπόλεζεο, ηόζν εληνλόηεξν γίλεηαη ην stress γηα ηα θπηά 

(Δηθ.31 Γξακκή I). Αληίζεηα, νη δηαγνληδηαθέο ζεηξέο #5, #8, #12 θαη #13 πνπ αλαιύζεθαλ 

παξνπζίαζαλ αλζεθηηθόηεηα έλαληη ηεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ ηελ 6
ε
 εκέξα αλάπηπμεο (Γξαθ. 

6Α) (πξνζνκνίσζε ππνμίαο), ελώ ε ζεηξά #5 πνπ θαηαγξάθεθε θαη σο ε ηζρπξόηεξε, παξνπζίαζε 

αλζεθηηθόηεηα θαη θαη ηελ 9
ε
 εκέξα (πξνζνκνίσζε αλνμίαο) (Γξάθεκα 6Β), ιόγσ ηεο 

ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεάζεο Lon1 πνπ θαηά ζπλέπεηα νδεγεί ζε επάξθεηα ηεο ιεηηνπξγηθήο 

πξσηεάζεο (Δηθ.31 Γξακκή IΙ).  

΢ηα δύν κεηαιιάγκαηα, πνπ απνπζηάδεη ε ιεηηνπξγηθή Lon1, νη κεηνπζησκέλεο πξσηεΐλεο δελ 

κπνξνύλ λα θαηαβνιηζηνύλ κε απνηέιεζκα λα ζπζζσξεύνληαη θαη λα πξνθαινύλ πξόβιεκα ζηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηώλ (Δηθ. 31, Γξακκέο ΙΙΙ θαη VI, ΢ηήιε 1). Οη δηαθνξέο κεηαμύ θπζηνινγηθώλ 

ζπλζεθώλ θαη ζπλζεθώλ αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ δελ είλαη ηόζν έληνλεο αθνύ νύησο ή άιισο ιόγσ 

απνπζίαο ιεηηνπξγηθήο Lon1, δελ ππάξρεη κεραληζκόο θαηαβνιηζκνύ ησλ κεηνπζησκέλσλ 

πξσηετλώλ. Μάιηζηα ν θαηλόηππνο ησλ θπηώλ Col-0 ππό ζπλζήθεο πξνζνκνίσζεο ππνμίαο (6
ε
 

εκέξα) κνηάδεη αξθεηά κε ηνπο θαηλνηύπνπο ησλ κεηαιιαγκάησλ lon1 ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο.  

΢ηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο ζηα δύν κεηαιιάγκαηα ηνπ Lon1 ην πξόηππν αλάπηπμεο ηελ 6
ε
 

εκέξα ππό ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ (Γξαθ. 7Α θαη 8Α) δελ δηέθεξε από ην πξόηππν 

αλάπηπμήο ηνπο ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (Γξαθ. 3Α-3Β θαη 3Γ-3Γ). Η κόλε αμηνζεκείσηε 

δηαθνξά είλαη όηη νη ζεηξέο 2 θαη 7 ηνπ γελεηηθνύ ππνβάζξνπ lon1-2,  πνπ ππό θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο ζπκπιήξσλαλ κεξηθώο ηνλ θαηλόηππν lon1-2 (Γξαθ. 3Γ θαη 3Γ), ππό ζπλζήθεο 

πξνζνκνίσζεο ππνμίαο είραλ ίδην κήθνο ξίδαο κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ Col-0 (Γξαθ. 8Α). Η 

εληππσζηαθόηεξε παξαηήξεζε έγηλε ηελ 9
ε
 εκέξα αλάπηπμεο ππό ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο 

νμπγόλνπ, όπνπ όιεο νη δηαγνληδηαθέο ζεηξέο θαη ζηα δύν ππόβαζξα παξνπζηάζηεθαλ ζηελ 

ρεηξόηεξε πεξίπησζε λα έρνπλ ίδην πξόηππν κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ (Γξαθ. 7Β θαη 8Β) ελώ 

θαηαγξάθεθαλ θαη ζεηξέο πνπ είραλ παξόκνην πξόηππν κε απηό ηεο δηαγνληδηαθήο ζεηξάο #5 ηνπ 

