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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

1.1.  SALVIA - ΤΟ ΦΑΣΚΟΜΗΛΟ  
 

Γνωστό από την αρχαιότητα σε Έλληνες και Ρωμαίους, το φασκόμηλο 

θεωρήθηκε βότανο ιερό και χρησιμοποιήθηκε ευρέως ως πολυφάρμακο για την 

αντιμετώπιση διαφόρων προβλημάτων υγείας. Το όνομα Salvia προέρχεται από το 

λατινικό ρήμα «salvare» που σημαίνει σώζω, ενώ στα ελληνικά από το Θεόφραστο 

και τον Ιπποκράτη ως σήμερα αναφέρεται και ως αλιφασκιά. Το γένος Salvia ανήκει 

στην οικογένεια Lamiaceae (ή αλλιώς και Labiatae), της τάξης Lamiales, και 

περιλαμβάνει περίπου 900 είδη ποωδών και ξυλωδών αρωματικών φυτών, ιθαγενή 

των εύκρατων και τροπικών περιοχών, όπως είναι οι χώρες της Μεσογείου, η Βόρεια 

Αφρική, η κεντρική και Νότια Αμερική, η κεντρική και Ανατολική Ασία. Στη χώρα 

μας, ως αυτοφυή απαντώνται 23 είδη Salvia με τις κοινές ονομασίες: φασκομηλιά, 

αγριοσφακιά, αλισφακιά, µηλοσφακιά, σπατζιά κ.λπ. (Davis 1982). Ορισμένα από τα 

σημαντικότερα είναι τα εξής: S. glutinosa, S. horminum, S. pomifera, S. sclarea, S. 

triloba  ή fruticosa και S. Officinalis, ενώ τα είδη S. eichleriana Halácsy, S. pomifera 

L. subsp. pomifera and S. teddii Turrill απαντώνται αποκλειστικά στον ελλαδικό 

χώρο. 

 

Στις μέρες μας, το φασκόμηλο χρησιμοποιείται ευρέως στην λαϊκή 

θεραπευτική, καθώς είναι γνωστές οι καταπραϋντικές δράσεις του σε συμπτώματα 

δυσπεψίας, σε φλεγμονές του στόματος και του φάρυγγα, ουλίτιδες, ενώ 

χορηγούμενο σε διάφορες μορφές εμφανίζει σημαντικές θεραπευτικές ιδιότητες, 

αντισπασμωδική, αντισηπτική και αντιιδρωτική (Barnes J. et al., 2002). Ακόμη, 

σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες φαίνεται να επάγει την αύξηση των επιπέδων του 

νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη, συμμετέχοντας έτσι και στην αποτελεσματικότερη 

αντιμετώπιση των συμπτωμάτων της νόσου «Αλτσχάιμερ», όπου τα επίπεδα της 

ακετυλοχολίνης παρουσιάζονται χαμηλά (Perry et al., 1999, Akhondzadeh et al., 

2003). Παράλληλα εκχυλίσματα από φασκόμηλο συνάδουν στην αύξηση της 

δραστικότητας των αντιοξειδωτικών αμυντικών ενζύμων SOD, CAT, GPx, και GST 

στο ήπαρ αρουραίων με οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου, ενώ ταυτόχρονα συμβάλλουν 

και στη μείωση των μυοκαρδιακών και ηπατικών τιμών TBARS (Zhu et al., 2004). Η 

υψηλή περιεκτικότητα του αιθέριου ελαίου του σε φαινόλες, γνωστές για τις 

αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες, καθιστούν το φασκόμηλο φυσικό συντηρητικό σε 

επεξεργασμένα τρόφιμα και ποτά (Zheng et al., 2001). Στη βιομηχανία τροφίμων 

χρησιμοποιείται ακόμη, ως φυσική πηγή αρώματος και γεύσης. Παράλληλα, σε 

διάφορες φαρμακοτεχνικές μορφές, περιλαμβάνεται σε αρκετά φυτοθεραπευτικά 

σκευάσματα. Τέλος, το αιθέριο έλαιο του φυτού, χάρις στις αρωματικές του ιδιότητες 

Εικόνα 1.1 Salvia – Το φασκόμηλο 
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αξιοποιείται στην αρωματοποιία, στην κοσμετολογία, ως απωθητικό εντόμων, ως 

βελτιωτικό οσμής και γεύσης στις τσίχλες (Prakash, 1990). 

 

 

1.1.1. Το φυτό Salvia sclarea (clary sage) 
 

 

Το είδος Salvia sclarea είναι ένα από τα πιο γνωστά 

και διαδεδομένα σε χρήση μέλη της οικογένειας 

Lamiaceae. Το όνομα sclarea προέρχεται από τη λατινική 

λέξη «clarus» που σημαίνει καθαρός, διότι οι Ρωμαίοι το 

χρησιμοποιούσαν σε διάλυμα πλύσης για τον καθαρισμό 

των ματιών. Πρόκειται για διετές αρωματικό ποώδες 

φυτό, το οποίο φτάνει σε ύψος τα 1.2m, με χοντρό, 

τετραγωνισμένο στέλεχος που καλύπτεται εκτενώς από 

τρίχες. Τα καρδιόσχημα φύλλα του, φτάνουν σε μήκος τα 

20cm είναι φλεβώδη με τραχιά επιφάνεια και 

καλύπτονται τόσο με αδενώδη, όσο και μη αδενώδη 

τριχώματα. Τα άνθη του είναι σχετικά μικρά (μέχρι 3 

cm), λογχοειδή, εκφυόμενα 2-6 κατά σπονδύλους, ενώ 

εμφανίζουν έντονη χρωματική ποικιλομορφία, με το χρώμα τους να κυμαίνεται από 

απαλό μωβ σε λιλά, ή από λευκό σε ροζ. Στην Ελλάδα είναι γνωστό µε τις ονομασίες 

αγιάννης (Αη Γιάννης) και γοργόγιαννης. Φύεται σε ξηρά και βραχώδη εδάφη, σε 

υψόμετρο 300-900 m, κυρίως στην Ήπειρο και στη Μακεδονία.  

 

 Σήμερα το αιθέριο έλαιο του φυτού χρησιμοποιείται 

για τις αρωματικές και αποσμητικές του ιδιότητες σε 

καλλυντικά και προϊόντα περιποίησης, στην 

αρωματοποιεία και στην βιομηχανία τροφίμων ως 

ενισχυτικό γεύσης. Επίσης, αξιοποιείται στην 

αρωματοθεραπεία, καθώς φαίνεται να επιδρά 

καταπραϋντικά στον θάλαμο του εγκεφάλου, σε 

καταστάσεις άγχους, φόβου, παράνοιας και 

παραισθήσεων (Holmes, 1993). Από διάφορες μελέτες 

φαίνεται να εμφανίζει οιστρογονική και αντιµυκητιακή 

δράση (Carruba et al., 2002, Fournier, 1948) αλλά και 

αντισπασμωδικές ιδιότητες, με αποτέλεσμα να 

χρησιμοποιείται και για την αντιμετώπιση πεπτικών 

διαταραχών. Χαρακτηριστική είναι η περίπτωση 

παρασκευής αλοιφής από τα φύλλα του φυτού, σε 

συνδυασμό με άλλα βότανα, από γηγενείς 

Τζαμαϊκανούς για την ανακούφιση από τσιμπήματα 

σκορπιών (Grieve, 1984). Τέλος, όπως στην αρχαιότητα έτσι και σήμερα, το τσάι από 

τα φύλλα του φυτού, χρησιμεύει στον καθαρισμό των ματιών σε διάφορες 

περιπτώσεις μολύνσεων 

 

 

 

 

Πίνακας 1.1 

Συστηματική ταξινόμηση του 

είδους Salvia sclarea 

Kingdom: Plantae 

Order: Lamiales 

Family: Lamiaceae 

Genus: Salvia 

Species: S. sclarea 

Εικόνα 1.2. Salvia sclarea στην 
αρωματοθεραπεία 

http://en.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://en.wikipedia.org/wiki/Lamiales
http://en.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Salvia
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1.1.2. Σύσταση αιθέριων ελαίων του γένους Salvia 
 

 

Η σύσταση των αιθέριων ελαίων των αρωματικών φυτών ποσοτικά και 

ποιοτικά παρουσιάζει έντονη διακύμανση τόσο μεταξύ των ειδών, όσο και μέσα στο 

ίδιο το είδος ανά γεωγραφική περιοχή και ανάλογα την εποχή συλλογής, αλλά ακόμα 

και στο ίδιο το φυτό στα διάφορα φυτικά μέρη. Βασικά συστατικά του αιθέριου 

ελαίου των ειδών του γένους Salvia είναι τα τερπενοειδή και τα φλαβονοειδή. Στα 

εναέρια φυτικά τμήματα απαντώνται σε μεγαλύτερες ποσότητες κυρίως, φλαβονοειδή 

και πτητικά μονοτερπένια (οξυγονωμένα μονοτερπένια και μονοτερπενικοί 

υδρογονάνθρακες) και σε μικρότερες ποσότητες σεσκτιτερπένια και διτερπένια , ενώ 

στο ριζικό σύστημα κυριαρχούν τα διτερπένια. Το έλαιο του S.sclarea ελληνικής 

προέλευσης, ως προς την σύστασή του διαφέρει σημαντικά, τόσο ποιοτικά όσο και 

ποσοτικά σε σχέση με αυτά που φύονται σε άλλες μεσογειακές χώρες. Αποτελείται 

κυρίως από λιναλοόλη, γερανιόλη, νερόλη, τερπινεόλη, οξικό εστέρα λιναλοόλης, 

οξικό εστέρα γερανιόλης και σκλαρεόλη. Σε ανάλυση ελαίου φυτών S.sclarea 

ελληνικής και σερβικής προέλευσης φαίνεται χαρακτηριστικά η ποικιλομορφία στην 

σύσταση. Και στα δύο φυτά εντοπίζονται τα μονοτερπένια λιναλοόλη και οξικός 

εστέρας της λιναλοόλης σε υψηλά επίπεδα, ενώ στης ελληνικής προέλευσης 

εντοπίζονται ακόμα σε υψηλά επίπεδα σκλαρεόλη, γερανιόλη, μανοόλη, γερμακρένιο 

D, και οξικός εστέρας νερόλης τα οποία στης σερβικής βρίσκονται σε ιδιαίτερα 

χαμηλά, σχεδόν μη ανιχνεύσιμα (Torres et al., 1997). 

 

 
Χημικά 

Συστατικά 

Ελληνικής 

προέλευσης 

Αμερικανικής 

προέλευσης 

Γαλλικής 

προέλευσης 

Ρωσικής 

προέλευσης 

Linalool 17.2 20.3-28.6 9.0-16.0 10.4-19.3 

Linalyl acetate 14.3 44.9-53.4 49.0-73.6 45.3-61.8 

Geraniol 6.5 1.7-3.3 0.1-0.3 0.6-1.2 

Geranyl acetate 7.5 1.9-3.2 0.3-0.5 0.8-1.2 

Terpineol 15.1 1.1-3.1 0.2-0.6 1.2-2.5 

Nerol 5.5 0.6-1.2 Tr-0.1 0.3-0.5 

Neryl acetate 5.2 1.0-1.7 0.2-0.3 0.4-0.6 

Sclareol 5.2 0.2-0.4 0.1-0.2 0.1-0.2 

*tr=traces 

 
Πίνακας 1.2. Συγκριτική χημική σύσταση αιθέριου ελαίου εμπορικών δειγμάτων Salvia sclarea 

 

 

1.1.3. Σκλαρεόλη: Ιδιότητες & Εμπορική χρήση 
 

 

Η σκλαρεόλη [(13R)-λαβδα-14-εν-8,13-διόλη] όπως προαναφέρθηκε είναι ένα 

από τα βασικά συστατικά του αιθέριου ελαίου του φυτού Salvia sclarea. Πρόκειται 

για ένα λαβδανικό διτερπένιο εξέχουσας σημασίας για το τομέα της αρωματοποιίας, 

καθώς χρησιμοποιείται για την σύνθεση πληθώρας συστατικών, που λειτουργούν ως 

υποκατάστατα της άμβρας (π.χ. Ambrox®). Η άμβρα είναι μια ουσία που 

απομονώνεται από το άμπαρι. Το άμπαρι είναι μια κηρώδης ουσία, η οποία 

συσσωρεύεται στον έντερο της φάλαινας φυσητήρα και αξιοποιείται στην 

αρωματοποιία ως στερεωτικό αρωμάτων. Δεδομένου όμως ότι οι φάλαινες 

φυσητήρες είναι απειλούμενο είδος, η εμπορία προϊόντων από αυτές απαγορεύεται σε 
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πληθώρα χωρών, με αποτέλεσμα η άμβρα να έχει αντικατασταθεί πλέον από άλλες 

ουσίες. Στη φύση η σκλαρεόλη απαντάται σε τέσσερα φυτικά είδη διαφορετικών 

οικογενειών: Salvia sclarea (Lamiaceae), Cistus creticus (Cistaceae), Nicotiana 

glutinosa (Solanaceae) και Cleome spinosa (Brassicaceae). Ωστόσο σήμερα η 

σημαντικότερη πηγή της σκλαρεόλης είναι τα άνθη και τα φύλλα του φυτού Salvia 

sclarea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύμφωνα με πληθώρα μελετών η σκλαρεόλη φαίνεται να διαθέτει 

αντιμικροβιακές και αντιμυκητιακές ιδιότητες, ο ρόλος της όμως in planta δεν έχει 

ακόμα αποσαφηνιστεί πλήρως (Ulubelen et al., 1994, Demetzos et al., 1999, Chinou, 

2005). Αναλυτικότερα, η σκλαρεόλη εμφανίζει ισχυρή αντιμικροβιακή δράση έναντι 

των στελεχών Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis και 

Staphylococcus hominis (Anastasaki et al., 1999). Ακόμη από μελέτες προκύπτει ότι 

η σκλαρεόλη επάγει την απόπτωση ανθρώπινων λευχαιμικών κυττάρων, καθώς και 

καρκινικών κυττάρων σε περιπτώσεις κακοήθους όγκου του μαστού, αναστέλλοντας 

τη διαδικασία της κυτταρικής διαίρεσης, με τον μόνιμο «εγκλωβισμό» των κυττάρων 

στη φάση ηρεμίας–G0. Μάλιστα, δεν παρατηρήθηκαν τοξικές επιδράσεις σε 

φυσιολογικά κύτταρα (Angelopoulou et al., 2001, Dimas et al., 2001, Dimas et al., 

2006). Τέλος, η σκλαρεόλη συμμετέχει επικουρικά στην δράση γνωστών 

αντικαρκινικών φαρμάκων, όπως είναι η δοξορουβικίνη και το ετοποσίδιο σε MDD2 

καρκινικές σειρές (Dimas et al., 2006). 

 

 

1.2. ΤΑ ΤΡΙΧΩΜΑΤΑ ΣΤΑ ΦΥΤΑ 
 

 

1.2.1. Γενικά 
 

 

Με τον όρο τρίχωμα χαρακτηρίζονται οι μονοκύτταρες και πολυκύτταρες 

αποφύσεις της επιδερμίδας, οι οποίες εμφανίζουν έντονη ποικιλομορφία ως προς την 

κατασκευή (πλάτος, μήκος, διάμετρος) και τις λειτουργίες τους, τόσο ανάμεσα στα 

διάφορα φυτικά είδη, όσο και στα φυτικά όργανα του ίδιου φυτού (Fahn, 1991). 

Ωστόσο, παρά την έντονη αύτη διακύμανση στο τρίχωμα, σε ορισμένες περιπτώσεις 

παρατηρείται ομοιομορφία ανάμεσα στα μέλη της ίδιας οικογένειας, γεγονός που την 

καθιστά χρήσιμο ταξινομικό κριτήριο των ειδών (Uphof and Hummel, 1962, 

Theobald et al., 1979). Εξέχουσας σημασίας μορφολογικό χαρακτηριστικό θεωρείται 

επίσης η πυκνότητα των τριχωμάτων, που ορίζεται ως ο αριθμός των τριχών ανά 

μονάδα επιφάνειας. Ορισμένα όργανα στα πρώιμα αναπτυξιακά τους στάδια 

διαθέτουν πυκνό στρώμα τριχών, το οποίο απορρίπτεται κατά την ενηλικίωσή τους. 

Εικόνα 1.3. Χημική δομή των μορίων της σκλαρεόλης & ενός υποκατάστατου της άμβρας (Nils 
Gόnnewich, 2012) 
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Κατά κανόνα αυτό που αποβάλλεται συνήθως είναι το τρίχωμα της προσαξονικής 

επιφάνειας των φύλλων, ενώ αυτό της αποαξονικής επιφάνειας διατηρείται 

(Karabourniotis et al., 1994). Παράλληλα, φυτικά είδη που αναπτύσσονται σε ξηρά 

περιβάλλοντα, έχουν την τάση να δημιουργούν τριχώματα μεγαλύτερης πυκνότητας, 

με σκοπό την μείωση του ρυθμού διαπνοής και της θερμοκρασίας του φύλλου, λόγω 

αύξησης της ανακλαστικής ικανότητας έναντι της ηλικιακής ακτινοβολίας  

(Ehleringer, 1984, Fahn, 1986, Fahn and Cutler, 1992). 

Με βάση την δομή και την μορφολογία τους τα τριχώματα διακρίνονται σε 

διάφορες κατηγορίες: στα απλά τριχώματα-«simple unbranched» (μονοκύτταρες ή 

πολυκύτταρες μη διακλαδιζόμενες δομές), στα διακλαδιζόμενα με δύο ως πέντε 

βραχίονες («two- to five-armed»), στα ασπιδοειδή-«peltate» (πεπλατυσμένα με 

δισκοειδή κεφαλή), στα αστεροειδή-«stellate», (σε σχήμα αστερία με αριθμό 

βραχιόνων μεγαλύτερο από πέντε), στις θηλές-«papillae», (μικρών διαστάσεων 

αποφύσεις της επιδερμίδας), αλλά και σε αυτά πιο εξειδικευμένων τύπων, όπως είναι 

οι κνησμώδη τριχώματα-«stinging» (Theobald et al., 1979). Αντίστοιχα, με βάση τον 

τρόπο λειτουργίας τους, δηλαδή την παρουσία ή όχι εκκριτικής ικανότητας, τα 

τριχώματα κατηγοριοποιούνται σε δύο επιμέρους κατηγορίες: τα αδενώδη και τα μη 

αδενώδη (Peterson and Vermeer, 1984). Στα τριχώματα και των δύο κατηγοριών 

συναντάται ένα ευρύ φάσμα μορφολογικών και ανατομικών χαρακτηριστικών 

(Μποζαμπαλίδης, 2003). Τα αδενώδη τριχώματα απαντώνται στο 30% των 

τραχεόφυτων και εμφανίζουν μεγάλη ποικιλομορφία ως προς τη μορφή, τη θέση και 

τη χημική σύσταση των ουσιών που εκκρίνουν (Dickison, 2000). Συχνό φαινόμενο 

είναι η συνύπαρξη και των δύο κατηγοριών στο ίδιο φυτικό είδος, με τις μη 

αδενώδεις να υπερτερούν σε μέγεθος και πυκνότητα, προσφέροντας έτσι προστασία 

στις αδενώδεις (Gurr and McGrath, 2002, Simmons and Gurr, 2005). 

 

Αναλυτικότερα, οι αδενώδεις τρίχες είναι πολυκύτταρα επιδερμικά εξαρτήματα, 

τα οποία συγκροτούνται συνήθως από τρία μέρη: α) την κεφαλή, το εκκριτικό μέρος 

της τρίχας, β) τον μίσχο, οποίος συνδέει την κεφαλή με την επιδερμίδα και γ) τη 

βάση, το διαφοροποιημένο επιδερμικό κύτταρο με το οποίο συνδέεται ο μίσχος. Η 

κεφαλή και ο μίσχος δύναται να είναι μονοκύτταροι ή πολυκύτταροι σχηματισμοί, 

ενώ ο δεύτερος σε ορισμένες περιπτώσεις φαίνεται να απουσιάζει. Τα γειτονικά 

επιδερμικά και υπο-επιδερμικά κύτταρα, που περιβάλλουν το κύτταρο της βάσης της 

αδενώδους τρίχας, διαφέρουν από αυτό ως προς το μέγεθος, τη δομή και το πάχος του 

Εικόνα 1.4. Τριχώματα:  

Α, Β, ασπιδοειδής τρίχα (Olea) σε επιφανειακή 

(Α) & πλάγια (Β) όψη 

C, θυσσανώδης αστεροειδής τρίχα (Quercus) 

D, δενδρώδης τρίχα (Platanus) 

E, F, αστεροειδής τρίχα (Sida) σε επιφανειακή 

(Ε) & πλάγια (F) όψη 

G, H, μονοκύτταρη τρίχα με δύο βραχίονες 

(Lobularia) σε επιφανειακή (G) &  πλάγια (H) 

όψη 

Ι, κυστολιθική τρίχα (Chenopodium) 

J, τμήμα πολυκύτταρης τρίχας (Portulaca) 

(A-C, I, x210, D-H, J, x105) (Evert, 2006) 
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κυτταρικού τους τοιχώματος και διαφοροποιούνται σε συλλεκτικά κύτταρα υπεύθυνα 

για την μεταφορά πρόδρομων υλικών του εκκρίματος στη τρίχα. Η οργάνωση των 

εκκριτικών κυττάρων σχετίζεται με τη φύση του παραγόμενου εκκρίματος. 

Παραδείγματος χάριν, στα αδενώδη τριχώματα που εκκρίνουν αιθέρια έλαια 

απαντάται σωληνοειδές ενδοπλασματικό δίκτυο, ενώ σε εκείνα που εκκρίνουν 

βλέννες, κοκκιώδες ενδοπλασματικό δίκτυο. Καθώς το έκκριμα είναι δηλητηριώδες 

για τα κύτταρα, η επιστροφή του στο φύλλο παρεμποδίζεται μέσω της εναπόθεσης 

υμενίνης ή/και σουβερίνης στα πλευρικά τοιχώματα του μίσχου (Werker, 2000). 

 

Τα κύτταρα του μίσχου διαθέτουν οργάνωση παρεγχυματικού κυττάρου. Τα 

εγκάρσια τοιχώματά τους διατρέχονται από πληθώρα πλασμοδεσμών για τη 

διευκόλυνση της μεταφοράς των ουσιών προς την κεφαλή, ενώ τα πλευρικά 

τοιχώματα συνήθως αποφελλώνονται, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό κασπαρικών 

λωρίδων, παρεμποδίζοντας την αποπλαστική μεταφορά εκκρίματος από την κεφαλή 

προς την επιδερμίδα. 

 

Ανάμεσα στις κατηγορίες αδενωδών τριχωμάτων διαφορά παρατηρείται και 

στον τρόπο έκκρισης. Για παράδειγμα, το έκκριμα διέρχεται από το κυτταρικό 

τοίχωμα και ως επί το πλείστον συγκεντρώνεται σε έναν ελεύθερο χώρο (θύλακα) 

που δημιουργείται μεταξύ της εφυμενίδας και του τοιχώματος της κεφαλής. Υπό την 

πίεση της συνεχούς παροχής εκκρίματος, ο όγκος του θύλακα αυξάνεται με 

αποτέλεσμα την διάρρηξη της εφυμενίδας και την απελευθέρωση του εκκρίματος στο 

περιβάλλον. Αντίθετα, σε άλλες περιπτώσεις η εφυμενίδα φέρει πόρους, μέσα από 

τους οποίους, το έκκριμα διαφεύγει στο περιβάλλον. Παράλληλα, σε ορισμένους 

τύπους αδενωδών τριχωμάτων, το έκκριμα αποθηκεύεται για μεγάλα χρονικά 

διαστήματα σε ειδικά κυτταρικά διαμερίσματα. 

 

Τα αδενώδη τριχώματα εκκρίνουν μεγάλη ποικιλία ουσιών, όπως υδατικά 

διαλύματα, αιθέρια έλαια στα αρωματικά φυτά, μίγματα τερπενίων (κυρίως 

μονοτερπενίων και διτερπενίων) φλαβονοειδή, μείγματα πρωτεϊνών και 

υδατανθράκων, πρωτεολυτικά ένζυμα στα εντομοφάγα φυτά κλπ. (Bosabalidis et al., 

1998, Wang et al., 2001, Schilmiller et al., 2008). Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις 

η δομή και η κυτταρική οργάνωση της αδενώδους τρίχας είναι αποτέλεσμα 

προσαρμογής στον μηχανισμό σύνθεσης και αποβολής του εκκρίματος. 

Αξιοσημείωτο γεγονός είναι ότι η ποσότητα του εκκρινόμενου προϊόντος ποικίλει και 

μπορεί μάλιστα να αγγίξει το 30% του ξηρού βάρους ενός ώριμου φύλλου. 

 

Όσον αφορά στις μη αδενώδεις τρίχες, η ύπαρξη τους θεωρείται αποτέλεσμα 

προσαρμογής σε ξηρά και θερμά περιβάλλοντα, καθώς συμμετέχουν στην αποφυγή 

απώλειας νερού και στη μείωση της θερμοκρασίας του φύλλου (Ehleringer, 1984). 

Αυτό επιτυγχάνεται με την εισαγωγή αέρα στο απονεκρωμένο, ύστερα από την 

ωρίμανση, εσωτερικού του κυττάρου της τρίχας. Έτσι το εσωτερικό μέρος 

αποκτώντας διαφορετικό δείκτη διάθλασης από το κυτταρικό τοίχωμα, λειτουργεί ως 

ανακλαστική επιφάνεια της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, απομακρύνοντας την από  

το φύλλο. 
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Παραδείγματα αδενωδών τριχωμάτων 

 

Αδενώδη τριχώματα («grandular trichomes») τα οποία εκκρίνουν αιθέρια έλαια 

απαντώνται σε πολλές οικογένειες, πχ. Lamiaceae, Solanaceae, Cannabaceae, 

Asteraceae, Geraniaceae. Συγκεκριμένα, η οικογένεια των Lamiaceae (γνωστή και 

ως Labiatae ή Χειλανθή) περιλαμβάνει ορισμένα από τα πιο γνωστά αρωματικά φυτά, 

όπως το φασκόμηλο (Salvia sclarea), το δενδρολίβανο (Rosmarinus officinalis), τη 

λεβάντα (Lavandula vera, L. stoechas), το θυμάρι (Thymus vulgaris, Th. capitatus), 

τη ρίγανη (Origanum vulgare), το δίκταμο ή ρίγανη της Κρήτης (Origanum 

dictamnus), τη μαντζουράνα (Majorana hortensis), το δυόσμο (Mentha viridis), το 

βασιλικό (Ocimum basilicum), το μελισσοβότανο (Melissa officinalis), το θρούμπι 

(Satureja thymbra) κ.α. Τα αδενώδη τριχώματα των φυτών αυτών αποτελούν τα πιο 

σημαντικά εργοστάσια παραγωγής αιθέριων ελαίων, πολύτιμων στην βιομηχανία 

τροφίμων, στην φαρμακοβιομηχανία, στη γεωργία και την κοσμετολογία για την 

παρασκευή αρωμάτων, καλλυντικών, φαρμακευτικών προϊόντων, εντομοκτόνων, 

αντισηπτικών κ.λπ. 

 

 

1.2.2. Οικοφυσιολογικός ρόλος του τριχώματος 
 

 

Το τρίχωμα αποτελεί έναν από τους αποτελεσματικότερους εξελικτικά 

μηχανισμούς επιβίωσης των φυτικών ειδών, με την μεγαλύτερη λειτουργική 

διαφοροποίηση ανάλογα με την μορφολογία, το αναπτυξιακό στάδιο, την τοπολογία 

του φυτού, αλλά και με τους εκάστοτε αβιοτικούς παράγοντες που επικρατούν. Στο 

τρίχωμα εκφράζονται γονίδια και απαντώνται πρωτεΐνες και προϊόντα του 

δευτερογενούς μεταβολισμού άμεσα σχετιζόμενα με την άμυνα του φυτού (Gutierrez-

Alcala et al., 2000, Shepherd et al., 2005, Liu et al., 2006).Τα κριτήρια 

χαρακτηρισμού και οριοθέτησης, είτε της ανατομίας, είτε της λειτουργικότητας των 

τριχωμάτων, ώστε να γίνει η διάκριση τους δεν είναι αυστηρά, και μάλιστα πολλές 

φορές είναι επικαλυπτόμενα. Η έντονη αυτή διαφοροποίηση, ακόμα και μεταξύ 

τριχωμάτων του ίδιου φυτικού οργάνου έρχεται ως απόρροια του ρόλου που καλείται 

να διαδραματίσει κάθε φορά το τρίχωμα. Ορισμένοι από τους βασικότερους ρόλους 

που αποδίδονται στο τρίχωμα, αδενώδες και μη παρατίθενται μαζί με χαρακτηριστικά 

παραδείγματα στον ακόλουθο πίνακα: 
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Ρόλος τριχώματος Παραδείγματα 

Προστασία από υψηλές εντάσεις ορατής & UV 

ακτινοβολίας 

μείωση της περατότητας της φωτοσυνθετικά ενεργής ακτινοβολίας στα 
υποκείμενα φωτοσυνθετικά κύτταρα, 

τροποποίηση της ποιότητας & της ποσότητας του εισερχόμενου σε 
υποκείμενους ιστούς του μεσοφύλλου (Karabourniotis and Bornman, 

1999,  Karabourniotis et al., 1999) 
επιλεκτικό φίλτρο προστασίας έναντι βλαβών από την UV-B ακτινοβολία 

(Karabourniotis et al., 1995, Karabourniotis and Fasseas, 1996, 
Manetas, 1996) 

Πρόσληψη- Περιορισμός απώλειας νερού μέσω 

διαπνοής 

απορρόφηση υδρατμών από την ατμόσφαιρα ή νερού της δρόσου & της 
βροχής (Fahn & Cutler, 1992, Dickison, 2000) 

αύξηση της ποσότητας του ακίνητου αέρα στην επιφάνεια του φύλλου 
οδηγεί σε μείωση διάχυσης υδρατμών, ανάκλαση & σκέδαση 

προσπίπτουσας ακτινοβολίας οδηγεί σε  μείωση της θερμοκρασίας, άρα 
και της διαπνοής (Fahn & Cutler, 1992, Dickison, 2000, Μανέτας, 2003) 

Προστασία από υψηλές συγκεντρώσεις τοξικών ουσιών 

περιορισμός των τοξικών συγκεντρώσεων στοιχείων (πχ. Na, Cl, Ca, S, 
Si) & βαρέων μετάλλων (πχ. Cd, Zn, Mn, Ni, Pb)  είτε μέσω απομόνωσης 
στις μη αδενώδεις τρίχες, είτε απέκκρισης από τις αδενώδεις τρίχες στο 

εξωτερικό περιβάλλον (Wagner et al., 2004) 

Άμυνα έναντι διαφόρων φυτοπαθογόνων 

μηχανικός φραγμός, βάσει πυκνότητας, προσανατολισμού & 
μορφολογίας των τριχών 

χημικός φραγμός, βάσει τοξικών εκκρινόμενων ενώσεων, στην επαφή & 
περαιτέρω εξέλιξη της  προσβολής (Blakeman, 1971, Allen et al., 1991) 

Αλληλοπαθητική δράση & προστασία έναντι 

τραυματισμών 

αλληλοπαθητική δράση τοξικών εκκρινόμενων ενώσεων οδηγεί στη 
διαμόρφωση των φυτοκοινωνιών & στη χωροθέτηση των φυτικών ειδών 

(Duke et al., 2000) 
επιφανειακό μηχανικό φράγμα προστασίας των υποκείμενων ιστών  από 
αβιοτικούς παράγοντες όπως π.χ. ανέμου, χαλαζόπτωσης κ.λπ.(Wagner et 

al., 2004) δέκτης ερεθισμάτων αμυντικών μηχανισμών ύστερα από 

τραυματισμό αβιοτικής ή βιοτικής προέλευσης (Peterson & Vermeer, 
1984) 

Συμβολή στην επικονίαση (προσέλκυση επικονιαστών & 

διεξαγωγή) 

μηχανισμός παγίδευσης των εντόμων εντός του άνθους (Murugan et al., 
2006) 

μηχανική καθοδήγηση στους επικονιαστές (Ascensao et al., 2005) 
λειτουργία ψευδο-γύρης για τους επικονιαστές (Davies &Turner, 2004) 

προσέλκυση επικονιαστών μέσω χρωματισμών & ελκυστικών 

εκκρινόμενων ενώσεων (Masinde, 2004, Ortiz-Perez et al., 2006) 
συλλογή & διασπορά της γύρης με μηχανικό τρόπο (Moyano et al., 2003) 
προστασία γύρης έναντι δυσμενών αβιοτικών  παραγόντων (Huang et al., 

2002) 

Διασπορά σπερμάτων 

διασπορά των σπερμάτων από ζώα ή έντομα μέσω μηχανικής 
αγκίστρωσης ή χημικής προσκόλλησης του τριχώματος (Barthlott & 

Porembski, 1996), από τον άνεμο (Hensen & Muller, 1997), από το νερό 
(Steyn et al., 2004) 

Εγκαθίδρυση σπερμάτων στο έδαφος & διευκόλυνση 

της βλάστησης 

προσκόλληση σπερμάτων στα εδαφικά σωματίδια, λόγω της κολλώδους 
υφής του εκκρίματος ή λόγω της μορφολογίας του τριχώματος (Zeriahene 

et al., 1998) 
μείωση της πιθανότητας αφυδάτωσης των σπερμάτων κατά τη βλάστηση 
λόγω κατακράτησης νερού, μέσω βλεννώδους εκκρίματος των αδενωδών 

τριχών (Gutterman, 2000) 

 

Πίνακας 1. 3. Λειτουργίες τριχωμάτων & αντίστοιχα παραδείγματα 
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1.2.3. Δημιουργία τριχώματος - Το τρίχωμα του Arabidopsis  

Thaliana 
 

 

Τα τριχώματα, όπως προαναφέρθηκε αποτελούν αποφύσεις της επιδερμίδας, η 

οντογένεση των οποίων δύναται να πραγματοποιηθεί κάτω από διαφορετικά πρότυπα 

(Werker, 2000). Συγκεκριμένα μια μονοκύτταρη ή πολυκύτταρη τρίχα μπορεί να 

προκύψει είτε από ένα, είτε από περισσότερα επιδερμικά κύτταρα, μέσω αντικλινών, 

περικλινών και κεκλιμένων διαιρέσεων, ή ακόμα και από διάφορους συνδυασμούς 

τους (Afolayan and Meyer, 1995, Μποζαμπαλίδης, 2003). Αξιοσημείωτη είναι και η 

οντογένεση μέσω διαχωρισμού κυττάρων της αντικλινώς επιμηκυνόμενης 

επιδερμίδας, και όχι μέσω προεξοχής ενός πρωτοδερμικού κυττάρου. 