γελεηηθνύ ππόβαζξνπ Col-0, 35S::Lon1-FLAG πνπ ήηαλ πεξίπνπ 40% κεγαιύηεξα από ηα θπηά 

αγξίνπ ηύπνπ. (Γξαθ. 7Β δηαγνληδηαθή ζεηξά #16, Γξαθ. 8Β δηαγνληδηαθέο ζεηξέο #1 θαη #2). Η 

δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ ησλ δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ #1 θαη #2 ηνπ γελεηηθνύ ππνβάζξνπ lon1-2 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ πξσηεάζε Lon1, ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο θαη ππό ζπλζήθεο έιιεηςεο 

νμπγόλνπ, απνηππώλνληαη ζηελ Δηθ.31 ζηηο γξακκέο VII θαη VIII, αληίζηνηρα. Τπν θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο ν αξηζκόο ησλ νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ (ζηόρσλ ηεο Lon1) είλαη ρακειόο (Δηθ. 31, 

ζηήιε 1). Η δηαγνληδηαθή ζεηξά #1, ε νπνία εθθξάδεη ηζρπξά ην δηαγνλίδην Lon1, πξσηενιύεη ηνπο 

ζηόρνπο ηεο Lon1, αιιά δηαζέηεη θαη έλα πιεόλαζκα ηεο πξσηεάζεο Lon1 εληόο ησλ νξγαληδίσλ, 

ην νπνίν πξνθαιεί πξόβιεκα ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηώλ (Δηθ. 31, ΢ηήιε 1, Γξακκή VII) πηζαλώο 
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ιόγσ αιιειεπίδξαζεο κε ηελ ελδνγελή κεηαιιαγκέλε ηζνκνξθή. Τπό ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο 

νμπγόλνπ, ν αξηζκόο ησλ κεηνπζησκέλσλ πξσηετλώλ ζηόρσλ ηεο Lon1 απμάλεηαη, ην πιεόλαζκα 

ησλ ειεύζεξσλ κνξίσλ Lon1 κεηώλεηαη θαζώο αμηνπνηνύληαη ηα κόξηα γηα λα θαηαβνιίζνπλ ηνπο 

κεηνπζησκέλνπο ζηόρνπο, όκσο έλαο ζεκαληηθόο αξηζκόο κνξίσλ παξακέλεη ειεύζεξνο εληόο ηνπ 

νξγαληδίνπ θαη πξνθαιεί πξνβιήκαηα (ζε ζύγθξηζε κε ηα θπηά αγξίνπ ηύπνπ, δελ παξαηεξείηαη 

θάπνην πιενλέθηεκα έλαληη ηεο θαηαπόλεζεο, Δηθ. 31, ζηήιε 2, Γξακκέο VII θαη I). Όηαλ ε 

θαηαπόλεζε γίλεηαη πνιύ έληνλε (Δηθ. 31, ζηήιε 3), ηα θπηά ηεο ζεηξάο #1, απνθηνύλ 

πιενλέθηεκα έλαληη ησλ θπηώλ ηνπ αγξίνπ ηύπνπ, θαζώο ην πιεόλαζκα ηεο πξσηεάζεο Lon1 πνπ 

ζηα πξνεγνύκελα ζηάδηα δεκηνπξγνύζε πξόβιεκα ζηα θπηά, αμηνπνηείηαη γηα λα θαηαβνιίζεη ηηο 

πνιιέο πιένλ νμεηδσκέλεο πξσηεΐλεο. Η δηαγνληδηαθή ζεηξά #2, ε νπνία εθθξάδεη αζζελέζηεξα ηελ 

δηαγνληδηαθή Lon1, παξνπζηάδεη επηόηεξν θαηλόηππν από ηελ ζεηξά #1, πηό θνληά πξνο ηνλ 

θαηλόηππν ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ. Απηό ζπκβαίλεη επεηδή ζηα κηηνρόλδξηα ησλ θπηώλ ηεο 

δηαγνληδηαθήο ζεηξάο, ππάξρεη ιηγόηεξν πιεόλαζκα ηεο πξσηεάζεο Lon1 (Δηθ.31, Γξακκή VIII). 

Τπό ζπλζήθεο αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ, όπσο θαη κε ηε ζεηξά #1, ηα θπηά αμηνπνηνύλ ην πιεόλαζκα 

ηεο Lon1 πνπ έρνπλ γηα λα πξνζηαηέςνπλ ηα κηηνρόλδξηα ηνπο από ηελ νμεηδσηηθή θαηαπόλεζε, 

θαη επεηδή όπσο αλαθέξζεθε θαη πξνεγνύκελα, ε ππεξέθθξαζε δελ είλαη ηόζν έληνλε εληόο ηεο 

ηεο ζεηξάο, ν θαηλόηππνο ησλ θπηώλ είλαη παξόκνηνο κε ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (Δηθ. 31, ζηήιε 

2, Γξακκέο VIII θαη I). Σελ 9ε εκέξα ππό αλεπάξθεηα νμπγόλνπ, ηα θπηά παξνπζηάδνπλ ζαθέο 

πιενλέθηεκα έλαληη ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ (όπσο θαη ε ζεηξά #1) θαζώο ην πιεόλαζκα ηεο 

πξσηεάζεο Lon1 ζηα κηηνρόλδξηα πξνζηαηεύεη ην πξσηέσκα ηνπ νξγαληδίνπ θαηαβνιίδνληαο ηηο 

κεηνπζησκέλεο πξσηεΐλεο (Δηθ. 31, ζηήιε 3, Γξακκέο VIII, VII θαη I). 
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Δηθόλα 29. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πξσηετληθήο νκνηόζηαζεο ζηα κηηνρόλδξηα  δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ θπηώλ πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ηελ πξσηεάζε Lon1 ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο επάξθεηαο O2 (Αξηζηεξή ΢ηήιε), ππό ζπλζήθεο ππνμίαο πνπ 
παξαηεξνύληαη ηελ 6 εκέξα αλάπηπμεο ζε εκίξξεπζην κέζν (Μεζαία ΢ηήιε) θαη ππό ζπλζήθεο αλνμίαο πνπ παξαηεξνύληαη ηελ 9 

εκέξα αλάπηπμεο ζε εκίξξεπζην κέζν (Γεμηά ΢ηήιε). ΢ηελ εηθόλα αλαπαξίζηαληαη Γξακκή I: θπηά αγξίνπ ηύπνπ Col-0, Γακκή II: ε 

δηαγνληδηαθή ζεηξά #5 από ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θπηά Col-0 κε ηελ θαηαζθεπή 35S::Lon1-FLAG πνπ έδεημε θαη ηελ κεγαιύηεξε 
αλζεθηηθόηεηα έλαληη ησλ ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο, Γξακκή III: ην κεηάιιαγκα lon1-1, Γξακκή IV: νη δηαγνληδηαθή ζεηξά #20  θαη 

Γξακκή V: ε δηαγνληδηαθή ζεηξά #19 ζην γελεηηθό ππόβαζξν lon1-1 πνπ ππεξθθξάδεη ηελ πξσηεάζε Lon1(#20 ηζρπξή έθθξαζε θαη ε 
#19 αζζελήο έθθξαζε), Γξακκή VI: ην κεηάιιαγκα lon1-2  θαη δηαγνληδηαθέο ζεηξέο γελεηηθνύ ππόβαζξνπ lon1-2 πνπ ππεξεθθξάδνπλ 

ηελ πξσηεάζε Lon1; Γξακκή VII: Γηαγνληδηαθή ζεηξά #1 (ηζρπξή έθθξαζε) θαη Γξακκή VIII: Γηαγνληδηαθή ζεηξά #2 (αζζελήο 

έθθξαζε). ΢ε θάζε πεξίπησζε αλαπαξίζηαληαη κε ζύκβνια εληόο ησλ κηηνρνλδξίσλ ηα ππνζηξσκάησλ ηεο πξσηεάζεο Lon1, νη 
ππνκνλάδεο (ιεηηνπξγηθέο ή κε) ηεο ελδνγελνύο Lon1, νη ππνκνλάδεο Lon1 πνπ ζπληίζεληαη από ηηο δηαγνληδηαθέο θαηαζθεπέο θαη ησλ 