 

Για τα περισσότερα φυτικά είδη η οντογένεση του τριχώματος ξεκινά στα 

πρώτα αναπτυξιακά στάδια, πριν από την ανάπτυξη των στομάτων, σε ορισμένες 

περιπτώσεις μάλιστα πριν γίνει ορατή η εμφάνιση των φυλλικών καταβολών. Στο 

φυτό Arabidopsis thaliana, στα κύτταρα του τριχώματος των νεαρών φυλλικών 

καταβολών η διαφοροποίηση ξεκινά, ενώ στα γειτονικά τους βρίσκονται ακόμα σε 

εξέλιξη κυτταρικές διαιρέσεις. Σε αντιδιαστολή τα κύτταρα του τριχώματος των 

σέπαλων του φυτού Salvia splendens εισέρχονται σε φάση διαφοροποίησης 

αποκλειστικά μόνο μετά την ολοκλήρωση των κυτταρικών διαιρέσεων των 

υπολοίπων κυττάρων της επιδερμίδας (Larkin et al., 1997). 

 

Το τρίχωμα του φυτού Arabidopsis 

thaliana και το πρότυπο διαφοροποίησης του 

αποτελεί μοντέλο. Η ανάπτυξη του στην 

προσαξονική επιφάνεια του φύλλου 

πραγματοποιείται βασιπεταλικά και διακρίνεται 

σε δύο στάδια. Το πρώτο περιλαμβάνει τον 

ενδοδιπλασιασμό του γενετικού υλικού του 

πρόδρομου κυττάρου της τρίχας και την 

δημιουργία μιας απόφυσης στην φυλλική 

επιφάνεια. Εν συνεχεία, η απόφυση 

αναπτύσσεται περαιτέρω ύστερα από δύο, τρείς 

ακόμη ενδοδιπλασιασμούς, οι οποίοι και 

καταλήγουν στην δημιουργία των πρώτων δύο διακλαδώσεων. Μετά την 

πραγματοποίηση του τέταρτου ενδοδιπλασιασμού δημιουργείται η τρίτη διακλάδωση, 

με τη διαίρεση της ακραίας διακλάδωσης, κάθετα προς το επίπεδο των πρώτων 

διακλαδώσεων. Στο δεύτερο στάδιο συντελείται η ωρίμανση της τρίχας με την 

αύξηση του μεγέθους της τρίχας και την πάχυνση των κυτταρικών της τοιχωμάτων. Η 

έναρξη της τριχογένεσης επάγεται από ένα σύμπλοκο μεταγραφικών παραγόντων που 

συγκροτείται από μια πρωτεΐνη που διαθέτει μια περιοχή ΜΥΒ τύπου R2R3, μια 

πρωτείνη με δομή του φερμουάρ λευκίνης, μια πρωτεΐνη με δομή bHLH και μια 

πρωτεΐνη που περιέχει WD-40 επαναλήψεις, οι οποίες κωδικοποιούνται από τα 

γονίδια GLABRA1 (GL1), GLABRA2 (GL2), GLABRA3 (GL3) και 

TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTG) αντίστοιχα (Schellmann and Hulskamp, 

2005). Η πρωτεϊνη TRY, η οποία επίσης διαθέτει μια περιοχή ΜΥΒ τύπου R2R3 

κωδικοποιείται από το γονίδιο TRYPTICHON (TRY) και είναι υπεύθυνη για την 

οριοθέτηση των αναπτυσσομένων τριχωμάτων, μέσω του φαινομένου της 

παράπλευρης αναστολής (Larkin et al., 2003). Η εξέλιξη ενός πρωτοδερμικού 

Εικόνα 1.5. Μη αδενώδης τρίχα του 
Arabidopsis με SEM (TrichOME database) 
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κυττάρου σε κύτταρο τρίχας ξεκινά με την παραγωγή της GL1 και πιθανώς των GL3 

και TTG, από την αλληλεπίδραση των οποίων επάγεται η μεταγραφή των GL2 και 

TRY. Η GL2 ευθύνεται για την τελική διαφοροποίηση του κυττάρου σε τρίχα, ενώ η 

TRY εισερχόμενη στα γειτονικά κύτταρα ανταγωνίζεται την GL1 στην πρόσδεση της 

με την GL3, παρεμποδίζοντας την δημιουργία του συμπλόκου GL1/GL3, 

αναστέλλοντας έτσι, σε αυτά την τριχογένεση. 

 

 

 

1.2.4. Τα τριχώματα του φυτού Salvia sclarea 
 

 

Στο φυτό Salvia sclarea απαντώνται τόσο αδενώδη, όσο και μη αδενώδη 

τριχώματα σε όλα τα εναέρια φυτικά τμήματα, με μεγαλύτερη πυκνότητα στα 

νεότερα φύλλα και στον κάλυκα του άνθους. Στο φύλλο εμφανίζονται τόσο στην 

απαξονική όσο και στην παραξονική επιφάνεια.  Αναλυτικότερα, απαντώνται 

ποικίλοι τύποι αδενωδών τριχωμάτων (Werker et al., 1985), οι οποίοι κατατάσσονται 

στις ακόλουθες δύο μεγάλες κατηγορίες: στα τριχώματα με δομή οστού-«capitate 

glandular hairs», όπου η τρίχα αποτελείται από ένα κύτταρο βάσης, μονοκύτταρο, 

δικύτταρο, ή πολυκύτταρο μίσχο και 1ή 2 εκκριτικά κύτταρα κεφαλής και στα 

ασπιδοειδή (με πεπλατυσμένη δισκοειδή κεφαλή) τριχώματα-«peltate glandular 

hairs», όπου η τρίχα αποτελείται από ένα κύτταρο βάσης, μονοκύτταρο μίσχο και 

πολυκύτταρη εκκριτική κεφαλή με 2 ή 4 κεντρικά εκκριτικά κύτταρα και 8 -12 

περιφερειακά εκκριτικά κύτταρα. Στα τριχώματα της πρώτης κατηγορίας 

πραγματοποιείται η έκκριση των 3 βασικών συστατικών του αιθέριου ελαίου (τα 

μονοτερπένια λιναλοόλη και οξικός εστέρας της λιναλοόλης και το διτερπένιο 

σκλαρεόλη), ενώ στα ασπιδοειδή επιτελείται έκκριση κυρίως του σεσκιτερπενίου 

γερμακρένιο D. Στα πιο ώριμα φύλλα κυριαρχούν οι ασπιδοειδείς τρίχες, ενώ στα 

νεαρότερα εντοπίζονται και οι δύο κατηγορίες. Τέλος στον κάλυκα κυριαρχούν οι 

«capitate».  

 

Εικόνα 1.6. Απεικονιστικό μοντέλο αλληλεπιδράσεων μεταγραφικών παραγόντων κατά την οντογέννεση του 

τριχώματος στο Arabidopsis a) αμοιβαία αναστολή γειτονικών κύτταρων πριν την έναρξη της τριχογένεσης b) 

αύξηση των επιπέδων των GL1, GL2, GL3 στο αναπτυσσόμενο τριχίδιο & TRY για παράπλευρη αναστολή 

στα γειτονικά 
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Με βάση τη χρονική στιγμή 

έναρξης και τον τρόπο της έκκρισης, οι 

αδενώδεις τρίχες διακρίνονται σε: 

βραχυπρόθεσμες-«short-term glandular 

hairs», οι οποίες αντιστοιχούν στις 

«capitate» τύπου, όπου η έκκριση 

λαμβάνει χώρα σε σύντομο χρονικό 

διάστημα από την σύνθεση του 

εκκρίματος και κατά τα πρώιμα 

αναπτυξιακά στάδια του ιστού και σε 

μακροπρόθεσμες-«long-term gandular 

hairs», οι οποίες αντιστοιχούν στις 

«peltate» τύπου, όπου η έκκριση 

συντελείται σε μεταγενέστερο στάδιο 

και πριν την απελευθέρωση του 

εκκρίματος προηγείται μια μακρά 

περίοδος αποθήκευσης στον ιστό. Στις 

μακροπρόθεσμες τρίχες το έκκριμα 

αποθηκεύεται σε έναν ελεύθερο χώρο 

(θύλακα) μεταξύ της εφυμενίδας και 

του τοιχώματος της κεφαλής και είτε υπό την πίεση της συνεχούς παροχής 

εκκρίματος, είτε λόγω κάποιου εξωγενούς παράγοντα (π.χ. τραυματισμό), ο όγκος 

του θύλακα αυξάνεται με αποτέλεσμα την διάρρηξη της εφυμενίδας και την διαφυγή 

του εκκρίματος στο περιβάλλον. Αντίθετα, στις βραχυπρόθεσμες το έκκριμα 

απελευθερώνεται στο περιβάλλον άμεσα κυρίως μέσω ειδικών πόρων της 

εφυμενίδας, είτε σπανιότερα με παρόμοιο τρόπο διάρρηξης, υπό την πίεση της 

συνεχούς παροχής εκκρίματος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7. Σχηματική απεικόνιση απελευθέρωσης 

εκκρίματος α), b) μέσω πόρων της εφυμενίδας c), d), 

αρχική συσσώρευση σε θύλακα & e) μέσω διάρρηξης 

της εφυμενίδας (Werker, 1993) 

Εικόνα 1.8. 

Ποικίλοι τύποι τριχωμάτων 

στο φυτό Salvia sclarea με 

SEM 

SC, small capitate 

LC, large capitate 

P, peltate 

T, non-grandular 

(Schmiderer, 2008) 
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1.3. ΔΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗΣ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ 
 

 

1.3.1. Γενικά 
 

 

Ο όρος δευτερογενής μεταβολισμός αποδίδεται στο σύνολο των βιοσυνθετικών 

οδών οι οποίες συμμετέχουν στην παραγωγή βιομορίων μη εμπλεκόμενων σε βασικές 

φυσιολογικές λειτουργίες των φυτικών ειδών, όπως η αύξηση και η ανάπτυξη. Τα 

μεταβολικά αυτά προϊόντα προέρχονται από ενδιάμεσες ενώσεις του πρωτογενούς 

μεταβολισμού, ενώ παράγονται σε επιμέρους ιστούς και σε καθορισμένα 

αναπτυξιακά στάδια. Εντούτοις, αναμφισβήτητο γεγονός αποτελεί σήμερα η στενή 

σύνδεση των δευτερογενών μεταβολιτών με την λειτουργία θεμελιωδών αλλά και 

επαγόμενων αμυντικών μηχανισμών, ζωτικής σημασίας για τη επιβίωση των φυτών, 

καθώς και με την ικανότητα διαφοροποίησης των επιμέρους κυτταρικών δομών, από 

τις οποίες προκύπτουν. Η εμφάνιση τέτοιων μηχανισμών θεωρείται αποτέλεσμα της 

συνεξέλιξης των φυτικών οργανισμών με τους εχθρούς τους, κατά την προσπάθεια 

προσαρμογής τους σε καταπονήσεις του βιοτικού και αβιοτικού περιβάλλοντος. Το 

χρονικό και τοπολογικό πρότυπο παραγωγής των μεταβολιτών εμφανίζει έντονη 

διαφοροποίηση για κάθε φυτό, ενώ σε συνδυασμό με τα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά του και το είδος των μεταβολικών προϊόντων διαμορφώνουν την 

«ταυτότητα» του εκάστοτε είδους ή ακόμη και ποικιλίας. Όπως προαναφέρθηκε ένα 

από τα σημαντικότερα «εργοστάσια» παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών είναι το 

αδενώδες τρίχωμα των φυτικών ειδών. 

 

Παράλληλα, ο ρόλος των δευτερογενών μεταβολιτών δεν περιορίζεται μόνο στη 

φυσιολογία των φυτών, αλλά συναντά πληθώρα εφαρμογών στην παραγωγή 

φαρμάκων, στην βιομηχανία τροφίμων ως αρωματικά, στην κοσμετολογία και στην 

αρωματοποιία, ως αντιοξειδωτικά και πρόσθετα, στη γεωργία καθώς και σε πολλούς 

ακόμη τομείς (Lange and Croteau, 1999, Bouvier et al., 2003). Τις τελευταίες 

δεκαετίες  παρατηρείται ραγδαία εντατικοποίηση της έρευνας, όσον αφορά την πλήρη 

κατανόηση των βιοσυνθετικών μονοπατιών, την ταυτότητα και το ρόλο των ένζυμων 

ή των γονιδίων τους, τις χημικές ιδιότητες των ίδιων των βιομορίων, αλλά και τους 

ρυθμιστικούς μηχανισμούς που ελέγχουν τον σχηματισμό τους. Επομένως, το 

ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για τον δευτερογενή μεταβολισμό των 

φυτών εντείνεται με στόχο την αύξηση της παραγωγής και την καλύτερη αξιοποίηση 

των προϊόντων, είτε με κλασσικές, είτε με βιοτεχνολογικές μεθόδους. 

 

Με βάση τα πρόδρομα βιομόρια του πρωτογενούς μεταβολισμού από τα οποία 

συντίθενται οι δευτερογενείς μεταβολίτες κατατάσσονται σε τρεις βασικές ομάδες: τα 

τερπένια, τις φαινολικές ουσίες και τις αζωτούχες ενώσεις. (Καραμπουρνιώτης, 2003). 

Στην ομάδα των τερπενίων (ή αλλιώς και ισοπρενοειδών) κατατάσσονται βιομόρια 

που παράγονται από τη βασική μονάδα του ισοπεντανίου μέσω του μεβαλονικού 

μονοπατιού (MVA), με πρόδρομο μόριο το ακετυλο-συνένζυμο Α και του 

μονοπατιού της 4-φωσφορο-2-μεθυλο-D-ερυθρυτόλης (ΜΕΡ), (Aharoni et a.l, 2006), 

όπως τα μονοτερπένια (C10), διτερπένια (C20) ,σεσκιτερπένια (C15), τετρατερπένα 

(C40) κ.λ.π. Στην ομάδα των φαινολικών συγκαταλέγονται μόρια που διαθέτουν έναν 

τουλάχιστον αρωματικό δακτύλιο με ένα ή περισσότερα υδροξύλια και συντίθενται 

κυρίως μέσω των βιοσυνθετικών οδών του σικιμικού ή/και μηλονικού οξέος, όπως 

είναι οι φαινόλες, τα φλαβονοειδή, τα φαινυλοπροπανοειδή κ.λ.π. Τέλος, η ομάδα 
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των αζωτούχων ενώσεων εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια, όπου και απαντώνται μόρια 

που προέρχονται κυρίως από αμινοξέα όπως τα αλκαλοειδή, οι μπεταλαΐνες, οι 

αμίνες, τα κυανογόνα γλυκοζίδια, οι θειογλυκοζίτες αλλά και μη πρωτεινικά αμινοξέα 

(Croteau et al., 2000). 

 

 

1.3.2. Τερπένια & Βιοσυνθετικά μονοπάτια στα φυτά 
 

 

Τα τερπένια αποτελούν μια εξαιρετικά διαδεδομένη ομάδα λιπόφιλων 

δευτερογενών μεταβολιτών, (παραπάνω από 30.000 ενώσεις γνωστές έως σήμερα) με 

έντονη διαφοροποίηση ως προς τις χημικές και λειτουργικές τους ιδιότητες, οι οποίες 

απαντώνται σε όλα τα βασίλεια (McCaskill and Croteau, 1998). Βασικά 

παραδείγματα συνιστούν οι φυτικές ορμόνες κυτοκινίνες, γιββερελίνες, οι 

φωτοσυνθετικές χρωστικές φυτόλη και καροτενοειδή και οι στερόλες, βασικά 

συστατικά των κυτταρικών μεμβρανών. Τερπένια όπως η ελαιορητίνη (μείγμα μονο- 

και δι-τερπενίων) των κωνοφόρων εμφανίζουν τοξικές ιδιότητες έναντι σε έντομα και 

αλλά παθογόνα., ενώ τα πυρεθροειδή αποτελούν πολύ ισχυρά εντομοκτόνα. Διάφορα 

καρδενολίδια δρουν ως καρδιοτονωτικά φάρμακα επηρεάζοντας την λειτουργία των 

αντλιών Νa/K των καρδιακών μυών, ενώ η ταξόλη εμφανίζει αντικαρκινική δράση 

(Walker and Croteau, 2000). 

 

 

Βιοσύνθεση τερπενίων 

 

Οι βασικές μονάδες παραγωγής των τερπενίων  είναι τα μόρια διφωσφορικό (ή 

πυροφωσφορικό) ισοπεντενύλιο (IPP) και το ισομερές του διφωσφορικό (ή 

πυροφωσφορικό) διμεθυλοαλλύλιο (DMAPP). Το IPP προέρχεται είτε από τη 

σταδιακή συμπύκνωση τριών μορίων  ακετυλο-συνενζύμου Α, μέσω του 

μεβαλονικού μονοπατιού (MVA) που εδράζεται στο κυτταρόπλασμα, είτε από το 

πυροσταφυλικό οξύ και την 3-φωσφορική γλυκεριναλδεΰδη, μέσω του πλαστιδιακού 

μονοπατιού της 4-φωσφορο-2-μεθυλο- D-ερυθρυτόλης (ΜΕΡ), ενώ εν συνεχεία 

ισομερίζεται σε DMAPP. (McGarvey and Croteau, 1995, Lichtenthaler, 2000, 

Eisenreich et al., 2004, Bouvier et al., 2005). 

 

Το μονοπάτι MVA οδηγεί στην σύνθεση στερολών, σεσκιτερπενιών, 

μπρασσινοστεροειδών και πρενυλομάδων, ενώ το μονοπάτι MEP στη σύνθεση μονο- 

και δι-τερπενίων. Στα αρχαιοβακτήρια, στους μύκητες και στο ζωικό βασίλειο 

συναντάται αποκλειστικά το πρώτο μονοπάτι, ενώ στα πρωτόζωα και στα βακτήρια 

το δεύτερο. Αντίθετα, στους φυτικούς οργανισμούς είναι ενεργά και τα δύο 

μονοπάτια. Τα τελευταία χρόνια έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί λειτουργικά 

διάφορα γονίδια που κωδικοποιούν ένζυμα και των δύο μονοπατιών. 

 

Στην συνέχεια από την συμπύκνωση των μορίων IPP και DMAPP (C5), με τη 

δράση πρενυλτρανσφερασών προκύπτουν οι ενώσεις διφωσφορικό γερανύλιο (GPP, 

C10), διφωσφορικό γερανυλγερανύλιο (GGPP, C20) και διφωσφορικό φαρνεσύλιο 

(FPP, C15), τα πρόδρομα μόρια για την σύνθεση μονοτερπενίων, διτερπενίων και 

σεσκιτερπενίων αντίστοιχα (McGarvey and Croteau, 1995, Rodriguez-Concepcion, 

2006). Συγκεκριμένα, η συνθετάση του πυροφωσφωρικού γερανυλίου (GPPS) 

καταλύει τη συμπύκνωση ενός μορίου DMAPP και ενός IPP προς την παραγωγή του 
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GPP. Έπειτα μέσω της 1’-4’προσθήκης του IPP στο GPP από το ένζυμο συνθετάση 

του πυροφωσφορικού φαρνεσυλίου (FPPS) σχηματίζεται το FPP. Τέλος, μέσω 

δεύτερης 1’-4’προσθήκης του IPP αυτή τη φορά στο FPP από το ένζυμο συνθετάση 

του πυροφωσφορικού γερανυλγερανυλίου (GGPPS) συντίθεται το μόριο του GGPP. 

 

Στο τελευταίο στάδιο πραγματοποιείται η κυκλοποίηση των μορίων GPP,GGPP 

και FPP για τον τελικό σχηματισμό των κυκλικών μονοτερπενίων, διτερπενίων και 

σεσκιτερπενίων αντίστοιχα, από τα ένζυμα συνθετάσες των τερπενίων (TPS, «terpene 

synthases»). Τα ένζυμα αυτά, βάση φυλογενετικής μελέτης 33 πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών από 18 είδη (Keeling et al., 1998) διακρίνονται σε έξι υπο-οικογένειες, 

τις TPS-a  έως TPS-f, με σημαντικότερους εκπροσώπους τις TPS-a, όπου 

κατατάσσονται συνθετάσες δι- και σεσκι τερπενίων των αγγειόσπερμων, και TPS-b, 

όπου κατατάσσονται συνθετάσες μονοτερπενίων των αγγειόσπερμων, οι οποίες και 

παρουσιάζουν σαφή φυλογενετική απομάκρυνση από την πρώτη οικογένεια (Keeling 

and Bohlmann, 2006). Ύστερα από τον παραπάνω διαχωρισμό διαπιστώθηκε και η 

ύπαρξη της υπο-οικογένειαςTPS-g όπου κατατάσσονται συνθετάσες μονοτερπενίων 

με τελικά προϊόντα άκυκλα μόρια (Martin et al., 2004). 

 

Επίσης, έντονη διαφοροποίηση εύρους 50- 100 kDa παρατηρείται και στο 

μέγεθος των ενζύμων αυτών. Μεγαλύτερου μεγέθους είναι οι TPS των διτερπενίων, 

λόγω ένθεσης στο αμινοτελικό τους άκρο, μετά το πεπτίδιο οδηγό που τις κατευθύνει 

στα πλαστίδια., αμέσως μικρότερες είναι οι TPS των μονοτερπενίων, ενώ το 

μικρότερο μέγεθος διαθέτουν οι TPS των σεσκιτερπενίων λόγω απουσίας του 

πεπτιδίου οδηγού. Τέλος, αξίζει να αναφερθεί ότι στις TPS των μονο- και δι- 

τερπενίων εμφανίζεται υψηλή εκλεκτικότητα ως προς το υπόστρωμα που 

χρησιμοποιούν (GPP και GGPP αντίστοιχα), γεγονός που δεν παρατηρείται στις TPS 

των σεσκιτερπενίων. 
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Σύνθεση μονοτερπενίων 

 

Η βιοσύνθεση των μονοτερπενίων επιτελείται σε δύο στάδια, αρχικά μέσω 

ισομερισμού του GPP σε ένα γενικό ενδιάμεσο προϊόν και στην συνέχεια 

πραγματοποιείται κυκλοποίηση και ο σχηματισμός των εκάστοτε μονοτερπενίων, 

ύστερα από περαιτέρω τροποποιήσεις και προσθήκες ομάδων. Οι TPS των 

μονοτερπενίων διαθέτουν την ικανότητα κατάλυσης και των δύο αυτών τύπων 

αντίδρασης. 

 

Εικόνα 1.9. Βιοσύνθεση τερπενίων:κυτταροπλασματικό μεβαλονικό μονοπάτι (MVA) & πλαστιδιακό 

μονοπάτι (ΜΕΡ) 

(KEGG database) 
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Σύνθεση σεσκιτερπενίων 

 

Στην περίπτωση της βιοσύνθεσης των σεσκιτερπενίων απαντάται παρόμοιος 

μηχανισμός με αυτόν των μονοτερπενίων, αρχικά με τον ισομερισμό του FPP να 

λαμβάνει χώρα, και ύστερα να ακολουθεί η τελική κυκλοποίηση. Ομοίως, οι TPS των 

σεσκιτερπενίων εμφανίζουν τις ίδιες ιδιότητες και καταλυτική ικανότητα με αυτές 

των μονοτερπενίων. 

 

 

Σύνθεση διτερπενίων 

 

Όσον αφορά τη βιοσύνθεση των διτερπενίων, η κυκλοποίηση του GGPP 

πραγματοποιείται με δύο μηχανισμούς. Ο πρώτος επιτελείται με τρόπο ανάλογο των 

μονο- και σεσκι-τερπενίων, ενώ σύμφωνα με το δεύτερο επιτελείται σύνθεση ενός 

ενδιάμεσου μορίου, του πυροφωσφορικού κοπαλλυλίου (CPP), μέσω πρωτονίωσης 

του τελευταίου διπλού δεσμού του GGPP. Ακολούθως από το CPP προκύπτει 

πληθώρα τρικυκλικών ή τετρακυκλικών διτερπενίων, μέσω ιονισμού του 

διφωσφορικού εστέρα του και επακόλουθων εσωτερικών τροποποιήσεων. Ως προς 

την ικανότητα κατάλυσης των αντιδράσεων οι TPS των διτερπενίων διακρίνονται σε 

εκείνες που καταλύουν και τα δύο στάδια και πρόκειται για διλειτουργικά ένζυμα, 

όπως είναι η συνθετάση του αμπιεταδιενίου και σε όσες στερούνται αυτή την 

ιδιότητα. Στην περίπτωση αυτή απαιτείται η ύπαρξη δύο διαφορετικών ενζύμων για 

την ολοκλήρωση των παραπάνω διαδικασιών. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί 

η διαδικασία βιοσύνθεσης της γιββερελίνης, κατά την οποία η συνθετάση Α του 

καουρενίου καταλύει το σχηματισμό του CPP από το GGPP, ενώ η συνθετάση Β του 

καουρενίου μετατρέπει το CPP σε καουρένιο. 

 

 

1.4. ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ 
 

 

Στην ενότητα αυτή αναφέρονται ενδεικτικά δύο από τις πιο πρόσφατες μελέτες 

σε είδη του γένους Salvia. 

 

 

«EST analysis and annotation of transcripts derived from a trichome-specific cDNA 

library from Salvia fruticosa» 

 

Στην μελέτη των Fani M. Chatzopoulou et al.,  2010 πραγματοποιήθηκε η 

κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης από τα τριχώματα φύλλων του φυτού Salvia fruticosa, 

με στόχο την μελέτη του τρανσκριπτομικού προφίλ του ιστού. Στην συνέχεια 

ακολούθησε η αλληλούχιση 2,304 κλώνων και η ταυτοποίηση 1,615 υψηλής 

ποιότητας ESTs, σχετιζόμενων με μονοπάτια του δευτερογενούς μεταβολισμού, όπως 

είναι η βιοσύνθεση τερπενιών, διτερπενίων, φαινυλοπροπανοειδών και 

φλαβονοειδών. Εν συνεχεία μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης επιλεγμένων 

γονιδίων, εμπλεκόμενων στα μονοπάτια αυτά, σε τρεις διαφορετικούς ιστούς (φύλλα, 

τριχώματα και φύλλα απουσία τριχωμάτων). Σύμφωνα με τη μελέτη αυτή τα 

υψηλότερα επίπεδα έκφρασης παρατηρήθηκαν στα τριχώματα, γεγονός που συνάδει 

με το χαρακτηρισμό του ιστού, ως ένα από τα σημαντικότερα «εργοστάσια» 

παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών. 
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«Discovery and functional characterization of two diterpene synthases for sclareol 

biosynthesis in Salvia sclarea (L.) and their relevance for perfume manufacture» 

 

Στην εργασία των Caniard A et al.,2012 πραγματοποιήθηκε η κλωνοποίηση 

των γονιδίων και ο πλήρης χαρακτηρισμός της λειτουργίας δύο νέων συνθετασών 

διτερπενίων (diTPS), οι οποίες καταλύουν την σύνθεση της σκλαρεόλης στο φυτό 

Salvia sclarea. Το ένζυμο SsLPPS καταλύει την σύνθεση του ενδιάμεσου μορίου 

διφωσφορική λαβδα-13-εν-8-όλη από το διφωσφορικό γερανυλγερανύλιο (GGPP) 

μέσω πρωτονίωσης, ενώ στην συνέχεια, το ένζυμο SsSS καταλύει το σχηματισμό της 

σκλαρεόλης, από το ενδιάμεσο μόριο, μέσω ιονισμού. Πραγματοποιήθηκε in vitro 

έκφραση των πρωτεϊνών σε κύτταρα E.coli και διεξαγωγή ενζυμικών δοκιμασιών, με 

χρήση του GGPP ως υπόστρωμα, προς επιβεβαίωση της TPS καταλυτικής δράσης. Η 

παραγωγή της σκλαρεόλης επιτεύχθηκε in vivo με την συν-έκφραση των δύο 

πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύμης (Saccharomyces cerevisiae). Παράλληλα, από 

πειράματα παροδικής έκφρασης σε φύλλα καπνού, με GFP κατασκευές προέκυψε ότι 

και τα δύο ένζυμα διαθέτουν στο Ν-άκρο μια ακολουθία οδηγό, που τις κατευθύνει 

στο χλωροπλάστη, το οργανίδιο όπου και επιτελείται η σύνθεση των διτερπενίων στα 

φυτά. 

 

 

1.5. ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 
 

 

Λόγω της ευρύτατης χρήσης των ειδών του γένους Salvia σε πληθώρα 

εφαρμογών στην φαρμακοβιομηχανία, στην βιομηχανία τροφίμων, στην 

αρωματοποιία και στη γεωργία το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας 

συγκεντρώνεται και στην παραγωγή φυτών μέσω της ιστοκαλλιέργειας και ιδιαίτερα 

στην in vitro παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών. 

 

 

1.5.1. Ορισμός & Ιστορική Αναδρομή 
 

 

Με τον όρο ιστοκαλλιέργεια ή μικροπολλαπλασιασμό χαρακτηρίζεται η μέθοδος 

αγενούς πολλαπλασιασμού ενός φυτικού είδους, η οποία πραγματοποιείται σε 

εργαστηριακό χώρο, με την έννοια του in-vitro πολλαπλασιασμού. Βασίζεται στην 

μοναδική ιδιότητα της ολοδυναμικότητας («totipotency») των φυτικών κυττάρων, την 

ικανότητα αναγέννησης ολόκληρου του φυτού, από ένα αρχικό σωματικό κύτταρο, 

που διατυπώθηκε για πρώτη φορά το 1838 από τους Schwan και Schleiden. Η πρώτη 

έμπρακτη προσπάθεια καλλιέργειας φυτικών ιστών επιτελέστηκε το 1902, από τον 

Haberlandt, η οποία όμως δεν οδήγησε σε επιτυχή αποτέλεσμα. Στην συνέχεια, το 

1939, ο Nobecourt προχώρησε στην δημιουργία ριζών από κάλλους καρότου, ενώ οι 

αρχές του μικροπολλαπλασιασμού («micropropagation») θεμελιώθηκαν από τους 

Skoog και Miller, το 1957. Το σημαντικότερο βήμα στην ανάπτυξη και καθιέρωση του 

μικροπολλαπλασιασμού σε εμπορικό επίπεδο έλαβε χώρα από τον Morel το 1964, με 

τον πρώτο επιτυχημένο πολλαπλασιασμό κλώνων ορχιδέας από κορυφαίους βλαστούς. 

 

 Η τεχνική της ιστοκαλλιέργειας δύναται να διαχωριστεί σε δύο επιμέρους 

μεγάλες κατηγορίες: α) την καλλιέργεια οργάνων και σπερμάτων, με σκοπό την 

παραγωγή ενός ολόκληρου φυτού και β) την in vitro καλλιέργεια κυττάρων, με 
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απώτερο στόχο τη δημιουργία αναγεννημένου φυτού. Η διακριτή διαφορά των δύο 

αυτών κατηγοριών έγκειται στο ότι στην πρώτη περίπτωση καθίσταται επιτρεπτή η 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κυττάρων ή των ιστών, ενώ αντίθετα στη δεύτερη 

προηγείται η αποδιαφοροποίηση των κυττάρων (είτε αυτά βρίσκονται μέσα σε όργανα, 

είτε μέσα στους ιστούς) για τη δημιουργία κάλλου (άμορφης διαιρούμενης μάζας 

κυττάρων), ο όποιος εν συνεχεία, μέσω οργανογένεσης ή σωματικής εμβρυογένεσης 

θα οδηγήσει στην δημιουργία ολόκληρου του αναγεννημένου φυτού. 

 

 Όπως προαναφέρθηκε ο κάλλος είναι μια άμορφη μάζα διαιρούμενων 

κυττάρων. Οι διαιρέσεις αυτές δεν ακολουθούν κάποιο καθορισμένο πρότυπο, αλλά 

πραγματοποιούνται αλόγιστα με στόχο τη διαιώνιση του γενετικού υλικού του 

κυττάρου. Ο ρυθμός καλλογένεσης και ο τύπος του παραγόμενου κάλλου βρίσκονται 

σε άμεση εξάρτηση από ποικίλους παράγοντες όπως, το είδος του φυτού, το γενότυπο 

της ποικιλίας, και τις συνθήκες καλλιέργειας, με τις αυξίνες να διαδραματίζουν το 

καθοριστικότερο ρόλο. Μέσα από συνεχείς ανακαλλιέργειες σε νέο θρεπτικό 

υπόστρωμα, ίδιων συνθηκών επιτυγχάνεται η επ' αόριστον διατήρηση του κάλλου. 

Αντίθετα, προχωρώντας στις διαδικασίες της βλαστογένεσης και της ριζοβολίας (σε 

κατάλληλα υποστρώματα τροποποιημένων συνθηκών) επιτυγχάνεται η λήψη 

αναγεννημένων φυτών. Στη φύση, ο σχηματισμός κάλλου είναι απόρροια της δράσης 

των ενδογενών ορμονών, αυξινών και κυτοκινινών, συνήθως σε απόκριση μόλυνσης 

από μικροοργανισμούς. Μία από τις σημαντικότερες εφαρμογές της καλλογένεσης 

είναι η παροχή υλικού για τη μελέτη, παραγωγή, σύνθεση και ανάλυση των 

βιοχημικών και γενετικών μονοπατιών των κυττάρων. 

 

Ο συνηθέστερος τρόπος μικροπολλαπλασιασμού για την παραγωγή φυτών-

κλώνων είναι η χρησιμοποίηση πλάγιων (βοηθητικών) οφθαλμών και η εγκατάστασή 

τους σε θρεπτικό μέσο. Ακολούθως οι οφθαλμοί αυτοί αναπτύσσονται σε βλαστούς 

με πλάγιους οφθαλμούς που επίσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν αρχικό υλικό 

για την ανάπτυξη βλαστών. Έτσι, είναι φανερό ότι με τη διαδικασία αυτή είναι 

δυνατό να παραχθούν σε ένα σύντομο χρονικό διάστημα πολλά φυτά-κλώνοι. Η 

μεθοδολογία αυτή χρησιμοποιείται με επιτυχία για τα διακοσμητικά φυτά και τα 

άνθη. 

 

Η διαδικασία που οδηγεί από την προετοιμασία των μητρικών φυτών στον 

εγκλιματισμό των νέων φυταρίων διαιρείται σε πέντε στάδια, ονομαζόμενα και ως 

στάδια του κύκλου μικροπολλαπλασιασμού (Loreti and Morini,1982), και είναι τα 

ακόλουθα: 

 

 1ο
 Στάδιο: Προετοιμασία  πολλαπλασιαστικού υλικού. 

 2
ο
Στάδιο:Απολύμανση εκφύτων και εγκατάσταση ασηπτικής     καλλιέργειας. 

 3ο
 Στάδιο: Πολλαπλασιασμός βλαστών. 

 4ο
 Στάδιο: Ριζοβολία και προετοιμασία για ανάπτυξη in-vivo. 

 5ο
 Στάδιο: Μεταφορά και εγκλιματισμός των νεαρών φυταρίων.  

Στον ακόλουθο πίνακα παρατίθενται ορισμένες από τις τεχνικές 

ιστοκαλλιέργειας που διεξάγονται με επιτυχία σήμερα: 
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Τεχνική ιστοκαλλιέργειας Έκφυτο Τελικό αποτέλεσμα 

καλλιέργεια ολόκληρων φυτών 
σπέρματα ή/και απομονωμένα 

έμβρυα 
ανάπτυξη φυτού 

καλλιέργεια οργάνων 
ακραία μεριστώματα βλαστού, 

ρίζας, ανθήρες κ.λπ. 
ανάπτυξη και διατήρηση οργάνου 

καλλιέργεια κάλλου οποιοδήποτε φυτικό τμήμα 

παραγωγή και διατήρηση κάλλου, 
αναγέννηση φυτού, δημιουργία 

καλλιέργειας μεμονωμένων 
κυττάρων 

καλλιέργεια πρωτοπλαστών πρωτοπλάστες 
συντήρηση καλλιέργειας για 
πειραματικούς χειρισμούς 

 
Πίνακας 1.4. Τεχνικές & στόχοι ιστοκαλλιέργειας (Χατζόπουλος, 2001) 

 

 

1.5.2. Η αξιοποίηση της ιστοκαλλιέργειας σήμερα 
 

 

Μέσω της ιστοκαλλιέργειας καθίσταται εφικτή η δημιουργία μεγάλου αριθμού 

κλώνων (με τη χρησιμοποίηση μεριστωμάτων), φυτών με το ίδιο γενετικό υπόβαθρο, 

από μικρή ποσότητα αρχικού υλικού, σε σύντομο χρονικό διάστημα. Ταυτόχρονα με 

χρήση οποιουδήποτε φυτικού τμήματος, μέσω των άμορφων μαζών του κάλλου, 

πραγματοποιείται η αναγέννηση ολοκληρωμένων φυτών. Παράλληλα, επιτυγχάνεται 

ο πολλαπλασιασμός ειδών και ποικιλιών με χαμηλή ικανότητα ριζοβολίας, ο οποίος 

στο παρελθόν ήταν ιδιαίτερα δύσκολος μέσω των κλασσικών μεθόδων, καθώς και η 

δημιουργία φυτών απαλλαγμένων από ασθένειες ή ιδιαίτερα ανθεκτικών σε αυτές 

(Loreti and Morini, 1982). Επίσης, μέσω της ιστοκαλλιέργειας πραγματοποιείται 

παραγωγή διαγονιδιακών φυτών (σε συνδυασμό με τον μετασχηματισμό των φυτών). 

Άλλωστε, δεδομένου ότι η διαδικασία της μεταφοράς του T-DNA στα φυτά 

εξαρτάται από κάποιο τραυματισμένο ιστό, η λήψη των εκφύτων από το μητρικό 

φυτό στην in vitro καλλιέργεια εμπεριέχει και την διαδικασία τραυματισμού του 

φυτικού ιστού, δηλαδή το αρχικό στάδιο αναγνώρισης του κυττάρου-στόχου από το 

Agrobacterium για τη μεταφορά και εισαγωγή του ξένου DNA. Σήμερα η in vitro 

καλλιέργεια χρησιμοποιείται για την παραγωγή πληθώρας μονοκότυλων και 

δικότυλων φυτών, μεγάλης εμπορικής αξίας. Τέλος, η ιστοκαλλιέργεια αξιοποιείται 

και στην in vitro παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών. Η αρχή στην οποία 

στηρίζεται η εφαρμογή αυτή είναι η δυνατότητα παραγωγής των μεταβολικών 

προϊόντων στα αδιαφοροποίητα φυτικά κύτταρα της ιστοκαλλιέργειας, με τρόπο 

παρόμοιο της in vivo σύνθεσης τους στα φυτικά όργανα. Μάλιστα με κατάλληλες 

τροποποιήσεις σήμερα καθίσταται εφικτή η in vitro παραγωγή μεταβολιτών 

ποσότητας, έως και 800 φορές μεγαλύτερης, από αυτήν με τις κλασσικές μεθόδους 

εκχύλισης και απόσταξης (π.χ. παραγωγή σικονίνης-αντιφλεγμονώδες). Ένα ακόμη 

πλεονέκτημα της in vitro παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών αποτελεί η 

ικανότητα λήψης προϊόντων, ανεξαρτήτως κλιματολογικών συνθηκών και εποχιακών 

διακυμάνσεων, αλλά και ελεγχόμενης χημικής σύστασης, ποιότητας και αξίας. 

 

Στις μέρες μας η τεχνική αυτή αξιοποιείται κυρίως στην παραγωγή προϊόντων 

αρωματικών φυτών, μεγάλης οικονομικής σημασίας, χρήσιμων στη βιομηχανία 

τροφίμων, ως φυσική πηγή αρώματος και γεύσης, στην φαρμακοβιομηχανία, στην 

αρωματοποιία, στην κοσμετολογία και στην γεωργία. Ενόψει της ολοένα και 

αυξανόμενης ζήτησης των προϊόντων αυτών, η in vitro παραγωγή δευτερογενών 

μεταβολιτών αποτελεί σήμερα πρόκληση για τη βιοτεχνολογία, ειδικά με στόχο την 
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επέκταση της και σε μεταβολίτες στους οποίους δεν εφαρμόζεται ακόμα, λόγω 

ελλιπούς γνώσης σχετικά με τη ρύθμιση του βιοχημικού μονοπατιού τους. 

 

1.5.3. Θρεπτικά υποστρώματα στην ιστοκαλλιέργεια 
 

 

Κατά την ιστοκαλλιέργεια, τα διάφορα έκφυτα μετά την απολύμανση τους 

μεταφέρονται ή εμβαπτίζονται υπό ασηπτικές συνθήκες σε κατάλληλο θρεπτικό 

υπόστρωμα. Η επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας είναι άμεσα εξαρτώμενη από τον τύπο 

του θρεπτικού υποστρώματος που χρησιμοποιείται. Το υπόστρωμα περιέχει μικρο- 

και μακρο-στοιχεία, βιταμίνες, αμινοξέα, τα οποία είναι απαραίτητα για την 

ανόργανη θρέψη των φυτικών κυττάρων, διάφορες φυτορμόνες (αυξίνες, κυτοκινίνες, 

γιββερελλίνες) ή ρυθμιστές αύξησης, ώστε να επιτευχθεί η αποδιαφοροποίηση των 

κυττάρων και η επαγωγή της μορφογένεσης, καθώς και έναν στερεοποιητικό 

παράγοντα (άγαρ), με σκοπό την επίτευξη της συμπαγούς μορφής του υποστρώματος. 

Ακόμη, απαραίτητος κρίνεται και ο εμπλουτισμός του υποστρώματος με κάποια πηγή 

ενέργειας, όπως η σακχαρόζη, ώστε να αυξηθεί η περιορισμένη, λόγω του λιγοστού 

διαθέσιμου διοξειδίου του άνθρακα, φωτοσυνθετική ικανότητα, αλλά και με πηγή 

αζώτου. Δύο από τα πιο δημοφιλή και ευρέως χρησιμοποιούμενα θρεπτικά 

υποστρώματα είναι το MS medium (Murashige and Skoog) και το B5 (Gamborg). Η 

επιλογή του κατάλληλου θρεπτικού μέσου για κάθε τύπο έκφυτου δεν είναι εύκολο 

εγχείρημα, αφού η ανταπόκριση της κάθε καλλιέργειας εξαρτάται τόσο από το 

γενετικό υπόβαθρο, το είδος, το οντογενετικό και αναπτυξιακό στάδιο του εκφύτου, 

όσο και από εξωγενείς τεχνικούς παράγοντες, οι οποίοι ποικίλουν από εργαστήριο σε 

εργαστήριο. Επομένως, απαιτείται ποσοτική και ποιοτική προσαρμογή της σύστασης 

του υποστρώματος αναλόγως την απόκριση του εκάστοτε έκφυτου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.10. Η ιστοκαλλιέργεια στην υπηρεσία της παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών (Trends in 
plant science, 2004) 
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1.5.4. Ρόλος φυτορμονών & in vitro εφαρμογές  
 

 

Για την ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση κάθε κυττάρου απαιτείται η ύπαρξη 

του κατάλληλου σήματος και η μεταφορά του στο σημείο δράσης, ώστε να 

πραγματοποιηθεί η έκφραση των κατάλληλων γονιδίων. Τέτοια σήματα μπορεί να 

είναι είτε εξωγενή, όπως το φώς, η θερμοκρασία κ.ά., είτε ενδογενή, όπως οι ορμόνες. 

Για να χαρακτηριστεί ένα βιομόριο ως 

ορμόνη πρέπει να πληροί τις εξής 

προϋποθέσεις: να συντίθεται σε μικρές 

ποσότητες, σε ένα κύτταρο, ιστό, όργανο, 

να μεταφέρεται στα άλλα κύτταρα, 

ιστούς ή όργανα, όπου δρα, και να 

απαιτούνται μικρές συγκεντρώσεις για τη 

δράση της. Με βάση τη φυσιολογική 

δράση και τη χημική τους σύσταση, οι 

φυτορµόνες διακρίνονται σε πέντε 

βασικές κατηγορίες: στους αυξητικούς 

προωθητές, όπου υπάγονται οι τρεις 

πρώτες ομάδες (αυξίνες, γιββερελλίνες, 

κυτοκινίνες), στους αυξητικούς 

αναστολείς και στην πέμπτη ομάδα, όπου 

εντάσσεται το αιθυλένιο, η μοναδική 

ορμόνη σε αέρια κατάσταση. 

 

Αναλυτικότερα, οι αυξίνες 

προάγουν την κυτταρική διαίρεση, αύξηση και διαφοροποίηση, συμμετέχοντας και 

στο μηχανισμό χαλάρωσης των κυτταρικών τοιχωμάτων για την επιμήκυνση των 

κυττάρων. Σε επίπεδο φυτού οι αυξίνες συμβάλλουν στη  ριζοβολία, στον έλεγχο της 

επάκριας κυριαρχίας, μέσω της υποκατάστασης του ακραίου οφθαλμού, σε 

αντιδράσεις τροπισµού (φωτο/γεωτροπισµού), και στην αναστολή της γήρανσης. Στις 

in vitro καλλιέργειες επάγουν την καλλογένεση και την ριζογέννεση. Όσον αφορά τις 

κυτοκινίνες συμμετέχουν και αυτές στην κυτταρική διαίρεση και αύξηση, σε 

συνέργεια με τις αυξίνες, στην αύξηση του ελάσµατος των φύλλων, στην δημιουργία 

χλωροπλαστών, στην έκπτυξη και αύξηση των πλάγιων οφθαλµών, στη ρύθμιση του 

ανοίγματος των στοµατίων, ενώ σε in vitro καλλιέργειες ή κάλλους επάγουν τη 

βλαστογέννεση. 

 

Οι πιο διαδεδομένες σε χρήση αυξίνες είναι οι ενδογενείς ινδολ-3-οξικό οξύ –

ΙΑΑ (με πρόδρομο μόριο την τρυπτοφάνη), και ινδολ-3-βουτυρικό οξύ –ΙΒΑ, καθώς 

και οι συνθετικές 2,4 διχλωροφαινοξυ-οξικό οξύ και 1-ναφθαλινοξικό οξύ-ΝΑΑ. 

Αντίστοιχα οι κυτοκινίνες, παράγωγα της αδενίνης στο Ν
6
,  που χρησιμοποιούνται 

εκτενώς είναι οι ζεατίνη και οι συνθετικές βενζυλαδενίνη -ΒΑ και κινετίνη. 

Καθοριστικό παράγοντα στην εξέλιξη μιας καλλιέργειας διαδραματίζει ο λόγος των 

συγκεντρώσεων αυξίνης/κυτοκινίνης. Συγκεκριμένα, όταν ο λόγος 

αυξίνης/κυτοκινίνης είναι υψηλός επάγεται η δημιουργία κάλλου και ρίζας, ενώ  όταν 

είναι χαμηλός επάγεται η βλαστογένεση. 

 

 

 

Εικόνα 1.11. Χημική δομή φυτορμονών  

(Davies, 2004) 
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1.5.5. Ιστοκαλλιέργεια & Το γένος Salvia  
 

 
Στην ενότητα αυτή παρουσιάζονται επιγραμματικά ορισμένες εφαρμογές της 

ιστοκαλλιέργειας σε είδη του γένους Salvia. 
 

Από τις πιο χαρακτηριστικές μελέτες είναι αυτή των LIU W. et al (1999), όπου 

πραγματοποιήθηκε η λήψη αναγεννημένων φυτών Salvia sclarea, μέσω των 

διαδικασιών της καλλογένεσης και της οργανογένεσης. Ως έκφυτα χρησιμοποιήθηκαν 

κοτυληδόνες ζυγωτικών φυτικών εμβρύων. Η καλλογένεση επιτεύχθηκε με χρήση 

2,4-D, η βλαστογέννεση πραγματοποιήθηκε είτε μέσω κάλλου, είτε άμεσα από το 

έκφυτο, με την συνδυασμένη χρήση των IAA ή NAA, BA και γιβερελλινικού οξέος 

(GA3), ενώ τέλος η ριζοβολία με την συνδυασμένη χρήση των IAA και BA. Έκτος 

από τον σχηματισμό κάλλου παρατηρήθηκε και η δημιουργία μιας σφαιρικής 

συμπαγούς, λείας δομής, παρόμοιας μορφολογικά με αρχικού σταδίου σωματικό 

έμβρυο. Ωστόσο ο ιστός αυτός δεν εμφάνισε εμβρυογενετικά χαρακτηριστικά, 

δηλαδή μετά από την μεταφορά του σε κατάλληλα θρεπτικά υποστρώματα δεν 

προέκυψαν ώριμα σωματικά έμβρυα. Αντίθετα εμφάνισε οργανογεννετικές ιδιότητες 

(«organogenic tissue») καθώς, η μεταφορά του σε υπόστρωμα βλαστογέννεσης είχε 

ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό δομών όμοιων με οφθαλμούς («shoot bud-like»), από 

τους οποίους εν συνεχεία αναπτύχθηκαν βλαστοί. Ακολούθησε η επαγωγή ριζοβολίας 

και τελικά η λήψη πλήρως αναγεννημένων φυτών. 

 

Ακόμη, με στόχο τη μελέτη του βαθμού επίδρασης του γενότυπου στην 

καλλογένεση και στον σχηματισμό του οργανογεννετικού ιστού, τα έκφυτα που 

χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από τέσσερεις σειρές. Σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα, το ποσοστό καλλογένεσης, η ταχύτητα σχηματισμού τόσο του 

κάλλου, όσο και του οργανογεννετικού ιστού αλλά και ο ρυθμός οργανογέννεσης 

διέφεραν στατιστικά σημαντικά μεταξύ των τεσσάρων σειρών. Επιπρόσθετα 

σημειώθηκε άμεση συσχέτιση του ρυθμού εμφάνισης του οργανογεννετικού ιστού 

και των επιπέδων της χορηγούμενης αυξίνης, καθώς αύξηση της συγκέντρωσής της 

οδήγησε στη μείωση του ρυθμού, ενώ έδρασε επικουρικά στον σχηματισμό κάλλου. 

Έπειτα, σε μελέτη των Kintzios et al. (1996, 1998) όπου πραγματοποιήθηκε 

καλλογένεση και επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης από έκφυτα των φυτών Salvia 

officinalis και Salvia fruticosa καταδεικνύεται η διαφοροποίηση στην απόκριση 

μεταξύ των δύο ειδών. Αρχικά παρατηρήθηκε ότι μόνο έκφυτα από νεαρά φυτά 

ανταποκρίθηκαν στους χειρισμούς, ενώ η βέλτιστη επίδραση σημειώθηκε σε 

συνθήκες χαμηλού φωτισμού. Παράλληλα για τις ίδιες συνθήκες καλλιέργειας και 

τους ίδιους χειρισμούς, η καλλογένεση ακολούθησε ταχύτερο ρυθμό στο φυτό 

S.fruticosa, και μάλιστα μόνο σε αυτό το ποσοστό καλλογένεσης έφτασε στο 95–

100%. Ακόμη, στο φυτό S. officinalis ο σχηματισμός κάλλου επιτεύχθηκε 

αποκλειστικά και μόνο κατά την εφαρμογή ίσης συγκέντρωσης αυξίνης κυτοκινίνης, 

είτε στην μέγιστη (18μM), είτε στην ελάχιστη τιμή (1.8 μM). Ίδια εικόνα 

παρατηρήθηκε και κατά την διαδικασία της σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

Ακόμη, ιδιαίτερα σημαντική κρίνεται η επίτευξη της ανάπτυξη ενός 

αποτελεσματικού πρωτοκόλλου για τον in vitro μικροπολλαπλασιασμό,  με στόχο την 

λήψη φυτών «πλουσιότερων» σε αιθέριο έλαιο, σε σύγκριση με τα παραγόμενα με τις 

κλασσικές μεθόδους. Σε σχετική μελέτη στο φυτό Salvia fruticosa χρησιμοποιήθηκαν 

ως έκφυτα κορυφαίοι βλαστοί και γόνατα από in vitro ανεπτυγμένα φυτά, τα οποία 

μεταφέρθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα MS. Για την επιτεύξη της βλαστογέννεσης 
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στο θρεπτικό υπόστρωμα προστέθηκε η ορμόνη ΒΑ (0.75μΜ), ενώ για την ριζοβολία 

η ορμόνη IBA (2.7μM). Στη εργασία αυτή εκτελέστηκε συγκριτική μελέτη διαφόρων 

θρεπτικών υποστρωμάτων και ποικίλων ορμονών, σε διαφόρους συνδιασμούς, για να 

εξαχθεί το συμπέρασμα ότι οι παραπάνω ήταν και οι καταλληλότεροι. Σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα της αέριας χρωματογραφίας, τα ποσοστά των βασικότερων τερπενίων 

του αιθέριου ελαίου (1,8 κινεόλη, καμφορά, βορνεόλη, β-πιπένιο) στα in vitro φυτά 

εντοπίστηκαν σημαντικά υψηλότερα (Naser A.et al., 2003). 

 

 Παράλληλα, στην εργασία των Banthorpe et al. (1990) πραγματοποιήθηκε 

καλλογένεση και εγκαθίδρυση  κυτταροκαλλιέργειας από έκφυτα βλαστού Salvia 

sclarea, με στόχο την μελέτη της in vitro συσσώρευσης της σκλαρεόλης. Η 

συσσώρευση της σκλαρεόλης στις κυτταροκαλλιέργειες, ύστερα από κατάλληλους 

χειρισμούς επιτεύχθηκε με ρυθμούς 0.2 - 6% (μg/g per day) των ρυθμών των 

πατρικών φυτών, με τη μέγιστη τιμή να καταγράφεται με την έναρξη της εκθετικής 

φάσης ανάπτυξης. Μάλιστα προσθήκη της ορμόνης 2,4-D οδήγησε τόσο στον 

ταχύτερο σχηματισμό κάλλου, όσο και σε μεγαλύτερες αποδόσεις του διτερπενίου, σε 

σύγκριση με την ΝΑΑ. Στη μελέτη αυτή καταγράφεται μεν η σαφής δράση in callo 

των ενζύμων που ευθύνονται για την σύνθεση της σκλαρεόλης, ωστόσο το μειωμένο 

ποσοστό σε σχέση με τα πατρικά φυτά αποδίδεται στο γεγονός ότι η σύνθεση του 

μορίου ενδεχομένως να επιτελείται σε συγκεκριμένα φυτικά τμήματα. Πολυάριθμες 

μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί και με στόχο την παραγωγή μετασχηματισμένων 

φυτών μέσω του Agrobacterium tumefaciens. 

 

Αξιοσημείωτη είναι η καθιέρωση του πρώτου ολοκληρωμένου πρωτόκολλου 

μετασχηματισμού σε έκφυτα φύλλου Salvia miltiorrhiza, όπου αρχικά 

πραγματοποιήθηκε καλλιέργεια σε υπόστρωμα εμπλουτισμένο με BAP και NAA, 

επιλογή μέσω καναμυκίνης και κεφοταξίμης  και τέλος επιβεβαίωση του 

μετασχηματισμού μέσω PCR, ανάλυσης κατά Southern και ιστοχημικών δοκιμασιών 

GUS (Ya-ping Yan et al., 2007). Τέλος, τα τελευταία χρόνια εντείνεται όλο και 

περισσότερο το ενδιαφέρον για την in vitro παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών 

από φυτά του γένους Salvia, μέσω μετασχηματισμού με τη χρήση στελεχών του 

Agrobacterium rhizogenes («hairy root cultures»). Σε καλλιέργειες φυτών S.sclarea 

σε βιοαντιδραστήρες πραγματοποιήθηκε παραγωγή σημαντικά υψηλών ποσοτήτων 

διτερπενίων και τριτερπενίων αλλά και η περαιτέρω αύξηση της συγκέντρωσής τους, 

με χρήση παραγώγων του γιασμονικού οξέος (Łukasz Kuz΄ma et al., 2005, 2009), ενώ 

σχετικά πρόσφατα σημειώθηκε και η πρώτη επιτυχής απόπειρα παραγωγής 

τριτερπενίων από ριζογεννή κάλλο (Ya-ping Yan et al., 2007). 
 
 

1.6. ΣΚΟΠΟΣ 
 
 

Ο σκοπός της παρούσας πειραματικής εργασίας είναι η συγκριτική μελέτη των 

επιπέδων έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται σε μονοπάτια του δευτερογενούς 

μεταβολισμού (βιοσύνθεση μονοτερπενίων, διτερπενίων, φλαβονοειδών) σε 

τέσσερεις διαφορετικούς ιστούς του φυτού Salvia sclarea: στο φύλλο, στα 

τριχώματα, στο φύλλο απουσία τριχωμάτων και σε κάλλο, μέσω των διαδικασιών της 

απομόνωσης ολικού RNA και της «semiquantitative» (ηπιποσοτικής) RT-PCR. 

Παράλληλα, με την χρήση κατάλληλων τεχνικών ιστοκαλλιέργειας, στόχος είναι η 

δημιουργία κάλλου και τελικά η λήψη αναγεννημένων φυτών. 
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2. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 

2.1. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
 

 

Το υλικό που χρησιμοποιήθηκε προήλθε από φυτά του είδους Salvia sclarea, τα 

οποία στάλθηκαν από την ελληνική εταιρεία ΒΙΤΡΟ ΕΛΛΑΣ Α.Ε. και εν συνεχεία 

φυλάσσονταν σε θάλαμο ανάπτυξης σταθερών συνθηκών (θερμοκρασία 22
0
C και 

φωτοπερίοδο 16 ώρες φως/8 ώρες σκοτάδι) του εργαστηρίου Μοριακής Βιολογίας. Η 

λειοτρίβιση των νεαρών φύλλων εκτελέστηκε με χρήση υγρού αζώτου και το 

συλλεγόμενο δείγμα RNA είναι προϊόν νέας κάθε φοράς απομόνωσης. Η απομόνωση 

του τριχωμάτος από τα νεαρά φύλλα πραγματοποιήθηκε με χρήση υγρού αζώτου και 

πινέλου ζωγραφικής, με ιδιαίτερη προσοχή προς αποφυγή λήψης και άλλων 

επιδερμικών κυττάρων. Για την πιστοποίηση της καθαρότητάς του, το δείγμα 

εξετάστηκε και με χρήση στερεοσκοπίου, ώστε να απομακρυνθούν τυχόν προσμίξεις. 

Το υλικό του τριχώματος ήταν κάθε φορά αποτέλεσμα νέας λήψης και εκ νέου 

εκχύλισης RNA, ώστε το χρησιμοποιούμενο δείγμα να είναι πάντα φρέσκο.  

 

 

2.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ & ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ 

ΟΞΕΩΝ 
 

 

2.2.1. Πρωτόκολλο απομόνωσης ολικού RNA-phenol/chloroform 

extraction 
 

 

1. Λειοτρίβιση ιστού σε υγρό άζωτο και μεταφορά σε eppendorf tube  

2. Προσθήκη 500μl διαλύματος απομόνωσης στο eppendorf tube για κάθε 0,5g 

ιστού 

3. Προσθήκη 500μl φαινόλης  

4. Ισχυρή ανάδευση (vortex 1 λεπτό) 

5. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

6. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

7. Προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης  

8. Ισχυρή ανάδευση (vortex 1 λεπτό) 

9. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

10. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

11. Προσθήκη ίσου όγκου διαλύματος 1:1 (φαινόλης)/(SEVAG:(24:1) 

χλωροφόρμιου:ισοαμυλικής αλκοόλης) 

12. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

13. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

14. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

15. Επανάληψη βημάτων 11-14 

16. Προσθήκη ίσου όγκου SEVAG  

17. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

18. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 3,5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  
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19. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

20. Επανάληψη βημάτων 16-19 

21. Προσθήκη 2.5 όγκων (παγωμένης) 100% αιθανόλης και 1/10 του όγκου 

CH3COONa 3M (pH 4.8) 

22. Ήπια ανάδευση με το χέρι 20-30 φορές  

23. Φύλαξη δείγματος στους -20
o 
C για 16-18 ώρες (overnight) 

24. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό στους 4
ο
C για 30 λεπτά 

25. Απόρριψη υπερκειμένου και στέγνωμα του ιζήματος 

26. Επαναιώρηση του ιζήματος σε αποστειρωμένο ddH2O 

27. Φύλαξη δείγματος στους -80
0
C 

 

 

2.2.2. Πρωτόκολλο απομόνωσης ολικού RNA-CTAB extraction 

S(short) 
 

 
Το εν λόγω πρωτόκολλο αποτελεί τροποποίηση του πρωτοκόλλου από την αναφορά των 

Banilas et al. , 2011. 

 

 

1. Λειοτρίβιση ιστού σε υγρό άζωτο και μεταφορά σε eppendorf tube  

2. Προθέρμανση του ρυθμιστικού διαλύματος ΕΒ (RNA extraction buffer) σε 

υδατόλουτρο στους 65
ο
C  

3. Προσθήκη 500μl (EB) για κάθε 0,5g ιστού στο eppendorf tube  

4. Έντονη ανάδευση και επώαση στους 65
0
C για 5 λεπτά 

5. Προσθήκη ίσου όγκου (500μl)  SEVAG (24:1) χλωροφόρμιου:ισοαμυλικής 

αλκοόλης) 

6. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

7. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

8. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

9. Προσθήκη ίσου όγκου SEVAG 

10. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

11. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 3,5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

12. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

13. Προσθήκη ίσου όγκου SEVAG 

14. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

15. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 3,5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

16. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

17. Προσθήκη ½ του όγκου 5M NaCl 

18. Προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης 

19. Ήπια ανάδευση με το χέρι 15-20 φορές 

20. Επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

21. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

22. Απόρριψη υπερκειμένου 

23. Ξέπλυμα του ιζήματος με 75% αιθανόλη (παγωμένη) 

24. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

25. Απόρριψη αιθανόλης και στέγνωμα του ιζήματος 

26. Επαναιώρηση του ιζήματος σε αποστειρωμένο ddH2O 

27. Φύλαξη δείγματος στους -80
0
C 
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2.2.3. Πρωτόκολλο απομόνωσης ολικού RNA-CTAB extraction 

L(long) 
 

 

1. Λειοτρίβιση ιστού σε υγρό άζωτο και μεταφορά σε eppendorf tube  

2. Προθέρμανση του ρυθμιστικού διαλύματος ΕΒ (RNA extraction buffer) σε 

υδατόλουτρο στους 65
ο
C  

3. Προσθήκη 500μl (EB) για κάθε 0,5g ιστού στο eppendorf tube  

4. Έντονη ανάδευση και επώαση στους 65
0
C για 5 λεπτά 

5. Προσθήκη ίσου όγκου (500μl) SEVAG (24:1) χλωροφόρμιου:ισοαμυλικής 

αλκοόλης)  

6. Έντονη ανάδευση με το χέρι 

7. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

8. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

9. Προσθήκη 1/5 του όγκου διαλύματος 5% CTAB 

10. Προσθήκη ίσου όγκου SEVAG 

11. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

12. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 4 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

13. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

14. Προσθήκη 1,3 όγκων CTAB Precipitation buffer (1%w/v)  

15. Ήπια ανάδευση με το χέρι 

16. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

17. Απόρριψη υπερκειμένου 

18. Επαναιώρηση του ιζήματος σε 100μl CTAB Resuspension buffer  

19. Προσθήκη 2 όγκων (παγωμένης) 100% αιθανόλης 

20. Ήπια ανάδευση  

21. Επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

22. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

23. Απόρριψη υπερκειμένου και στέγνωμα του ιζήματος 

24. Επαναιώρηση του ιζήματος σε 400μl αποστειρωμένο ddH2O 

25. Προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης και έντονη ανάδευση (vortex 1 λεπτό) 

26. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

27. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

28. Προσθήκη ίσου όγκου διαλύματος 1:1 (φαινόλης)/(SEVAG)  

29. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

30. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

31. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

32. Προσθήκη ίσου όγκου SEVAG  

33. Ισχυρή ανάδευση με το χέρι 

34. Φυγοκέντρηση στις 13000 στρ/λεπτό για 3,5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου  

35. Μεταφορά υπερκειμένου σε καθαρό eppendorf tube 

36. Προσθήκη 2.5 όγκων (παγωμένης) 100% αιθανόλης και 1/10 του όγκου 

CH3COONa 3M (pH 4.8) 

37. Ήπια ανάδευση με το χέρι 20-30 φορές  

38. Φύλαξη δείγματος στους -20
o 
C για 16-18 ώρες (overnight) 

39. Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό στους 4
ο
C για 30 λεπτά 

40. Απόρριψη υπερκειμένου και στέγνωμα του ιζήματος 

41. Επαναιώρηση του ιζήματος σε αποστειρωμένο ddH2O 

42. Φύλαξη δείγματος στους -80
0
C 
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2.3. ΑΝΑΛΥΣΗ & ΠΡΟΣΔΙΟΡΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ 

ΟΞΕΩΝ 
 

 

2.3.1. Ανάλυση νουκλεϊκών οξέων σε πηκτή (gel) αγαρόζης 
 

 

Η ηλεκτροφόρηση είναι η ηλεκτροχημική μέθοδος διαχωρισμού ηλεκτρικά 

φορτισμένων μορίων από ένα μίγμα. Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στην ικανότητα 

μετακίνησης των μορίων αυτών διαμέσου ενός πορώδους υλικού (π.χ. πηκτή 

αγαρόζης), με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου.  Η οπτικοποίηση των νουκλεϊνικών 

οξέων επιτυγχάνεται με την χρήση του βρωμιούχου αιθιδίου, χάρη στην ιδιότητα 

φθορισμού της χρωστικής αυτής, παρουσία υπεριώδους φωτός, καθώς παρεμβάλλεται 

μεταξύ των βάσεων. 