ζπκπιόθσλ Lon1/ππνζηξσκάησλ (βιέπε ππόκλεκα εηθόλαο). Οη πξάζηλεο ζθαίξεο θάησ από θάζε κηηνρόλδξην απνδίδνπλ ηελ 

θαηάζηαζε ησλ θπηώλ ζε θάζε ζπλζήθε (κε βάζε ηελ βηνκεηξηθή αλάιπζε). 
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 ΢ην ππόβαζξν lon1-1, ε ζεηξά #20 πνπ είλαη ηζρπξά εθθξάδνπζα δηαγνληδηαθή ζεηξά, έρεη 

πεξηζζόηεξα ιεηηνπξγηθά από όηη ελδνγελή κεηαιιαγκέλα κόξηα ηεο πξσηεάζεο. Απνηέιεζκα 

απηνύ είλαη όηη ηα θπηά θαηαθέξλνπλ θαη μεπεξλνύλ ηνλ αληαγσληζκό σο πξνο ηελ πξόζδεζε ζην 

ππόζηξσκα ηεο ελδνγελνύο κεηαιιαγκέλεο πξσηεάζεο Lon1 κε ηελ ιεηηνπξγηθή πξσηεάζε πνπ 

έρεη εηζαρζεί κε ην δηαγνλίδην, θαζώο απηή ππεξέρεη θαηά πνιύ αξηζκεηηθά. Έηζη, απνηξέπεηαη ε 

δεκηνπξγία πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ πνπ νθείινληαη ζηελ πξόζδεζε ηεο κεηαιιαγκέλεο 

Lon1-1 ζην ππόζηξσκα, ελώ θπζηθά, θαηαβνιίδνληαη θαη νη κεηνπζησκέλεο πξσηεΐλεο από ηα 

ιεηηνπξγηθά κόξηα Lon1 (Δηθ. 31, Γξακκή IV). Αληίζεηα, ε δηαγνληδηαθή ζεηξά #19 ε νπνία  

εθθξάδεη αζζελέζηεξα ην δηαγνλίδην, δελ θαηαθέξλεη λα μεπεξάζεη ηνλ αληαγσληζκό, κε 

απνηέιεζκα λα παξακέλνπλ πξσηετληθά ζπζζσκαηώκαηα εληόο ησλ κηηνρνλδξίσλ ησλ θπηώλ θαη 

ηειηθά ηα θπηά παξνπζηάδνπλ ρεηξόηεξν θαηλόηππν από όηη ηα θπηά ηεο ζεηξάο #20 (Δηθ. 31, 

Γξακκή V).  Σελ 6
ε
 εκέξα αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ πνπ ε θαηαπόλεζε είλαη ζρεηηθά ήπηα, δελ 

ζεκεηώζεθαλ δηαθνξέο από ην πξόηππν αλάπηπμεο ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο νύηε ζηε ζεηξά #20 

νύηε ζηε ζεηξά #19, έλαληη ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ  (βι. παξ. 3). Σελ 9
ε
 εκέξα ππό ζπλζήθεο 

αλεπάξθεηαο νμπγόλνπ όπνπ ην πνζνζηό ησλ ζπζζσκαησκέλσλ πξσηετλώλ απμάλεη πάξα πνιύ, ε 

δηαγνληδηαθή ζεηξά #20 παξνπζηάδεη ζαθέο πιενλέθηεκα έλαληη ησλ θπηώλ αγξίνπ ηύπνπ, ελώ θαη 

ε ζεηξά #19, παξνπζηάδεη θαη απηή έλα κηθξό πιενλέθηεκα έλαληη ησλ θπηώλ Col-0, αιιά ζε 

κηθξόηεξν βαζκό από όηη ε ζεηξά #20, θαζώο ε ζεηξά #19 εθθξάδεη ην δηαγνλίδην αζζελέζηεξα 

(Δηθ. 31, ΢εηξέο V, IV θαη I). 