 

 Τοποθέτηση της κατάλληλης ποσότητας αγαρόζης (ανάλογα με την επιθυμητή 

% σύσταση του gel), σε αντίστοιχο όγκο νερού (w/v) 

 Σύντομη θέρμανση σε φούρνο μικροκυμάτων μέχρι την πλήρη διάλυση της 

αγαρόζης 

 Προσθήκη ποσότητας πυκνού ΤΑΕ τελικής συγκέντρωσης 1x  

 Ήπια ανάδευση 

 Προσθήκη βρωμιούχου αιθιδίου τελικής συγκέντρωσης 0.5μg/ml 

 Τοποθέτηση σε κατάλληλο καλούπι της συσκευής ηλεκτροφόρησης 

(προηγείται η προσάρτηση της ανάλογης χτένας για τον σχηματισμό θέσεων 

προσθήκης διαλύματος νουκλεϊκών οξέων) 

 Στερεοποίηση σε θερμοκρασία δωματίου 

 Προσεκτική αφαίρεση της χτένας, τοποθέτηση του καλουπιού στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και πλήρωση της συσκευής με ρυθμιστικό διάλυμα 1X TAE 

 Προσθήκη κατάλληλης χρωστικής (loading dye) στα προς ανάλυση δείγματα 

και τοποθέτηση της επιθυμητής, από αυτά, ποσότητας στις ειδικές θέσεις του 

gel αγαρόζης 

 Εφαρμογή συνεχούς τάσης 50-120V 

 Παρατήρηση του gel αγαρόζης παρουσία υπεριώδους ακτινοβολίας 

 

 

 

 

 

 

Σύσταση  ρυθμιστικού διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης 

πυκνό TAE 20ml 

βρωμιούχο 

αιθίδιο (EtBr) 
50μl 

H2O 980 ml 

Τελικός όγκος 1000 ml 

Σύσταση πηκτής αγαρόζης 1% 

αγαρόζη 1g 

πυκνό TAE 2ml 

βρωμιούχο 

αιθίδιο (EtBr) 
5μl 

H2O 98 ml 

Τελικός όγκος 100 ml 

Πίνακας 2.1. Σύσταση πηκτής αγαρόζης Πίνακας 2.2. Σύσταση ρυθμιστικού διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης 
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2.3.2. Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης 

νουκλεϊνικών οξέων 
 

 

Αξιόπιστη και  σχετικά απλή μέθοδο προσδιορισμού της συγκέντρωσης των 

νουκλεϊνικών οξέων, ενός δείγματος αποτελεί η μέτρηση της οπτικής πυκνότητας 

(Optical Density, O.D.).  Τα νουκλεϊνικά οξέα, εξαιτίας των αζωτούχων βάσεων 

εμφανίζουν την μέγιστη απορρόφηση σε μήκος κύματος 260nm. Αντίθετα, σε μήκος 

κύματος 280nm μέγιστη απορρόφηση επιδεικνύουν οι πρωτεΐνες, ενώ σε μήκος 

κύματος 240nm τα φαινολικά παράγωγα. Για την εκτίμηση της καθαρότητας του 

δείγματος, ως προς τις προσμίξεις από πρωτεΐνες και φαινολικά χρησιμοποιούνται οι 

λόγοι O.D.260/O.D.280  και O.D.260/O.D.240 αντίστοιχα. Ιδανικοί λόγοι θεωρούνται οι 

τιμές 1,8 για το DNA και 2 για το RNA. Για την διεξαγωγή των μετρήσεων 

χρησιμοποιήθηκε το φασματοφωτόμετρο U-1100 της Hitachi.  

 

Η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων υπολογίζεται με βάση τον τύπο των 

Beer-Lambert: 

 

C (μg/ml) = O.D. (260) x α x D.F. 

 
Όπου: 

 ως α ορίζεται η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων, η οποία προκύπτει όταν 

O.D.260 = 1. Για καθαρό δείγμα DNA, α = 50μg/ml και για καθαρό δείγμα RNA, α = 

40μg/ml. 

 ως D.F. ορίζεται ο συντελεστής αραίωσης και ισοδυναμεί με την αραίωση του 

δείγματος που εφαρμόστηκε για τη λήψη των μετρήσεων. 
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2.4. ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 
 

 

2.4.1. Αντίδραση με DNase 
 

 

Καθοριστικής σημασίας βήμα, το οποίο έπεται της απομόνωσης ολικού RNA  

ενός δείγματος είναι η καταστροφή του περιεχόμενου DNA, με στόχο την αποφυγή 

εσφαλμένης χρήσης του, ως μήτρα στις ακόλουθες αντιδράσεις PCR. Η διαδικασία 

αυτή επιτελείται με χρήση του ενζύμου RQ1 RNase-Free DNase (1u/μl).  

 

Στον ακόλουθο πίνακα παρατίθενται τα συστατικά και οι απαιτούμενες 

ποσότητες όλων των αντιδράσεων που πραγματοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. 

Τα δείγματα εν συνεχεία χρησιμοποιήθηκαν σε αντιδράσεις (RT-PCR), με τους 

εκκινητές  oligo dT, REV-sp1, REV-sp2 και REV-spTotal αντίστοιχα, οι οποίοι 

περιγράφονται στο παράρτημα 3, στο τέλος του κεφαλαίου.  

 

 

 Η αντίδραση λαμβάνει χώρα στους 37
ο
C για 1 ώρα σε αποστειρωμένο 

eppendorf tube.  

 Λίγο πριν την ολοκλήρωση της αντίδρασης (στα 55 λεπτά περίπου) 

προστίθενται 2 μl ενζύμου RQ1 DNase και η αντίδραση συνεχίζεται στις ίδιες 

συνθήκες για 20 λεπτά ακόμη. 

 Μετά το πέρας της αντίδρασης, ο όγκος του δείγματος αυξάνεται στα 400μl 

με την προσθήκη αποστειρωμένου ddH2O. 

 Πραγματοποιείται καθαρισμός με φαινόλη/sevag, κατακρήμνιση του ολικού 

RNA, ελεύθερου πλέον  από DNA, με αιθανόλη και CH3COONa 3M, και 

επαναιώρηση του ιζήματος, όπως περιγράφεται στην ενότητα 

«phenol/chloroform extraction». 

 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση του δείγματος σε gel αγαρόζης, προς επιβεβαίωση 

της καταστροφής του DNA και της διατήρησης της ακεραιότητας του RNA, 

καθώς και εκ νέου φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της τελικής 

συγκέντρωσης του RNA. 

 Φύλαξη δείγματος στους -80
0
C 

Ιστός 
ΦΥΛΛΟ 

(oligo dT, REV-sp1, REV-sp2) 

ΚΑΛΛΟΣ 
(oligo dT) 

ΤΡΙΧΑ 
(REV-spTotal) 

ΦΥΛΛΟ 
(REV-spTotal) 

Συστατικά Όγκος 

Νουκλεϊνικά οξέα 
14 μl 

(7,5μg) 

18 μl 

(7,9μg) 

17 μl 

(7,5μg) 
9 μl (7,5μg) 13 μl (5μg) 13 μl (5μg) 

Ρυθμιστικό Διάλυμα 

(RQ1 buffer 10x) 
7 μl 7 μl 7 μl 7 μl 7 μl 7 μl 

Ένζυμο RQ1 DNase 
5 μl 

(1u/μl) 

5 μl 

(1u/μl) 

5 μl 

(1u/μl) 
5 μl (1u/μl) 

2,5 μl 

(2u/μl) 

2,5 μl 

(2u/μl) 

Ένζυμο αναστολέας 

RNase Out 
1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 

ddH2O 43 μl 39 μl 40 μl 48 μl 46,5 μl 46,5 μl 

Τελικός όγκος 

αντίδρασης 
70 μl 70 μl 70 μl 70 μl 70 μl 70 μl 

Πίνακας 2.3. Συστατικά αντίδρασης με DNAase 
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2.4.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με αντίστροφη 

μεταγραφάση (RT-PCR) 
 

 

Για τον προσδιορισμό, καθώς και την συγκριτική μελέτη των επιπέδων 

έκφρασης των επιθυμητών γονιδίων εφαρμόστηκε η τεχνική της RT-PCR (reverse 

transcription-PCR). Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στην ικανότητα του ενζύμου 

αντιστροφή μεταγραφάση να συνθέσει cDNA μόρια, με μήτρα mRNA. Η διαδικασία 

ολοκληρώνεται σε δύο στάδια, με χρήση του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση 

Superscript ll (200u/μl). Ως μήτρα χρησιμοποιούνται 1,5μg ολικού RΝΑ- DNA free, 

το οποίο προέκυψε από την προαναφερθείσα  αντίδραση με DNase. Για την σύνθεση 

της πρώτης αλυσίδας χρησιμοποιούνται ανά περίπτωση, είτε ο oligo dT εκκινητής, 

είτε οι εξειδικευμένοι εκκινητές REV-sp1, REV-sp2 και REV-spTotal, οι οποίοι 

περιγράφονται στο παράρτημα 3, στο τέλος του κεφαλαίου. 

 

 

Διαδικασία πρώτου σταδίου 

 

 Τοποθέτηση των παρακάτω συστατικών σε αποστειρωμένο eppendorf tube 

 

Ιστός ΦΥΛΛΟ ΚΑΛΛΟΣ ΤΡΙΧΑ ΦΥΛΛΟ 

Συστατικά Όγκος 

Ολικό RΝΑ- 

DNA free 
11 μl 11 μl 11 μl 5 μl 10,5 μl 10,5 μl 

Εκκινητές για 

ανάστροφη 

μεταγραφή 

oligo dT 

(25μΜ) 
4 μl 

REV-sp1 

(12,5μΜ) 

6 μl 

REV-sp2 

(12,5μΜ) 

6 μl 

oligo dT 

(25μΜ) 
4 μl 

REV-

spTotal 

(100μΜ) 

8 μl 

REV-

spTotal 

(100μΜ) 

8 μl 

dNTPs 

(10mM) 
1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,6 μl 1,6 μl 

ddH2O 2 μl - - 8 μl - - 

Όγκος 

πρώτου 

σταδίου 

18,5 μl 18,5 μl 18,5 μl 18,5 μl 20,1 μl 20,1 μl 

 

  

 

 Ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 30 

δευτερόλεπτα  

 Επώαση στους 65
ο
C για 5 λεπτά 

 Μεταφορά του eppendorf tube σε πάγο για 2 λεπτά  

 Φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό για 30 sec 

 Μεταφορά του eppendorf tube σε πάγο 

 

 

Διαδικασία δεύτερου σταδίου 

 

 Τοποθέτηση των παρακάτω συστατικών στο ίδιο eppendorf tube, κατά 

αντιστοιχία δειγμάτων 

 

 

Πίνακας 2.4. Συστατικά 1
ου

 σταδίου RT-PCR 
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Ιστός ΦΥΛΛΟ ΚΑΛΛΟΣ ΤΡΙΧΑ ΦΥΛΛΟ 

Συστατικά Όγκος 

5x ρυθμιστικό 

διάλυμα (first 

strand buffer) 

6 μl 6 μl 6 μl 6 μl 6,4 μl 6,4 μl 

DTT (100mM) 3 μl 3 μl 3 μl 3 μl 3,2 μl 3,2 μl 

Αντίστροφη 

Μεταγραφάση 

Superscript ΙΙ 

(200u/μl) 

1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 

Ένζυμο 

αναστολέας  

RNase Out 

(40u/μl) 

1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 

Όγκος δεύτερου 

σταδίου 
11,5 μl 11,5 μl 11,5 μl 11,5 μl 12,1 μl 12,1 μl 

Τελικός όγκος 

αντίδρασης 
30 μl 30 μl 30 μl 30 μl 32,2 μl 32,2 μl 

 

 

 Ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό 30 δευτερόλεπτα  

 Επώαση στου 42
ο
C για 1 ώρα 

 Επώαση στους 70
ο
C για 15 λεπτά 

 Μεταφορά του eppendorf tube σε πάγο για τον τερματισμό της αντίδρασης 

 Αραίωση του δείγματος στο 1/5  

 Αποθήκευση δείγματος στους -20
o
 C 

 

    

2.4.3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction)  αποτελεί 

μια υψηλής ευαισθησίας,  in-vitro  ενζυμική μέθοδο εκθετικού πολλαπλασιασμού 

DNA αλληλουχιών. Η αντίδραση διεξάγεται με τη βοήθεια του ενζύμου Taq DNA 

Polymerase, το οποίο προέρχεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus και 

διαθέτει την ικανότητα να διατηρεί την ενεργότητά του ακόμη και σε θερμοκρασία 

95
ο
 C. Ακόμη στην αντίδραση απαιτείται ζευγάρι ειδικά σχεδιασμένων 

ολιγονουκλεοτιδίων-εκκινητών (primers), συμπληρωματικών στις αλληλουχίες των 

άκρων του προς ενίσχυση τμήματος DNA. Η διαδικασία πραγματοποιείται σε 

κατάλληλη συσκευή-θερµικό κυκλοποιητή.  

 

PCR με μήτρα cDNA 

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιείται το ένζυμο DreamTaq DNA Polymerase 

(5 u/μl), για την ενίσχυση των τμημάτων των επιθυμητών γονιδίων, ενώ ως μήτρα 

προστίθενται κάθε φόρα 20 ng cDNA. Στις δοκιμές χρησιμοποιήθηκε cDNA από τις 

πέντε RT-PCR αντιδράσεις (με τους εκκινητές oligo dT, REV-sp1, REV-sp2, REV-

spTotal). 

 

 

Πίνακας 2.5. Συστατικά 2
ου

 σταδίου RT-PCR 
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Διαδικασία  

 

Όλες
[1]

 οι αντιδράσεις εκτελούνται με βάση το παρακάτω πρωτόκολλο: 

 

 Τοποθέτηση των παρακάτω συστατικών σε αποστειρωμένο eppendorf tube 

 

Συστατικά Όγκος 

cDNA 2 μl 

Ρυθμιστικό Διάλυμα (10X DreamTaq Buffer) 5 μl 

dNTPs (2mM) 5 μl 

Ευθύς εκκινητής (5μΜ) 5 μl 

Ανάστροφος εκκινητής (5μΜ) 5 μl 

DreamTaq DNA Polymerase (5 u/μl) (1u) 0,2 μl 

ddH2O 27,8 μl 

Τελικός όγκος αντίδρασης 50 μl 

 

 

 

 Ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό 30 δευτερόλεπτα  

 Πραγματοποίηση της PCR 

 

Οι  συνθήκες και τα στάδια της PCR είναι τα εξής: 

 

Στάδιο Συνθήκες 

1 Αποδιάταξη της μήτρας στους 940C για 2 λεπτά 

2 Αποδιάταξη στους 940C για 0,30 λεπτά 

3 Υβριδισμός εκκινητών σε κατάλληλο Tm
[2] για 0,30 λεπτά 

4 Επιμήκυνση στους 720C από 0,45 -1
[3] λεπτά 

5 Τελική επιμήκυνση στους 720C για 7 λεπτά 

6 Διατήρηση στους 120C για 0,50 λεπτά 

Αριθμός 

κύκλων[4] 
30-45 

 

 

 Μεταφορά του eppendorf tube σε πάγο 

 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση του δείγματος σε gel αγαρόζης 

 Αποθήκευση δείγματος στους -20
o
 C 

 

Παρατηρήσεις 

 
[1] 

Οι αντιδράσεις διαφοροποιούνται ως προς τους εκκινητές (οι οποίοι 

περιγράφονται στο παράρτημα 2 στο τέλος του κεφαλαίου), τις συνθήκες των 

σταδίων 3 & 4 και τον αριθμό των κύκλων, καθώς διαμορφώνονται από τις 

ανάγκες ενίσχυσης του εκάστοτε γονιδίου. Στην περίπτωση όπου ο αριθμός των 

δειγμάτων είναι μεγαλύτερος παρασκευάζεται κεντρικό μείγμα (master mix) με 

όλα τα κοινά συστατικά.  

Πίνακας 2.6. Συστατικά της PCR με μήτρα cDNA 

 

Πίνακας 2.7. Στάδια & συνθήκες της PCR 
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[2]
 Η θερμοκρασία υβριδισμού καθορίζεται από τη θερμοκρασία τήξης (Tm) 

των εκκινητών, όπως υπολογίζεται βάση του τύπου:  

 Τm= 69,3 + 0,42·(G-C%) - 650/αριθμό βάσεων (μήκος) εκκινητή 
[3]

  Η χρονική διάρκεια του σταδίου επιμήκυνσης σχετίζεται με το μέγεθος του 

ενισχυόμενου τμήματος DNA, βάση των προδιαγραφών της  DreamTaq DNA 

Polymerase (1 λεπτό για προϊόντα μεγέθους ως & 2kb). 
[4]  

Ένας πλήρης κύκλος απαρτίζεται από τα στάδια 2-4. Ο αριθμός των κύκλων 

κάθε αντίδρασης διαμορφώνεται με βάση τις ανάγκες ενίσχυσης του εκάστοτε 

γονιδίου. 

 

 

PCR REAMPLIFICATION & PCR με μήτρα γονιδιωματικό DNA  

 

 Παράλληλα εκτελέστηκαν δοκιμές PCR reamplification, με μήτρα 

προϊόντα αρχικών PCR, σε κατάλληλες αραιώσεις. Ακόμη, στην παρούσα 

μελέτη χρησιμοποιήθηκε ως μήτρα και γονιδιωματικό DNA φύλλου Salvia 

sclarea, το οποίο απομονώθηκε με όμοιο τρόπο, με βάση το πρωτόκολλο CTAB 

extraction L(long). Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με το 

προαναφερθέν πρωτόκολλο (πίνακες 2.6 & 2.7) και με τα ίδια ζευγάρια 

εκκινητών για το εκάστοτε γονίδιο. 

 

 

Γονίδιο - Μάρτυρας σταθερής έκφρασης 

 

Για τον έλεγχο της ποιότητας του ολικού RNA που απομονώθηκε, ως προς την 

αποτελεσματικότητα της σύνθεσης του cDNA πραγματοποιείται αντίδραση PCR με 

κατάλληλους εκκινητές για το γονίδιο (μάρτυρα σταθερής έκφρασης) της ακτίνης. Οι 

εκκινητές είναι οι ACTIN 3-REV και ACTIN 2-FOR (παρατίθενται στο παράρτημα 

1, στο τέλος του κεφαλαίου), ενώ το μέγεθος του αναμενόμενου προϊόντος είναι 

637bp. Πραγματοποιείται έλεγχος των cDNA και των έξι RT-PCR αντιδράσεων (με 

τους εκκινητές oligo dT,REV-sp1, REV-sp2, REV-spTotal).  Όλες οι αντιδράσεις 

εκτελούνται στις ίδιες συνθήκες, με τα αντιδραστήρια και σε σταθερές ποσότητες. Ως 

μήτρα χρησιμοποιούνται 20 ng cDNA. 

 

Διαδικασία  

 

 Τοποθέτηση των παρακάτω συστατικών σε αποστειρωμένο eppendorf tube 

 

 
ΦΥΛΛΟ 

Συστατικά Όγκος 

cDNA 2 μl 

Ρυθμιστικό Διάλυμα (10X DreamTaq Buffer) 5 μl 

dNTPs (2mM) 5 μl 

ACTIN 2-FOR (4μΜ) 5 μl 

ACTIN 3-REV (4μΜ) 5 μl 

DreamTaq DNA Polymerase (5 u/μl) (1u) 0,2 μl 

ddH2O 27,8 μl 

Τελικός όγκος αντίδρασης 50 μl 

 
Πίνακας 2.8. Συστατικά της PCR για το γονίδιο της ακτίνης 
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 Ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13.000 στρ/λεπτό 30 δευτερόλεπτα  

 Πραγματοποίηση της PCR 

 

 

Οι  συνθήκες και τα στάδια της PCR είναι τα εξής: 

 

 

Στάδιο Συνθήκες 

1 Αποδιάταξη της μήτρας στους 940C για 2 λεπτά 

2 Αποδιάταξη στους 940C για 0,30 λεπτά 

3 Υβριδισμός εκκινητών σε Tm= 57 
0
C για 0,30 λεπτά 

4 Επιμήκυνση στους 720C για 1 λεπτό 

5 Τελική επιμήκυνση στους 720C για 7 λεπτά 

6 Διατήρηση στους 120C για 0,50 λεπτά 

Αριθμός 

κύκλων 
30 

 

 

 

 Μεταφορά του eppendorf tube σε πάγο 

 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση του δείγματος σε gel αγαρόζης 

 Αποθήκευση δείγματος στους -20
o
 C 

 

 

 

2.4.4. Σχεδιασμός εκκινητών επιθυμητών γονιδίων 
 

 

 Όπως προαναφέρθηκε στόχος της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη των 

επιπέδων έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων, τα οποία εμπλέκονται σε μονοπάτια 

του δευτερογενούς μεταβολισμού, στο φυτό Salvia sclarea. Για το λόγο αυτό 

επιλέχτηκαν αλληλουχίες γονιδίων του φυτού Salvia sclarea
[1] 

(Caniard A. et al., 

2012), αλλά και αλληλουχίες γνωστών γονιδίων του συγγενικού είδους Salvia 

fruticosa
[2] 

(Fani M. Chatzopoulou et al., 2010) και του φυτού Valeriana officinalis
[3]

 

(Pyle B.W.et al.,2012). Ακολούθησε ευθυγράμμιση των αλληλουχιών και σχεδιασμός 

των εκκινητών σε συντηρημένες περιοχές. Στο ακόλουθο πίνακα παρατίθενται τα εν 

λόγω γονίδια, καθώς και το βιοσυνθετικό μονοπάτι στο οποίο απαντώνται.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2.9. Στάδια & συνθήκες της PCR γα το γονίδιο της ακτίνης 
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Η κατασκευή των εκκινητών πραγματοποιήθηκε με τρόπο ώστε να πληρούνται 

οι παρακάτω προϋποθέσεις:  

 

i. Μήκος εκκινητών: το μήκος κάθε εκκινητή κυμαίνεται συνήθως μεταξύ 18-32 

νουκλεοτιδίων.  

 

ii. Περιεχόμενο G-C: αποφυγή επιλογής αλληλουχιών «πλούσιων» σε G-C. 

Μέση προτιμώμενη περιεκτικότητα 55% (50-60%). 

 

iii. Συμβατότητα στα Tm των εκκινητών: Το Tm υπολογίζεται βάση του τύπου: 

Τm= 69,3 + 0,42·(G-C%) - 650/ (μήκος) εκκινητή 

Απαιτείται ίδια περιεκτικότητα στα περιεχόμενα G-C, ώστε να εξασφαλίζεται 

η λειτουργικότητά τους σε ίδιες συνθήκες. 

ΟΝΟΜΑ 

ΓΟΝΙΔΙΟΥ 

ACCESION 
NUMBER 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ 

ΕΝΖΥΜΟΥ 
KEGG PATHWAY 

SfLTP[2] FE537054 
lipid transfer 

protein 

transfer phospholipids& 
galactolipids across 

membranes 

possible role in cutin 

deposition in the cell walls of 

certain secretory tissue 

SfCinSin1[2] DQ785793 terpene synthase Monoterpenoid biosynthesis 

SfCinSin2[2] FJ618810 terpene synthase Monoterpenoid biosynthesis 

SfBPPS1[2] FE537328 

bornyl 

diphosphate 

synthase 

Monoterpenoid biosynthesis 

SfIFR[2] GU479926 

phenylcoumaran 

benzylic ether 
reductase 

Flavonoid biosynthesis 

SfTPI[2] FE536366 
triose-phosphate 

isomerase 

Glycolysis / Gluconeogenesis 

Fructose &mannose 

metabolism 

Carbon fixation in 

photosynthetic organism 

SsLPPS[1] JQ478434 sclareol synthase Diterpenoid biosynthesis 

SsSS[1] JQ478435 sclareol synthase Diterpenoid biosynthesis 

Valeriana 

officinalis 

germacrene 

B/C/D[3] 

JQ437839 
germacrene 

synthase 
Sesquiterpenoid biosynthesis 

Πίνακας 2.10. Γονίδια & Μονοπάτια του Δευτερογενούς Μεταβολισμού (KEGG database) 
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iv. Αποφυγή εσωτερικών δομών: αποφυγή συμπληρωματικότητας αλληλουχιών 

των εκκινητών μεταξύ τους, ώστε να παρεμποδιστεί ο μεταξύ τους υβριδισμός 

και ο σχηματισμός φουρκέτας ή ομοδιμερών.  

 

v. Ειδικότητα πρόσδεσης: ύπαρξη ενός μόνο στόχου πρόσδεσης στη μήτρα για 

κάθε ζευγάρι εκκινητών, ώστε να διασφαλιστεί η ενίσχυση αποκλειστικά του 

επιθυμητού γονιδίου.  

 

 

Για τον σχεδιασμό των εκκινητών χρησιμοποιήθηκαν τα εξής προγράμματα:  

 

 ΕditSeq (DNASTAR) : sequence editor & import/export tool 

 Clustalx (v1.83) : multiple sequence alignment  

 PrimerSelect (DNASTAR) : primer design application/ adjusting mispriming 

parameters 

 GENEdoc : featured multiple sequence alignment editor/ data analysis & 

visualization 

 

 

καθώς και οι παρακάτω ιστοσελίδες/βάσεις δεδομένων:  

 

 PubMed : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed   

 NCBI/BLAST (blastn & blastx) : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

 NCBI Primer BLAST : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

 KEGG PATHWAY Database:http://www.genome.jp/kegg/pathway.html  

 Gene Ontology : http://www.geneontology.org/  

 TrichOME database: http://www.planttrichome.org/trichomedb/  
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2.5. ΧΕΙΡΙΣΜΟΙ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ  
 

 

2.5.1. Παρασκευή βασικού θρεπτικού υποστρώματος για στερεή 

καλλιέργεια 
 

 

Στην παρούσα μελέτη, ως θρεπτικό υπόστρωμα όλων των χειρισμών 

χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό διάλυμα (MS) των Murashige & Skoog, 1962. Στον 

ακόλουθο πίνακα παρατίθεται η σύσταση του θρεπτικού διαλύματος MS (Duchefa) 

 

Συστατικά 

Διαλύματος 
Σύσταση 

Ποσότητα 

σε mg/l 

Συγκέντρωση 

διαλύματος 

σε μΜ 

Μακροστοιχεία 

KNO3 

NH4NO3 

CaCl2 

MgSO4 

KH2PO4 

1900.00 

1650.00 

332.02 

180.54 

170.00 

18.79 

20.61 

2.99 

1.50 

1.25 

Μικροστοιχεία 

CoCl2.6H2O 

CuSO4.5H2O 

FeNaEDTA 

H3BO3 

KI 

MnSO4.H2O 

Na2MoO4.2H2O 

ZnSO4.7H2O 

0.025 

0.025 

36.70 

6.20 

0.83 

16.90 

0.25 

8.60 

0.11 

0.10 

100.00 

100.27 

5.00 

100.00 

1.03 

29.91 

Βιταμίνες 

Glycine 

Myo-Inositol 

Thiamine HCl 

Pyridoxine HCl 

Nicotinic acid 

2.00 

100.00 

0.10 

0.50 

0.50 

26.64 

554.94 

0.30 

2.43 

4.06 

Συνολική συγκέντρωση διαλύματος: 4405.19 mg/l 

 

 

 

Διαδικασία  

 

 Για την παρασκευή 100 ml θρεπτικού υποστρώματος πραγματοποιήθηκε 

προσθήκη των παρακάτω συστατικών σε ποτήρι ζέσεως, το οποίο βρίσκεται 

υπό συνεχή ανάδευση σε μαγνητικό αναδευτήρα: 

i. προσθήκη 100ml ddH2O με χρήση ογκομετρικού κυλίνδρου 
ii. ζύγιση σε ηλεκτρονικό ζυγό ακριβείας και προσθήκη: 

Σακχαρόζης : 2g 

ΜS : 0,44g 

MES : 0,05g 

 μέτρηση και ρύθμιση του pH με προσθήκη KOH 1Ν, ώστε να κυμαίνεται 

μεταξύ των τιμών 5,6 με 5,8 

 προσθήκη σε γυάλινη κωνική φιάλη των 250ml 0,6g αγαρόζης  

Πίνακας 2.11. Σύσταση βασικού θρεπτικού υποστρώματος ΜS της εταιρείας Duchefa 
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 μεταφορά των συστατικών στη κωνική φιάλη 

 σφράγισμα της φιάλης με διπλό φύλλο αλουμινίου 

 αποστείρωση του υποστρώματος και των tips που θα χρησιμοποιηθούν. Η 

αποστείρωση λαμβάνει χώρα σε αυτόκαυστο σε συνθήκες 121
ο
C, πίεσης 1,5 

atm για 20min. 

 

 

Σημείωση: Κρίνεται απαραίτητη η πλύση όλων των σκευών με απιονισμένο νερό πριν 

τη χρήση τους. 

 

 

2.5.2. Παρασκευή stock διαλυμάτων φυτορμονών 
 

 

Η σύσταση των stock διαλυμάτων, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζεται 

στον πίνακα που ακολουθεί. 

 

Διάλυμα φυτορμόνης Σύσταση 

2,4D 10mg 2,4D + 5 ml DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

ΝΑΑ 10mg NAA + 5 ml ddH2O+  (5-6 σταγόνες) NaOH1N 

ΒΑ 7,5mg ΒΑ + 7,5 ml DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

Kinetin 7,5mg Κinetin + 7,5 ml DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

 

 

 

Εν συνεχεία τα διαλύματα αποστειρώθηκαν με χρήση φίλτρου και 

διαμοιράστηκαν σε eppendorf tubes, τα οποία αποθηκεύτηκαν στους -20
ο
C. 

 

 

2.5.3. Παρασκευή τελικών θρεπτικών υποστρωμάτων 
 

 
Η διαδικασία παρασκευής των υποστρωμάτων εκτελείται κάτω από αυστηρά ασηπτικές 

συνθήκες, σε θάλαμο νηματικής ροής (ESCO HOOD CLASS II). 

 

 

 Αποστείρωση πιπέτας των 200μl και των 20 μl στο θάλαμο νηματικής ροής με 

χρήση UV ακτινοβολίας για 25 λεπτά 

 Μεταφορά των αποστειρωμένων θρεπτικών υποστρωμάτων στον θάλαμο 

νηματικής ροής  

 Καύση του στομίου της κωνικής φιάλης και απομάκρυνση των φύλλων 

αλουμινίου 

 Προσθήκη αντίστοιχων φυτορμονών
[1]

 με χρήση κατάλληλης πιπέτας και 

αποστειρωμένων tips 

 Ήπια ανάδευση 

 Μεταφορά υποστρωμάτων σε αποστειρωμένα τρυβλία (petri disks): 

20ml/τρυβλίο 

Πίνακας 2.12. Σύσταση stock διαλυμάτων φυτορμονών 
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 Σφράγισμα και αποθήκευση των τρυβλίων στους 4
ο
C 

 

 
[1]

 Στην εν λόγο εργασία χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικής σύστασης θρεπτικά 

υποστρώματα, τα οποία περιγράφονται στον παρακάτω πίνακα: 

 

 

Με σκοπό την δημιουργία κάλλου («callus induction medium»,CI) 

παρασκευάστηκαν τα εξής: 

 

 

Υπόστρωμα Σύσταση 

ΜS-CI 1 100 ml βασικό MS + 100μl 2,4 D 

ΜS-Cl 2 100 ml βασικό MS + 50μl 2,4 D + 10μl ΒΑ 

ΜS-Cl 3 100 ml βασικό MS + 100μl 2,4 D + 20μl ΒΑ 

ΜS-Cl 4 100 ml βασικό MS + 100μl NAA 

ΜS-Cl 5 100 ml βασικό MS + 50μl NAA + 10μl ΒΑ 

ΜS-Cl 6 100 ml βασικό MS + 100μl NAA + 20μl ΒΑ 

 

 

 

Με σκοπό τη βλαστογέννεση («shoot induction medium»,SI)  

παρασκευάστηκαν τα εξής: 

 

 

Υπόστρωμα Σύσταση 

ΜS-Sl 1 100 ml βασικό MS + 200μl ΒΑ 

ΜS-Sl 2 100 ml βασικό MS + 500μl ΒΑ 

ΜS-Sl 3 100 ml βασικό MS + 100μl BA + 5μl 2,4 D 

ΜS-Sl 4 100 ml βασικό MS + 100μl BA + 5μl ΝΑΑ 

ΜS-Sl 5 100 ml βασικό MS + 500μl ΒΑ + 25μl 2,4 D 

ΜS-Sl 6 100 ml βασικό MS + 500μl ΒΑ + 50μl 2,4 D 

ΜS-Sl 7 100 ml βασικό MS + 500μl ΒΑ+ 25μl ΝΑΑ 

ΜS-Sl 8 100 ml βασικό MS + 500μl Κinetin + 25μl 2,4 D 

ΜS-Sl 9 100 ml βασικό MS + 500μl Κinetin + 50μl 2,4 D 

ΜS-Sl 10 100 βασικό MS + 500μl Κinetin + 25μl NAA 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2.13. Σύσταση θρεπτικών υποστρωμάτων καλλογένεσης 

Πίνακας 2.14. Σύσταση θρεπτικών υποστρωμάτων βλαστογένεσης 
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2.5.4. Εγκατάσταση της καλλιέργειας 
 

 

Απολύμανση έκφυτων 

 

Ως έκφυτα στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν «leaf disks» του φυτού 

Salvia sclarea. Όλοι οι χειρισμοί (λήψη, απολύμανση, μεταφορά, ανακαλλιέργεια 

έκφυτων) πραγματοποιήθηκαν στο θάλαμο νηματικής ροής, ενώ όλα τα σκεύη 

αποστειρώθηκαν με χρήση UV ακτινοβολίας για 25 λεπτά. 

 

Η απολύμανση των έκφυτων διεξήχθη υπό ασηπτικές συνθήκες, με διαδοχικές 

εμβαπτίσεις στα παρακάτω διαλύματα:  

 

 70% v/v αιθανόλης για 30 δευτερόλεπτα  

 10% χλωρίνης εμπορίου (2,4% υποχλωριώδους νατρίου) + 0.01% Τween20 

για 15 λεπτά 

 αποστειρωμένου dd H2O για 2 λεπτά (X5 επαναλήψεις)  

 

 

Εγκατάσταση καλλιέργειας για καλλογένεση 

 

Μετά το πέρας της απολύμανσης ακολούθησε μεταφορά, με χρήση λαβίδας, 

των έκφυτων στα τρυβλία με τα αντίστοιχα θρεπτικά υποστρώματα καλλογένεσης 

(πίνακας 2.13) και σφράγισμα των τρυβλίων με parafilmTM. Τέλος, τα τρυβλία 

μεταφέρθηκαν σε ειδικό θάλαμο επώασης ελεγχόμενων συνθηκών (θερμοκρασία 

22
0
C και φωτοπερίοδο 16 ώρες φως/8 ώρες σκοτάδι). Σε κάθε περίπτωση 

εκτελέστηκε αρχικά, μεταφορά των κάλλων σε νέο υπόστρωμα κάθε μια εβδομάδα, 

για το διάστημα του πρώτου μήνα, και στην συνέχεια τεμαχισμός των κάλλων και 

ανακαλλιέργεια κάθε δύο εβδομάδες, με εξαίρεση τους κάλλους που 

χρησιμοποιήθηκαν για μέτρηση νωπού βάρους, οι οποίοι και διατηρήθηκαν ακέραιοι 

μέχρι και την όγδοη εβδομάδα. 

 

 

Εγκατάσταση καλλιέργειας για βλαστογένεση 

 

Παρόμοιες διαδικασίες ακολουθήθηκαν και για την εγκατάσταση καλλιέργειας 

για βλαστογένεση, όπου τα έκφυτα εμφυτεύτηκαν στα αντίστοιχα θρεπτικά 

υποστρώματα (πίνακας 2.14), ενώ διατηρήθηκαν στο θάλαμο επώασης στις ίδιες 

συνθήκες. Παράλληλα με τη χρήση των «leaf disks» εκτελέστηκαν και δοκιμές 

μεταφοράς κάλλων, στα υποστρώματα βλαστογένεσης.  

 

 

Παρατηρήσεις 

  

 Κατά την μεταφορά των έκφυτων καθώς και το τεμαχισμό των κάλλων η 

λαβίδα και το νυστέρι εμβαπτίζονταν και καιγόταν εκ νέου στη φλόγα λύχνου 

Bunsen. 

 Με στόχο την εύρεση της καταλληλότερης μεθόδου απολύμανσης έλαβε χώρα 

πληθώρα δοκιμών, ως προς τους χρόνους και τη σύσταση των διαλυμάτων.   
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2.5.5. Ποσοτικές & Ποιοτικές μετρήσεις 
 

 

Με σκοπό τη μελέτη της εξέλιξης της καλλογένεσης καθώς και της 

βλαστογένεσης διεξήχθησαν μετρήσεις όσον αφορά το χρονικό διάστημα εμφάνισης 

των κάλλων, το νωπό βάρος τους, το ποσοστό καλλογένεσης και βλαστογένεσης. 

Ταυτόχρονα καταγράφηκαν και ποιοτικά χαρακτηριστικά, όπως είναι η ευρωστία και 

το χρώμα των κάλλων. Ακολούθησε καταγραφή και στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων. Η παρακολούθηση της πορείας, τόσο της καλλογένεσης, όσο και της 

βλαστογένεσης πραγματοποιήθηκε μέσω της συνεχούς λήψης φωτογραφιών.  

 

 

2.6. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ & ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 
 

 

2.6.1. Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με αντίστροφη 

μεταγραφάση (RT-PCR) 
 

 Superscript 
TM  

II Reverse Transcriptase (200u/μl) : INVITROGEN 
Storage Buffer: 20mM Tris-HCl (pH 7.5), 100mM NaCl, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 0.01% 

(v/v) NP-40, 50% (v/v) glycerol 

 5x First-Strand Buffer : INVITROGEN 

250 mM Tris -HCl (pH 8.3), 15mM MgCl2, 375 mM KCl, 0.1M DTT (dithiothreitol) 

 RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40u/μl) : INVITROGEN 

Storage Buffer: 20mM Tris-HCl (pH8.0), 50mM KCl, 0.5mM EDTA, 8mM DTT, 50% (v/v) 

glycerol 

 RQ1 RNase-Free DNase (1u/μl & 2u/μl) : PROMEGA 

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

 RQ1 DNase (10x) Reaction Buffer : PROMEGA 

             400mM Tris-HCl (pH 8.0), 100mM MgSO4, 10mM CaCl2 
  

 

2.6.2. Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
 

 DreamTaq DNA Polymerase (5 u/μl): THERMO SCIENTIFIC 
Storage Buffer: 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.5% 

(v/v) Nonidet P40, 0.5% (v/v) Tween 20,  50% (v/v) glycerol 

 10X DreamTaq Buffer: THERMO SCIENTIFIC 

DreamTaq Buffer is a proprietary formulation which contains KCl and (NH4)2SO4 at a ratio 

optimized for robust performance of DreamTaq DNA Polymerase in PCR applications. 

DreamTaq Buffer also includes 20 mM MgCl2  

 

 

2.6.3. Απομόνωσης ολικού RNA-phenol/chloroform extraction  

 

 RNA extraction Buffer: 100mM Tris-HCl (pH=9.5), 0.5% w/v SDS 

 SΕVAG: (24:1 χλωροφόρμιο:ισοαμυλική αλκοόλη) 

 Φαινόλη (pH 8.0) 
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2.6.4. Απομόνωσης ολικού RNA-CTAB extraction S(short) 
 

 RNΑ Extraction buffer (EB): 20 mM EDTA pH 8.00, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1.4 M 

NaCl , 2.0 % (w/v) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 1% (w/v) PVP (πολυβινυλ-

πυρρολιδόνη), 0.2 % β-mercaptoethanol (προσθήκη πριν την χρήση) 

 SΕVAG: (24:1 χλωροφόρμιο:ισοαμυλική αλκοόλη) 

 

 

2.6.5. Απομόνωσης ολικού RNA-CTAB extraction L(long) 

 

 RNΑ Extraction buffer (EB): 20 mM EDTA pH 8.00, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1.4 M 

NaCl , 2.0 % (w/v) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 1% (w/v) PVP (πολυβινυλ-

πυρρολιδόνη), 0.2 % β-mercaptoethanol (προσθήκη πριν την χρήση) 

 Precipitation buffer: 1% (w/v) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 50 mM Tris-HCl 

pH 8.00, 10mM EDTA pH 8.00 

 Resuspension buffer: 10 mM Tris-HCl pH7.4, 1mM EDTA pH 8.00, 1M NaCl  

 5% CTAB: 5% (w/v) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 0,35 M NaCl 

 SΕVAG: (24:1 χλωροφόρμιο:ισοαμυλική αλκοόλη) 

 Φαινόλη (pH 8.0) 

 

 

2.6.6. Ηλεκτροφόρησης  νουκλεϊκών οξέων 

 

 Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ (50x): 242g/lt Tris base, 100ml/lt 0.5Μ EDTA pH=8, 57ml/lt 

CH3COOH 

 EtBr : 10mg/ml σε dH2O (διατήρηση σε σκουρόχρωμο δοχείο σε θερμοκρασία  δωματίου) 

 Loading dye: 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης (bromophenol blue), 0,25% κυανολοξυλένιο 

(xylene cyanol FF), 40% (w/v) σουκρόζη (sucrose) 

 TopVision Agarose : Thermo SCIENTIFIC 

 

 

2.6.7. Χειρισμών Ιστοκαλλιέργειας 

 

 Murashige & Skoog (MS) medium micro & macro elements including vitamins: Duchefa 

 MES monohydrate Buffer grade: AppliChem 

 Σακχαρόζη: SIGMA-ALDRICH  

 TopVision Agarose : Thermo SCIENTIFIC 

 2,4-Dichlorophenoxyacetic(2,4D) acid plant cell culture tested: SIGMA-ALDRICH 

 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) plant cell culture tested: SIGMA-ALDRICH 

 6-Benzylaminopurine (BA) plant cell culture tested: SIGMA-ALDRICH 

 Kinetin plant cell culture tested: SIGMA-ALDRICH 

 

 

2.6.8. Μοριακά βάρη φυτορμονών  
 

 2,4D: 221,04 g/mol  

 NAA: 186,2066 g/mol  

 BA: 225,24924 g/mol 

 KINETIN: 215,21 g/mol 
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2.7. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 
 

 

2.7.1. Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
 

 

Παράρτημα 1: Γονιδίου - Μάρτυρα σταθερής έκφρασης 

 
 

Παράρτημα 2: Επιθυμητών γονιδίων 
 

ΟΝΟΜΑ EKKINHTH ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 

ACTIN 3-REV 5'- ACGACCTTGATCTTCATGCTGC -3' 

ACTIN 2-FOR 5'-AAGATGACCCAAATCATGTTTGAGAC-3' 

ΟΝΟΜΑ 

EKKINHTH 
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 

ACCESION 

NUMBER 
ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ- KEGG PATHWAY 

LTP-REV 5’- GATTGGGTAGCCGACATTAACC -3’ 

FE537054 

lipid transfer protein 

transfer phospholipids& 

galactolipids across membranes 

possible role in cutin deposition in 

the cell walls of certain secretory 
tissue 

LTP-FOR 5’- ACGACCGCGAAGAAGAGGCAA-3’ 

CinSyn1-REV 5-'TTCGTAGGTCATCAATCAACTCCA-3' 
DQ785793 

terpene synthase 
Monoterpenoid biosynthesis CinSyn1-FOR 5'-TCAGCTTGTCTTCAAAACGACATC-3' 

CinSyn2-REV 5’-TCCGATTGAGATCCATGAGGTATT-3’ 
FJ618810 

terpene synthase 

Monoterpenoid biosynthesis 
CinSyn2-FOR 5’-GAACTGGAACAATTCACAGACGTG-3’ 

BPPS-REV 5’- CTAGCCTCTAGTCCTTGAATCCTC -3’ 
FE537328 

bornyl diphosphate synthase 

Monoterpenoid biosynthesis 
BPPS-FOR 5’- GCTCTTGGATTTAGAATTCTCAGAC -3’ 

IFR-REV 5’- ATCAGGATAGAGCTCGGAAGCCTC-3’ 
GU479926 

phenylcoumaran benzylic ether 

reductase 

Flavonoid biosynthesis IFR-FOR 5’-GACAAAATTGTTATTCCCGGAGATGG-3’ 

TPI-REV 5’-GTACTTCTTGAGCCTGAGCAGGAG-3’ 

FE536366 

triose-phosphate isomerase 

Glycolysis / Gluconeogenesis 
Fructose &mannose metabolism 

Carbon fixation in photosynthetic 

organism 

TPI-FOR 5’-GGTCACTCTGAGAGGAGAGCTTTG-3’ 

LPPS-REV 5’- GTACATTGGAGATGCAGACTCGAC -3’ 
JQ478434 

sclareol synthase 

Diterpenoid biosynthesis 
LPPS-FOR 5’- GAGGAGCACCACATACTTATCCAG-3’ 

SS-REV 5’-AGCCTCTTGGTTACCATATGGAGC-3’ 
JQ478435 

sclareol synthase 

Diterpenoid biosynthesis 
SS-FOR 5’-GTCCAAGGATTTCCTGTGACCA-3’ 

GERM-REV 5’- GTTCTTCAAAGGTGCCATACGAGTC -3’ 
JQ437839 

germacrene synthase 

Sesquiterpenoid biosynthesis 
GERM-FOR 5’-AAGAGCTTAACACGACTAGAGGC-3’ 
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2.7.2. Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με αντίστροφη 

μεταγραφάση (RT-PCR) 
 

 

Παράρτημα 3 
 
 

ΟΝΟΜΑ EKKINHTH ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 

Oligo dT (25μΜ) : Τ17ΧΗΟ 
5'-GTCGACCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTT-

3' 

REV-sp1 (12,5μΜ) 

LTP-REV 

CinSyn1-REV 

BPPS-REV 

IFR-REV 

TPI-REV 

LPPS-REV 

SS-REV 

ACTIN 3-REV 

REV-sp2 (12,5μΜ) 
CinSyn2-REV 

GERM-REV 

ACTIN 3-REV 

REV-spTotal (100μΜ) 

LTP-REV 

CinSyn1-REV 

BPPS-REV 

IFR-REV 

TPI-REV 

LPPS-REV 

SS-REV 

CinSyn2-REV 

GERM-REV 

ACTIN 3-REV 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 

3.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΡΙΧΑΣ  
 

 

Η απομόνωση επαρκούς ποσότητας τρίχας από τα φύλλα του φυτού Salvia 

sclarea αποδείχθηκε ιδιαίτερα δύσκολη και απαιτητική. Παρά το γεγονός της 

ύπαρξης μεγάλης ποσότητας τρίχας στην φυλλική επιφάνεια, η διαδικασία της 

συλλογής παρεμποδίζεται πρωτίστως από τα ίδια τα τριχώματα. Στο φυτό, όπως 

προαναφέρθηκε απαντώνται αδενώδη τριχώματα, πλούσια σε δευτερογενείς 

μεταβολίτες, στα οποία η εφυμενίδα διαρρηγνύεται σχετικά εύκολα, σε περίπτωση 

μηχανικής πίεσης. Αποτέλεσμα αυτού είναι η διαφυγή των μεταβολιτών στο 

περιβάλλον κατά τη διαδικασία  της απομόνωσης, υπό τη μορφή κολλώδους ουσίας 

εμποδίζοντας τη λήψη των τριχωμάτων. Ως αποτελεσματικότερος τρόπος λήψης της 

τρίχας κρίθηκε η συνδυασμένη χρήση υγρού αζώτου και ενός πινέλου ζωγραφικής. 

Αναλυτικότερα πραγματοποιείται εμβάπτιση του φύλλου σε υγρό άζωτο και εν 

συνεχεία απομάκρυνση των τριχών με το πινέλο και μεταφορά σε υγρό άζωτο. Κατά 

τη διαδικασία της απομόνωσης απαιτείται αυξημένη ταχύτητα χειρισμών, καθώς η 

γρήγορη ενυδάτωση του φύλλου καθιστά αδύνατη τη συλλογή, αλλά και προσοχή 

προς αποφυγή λήψης και άλλων επιδερμικών κυττάρων. Για την εξασφάλιση της 

μέγιστης δυνατής καθαρότητας, το δείγμα εξετάστηκε και με χρήση στερεοσκοπίου 

προς απομάκρυνση πιθανών προσμίξεων. 

 

 

 

 
 

 

 

Εικόνα  3.1.  Φύλλο από το φυτό Salvia sclarea 

πριν την αφαίρεση των τριχωμάτων 

 

Εικόνα  3.2. Το ίδιο φύλλο μετά την 

απομόνωση των τριχωμάτων 
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     1              2               3               4      1                2               3                

3.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ & ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ RNA  
 

 

3.2.1. Απομόνωση & καθαρισμός RNA φύλλων 
 

 

Για την απομόνωση του ολικού RNA από τα φύλλα του φυτού Salvia sclarea  

χρησιμοποιήθηκε αρχικά το πρωτόκολλο phenol/chloroform extraction. Ωστόσο η 

καθαρότητα των δειγμάτων, ως προς τις προσμίξεις από πρωτεΐνες και φαινολικά δεν 

ήταν υψηλή, καθώς οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.260/O.D.240 αντίστοιχα, 

σημείωναν σχετικά χαμηλές τιμές, σε μεγάλο αριθμό ανεξάρτητων δοκιμών. 

Επομένως, με στόχο τη λήψη δειγμάτων, όσο το δυνατόν, μεγαλύτερης καθαρότητας 

εφαρμόστηκαν εν συνεχεία τα πρωτόκολλα CTAB extraction S(short) και CTAB 

extraction L(long). Σε κάθε περίπτωση χρησιμοποιούνταν περίπου 100-

150mg/eppendorf λειοτριβιμένου με υγρό άζωτο, ιστού. Μετά την ολοκλήρωση της 

απομόνωσης πραγματοποιούνταν ηλεκτροφόρηση (2μl/πηγαδάκι) και φωτομέτρηση 

(5μl/eppendorf) των δειγμάτων. Στους παρακάτω πίνακες παρατίθενται τα 

αποτελέσματα ορισμένων απομονώσεων, τα οποία αντικατοπτρίζουν ανά περίπτωση 

την γενικότερη εικόνα των δειγμάτων. 

 

 

Phenol/chloroform extraction  

 

 

Με το πρωτόκολλο phenol/chloroform extraction απομονώθηκε ολικό RNA 

από 40 ανεξάρτητα δείγματα, ενώ αρκετές φορές εκτελέστηκαν ομογενοποιήσεις 

δειγμάτων και εκ νέου καθαρισμοί, χωρίς όμως να επιτευχθεί σημαντική 

βελτιστοποίηση των αποτελεσμάτων.  

 

 

 

 

 

   

 
 

 

 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 0,941 0,68 192 

2 1/100 0,756 1,40  472 

3 1/100 0,639 1,19 1340 

4 1/100 0,650 1,18 604 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 0,585 1,10 2064 

2 1/100 0,654 1,15 1580 

3 1/100 0,615 1,15 2176 

Εικόνες  3.3 .& 3.4.  Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από φύλλα με 

phenol/chloroform extraction 

 

Πίνακες  3.1.& 3.2  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας των αντίστοιχων δειγμάτων 

φύλλου με phenol/chloroform extraction 
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Εικόνες 3.6. & 3.7.  Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από φύλλα με CTAB 

extraction S (αριστερά) & CTAB extraction L (δεξιά) 

Εικόνα 3.5.  Απομονώση νουκλεικών οξέων από φύλλα με phenol/chloroform extraction. 

Το δείγμα είναι αποτέλεσμα ομογενοποίησης και εκ νέου καθαρισμού των δειγμάτων 3 & 

4 (εικόνα 3.3) και 1 & 2 (εικόνα 3.4) 

 

     1                           

     1                2                     1                2                

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι η ακεραιότητα του RNA που 

απομονώνεται είναι διασφαλισμένη καθώς δεν παρατηρείται καμία ένδειξη 

αποδόμησης, ωστόσο οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.260/O.D.240 είναι ιδιαίτερα 

χαμηλοί συγκρινόμενοι με την ιδανική τιμή 2. Η εικόνα αυτή συντηρείται ακόμα και 

στην περίπτωση ενοποίησης και επανάληψης του καθαρισμού των δειγμάτων, όπου 

σημειώνεται μικρή βελτίωση μόνο του λόγου O.D.260/O.D.280. Επομένως εξάγεται το 

συμπέρασμα ότι στα δείγματα του ολικού RNA εμπεριέχονται υψηλά επίπεδα 

πρωτεϊνικών και φαινολικών προσμίξεων. Παράλληλα τα αποτελέσματα της 

ηλεκτροφόρησης δεν συμβαδίζουν με αυτά της φωτομέτρησης, όσον αφορά τον 

προσδιορισμό της ποσότητας του ολικού RNA (εικόνες 3.3,3.4 & πίνακες 3.1,3.2). 

Για δείγματα τα οποία στην ηλεκτροφόρηση φαίνεται να έχουν μικρή συγκέντρωση, 

η φωτομέτρηση δίνει μεγαλύτερες τιμές, δηλαδή εμφανίζουν μεγαλύτερη τιμή 

O.D.260.. Το γεγονός αυτό ενδεχομένως να οφείλεται στις υψηλές τιμές O.D.240,  λόγω 

των πολλών φαινολικών τα οποία μετατοπίζουν όλο το φάσμα απορρόφησης. 

Επομένως καθίσταται ανέφικτος ο ασφαλής προσδιορισμός της συγκέντρωσης των 

δειγμάτων, καθώς υπάρχει ο κίνδυνος υπερεκτίμησής της. 

 

 

CTAB extraction S(short) & L(long)  

 

 

Ομοίως, με τα πρωτόκολλα CTAB extraction S & L απομονώθηκε ολικό RNA 

από 20 και 18 ανεξάρτητα δείγματα, αντίστοιχα.  

 

 

   

 

                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 0,755 1,43 456 

Πίνακας  3.3  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας του 

δειγμάτος φύλλου με phenol/chloroform extraction 
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Εικόνα 3.8.  Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από φύλλα και με τα τρια πρωτόκολλα 

 

 
 

 

Σύμφωνα με τις παραπάνω μετρήσεις, το RNA που απομονώνεται διατηρείται 

ακέραιο και με τα δύο πρωτόκολλα. Σε αντίθεση όμως με τα προηγούμενα 

αποτελέσματα σημειώνεται σημαντική αύξηση στις τιμές των λόγων O.D.260/O.D.280 

και O.D.260/O.D.240, και στις δύο περιπτώσεις. Ειδικότερα ο λόγος O.D.260/O.D.280 

ταυτίζεται στο σύνολο των δοκιμών με την ιδανική τιμή. Ταυτόχρονα δεν 

παρατηρείται η προαναφερθείσα ασυμβατότητα μεταξύ των αποτελεσμάτων 

ηλεκτροφόρησης και φωτομέτρησης. Επομένως στην παρούσα μελέτη τα δύο αυτά 

πρωτόκολλα κρίνονται καταλληλότερα για την απομόνωση ολικού RNA από τα 

φύλλα του αρωματικού φυτού Salvia sclarea.  

 

Μάλιστα, στην φωτογραφία 3.8. απεικονίζεται το αποτέλεσμα της ταυτόχρονης 

ηλεκτροφόρησης δειγμάτων και από τα τρια πρωτόκολλα, με σκοπό την 

ολοκληρωμένη συγκριτική μελέτη τους. Mε PH συμβολίζονται τα δείγματα από το 

phenol/chloroform extraction, ενώ με CTS και CTL από τα CTAB extraction S & L, 

αντίστοιχα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 1,51 2,08 440 

2 1/100 1,02 2,09 184 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 1,89 1,83 484 

2 1/100 1,55 2,00 304 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 C (μg/ml) 

PH1 1/100 0,615 1,15 2176 

PH2 1/100 0,793 1,53 92 

CTL3 1/100 1,89 1,83 484 

PH4 1/100 0,71 1,32 90 

CTS5 1/100 1,51 2,08 440 

PH1(1/2)   PH2(χ4)    CTL3      PH4(χ3)   CTS5    CTS5(1/2)  CTL3(1/2) 

Πίνακας  3.4.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας του 

δειγμάτος φύλλου με CTAB extraction S 

Πίνακας  3.5.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας του 

δειγμάτος φύλλου με CTAB extraction L 

Πίνακας  3.6.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας των 

αντίστοιχων δειγμάτων φύλλου της εικόνας 3.8. 
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Εικόνες 3.9. (αριστερά) & 3.10. (δεξιά) 

Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από κάλλο με 

CTAB extraction S 

     1                2                     1                             

3.2.2. Απομόνωση & καθαρισμός RNA κάλλου 
 

 

Η απομόνωση του ολικού RNA από κάλλους του φυτού Salvia sclarea (η 

ανάπτυξη των οποίων περιγράφεται σε ακόλουθη ενότητα) επετεύχθη με τη χρήση του 

CTAB extraction S πρωτόκολλου. Κάθε απομόνωση ξεκινούσε με 250-

350mg/eppendorf κάλλων, ενώ στο τέλος πραγματοποιούνταν ηλεκτροφόρηση 

(2μl/πηγαδάκι) και φωτομέτρηση (5μl/eppendorf) των δειγμάτων. Συνολικά 

πραγματοποιήθηκαν 12 ανεξάρτητες απομονώσεις, τρεις από τις οποίες παρατίθενται 

στους πίνακες που ακολουθούν.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Όπως φαίνεται και στις παραπάνω μετρήσεις, η εφαρμογή του CTAB extraction 

S πρωτοκόλλου είναι αποτελεσματική και για την απομόνωση ολικού RNA κάλλων 

από το φυτό Salvia sclarea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 1,48 1,92 800 

2 1/100 1,63 1,86 1092 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 1,57 2,02 856 

Πίνακας  3.7.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας των 

δειγμάτων κάλλου της εικόνας 3.9. 

Πίνακας  3.8.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας των 

δειγμάτων κάλλου της εικόνας 3.10. 
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Εικόνες 3.11 (αριστερά) & 3.12. (δεξιά) 

Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από ιστό τρίχας 

με phenol/chloroform extraction (αριστερά) και με 

CTAB extraction S (δεξιά) 

 

 

3.2.3. Απομόνωση & καθαρισμός RNA τρίχας 

 

 

Παρόμοια διαδικασία δοκιμών έλαβε χώρα και για την απομόνωση ολικού 

RNA από τα τριχώματα του φυτού Salvia sclarea. Λαμβάνοντας υπ’ όψιν και τα 

παραπάνω αποτελέσματα, με το πρωτόκολλο phenol/chloroform extraction 

απομονώθηκε ολικό RNA από 7 ανεξάρτητα δείγματα, ενώ με το CTAB extraction S 

από 12. Σε κάθε περίπτωση διανέμονταν 700-850mg/eppendorf τρίχας, και μετά το 

πέρας της απομόνωσης ακολουθούσε ηλεκτροφόρηση (3μl/πηγαδάκι) και 

φωτομέτρηση (5μl/eppendorf) των δειγμάτων. Ομοίως, στους παρακάτω πίνακες 

παρατίθενται τα αποτελέσματα ορισμένων απομονώσεων, ενδεικτικά της γενικότερης 

εικόνας των δειγμάτων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όσον αφορά τα δείγματα που προκύπτουν με το πρωτόκολλο 

phenol/chloroform extraction, για ακόμα μια φορα οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και 
O.D.260/O.D.240 κυμαίνονται σε ιδιαίτερα χαμηλά επίπεδα, με τις φαινολικές 

προσμίξεις σε αφθονία. Αντίθετα, μετά την εφαρμογή του CTAB extraction S, 

σημειώνεται σημαντική βελτίωση της καθαρότητας του RNA. Συμπερασματικά, στην 

εν λόγω εργασία το πρωτόκολλο CTAB extraction S επιλέγεται ως καταλληλότερο 

και για την απομόνωση ολικού RNA τρίχας του φυτού Salvia sclarea. Λόγω της 

προαναφερθείσας δυσκολίας κατά τη συλλογή των τριχωμάτων, αλλά και της μικρής 

ποσότητας RNA που προέκυπτε μετά την απομόνωση πραγματοποιήθηκε 

ομογενοποίηση των δειγμάτων απο τις 12 ανεξάρτητες απομονώσεις και εκ νέου 

κατακρήμνιση του ολικού RNA. Αναλυτικότερα, μετα την ομογενοποίηση 

προστέθηκαν 83μl ddH2O (τελικός όγκος 300μl). Ακολούθησε κατακρήμνιση στους -

80
0
C για μισή ώρα, με χρήση 2.5 όγκων (παγωμένης) 100% αιθανόλης και 1/10 του 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 0,76 1,22 200 

ΔΕΙΓΜΑ D.F. 260/240 260/280 
C 

(μg/ml) 

1 1/100 1,35 2,4 108 

Πίνακας  3.9.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας του 

δείγματος τρίχας με phenol/chloroform extraction 

της εικόνας 3.11. 

Πίνακας  3.10.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας του 

δείγματος τρίχας με CTAB extraction S της εικόνας 

3.12. 
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Εικόνα 3.13. Απομονώσεις νουκλεικών οξέων από τρίχα 

και φύλλο με CTAB extraction S 

όγκου CH3COONa 3M (pH 4.8). Τέλος εκτελέστηκε φυγοκέντρηση στις 13.000 

στρ/λεπτό στους 4
ο
C για 30 λεπτά, ενώ το ιζήμα επαναδιαλύθηκε σε 30μl ddH2O. Η 

ποσότητα του ολικού RNA της τρίχας προσδιορίστηκε βάση κατάλληλων αραιώσεων 

γνωστής ποσότητας RNA φύλλου (416ng/μl), το οποίο είχε απομονωθεί με το ίδιο 

πρωτόκολλο, μέσω των οποίων προέκυψε ότι και η συγκέντρωση του δείγματος της 

τρίχας είναι κατά προσέγγιση 416ng/μl (Total: 12,48μg).  

 

 

  

φύλλο     τρίχα       φύλλο      φύλλο 

 

2μl           1μl           1μl         0,5μl      

     

2μl      

2μl      
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κάλλος       φύλλο     φύλλο 

   μετά         μετά       πριν 

Εικόνα 3.14. Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase 

 

Εικόνα 3.14. Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase. 

3.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΩΝ 
 

 

3.3.1. Αντίδραση με DNase 

 

 

Στην συνέχεια στα δείγματα ολικού RNA, τα οποία είχαν προκύψει με το 

πρωτόκολλο CTAB extraction S και επιλέχτηκαν ως καταλληλότερα 

πραγματοποιήθηκε αντίδραση με DNase, με σκοπό την καταστροφή του 

περιεχόμενου DNA πριν την σύνθεση του cDNA. Εκτελέστηκαν συνολικά 6 

αντιδράσεις (αναλυτική περιγραφή στο κεφάλαιο 2), των οποίων τα δείγματα 

χρησιμοποιήθηκαν ακολούθως σε διαφορετικές RT-PCR. Σε όλες τις περιπτώσεις η 

καταστροφή του περιεχόμενου DNA ήταν πλήρης, ενώ διατηρούταν πλήρως τόσο η 

ακεραιότητα, όσο και η καθαρότητα του RNA. 

 

 

1
η
 & 2

η
 πέψη με DNase 

 

Ως μήτρα στις αντιδράσεις αυτές χρησιμοποιήθηκαν 7,5 μg ολικού RNA 

φύλλου και κάλλου αντιστοίχως. Τα δείγματα επαναδιαλύθηκαν σε 25μl ddH2O, εκ 

των οποίων 3μl ηλεκτροφορήθηκαν και 5μl φωτομετρήθηκαν. Παράλληλα, 

ηλεκτροφορήθηκαν και 2μl δείγματος του φύλλου, στο οποίο δεν έγινε χειρισμός με 

DNase, ως μάρτυρας. Με τα δείγματα αυτά εκτελέστηκαν οι αντίστοιχες RT-PCR με 

τον εκκινητή oligo dT. 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3
η
 πέψη με DNase 

 

Ως μήτρα χρησιμοποιήθηκαν 7,9 μg ολικού RNA φύλλου. Η επαναδιάλυση 

έγινε σε 25μl ddH2O, από τα οποία 3μl ηλεκτροφορήθηκαν και 5μl φωτομετρήθηκαν. 

Ομοίως, ως μάρτυρας ηλεκτροφορήθηκαν 2μl δείγματος φύλλου πριν την αντίδραση. 

Με το δείγμα πραγματοποιήθηκε RT-PCR με τον εκκινητή REV-sp1. 
 

 
ΠΡΙΝ ΤΗΝ  DNase ΜΕΤΑ ΤΗΝ  DNase 

ΦΥΛΛΟ ΚΑΛΛΟΣ ΦΥΛΛΟ ΚΑΛΛΟΣ 

260/240 1,72 1,57 1,03 1,23 

260/280 2,16 2,02 1,79 1,97 

C (μg/ml) 536 856 136 260 

TOTAL μg 7,5 7,5 3,4 6,5 

RECOVERY - - 45,33% 86,6% 

Πίνακας  3.11.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δειγμάτων RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase 

 

Πίνακας  3.11.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δειγμάτων RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase. 
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φύλλο   

    πριν         μετά       

Εικόνα 3.15. Ηλεκτροφόρηση δείγματος 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase 

 

Εικόνα 3.15. Ηλεκτροφόρηση δείγματος 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase. 

Εικόνα 3.16. Ηλεκτροφόρηση δείγματος 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase 

 

Εικόνα 3.16. Ηλεκτροφόρηση δείγματος 

RNA πριν & μετά την αντίδραση με 

DNase. 

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

4
η
 πέψη με DNase 

 

Μήτρα για την αντίδραση αποτέλεσαν 7,5 μg ολικού RNA φύλλου. 