 ΢πλνςίδνληαο, όιε απηή ε ζεηξά ησλ θαηαζθεπώλ θαη ησλ πεηξακάησλ έγηλε κε ζθνπό ηελ 

κειέηε ηνπ ξόινπ ηεο πξσηεάζεο Lon ζηελ αλάπηπμε ηνπ θπηνύ θαη ζηελ δηαηήξεζε ηεο 

νκνηόζηαζεο θαη θπζηνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ησλ δύν ππνθπηηαξηθώλ νξγαληδίσλ ηνπ θπηνύ, ηα 

κηηνρόλδξηα θαη ηνπο ρισξνπιάζηεο. Σα πξώηα απνηειέζκαηα είλαη ελζαξξπληηθά θαζώο απαληνύλ 

κηα ζεηξά εξσηήζεσλ πνπ αθνξνύλ ζην ιεηηνπξγηθό ξόιν ηεο πξσηεάζεο Lon ζηα κηηνρόλδξηα ελώ 

επηζεκαίλνπλ θαη λέεο θαηεπζύλζεηο γηα ην ζρεδηαζκό πεηξακάησλ γηα ηελ νινθιήξσζε ηεο 

κειέηεο ζηα κηηνρόλδξηα θαη ζηελ εθθίλεζε ησλ πεηξακάησλ ζηνπο ρισξνπιάζηεο. 

 Οη αθξαίεο πεξηβαιινληηθέο ζεξκνθξαζηεο, ε πςειήο ελέξγεηαο ειηαθή αθηηλνβνιία, ε 

μεξαζία, ε αύμεζε ηεο αιαηόηεηαο ησλ εδαθώλ θαη ηνπ αξδεύζηκνπ λεξνύ έρνπλ σο απνηέιεζκα  

ηελ παξαγσγή εληόο ηνπ θπηνύ ελεξγώλ κνξθώλ νμπγόλνπ νη νπνίεο είλαη θαηαζηξνθηθέο γηα ηα 

βηνκόξηα. Η νμεηδσηηθή θαηαπόλεζε ζα απνηειέζεη εκκέζσο έλα από θπξηόηεξα πξνβιήκαηα γηα 

ηελ πξσηνγελή αγξνηηθή παξαγσγή ελώ ε επίηεπμε πςειήο απόδνζεο θπηηθήο παξαγσγήο ππό 

ζπλζήθεο αβηνηηθήο θαηαπόλεζεο ζα απνηειέζεη κία  από ηηο θπξηόηεξεο βηνηερλνινγηθέο 

πξνθιήζεηο  ζην άκεζν κέιινλ. Η θαηαλόεζε ηνπ ιεηηνπξγηθνύ ξόινπ ησλ Lon ζηα θπηά ζα 

παξέρεη εληππσζηαθά δεδνκέλα γηα ηε δηαηήξεζε ηεο νκνηόζηαζεο ησλ νξγαληδίσλ, ηε ιεηηνπξγηθή 

αθεξαηόηεηα θαη ηελ αληνρή ησλ θπηώλ ππό απηό ην λέν πξίζκα πεξηβαιινληηθώλ ζπλζεθώλ. 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 

 

1. ΢ηξαηεγηθή θισλνπνίεζεο ησλ θαηαζθεπώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ  
 

Lon1Prom:Lon1-FLAG 
 

Με ηνπο εθθηλεηέο [For-26860/Lon1-prom-Rev] εληζρύζεθε ν πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon1 από 

ην BAC F21P16. Σν πξντόλ PCR θισλνπνηήζεθε ζηε ζέζε SmaI ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα 

θισλνπνίεζεο pUC19. 

 

 
Δηθόλα Π1. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon1/pUC19. 

 

΢ηε ζπλέρεηα, απνκνλώζεθε ν πξναγσγέαο Lon1 κε πέςε, κε ην έλδπκν SmaI θαη θισλνπνηήζεθε 

ζηελ EcoRV ζέζε ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pBluescriptII KS [+]. Οη ζέζεηο SmaI θαη EcoRV 

δίλνπλ κόξηα DNA κε ηπθιά άθξα. Με απηόλ ηνλ ηξόπν κπνξεί λα γίλεη θισλνπνίεζε 

ρξεζηκνπνηώληαο ηα 2 έλδπκα. 