Πραγματοποιήθηκε επαναδιάλυση σε 25μl ddH2O, από τα οποία 3μl 

ηλεκτροφορήθηκαν και 5μl φωτομετρήθηκαν. Ταυτόχρονα έγινε  ηλεκτροφόρηση 2μl 

δείγματος φύλλου, στο οποίο δεν εφαρμόστηκε η πέψη,  για να λειτουργήσει ως 

μάρτυρας. Το δείγμα χρησιμοποιήθηκε σε RT-PCR με τον εκκινητή REV-sp2 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5
η
 & 6

η
 πέψη με DNase 

 

Ως μήτρα στις αντιδράσεις αυτές χρησιμοποιήθηκαν 5 μg ολικού RNA τρίχας 

και φύλλου αντίστοιχα. Τα δείγματα επαναδιαλύθηκαν σε 25μl ddH2O. Παράλληλα, 

πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση 2μl δείγματος του φύλλου, στο οποίο δεν έγινε 

χειρισμός με DNase, ως μάρτυρας. Με τα δείγματα αυτά εκτελέστηκαν οι αντίστοιχες 

RT-PCR με τον εκκινητή REV-spTotal. Ο υπολογισμός της ποσότητας του ολικού 

RNA της τρίχας μετά την αντίδραση με DNase πραγματοποιήθηκε με βάση την 

ποσότητα του φύλλου. Αναλυτικότερα έλαβε χώρα φωτομέτρηση 5μl δείγματος 

 

 

 

ΠΡΙΝ ΤΗΝ  

DNase 
ΜΕΤΑ ΤΗΝ  

DNase 

ΦΥΛΛΟ 

260/240 1,51 1,03 

260/280 2,08 1,79 

C (μg/ml) 440 136 

TOTAL μg 7,9 3,4 

RECOVERY - 43,04% 

 

ΠΡΙΝ ΤΗΝ  

DNase 
ΜΕΤΑ ΤΗΝ  

DNase 

ΦΥΛΛΟ 

260/240 1,27 1,06 

260/280 1,70 2 

C (μg/ml) 448 136,2 

TOTAL μg 7,5 3,405 

RECOVERY - 45,4% 

φύλλο   

  πριν       μετά       

Πίνακας  3.12.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δείγματος RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase 

 

 

Πίνακας  3.12.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δείγματος RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase. 

 

Πίνακας  3.13.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δείγματος RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase 

 

 

Πίνακας  3.13.  Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας 

δείγματος RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase. 
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Εικόνα 3.17. Ηλεκτροφόρηση δείγματων RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase 

 

Εικόνα 3.17. Ηλεκτροφόρηση δείγματων RNA πριν & μετά την αντίδραση με DNase. 

φύλλου, από την οποία η συγκέντρωσή του υπολογίστηκε στα 160ng/μl. Ταυτόχρονα 

ηλεκτροφορήθηκαν οι ποσότητες των 2μl, 1,5μl, 1μl, 0,5μl δείγματος φύλλου και 2μl 

δείγματος τρίχας, όπως φαίνεται και στην παρακάτω εικόνα. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Από τα παραπάνω δεδομένα προκύπτει ότι: 120ng/μl ≤ Ctrich ≤ 160ng/μl, όπου 

Ctrich η συγκέντρωση του δείγματος της τρίχας. Επομένως εξάγεται το συμπέρασμα 

ότι η συγκέντρωση του δείγματος της τρίχας είναι κατά προσέγγιση περίπου 140ng/μl 

(Total: 3,5μg, Recovery: 70 %). 

 

 

3.3.2. Σύνθεση cDNA  
 

 

Επόμενο στάδιο της πειραματικής μας προσέγγισης ήταν η πραγματοποίηση της 

RT-PCR για την σύνθεση cDNA και από τους τρεις ιστούς. Συνολικά έγιναν 6 

αντιδράσεις, με μήτρα 1,5μg ολικού RΝΑ-DNA free φύλλου, τρίχας και κάλλου (τα 

οποία προέκυψαν από τις προαναφερθείσες πέψεις με DNase), και τους εκκινητές 

oligo dT, REV-sp1, REV-sp2 και REV-spTotal. Μετά το πέρας των αντιδράσεων όλα 

τα δείγματα αραιώθηκαν στο 1/5 του όγκου. 

 

 

3.3.3. PCR για το γονίδιο της ακτίνης 
 

 

Ιδιαίτερα σημαντικό βήμα αποτελεί ο έλεγχος της αποτελεσματικότητας της  

σύνθεσης του cDNA. Για το λόγο αυτό, με μήτρα 20 ng κάθε φορά από τα 6 cDNA 

που συντέθηκαν πραγματοποιήθηκαν κατά αντιστοιχία αντιδράσεις PCR για το 

γονίδιο της ακτίνης (μάρτυρα σταθερής έκφρασης), συμφώνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται στο κεφάλαιο 2 (Τm 57 
0
C, 30 κύκλοι). Ηλεκτροφορήθηκαν 15μl 

προϊόντος, από τη εκάστοτε αντίδραση και 2 μl DNA ladder. Το αναμενόμενο 

μέγεθος του προϊόντος είναι 637bp. Σε όλες τις περιπτώσεις η σύνθεση του cDNA 

ήταν επιτυχής.  

 

ΠΡΙΝ ΤΗΝ  

DNase 

ΜΕΤΑ ΤΗΝ  

DNase 

ΦΥΛΛΟ 

260/240 1,49 1,1 

260/280 2 1,90 

C (μg/ml) 416 160 

TOTAL μg 5 4 

RECOVERY - 80% 

       φύλλο        τρίχα        φύλλο       φύλλο       τρίχα         φύλλο      φύλλο      φύλλο  

πριν τη DNase 

    2μl             2μl             2μl           1,5μl          2μl             1μl           0,5μl          2μl 
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φύλλο   

      Α         Β           Γ          Δ          Ε 

Εικόνες 3.18. 3.19 & 3.20. Ηλεκτροφόρησεις προϊόντων PCR ακτίνης, με μήτρα cDNA που 

συντέθηκαν με τους εκκινητές oligodT  (αριστερά),  REV-sp1 (κέντρο) & REV-sp2 (δεξιά) 

 

Εικόνες 3.18. 3.19 & 3.20. Ηλεκτροφόρησεις προϊόντων PCR ακτίνης, με μήτρα cDNA που 

συντέθηκαν με τους εκκινητές oligodt  (αριστερά),  REV-sp1 (κέντρο) & REV-sp2 (δεξιά). 

φύλλο   φύλλο  κάλλος 

Εικόνα 3.22. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR ακτίνης, με 

μήτρα cDNA που συντέθηκε με τον εκκινητή REV-spTotal 

Εικόνα 3.21. GeneRuler
TM

 DNA 

Ladder Mix, Fermentas 

 

 
 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

Για την περίπτωση της σύνθεσης του cDNA με τον εκκινητή REV-spTotal από 

το δείγμα της τρίχας εκτελέστηκαν 4 αντιδράσεις PCR για το γονίδιο της ακτίνης, με 

μόνη διαφοροποίηση την αρχική ποσότητα μήτρας. Χρησιμοποιήθηκαν 20ng, 30ng, 

40ng και 50ng (πίνακας 3.14.).  Με τον τρόπο αυτό έγινε και μια εκτίμηση της 

πυκνότητας του δείγματος της τρίχας, συγκρινόμενο με αυτό του φύλλου, για την 

οποία ως τότε δεν υπήρχε εικόνα.  
 

 

 
 

 

 

 

  

 

Τέλος εκτελέστηκε PCR για το γονίδιο της ακτίνης με μήτρα 2μl γονιδιωματικό 

DNA φύλλου Salvia sclarea από διαφορετικές αραιώσεις, ώστε να γίνει επιλογή των 

καταλληλότερων για να χρησιμοποιηθούν στις PCR για τη μελέτη των επιθυμητών 

γονιδίων. Η συγκέντρωση του gDNA, από το οποίο έγιναν οι αραιώσεις ήταν 

484ng/μl. Ηλεκτροφορήθηκαν 15μl προϊόντος, από τη εκάστοτε αντίδραση, καθώς 

και 15μl προϊόντος PCR ακτίνης με μήτρα cDNA φύλλου. Το αναμενόμενο μέγεθος 

του προϊόντος είναι 724bp. Από την παρακάτω εικόνα (3.22.) προέκυψε ότι οι 

αραιώσεις που είναι κατάλληλες να χρησιμοποιηθούν στις μετέπειτα δοκιμές είναι οι 

1/10 και 1/100.   

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της 

εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR 

ακτίνης 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της 

εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR 

ακτίνης. 
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Εικόνα 3.23. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR ακτίνης, με μήτρα gDNA 

σε διαφορετικές αραιώσεις & cDNA 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.3.4. Σχεδιασμός εκκινητών 
 

 

Με στόχο λοιπόν την μελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων, τα οποία 

συμμετέχουν σε μονοπάτια του δευτερογενούς μεταβολισμού, στο φυτό Salvia 

sclarea πραγματοποιήθηκε αρχικά βιβλιογραφική μελέτη και βιοπληροφορική 

αναζήτηση των επιθυμητών αλληλουχιών στις βάσεις δεδομένων PubMed, KEGG 

PATHWAY Database, TrichOME database, Gene Ontology. Όπως προαναφέρθηκε 

ένα από τα βασικά συστατικά του αιθέριου ελαίου του φυτού είναι το διτερπένιο 

σκλαρεόλη, πολύτιμη χημική ουσία κυρίως για το τομέα της αρωματοποιίας η 

σημασία της οποίας περιγράφεται εκτενώς στο κεφάλαιο της εισαγωγής. Επομένως, 

στα προς μελέτη γονίδια δε θα μπορούσαν να μην συμπεριληφθούν δύο, πρόσφατα 

χαρακτηρισμένες ως προς τη λειτουργίας τους, συνθετάσες διτερπενίων (diTPS), οι 

οποίες καταλύουν την σύνθεση της σκλαρεόλης (Caniard A et al.,2012). 

 

Στην παρούσα εργασία επιλέχτηκαν τελικά και αλληλουχίες συγγενικών ειδών, 

λόγω της περιορισμένης παράθεσης κατάλληλων δεδομένων για το συγκεκριμένο 

φυτικό είδος, καθώς ο αριθμός των σχετικών μελετών δεν είναι μεγάλος. 

Συγκεκριμένα επιλέχτηκαν γονίδια από το συγγενικό είδος Salvia fruticosa, τα οποία 

συμμετέχουν στη βιοσύνθεση μονοτερπενιών, διτερπενίων, φαινυλοπροπανοειδών 

και φλαβονοειδών, βάση της μελέτης των Fani M. Chatzopoulou et al., 2010. Τα 

γονίδια αυτά ενώ απαντώνται τόσο στο φύλλο, όσο και στα τριχώματα, στην εν λόγω 

μελέτη εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης στα τριχώματα. Αναλυτικότερη 

περιγραφή της πειραματικής εργασίας παρατίθεται στην ενότητα 1.4. Περιγραφή 

όλων των γονιδίων και των βιοσυνθετικών μονοπατιών στα οποία εμπλέκονται 

πραγματοποιείται στην ενότητα 2.4.4., πίνακας 2.10.  

 

Για το σχεδιασμό των εκκινητών για τα γονίδια των δύο συνθετασών της 

σκλαρεόλης (SsLPPS & SsSS), οι αντίστοιχες αλληλουχίες επεξεργάστηκαν με τα 

προγράμματα ΕditSeq (DNASTAR) και PrimerSelect (DNASTAR), έτσι ώστε ο 

σχεδιασμός να πληρεί τις κατάλληλες προυποθέσεις (ενότητα 2.4.4.). Με τα 

προγράμματα αυτά επιτυγχάνεται η δοκιμή μεγάλου αριθμού πιθανών ζευγαριών, με 

 gDNA      gDNA    gDNA       cDNA 
    1/1          1/10      1/100 
 
gDNA 
     

 

 gDNA      gDNA    gDNA       cDNA 
    1/1          1/10      1/100 
 
gDNA 
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μεγάλη ταχύτητα και ευκολία, διευκολύνοντας έτσι τον έλεγχο όλων των 

παραμέτρων. Στην συνέχεια πραγματοποιήθηκε στοίχιση των δύο αλληλουχίων των 

συνθετασών με κάθε εκκινητή, και οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων με τα 

προγράμματα Clustalx (v1.83) και GENEdoc. Στόχος ήταν η διασφάλιση της 

ειδικότητας πρόσδεσης του εκάστοτε ζευγαριού στο επιθυμητό γονίδιο, για τη 

αποφυγή της ταυτόχρονης ενίσχυσης και των δύο γονιδίων. Ακόμη, όσον αφορά  τη 

διασφάλιση της ειδικότητας των εκκινητών, σε ευρύτερο επίπεδο πραγματοποιήθηκε 

επεξεργασία του ζεύγους των εκκινητών με τον αλγόριθμο αναζήτησης NCBI Primer 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), από τον οποίο προκύπτουν όλοι οι 

πιθανοί στόχοι πρόσδεσης.  

 

Όσον αφορά τα υπόλοιπα γονίδια, αρχικά πραγματοποίηθηκε για το καθένα 

αναζήτηση των ακολουθιών που εμφανίζουν μεγάλη ομοιότητα με αυτό, μέσω του 

ευρετικού αλγορίθμου BLAST, όπου επιτυγχάνεται η στοίχιση της γνωστης σε μας 

ακολουθίας έναντι όλων των ακολουθιών που είναι διαθεσιμές στις βάσεις GenBank, 

DDJB, EMBL και PDB. Για κάθε γονίδιο επιλέχτηκαν οι επτά πρώτες αλληλουχίες με 

την ίδια λειτουργία και με το μικρότερο E Value (Expect Value). Χαμηλότερες τιμές 

αντικατοπτρίζουν μεγαλύτερη ομοιότητα, καθώς το E Value αποτελεί μια παράμετρο 

εκτίμισης του αριθμού των τυχαίων αποτελεσμάτων σε ένα BLAST. Στην συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε πολλαπλή ευθυγράμμιση των επιλεγμένων ανα περίπτωση 

ακολουθιών κατά το πλήρες μήκος τους και οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων, με 

στόχο τον σχεδιασμό των εκκινητών σε συντηρημένες περιοχές. Η κατασκευή των 

εκκινητών σύμφωνα με τα απαραίτητα κριτήρια, αλλά και η διασφάλιση της 

ειδικότητάς τους διεξήχθησαν με τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται στην παραπάνω 

παράγραφο.  

 

Τα αποτελέσματα της στοίχισης των ακολουθιών για κάθε γονίδιο παρατίθενται 

αναλυτικά στο παράρτημα. Στους παρακάτω πίνακες (3.15 & 3.16) παρουσιάζονται 

τα Tm για κάθε ζευγάρι εκκινητών, καθώς και το αναμενόμενο μέγεθος του εκάστοτε 

προϊόντος αντίστοιχα. 

 

   

 

 

Όνομα Εκκινητή Tm Εκκινητή 

LTP-REV 

LTP-FOR 

60,76 
0
C 

62,23
0
C 

CinSyn1-REV 

CinSyn1-FOR 

59,72 
0
C 

59,72 
0
C 

CinSyn2-REV 

CinSyn2-FOR 

59,72 
0
C 

61,46
0
C 

BPPS-REV 

BPPS-FOR 

63,21 
0
C 

60,1
0
C 

IFR-REV 

IFR-FOR 

62,98 
0
C 

62,07
0
C 

TPI-REV 

TPI-FOR 

64,97 
0
C 

64,97
0
C 

LPPS-REV 

LPPS-FOR 

63,21 
0
C 

63,21
0
C 

SS-REV 

SS-FOR 

63,22 
0
C 

60,76
0
C 

GERM-REV 

GERM-FOR 

63,46 
0
C 

61,1
0
C 

Γονίδιο 

Αναμενόμενο 

Μέγεθος 

Προϊόντος 

SfLTP 134 bp 

SfCinSin1 284 bp 

SfCinSin2 275 bp 

SfBPPS 316 bp 

SfIFR 362 bp 

SfTPI 273 bp 

SsLPPS 322 bp 

SsSS 377 bp 

Valeriana 
officinalis 

germacrene B/C/D 
336 bp 

Πίνακας  3.15. 

 

 

 

Πίνακας  3.16. 
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Εικόνα 3.24. & 3.25. Ηλεκτροφορήσεις προϊόντων 

PCR για τα SfCinSin1, SfCinSin2, SfTPI (αριστερά) & 

SfLTP (δεξιά) 

Εικόνα 3.26. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα 

SfCinSin1, SfCinSin2, SfTPI 

3.3.5. PCR επιθυμητών γονιδίων με μήτρα cDNA & gDNA Φύλλου 
 

 

PCR με μήτρα cDNA  

 

Για την ενίσχυση των επιθυμητών γονιδίων στο φύλλο εκτελέστηκαν πληθώρα 

PCR δοκιμών, με μήτρα cDNA που συντέθηκαν με τον εκκινητή oligo dT, αλλά και 

με τους εξιδικευμένους εκκινητές REV-sp1 και REV-sp2, ανά περίπτωση. Το 

πρωτόκολλο και τα στάδια της αντίδρασης περιγράφονται στην ενότητα 2.4.3 και 

διαφοροποιήθηκαν ανά γονίδιο, ως προς το Τm, το χρόνο παραμονής στο στάδιο της 

επιμήκυνσης στους 720C και των αριθμό των κύκλων. Σε κάθε περίπτωση 

χρησιμοποιήθηκαν 20ng cDNA (ή αραίωσεις του αρχικού δείγματος της μήτρας) και 

μετά το πέρας της εκάστοτε αντίδρασης πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση 15 μl 

προϊόντος και 2 μl DNA ladder. Στην συνέχεια παρατίθενται ενδεικτικά ορισμένα 

αποτελέσματα δοκιμών. 

 

cDNA μήτρα (σύνθεση με oligo dT) 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 
SfCinSin1, 

SfCinSin2 
SfTPI SfLTP 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 57 
0
C για 0,30 min 61 

0
C για 0,30 min 63 

0
C για 0,30 min 

4 720C για 0,45 min 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

 SfCinSin1, SfCinSin2 SfTPI 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 58
0
C για 0,30 min 62

0
C για 0,30 min 

4 720C για 0,45 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

Πίνακας  3.17. Συνθήκες & Στάδια των PCR 

για τα γονίδια των εικόνων 3.24 & 3.25.  

 

 

 

Πίνακας  3.18. Συνθήκες & Στάδια των PCR 

για τα γονίδια της εικόνας 3.26. 

 

 

SfCinSin1 

SfCinSin2 

SfTPI 

SfLTP 

 SfCinSin1 SfCinSin2 SfTPI 

1/1     1/10    1/100 

1/1     1/10    1/100 

1/1     1/10   1/100 
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Για τα γονίδια SfCinSin1, 

SfCinSin2 και SfTPI 

εκτελέστηκαν επίσης δοκιμές 

PCR reamplification, με 

μήτρα προϊόντα αρχικών 

PCR, σε κατάλληλες 

αραιώσεις. Συγκεκριμένα, 

στα προϊόντα που προέκυψαν 

από τις PCR που 

περιγράφονται 

κατ’αντιστοιχία στον πίνακα 

3.17. πραγματοποιήθηκαν οι 

αραιώσεις 1/10, 1/100, 

1/1000, οι οποίες 

χρησιμοποιήθηκαν ως μήτρα 

(2λ/αντίδραση) για την 

εκτέλεση νέων PCR 

τηρώντας τις ίδιες συνθήκες 

για κάθε γονίδιο.  

 

 

Ομοίως δοκιμές PCR 

reamplification, υπό 

τις ίδιες συνθήκες για 

κάθε γονίδιο 

πραγματοποιήθηκαν 

και για τα γονίδια 

SfGerm και SfIFR με 

μήτρα τα προϊόντα των 

PCR που 

παρουσιάζονται στο 

πίνακα 3.19. 

Χρησιμοποιήθηκαν και 

πάλι οι αραιώσεις 

1/10, 1/100, 1/1000 

(2λ/αντίδραση). 

 SfBPPS, SfIFR, SsLPPS, SsSS, SfGerm 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 56
0
C για 0,30 min 59

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

Πίνακας  3.19. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα 

γονίδια της εικόνας 3.27. 

 

 

 

Εικόνα 3.27. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα SfBPPS, 

SfIFR, SsLPPS, SsSS, SfGerm 

 

 

 

Εικόνα 3.28. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR 

reamplification για τα SfCinSin1 & SfTPI 

 

 

 

 

Εικόνα 3.29. Ηλεκτροφορήση 

προϊόντων PCR reamplification 

για το SfCinSin2 

 

 

 

Εικόνα 3.30. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR reamplification για τα SfGerm & SfIFR  

 

 

 

 56        59 

SfBPPS SfIFR SsLPPS SsSS SfGerm 

Tm Tm 

 56        59  56        59  56       59  56       59 

      SfCinSin1           SfTPI 

1/1   1/10     1/100  1/1000 

1/1     1/10   1/100  1/1000 

         SfCinSin2 

 1/1        1/10     1/100   1/1000 

                         SfGerm                          SfIFR 

1/1    1/10    1/100  1/1000 

1/1    1/10    1/100  1/1000 

1/1    1/10    1/100  1/1000 

1/1    1/10    1/100  1/1000 

         Tm 56          Tm 59          Tm 56          Tm 59 
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Τέλος, αντιδράσεις 

PCR reamplification 

έλαβαν χώρα και για 

τα  γονίδια SsLPPS, 

SsSS και SfBPPS , 

με μήτρα τα 

προϊόντα των PCR 

που παρατίθενται 

στο πίνακα 3.19. 

Πραγματοποιήθηκε 

εκ νέου χρήση των 

αραιώσεων 1/10 και 

1/100 

(2λ/αντίδραση). 

 

 

 

Όπως προκύπτει και από τα παραπάνω αποτελέσματα δεν κατέστη σε καμία 

περίπτωση δυνατή η επιτυχημένη ενίσχυση των επιθυμητών γονιδίων, παρά τον 

σημαντικό αριθμό δοκιμών που διεξήχθησαν στην προσπάθεια βελτίωσης των 

προσεγγίσεών μας. 

 

Αναλυτικότερα, για το γονίδιο SfCinSin1, το αναμενόμενο μέγεθος του 

προϊόντος είναι 284 bp. Αντίδραση με συνθήκες: Τm 57 
0
C, επιμήκυνση στους 72

0
C 

για 0,45 min και 40 κύκλους είχε ως αποτέλεσμα τη λήψη πολλαπλών προϊόντων, ένα 

εκ των οποίων φαίνεται να προσεγγίζει το επιθυμητό (εικόνα 3.24.). Ωστόσο 

αντίδραση υπό τις ίδες συνθήκες και με Tm 58
0
C οδήγησε στη λήψη gel με έντονο 

smear (εικόνα 3.26.). Η ίδια εικόνα έντονου smear διατηρήθηκε στο σύνολο των 

δοκιμων που εκτελέστηκαν, στις οποίες υπήρχε μεταβολή μόνο του Tm (54
0
C,56

0
C, 

59
0
C, 61

0
C, 63

0
C), αλλά και στις αντιδράσεις PCR reamplification (εικόνα 3.28.).   

 

Παρόμοια εικόνα προέκυψε και για το γονίδιο SfCinSin2, με αναμενόμενο 

μέγεθος προϊόντος 275 bp. Αντίδραση με συνθήκες: Τm 57 
0
C, επιμήκυνση στους 

72
0
C για 0,45 min και 40 κύκλους είχε ως αποτέλεσμα τη λήψη και πάλι πολλαπλών 

προϊόντων, ένα εκ των οποίων φαίνεται να προσεγγίζει το επιθυμητό (εικόνα 3.24.). 

Παράλληλα, ομοίως με το προηγούμενο PCR υπό τις ίδες συνθήκες και με Tm 58
0
C 

οδήγησε στη λήψη gel με έντονο smear (εικόνα 3.26.). Ίδιο αποτέλεσμα εμφανίστηκε 

και στις υπόλοιπες δοκιμές που έλαβαν χώρα (Τm 54
0
C, 55

0
C, 56

0
C, 61

0
C, 63

0
C), 

καθώς και στις αντιδράσεις PCR reamplification (εικόνα 3.29.).   

 

Ομοίως με τα προηγούμενα, το αποτέλεσμα της PCR με συνθήκες: Τm 61 
0
C, 

επιμήκυνση στους 72
0
C για 0,45 min και 40 κύκλους για το γονίδιο SfTPI,  ήταν η 

εμφάνιση περισσότερων του ενός προϊόντων (εικόνα 3.24.), με το αναμενόμενο να 

διαθέτει μέγεθος 273 bp. Ακόμη, ως προϊόν της αντίδραση με τις ίδιες συνθήκες και 

Τm 62
0
C προέκυψε smear, όπως και στις υπόλοιπες αντιδράσεις που διεξήχθησαν 

(Τm 54
0
C, 55

0
C, 59

0
C, 65

0
C, 68

0
C), καθώς και στις αντιδράσεις PCR reamplification 

(εικόνα 3.28.).   

 

 Για το γονίδιο SfLTP, με αναμενόμενο μέγεθος προϊόντος 134 bp, αντίδραση 

με συνθήκες: Τm 63 
0
C, επιμήκυνση στους 72

0
C για 1 min και 40 κύκλους οδήγησε 

Εικόνα 3.31. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR reamplification για τα SfBPPS, SsLPPS 

& SsSS 

 

 

 

                 SfBPPS                  SsLPPS                    SsSS 

  Tm 56       Tm 56         Tm 56       Tm 59         Tm 59       Tm 59 

1/1    1/10    1/100  1/1    1/10    1/100  1/1    1/10    1/100  1/1    1/10    1/100  1/1    1/10    1/100  1/1    1/10    1/100  
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στη λήψη ένος προϊόντος (εικόνα 3.25), ενώ στις υπόλοιπες δοκιμές (Τm 56
0
C, 59

0
C, 

61
0
C, 64

0
C) δεν προέκυψε κανένα προϊόν.  

 

 Για τα γονίδιο SfIFR και SfGerm, με αναμενόμενο μέγεθος προϊόντος 362 bp 

και 336 bp αντίστοιχα, δεν υπήρξε κάποιο προϊόν, σε καμία από τις αντιδράσεις που 

εκτελέστηκαν (SfIFR: Τm 56
0
C, 59

0
C, 61

0
C, 65

0
C, 66

0
C) και (SfGerm: Τm 56

0
C, 

59
0
C, 62

0
C, 65

0
C). Διατηρήθηκε δηλαδή το αποτέλεσμα της εικόνας 3.27. Αντίθετα 

στις PCR reamplification δοκιμές εμφανίστηκαν και για τα δύο γονίδια διάχυτης 

μορφής smear (εικόνα 3.30). 

  

 Για το γονίδιο SfΒPPS, με αναμενόμενο μέγεθος προϊόντος 316 bp η εικόνα 

3.27. αντικατοπτρίζει το αποτέλεσμα όλων των δοκιμών που πραγματοποιήθηκαν 

(Τm 56
0
C, 59

0
C, 65

0
C, 66

0
C). Παράλληλα εκτελέστηκαν PCR reamplification με Tm 

56
0
C, 59

0
C, 62

0
C και 65

0
C, ωστόσο σε όλες τις περιπτώσεις παρουσιάστηκε smear  

(εικόνα 3.31).  

 

 Τέλος για τα γονίδια SsLPPS και SsSS, με αναμενόμενο μέγεθος προϊόντος  

322 bp και 377 bp αντίστοιχα, το αποτέλεσμα της εικόνα 3.27. είναι ενδεικτικό του 

συνόλου των gels που προέκυψαν (SsLPPS: Τm 56
0
C, 59

0
C, 61

0
C, 66

0
C) και (SsSS: 

Τm 56
0
C, 59

0
C, 61

0
C, 65

0
C). Ταυτόχρονα διεξήχθησαν και δοκιμές PCR 

reamplification με Tm 56
0
C, 59

0
C, 62

0
C και 65

0
C, χώρις να βελτιώνεται σε καμία 

περίπτωση το αποτέλεσμα του smear (εικόνα 3.31).  
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cDNA μήτρα (σύνθεση με REV-sp1 & REV-sp2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SfBPPS SfCinSin1 SsLPPS, SsSS 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 66 
0
C για 0,30 min 57 

0
C για 0,30 min 58 

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

 SfTPI, SfLTP SfIFR, SfLTP 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 65
0
C για 0,30 min 63

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

Εικόνα 3.31., 3.32 & 3.33 Ηλεκτροφορήσεις προϊόντων PCR για τα SfBPPS (αριστερά), SfCinSin1 (κέντρο), 

SsLPPS & SsSS (δεξιά) 

 

 

 

Πίνακας  3.20. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα γονίδια των 

εικόνων 3.31., 3.32 & 3.33. 

 

 

 

 

 

Πίνακας  3.21. Συνθήκες & Στάδια των PCR 

για τα γονίδια της εικόνας 3.34. 

 

 

 

Εικόνα  3.34. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα SfTPI, SfIFR & SfLTP 

 

 

 

              SfBPPS 

1/1        1/10     1/100    1/1000 

              SfCinSin1 

1/1        1/10     1/100    1/1000 1/1         1/10      1/100     1/1000 1/1         1/10     1/100     1/1000 

              SsLPPS               SsSS 

      SfTPI       SfIFR SfLTP 

Tm 65 Tm 63 1/1   1/10  1/100 1/1000 

1/1    1/10  1/100 1/1000 

1/1    1/10  1/100 1/1000 

1/1     1/10   1/100  1/1000 
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Παράλληλα εκτελέστηκαν δοκιμές PCR reamplification, για τα γονίδια 

SsLPPS, SsSS και SfBPPS με μήτρα προϊόντα αρχικών PCR, σε κατάλληλες 

αραιώσεις. Αναλυτικότερα όσον αφορά τα γονίδια SsLPPS και SsSS, στα προϊόντα 

τα οποία προέκυψαν από τις PCR που περιγράφονται στον πίνακα 3.22. 

πραγματοποιήθηκαν οι αραιώσεις 1/10, 1/100, 1/1000, οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν 

ως μήτρα (2λ/αντίδραση) για την εκτέλεση νέων PCR , διατηρώντας σταθερές τις 

συνθήκες της αντίδρασης για κάθε γονίδιο (εικόνα 3.36). Αντίθετα στην περίπτωση 

του SfBPPS, στο αρχικο δείγμα της μήτρας έλαβαν χώρα οι αραίωσεις 1/10, 1/100 

και 1/1000, με τις οποίες διεξήχθησαν PCR (2λ/αντίδραση), με τις συνθήκες που 

περιγράφονται στον πίνακα 3.20. Στην συνέχεια τα προϊόντα κάθε αντιδρασης 

αραιώθηκαν εκ νέου (1/10 και 1/100), ώστε να πραγματοποιήθουν τελικά οι PCR 

reamplification, υπό τις ίδιες συνθήκες (εικόνα 3.37). 

 

Όπως φαίνεται και από τα παραπάνω τα αποτελέσματα των δοκιμών με χρήση 

των εξειδικευμένων εκκινητών REV-sp1 και REV-sp2, για ορισμένα γονίδια είναι 

εμφανώς διαφοροποιημένα, σε σχέση με αυτά του oligo dT. Αρχικά, αντίδραση με 

συνθήκες: Τm 66 
0
C, επιμήκυνση στους 72

0
C για 1 min και 40 κύκλους, για το  

γονίδιο SfΒPPS οδήγησε στη λήψη πολλαπλών προϊόντων, ένα εκ των οποίων 

φαίνεται να προσεγγίζει το ζητούμενο, μεγέθους 316 bp, κυρίως στις αραίωσεις 1/100 

 
SsLPPS, SsSS, 

SfGerm 
SfCinSin2 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 59
0
C για 0,30 min 57

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 

Εικόνα  3.35. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα SsLPPS, SsSS, SfCinSin2 & 

SfGerm 

 

 

 

Πίνακας  3.22. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα 

γονίδια της εικόνας 3.35. 

 

 

 

 

Εικόνα  3.36. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR 

reamplification για τα, SsLPPS & SsSS 

 

 

 

 

Εικόνα  3.37. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR 

reamplification για το SfBPPS, όπου Αρχ.Δειγμ., το 

αρχικό δείγμα μήτρας που χρησιμοποιήθηκε στο πρώτο 

PCR 

 

 

 

 

     SsLPPS          SsSS      SfGerm      SfCinSin2 

Tm 59 Tm 59 Tm 57 

1/1       1/10     1/100      1/1       1/10      1/100     1/1       1/10     1/100     1/1       1/10     1/100     

SsLPPS SsSS 

1/1         1/10    1/100   1/1000 1/1000   1/1     1/100   1/10 

SfBPPS 

1/1       1/10    1/100   

1/1       1/10    1/100   
1/1        1/10     1/100   

Αρχ.Δειγμ  1/10 Αρχ.Δειγμ  1/100 Αρχ.Δειγμ  1/1000 
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και 1/1000 (εικόνα 3.31.). Ωστόσο οι υπόλοιπες αντιδράσεις που διεξήχθησαν με 

στόχο τη βελτίωση αυτής της εικόνας είτε δεν απέδωσαν κάποιο αποτέλεσμα (Τm 

67
0
C, 68

0
C), είτε έδωσαν έντονο smear (Τm 63

0
C, 64

0
C, 65

0
C).  Ελαφρώς 

βελτιωμένη εικόνα παρατηρήθηκε στα αποτελέσματα των PCR reamplification, με 

χρήση της αραίωσης 1/1000 του αρχικού δείγματος (εικόνα 3.37.).  

 

Για το γονίδιο SfTPI, στην αραίωση 1/1 PCR με συνθήκες: Τm 65 
0
C, 

επιμήκυνση στους 72
0
C για 1 min και 40 κύκλους, είχε ως αποτέλεσμα τη λήψη 

μοναδικού προϊόντος, με το αναμενόμενο να διαθέτει μέγεθος 273 bp (εικόνα 3.34.). 

Αντίθετα, σε επόμενες αντιδράσεις  (Τm 64
0
C, 66

0
C) προέκυψε σε όλες τις αραιώσεις 

διάχυτο smear.  

 

 Όσον αφορά τα γονίδια SsLPPS και SsSS, με αναμενόμενο μέγεθος προϊόντος 

322bp και 377 bp αντίστοιχα, χαρακτηριστικό ήταν το αποτέλεσμα της εικόνα 3.35. 