 

 
Δηθόλα Π2. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon1prom/pBSKS(+). 

 

Σν γνλίδην Lon1 ζε ζύληεμε κε ην επίηνπν FLAG, απνκνλώζεθε κε PCR κε ηνπο εθθηλεηέο Lon1 

w/o strand θαη Lon1-FLAG-Rev θαη ην πξντόλ ηεο αληίδξαζεο θισλνπνηήζεθε ζηνλ πιαζκηδηαθό 
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θνξέα θισλνπνίεζεο pUC19. Ο θιώλνο εζηάιε γηα αιιεινύρηζε γηα λα πηζηνπνηεζεί όηη δελ έρεη 

πξνθύςεη θάπνην ιάζνο θαηά ηελ αληίδξαζε PCR. 

 
Δηθόλα Π3. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon1-FLAG/pUC19. 

 

΢ηε ζπλέρεηα κε πέςε κε ην έλδπκν SmaI απνκνλώζεθε ην γνλίδην Lon1-FLAG θαη 

θισλνπνηήζεθε ζηε SmaI ζέζε ηνπ θιώλνπ Lon1prom/pBSKS(+). 

 

 
Δηθόλα Π4. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon1::Lon1-FLAG/pBSKS(+). 

 

Σειηθά, νιόθιεξε ε θαηαζθεπή (πξναγσγέαο θαη γνλίδην) απνκνλώζεθε από ηνλ pBluescript κε ην 

έλδπκν πεξηνξηζκνύ SalI θαη θισλνπνηήζεθε ζηε SalI ζέζε ηνπ δπαδηθνύ θνξέα HPT-pAnos XS. 

 

 

 



71 

 

 
Δηθόλα Π5. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon1::Lon1-FLAG/HPT-pAnos XS. 
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Lon4Prom:Lon1-FLAG 
 

Με ρξήζε ησλ εθθηλεηώλ [Lon4-com-For/ Lon4-prom-Rev] εληζρύζεθε ν πξναγσγέαο ηνπ 

γνληδίνπ Lon4 από ην BAC F10A16. Σν πξντόλ ηεο αληίδξαζεο PCR, θισλνπνηήζεθε ζηνλ 

πιαζκηδηαθό θνξέα θισλνπνίεζεο pUC19. 

 

 
Δηθόλα Π6. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon4/pUC19. 

 

Ο πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon4 απνκνλώζεθε από ηνλ θνξέα pUC19 κε πέςε κε ην έλδπκν 

πεξηνξηζκνύ SmaI θαη θισλνπνηήζεθε ζηελ EcoRV ζέζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα έθθξαζεο 

pBluescript II KS [+]. 

 

 
Δηθόλα Π7. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon4prom/pBSKS(+). 

 

΢ηε ζπλέρεηα ην γνλίδην Lon1 κε ην επίηνπν FLAG (βι. Δηθ. Π3), θισλνπνηήζεθε ζηε ζέζε SmaI 

ηνπ θιώλνπ promLon4/pBSKS(+). 
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Δηθόλα Π8. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon1::Lon1-FLAG/pBSKS(+). 
 

Σέινο, νιόθιεξε ε θαηαζθεπή απνκνλώζεθε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ SalI θαη θισλνπνηήζεθε 

ζηε ζέζε SalI ηνπ δπαδηθνύ θνξέα HPT-pAnos XS. 

 

 

 
Δηθόλα Π9. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ promLon4::Lon1-FLAG/HPT-pAnos XS. 
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CaMV 35S::Lon1-FLAG 
 

Ο θαζνιηθά εθθξαδόκελνο πξναγσγέαο CaMV 35S απνκνλώζεθε από ηνλ δπαδηθό θνξέα 

έθθξαζεο pBI221 (Clontech Laboratories, Inc. CA, USA) κε πέςε, κε ηηο ελδνλνπθιεάζεο 

πεξηνξηζκνύ HindIII θαη SmaI (Δηθ. Π10). 

 
Δηθόλα Π10. Υάξηεο ηνπ δπαδηθνύ θνξέα pBI221 (Clontech Laboratories, Inc. CA, USA). 

 

΢ηε ζπλέρεηα ν πξναγσγέαο θισλνπνηήζεθε ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα θισλνπνίεζεο pBluescript 

II KS [+] ζηηο ζέζεηο HindIII/EcoRV (Δηθ. Π11). 

 

 
Δηθόλα Π11. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ 35S/pBSKS(+). 

 



75 

 

Σν γνλίδην Lon1 κε ην επίηνπν FLAG θισλνπνηήζεθε ζηε ζέζε SmaI ηνπ θιώλνπ 35S/pBSKS(+). 

 

 

 
Δηθόλα Π12. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ 35S::Lon1-FLAG/pBSKS(+). 

 

Οιόθιεξε ε θαηαζθεπή (35S::Lon1-FLAG), απνκνλώζεθε κε πέςε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ 

SalI θαη θισλνπνηήζεθε ζηε SalI ζέζε ηνπ δπαδηθνύ θνξέα HPT-pAnos XS. 

 

 
Δηθόλα Π13. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ CaMV 35S::Lon1-FLAG/HPT-pAnos 

XS. 
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Δηθόλα Π14. Οη θνξείο θισλνπνίεζεο pUC19 θαη pBluescriptII KS (+/-) 

 

 
Δηθόλα Π14. Ο δπαδηθόο θνξέαο HPT-pAnos XS. 

 

Lon1prom::Lon4-FLAG 
 

Σν cDNA ηνπ γνληδίνπ Lon4 απνκνλώζεθε κε αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (RT) κε 

κήηξα RNA από αξηίβιαζηα Col-0 N1093 6 θαη 8 εκεξώλ. Η αληίδξαζε έγηλε κε ηνλ εθθηλεηή 

Lon4-RT. ΢ηε ζπλέρεηα έγηλε ελίζρπζε ηνπ cDNA κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

κε ηνπο εθθηλεηέο Lon4-For θαη Lon4-FLAG-Rev θαη ην πξντόλ θισλνπνηήζεθε ζηνλ πιαζκηδηαθό 

θνξέα θισλνπνίεζεο pUC19. Ο θιώλνο εζηάιε γηα αιιεινύρηζε γηα λα πηζηνπνηεζεί όηη δελ είρε 

πξνθύςεη θάπνην ιάζνο θαηά ηελ αληίδξαζε PCR.  

  

 
Δηθόλα Π15. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon4-FLAG/pUC19. 
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΢ηε ζπλέρεηα απνκνλώζεθε ν πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon1 από ηνλ θιώλν Lon1prom/pUC19 

(Δηθ. Π1) κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ SacI θαη SalI. Από ηνλ δπαδηθό θνξέα pGPTV-HPT (Δηθ. 

Π16) αθαηξέζεθε ην γνλίδην uidA κε πέςε κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ SacI (SstI θαη SacI 

αλαγλσξίδνπλ ηελ ίδηα αιιεινπρία DNA) θαη SalI θαη ζηε ζέζε ηνπ θισλνπνηήζεθε ν πξναγσγέαο 

ηνπ γνληδίνπ Lon1 πνπ είρε απνκνλσζεί πξίλ (Δηθ Π17). 

 

 
Δηθόλα Π16. Υάξηεο ηνπ δπαδηθνύ θνξέα pGPTV-HPT (Becker et al. 1992). 

 
Δηθόλα Π17. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon1prom/pGPTV-HPT.  

 

Σν γνλίδην Lon4 κε ην επίηνπν FLAG απνκνλώζεθε από ηνλ θιώλν Lon4-FLAG/pUC19 κε πέςε 

κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ SmaI θαη θισλνπνηήζεθε ζηε SmaI ζέζε ηνπ θιώλνπ 

Lon1prom/pGPTV-HPT (Δηθ. Π18). 

 Δηθόλα Π18. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ 

Lon1prom::Lon4-FLAG/pGPTV-HPT. 