με τα πολλαπλά προϊόντα. Παρόλα αυτά δεν υπήρξε βελτίωση του αποτελέσματος σε 

καμία από τις λοιπές κοινές δοκιμές, (Τm 58
0
C, 60

0
C, 62

0
C, 65

0
C, 67

0
C), όπου 

διατηρήθηκε η εικόνα του έντονου smear (εικόνα 3.33.). Παράλληλα, ενώ 

διεξήχθησαν και δοκιμές PCR reamplification δεν παρατηρήθηκε βελτίωση του 

προϊόντος στο gel (εικόνα 3.36.).  

 

 Για τα γονίδια SfLTP και SfCinSin2, SfGerm οι εικόνες 3.34. και 3.35. 

αντίστοιχα είναι ενδεικτικές του αποτελέσματος του συνόλου των δοκιμών που 

έλαβαν χώρα (SfLTP: Τm 63
0
C, 64

0
C, 65

0
C, 66

0
C), (SfCinSin2: Τm 57

0
C, 60

0
C, 

62
0
C, 65

0
C) και (SfGerm: Τm 59

0
C, 62

0
C, 65

0
C). Ομοίως για τα γονίδια SfIFR και 

SfCinSin1 οι εικόνες 3.34. και 3.32. αντικατοπτρίζουν το αποτέλεσμα όλων των 

επιμέρους δοκιμών (SfIFR: Τm 63
0
C, 64

0
C, 66

0
C) και (SfCinSin1: Τm 57

0
C, 62

0
C). 
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PCR με μήτρα γονιδιωματικό DNA 

 

Παράλληλα, για όλα τα γονίδια εκτελέστηκαν πολυάριθμες PCR δοκιμές με 

μήτρα γονιδιωματικό DNA φύλλου σε διαφορετικές αραιώσεις (1/10, 1/100, 1/1000). 

Όπως προαναφέρθηκε η αρχική συγκέντρωση του gDNA που χρησιμοποιήθηκε ήταν 

484ng/μl. Οι αντιδράσεις διαφοροποιήθηκαν ως προς το Τm, ανάλογα με το εκάστοτε 

γονίδιο, ενώ σε όλες τις αντιδράσεις ο χρόνος επιμήκυνσης στους 720C ήταν 1 λεπτό 

και ο αριθμός των κύκλων ήταν 30. Τέλος έλαβε χώρα ηλεκτροφόρηση 15μl 

προϊόντος κάθε αντίδρασης και 2 μl DNA ladder. 

 

 

 

 

 

 

Και σε αυτή την περίπτωση δεν παρατηρήθηκε επιτυχημένη ενίσχυση των 

ζητούμενων γονιδίων. Συγκεκριμένα τα γονίδια SfCinSin1, SfCinSin2 και SfBPSS 

παρουσίασαν όμοια εικόνα με αυτή των 3.39. και 3.40. αντίστοιχα, σε όλες τις 

αντιδράσεις που διεξήχθησαν (SfCinSin1& SfCinSin2: Τm 57
0
C, 59

0
C, 61

0
C) και 

(SfBPPS: Τm 59
0
C, 61

0
C). Παρόμοια εικόνα με αυτή της 3.38 επικράτησε και για τα 

γονίδια SsLPPS, SsSS και SfIFR στο σύνολο των δοκιμών τους (SsLPPS: Τm 59
0
C, 

63
0
C, 65

0
C), (SsSS: Τm 62

0
C, 65

0
C) και  (SfIFR: Τm 57

0
C, 59

0
C, 62

0
C). Τέλος όσον 

αφορά τα γονίδια SfTPI και SfLTP εκτελέστηκαν για το καθένα, αντιδράσεις με Τm 

61
0
C και 63

0
C, από τις οποίες δεν προέκυψε κανένα προϊόν (κενό gel). 

 

 
 

 SfIFR SsLPPS, SsSS SfCinSin1, SfCinSin2 SfBPPS, SfGerm 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 57
0
C για 0,30 min 65

0
C για 0,30 min 59

0
C για 0,30 min 61

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
30 

Εικόνα  3.38., 3.39 & 3.40. Ηλεκτροφορήσεις προϊόντων PCR για τα SfIFR, SsLPPS, SsSS (αριστερά), SfCinSin1, SfCinSin2 

(κέντρο) & SfBPPS, SfGerm (δεξιά) 

 

 

 

 

Πίνακας  3.23. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα γονίδια των εικόνων 3.38., 3.39 & 3.40. 

 

 

 

 

 

SsLPPS SsSS SfIFR 

1/10     1/100   1/1000 

1/10   1/100   1/1000 

1/10     1/100   1/1000 

1/10     1/100    1/1000 1/10        1/100    1/1000 

SfCinSin1 SfCinSin2 

1/10      1/100     1/1000  1/10       1/100     1/1000 

SfBPPS SfGerm 



 
 

 
66 

3.3.6. PCR επιθυμητών γονιδίων με μήτρα cDNA Τρίχας 
 

 

Τέλος, παρόλο που οι παραπάνω δοκιμές δεν απέδωσαν κάποια σαφή 

αποτελέσματα κρίθηκε σκόπιμο, να προχωρήσει η προσπάθεια μελέτης των επιπέδων 

έκφρασης των γονιδίων και στη τρίχα του φυτού Salvia sclarea. Ως μήτρα στις PCR 

αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκαν 20ng cDNA (ή κατάλληλες αραίωσεις της μήτρας), το 

οποίο συντέθηκε με το εκκινητή REV-sp Total. Ομοίως, οι συνθήκες κάθε αντίδρασης 

(όπως περιγράφεται στην ενότητα 2.4.3) καθορίστηκαν από το εκάστοτε γονίδιο, ενώ 

μετά την ολοκλήρωση κάθε αντίδρασης ηλεκτροφορήθηκαν 15 μl προϊόντος και 2 μl 

DNA ladder. Σε όλες τις αντιδράσεις ο χρόνος επιμήκυνσης στους 720C ήταν 1 λεπτό.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
SsLPPS, SsSS,  

SfCinSin1,  

SfCinSin2 

SsLPPS, SsSS,  

SfTPI, SfBPPS, 

SfIFR 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 59
0
C για 0,30 min 62

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
45 

 SfCinSin1,  SfCinSin2, SfLTP SsLPPS, SsSS,  SfTPI, SfIFR SfBPPS, SfGerm 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 57
0
C για 0,30 min 65

0
C για 0,30 min 66

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός κύκλων 45 

Πίνακας  3.24. Συνθήκες & Στάδια των PCR για 

τα γονίδια της εικόνας 3.41. 

 

 

 
Εικόνα 3.41. Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα SsLPPS, SsSS, SfTPI, 

SfBPPS, SfCinSin1, SfCinSin2, SfIFR 

 

 

 

Εικόνα 3.42. & 3.43. 

Ηλεκτροφορήσεις προϊόντων 

PCR για τα SsLPPS, SsSS, 

SfTPI, SfCinSin1, SfCinSin2, 

SfLTP, SfIFR (αριστερά) & 

SfBPPS, SfGerm (δεξιά) 

 

 

 

 

Πίνακας  3.25. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα γονίδια των εικόνων 3.42 & 3.43. 

 

 

 

 

SfBPP

S 

SfGerm

a 

1/1       1/2      1/2 
SsLPPS SsSS SfTPI 

1/1           1/2 1/1           1/2 1/1           1/2 1/2         1/2          1/2          1/2          

S
fC

in
S

in
1

 

S
fC

in
S

in
2

 

S
fL

T
P

 

S
fI

F
R

 

S
fC

in
S

in
2

 

1/1      1/2      1/1    1/2 1/2       1/2       1/2  1/1      1/2      1/1    1/2 1/1      1/2      1/1      1/2 

SsLPPS SsSS SfTPI SfBPPS 

S
fC

in
S

in
1

 

S
fI

F
R

 

Tm 59 Tm 62 Tm 59 Tm 62 
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Όπως και στα προηγούμενα πειράματα στο φύλλο του φυτού, έτσι και στην 

περίπτωση της τρίχας δεν κατέστη τελικά εφικτή η επιτυχημένη ενίσχυση των 

επιθυμητών γονιδίων.  

 

Πιο συγκεκριμένα, για το γονίδιο SfΒPPS αντίδραση με συνθήκες: Τm 66 
0
C 

και 45 κύκλους, είχε ως αποτέλεσμα την εμφάνιση έντονου smear (εικόνα 3.43.), σε 

αντίθεση με το αποτέλεσμα της αντίδρασης στο φύλλο, με το εκκινητή REV-sp1. 

Ωστόσο, οι αντίδρασεις με συνθήκες: Τm 67 
0
C, 45 κύκλους (εικόνα 3.44.) και Τm 68 

0
C, 45 κύκλους (εικόνα 3.45.) οδήγησαν στην λήψη δύο προϊόντων, ένα εκ των 

οποίων προσεγγίζει άριστα το αναμενόμενο, μεγέθους 316 bp. Με στόχο την 

 SfBPPS 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 68
0
C για 0,30 min 67

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
45 

 SfBPPS 
SfCinSin1, 

SfCinSin2 

Στάδιο Συνθήκες 

1 940C για 2 min 

2 940C για 0,30 min 

3 67
0
C για 0,30 min 68

0
C για 0,30 min 69

0
C για 0,30 min 65

0
C για 0,30 min 

4 720C για 1 min 

5 720C για 7 min 

6 120C για 0,50 min 

Αριθμός 

κύκλων 
40 45 

Πίνακας  3.26. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα γονίδια 

των εικόνων 3.44. & 3.45. 

 

 

 

 
Εικόνα 3.44. & 3.45. Ηλεκτροφορήσεις 

προϊόντων PCR για το SfBPPS 

 

 

 

Εικόνα 3.46.  Ηλεκτροφορήση προϊόντων PCR για τα SfBPPS, SfCinSin1, SfCinSin2 

 

 

 

 

 

Πίνακας  3.27. Συνθήκες & Στάδια των PCR για τα γονίδια της εικόνας 3.46. 

 

 

 

 

SfBPPS 

1/2 

Tm 67 

SfBPPS 

1/10         1/2 

Tm 68 

S
fC

in
S

in
1

 

S
fC

in
S

in
2

 

SfBPPS 

1/2      1/10     1/100   1/1000 1/2      1/10     1/100   1/1000 1/2      1/10     1/100   1/1000 1/2        1/2 

Tm 67 Tm 68 Tm 69 
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βελτίωση των αποτελεσμάτων για τη λήψη του ως μοναδικού προϊόντος, εκτελέστηκε  

αντίδραση με συνθήκες: Τm 69 
0
C και 45 κύκλους, αποτέλεσμα της οποίας ήταν και 

πάλι η εμφάνιση smear. Στην συνέχεια διεξήχθησαν αντιδράσεις στις ίδιες 

θερμοκρασίες (Τm 67 
0
C, Τm 68 

0
C, Τm 69 

0
C), αλλά στους 40 κύκλους, χωρίς όμως 

να υπάρξει σημαντική βελτίωση των αποτελεσμάτων (εικόνα 3.46.). Τέλος έλαβαν 

χώρα εκ νέου αντιδράσεις με τις ίδιες θερμοκρασίες στους 35 κύκλους, από τις οποίες 

δεν προέκυψε κανένα απολύτως προϊόν.  

 

 Σχετικά με τα γονίδια SsLPPS και SsSS, οι εικόνες 3.41. και 3.42. 

χαρακτηρίζουν τα αποτελέσματα του συνόλου των δοκιμών  που έλαβαν χώρα, κοινές 

και για τα δύο (Τm 57 
0
C, Τm 59 

0
C, Τm 62 

0
C, Τm 65 

0
C, Τm 67 

0
C, Τm 69 

0
C). 

Ομοίως στις ίδιες φωτογραφίες απεικονίζεται η γενικότερη εικόνα όλων των 

αποτελεσμάτων και για τα γονίδια SfCinSin1 και SfCinSin2 (SfCinSin1 & 

SfCinSin2: Τm 57 
0
C, Τm 59 

0
C, Τm 62 

0
C, Τm 65 

0
C). Στις εικόνες αυτές 

παρατίθεται ακόμη, η συνολική εικόνα των προϊόντων των αντιδράσεων των 

γονιδίων SfTPI και SfIFR (SfTPI: Τm 57 
0
C, 59 

0
C, Τm 62

0
C, Τm 65 

0
C, Τm 67 

0
C, 

Τm 68
0
C) και (SfIFR: Τm 57 

0
C, 59 

0
C, Τm 62

0
C, Τm 65 

0
C, Τm 67 

0
C). Παράλληλα, 

για το γονίδιο SfTPI εκτελέστηκε αντίδραση με Τm 65 
0
C και 40 κύκλους, το 

αποτέλεσμα της οποίας είχε τη μορφή smear, ενώ στο φύλλο αντίδραση με τις ίδιες 

συνθήκες είχε ως αποτέλεσμα τη λήψη μοναδικού προϊόντος.  

 

 Για το γονίδιο SfGerm αντίδραση με συνθήκες: Τm 66 
0
C και 45 κύκλους 

οδήγησε στην λήψη της είκονας 3.43. Παρόμοια εικόνα προέκυψε και στις υπόλοιπες 

αντιδράσεις (Τm 59 
0
C, Τm 62

0
C, Τm 67 

0
C).  Τέλος, ομοίως για το γονίδιο SfLTP, 

το αποτέλεσμα της εικόνας 3.42. είναι ενδεικτικό όλων των αντιδράσεων που 

πραγματοποιήθηκαν (Τm 57 
0
C, 59 

0
C, Τm 62

0
C, Τm 65 

0
C, Τm 67 

0
C). 
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3.4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 

 

 

3.4.1. Ποιοτικές μετρήσεις  
 

 

 Με σκοπό την αποτελεσματικότερη παρακολούθηση της εξέλιξης της 

ιστοκαλλιέργειας, αλλά και την συγκριτική μελέτη της επίδρασης των διαφορετικών 

χειρισμών στα έκφυτα πραγματοποιήθηκε διαρκής λήψη φωτογραφιών. Με το τρόπο 

αυτό επιτυγχάνεται η παρατήρηση χαρακτηριστικών όπως είναι το χρονικό διαστημά 

εμφάνισης, το μέγεθος και το χρώμα των κάλλων,μεταξύ των χειρισμών. Οι 

φωτογραφίες που παρατίθενται στην συνέχεια απεικονίζουν την πορεία τόσο της 

καλλογένεσης, όσο και της βλαστογένεσης, ανα βδομάδα και ανα χειρισμό.  

 

 

Καλλογένεση 

 

 

Όσον αφορά την καλλογένεση με χρήση «leaf disks» από το φυτό Salvia 

sclarea καταλληλότερα αποδήχθηκαν τα υποστρώματα ΜS-Cl2 (1mg/L 2,4 D + 

0,1mg/L ΒΑ) και ΜS-Cl5 (1mg/L NAA + 0,1mg/L ΒΑ), όπου παρατηρήθηκαν και τα 

μεγαλύτερα ποσοστά καλλογένεσης, 35,83% και 31,19% αντίστοιχα. Παράλληλα, και 

στους δύο αυτούς χειρισμούς η εξέλιξη της καλλογένεσης ακολουθεί παρόμοια 

πορεία στο χρόνο, με μόνη διαφοροποίηση την εμφάνιση εκτεταμένων νεκρωτικών 

«σημείων» («brown necrotic areas») στους κάλλους του υποστρώματος ΜS-Cl5 την 

6
η
 εβδομάδα. Το φαινόμενο αυτό ωστόσο δεν φαίνεται να δρα ανασταλτικά στην 

καλλογένεση, καθώς η αύξηση του κάλλου συνεχίζεται με σταθερό ρυθμό. Και στους 

δύο χειρισμούς απαντώνται εύρωστοι κάλλοι, έντονου πράσσινου χρώματος και 

αρκετά συμπαγείς, ενώ η ίδια εικόνα διατηρείται και στην περίπτωση τεμαχισμού και 

ανακαλλιέργειας των κάλλων. Σημαντικά χαμηλότερα ποσοστά καλλογένεσης 

προκύπτουν στα υποστρώματα ΜS-CI1 (2mg/L 2,4 D) και ΜS-Cl4 (2mg/L NAA), 

29,17% και 26,08% αντίστοιχα, όπου η ανάπτυξη κάλλου πραγματοποιείται σχεδόν 

10 ημέρες αργότερα σε σύγκριση με τα προηγούμενα.  

 

Παράλληλα, οι κάλλοι που προκύπτουν είναι μικρότερου μεγέθους, κιτρινωπού 

χρώματος και η εμφάνιση νεκρωτικών σημείων σε αυτούς γίνεται ταχύτερα, κυρίως 

στο υπόστρωμα ΜS-Cl4. Μάλιστα στο χρονικό διάστημα των 8-9 εβδομάδων οι 

κάλλοι των υποστρωμάτων ΜS-CI1 και ΜS-Cl4 παρουσιάζουν πλήρη νέκρωση 

(«total browning»), σε αντίθεση με αυτούς των ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5, οι οποίοι 

αναπτύσσονται κανονικά, και το μέγεθος των «σημείων» διατηρείται σταθερό. Τέλος 

μηδενικό ποσοστό καλλογένεσης σημειώνεται για τα υποστρώματα ΜS-Cl3 (2mg/L 

2,4 D + 0,2mg/L ΒΑ) και ΜS-Cl6 (2mg/L NAA + 0,2mg/L ΒΑ), όπου 

πραγματοποιείται σταδιακά πλήρη νέκρωση των εκφύτων στις 37 ημέρες περίπου, 

πριν την τελική αποδιαφοροποίηση και την αναπτύξη κάλλου. Την πρώτη εβδομάδα 

η πορεία των εκφύτων είναι κοινή με τους άλλους χειρισμούς, (διόγκωση ελαφρώς 

μικρότερου μεγέθους), την 2
η
 εβδομάδα ωστόσο ξεκινάει η εμφάνιση νεκρωτικών 

περιοχών στην περιφέρεια των εκφύτων.  
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Εικόνες 3.47.- 3.55. Απεικόνιση της πορείας της ιστοκαλλιέργειας έκφυτων φύλλου Salvia sclarea στα θρεπτικά 

υποστρώματα MS-CL2 & MS-CL5 

Εικόνα 3.47. Εικόνα 3.48. Εικόνα 3.49. Εικόνα 3.50. Εικόνα 3.51. 

Εικόνα 3.52. Εικόνα 3.53. Εικόνα 3.54. Εικόνα 3.55. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Χρόνος σε 

ημέρες 
Εικόνα Παρατηρήσεις 

Ημέρα 0 Εικόνα 3.47. 
Leaf disk-Εγκατάσταση ιστοκαλλιέργειας στα θρεπτικά υποστρώματα MS-CL2 & 

MS-CL5* 

Ημέρα 7η Εικόνα 3.48. Έντονη διόγκωση του έκφυτου* 

Ημέρα 14η Εικόνα 3.49. Έναρξη αποδιαφοροποίησης από την βάση* 

Ημέρα 30η Εικόνα 3.50. Σχηματισμός κάλλου* 

Ημέρα 37η Εικόνα 3.51. Αύξηση μεγέθους κάλλου, συμπαγούς μορφής* 

Ημέρα 45η 

Εικόνα 3.52. Αυξημένος σε μέγεθος κάλλος, πράσσινου χρώματος, στο υπόστρωμα MS-CL2 

Εικόνα 3.53. 
Αυξημένος σε μέγεθος κάλλος, πράσσινου χρώματος, στο υπόστρωμα MS-CL5 

Ύπαρξη εκτεταμένων «νεκρωτικών σημείων» 

Ημέρα 56η 

Εικόνα 3.54. Σταθεροποίηση αύξησης κάλλου, πράσσινου χρώματος (υπόστρωμα MS-CL2) 

Εικόνα 3.55. 
Αύξηση κάλλου παράλληλα με την αυξηση των «νεκρωτικών σημείων»,μέχρι την 

σταθεροποίηση του (υπόστρωμα MS-CL5) 

*Σημείωση: Η εξέλιξη της καλλογένεσης & η μορφολογία των έκφυτων ήταν παρόμοια στα δύο 

υποστρώματα, μέχρι το τέλος της 5
ης 

εβδομάδας 

 

 

 

  

Πίνακας  3.28.  Συνοπτική περιγραφή της πορείας της ιστοκαλλιέργειας στα θρεπτικά υποστρώματα MS-CL2 & MS-CL5 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 
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Εικόνα 3.56. Εικόνα 3.57. Εικόνα 3.58. Εικόνα 3.59. Εικόνα 3.60. 

Εικόνα 3.61. Εικόνα 3.62. Εικόνα 3.63. Εικόνα 3.64. 

Εικόνες 3.56.- 3.64. Απεικόνιση της πορείας της ιστοκαλλιέργειας έκφυτων φύλλου Salvia sclarea στα θρεπτικά 

υποστρώματα MS-CL1 & MS-CL4 

  

Χρόνος σε 

ημέρες 
Εικόνα Παρατηρήσεις 

Ημέρα 14η Εικόνα 3.56. Έναρξη διόγκωσης του έκφυτου** 

Ημέρα 25η 

Εικόνα 3.57. 
Αύξηση του βαθμού διόγκωσης, μικρή αποδιαφοροποίηση στη βάση, στο 

υπόστωμα MS-CL1 

Εικόνα 3.61. 
Μεγαλύτερη αποδιαφοροποίηση, κιτρίνισμα έκφυτου με ταυτόχρονη ύπαρξη 

εκτεταμένων «νεκρωτικών σημείων», στο υπόστωμα MS-CL4 

Ημέρα 40η 
Εικόνα 3.58. 

Σχηματισμός  κιτρινοπράσσινου κάλλου, μικρού μεγέθους, στο υπόστωμα MS-

CL1 

Εικόνα 3.62. Σχηματισμός  κίτρινου κάλλου, μικρού μεγέθους, στο υπόστωμα MS-CL4 

Ημέρα 47η 

Εικόνα 3.59. Αύξηση μεγέθους κάλλου, συμπαγούς μορφής στο υπόστωμα MS-CL1 

Εικόνα 3.63 
Αύξηση μεγέθους κάλλου, ταχύρυθμη επέκταση των «νεκρωτικών σημείων» στο 

υπόστωμα MS-CL4 

Ημέρα 53η 
Εικόνα 3.60. 

Σταδιακό κιτρίνισμα κάλλου, σταθεροποίηση μεγέθους, εμφάνιση «νεκρωτικών 

σημείων» στο υπόστωμα MS-CL1 

Εικόνα 3.64. Σταθεροποίηση μεγέθους κάλλου, σχεδόν πλήρης νέκρωση του ιστού 

**Σημείωση: Δεν σημειώθηκαν αλλαγές στα έκφυτα, σε κανένα από τα δύο υποστρωμάτα νωρίτερα από την 

2
η
 εβδομάδα. Πλήρης νέκρωση των κάλλων παρατηρείται  περίπου στις 60 ημέρες, τόσο στο MS-CL1 όσο και 

στο MS-CL4 

Πίνακας  3.29.  Συνοπτική περιγραφή της πορείας της ιστοκαλλιέργειας στα θρεπτικά υποστρώματα MS-CL1 & MS-CL4 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 
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Εικόνες 3.41.- 3.43. Απεικόνιση της κοινής πορείας της ιστοκαλλιέργειας έκφυτων φύλλου Salvia sclarea στα θρεπτικά 

υποστρώματα MS-CL3 & MS-CL6 

Εικόνα 3.65. Εικόνα 3.66. Εικόνα 3.67. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Χρόνος σε 

ημέρες 
Εικόνα Παρατηρήσεις 

Ημέρα 14η Εικόνα 3.65. 
Έκφυτα φύλλων ελαφρώς διογκωμένα, εμφάνιση «νεκρωτικών περιοχών»  στην 

περιφέρεια των έκφυτων*** 

Ημέρα 30η Εικόνα 3.66. 
Χαμηλή αποδιαφοροποίηση, επέκταση «νεκρωτικών περιοχών» παράλληλα με την 

αύξηση του μεγέθους των έκφυτων*** 

Ημέρα 37η Εικόνα 3.67. Πλήρης νέκρωση έκφυτων, δεν σχηματίζεται κάλλος*** 

***Σημείωση:  Μεταξύ των δύο χειρισμών MS-CL3 & MS-CL6,  καθόλη τη διάρκεια της ιστοκαλλιέργειας 

δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην ανταπόκριση των έκφυτων  

Πίνακας  3.30.  Συνοπτική περιγραφή της κοινής πορείας της ιστοκαλλιέργειας στα θρεπτικά υποστρώματα MS-CL3 & MS-

CL6 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 
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Εικόνα 3.68. Σχηματισμός 

κάλλου από leaf disk στο 

ΜS-SI1 (2mg/L ΒΑ), την 8
η
 

εβδομάδα 

Εικόνα 3.69. Νέκρωση κάλλου, ο 

οποίος μεταφέρθηκε στο ΜS-SI1 

(2mg/L ΒΑ), την 8
η
 εβδομάδα 

Εικόνα 3.70. Σχηματισμός κάλλου 

από leaf disk στο ΜS-SI2 (5mg/L 

ΒΑ), την 6
η
 εβδομάδα 

Εικόνα 3.71. Νέκρωση σε leaf disk 

στο ΜS-SI10, χωρίς εμφανή 

αποδιαφοροποίηση την 2
η
 

εβδομάδα 

Εικόνα 3.72. Σχηματισμός 

πράσσινου κάλλου από leaf 

disk στο ΜS-SI3,την 8
η
 

εβδομάδα 

Εικόνα 3.73. Σχηματισμός 

κάλλου με «νεκρωτικά 

σημεία» από leaf disk στο 

ΜS-SI4,την 7
η
 εβδομάδα 

Βλαστογένεση 

 

 

Όσον αφορά την βλαστογένεση, ως αρχικό φυτικό υλικό χρησιμοποιήθηκαν 

τόσο έκφυτα φύλλου, όσο και κάλλοι του φυτού Salvia sclarea. Για το σκοπό αυτόν 

έλαβαν χώρα πολυάριθμες δοκιμές με 10 διαφορετικά θρεπτικά υποστρώματα, 

ωστόσο η επίτευξη της δεν κατέστη δυνατή σε καμία περίπτωση. Αντίθετα, σε όλες 

σχεδόν τις περιπτώσεις σημειώθηκε ανάπτυξη κάλλου ή αύξηση του μεγέθους του 

ήδη υπάρχοντος, με εξαίρεση τα θρεπτικά υποστρώματα ΜS-Sl7 (5mg/L ΒΑ+ 

0,5mg/L ΝΑΑ) και ΜS-Sl10 (5mg/L Κinetin + 0,5mg/L NAA) όπου δεν παρατηρήθηκε 

κανένα ίχνος αποδιαφοροποίησης. Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα κρίνεται η ανάπτυξη 

κάλλου από τα «leaf disks», στα υποστρώματα ΜS-Sl1 (2mg/L ΒΑ) και ΜS-Sl2 

(5mg/L ΒΑ), όπου δεν υπήρχε προσθήκη αυξινών. Το γεγονός αυτό ενδεχομένως να 

υποδηλώνει αυξημένα επίπεδα ενδογενών αυξινών. Παράλληλα σημειώθηκε πλήρης 

νέκρωση των κάλλων που μεταφέρθηκαν σε αυτά. Μάλιστα, στα υποστρώματα ΜS-

Sl3 (1mg/L BA + 0,1mg/L 2,4 D) και ΜS-Sl4 (1mg/L BA + 0,1mg/L ΝΑΑ) είτε μετά 

την μεταφορά κάλλων, είτε με χρήση leaf disks ως έκφυτα, απαντώνται εύρωστοι, 

ευμεγέθεις κάλλοι, πράσσινου χρώματος, παρόμοιας μορφολογίας με αυτούς των 

υποστρωμάτων ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5 αντίστοιχα.  
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3.4.2. Ποσοτικές μετρήσεις  
 

 

Παράλληλα με τις ποιοτικές μετρήσεις διεξήχθησαν και μετρήσεις όσον αφορά 

το χρονικό διάστημα εμφάνισης των κάλλων, το νωπό βάρος τους, καθώς και τα 

ποσοστά καλλογένεσης και βλαστογένεσης, καθόλη τη διάρκεια των πειραμάτων. 

Επιπρόσθετα, μια ακόμη παράμετρος που χρησιμοποιείται συχνά για την αξιολόγηση 

της εξέλιξης της καλλογένεσης είναι ο «δείκτης ανάπτυξης-growth index». Το νωπό 

βάρος ως μέτρηση υποδηλώνει την απόλυτη βιομάζα ενός ιστού μια συγκεκριμένη 

χρονική στιγμή, όχι όμως και το δυναμικό ανάπτυξής του, το οποίο 

αντιπροσωπεύεται από τον «δείκτη ανάπτυξης». Αναλυτικότερα, ο «growth index» 

συσχετίζει την βιομάζα μιας δεδομένης χρονικής στιγμής, με την αρχική και 

υπολογίζεται από τον τύπο:  

 

GI = (WΤ-W0) / W0 

 

όπου: ως GI ορίζεται ο «growth index», ως WΤ το νωπό βάρος για τη δεδομένη 

χρονική στιγμή της μέτρησης, και W0 το αρχικό βάρος.  

 

 

Αποτελέσματα καλλογένεσης 

 

 

Με σκοπό την λήψη των ποσοτικών μετρήσεων μελετήθηκε η πορεία της 

καλλογένεσης 15 έκφυτων από κάθε χειρισμό. Πραγματοποιήθηκε καταγραφή του 

νωπού τους βάρους, σε ζυγό ακριβείας, ανά εβδομάδα και υπολογίστηκε ο μέσος 

όρος και «ο δείκτης ανάπτυξης». Το ποσοστό καλλογένεσης αναφέρεται στο 

συνολικό αριθμό των κάλλων που σχηματίστηκαν σε κάθε χειρισμό. Ακολουθεί 

συνοπτική παράθεση όλων των δεδομένων στους πίνακες 3.31-3.36 και στα 

διαγράμματα 3.1-3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

2,4 D /ΒΑ 

(1mg/L/0,1mg/L) 

0 0,0188 

35,83% 

0 

7 0,0639 2,39 

14 0,1297 5,89 

21 0,3461 17,40 

28 0,4043 20,50 

35 0,513 26,28 

42 0,5982 30,81 

49 0,6032 31,08 

56 0,5997 30,89 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

NAA/BA 

(1mg/L/0,1mg/L) 

0 0,0182 

31,19% 

0 

7 0,06122 2,36 

14 0,1039 4,70 

21 0,2677 13,70 

28 0,3991 20,92 

35 0,5093 26,98 

42 0,5642 30 

49 0,5918 31,51 

56 0,5802 30,87 

Πίνακας  3.31.  Παράθεση των μετρήσεων για το υπόστρωμα 

MS-CL 2 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

Πίνακας  3.32.  Παράθεση των μετρήσεων για το υπόστρωμα 

MS-CL 5 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 
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ΧΡΟΝΟΣ ΣΕ ΗΜΕΡΕΣ 

2.4D/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

NAA/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

2.4D/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

NAA/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

2.4D (2mg/L) 

NAA (2mg/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

2,4 D /ΒΑ 

(2mg/L/0,2mg/L) 

0 0,0183 

0% 

0 

7 0,0321 0,75 

14 0,0625 2,41 

21 0,1173 5,40 

28 0,1039 4,67 

35 0,0996 4,44 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

NAA/BA 

(2mg/L/0,2mg/L) 

0 0,0187 

0% 

0 

7 0,0203 0,08 

14 0,0321 0,71 

21 0,0689 2,68 

28 0,0724 2,87 

35 0,0709 2,79 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

2.4D (2mg/L) 

0 0,018 

29,17% 

0 

7 0,0429 1,38 

14 0,1023 4,68 

21 0,2007 10,15 

28 0,3102 16,23 

35 0,4321 23 

42 0,5116 27,42 

49 0,5323 28,57 

56 0,52 27,88 

ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ 

(σε 

ημέρες) 

ΝΩΠΟ 

ΒΑΡΟΣ 

(σε g) 

ΠΟΣΟΣΤΟ 

ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗΣ 
GI 

NAA (2mg/L) 

0 0,0189 

26,08% 

0 

7 0,041 1,16 

14 0,0989 4,23 

21 0,1837 8,71 

28 0,2993 14,83 

35 0,4001 20,16 

42 0,4985 25,37 

49 0,5026 25,59 

56 0,4995 25,42 

Πίνακας  3.33  Παράθεση των μετρήσεων για το υπόστρωμα 

MS-CL 3 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 

3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 

Πίνακας  3.34.  Παράθεση των μετρήσεων για το υπόστρωμα 

MS-CL 6 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 

3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 Πίνακας  3.35.  Παράθεση των μετρήσεων για το υπόστρωμα 

MS-CL 1 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 

3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 

Πίνακας  3.36.  Παράθεση των μετρήσεων για το 

υπόστρωμα MS-CL 4 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 

3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 

Διάγραμμα  3.1.  Διάγραμμα νωπού βάρους σε σχέση με το 

χρόνο, ανά χειρισμό 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 
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ΧΡΟΝΟΣ ΣΕ ΗΜΕΡΕΣ 

2.4D/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

NAA/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

2.4D/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

NAA/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

2.4D (2mg/L) 

NAA (2mg/L) 
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2.4D/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

NAA/BA (1mg/L/0,1mg/L) 

2.4D/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

NAA/BA (2mg/L/0,2mg/L) 

2.4D (2mg/L) 

NAA (2mg/L) 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα  3.2.  Διάγραμμα του δείκτη ανάπτυξης σε σχέση 

με το χρόνο, ανά χειρισμό 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 

3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 

Διάγραμμα  3.3.  Ποσοστά καλλογένεσης ανά χειρισμό 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 
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3.4.3. Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων καλλογένεσης 
 

 

Με σκοπό την στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε 

ανάλυση διακύμανσης κατά ένα παράγοντα (one way Anova) και  στην συνέχεια το 

test Tukey (Tukey’s honestly significant difference test).  Από τις παραπάνω 

διαδικασίες εξαιρέθηκαν οι μετρήσεις για τα υποστρώματα MS-CL 3 & MS-CL 6, 

λόγω του μηδενικού ποσοστού καλλογένεσης.  