Lon4prom::Lon4-FLAG 
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Ο πξναγσγέαο ηνπ γνληδίνπ Lon4 απνκνλώζεθε από ηνλ θιώλν Lon4prom/pBSKS(+) (Δηθ. Π7) κε 

δηπιή πέςε, ρξεζηκνπνηώληαο ηα έλδπκα HindIII θαη XbaI. Ο δπαδηθόο θνξέαο HPT-pAnos XS 

(Δηθ. Π14) θόπεθε κε ηα έλδπκα HindIII θαη XbaI θαη ν Lon4prom θισλνπνηήζεθε ζε απηέο ηηο 

ζέζεηο (Δηθ. Π19). 

 
Δηθόλα Π19. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon4prom/ HPT-pAnos. 

 

Η ηειηθή θαηαζθεπή Lon4prom::Lon4-FLAG/HPT-pAnos έγηλε κε θισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ 

Lon4 ζηε SmaI ζέζε ηνπ θιώλνπ Lon4prom/HPT-pAnos (όπσο αθξηβώο θαη ζηελ θαηαζθεπή 

Lon1prom::Lon4-FLAG/pGPTV-HPT). 

 
Δηθόλα Π20. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ Lon4prom::Lon4-FLAG/HPT-pAnos. 
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CaMV 35S::Lon4-FLAG 
 

Ο πξναγσγέαο CaMV 35S απνκνλώζεθε κε δηπιή πέςε κε ηα έλδπκα HindIII/SacI από ηνλ 

θιώλν 35S/pBSKS(+) θαη θισλνπνηήζεθε ζηνλ δπαδηθό θνξέα pGPTV-HPT (Δηθ. Π16) 

αθνύ πξώηα ηνπ αθαηξέζεθε ην γνλίδην uidA κε ηελ ίδηα πέςε (HindIII/SacI). 

 
Δηθόλα Π21. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ 35S/pGPTV-HPT. 
 

΢ην ηειεπηαίν βήκα (όπσο θαη κε ηηο πξνεγνύκελεο δύν θαηαζθεπέο) έγηλε θισλνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ Lon4 κε ην επηηόπην FLAG ζηε SmaI ζέζε ηνπ θιώλνπ 35S/pGPTV-HPT (Δηθ. Π22). 

 
Δηθόλα Π22. Υαξηνγξάθεζε θαη ράξηεο ηνπ θιώλνπ 35S::Lon4-FLAG/pGPTV-HPT. 
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2. Δθθηλεηέο 
 

[For-26860]: 5‟- CCCCGGGTCGACCTTGTTGTTCGAGCCTTCCA - 3‟  75,23 (57,8) 

 

[Lon1-prom-Rev]: 5‟ - ACCCGGGATCAAAGCCCTTCATAAACCCCGACGA - 3‟ 73,65 

(64,96) 

 

[Lon1 w/o strand]: 5‟ - ACCCGGGACTAATCTTCGTCTACAGGCTTCTTC - 3‟ 71,23 (56,42) 

 

[Lon1-FLAG-Rev]:5‟ - 

ACCCGGGTCGACTAATCCTTGTAGTCCTTGTCATCGTCATCCTTG 

TAGTCTTCTTGTTTGTCATAGCCAAAG - 3‟  79,5 (57,96) 

 

[Lon4-com-For]: 5‟-CCCGGGGGAGCGAAAACTCTTTGTCCTCTT  - 3‟ 71,43 (61,01) 

 

[Lon4-prom-Rev]: 5‟ - ACCCGGGAAAAGCCCTTCATAAACCCCTTCC - 3‟ 71,36 (61,46) 

 

[Lon4-RT]: 5‟ -TTTCAATTCACGGAAGCCAGTTACA - „3 (59,7) 

 

[Lon4-For]: 5‟ - ACCCGGGACACCACCAGTCTTCGTCTACAACA - „3  65,3 (64,8) 

 

[Lon4-FLAG-Rev]: ACCCGG GTCGACTAATCCTTGTAGTCCTTGTCATCGTCATCCTTGT 

AGTCATGGTCATAGCCAAAGGCTAGCTC – „3  81,51 (63,21) 
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