 

 

Αποτελέσματα μετρήσεων νωπού βάρους  

 

 

 

 

Από την ανάλυση διακύμανσης των μετρήσεων προκύπτει ότι η επίδραση των 

διαφορετικών χειρισμών στο νωπό βάρος των κάλλων ήταν στατιστικά σημαντική 

(F> κριτήριο F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αναλυτικότερα, από τον παραπάνω πίνακα (test Tukey) διακρίνεται μεταξύ 

ποιών χειρισμών υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά. Οι μέσοι όροι που 

χαρακτηρίζονται με το ίδιο γράμμα δεν διαφέρουν σε επίπεδο σημαντικότητας P< 

0,05.    

 

Αποτελέσματα μετρήσεων GI 

 

ΑΝΑΛΥΣΗ 

ΔΙΑΚΥΜΑΝΣΗΣ  

Προέλευση 

διακύμανσης 
SS 

βαθμοί 

ελευθερίας 
MS F τιμή-P κριτήριο F 

Μεταξύ ομάδων 104,6110 3 34,87033 63,2510 
4,30E-

09 
3,238871 

Μέσα στις ομάδες 8,82080 16 0,55130 
   

Σύνολο 113,4318 19 
    

 

ΑΝΑΛΥΣΗ 

ΔΙΑΚΥΜΑΝΣΗΣ  

Προέλευση 

διακύμανσης 
SS 

βαθμοί 

ελευθερίας 
MS F τιμή-P 

κριτήριο 

F 

Μεταξύ ομάδων 0,03416 3 0,01138715 60,91095 
5,67E-

09 
3,238871 

Μέσα στις ομάδες 0,00299 16 0,00018694 
   

Σύνολο 0,03715 19 
    

MS-CI 2 0,599a 

MS-CI 5 0,58a 

MS-CI 1 0,52b 

MS-CI 4 0,499c 

Πίνακας  3.37.  Αποτελέσματα ANOVA για το νωπό βάρος των κάλλων 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR ακτίνης. 

 

Πίνακας  3.39.  Αποτελέσματα ANOVA για το δείκτη ανάπτυξης των κάλλων 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Πίνακας  3.38.  Αποτελέσματα νωπού βάρους με 

Tukey’s test 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της 

εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR 

ακτίνης. 

 



 
 

 
78 

Από την ανάλυση διακύμανσης των μετρήσεων προκύπτει ότι η επίδραση των 

διαφορετικών χειρισμών στον δείκτη ανάπτυξης των κάλλων ήταν στατιστικά 

σημαντική (F> κριτήριο F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ομοίως, από τον παραπάνω πίνακα (test Tukey) επισημαίνεται μεταξύ ποιών 

χειρισμών υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά. Οι μέσοι όροι που 

χαρακτηρίζονται με το ίδιο γράμμα δεν διαφέρουν σε επίπεδο σημαντικότητας P< 

0,05.  Τα αποτελεσμάτα για το δείκτη ανάπτυξης συμβαδίζουν απόλυτα με αυτά του 

νωπού βάρους.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

MS-CI 2 30,89a 

MS-CI 5 30,87a 

MS-CI 1 27,88b 

MS-CI 4 25,42c 

Πίνακας  3.40.  Αποτελέσματα δείκτη ανάπυξης 

με Tukey’s test 

 

 

 

Δείγμα Ιστός 
Ποσότητα 

μήτρας  (ng) 

Α Φύλλο 20 

Β Τρίχα 20 

Γ Τρίχα 30 

Δ Τρίχα 40 

Ε Τρίχα 50 

 Πίνακας  3.14.  Οι ποσότητες των δειγμάτων της 

εικόνας 3.21. που χρησιμοποιήθηκαν για τα PCR 

ακτίνης. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 

Το γένος Salvia ανήκει στην οικογένεια Lamiaceae (ή αλλιώς και Labiatae) και 

περιλαμβάνει περίπου 900 είδη ποωδών και ξυλωδών αρωματικών φυτών. Το 

αρωματικό φυτό Salvia sclarea αποτελεί έναν από τους πιο δημοφιλής εκπροσώπους 

του γένους, καθώς αξιοποιείται ευρέως στην αρωματοποιία, στην κοσμετολογία, στη 

βιομηχανία τροφίμων, αλλά και στην παραγωγή φυτοθεραπευτικών σκευασμάτων. 

Ενα από τα κυρίαρχα συστατικά του αιθέριου ελαίου του φυτού είναι το λαβδανικό 

διτερπένιο σκλαρεόλη, χημική ουσία εξαίχουσας σημασίας για το τομέα της 

αρωματοποιίας, όπου χρησιμοποιείται για την σύνθεση πληθώρας ενώσεων, 

υποκατάστατων της άμβρας. Μάλιστα, βάση πρόσφατων μελέτων η σκλαρεόλη 

φαίνεται να διαθέτει αντιμικροβιακές και αντιμυκητιακές ιδιότητες, να συμμετέχει 

επικουρικά στην δράση αντικαρκινικών φαρμάκων, αλλά και να επάγει την 

απόπτωση ανθρώπινων λευχαιμικών κυττάρων. Αξίζει να σημειωθεί ότι στη φύση η 

σκλαρεόλη απαντάται μόνο σε τρία ακόμη φυτικά είδη (Cistus creticus, Nicotiana 

glutinous, Cleome spinosa), με τα άνθη και τα φύλλα του φυτού Salvia sclarea να 

αποτελούν την μεγαλύτερη πηγή του διτερπενίου. Η έκκριση της σκλαρεόλης, όπως 

και των δύο ακόμη βασικών συστατικών του ελαίου, των μονοτερπενίων λιναλοόλη 

και οξικό εστέρα της λιναλοόλης πραγματοποιείται από τα αδενώδη τριχώματα με 

δομή οστού («capitate glandular hairs»), ενώ από τα ασπιδοειδή αδενώδη τριχώματα  

(«peltate glandular) εκκρίνεται το σεσκιτερπένιο γερμακρένιο D. Στο φυτό 

απαντώνται σε αφθονία και μη αδενώδη τριχώματα.  

 

Μια από τις αρχικές δυσκολίες που παρουσιάστηκε στην παρούσα εργασία 

ήταν η λήψη επαρκούς ποσότητας τρίχας από τα φύλλα του φυτού. Κατά τη 

διαδικασία της απομόνωσης, στο σύνολο των τεχνικών που εφαρμόστηκαν 

παρατηρήθηκε διάρρηξη της εφυμενίδας των αδενωδών τριχωμάτων, λόγω τριβής και 

διαφυγή των περιεχόμενων μεταβολιτών υπό τη μορφή παχύρευστης κολλώδους 

ουσίας δυσχεραίνοντας την συλλογή. Μετά από αρκετές δοκιμές ως 

αποτελεσματικότερος τρόπος συλλογής κρίθηκε η συνδυασμένη χρήση υγρού αζώτου 

και πινέλου ζωγραφικής. Ταυτόχρονα απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή προς αποφυγή 

λήψης και άλλων επιδερμικών κυττάρων, γεγονός που περιορίζει την αυξημένη 

ταχύτητα στους χειρισμούς. Επομένως, με στόχο τη διασφάλιση της ποιότητας του 

συλλεγόμενου ιστού, κάθε φόρα λάμβανε χώρα λήψη μικρής ποσότητας. 

 

 Ιδιαίτερα απαιτητικές διαδικασίες αποδείχθηκαν επίσης, η απομόνωση και ο 

καθαρισμός του ολικού RNA από το φυτό. Εφαρμογή του διαδεδομένου σε χρήση 

πρωτόκολλου phenol/chloroform extraction οδήγησε στην απόκτηση δειγμάτων 

χαμηλής καθαρότητας, ως προς τις προσμίξεις με πρωτεΐνες και φαινολικά, καθώς οι 

λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.260/O.D.240 αντίστοιχα, δεν σημείωσαν ιδιαίτερα 

υψηλές τιμές, σε σημαντικό αριθμό ανεξάρτητων δοκιμών. Οι χαμηλοί λόγοι 

διατηρήθηκαν και στις δοκιμές ενοποίησης και επανάληψης του καθαρισμού των 

δειγμάτων. Επιπρόσθετα παρατηρήθηκε άποκλιση αποτελεσμάτων ηλεκτροφόρησης 

και φωτομέτρησης, όσον αφορά τον προσδιορισμό της ποσότητας του ολικού RNA. 

Συγκεκριμένα, δείγματα των οποίων η συγκέντρωση προσδιορίζεται χαμηλή βάση 

ηλεκτροφόρησης, κατά τη φωτομέτρηση παρουσιάζουν υψηλές τιμές O.D.260. με 

αποτέλεσμα, και η συγκέντωση που προκύπτει να είναι αρκέτα μεγαλύτερη. 

Απόρροια αυτού είναι η αδυναμία διεξαγωγής ασφαλούς προσδιορισμού της 
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συγκέντρωσης των δειγμάτων, καθώς εμπεριέχεται ο κίνδυνος υπερεκτίμησής της. Το 

γεγονός αυτό πιθανώς να σχετίζεται με την ύπαρξη υψηλών επιπέδων φαινολικών 

προσμίξεων, οι οποίες μετατοπίζουν όλο το φάσμα απορρόφησης.  

 

Παρόμοια προβλήματα κατά την απομόνωση ολικού RNA άριστης 

καθαρότητας είναι αρκετά συχνά σε ιστούς πλούσιους σε πολυφαινόλες και 

πολυσακχαρίτες, όπως είναι τα αρωματικά φυτά και το αμπέλι. Λόγω της 

σημαίνουσας ερευνητικής και εμπορικής αξίας των φυτών αυτών, όλοενα και 

αυξάνεται η προσπάθεια βελτιστοποίησης των πρωτόκολλων που εφαρμόζονται 

σήμερα. Στόχος είναι η εύρεση μεθόδων που διασφαλίζουν την ακεραιότητα, την  

υψηλή καθαρότητα, αλλά και την λήψη μεγάλης ποσότητας του RNA των δειγμάτων, 

σε σύντομο χρονικό διάστημα και με μικρό κόστος.  

 

Με γνώμονα όλα τα προαναφερθέντα δεδομένα, και κυρίως την ανάγκη 

βελτίωσης της καθαρότητας των δειγμάτων αναζητήθηκαν τα καταλληλότερα 

πρωτόκολλα απομόνωσης. Από την εφαρμογή των CTAB extraction S(short), το 

οποίο αποτελεί τροποποίηση του πρωτοκόλλου των Banilas et al. , 2011 και CTAB 

extraction L(long) προέκυψαν δείγματα διασφαλισμένης ακεραιότητας και υψηλής 

καθαρότητας, με το λόγο O.D.260/O.D.280 να σημειώνει την ιδάνικη τιμή. Παράλληλα, 

τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης συνάδουν πλήρως με αυτά της φωτομέτρησης. 

Συμπερασματικά, στην εν λόγω μελέτη τα πρωτόκολλα CTAB extraction S(short) 

και CTAB extraction L(long) κρίθηκαν καταλληλότερα για την απομόνωση ολικού 

RNA από τους ιστούς του αρωματικού φυτού Salvia sclarea. 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η συγκριτική μελέτη των επιπέδων 

έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται σε μονοπάτια του δευτερογενούς μεταβολισμού 

(βιοσύνθεση μονοτερπενίων, διτερπενίων, φλαβονοειδών) στο φύλλο, στα τριχώματα, 

στο φύλλο απουσία τριχωμάτων και σε κάλλο,του αρωματικού φυτού Salvia sclarea.  

Παρά την ευρύτατη χρήση του και την εξαίχουσα σημασία του αιθέριου ελαίου του, 

τα βιβλιογραφικά δεδομένα για το συγκεκριμένο φυτικό είδος παραμένουν 

περιορισμένα, καθώς ο αριθμός των ολοκληρωμένων σχετικών μελετών δεν είναι 

μεγάλος, γεγονός που αποτελεί ακόμα ένα κίνητρο για την διεξαγωγή της εν λόγω 

εργασίας.  

 

Με εξαίρεση τις δύο πρόσφατα χαρακτηρισμένες, ως προς τη λειτουργίας τους, 

συνθετάσες διτερπενίων που καταλύουν την σύνθεση της σκλαρεόλης, τα υπόλοιπα 

γονίδια που επιλέχτηκαν προέρχονται από το συγγενικό είδος Salvia fruticosa και 

συμμετέχουν στη βιοσύνθεση μονοτερπενιών, διτερπενίων, φαινυλοπροπανοειδών 

και φλαβονοειδών. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον κρίθηκε το γεγονός ότι, σύμφωνα με την 

μελέτη των Fani M. Chatzopoulou et al., 2010,  τα γονίδια αυτά εμφανίζουν πολύ 

υψηλά επίπεδα έκφρασης στα τριχώματα, ενώ σημαντικά χαμηλά στο φυλλό 

παρουσία ή απουσία των τριχωμάτων, καταδεικνύοντας τον σημαίνοντα ρόλο του 

αδενώδους τριχώματος ως «πλούσιο εργοστάσιο» παραγωγής δευτερογενών 

μεταβολιτών. Για κάθε γονίδιο, μέσω του ευρετικού αλγορίθμου BLAST διεξήχθη 

αναζήτηση ακολουθιών με την ίδια λειτουργία, οι οποίες εμφανίζουν μεγάλη 

ομοιότητα με αυτό. Εν συνεχεία για κάθε γονίδιο επιλέχτηκαν οι επτά πρώτες 

αλληλουχίες με το μικρότερο E Value. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 

αποτέλεσμα πολλαπλής ευθυγράμμισης των επιλεγμένων αλληλουχιών και 

σχεδιασμού σε συντηρημένες περιοχές, τηρώντας τα απαραίτητα κριτήρια.  
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Στα πλαίσια της εν λόγω μελέτης ωστόσο δεν κατέστη δυνατή η επιτυχημένη 

ενίσχυση των επιθυμητών γονιδίων, τόσο στο φύλλο όσο και στη τρίχα, παρά τις 

πολυάριθμες προσπάθειες βελτίωσης των προσεγγίσεών μας. Μια πιθανή αιτία του 

αποτελέσματος αυτού, είναι η μειωμένη ενδεχομένως ειδικότητα πρόσδεσης κάθε 

ζευγαριού εκκινητών στη μήτρα, λόγω των περιορισμένων βιβλιογραφικών 

δεδομένων για την Salvia sclarea, με αποτέλεσμα τη δέσμευσή τους και σε άλλες 

αλληλουχίες «στόχους» πλην των επιθυμητών και κατ’επέκταση την ενίσχυση 

περισσοτέρων του ενός γονιδίων.  

  

 Το ενδεχόμενο αυτό ενισχύεται σημαντικά από την εν γένει υψηλή ομολογία 

που παρουσιάζεται μεταξύ των συνθετασών των μόνο-, δί-, και σέσκι- τερπενίων, με 

τις πλέον συντηρημένες περιοχές να αντιστοιχούν στις υπομονάδες που συμμετέχουν 

στην κατάλυση κοινών σταδίων, όπως είναι ο ισομερισμός των πρόδρομων μορίων 

και τις λιγότερο συντηρημένες να σχετίζονται με την κατάλυση αντιδράσεων 

κυκλοποίησης, από τις οποίες συντίθεται τα τελικά προϊόντα. Ωστόσο στις 

χαμηλότερες ταξινομικές βαθμίδες, σε επίπεδο γένους ο βαθμός ομοιότητας 

αυξάνεται ακόμα και στην περίπτωση των προαναφερθέντων λιγότερο συντηρημένων 

περιοχών. Παράλληλα, ιδιαίτερα μεγάλη ομολογία παρουσιάζεται και σε επίπεδο 

υπο-οικογένειας (TPS-a: συνθετάσες δί-, και σέσκι- τερπενίων, TPS-b: συνθετάσες 

μόνοτερπενίων), καθώς τα μέλη κάθε υπο-οικογένειας διαθέτουν παρόμοιες 

αλληλουχίες, έστω και αν καταλύουν τον σχηματισμό διαφορετικών προϊόντων. 

Μάλιστα η ασφαλής πρόβλεψη της ταυτότητας των τελικών προϊόντων, χωρίς την 

διεξαγωγή ενζυμικών δοκιμών μπορεί να επιτευχθεί μόνο βάση της πλήρους 

αλληλουχίας των γονιδίων (Bolhmann et al., 1998). Στο φυτό Abies grandis 

απαντώνται επτά ομόλογα γονίδια συνθετασών, τα οποία κωδικοποιούν διαφορετικά 

προϊόντα (Bolhmann et al., 1997). 

 

Βάση των παραπάνω δεδομένων εξάγεται το συμπέρασμα ότι, η ύπαρξη έστω 

και μικρής απόκλισης στην αλληλουχία των ζητούμενων γονιδίων, σε σχέση με αυτά 

στα οποία βασίστηκε ο σχεδιασμός των εκκινητών δύναται να μειώσει σημαντικά την 

ειδικότητα πρόσδεσής τους. Σε συνάρτηση με την ήδη υπάρχουσα υψηλή ομολογία, 

αλλά και το γεγονός ότι τα προς μελέτη γονίδια εμφανίζουν χαμηλά επίπεδα 

έκφρασης στο φύλλο φαίνεται να συνηγορούν στο ενδεχόμενο των πολλαπλών 

σημείων πρόσδεσης. Ωστόσο, τα δεδομένα και τα συμπεράσματα που προέκυψαν στα 

πλαίσια της παρούσας εργασίας, δεδομένου ότι τον τελευταίο καιρό ολοένα και 

πληθαίνουν οι δημοσιοποιημένες μελέτες για την Salvia sclarea μπορούν να 

αποτελέσουν εφαλτήριο μελλοντικών προσεγγίσεων.  

 

Παράλληλα, λόγω της υψηλής εμπορικής και οικονομικής σημασίας που 

προσδίδουν οι δευτερογενείς μεταβολίτες του, το φυτό Salvia sclarea αποτελεί είδος 

αυξημένου ενδιαφέροντος και για το τομέα της ιστοκαλλιέργειας. Τα τελευταία 

χρόνια ολοένα και ενισχύεται η προσπάθεια της in vitro παραγωγής δευτερογενών 

μεταβολιτών, κυρίως εκείνων για τους οποίους τα δεδομένα σχετικά με τη ρύθμιση 

του βιοχημικού μονοπατιού τους παραμένουν ελλιπή, όπως η σκλαρεόλη. 

Ταυτόχρονα, η απόκτηση αρωματικών φυτών μέσω των τεχνικών της 

ιστοκαλλιέργειας διασφαλίζει την λήψη αυξημένων επιπέδων παραγωγής των 

μεταβολικών τους προϊόντων, ανεξαρτήτως κλιματολογικών συνθηκών και 

εποχιακών διακυμάνσεων. Επομένως, ιδιαίτερα σημαντική πρόκληση αποτελεί η 

προσπάθεια βελτίωσης, ποιοτικά και ποσοτικά, των διαθέσιμων μεθόδων.  
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Στόχος στην παρούσα μελέτη ήταν ο σχηματισμός κάλλου από έκφυτα φύλλων 

του φυτού Salvia sclarea, και εν συνεχεία η λήψη αναγεννημένων φυτών. Όσον 

αφορά την καλλογένεση, τέσσερα από τα έξι θρεπτικά υποστρώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν οδήγησαν στην εμφάνιση κάλλου. Αναλυτικότερα, στα 

υποστρώματα ΜS-Cl2 (1mg/L 2,4 D + 0,1mg/L ΒΑ) και ΜS-Cl5 (1mg/L NAA + 

0,1mg/L ΒΑ) απαντώνται τα υψηλότερα ποσοστά καλλογένεσης, 35,83% και 31,19% 

αντίστοιχα. Ανάπτυξη κάλλου, με χαμηλότερα ποσοστά παρατηρήθηκε όμως και στις 

περιπτώσεις όπου πραγματοποιήθηκε χρήση αποκλειστικά αυξίνης, ΜS-CI1 (2mg/L 

2,4 D) και ΜS-Cl4 (2mg/L NAA), 29,17% και 26,08% αντιστοίχως. Ωστόσο, 

ειδοποιός διαφορά μεταξύ των χειρισμών κρίνεται το χρονικό διάστημα μέχρι την 

ανάπτυξη του κάλλου, το οποίο για τα υποστρώματα ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5 διαρκεί 30 

ημέρες, ενώ για τα ΜS-CI1 και ΜS-Cl4 παρατείνεται σε 40 ημέρες. Επιπρόσθετα, 

διαφορά σημειώνεται στο χρώμα και το μέγεθος των κάλλων, καθώς οι κάλλοι των 

υποστρωμάτων ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5 διαθέτουν έντονο πράσσινο χρώμα, μεγαλύτερο 

μέγεθος και υψηλότερο δυναμικό ανάπτυξης, σε αντίθεση με αυτούς των ΜS-CI1 και 

ΜS-Cl4, οι οποίοι εμφανίζουν κίτρινο χρώμα, μικρότερο μέγεθος και χαμηλότερες 

τιμές στον GI.   

 

Συχνός περιοριστικός παράγοντας στους in vitro χειρισμούς των αρωματικών 

φυτών είναι η εμφάνιση εκτεταμένων νεκρωτικών «σημείων» («brown necrotic 

areas») στα έκφυτα σε σύντομο χρονικό διάστημα από την εγκατάστασή τους, 

αναστέλλοντας έτσι τις διαδικασίες της καλλογένεσης και της βλαστογένεσης και τα 

έκφυτα να οδηγούνται σε ολική νέκρωση. Τραυματισμούς του ιστού, κατά τη λήψη 

του έκφυτου επάγει την αυξημένη έκκριση φαινολικών παραγώγων, τα επίπεδα των 

οποίων είναι ιδιαίτερα υψηλά στα αρωματικά φυτά. Στην συνέχεια πραγματοποιείται 

οξείδωση των φαινολικών σε κινόνες, οι οποίες διαθέτουν τοξική δράση για τους 

ιστούς. Στην παρούσα εργασία, το φαινόμενο του «browning» εμφανίστηκε σε όλα τα 

υποστρώματα. Ωστόσο, στα ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5 δεν έδρασε ανασταλτικά στην 

καλλογένεση, καθώς η αύξηση των κάλλων συνεχίστηκε με σταθερό ρυθμό. 

Αντίθετα, στα ΜS-CI1 και ΜS-Cl4, σημειώθηκε ταχύτερη εμφάνιση των νεκρωτικών 

περιοχών, εκτεταμένη κάλυψη των εκφύτων και τελικά πλήρης νέκρωση.  

 

Τέλος, μεταξύ των ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5 δεν παρατηρείται στατιστικά 

σημαντική διαφορά στο δυναμικό ανάπτυξης ή στη μορφολογία των κάλλων, ενώ και 

στα δύο η εξέλιξη της καλλογένεσης ακολουθεί παρόμοια πορεία στο χρόνο. 

Επομένως, βάση του σύνολο των δεδομένων εξάγεται το συμπέρασμα ότι στην εν 

λόγω εργασία καταλληλότερα υποστρώματα καλλογένεσης αποδήχθηκαν τα 

υποστρώματα ΜS-Cl2 και ΜS-Cl5.  

 

Συνοψίζοντας, στην εν λόγω εργασία πραγματοποιήθηκε επιτυχής σχηματισμός 

κάλλου, με χρήση έκφυτων φύλλο του φυτού Salvia sclarea. Παράλληλα, οι 

διαφοροποιήσεις που παρατηρήθηκαν μεταξύ των διαφορετικών υποστρωμάτων 

εγείρουν το ενδιαφέρον για την διερεύνηση περαιτέρω διαφορών σε επίπεδο 

μεταβολικών προϊόντων αυξημένης σημασίας, όπως η σκλαρεόλη. Με χρήση 

χρωματογραφικών τεχνικών, για παράδειγμα υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης-

HPLC θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί ποιοτική και ποσοτική ανάλυση της 

σύστασης των κάλλων σε δευτερογενείς μεταβολίτες, ώστε να μελέτηθει η 

δυνατότητα αύξησης των επιπέδων τους, μέσω εφαρμογής διαφορετικών in vitro 

χειρισμών.  
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Με στόχο την βλαστογένεση χρησιμοποιήθηκαν δέκα διαφορετικά θρεπτικά 

υποστρώματα, ωστόσο η επίτευξη της δεν κατέστη δυνατή, ενώ στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων σημειώθηκε εμφάνιση κάλλου ή αύξηση του μεγέθους του ήδη 

υπάρχοντος. Η αδυναμία επαγωγής της βλαστογένεσης από τους κάλλους πιθανώς να 

συσχετίζεται με τις ιδιότητες των ορμονών που χρησιμοποιήθηκαν. Παραδείγματος 

χάριν, η ορμόνη 2,4D διαθέτει υψηλή συγγένεια πρόσδεσης με την πρωτεϊνη που 

είναι υπεύθυνη για τη μεταφορά της εντός του κυττάρου και μικρή με την πρωτεϊνη 

εξόδου, με αποτέλεσμα την αργή μεταφορά της εκτός του κυττάρου και την 

σημαντική αύξηση της ενδοκυτταρικής της συγκέντωσης. Παράλληλα, η 

συσσώρευση της 2,4D συσχετίζεται και με την αύξηση των επιπέδων της ορμόνης 

ΙΑΑ, μέσω των βιοσυνθετικών μονοπατιών που χρησιμοποιούν ως πρόδρομο μόριο 

την τρυπτοφάνη (Michalczuk et al., 1992). Επομένως, αποτέλεσμα αυτών θα 

μπορούσε να είναι η υποεκτίμηση του λόγου κυτοκινήνης/αυξίνης, που απαιτείται για 

την επίτευξη της βλαστογένεσης. Ακόμη αξίζει να σημειωθεί ότι σε υποστρώματα 

όπου δεν πραγματοποιήθηκε προσθήκη αυξινών, στα ΜS-Sl1 (2mg/L ΒΑ) και ΜS-

Sl2 (5mg/L ΒΑ), παρατηρήθηκε σχηματισμός κάλλου από έκφυτα φύλλου. Το 

αποτέλεσμα αυτό ενδεχομένως να υποδηλώνει την ύπαρξη αυξημένων επιπέδων 

ενδογενών αυξινών στα μητρικά φυτά, γεγονός που θα μπορούσε να δικαιολογήσει 

και τις περιπτώσεις της συνεχούς αύξησης προυπάρχοντος κάλλου.  

 

Συμπερασματικά στην παρούσα εργασία πάρα το γεγονός οτί δεν κατέστη 

εφικτή η επίτευξη της βλαστογένεσης αναπτύχθηκαν ορισμένοι προβληματισμοί που 

ενισχύουν το ενδιαφέρον για την διεξαγωγή μελλοντικών in vitro δοκιμών, με στόχο 

τη λήψη αναγεννημένων φυτών. Τέλος, αρκετά ενδιαφέρουσα προσέγγιση θα 

μπορούσε να αποτελέσει η κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης από κάλλους του φυτού 

Salvia sclarea, με στόχο την μελέτη του τρανσκριπτομικού προφίλ του ίστου και σε 

συνθήκες ιστοκαλλιέργειας. 
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5. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 

Το αρωματικό φυτό Salvia sclarea αποτελεί έναν από τους πιο δημοφιλής 

εκπροσώπους της οικογένειας των Lamiaceae, καθώς το αιθέριο έλαιο του φυτού 

αξιοποιείται ευρέως στην κοσμετολογία, στη βιομηχανία τροφίμων και στην 

φαρμακοβιομηχανία. Τα άνθη και τα φύλλα του φυτού αποτελούν την μεγαλύτερη 

πηγή του διτερπενίου σκλαρεόλη, χημική ουσία εξέχουσας σημασίας για το τομέα της 

αρωματοποιίας, η έκκριση της οποίας, όπως και των δύο ακόμη βασικών συστατικών 

του ελαίου, των μονοτερπενίων λιναλοόλη και οξικό εστέρα της λιναλοόλης 

πραγματοποιείται από αδενώδη τριχώματα με δομή οστού («capitate glandular 

hairs»), ενώ από ασπιδοειδή αδενώδη τριχώματα («peltate glandular hairs) εκκρίνεται 

το σεσκιτερπένιο γερμακρένιο D. Παράλληλα, λόγω της υψηλής εμπορικής και 

οικονομικής σημασίας που προσδίδουν οι δευτερογενείς μεταβολίτες του, το φυτό 

Salvia sclarea αποτελεί είδος αυξημένου ενδιαφέροντος και για το τομέα της 

ιστοκαλλιέργειας. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η συγκριτική μελέτη των 

επιπέδων έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται σε μονοπάτια του δευτερογενούς 

μεταβολισμού στο φύλλο, στα τριχώματα, στο φύλλο απουσία τριχωμάτων και σε 

κάλλο, του φυτού, μέσω των διαδικασιών της απομόνωσης ολικού RNA και της 

ηπιποσοτικής RT-PCR. Ταυτόχρονα, μέσω κατάλληλων τεχνικών ιστοκαλλιέργειας, 

στόχος είναι η δημιουργία κάλλου και τελικά η λήψη αναγεννημένων φυτών.  

 

Στην εν λόγω μελέτη δύο τροποποιημένα πρωτόκολλα κρίθηκαν 

καταλληλότερα για την απομόνωση ολικού RNA από τους ιστούς του φυτού, καθώς 

εφαρμογή του διαδεδομένου σε χρήση πρωτόκολλου phenol/chloroform extraction 

οδήγησε στην απόκτηση δειγμάτων χαμηλής καθαρότητας, ως προς τις προσμίξεις με 

πρωτεΐνες και φαινολικά. Ωστόσο, στα πλαίσια της εργασίας αυτής δεν κατέστη 

εφικτή η επιτυχημένη ενίσχυση των επιθυμητών γονιδίων, τόσο στο φύλλο όσο και 

στη τρίχα, πιθανόν λόγω μειωμένης ειδικότητας πρόσδεσης κάθε ζευγαριού 

εκκινητών στη μήτρα, απόρροια των περιορισμένων, μέχρι σήμερα, βιβλιογραφικών 

δεδομένων για Salvia sclarea. Το ενδεχόμενο αυτό ενισχύεται σημαντικά, τόσο από 

την εν γένει υψηλή ομολογία μεταξύ  συνθετασών μόνο-, δί-, και σέσκι- τερπενίων, 

όσο και σε επίπεδο υπο-οικογένειας. Όσον αφορά την καλλογένεση, τέσσερα από τα 

έξι θρεπτικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν οδήγησαν στην εμφάνιση κάλλου, 

με δύο από αυτά να αποδεικνύονται καταλληλότερα από άποψη μορφολογίας, 

δυναμικού ανάπτυξης και χρόνου καλλογένεσης. Τέλος, η επαγωγή της 

βλαστογένεσης αποδείχθηκε ανεπιτυχής, ενώ σε ορισμένα θρεπτικά υποστρώματα 

σημειώθηκε εμφάνιση κάλλου ή αύξηση του μεγέθους του ήδη υπάρχοντος.  

 

 

Αbstract 
 

 

Salvia sclarea (clary sage) is one of the most popular aromatic plants of the 

Lamiaceae family, due to the fact that the plant’s essential oil is widely used in 

cosmetology, in the food industry, and also in the pharmaceutical industry. Plant’s 

leaves and inflorescence are the biggest source of sclareol in nature, a diterpene of 

great importance for the fragrance industry. Sclareol, as well as linalool and linalyl 
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acetate, the other two dominant ingredients in Salvia sclarea oil are secreted by 

capitate glandular hairs, while the sesquiterpene germacrene D is secreted by peltate 

glandular hairs. In the same time, the increased commercial and economic value of 

Salvia sclarea because of its secondary metabolites, led to its use also in tissue culture 

techniques. The aim of this essay was to study the expression levels of genes 

participating in different pathways of secondary metabolism, in whole leaves, isolated 

trichomes, leaves without trichomes and callus from Salvia sclarea, by carrying out 

the procedures of total RNA isolation and semiquantitative RT-PCR analysis. 

Moreover, the goal was the achievement of callus induction and the production of 

regenerated plants through in vitro techniques. 

 

 As a result of this study, two modified protocols were found to be the most 

suitable for the isolation of high quality total RNA from Salvia sclarea tissues, 

compared to the widely used phenol/chloroform extraction protocol, which resulted in 

samples containing high levels of polyphenols and proteins. However, the 

amplification of selected genes was not achieved during this essay, probably due to 

primers’ low specificity with the target, due to limited bibliographic data concerning 

Salvia sclarea. The existing high homology not only between monoterpene, diterpene 

and sesquiterpene synthases, but also within each subfamily enhances the probability 

of mispriming mentioned before. As far as callogenesis is concerned, four out of six 

different types of medium resulted in callus induction, while two of them were found 

to be more suitable when callus morphology, growth capacity and days to visible 

callus are taken into account. Finally, shoot induction was not achieved, while in 

some cases callus induction or gain in the pre-existing callus size was observed.  
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